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??? INLEIDING Het aantoonen van den bacteriophaag door d\' Herelle, nahet groote werk van Pasteur zeer zeker de belangrijkste ont-dekking op bacteriologisch gebied, wekte onmiddellijk eengroot aantal onderzoekers op, dit onderwerp in studie te nemen.Vooral het standpunt van d\'Herelle, dat de bacteriophaageen levend microorganisme, parasiet der bacteri??n zou zijn, gafspoedig aanleiding tot een groot aantal onderzoekingen om-trent de eigenschappen der lytische stof. Ecn groot aantal onderzoekers trok namelijk de levendenatuur van den bacteriophaag in twijfel en door bestudeeringvan zijn eigenschappen wilde men de natuur van dit geheim-zinnig verschijnsel doorgronden. Hoewel door de bestudeering der eigenschappen van denbacteriophaag eenige zeer interessante feiten aan het lichtzijn gekomen, tot een beslissend oordeel over de al of nietlevende natuur van het lytische agens is men nog niet gekomen. Toen d\' Herelle, na de ontdekking van den

bacteriophaagde rol daarvan, bij de bescherming van een organisme tegenbacteri??ele infecties, heeft nagegaan en daarbij een curatieveen preventieve werking vond, welke aan het ongelooflijkegrenst, mocht men verwachten, dat, vooral om het practischebelang van dit deel dcr ontdekking, een groot aantal onder-zoekers zijn mededeelingen zou controleeren en bij bevestigingervan, de bacteriophagentherapie ook bij andere ziekten zougaan bestudeeren. Toch is dit niet het geval geweest. Vermoedelijk zijn deongunstige resultaten der eerste onderzoekers hiervan de reden. Niet alleen van medische, vooral van veterinaire zijde had



??? men meer belangstelling voor deze practische zijde van hetvraagstuk mogen verwachten. Van veterinaire zijde vooral,omdat men bij dieren de natuurlijke infectie kan vervolgentot aan den dood van het dier, terwijl bij den mensch deziekte altijd zooveel mogelijk moet worden bestreden. Een tweede reden, waarom vooral van veterinaire zijde depreventieve en curatieve waarde moet worden nagegaan, ishet feit, dat men bij dieren experimenteel ziekten kan op-wekken en daarna op ieder gewenscht oogenblik den bacterio-phaag kan inspuiten, enz. Het practisch belang der bacteriophagentherapie, maar ookhet feit, dat men door bestudeering der rol van den bacterio-phaag in het dierlijk organisme, tot een juister inzicht zalkomen, over het al of niet levend zijn van den bacteriophaagwas voor mij de aanleiding tot de bestudeering daarvan. Alvorens cchter tot een bespreking der rol van den bacterio-phaag in de immuniteit over te gaan, acht

ik het gewenschteerst ecn beschrijving der onderzoekingen van d\' Herelleomtrent eigenschappen en wezen van den bacteriophaag tegeven met een tamelijk volledig overzicht der litteratuur diedaarover na het eerste werk van d\' Herelle â€žLe bacteriophage,son role dans Timmunite" reeds is verschenen. Zonder eentamelijk uitgebreide kennis der eigenschappen van den bacterio-phaag en der bacteriophagie is het niet goed mogelijk eenoordeel over de rol daarvan in de immuniteit te verkrijgen. Eerst na deze inleidende bespreking, volgt een overzichtover de rol van den bacteriophaag in de immuniteit, metenkele nieuwe begrippen door d\' Herelle aangegeven in zijntweede werk â€žLes defenses de l\'organisme. Daarna volgende resultaten door andere onderzoekers verkregen met debacteriophagentherapie. Tenslotte volgen mijn eigen onderzoekingen, vooral be-treffende de Klcinsche ziekte en Pullorum infecties der kuikensen kippen

en daarna een korte beschrijving der onderzoekingenomtrent vogelcholera, vlekziekte en paratyphus.



??? HOOFDSTUK I BACTERIOPHAAG EN BACTERIOPHAGIEA. Oorspronkelijke onderzoekingen van d\'Herelle a. Eigenschappen van den bactcriophaag Het feit, dat in culturen van typhus- en dysenteriebajfcillen.afkomstig van reconvalescenten, af en toe eigenaardige rondeopeningen voorkomen, was voor d\' Herelle het uitgangspuntvoor een reeks van onderzoekingen, die hebben geleid tothet vinden van een bacteriolytisch principe, door hem genoemd: Bacteriophagiim intestinale d\' Herelle 1918 Deze bacteriolytische stof is volgens hem een zeer kleinlevend microorganisme, dat kaarsen van Chamberland, diebacteri??n tegenhouden, passeert. Anderen echter beschouwen het als een lytisch ferment,Welke meening de juiste is, is nog niet uitgemaakt, hoewelvele onderzoekers wel de meening van d\' Herelle steunen. Na de ontdekking van d\' Herelle is door een groot aantalonderzoekers gezocht naar bactcriophaag. In faeces,

urine,bloed, etter, maar ook in aarde en water is bactcriophaaggevonden. Enkele algemeene eigenschappen geven eenig inzicht inde werking der lytische stof. Een stof, die bactcriophaag bevat, wordt gefiltreerd dooreen Chamberlandkaars. Het filtraat, gedaan bij een suspensie



??? van jonge bacteri??n, zal de groei der bacteriesuspensietegenhouden, of zelfs de suspensie ophelderen, als de bacteri-ophaag actief is voor de gebruikte bacteriesoort. Is desuspensie opgehelderd, dan kan ?Š?Šn druppel ervan, een nieuwebacteriesuspensie weer oplossen. Zoo kan men een onbepaaldaantal malen doorgaan. Deze z.g. â€žtransmission en serie", isalleen te verklaren, als telkens nieuwe lytische stof gevormdwordt, of deze zich vermeerdert. Ook door uitstrijken op agar kan de lytische stof aange-toond worden. Men strijkt daarvoor van een bacteriesuspensie,waarbij fikraat gedaan is, iets uit op agar. Was er veelbacteriophaag en werkte deze sterk, dan zal op de agarniets groeien. De bacteriophaag houdt alle groei tegen.Minder actieve bacteriophaag, of een geringere hoeveelheid,geeft aanleiding tot de vorming van kleine open plekjes, rondegaatjes in de uitstrijkcultuur. Dit zijn de z.g. plaques of plages. d\' Herelle

verklaart deze verschijnselen, door een ultravisibelvirus aan te nemen, dat parasiteert op bacteri??n. Om de bacteriophaag voor een bepaalde bacteriesoort tevinden, gaat d\' Herelle als volgt te werk. De stof, waarin debacteriophaag zou zitten, moet worden gefiltreerd door eenChamberlandkaars. Alvorens daartoe over te gaan, is hetdikwijls noodig, troebele vloestofFen, eerst van de grove ver-ontreinigingen te ontdoen. Faeces zet men tevens eenige urenin bouillon in de broedstoof, Dan filtreert men door filtreer-papier, dat met fijne porceleinaarde (z.g. infusorienaarde)minder doorlaatbaar is gemaakt. Het fikraat is dan geschikt,om door de bacteriekaars te worden gezogen. Wil men b.v. een bacteriophaag voor dysenteriebacillenaantoonen, dan ent men daags te voren een agarbuis metdie bacillen. Van deze versche cultuur ent men op den dag,dat men het onderzoek verricht, 4 buizen bouillon. Bij deeerste buis doet men 1 druppel fikraat,

bij de tweede 10druppels en bij de derde 2 cc. De vierde dient voor con-trole, hij bevat alleen cultuur. Deze 4 buizen zet men bij



??? 37Â° C. Na 12â€”18 uren kan men verschillende resultatenzien, n.1. 4, 3, 2 buizen of slechts 1 buis is troebel en derest helder. le. Alle buizen troebel. Hieruit mag men niet besluiten, datdat er geen bacteriophaag aanwezig was, want hij kanniet actief genoeg zijn, om op de groote massa bacteri??n,in de bouillon macroscopisch invloed uit te oefenen, ter-wijl hij door uitstrijken uit de drie buizen op agar, nogis aan te toonen, door de vorming van plages, die alser veel zijn, den indruk geven, alsof de cultuur aange-vreten is. 2e. Alleen de controle is troebel. Dit wijst op de aanwezig-heid van een bacteriophaag van hooge activiteit. Diekan men verder aantoonen, door in 3 buizen bouilloneen suspensie van jonge bacteri??n te brengen tot lichttroebel en bij ieder een druppel Altraat te doen, evente schudden en dan direct uit iedere buis uit te strijkenop agar. Dan ziet men daar na 24 uur de openingen.3e. Naast de controle zijn 1 of 2 buizen

troebel geworden.Dit wijst op bacteriophaag van gemiddelde of hoogeactiviteit. Door bij bacteriesuspensies een druppel uit dehelder gebleven buis te doen en op agar uit te strijken,kan men ook hier den bacteriophaag aantoonen. Zooals uit het vorige reeds blijkt, is er een sterk werkendebacteriophaag en een zwak werkende, Daartusschen zijn danallerlei overgangen. Men kan hier met recht spreken vanvirulentie, dat is de eigenschap, om zich te vermenigvuldigenten koste van het geparasiteerde organisme. De sterk werkendebacteriophaag vernietigt snel de bacteri??n, terwijl hij zich-zelf vermeerdert, de zwak werkende minder snel. Practisch zal men dikwijls een weinig virulenten bacterio-phaag vinden. Evenals bij bacteri??n, kan men die virulentieverhoogen, door passage door gevoelige organismen, dat zijnvoor den bacteriophaag jonge levende bacillen. Het weinigactieve filtraat doet men bij een suspensie van 24 uur oudebacillen

en zet dit bij 37Â°. Na 24 uur is de suspensie troebel.



??? Dan filtreert men weer door een bacteriekaars en doet hetfiltraat bij een nieuwe bacteriesuspensie, enz. Tenslotte be-reikt men een maximumvirulentie, waarbij lysis van de sus-pensie optreedt, soms zelfs blijvend. Door uitstrijken op agar, kan men nagaan, of de virulentietoeneemt. Dan krijgt men hoe langer hoe grooter en hoelanger hoe meer openingen, aangevreten culturen en tenslotte slechts enkele ges??oleerde kolonies. Hoe virulenter bac-teriophaag, des te grooter plages op de agar. Vooral jonge culturen moet men gebruiken voor het aan-toonen en het activeeren van den bactcriophaag. Oude bac-teri??n worden niet meer opgelost. Een 24 uur oude bouillon-cultuur is na inwerking van den bactcriophaag nog vrij troebel,terwijl een even dikke suspensie van bacillen van een 24 uuroude agarcultuur, volkomen opheldert. Daarom gebruikt mensteeds bacteriesuspensies van jonge agarculturen. Het mechanisme der lysis is door d\'

Herelle nagegaan,door uit een suspensie, waarbij bactcriophaag gedaan was.iedere 15 minuten op agar uit te strijken. Zoodoende is hetmogelijk, door tellen van het aantal plages het aantal bac-teriophagen te berekenen. Na Â? 90 minuten bleek het aantalbacteriophagen plotseling 15 a 30 maal grooter te zijn ge-worden. Door te centrifugeeren, 30 minuten na het inzettender proef, bleek, dat de eerste 15 a 30 minuten de bactcrio-phaag zich aan de bacteri??n vasthecht en ongeveer eenuur later eruit te voorschijn komt, na zich in de bacterie tehebben vermenigvuldigd. Tijdens die vermenigvuldiging, zoude bacterie worden opgelost. Dat voor de vermenigvuldiging van den bactcriophaag, bac-teri??n noodig zijn, blijkt uit het feit, dat in geen enkel andermilieu vermeerdering plaats vindt, ook niet in het filtraatvan bouillon, waarin langen tijd bacteri??n gegroeid zijn, duswaar veel producten der bacteriegroei aanwezig zijn^^ Met het

ultramicroscoop is deze opvatting te controleeren.Men ziet de bacteri??n opzwellen, ze worden rond en plot-seling ziet men ze uit elkaar springen, waarbij slechts een



??? geringe troebeling overblijft. De granula, die men daarbij eerstin de bacteriecel en later in de geringe troebeling ziet, zoudende ultramicroben zijn. Hoe actiever de bacteriophaag, destesneller de vermeerdering ervan in de bacterie, dus destesneller lysis. De hoeveelheid fikraat, dus het aantal bacteriophagen, isalleen van belang voor de tijd, waarop macroscopisch lysisoptreedt. Veel fikraat bij een suspensie, dan worden allebacteri??n direct aangevallen en de suspensie wordt in vrijkorten tijd helder. Weinig fikraat bij eenzelfde suspensie, danworden eerst enkele bacteri??n aangetast, de rest vermenig-vuldigt zich echter normaal verder. De bacteriophaag ver-menigvuldigt zich echter sneller, zoodat na eenige uren tochalle bacteri??n worden opgelost. In dit geval wordt de bouillondus eerst troebel en na eenige uren begint de opheldering. Als parasiet van de bacteri??n, is het medium van geen in-vloed, als de bacterie in het medium

maar goed groeit. Alleende zuurgraad is van belang, in zure media vermenigvuldigtde bacteriophaag zich niet. Als parasiet van de bacteri??n, moet dc bacteriophaag zeerklein zijn. Met de ultramicroscoop ziet men in een mediumwaarin de bacteriophaag aanwezig is, zeer kleine helderepuntjes. Dat zouden de ukramicroben zijn. Na lang staan, of na centrifugeeren, kan men door uit-strijken en tellen van het aantal plages, aantoonen dat inhet onderste doel der vloeistof meer ultramicroben zijn, danin het bovenste doel. Dus de bacteriophaag heeft een zekeremassa. De grootte van den bacteriophaag zou overeenkomenmet die van een eiwitmolecule. Wanneer dit n.l. een collodium-membraan passeert, passeert ook de bacteriophaag. Wordt hetechter tegengehouden, dan is ook de bacteriophaag aan denanderen kant der membraan niet aan te toonen. De activiteit van den bacteriophaag, dat is haar vermogen,zich ten koste van bacteri??n

te vermeerderen, is erg uiteen-loopend. Zeer actieve bacteriophaag lost een suspensie inkorten tijd op, minder actieve doet er langer over en weinig



??? actieve veroorzaakt slechts gedeeltelijke opheldering. Hoe snellervermeerdering, deste sneller uitbreiding der bacteriophagen-kolonie, dus op agar deste grooter plages. Dit is dus ookeen maatstaf voor de virulentie. Meestal is een bacteriophaag in staat, verschillende bacterie-soorten op te lossen, wanneer hij ge??soleerd wordt. Na eengroot aantal passages, ten koste van een enkele bacteriesoort,blijft toch de werkzaamheid tegenover andere soorten bestaan.Dit wijst op ?Š?Šn enkele bacteriophaag, die virulent kan wordenvoor allerlei bacteriesoorten. Een tweede argument voor deze opvatting, bestaat hierin,dat bacteriophaag tegen verschillende bacteri??n, met serumvan een dier, ingespoten met een bepaalden bacteriophaag eenpositieve comiilementbinding geeft. Door het verschil in graad der virulentie en het verschilin de aangetaste bacteriesoorten, van een niet lang geledenge??soleerde bacteriophaag, erg virulent voor de

eene soort,weinig voor een andere, met alle overgangen daartusschen, iseen oneindig aantal combinaties mogelijk, zoodat twee vol-komen gelijke bacteriophagenstammen niet bestaan. Op grond van deze opvatting moest men den bacteriophaagvirulent kunnen maken, voor alle bacteriesoorten. Dit gaatechter niet. Voor de normale darmbacteri??n kan men eengroot aantal stammen, door herhaalde passage over jongebacteri??n, virulent maken al was er in het begin absoluutgeen werking aan te toonen. Voor de andere bacteriesoortengaat het echter niet. De bacteriophaag is voor de darmbac-teri??n een normale parasiet, maar voor de andere bacterie-soorten een toevallige. Voor het verkrijgen van virulentievoor deze laatste zijn factoren noodig, die in vivo voorkomen,maar in vitro nog onbekend zijn. Bij sommige bacteriesoorten is de bacteriophaag virulentvoor alle bacteriestammen, bij andere echter slechts voor 1of voor enkele. De

eerste zijn de homogene bacteriesoorten,de tweede, de heterogene (b.v. typhus en coh). De bacteriophaag tast de bacteri??n aan door middel van



??? StofFen, die de bacteri??n oplossen, z.g. lysinen. d\' Herelleverkreeg die lysinen. door in een opgehelderde supensie denbacteriophaag te dooden, door middel van alcohol. Met deproducten van den bacteriophaag, die dan overbleven, kon hij degroei der bacteri??n tegenhouden, maar de z.g. â€žtransmissionen serie", was niet meer mogelijk. Een voorname eigenschap der lysinen, bestaat hierin, datzij de bacteri??n zeer geschikt maken voor phagocytose. Wanneermen leucocyten en bacteri??n bij elkaar brengt in een capillairen dan bij 37Â° zet en na 15 minuten uitstrijkt, vindt menenkele bacteri??n in de leucocyten. Doet men er echter bac-teriophaag bij, dan is het aantal bacteri??n in de leucocytenveel grooter. De z.g. opsonische index is sterk verhoogd.



??? 6. Bacteriophaag en bacterie Zooals een hooger organisme zich verdedigt tegen bacteri??n,zoo verdedigt ook de bacterie zich tegen den bacteriophaag.Bacteriesuspensies, die helder zijn geworden na toevoegingvan bacteriophaag, ziet men na korteren of l?¤ngeren tijd,veelal weer troebel worden. Toch is, in de cultuur nog virulentenbacteriophaag aanwezig, want na filtreeren, kan men er weersuspensies mee ophelderen. Bacterie en bacteriophaag levendus naast elkaar; de bacterie is immuun geworden voor dewerking van den bacteriophaag. Enkele bacteri??n in een sus-pensie worden immuum en deze vermeerderen zich. Zulk een doorgegroeide cultuur, bestaande uit resistent ge-worden bacteri??n, noemt men een secundaire cultuur. Eensecundaire cultuur, ge??nt in een voedingsbodem, noemt meneen gemengde cultuur, ook hierin zijn dus bacteriophaag enbacterie naast elkaar aanwezig. Het evenwicht in de gemengde

culturen, is meer of minderstabiel. Bacteriophaag van lage virulentie verdwijnt soms, alsalle bacteri??n resistent zijn geworden, in andere gevallen echterblijven bacteriophaag en bacterie naast elkander bestaan, ookna een groot aantal overentingen. Zulke gemengde culturen vertoonen wel dikwijls abnorma-liteiten in groei, af en toe ziet men gedeeltelijke ophelderingen daarna weer troebel worden der bouillonculturen. Hoe virulenter bacteriophaag. deste moeilijker is het voorde bacteri??n, immuun te worden, dus deste minder secundaireculturen. Wanneer ze echter ontstaan, hebben ze dikwijls eenkarakteristiek aspect. Het medium is helder, maar op denbodem ontwikkelen de resistente bacteri??n zich tot een ge-



??? aglutineerde massa. In het bovenste deel van het medium blijkengeen bacteri??n aanwezig te zijn, alleen zeer virulente bacterio-phagen. Bij overenten blijven de subculturen dit aspect houden.Het evenwicht is stabiel geworden, bacterie en bacteriophaagleven in symbiose naast elkaar, want de bacteriophaag moetzich vermeerderen bij de overentingen en dit doet hij alleenten koste van bacteri??n. Tusschen gemengde culturen met weinig virulenten en ergvirulenten bacteriophaag zijn allerlei overgangen, van troebeleculturen, lijkende op normale bacteriegroei, met erg onstabielevenwicht, tot culturen in geaglutineerden vorm, met helderebovenstaande vloeistof, met stabiel evenwicht. De culturen metstabiel evenwicht kan men een groot aantal malen overenten,het evenwicht tusschen bacteriophaag en bacterie blijft bestaan. Zoo zal men in de standaardculturen op laboratoria weldergelijke gemengde culturen vinden, die altijd voor

rein zijnaangezien. Ze zijn echter niet â€žultrarein". Het uiterlijk der gemengde culturen in vloeibare mediageeft dus eenig idee van de virulentie van den bacteriophaagen van de resistentie der bacteri??n. Ook op vaste voedingsbodems zijn de gemengde culturenmeer of minder karakteristiek. Dikwijls blijft een schuingestoldeagarbuis, die over de geheele oppervlakte ge??nt is, toch steriel.In andere gevallen echter krijgt men cultuur op de agar. Ditkan zijn: le. Een aaneengesloten laag op het dunne deel der schuin-gestolde agar. Van een smal randje bovenaan, tot 74 t^^ragaroppervlakte kan bedekt zijn met cultuur. Het onderstedikke deel is echter altijd steriel.2e. Meer of minder ge??soleerde koloni??n, hoewel het geheeleoppervlak ge??nt is. Het aspect dier koloni??n kan ver-schillend zijn. a. Normale koloni??n, vooral als de cultuur is ontstaan doorde werking van een bacteriophaag van lage virulentie. b. Koloni??n die, zooals d\'Herelle

het uitdrukt, meerconvex en meer opaque zijn dan de normale. Ze be-



??? staan uit coccen. Na eenige malen overenten ver-dwijnt de coccenvorm en krijgt de bacterie zijn nor-male vorm terug,c. Slijmige koloni??n van verschillende grootte. Over-ge??nt op agar geven ze weer dezelfde koloni??n, nooitecn aaneengesloten laag cultuur. Ent men deze cul-turen in bouillon, dan krijgt men daarin een troebeling,die af en toe verandert, of een geaglutineerde massa,afhangende van de virulentie van den bacteriophaagen de resistentie der bacteri??n. Microscopisch zijn ba^cillen in de slijmige culturen, alsookin de geaglutineerde massa in bouillon, omgeven door eenslijmige kapsel. Vermeerdering van resistentie zou coccen-vorming geven. Moet de bacterie zich dan nog tegen zeervirulenten bacteriophaag verdedigen, dan zou hij omgevenworden door de slijmige kapsel, die de ultramicoben zou ver-hinderen in de bacterie binnen te dringen. Met het verkrijgen van resistentie verdwijnt de geschikt-heid voor aglutinatie.

Zoodra de bacteriophaag verdwijnt,wordt ook de resistentie minder na een aantal overentingenen daarmee komt de aglutinabiliteit weer terug. Dit is eenbekend feit op ieder laboratorium. Men isoleert af en toeculturen, die eerst na een aantal overentingen geschikt wordenvoor aglutinatie. De bacterie verdedigt zich niet alleen door bovengenoemdeimmuniteit, maar ook door de pruductie van antilysinen, diede lysinen waarmee de bacteriophaag de bacteri??n aantast,neutraliseeren en zoo, als ze in voldoende hoeveelheid aan-wezig zijn, zelfs een zeer virulenten bacteriophaag verhinderen,een suspensie op te lossen. Vandaar dat als men bij een doorden bacteriophaag opgehelderde suspensie telkens weer bac-teri??n doet, tenslotte de suspensie niet meer helder wordt.De gevormde antilysinen houden de werking der lysinen tegen. Dus ook hier, zooals een hooger organisme zich verdedigttegen de bacteri??n, zoo verdedigen deze zich

tegen denbacteriophaag.



??? B. Litteratuur na het verschijnen van â€žLe bac-teriophage, son r?´le dans l\'immunit?Š Na de ontdekking van den bacteriophaag door d\' Herelle,is door een groot aantal onderzoekers gezocht naar bacterio-phaag. De daarbij gevolgde methode was meest die vand\' Herelle, waarbij men dus aantoont, dat een filtraat al ofniet in staat is, de groei der bacteri??n in bouillon tegen tehouden. Door uitstrijken op agar, toont men met zekerheid den bacteriophaag aan. Wolff en Janzen vonden in faeces stoffen, die in vrij sterkeverdunning remmend werkten op bacteriegroei. hoewel zijniets met den bacteriophaag te maken hadden. Zij meenendan ook. dat men alleen op het zien van plages met zeker-heid een bacteriophaag mag aannemen. De juistheid dezermeening blijkt wel hieruit, dat zoowel Bail, Otto en Munsteren Watanabe, agar gebruiken voor het aantoonen van zwakkebacteriophagen. Vooral de zoogenaamde Auftropfmethode

vanWanatabe, is zeer geschikt voor het aantoonen van zwakkebacteriophaag. Een suspensie van bacteri??n wordt op eenagarplaat uitgestreken en deze eenigen tijd gedroogd. Daarnadruppelsgewijs het filtraat erbij. Iedere druppel, die bacterio-phaag bevat, geeft dan aanleiding tot een plage. In urine, bloed, etter, peritonitisch exudaat, vaginaalsecretum,maar ook in aarde, rivier- en zelfs zeewater is bacteriophaaggevonden. Hij komt dus eigenlijk overal voor, Het moetdan ook verwondering wekken, dat bij het groote aantalonderzoekingen op bacteriologisch gebied, de bacteriophaagzoolang tot het onbekende heeft behoord. Toch moet menmet het aantoonen van bacteriophaag in een of ander



??? milieu voorzichtig zijn, daar zeer gemakkelijk vergissingenworden begaan. Vooreerst is er gevaar, dat men tijdens het onderzoek, dete onderzoeken stof met bacteriophaag besmet. Zijn resistentie, grooter dan die van bacteri??n, maakt, ditin een laboratorium, waar met bacteriophaag gewerkt wordt,heel goed mogelijk. Een voorname bron van besmetting zijnBerkefeldbacteriekaarsen. zooals Keiler aantoonde. Hierdoorkan men verschillende eigenaardige resultaten van sommigeonderzoekers verklaren. Hoewel Keiler zijn kaarsen, na gebruik, eerst in stoomsteriliseerde, dan reinigde, droogde, Vs uur verhitte in eendroogstoof tot 160Â°, daarna een uur op 100Â° en voor hetgebruik weer in stoom steriliseerde, bleek toch bij filtratievan steriele bouillon, of NaCl-oplossing, in het filtraat bac-teriophaag aanwezig te zijn. In plaats van de door hem ge-bruikte Berkefeldkaarsen, die door uitgloeien dikwijls brekenen uit elkaar vallen, zijn beter de

Chamberlandkaarsen, diemen in een oventje tot gloeihitte kan brengen, waarbij debacteriophaag zeker vernietigd is. Blijkt uit dit alles, dat er groot gevaar is, dat men bac-teriophaag vindt in stoffen, waarin hij oorspronkelijk nietaanwezig was, omgekeerd is het ook moeilijk met zekerheidte zeggen dat er in een of andere stof wel bacteriophaagaanwezig is. Wolff, Janzen en Hauduroy wezen er n.l. op dat de bac-teriophaag latent aanwezig kan zijn. Wil men dus met zeker-heid bacteriophaag uitsluiten, dan moet men meerdere passagespassages over gevoelige bacteri??n verrichten. Vooral over het verkrijgen van bacteriophaag uit bacterie-culturen, bestaat reeds een groote litteratuur, mede in verbandmet de opvatting, dat bacteriophaag geen levend organismezou zijn, maar uit de bacteri??n zelf zou ontstaan. Door middel van methylviolet (Botez), sublimaat, immuunsera(Otto^Munter^ Winkler), physiologische NaCl-oplossing(Weinberg en

Otolesco) en gedistileerd water (Weinberg



??? en Azner) en ten slotte zonder verdere bewerking (Bail enGildemeister) isoleerde men de bacteriolytisch werkende stofuit oude bouillonculturen. Ook met behulp van proteolytische fermenten, zooals trypsineen pancreatine, verkreeg men bacteriolysis (Pico, Backmanen Aquino). d\' Herelle, Beckerich en Hauduroy, Flu en Pondman ver-klaren deze resultaten, door aan te nemen, dat de bacteriophaagin die culturen latent voorkomt, zooals hij ook in andereomstandigheden in symbiose kan leven met bacteri??n. Vooralsinds het Flu gelukt is, door wrijven met watervrije sulfasnatricus, uit jonge bacteri??n bacteriophaag te isoleeren, isdeze verklaring zeer waarschijnlijk geworden. Ook Pondmankomt tot dezelfde conclusie. Keiler komt tot dezelfde conclusie, wat betreft de proteo-lytische fermenten, n.1. dat deze niet identiek zijn aan hetlytische principe en dat eventueele lytische werking berustop verontreiniging met het lytische agens. Niet

alleen over de vindplaats van den bacteriophaag,maar ook over zijn eigenschappen bestaat verschil van meening. Door middel van de kennis der eigenschappen van denbacteriophaag, tracht men het wezen ervan te leeren kennen. Vooreerst de grootte van den bacteriophaag. Na de publi-catie van d\' Herelle, dat de bacteriophaag collodiummembranenpasseert, die ook eiwit doorlaten, heeft Prausnitz de groottenauwkeurig bepaald, n.1. op 0.02 /t dat is 10 maal kleinerdan de kleinste microscopisch waarneembare microbe. Dezemethode mag in de physica zeer goed zijn, in de biologie,waar men te doen heeft met levende wezens lijkt zij mijminder nauwkeurig. Evenals de witte bloedcel door openingenpasseert, die veel kleiner zijn, dan hij zelf, zoo is het tochzeer goed mogelijk, dat ook de bacteriophaag, aangenomendat hij een levend microorganisme is, dezelfde amoeboide be-weging heeft, en in werkelijkheid veel grooter is dan uit

demetingen van Prausnitz blijkt. Flu vond dat bacteriophagen niet door agar passeerden en



??? grondt daarop zijn- meening, dat de bacteriophaag iets cor-pusculairs moet zijn. Het tellen van het aantal bateriophagen in een of andermedium geschiedt volgens d\' Herelle door het tellen van hetaantal plages, dat ontstaat door uitstrijken van b.v. 1 platinalus(ongeveer 0.01 cc.) van een suspensie waarbij de bacteriophaagis gedaan, op agar. Door berekening leert hij dan het aan-tal bacteriophagen kennen. Appelmans meent, dat deze methode be??nvloed wordt doorhet aantal bacteri??n in de suspensie. Hij bepaalt daarom degrootst mogelijke verdunning, waarin de bacteriophaag nogwerkt. Beckerich en Hauduroy vonden, dat de methode vand\'Herelle het nauwkeurigst is voor zwakke bacteriophaagen de methode Appelmans het beste voor virulente bacteriophaag. Vooral over de invloed van chemische stofFen op denbacteriophaag is veel onderzocht, d\'Herelle vond reeds, datde bacteriophaag over het algemeen minder gevoelig is

voorschadelijke invloeden dan bacteri??n, behalve voor zuren enalkali??n. Eliava en Pozerski hielden bacteriophaag intact tusschenPh 2.5 en 8.4. Volgens Otto en Munter en Watanabe ver-draagt hij echter wel een 10 % sodaopl. Suikerhoudendevoedingsbodems geven aanleiding tot zuurvorming. Daarmedekan men dus de bacteriophaag verwijderen uit een gemengdecultuur. Het onderzoek der resistentie tegen chemicali??n wordtmoeilijk door het feit, dat vele de bacteri??n remmen in hungroei en daardoor dus de bacteriophaag zijn voedingsbodemontnemen. Het is dus moeilijk uit te maken, wat be??nvloedwordt, de bacteriophaag zelf of de bacterie. Chloroform, aether, aceton, xylol, toluol, cafeine, morphine,strychnine hebben weinig invloed op den bacteriophaag, zoo-als de Poorter en Maisin aantoonden. Antiformine vernietigtde bacteriophaag (Seifert). Vooral de werking van glycerineis onderzocht. Glycerine 50 % is absoluut niet

schadelijk voorden bacteriophaag en men kan hem zelfs nog aan hooger



??? concentraties wennen, door langzaam indampen. Ook de wer-king van natriumfluoride is door J\'HereWe nauwkeurig nagegaan. Een 1 o/o oplossing van NaFl schaadt den bacteriophaag zeerweinig maar ook bacteri??n kan men wennen aan NaFl. Het feitdat de bacteriophaag evenals bacteri??n kan wennen aan be-paalde stoffen zou volgens d\'Herelle pleiten voor zijn levendenatuur. Een ander feit, waardoor lysis dikwijls wordt tegengehouden,is de absorptie. Een aantal colloiden zooals agar. gelatine,saleb, tragacanth, arabische gom en stoffen in colloidale op-lossing, zooals electrargol en aluminiumhydroxyde, absorbeerenden bacteriophaag. en verhinderen zoo zijn werkzaamheid. Devermeerdering zou volgens Nakamura niet zoozeer wordenbe??nvloed. Ook normaal serum zou remmend werken op denbacteriophaag (Gratia en Jaumain, De Necker, Doerr enBerger), d\' Herelle en Bruynoghe en Maisin ontkennen ditechter. Bolle

komt tot de conclusie, dat gelatine en eiwittenin hetalgemeen, door hun grootere viscositeit, den bacteriophaag,die op zichzelf geen eigen beweging heeft, minder dikwijlsin contact zullen brengen met de bacteri??n. De meeste bacteri??nkunnen zich dus ongehinderd ontwikkelen en op het grooteaantal, dat daardoor ontstaat, heeft den bacteriophaag geenmacroscopisch waarneembaren invloed meer. Hierdoor wordtdus de remmende werking teruggebracht tot ecn physischverschijnsel. Bij dc immuniteit komt deze kwestie weer ter sprake. Wolff en Janzen hebben geprobeerd, door toevoeging vanchemicali??n aan bacterieculturen, een eventueel daarin aan-wezigen bacteriophaag te verwijderen en zoo de culturen ultra-rein te maken. Zij vonden echter, dat een geringe hoeveelheidantisepticum den bacteriophaag juist in zijn werking versterkten dat een grootere hoeveelheid de bacteriophaag remt enhem latent doet worden, waardoor hij

resistenter wordt tegendesinficientia. dan bacteri??n, waarvan de latente vormen ookzooveel beter bestand zijn tegen desinficientia, dan debacteri??n zelf.



??? Hoewel d\' Herelle en Prausnitz uit de kennis van deninvloed van chemicali??n besluiten, dat de bacteriophaag eenlevend organisme is, meenen De Poorter en Maisin, dat dewerkzaamheid van een aantal stoffen wijst op het ferment-achtige karakter van den bacteriophaag. Ook over den invloed der temperatuur zijn onderzoekingenverricht. De bacteriophaag werkt het sterkst tusschen 37Â° en41Â° C. Bij lagere temperatuur is de lysis vertraagd (Doerr,Gr??ninger, Otto en Munter). Gildemeister en Herzbergwerkten met een z.g. lysogene colistam, dat is een colistam,die bij elke overenting het lytisch principe vormt en doord\' Herelle beschouwd wordt als een symbiose van bacterieen bacteriophaag. Zij vonden, dat bij 10.5Â° C. nog een ge-ringe vermeerdering van bacteriophaag plaats vindt. Bij7.5^â€”9Â° C. daarentegen houdt alle vermeerdering op, hoewelde bacteri??n zich nog wel langzaam vermeerderen. Door decultuur bij 8Â° C.

te laten groeien, meenen zij den bacteriophaagte kunnen elimineeren. Deze feiten zijn echter nog niet be-vestigd. Ook bij hooger temperatuur is de werking van den bacte-riophaag geringer. De temperatuur, waarbij de bacteriophaaggedood wordt, werd zeer verschillend gevonden, d\' Herellemeent 65Â° C. voor Shigabacteriophaag. Marcuse daarentegen deelt mede dat hij zelfs kookhitteverdraagt. Vooral de resultaten van Hauduroy zijn in dit op-zicht van belang. Deze meent n.1. dat bij een bepaalde tem-peratuur, de bacteriophaag ophoudt werkzaam te zijn, duslatent aanwezig blijft, terwijl hij eerst bij hooger temperatuurafsterft. Deze afstervingstemperatuur zou in een vochtig milieu100â€”102Â° C. zijn, in droge omgeving Â? 135Â° C. en vooralle bacteriophaagstammen hetzelfde. De temperatuur waarbijde werkzaamheid ophoudt, zou echter varieeren en samenhangenmet de virulentie van den bacteriophaag voor een

bepaaldebacteriesoort en liggen tusschen 70Â° en 80Â° C., dus hoogerdan de afstervingstemperatuur der niet sporevormende bacteri??n. Pondman wijst in dit verband op de analogie met de spore-



??? vormende bacteri??n, waar de vegetatieve vormen bij een be-paalde temperatuur afsterven, terwijl de sporen een veel hoogertemperatuur verdragen. Flu kon de resultaten van Hauduroyniet vestigen. Na verhitting op 100Â° C. kon hij door reacti-veeren geen bacteriophaag meer aantoonen en hij verklaartde resultaten van Hauduroy door fouten in de techniek, waar-door op een of andere wijze niet alle bacteriophaag op 100Â°verhit zou zijn, of er na de verhitting besmetting met denbacteriophaag plaats zou hebben gehad. d\' Herelle meent dat de lysis een gevolg is van de werkingvan door den bacteriophaag gevormde lysinen, die hij doormiddel van alcohol zou kunnen isoleeren. Het alkoholischpraecipitaat dat daarbij ontstaat zou nog in staat zijn bacterie-groei te remmen. Hauduroy schrijft die remming toe aan deaanwezigheid der alcohol. Ten slotte nog een belangrijke eigenschap van den bacterio-phaag, n.1. zijn virulentie.

Meestal is de bacteriophaag werk-zaam tegen meerdere bacteriesoorten, d\' Herelle geeft demethode aan om de virulentie te doen stijgen, n.1. door her-haalde passage door de bacteriesoort, waarvoor men hemvirulent wil maken. Op grond van deze opvatting, moest menwanneer men eenmaal een bepaalde bacteriophagenstam had,die virulent kunnen maken voor iedere bacteriesoort. Sciffert, Bruyoghe en Maisin slaagden hierin voor verschil-lende darmbacteri??n, als typhus, dysenterie, coli en partyphus.Pogingen om ook ander bacteri??n als Streptococcen en stap-hylococcen, diphtheriebacillen enz, tot oplossing te brengen,door middel van bacteriophagenstammen die virulent zijn voordarmbacteri??n. zijn tot nu toe nog niet gelukt. Ook omge-keerd nog niet. d\' Herelle schrijft dit toe aan het feit dat debacteriophaag een normale parasiet is voor de darmbacteri??nen voor de andere een toevallige. Gratia slaagde er in

dewerkzaamheid van een staphylococcenbacteriophaag ook overandere staphylococcen uit te breiden.



??? Vooral bij coccen schijnt het versterken moeilijk te gaan,zooals d\' Herelle zelf en ook Eliave ondervonden. De laatstehad 4 maanden noodig om een bacteriophaag voor coccenvrij virulent te krijgen. Ecn aantal onderzoekers o.a, "Wolffcn Janzen, Maisin en Appelmans deelen mede, dat wanneereen bacteriophaag. virulent voor meerdere bacteriesoorten,herhaaldelijk passeert over een bepaalde bactcriesoort, devirulentie voor de andere soorten verloren gaat. d\' Herelledaarentegen vond, dat na ongeveer 1000 passages door dysen-teriebacillen de daarvoor gebruikte bacteriophaag toch nogtyphus en colibacillen aantastte. Reeds voor een groot aantal bacteriesoorten is bacteriophaaggevonden, n.l. voor Coli, typhus, paratyphus, dysenterie,Klcinsche ziekte, diphtherie, vlekziekte en pestbacillen, bacillender haemoorrhagische sceptichaemi, streptococcen en staphylo-coccen, miltvuurbacillen en bacillus pyocyaneus. Ten slottemeent men

ook tegen het virus der veepest en het mond-en klauwzeer een bacteriophaag te hebben gevonden. Naar een cholerabacteriophaag is door d\' Herelle te ver-geefs gezocht. Flu is erin geslaagd uit reinculturen van cho-leravibrionen dc cholerabacteriophaag te isoleeren. Door Lisch wordt bij bacillus pyocyaneus naast de echtebacteriophaag een pseudobacteriophaag beschreven. In agar-culturen van sommige pyocyaneusstammen, speciaal sterk kleur-stof vormende, vond hij â€žEinsenkungen" die met een zilver-kleurig laagje bedekt waren en die bij overenting telkensweer terug kwamen. Opheldering van suspensies van bacilluspyocyaneus in bouillon gelukte niet met fikraat dezer cul-turen en ook een stijging der virulentie van het filtraat konniet worden verkregen. Naast deze openingen, bedekt met een zilverkleurig laagje,kon hij uit sommige pyocyaneusculturen fikraten verkrijgendie typische plages veroorzaakten en waarvan de

virulentieverhoogd kon worden. , Een overgang van het eene verschijnsel in het andere konniet worden verkregen en Lisch beschouwt het eerste als



??? oplossing van oudere bacteri??n, het tweede als een typischebacteriophagie. Pesch vond in een miltvuurcultuur ronde scherp omschrevenopeningen van verschillende grootte. Door de plaatmethodekreeg hij geisoleerde koloni??n die te onderscheiden waren intwee groepen, heldere mooi gelokte miltvuurkoloni??n en on-doorzichtige kroeskopachtige koloni??n. Door langer verblijfbij 37Â° traden in culturen van de ondoorzichtige koloni??nweer heldere plekken op en ook omgekeerd. Hij beschouwt beide vormen dan ook als varianten die inelkaar over kunnen gaan. Hij vraagt zich dan ook af, of dedoor B??rgers en Bachmann beschreven miltvuurbacteriophaagwel een echte bacteriophaag is geweest. In ieder geval blijkt uit deze mededeelingen dat men voor-zichtig moet zijn, openingen of heldere plekken in agarcul-turen te beschouwen als door bacteriophaag te zijn veroorzaakt. Na een overzicht der eigenschappen van het lytische

prin-cipe komt men tot de vraag, wat het is, een levend microor-ganisme, of een ferment, d\' Herelle verklaart de bacteriolysisdoor een levend ultravisibel virus aan te nemen, dat eenobligate endoparasiet der bacteri??n zou zijn. Kabeshima meende in 1920, dat de bacteriolysis zou ont-staan door een in den darm aanwezige katalysator of proferment,die de diastatische fermenten zou activeeren, waardoor lysisder bacteri??n zou ontstaan. Hij grondt deze meening op deminimale hoeveelheid filtraat, die noodig is voor lysis en opde resistentie, die naar zijn meening grooter is, dan met delevende natuur overeenkomt. Bordeten Ciuca verklaren de bacteriolysis evenals Kabeshimadoor een fermentwerking, het z.g. principe lytique. Dat fermentzou uit de bacteri??n ontstaan door de inwerking der leuco-cyten. Door de inwerking daarvan zouden de bacteri??n deerfelijke eigenschap krijgen, een bacteriolytisch ferment tevormen. Zij gronden deze

meening op het feit, dat, wanneerze bij een cavia eenige malen colibacillen intraperitoneaal



??? inspoten, het leucocytenrijke exsudaat in staat was, colisuspensiesop te helderen en dat die opheldering een groot aantal malenkon worden herhaald. Kuttner kon door extracten van een groot aantal weefselsbacteriolysis verkrijgen. Hij neemt dan ook, dat niet alleende leucocyten, maar alle Hchaamscellen de storing in de bacteri??nteweeg kunnen brengen, waardoor deze een abnormaal lysinegaan vormen. d\' Herelle voert tegen de theorie van Kabeshima aan, dateen katalysator bij de â€žtransmission en serie" zoo verdundzou worden, dat een zoo geringe concentratie ontstaat, datde katalytische werking absoluut is uitgesloten. Wat de theorie van Bordet en Ciuca betreft, de proefwaarop hun opvatting berust, kan door de theorie van d\' Herelleheel goed worden verklaard, n.1. tengevolge der injectie vancolibacillen zou de in den darm aanwezige bacteriophaag inhet peritoniaalvocht komen en zich daar ten koste der coh-bacillen

vermeerderen. Maar in het isoleeren van het principelytique slaagde d\' Herelle en ook Seiffert lang niet altijd.Otto, Munter en Winkler verkregen op de manier van Bordeteen bacteriophaag bij inspuiting van typhus en dysenterie-bacillen, maar ook hier kan heel goed de bacteriophaag inden darm aanwezig geweest zijn. Tegen de theorie van d\' Herelle is door Bordet en Ciucanog aangevoerd dat wanneer ze een sterk verdunde bacterio-phagencultuur brachten bij een emulsie van bacteri??n, debacteriophaag zou verdwijnen, d\' Herelle toonde echter aandat de bacteriophaag niet verdwenen was, maar na 48 uurbij 37Â° geweest te zijn, door uitstrijken duidelijk was aan tetoonen. Lysis der bacillen trad echter niet op, omdat de weinigebacteriophagen zich niet zoo snel konden vermenigvuldigen,om te beletten dat een groot aantal bacteri??n te oud werdenom nog opgelost te worden en afstierven. Een ander argument tegen de levende natuur

van denbacteriophaag is volgens Bordet het feit dat in een mengselvan bacteriophaag en antibacteriophagenserum de bacterio-



??? phaag zou verdwijnen, d\'Herelle en Eliava vonden echterdat de bacteriophaag niet verdwenen was, en dat de lytischewerking na langer verblijf bij 37Â° weer terugkwam. Bruynogheen Maisin wezen erop, dat alleen de lysinen van den bac-teriophaag geneutraliseerd zouden zijn en dat door verwarmingop 56Â° C. lysinen en antilysinen weer gescheiden kondenworden. De bacteriophaag zelf wordt echter niet vernietigd.Vooral de later aangetoonde antiantilysinen, die de lysisdoen terugkeeren, door de antilysinen te neutraliseeren, pleiten voor deze verklaring. Bruynoghe wijst op het feit, dat wanneer de bacteriophaageen product der bacteri??n was, hij specifiek zou moeten zijnvoor elke bacteriesoort en die specificiteit ontbreekt juist. Niet alleen het abnormaal autolysine van Bordet en Cmcamaar ook normaal autolysine wordt beschouwd als de oor-zaak der lysis. Door alle mogelijke bewerkingen is men erin geslaagd uit

bacterieculturen het lyiisch principe te isoleeren.Vooreerst gelukt dit lang niet altijd en d\' Herelle verklaartde gevallen waarin het wel gelukt, door het feit. dat deculturen heel goed met bacteriophaag, die overal in de natuurvoorkomt, besmet kunnen zijn en vooral na de onderzoekingenvan Flu die uit jonge bacterieculturen, door fijnwrijven metwatervrije Sulfas Natricus bacteriophaag isoleerde, is symbiosevan bacterie en bacteriophaag wel bewezen. Ogata kon uit 8 dysenterie (Shiga) stammen, die gevoeligwaren voor bacteriophaag door uitdrogen de lytische stofisoleeren. Uit 2 resistente culturen daarentegen gelukte hetniet. In luchtdicht gesloten buizen bouilloncultuur, die hijeven lang bij 37Â° bewaarde kon hij echter geen lytische stofaantoonen. Ook na snel opdrogen der culturen niet. Hij meentdat tijd en vermoedelijk ook zuurstof een rol spelen bij hetontstaan van de lytische stof uit de bacteri??n. Gildemeister elimineerde door

kweeken bij 8.5Â° C. debacteriophaag uit een bactcriecultuur. Na filtreeren of ver-hitten op 58Â° is dan door de methode d\'Herelle om stijgingder virulentie te krijgen, door passage over gevoelige bac-



??? teri??n bij 37Â° geen bacteriophaag meer aan te toonen. Brengthij echter direct zulk een z.g. bacteriophaag vrije 8.5Â° cultuur,bij 37Â°, dan wordt direct weer bacteriophaag gevormd. Opgrond hiervan meent hij dat het producten der bacteri??n zijn,z.g. â€žspontan lysinen". Borchardt meent ook dat de lysis berust op fermentwerking.Door voedering van konijnen met dysenteriebacillen, nadathet maagzuur geneutraliseerd was door natronloog, kon hijna 24 uur in de faeces dysenteriebacteriophaag aantoonen,hoewel in speeksel en maagsap geen bacteriophaag aanwezigwas. Door het aanleggen van een fistel verkreeg hij duodenaal-sap. Dit werkte sterk lytisch. De twee componenten, darmsapen pancreasvocht, ieder afzonderlijk niet. Het trypsinogeenuit het pancreas zou door de enterokinase uit het darmsapomgezet worden in actief trypsine. Eerst meende hij dat debacteriophaag in den darm ontstond. Toen echter bleek, dathet

filtraat wel lytisch werkte op een aantal bacteri??n, ter-wijl geen echte bacteriophaag aanwezig bleek te zijn, ver-moedde hij dat het trypsine uit de bacteri??n een tryptischferment â€žheraussch?¤lt". Flu kon, hoe nauwkeurig hij de proeven van Borchardtook herhaalde, zijn resultaten niet bevestigen. Hij wijst er op,dat een aantal onderzoekers (Mouton, Permi, Kruse, Jochmannen Kantorowics) vonden dat trypsine geen levende bacteri??naantast en dat deze het zelfs als voedsel gebruiken en zichondanks de aanwezigheid van trypsine gewoon vermeerderen.Terwijl de bacteriophaag zich juist ten koste van levendebacteri??n vermeerdert en niet ten koste van doode, lost tryp-sine juist doode bacteri??n op. Ook Keiler komt tot de conclusie, dat in darmsap, ver-kregen door een duodenaalfistel, geen overeenkomst bestaattusschen het gehalte aan lysinen en trypsine. Hoewel hij metgeactiveerd pancreassap sterk tryptische werking kreeg, ge-

lukte het toch niet daarmee lysis van bacteri??n tc krijgen.Hij meent dan ook dat lysinen al in het duodenaalsap aan-wezig zijn.



??? Ook met handelspraeparaten. als pancreatinum, kreeg menlysis en dit werd aangevoerd als bewijs, dat de fermentenin die praeparaten aanwezig, de oorzaak zouden zijn derlysis. Zooals reeds bij de bespreking der vindplaats van denbacteriophaag is gezegd, meent Keiler dat die werking berustop verontreiniging der praeparaten met bacteriophaag. Bail heeft een andere hypothese opgesteld, die in zooverremet die van d\' Herelle overeenkomt, dat ook hij als oorzaakder lysis iets corpusculairs aanneemt, fiij meent, dat onderinvloed van het lichaam, levenskrachtige, zich deelende bac-teri??n uiteenvallen in kleine stukjes die hij â€žsplitter" noemten welke bacteriekaarsen zouden passeeren. Door inwerkingop andere bacteri??n zouden ook die in â€žsplitter" uiteenvallen.Onder bepaalde omstandigheden zouden de â€žsphtter" uitkunnen groeien tot bacteri??n, die dan resistent zouden zijn.Met deze opvatting klopt echter niet het door

d\' Herellegevonden verschijnsel dat de bacteriophaag niet specifiek isen dat alle bacteriophagen aanleiding geven tot de vormingvan eenzelfde antilichaam. Hoewel d\' Herelle alle feiten met zijn theorie zeer goedkan verklaren en tegen de andere theori??n een aantal be-zwaren heeft, worden nog steeds een aantal argumenten vooren tegen de verschillende theori??n aangevoerd. Feiten die deeen voor de levende natuur van den bacteriophaag aanvoert,pleiten volgens anderen voor zijn fermentachtige natuur. De strijd over het wezen van den bacteriophaag is danook nog niet beslist. De tegenwoordige stand van het vraag-stuk wordt duidelijk uiteengezet door Hugo von Preisz, diein zijn monographie zegt: â€žIch m??chte meine meinung ??berdie Natur des Phagen damit zusammenfassen, dasz sich s?¤mtlicheErscheinungen, die ich als in den Bereich der Phagenwirkunggeh??rend erkannt habe, vom Standpunkte der

parasitairenTheorie des Phagen sich restlos erkl?¤ren und verstehen lassen". â€žWie leicht und wiedersprechlos sich auch alle Erschei-nungen der Bacteriophagie vom Standpunkt der Belebtheitdes Bacteriophagenprinzips erkl?¤ren lassen, so sind doch auch



??? andere Auffassungen so lange berechtigt als es nicht gelungenist f??r die belebte Natur des Agens zwingende Beweise zubringen. Uberhaupt drehen sich die Bestrebungen, die Be-schaffenheit des Bacteriophagen Agens zu erkennen, um dieFrage ob letzteres sich vermehrt, oder ob es vermehrt wird;im ersteren Fall w?¤re es ein Lebewesen, im letzteren einErzeugnis der Bakterienzelle. Keine der beiden M??glichkeitenhat derzeit stichhaltende Beweise f??r sich.



??? HOOFDSTUK II litteratuur over de rol van denbacteriophaag in de immuniteit A. Onderzoekingen van d\' Herelle Zooals er in vitro een strijd is tusschen bacterie en bacteri-ophaag, waarbij nu eens de bacterie, dan weer de bacteriophaagoverwint, is dit ook het geval in het dierlijk organisme. Het verloop en het resultaat der strijd weerspiegelt zichin den toestand van het individu, waarin de strijd plaats vindt.Zoodra een pati??nt, lijdende aan een infectie, verbetert, kanmen uit een zijner excreta, meestal de faeces een bacteriophaagisoleeren. die in staat is de bacteriestam die de ziekte ver-oorzaakt, op te lossen. Dikwijls heeft die bacteriestam een zekere resistentie, waardoorde bacteriophaag vrij virulent moet zijn om hem op te kunnenlossen. Voor dien tijd is deze dan al virulent genoeg, omlysis te veroorzaken van een stam van dezelfde bacteriesoort,die eenigen tijd gekweekt is en daardoor zijn resistentie meerof minder heeft

verloren. Ook schommelingen in het verloop der ziekte vindt men terugin de virulentie van den bacteriophaag t.o.v. de uit de pati??ntgeisoleerde bacteriestam. Bij vooruitgang stijging der virulentie,bij achteruitgang daling. Blijvende genezing treedt in, zoodrade bacteriophaag voorgoed de bacteri??n heeft overwonnen.Verkeert het individu in een besmette streek, zoodat geregeldbacteri??n worden opgenomen, dan blijft de bacteriophaag lang



??? zijn virulentie behouden. Is dit niet het geval, <lan neemt devirulentie spoedig af. De oorzaak van een letaal einde is in de meeste gevallen,dat de bacteriophaag niet virulent wordt voor de infectie-oorzaak, ook niet voor den stam dier bacteriesoort, die doorkweeken zijn resistentie heeft verloren. Soms is er echter wel virulente bacteriophaag en toch gaatde pati??nt steeds achteruit, tot ten slotte de dood intreedt. Indie gevallen is de bacteriestam resistent geworden; de bacterieheeft overwonnen in den strijd. De bacteriophaag is wel viru-lent voor niet resistente en weinig resistente stammen. Hierin ligt ook de verklaring voor het feit, dat de normaledarmbacteri??n af en toe toch ziekteoorzaak kunnen worden, n.l.wanneer ze door een of andere oorzaak resistent wordenvoor den bacteriophaag. Die vermeerderde resistentie gaatgepaard met een sterker vermogen der bacteri??n, om zichten koste van een hooger organisme te ontwikkelen,

dus meteen vermeerdering der virulentie. Wanneer de bacteriophaag niet virulent wordt, duurt deziekte meestal slechts kort. De bact?¨rie kan zich zonder strijdontwikkelen. In het tweede geval is hct verloop meestalchronisch. Er is voldoende tijd voor de bacteriestam omvirulent te worden, hoewel de bacteriophaag ook in virulentietoeneemt, maar toch niet in die mate, dat hij den strijd kan winnen. Uit de verhouding van bacterie en bacteriophaag is dusvoor een groot deel de prognose af te leiden. De reden waarom de virulentie van den bacteriophaag \'nietvoldoende stijgt, kan vooreerst liggen in het medium. Dit isin de meeste gevallen de darminhoud, hoewel de bacteriophaagook wel in het bloed overgaat, bij infecties, die niet tot dendarm beperkt blijven. Bij de meeste infectieziekten komenechter de bacteri??n altijd in den darm, zoodat daar vooralde bacteriophaag zijn virulentie verkrijgt. De sterke ver-anderingen in samenstelling en

zuurgraad der darminhoudkunnen de bacteriophaag in zijn werking helpen of remmen. Een tweede oorzaak is het binnendringen van erg resistente



??? bacteri??n, die hun resistentie verkregen hebben in den strijdmet de bacteriophaag bij andere pati??nten. Op deze wijze isdus de toename van het aantal ernstige gevallen in het ver-loop eener infectieziekte te verklaren. De bacteri??n, bij ?Š?Šnof meer individuen resistent geworden, verspreiden zich enverhinderen in nieuwe ge??nfecteerde personen of dieren denbacteriophaag in virulentie te stijgen, hij kan zich n.1. nietten koste der resistente bacteri??n vermenigvuldigen. De bacteriophaag is ook van belang bij het verloopeener epizootie. Zoodra in een besmette streek een individude ziekte doorstaat, dus de bacteriophaag overwonnen heeften virulent is geworden voor de pathogene bacterie, houdtdikwijls plotseling kort daarna de ziekte op. De virulentebacteriophaag is met de faeces naar buiten gekomen en heeftzich verspreid, zoodat menschen en dieren er als het waremee ge??nfecteerd zijn. De virulente bacteriophaag

behoedtvanaf dat oogenblik de nog niet aangetaste menschen endieren voor de ziekte en in de reeds ge??nfecteerde is de kansgunstig voor een overwinning van den bacteriophaag, zoodat ge-nezing op zal treden, " behalve in die gevallen, waarin debacteri??n resistent kunnen worden tegen den bacteriophaag,al is deze nog zoo virulent. De epizootie houdt dus op, nietdoor gebrek aan pathogene bacteri??n, maar door de aan-wezigheid van een virulente bacteriophaag. In het algemeen vindt men in een besmette streek eenbacteriophaag actief voor de ziekteveroorzakende bacterie.Di?Š virulentie wordt onderhouden door telkens binnendringendebacteri??n. Zoolang zal dus geen sterfte voorkomen. Gaat echterbij een bepaald individu de virulentie achteruit, door ongunstigeveranderingen van het medium, dan zal het ziek worden. Eentweede zeer voornamen factor dat in zulk een besmette streeksterftegevallen voorkomen, is het

resistent worden der bacteri??n. Het algemeen verloop eener epizootie hangt dus af van hetverloop der strijd tusschen bacterie en bacteriophaag en zooalseen ziek individu de ziekte verspreidt, zoo verspreidt een ge-zond individu de immuniteit tegen de ziekte.



??? De bacteriophaag is echter niet alleen werkzaam bij ziekten ;ook bij gezonde individuen is hij aanwezig hoewel in eenstreek waar langen tijd een bepaalde ziekte niet is voorge-komen, geen virulentie bestaat voor de bacteriesoort, die dieziekte zou veroorzaken. In zulk een streek is hij alleen virulentvoor die bacteri??n, ten koste waarvan hij zich kan ontwikkelen,dat zijn de normale darmbacteri??n. Komt echter bij een dier-soort een ziekte voor, dan vindt men den bacteriophaag,virulent voor de bacterie, die de oorzaak der ziekte is, terugin de faeces van alle andere diersoorten in die streek, ookal zijn ze onvatbaar voor de ziekte. Uit het voorafgaande blijkt dus dat de bacteriophaag eenbelangrijke rol speelt bij het behoeden van een organismevoor ziekten. Om dit nog beter aan te toonen, heeft d\' Herelledieren kunstmatig ge??mmuniseerd en ze daarna aan infectieblootgesteld, of in besmette streken koppels kunstmatig

metbacteriophaag behandeld. Dit laatste vooral bij Kleinscheziekte. In een aantal koppels kippen, waarin geregeld dieren stierven,spoot hij Vs cc. bacteriophaag per stuk in. In alle behandeldegevallen hield daarna de ziekte plotseling op, zelfs zoo, dateen aantal dieren die ziek waren voor de inspuiting, daarnasnel genazen. Ter controle nam hij 6 kippen uit een niet besmette streek,waarbij hij in de faeces geen Kleinsche ziekte bacteriophaagkon aantoonen. Kip No. 1 kreeg 1 cc. virulente bacteriophaag per os endaarna dagelijks 2 cc. Kleinsche ziekte bouilloncultuur. Debacteriophaag bleef al dien tijd virulent, tot 9 dagen nadatde laatste dosis cultuur gegeven was. Kip No. 2 kreeg 2 cc. van denzelfden bacteriophaag sub-cutaan, maar geen cultuur. Reeds na 3 dagen was de virulentievan den bacteriophaag, die spoedig na de inspuiting in dendarm was aan te toonen, voor Kleinsche ziekte bacillen weerverdwenen. Kip No. 3 en 4 werden

gebracht bij kip No. 1. Na 2 en



??? 3 dagen was in hun faeces een virulente Kleinsche ziektebacteriophaag aan te toonen. Daarna kregen ook deze 2 kippendagelijks 2 cc. Kleinsche ziekte bouilloncultuur per os en debacteriophaag bleef virulent tot 7 en 10 dagen nadat de laatstemaal cultuur was gegeven. Een maand na deze experimenten was bij geen der 4 kippenin de faeces een bacteriophaag, virulent voor Bacillus Gallinarumaan te toonen. Toen kreeg ieder dezer 4 kippen 2 cc. vaneen pas ge??soleerde Kleinsche ziekte bouilloncultuur per os. In een tweede kooi. goed ge??soleerd van de vorige 4 kippen,teneinde besmetting met bacteriophaag te voorkomen, zatenkip No. 5 en 6, die geen aantoonbare Kleinsche ziekte bac-teriophaag in hun faeces hadden en ook uit de onbesmettestreek afkomstig waren. Ook deze kregen evenals de vorige 4 kippen 2 cc. van dezelfde Kleinsche ziekte bouilloncultuurper os. Deze 2 controlekippen stierven resp. 2 en 3 dagen na

deingestie der cultuur terwijl de andere 4 kippen volkomen ge-zond bleven en in de faeses weer een virulente Kleinscheziekte bacteriophaag kregen. De bacteriophaag was dus bijdeze 4 dieren latent aanwezig gebleven. Hier bleek dus zeer duidelijk, dat de bacteriophaag de kippenbeschermt tegen binnendringende bacteri??n en dat deze immi-teit contagieus is. Het sterkst blijkt de rol van den bacteriophaag in de immuni-teit echter bij de proeven bij buffels met haemorrhagische scep-tichaemie in Z.-O. Azi?? door d\' Herelle verricht. Spuit men ecn buffel in met bacteriophaag, dan is het dierde eerste 24 uur immuun tegen een 5 maal doodelijke dosiscultuur. De volgende dagen is er van immuniteit geen sprake,tot op een bepaald aantal dagen na de injectie van bacterio-phaag, het dier plotseling weer immuun is. Dus er is eenzekere incubatietijd. Het bleek dat deze afhangt van de hoe-veelheid bacteriophaag die ingespoten is; hoe meer

bacterio-phaag. hoe langer incubatietijd. Na afloop der incubatietijdtreedt de immuniteit zeer snel in. Schadelijke gevolgen ten-



??? gevolge van dc injectie van den bacteriophaag zijn niet waar-genomen. De leeftijd is van groot belang. Oude dieren wordenniet meer in zulk een hoogen graad immum als jonge dieren.De laatsten kunnen na de incubatietijd een zeer groote dosiscultuur verdragen. Oude dieren zijn alleen immuun voor eenkleinere dosis. De immuniteit blijft minstens een jaar bestaan. Men krijgt dus eigenlijk twee soorten immuniteit:le. De z.g. heterologe immuniteit, een gevolg van de aan-wezigheid van virulenten bacteriophaag in het organisme.Deze immuniteit duurt slechts zoolang er bacteri??n aan-wezig zijn, ten koste waarvan de bacteriophaag zich kanontwikkelen, dus in een niet besmette streek maar zeerkort. Na 24 uur is dan de bacteriophaag al uit het bloedverdwenen. Kort na de inspuiting vindt men hem al inde faeces, maar ook daarin verdwijnt hij spoedig. In eenniet besmette streek is dus de heterologe immuniteit vanweinig belang. In een

besmette streek daarentegen ishet deze immuniteit die blijft bestaan zoolang pathogenebacteri??n in het lichaam binnendringen, b.v. bij Klcinscheziekte. Dan kan de bacteriophaag zich n.l. ten koste vandie bacteri??n ontwikkelen.2e. De homogene of organische immuniteit, die eerst op-treedt na een zekere incubatietijd. Deze ontstaat dooreen reactie van het organisme, dat ingespoten is met eenbacteriophagencultuur. Het bloed van een dier met dezeimmuniteit, veroorzaakt, als het bij een ander dier wordtingespoten, een passieve immuniteit. Waardoor ontstaat nu deze homogene immuniteit? Wan-neer men bacteriophaag inspuit, spuit men tevens de productenin, die in het medium aanwezig zijn, n.l. de opgeloste bacterie-bestandeelen, de bacterietoxinen, de lysinen van den bacterio-phaag, de antilysinen der bacteri??n. Door middel van glycerinekan men den bacteriophaag dooden. Spuit men dan met de resteen dier in, dan treedt na

een incubatietijd immuniteit op,even sterk als die volgende op een injectie van een gewonebacteriophagencultuur. Dus de bacteriophaag zelf is niet de



??? oorzaak der homogene immuniteit, maar de opgeloste stoffenin het medium, of de gedoode ultramicroben, spelen bij hetontstaan ervan een rol. Daar men door overspuiten de im-muniteit kan overbrengen op een ander dier, moet er in hetbloed iets zijn gevormd, dat de immuniteit veroorzaakt. Proevenmet dysenterie, wijzen er op dat dit antilichaam een anti-toxine is. Een door Shigabacteriophaag opgeloste cultuur iseenige dagen na de lysis nog erg toxisch, evenals ieder dysen-teriecultuur levend of gedood. De afbraak schijnt echter door tegaan, want na een maand is alle toxiciteit verdwenen. Eencavia, ingespoten met een bacteriophagencultuur, die eenmaand oud is, sterft niet, doch verkrijgt immuniteit; na 6dagen is hij ongevoehg voor een 2 maal doodelijke dosisgedoodde Shiga bacillen, die door hun toxische werking juistden dood der cavia veroorzaken. d\' Herelle meent dan ook dat de organische immuniteitberust op

antitoxinen. Tot nu toe nam men aan dat immuunserum door middelvan verschillende antilichamen werkte. Vooreerst het antitoxine,dat de ectotoxinen der bacteri??n zou neutraliseeren. De bac-teri??n zelf zouden echter op verschillende manieren wordenbestreden, waarbij verschillende antilichamen een rol spelen,n.1. aglutininen, bacteriotropinen en opsoninen cn tenslottebacteriolysinen. Men zag n.l. dat serum van dieren, ingespotenmet soortvreemde roode bloedcellen een thermostabiele stof,bevatte, die met behulp van een thermolabiele stof, in iedernormaal serum aanwezig, in staat was roode bloedcellen vandezelfde diersoort waarvan de ingespoten roode bloedcellenafkomstig waren, op te lossen. Dit verklaarde men door tweestoffen aan te nemen, de eene het z.g. complement = alexine,een thermolabiel ferment, in ieder normaalscrum aanwezig,dat echter pas de roode bloedcellen op zou kunnen lossenbij aanwezigheid van

een specifiek antilichaam, dat als warede roode bloedcellen geschikter maakt voor de inwerking vanhet ferment. Vandaar de naam substance sensibilatrice = Fix-ateur =amboceptor. Dit specifiek antilichaam is thermostabie



??? d.w.z. het kan tegen verhitting op 58Â° C. Door middel van decomplementbindingsreactie toonde Bordet aan, dat wanneereen bepaalde bacteriesoort gebracht werd bij serum van eendier dat voorbehandeld was met die bacteriesoort, complementgebonden werd. Naar analogie van de lysis der roode bloed-cellen door binding van complement nam men aan, dat wan-neer complement aan bacteri??n gebonden werd, deze ookopgelost zouden worden, hoewel men dat nooit gezien heeft.Integendeel serum van hooggeimuniseerde dieren bevat dik-wijls bacteri??n waartegen het juist sterk werkzaam zou moetenzijn (b.v. vlekziekteserum). De nauwe samenhang tusschen de toestand van een pati??ntlijdende aan een infectieziekte en de activiteit van den bacterie-ophaag tegenover de oorzaak der infectie, geeft d\'Herelleaanleiding tot de meening, dat de bacteriophaag een rol speeltbij de verdediging van het lichaam tegen bacteri??n,

temeerwaar hij in vitro zoo sterk bacteriolytisch werkt. De proevenbij Kleinsche ziekte en bij haemorrhagische septichaemie be-vestigen dit. Voor het verkrijgen van een organische immuniteitis een zekere incubatietijd noodig. Tijdens die incubatietijdbezit het lichaam dus geen verdedigingsmiddelen. De bacteri-ophaag zou die rol overnemen en de bacteri??n vernietigen.De bij de oplossing der bacteri??n overblijvende bacteriebe-standdeelen zijn geschikt de lichaamscellen aan te zetten totde vorming van antilichamen, die na afloop der incubatietijdhet lichaam verdedigen. De bacteriophaag oefent zijn werking uit door middel vanlysinen. Deze bezitten een sterke opsonische werking. Zemaken de bacteri??n geschikt voor phagocytose. Door middelvan de methode van Wright blijkt n.1. dat bij 37Â° na eenbepaalden tijd een zeker aantal bacteri??n in de leucocytenteruggevonden wordt. Doet men er bacteriophagenculturenbij, dan is dat aantal

veel grooter. Waren de bacteri??nresistent, tegen den bacteriophaag, dan is het aantal bacteri??nin de leucocyten niet verhoogd. Dus de resistente bacteri??nworden ook niet gephagocyteerd.



??? De bacteriophaag bezorgt dus indirect het hchaam een ver-dedigingsmiddel door de lysinen n.1. de phagocytose. Zijn debacteri??n echter resistent geworden tegen de lysinen, dan ishet lichaam dus ontdaan van ieder verdedigingsmiddel en debacteri??n kunnen zich vrij ontwikkelen, tenzij het reeds tijdheeft gehad een organische immuniteit te verkrijgen. Daardoorwordt de pathogene werking als het ware geneutraliseerd ende pathogene bacteri??n zijn geworden tot saprophyten. Naherhaalde inspuiting van bacteriophagencultuur zijn dus in hetbloed antilichamen ontstaan. Deze kunnen zijn gevormd tegenle. de opgeloste bacteriebestanddeelen: 2e. de bacterie-ecto-toxinen; 3e. de bacteriophaag; 4e. de lysinen van den bacteri-ophaag; 5e. de antilysinen der bacteri??n. Al deze bestand-deelen zijn in een bacteriophagencultuur aanwezig. Spuit men bij een dier eenige malen een dosis bacteri-ophagencultuur in, dan bevat het serum

van dat dier, hetz.g. antibacteriophagenserum, meerdere antilichamen,le. Antilichamen tegen de bacteri??n. Dit zijn de aglutininenen specifieke amboceptoren. Beide zijn in het antibacteri-ophagenserum aan te toonen; de laatste door de com-plementbindingsreactie van Bordet. Beide worden dusdoor het hchaam even goed gevormd tegen de bestand-deelen der bacteri??n, als tegen de intacte bacteri??n zelf.2e. Antitoxinen. Deze moeten het toxine der bacteri??n neu-traliseeren, dus proefdieren ingespoten met een doodelijkedosis bacterietoxine, of gedooijde cultuur, moeten blijvenleven, als men tevens antibacteriophagenserum inspuit.Dit is echter niet het geval. De proefdieren sterveneerder dan de controles, dus het serum heeft ze gevoeligergemaakt. Mochten antitoxinen bestaan, dan worden zein het antibacteriophagenserum overheerscht door eensensibilisine. 3e. Antilichamen tegen den bacteriophaag. Aglutinatie

vanbacteriophagen is moeilijk absoluut te bewijzen, maartoch wel waarschijnlijk, daar men in een buis, waarinbacteriophagencultuur en andbacteriophagenserum gedaan



??? wordt, na eenigen tijd bij 37Â° te zijn geweest, door uitte strijken, op den bodem meer ultramicroben kan aan-toonen, dan in het bovenste deel. Het aantoonen van een specifieke amboceptor voorden bacteriophaag gaat met moeilijkheden gepaard. Inhet antibacteriophagenserum zit n.l. ook een amboceptorvoor de bacteri??n, dus bij een eventueele binding vancomplement weet men niet, aan welk antigeen dit isgebonden. Neemt men echter een andere bacteriephagen-stam, virulent voor een andere bacteriesoort, dan is daaringeen antigeen, dat de amboceptor tegen dc bacterie-bestanddcelen der eerste bacteriophagencultuur kan binden.Is dan toch de complomentbinding positief, hetgeend\' Herelle heeft aangetoond, dan bewijst men daarmeehet bestaan van een amboceptor voor den bacteriophaagen verder de eenheid van den bacteriophaag.4e. Antihchamen tegen de lysinen van den bacteriophaag.Het bestaan hiervan is aan te

toonen, door bij een sus-pensie van bacteri??n, waarbij bacteriophagencultuur isgedaan tevens antibacteriophagenserum te brengen. Dantreedt geen lysis op, de bacteri??n ontwikkelen zich nor-maal en men kan geen openingen aantoonen. De lysinenvan den bacteriophaag zijn geneutraliseerd. Na eenigedagen echter treedt toch lysis op. Dat zijn alle antilysinenals het ware gebonden en de nieuw geproduceerde ly-sinen kunnen weer de bacteri??n op gaan lossen. Bij de immunisatie met een enkele injectie van bacterio-phagencultuur, dus bij de homogene immuniteit vindt menenkele antilichamen terug. De antitoxinen zouden echter dedragers der homogene immuniteit zijn. De opvatting van d\' Herelle komt dus hierop neer, dat debacteriophaag het organisme verdedigt in tijd, wanneer ernog geen immuniteit is, met behulp der phagocyten, die daar-voor echter de lysinen van den bacteriophaag noodig hebben.De producten die ontstaan bij

het oplossen der bacteri??n,zetten de lichaamscellen aan tot de vorming van immuun-



??? stoffen, waarschijnlijk antitoxinen, die dan verder het lichaambeschermen tegen binnendringende bacteri??n. In zijn tweede werk, â€žles defences de 1\' organisme" en deomwerking daarvan in â€žImmunity in natural infectious di-saeses", onderwerpt d\' Herelle de geheele immuniteit aan eennadere beschouwing. Vooral van belang is de reactie van een organisme opparenteraal in het bloed gekomen eiwit en vooral bacterie-eiwitten. Alle tot nu toe bekende antilichamen, door het or-ganisme gevormd, beschouwt c/\'Here/fe als ilkdentiek. Praecipitineaglutinine, specifieke amboceptor en anaphylactische amboceptorzouden allen hetzelfde antilichaam zijn, n.1. het flocculine ofsensitisine, dat gevormd zou worden door de endotheelcellen. Daarnaast staat dan het complement, dat niet een substantieis, maar een eigenschap, een zekere evenwichtstoestand inhet bloed. Bij de antigeen-antilichaam reactie zouden Hionen vrijkomen,die

door de in het lichaam aanwezige bufFerstoffen zooveelals noodig en mogelijk is zouden worden opgenomen. Dievrijgekomen Hionen zouden dan de aanleiding zijn tot decoagulatie van eiwitten en wanneer dit in sterke mate ge-beurt zouden deze de zenuwuiteinden prikkelen, waardoor eenplotselinge vasodilatatie optreedt. Op deze plotselinge verwij-ding van het bloedvatsysteem zijn n.1. alle symptomen vanshock terug te voeren. Het z.g. anaphylotoxine, dat men aan-neemt als te onstaan bij een tweede inspuiting van eenzelfdesoortvreemd eiwit en dat voor ieder eiwit toch hetzelfde is,zou volgens d\' Herelle geen bepaalde stof zijn, doch de vrij-gekomen en niet door de bufFerstoffen opgenomen Hionen. Het antilichaam dat ontstaat bij inspuiting van bacteri??n,zou dan niet zijn een verdedigingsmiddel van het organisme tegenbacteri??n, maar een reactie op het bacterieeiwit en dit zou voorhet organisme niet beschermend werken,

maar het juist erggevoelig maken voor een volgende inspuiting van hetzelfdebacterieeiwit, n.1. door de optredende anaphylactische reactie.



??? Bij de verdediging tegen microorganismen moet het hchaamdus beschikken over andere middelen. Dit zijn vooreerst deexogene verweermiddelen als b.v. de zure maaginhoud, hetdoor de slijmvliezen geproduceerde mucine, dat fermentwerkingen inwerking van bacterieproducten remt, enz. Wanneer eenmaal bacteri??n zij binnengedrongen, kunnendeze al of niet toxisch zijn voor het lichaam. In het laatstegeval is het lichaam ongevoelig en worden de bacteri??n ge-elimineerd door de phagocyten. In het eerste geval is hetlichaam gevoelig voor de infectie en zijn sterkere verweer-middelen noodig. Dit zou dan de bacteriophaag zijn en metbehulp van de lysinen van den bacteriophaag de phagocyten. Is de bacterie echter toxisch, dan ontstaat in het lichaameen antitoxine en zoodoende een immuniteit van vrij langenduur. Ook hierbij speelt dus een bacteriophaag een rol, n.l.door de lysis der bacteri??n brengt hij de bestanddeelen ervanin

een staat, zeer geschikt om de vorming van antitoxinente bewerken. Tenslotte bespreekt d\' Herelle de contagiositeit van eenaantal infectieziekten, waarbij hij tot de conclusie komt, dater 3 soorten van ziekten zijn:le. Ziekten, overgebracht door insecten.2e. Ziekten, die erg contagieus zijn en schijnbaar veroorzaaktworden door bekende bacteri??n, maar die, wanneer menze experimenteel opwekt, door injectie of infectie vandie bacteri??n, niet contagieus zijn. Hier zou een onzicht-baar agens de dieren gevoelig maken en daarna zoudensecundair de bacteri??n binnendringen en de infectie ver-oorzaken. 3e. Ziekten, veroorzaakt door een onzichtbaar agens. Dezezijn in het algemeen erg contagieus en ook hier komensecundaire infecties voor. Het binnendringen van hetvirus veroorzaakt hier echter in tegenstelling met de vorigegroep, op zichzelf reeds een ziekte. In deze groep zijndan ook de experimenteele infecties contagieus. Aan deze

laatste ziektegroep, veroorzaakt door filtreerbare



??? virus, wijdt d\'Herelle een groot hoofdstuk. Na een opsommingvan een groot aantal verschillende virus, gaat hij de eigen-schappen, de isolatie en het kweeken ervan na, om tenslottete komen tot een classificatie waarbij hij voorstelt, deze groepvan microorganismen, die onderaan zou staan in planten- endierenrijk, te noemen: â€žprotobios". Als eerste noemt hij dan Protobios bacteriophagus, de pa-rasiet der bacteri??n. Dan volgt Protobios mozaicus, de parasietder planten n.1. oorzaak der mozaikziekte der tabak en tenslotteeen aantal soorten die parasiteeren bij mensch en dier, b.v.Protobios pestiavis, oorzaak der vogelpest, Protobios variolae,oorzaak van variolasoorten bij mensch en dier, Protobioslyssae, oorzaak der hondsdolheid, enz. Daarna bespreekt hij de immuniteit bij de virusziekten.Vooral de cellen worden daarbij aangetast en daarin zouzich het virus vermenigvuldigen. Eerst daarna zou het in hetbloed komen. Juist de

aangetaste cellen zouden ook de vormers derimmuun-stoffen zijn. Bij de virusziekten ontwikkelt zich n.1. een zeer sterkeimmuniteit. Bloed van immune menschen of dieren neutraliseertin vitro het virus. In het bloed zijn dus immuunstoffen ont-staan. d\' Herelle noemt dit het antiviruline, dat door de aan-getaste cellen zou worden gevormd. In het geheel neemt hij dus drie antistoffen aan, het sen-sibilisine, het antitoxine en het antiviruline. Alle drie zoudenechter hetzelfde proces veroorzaken, n.1. een flocculatie, een uit-vlokking. Terwijl het an??toxine en het antiviruline het lichaambeschermen, zou het sensibihsine juist het omgekeerde doen,n.1. door de optredende anaphylaxie het leven in gevaar brengen. Hoewel het tweede werk van d\' Herelle meer algemeeneimmuniteitsbegrippen behandelt, heb ik toch gemeend, in ver-band met de groote rol die de bacteriophaag daarbij speelt,ook hiervan een kort overzicht te moeten geven. Voor

verdere bijzonderheden kan ik beide werken tenzeerste aanbevelen, vooral het laatste, dat door Smith ge-noemd wordt â€žA fresh, vigorous, presentation of new data".



??? B. Resultaten van andere onderzoekers Na de ontdekking van den bacteriophaag is daarover reedseen groote litteratuur ontstaan. Waar uit expermcnten vand\' Herelle duidelijk de therapeutische waarde van den bacterio-phaag bleek, is toch daaromtrent in verhouding tot het grooteaantal onderzoekingen omtrent eigenschappen en in verbanddaarmede het wezen van den bacteriophaag, nog niet veel meerbekend dan reeds door d\'Herelle gepubliceerde resultaten. De experimenten van d\'Herelle met sceptichaemia haemor-hagica geven resultaten welke grenzen aan het ongelooflijke.Veertien maanden na een enkele injectie van 0.25 cc. vanden bacteriophaag bleken 66 o/o der ingespoten buffels nogimmuun voor een 500 maal doodelijke dosis ovale bacillencultuur en van duizenden buffels onder leiding van Le Louetin Cochin China op deze wijze ge??mmuniseerd, is na 2 jaarnog geen enkele aan haemorrhagische sentichaemie

gestorven. Naast deze homogene of endogene immuniteit, welke eigen-lijk berust op een soort vaccinwerking, staat de heterogeneof exogene immuniteit, die gekenmerkt is door zijn snellewerking, zoo. dat enkele dagen na de inspuiting, de ziektegenezen is. Heel duidelijk blijkt dit uit de resultaten van d\'Herelle metKlcinsche ziekte bij kippen. Na inspuiting van Vg cc. vanden Klcinsche ziekte bacteriophaag of het ingeven" daarvan,hield de ziekte direct op in 25 verschillende gevallen, samen2000 dieren, terwijl in de omgeving in de niet behandeldekoppels de ziekte gewoon doorging. Bij de behandeling van100 zieke kippen bleek dat de dieren die het hoogtepunt derziekte nog niet bereikt hadden, door toediening van den bac-



??? teriophaag per os of door subcutane injectie in Â? 90% dergevallen nog genezen konden worden. Bij dysenterie van den mensch had d\' Herelle door ingevingvan bacteriophaag succes in 7 gevallen. 24 tot 36 uur nahet ingeven van den bacteriophaag was de faeces niet meerbloederig en werden de pati??nten reconvalescent. Da Costa Cruz en Mc Kinley kregen dezelfde resultaten.Alleen in enkele gevallen was een tweede toediening van denbacteriophaag noodig. Aan verschillende instituten in Amerikaworden dan ook reeds bacteriophagen culturen verstrekt voor gebruik in de practijk. Otto, Munter, Winkleren Davisson kregen na intramusculaireinjectie, of toediening per os of per anum van bacteriophaagdaarentegen geen gunstig resultaat. d\'Herelle schrijft dit toeaan het gebruik van te weinig virulente bacteriophaag. Typhus van den mensch geeft voor behandeling met bac-teriophaag moeilijkheden, omdat het ten opzichte van

denbacteriophaag een heterogene bacteriestam is. d\'Herelle deeltmede dat hij een bacteriophagenstam ge??soleerd heeft die voor80 % bij typhusstammen virulent is en Wolff en Janzen ge-bruikten voor hun proeven een mengsel van 2 bacteriophagen-stammen die samen alle typhusstammen oplosten. Beckerich en Hauduroy hadden in 6 van 8 behandelde typhus-gevallen een gunstig resultaat met ingestie of subcutane injectievan bacteriophaag waarbij een zweet- en temperatuurscrisisoptrad. Allessandrini en Doria kregen in 9 van de 18 behandeldegevallen snel genezing, in de andere 9 gevallen evenalsBeckerich en Hauduroy in 2 gevallen, niet het minste effect.Herderschee en Wolff vonden procentsgewijze bij 105 pati??ntendie met typhusbacteriophaag 2 of 3 maal kort na elkaar wareningespoten een iets geringer aantal sterfgevallen dan bij nietmet bacteriophaag behandelde. Invloed op de temperatuurs-curve, zooals Beckerich

en Hauduroy beschrijven werd door



??? hen niet waargenomen. Van sneller genezing, dan niet metbacteriophaag behandelde pati??nten was geen sprake en ookhet aantal recidiven leverde geen verschil op, zoodat zij totde conclusie komen dat de practiseerende geneesheer geenfout begaat, wanneer hij voor de behandeling van typhusge-vallen geen gebruik maakt van bacteriophagentherapie. In een aantal gevallen is er dus, zooals d\' Herelle zelf reedszegt, absoluut geen werking van den bacteriophaag te con-statceren. zonder dat daar tot nog toe eenige verklaring voorgegeven is. Appelmans behandelde typhusbacillendragers met bacterio-phaag die in staat was de bacillen, uit de ontlasting der dragersge??soleerd, op te lossen. Deze verdwenen daardoor echter nietuit de faeces, de behandelde personen bleven dragers. Ook in enkele gevallen van paratyphusinfectie bij den mensch,werd genezing verkregen door behandeling met paratyphus-bacteriophaag. Paratyphus

bij varkens kon door Miessner en Baars doorsubcutane injectie van virulenten paratyphusbacteriophaag inieder geval niet snel genezen worden. Of er eenige werkingwas is door hen nog niet uitgemaakt. Subcutane inspuiting van paratyphusbacteriophaag bij muizenvoor of na de injectie eener doodelijke dosis paratyphuscul-tuur had niet het minste effect. Ook door intraperitoniale injectie van bacteriophaag encultuur kon Appelmans geen gunstig resultaat verkrijgen. Ook in gevallen van coli??nfecties als pyelonephritis, pye-locystitis en cholecystitis werden door d\' Herelle. Hauduroy enPhilibert gunstige resultaten waargenomen na subcutane in-jectie van virulente colibacteriophaag. d\' Herelle beschrijft eengeval van colicystitis, waarbij subcutane injectie van bacterio-phaag niet het minste resultaat gaf, maar 5 dagen na uit-spoeling der blaas met sterk verdunde bacteriophaag was deurine steriel, dus de cystitis genezen. Hieruit blijkt de

grooteinvloed van de wijze van toediening van den bacteriophaag.



??? De eerste onderzoekingen omtrent bacteriophagentherapie bijstaphylococcenaandoeningen werden verricht door Bruynogheen Maisin, maar later vooral door Gratia, die erin slaagdeeen polyvalenten bacteriophaag te isoleeren voor alle staphy-lococcenstammen. zoowel albus als aureus. In 15 gevallenvan furunculosis, subcutane abcessen, folliculitis, spoot hij inde omgeving van het proces driemaal in 48 uur de staphy-lococcenbacteriophaag in, met gunstig resultaat. Op de in-jectieplaatsen ontstond roodheid en zwelling en het leek alsofhet proces verergerde. Ook de pijn nam toe. Na 24 tot 36 uurnam deze echter snel af, de roodheid verdween, het aange-taste huiddeel werd zachter, enz. In een woord snelle genezingtrad op. Bruynoghe en Maisin, Hauduroy, Appelmans end\' Herelle kregen dezelfde resultaten. Bastin had soms succes,in enkele gevallen echter niet. Ook bij de behandeling van wonden, ge??nfecteerd

metstaphylococcen kreeg Mc. Kinley gunstige resultaten. Nadatdoor openleggen en goede afvloei??ng geen genezing optrad enin groote hoeveelheden stinkende etter werd afgescheiden,werd korten tijd na elkaar in en om den wond driemaalstaphylococcenbacteriophaag ingespoten. De afscheiding deretter hield op en daarna genas de wond spoedig. Appelmans kon door subcutane injectie van staphylococcen-bacteriophaag zelfs het optreden van abcessen ten gevolgevan inspuiting van staphylococcen voorkomen. Ook in enkele gevallen van streptococceninfecties werdengunstige resultaten verkregen met injecties van streptococcen-bacteriophaag. Piorkowski beschrijft een streptococcenbacterio-phaag die in staat was bouillonculturen op te helderen endie ook in vivo gunstige resultaten gaf. Otto en Munter slaagdener niet in, een streptococcenbacteriophaag te isoleeren en opgrond daarvan en omdat de protocollen van Piorkowski

nietgepubliceerd zijn, trekken Miessner en Baars zijn resultatenin twijfel, vooral ook omdat geen plages beschreven worden,als bewijs voor de aanwezigheid van den bacteriophaag.



??? Bij vlekziekte der varkens beschrijven Miessner en Baarsproeven met den bacteriophaag. Bij muizen spoten ze subcu-taan 0.5 cc. vlekziektebacteriophaag in en 1, 3, en 6 dagendaarna een doodelijke dosis vlekziektecultuur. Alle dierenstierven, evenals de controles en er was geen werking vanden bacteriophaag te constateeren. Bij een tweede proef werden6 muizen ingespoten met 1 cc., vlekziektebacteriophaag en 1,2 en 13 weken daarna met een doodelijke dosis cultuur. Ooktoen was er geen verschil met de controles. 2 muizen gelijktijdig met bacteriophaag en cultuur ingespotenstierven even spoedig als de contr?´lemuizen. Dus geen hetero-gene en geen homogene immuniteit. Verder vermelden zij nog, dat 2 muizen, die werden inge-spoten met absoluut heldere bacteriophagencultuur, waarindoor uitstrijken op agar geen bacteri??n meer konden wordenaangetoond, toch stierven aan vlekziekte, terwijl als de cul-turen eerst door

een bacteriekaars waren gefiltreerd, dit niethet geval was. Bij de beschrijving van eenige door mij herhaalde proevenkom ik nader op deze resultaten terug. Tenslotte beschrijft Meyer proeven met filtraat van faecesvan plotseling snel genezen koeien, die leden aan mond- enklauwzeer. Hij meent daarbij de werking van bacteriophagenaan te mogen nemen. In een overzicht der litteratuur meenik daarom ook deze resultaten te moeten vermelden. Hoewel d\'Herelle bij de bespreking der virusimmuniteitdeze toeschrijft aan een specifiek antilichaam, het antivirulinegevormd door de aangetaste lichaamscellen, lijkt het mij even-wel niet onmogelijk, dat dit niet het eenige verdedigingsmiddelvan het organisme is. Evenals bij de bacteri??n kan ook hier naasteen endogene immuniteit een exogene immuniteit bestaan,toe te schrijven aan een bacteriophagenwerking. In dit geval zou dus een virus opgelost worden dooreen ander virus, of men moet

aannemen, dat het mond- enklauwzeervirus tot de bacteri??n behoort, hetgeen Frosch en



??? Dahmen meenen te hebben aangetoond (LoeffleriaNevermanni). De door Meyer aangevoerde feiten, dat tijdens een mond-en klauwzeer-epizootie dikwijls dieren opvallend snel genezen,dat de ziekte aan het einde eener epizootie steeds milder gaatverloopen. dat men dikwijls temidden van zieke koppels vol-komen gezonde dieren vindt. dat de ziekte, wat de uitbreidingervan betreft steeds zeer grillig verloopt, kunnen door hetaannemen van een bacteriophaag zeer goed worden verklaard,wat echter andere verklaringen niet uitsluit. Het somtijds plotseling optreden eener opvallende beter-schap is mijns inziens het beste argument voor een bacterio- phagenwerking. Door uitpersen en filtreeren door een bacteriekaars vanfaeces van dieren die snel zijn genezen, verkrijgt Meyer hetAltraat dat dan den bacteriophaag zou bevatten. Hoewel hijbij zijn proeven dit Altraat verwarmde tot 58Â° a 65Â° C. omdaardoor het virus te dooden, meent

hij dat dit bij verdereproeven niet noodig is. In tegenstelling daarmee acht ik juistverwarming van het fikraat van het grootste belang. Hetfeit n.l. dat bij andere ziekten zich herhaaldelijk gevallenvoordoen, waarbij de bacteri??n resistent worden tegen denbacteriophaag, zal zeer zeker ook bij het mond- en klauw-zeer voorkomen. Dan zou men dus, wanneer men niet ver-warmt, virus inspuiten, dat resistent is tegen den bacteriophaagen zoodoende het mond- en klauwzeer verspreiden. Al meentmen dat plotsehng beterschap optreedt bij een dier. lijdendeaan mond- en klauwzeer, dan is het toch zeer goed mogelijk,dat een enkele maal de ziekte van het dier weer verergert,doordat het virus resistent wordt, of de virulentie van denbacteriophaag achteruit gaat. Vooral de sterk wisselendesamenstelling der faeces. waarin behalve verschil in zuurgraad,zeer goede stoffen kunnen voorkomen die de werking vanden bacteriophaag remmen, maken

dit alles zeer goed mogelijken zijn daardoor een tweede argument tegen het niet ver-warmen. Al zal het misschien uitzondering zijn. de theoretischemogelijkheid van vermindering der virulentie van den bac-



??? teriophaag maar vooral de vorming van resistent virus, pleitmijns inziens sterk voor de noodzakelijkheid van verwarmingvan het filtraat, om zoodoende het mond- en klauwzeer viruste dooden en daarmee tenminste verspreiding van mond- enklauwzeer tengevolge van inspuiting van het filtraat tegen tegaan. Dit temeer daar men in het geval dat het virus resi-stent zou zijn geworden een zeer virulenten vorm van hetmond- en klauwzeer zou verspreiden. Bij bestudeering der beschreven gevallen moet men tot deconclusie komen, dat in een aantal gevallen na inspuiting vanfiltraat een opvallend snelle genezing optrad. Verder zijn zeer zeker na inspuiting van het filtraat eenvrij groot aantal dieren vrijgebleven van de ziekte. Uit er-varing weet ik hoe moeilijk het is, in de practijk voldoendegegevens te verkrijgen, maar vanwege het groote belang,waren hier meer bijzonderheden omtrent leeftijd en vooralomtrent de herkomst der dieren (of en

wanneer deze vroegermond- en klauwzeer hebben gehad) zeer gewenscht. Daarvanzal het n.l. afhangen of men het vrijblijven van een aantaldieren kan verklaren door een andere immuniteit, dan diewelke een gevolg is van bacteriophagenwerking. Tengevolge van het ontbreken van een methobe om hetmond- en klauwzeervirus met zekerheid te kweeken, is eenabsoluut bewijs voor het bestaan van een mond- en klauw-zeerbacteriophaag voorloopig niet te brengen en alleen doorhet bijeenbrengen en van een aantal argumenten, die wijzenop een bacteriophagenwerking, zal men een waarschijnlijks-heidsbewijs kunnen leveren. Een aantal onderzoekers heeft dus succes met de behande-ling van infecties met bacteriophaag, anderen echter niet. Zdansky meent dat het nog lang niet bewezen is, dat debacteriophaag bij een eventueel succes, de oorzaak daarvanis. Hij wijst erop, dat zooals d\'Herelle zelf de homogeneimmuniteit bij

haemorrhagische sceptichaemie bij buffels ver-klaart als zijnde een soort vaccinwerking, dit ook bij een aantal



??? andere ziekten het geval zou zijn. De directe snelle genezendewerking van den bacteriophaag o. a. zeer duidelijk bij Kleinscheziekte der kippen, is m. i. toch moeilijk als vaccinwerking opte vatten. Zdansky meent dat aan een aantal voorwaarden, nood-zakelijk voor de werking van den bacteriophaag in het warm-bloedig organisme moeilijk kan worden voldaan. Vooreerst de sterke verdunning. Volgens Doerr en Gr??ningermoeten om lysis van alle bacteri??n te verkrijgen, een grootaantal lysinen. zooals zij de bacteriophagen noemen, aanwezigzijn en daarvoor is eerst een groot aantal bacteri??n noodig.Zdansky meent dat bij de aanwezigheid van een dergelijkaantal bacteri??n, het organisme reeds lang dood zou zijn. Bordet en Gratia vonden dat bij aanwezigheid van eengering aantal bacteriophagen bij een groot aantal bacteri??n,de ontwikkeling van resistente bacteri??n in de hand wordtgewerkt. Reeds in vitro zijn er slechts weinig

bacteriophagenwaarbij zich geen resistentie bacteri??n ontwikkelen en Doerren Gr??ninger toonden aan, dat in het warmbloedig organismedit nog gemakkelijker gebeurt. Zij brachten bij een konijncolibacillen in de galblaas en eenige dagen later spoten zeintraveneus een bacteriophaag in, die in staat was, die colistamabsoluut op te lossen, zoodat zich geen secundaire cultuur ont-wikkelde. Toch verdwenen de colibacillen niet uit de galblaas enhet bleek dat een groot aantal ervan resistent was geworden. Doerr en Berger toonden aan, dat colloiden de vermeer-dering van den bacteriophaag niet remmen maar wel delysis der bacteri??n. Zdansky vond dat in serum de lysislangzamer verliep dan in een bouillonvoedingsbodem en datwanneer zich in serum secundaire culturen ontwikkelen, ditin bouillon dikwijls uitbleef. De resistente bacteri??n uit ditserum bleken echter in bouillon niet resistent te zijn. Hij meentdan ook de resistentie

samenhangt met het milieu. Alleen ineiwitarme omgeving zou de bacteriophaag beschermend voorhet organisme kunnen werken. Volgens Bolle zou de grootereviscositeit van het eiwitrijke serum hiervan de oorzaak zijn.



??? Ook Miessner meent op grond van zijn proeven met vlek-ziekte, dat colloiden in het hchaam de werking van den bacterio-phaag remmen. Om bij een overzicht der litteratuur over de rol van denbacteriophaag in de immuniteit volledig te zijn moet ik nogwijzen op enkele mededeelingen omtrent schadelijke gevolgenvan inspuitingen van den bacteriophagencultuur. d\'Herelle vond, dat sommige opgeloste bacterieculturenkort na de lysis erg toxisch waren, maar een maand lateral hun toxische eigenschappen verloren hadden. De lysis zoudus na de opheldering der culturen nog eenigen tijd doorgaan. Bruynoghe en Maisin zagen na inspuiting van typhusbac-teriophaag locale ontstekingsverschijnselen en koorts. Appelmanszag koorts en oedeem op de plaats van inspuiting. Na ver-hitting op 70Â° C. bleef de toxiciteit bestaan. Gratia en Jaumainschrijven het daarom toe aan de bacterieproducten. Anderen echter zagen geen enkele reactie

van de inspuitingvan bacteriophaag.



??? HOOFDSTUK III EIGEN ONDERZOEKINGENA. Kleinsche ziekte a. Beschrijving der ziekte Kleinsche ziekte, ongeveer 1890 door/T/etn het eerst onder-kend, is pas in 1906 in ons land voor het eerst gediagnosti-seerd en sindsdien van groot belang geworden voor de kippen-fokkerij. Werd in het begin onder den naam Kleinsche ziekte alleenverstaan een sterfte onder oude kippen, later werd vooralook een veel voorkomende sterfte onder kuikens ertoe ge-rekend. Deze laatste is vooral in Amerika reeds lang bekend,waar als oorzaak beschreven werd de bacillus Pullorum.Daarnaast zou dan de bacillus Gallinarum de typische Kleinscheziekte der oudere kippen veroorzaken. Van Amerikaansche zijde wordt een cyclus beschreven,volgens welke onder kippen dragers van pullorumbacillen inhet ovarium zouden voorkomen. Een gedeelte der eieren vandergelijke kippen zou besmet zijn en bij bebroeden daarvan,zou reeds een groot

aantal niet uitkomen. De kuikens diewel uitkomen, zouden besmet ter wereld komen en op dezewijze zou onder de pas geboren kuikens sterfte optreden Eenaantal zou in leven blijven en later de dragers worden. Naast de bac. Gallinarum en de bac. Pullorum, welke laatstenog weer onderverdeeld wordt in twee verschillende soorten(Pul. A en B), worden van Amerikaansche zijde nog enkeleandere soorten beschreven als oorzaak van diarrhee bij kippen



??? (bacillus Pfaffi, Rettgeri en Jeffersoni). Het geheel wordt echtersamengevat als Kleinsche ziekte. Hadleg wijst op de overeenkomst met de tyhusachtige ziektenvan den mensch, waar naast de echte typhusbacillen ook anderetyphusachtige bacillen als oorzaak zijn aangetoond, die eralleen in zuur- en gasvorming van verschillen. Ook de verschillende als oorzaak der Kleinsche ziekte be-schreven bacillen zijn alle Gram negatieve staafjes, die opagar middelmatig groote scherp omschreven grijswitte koloni??nvormen en alleen in zuur- en gasvorming verschillen. De uit dc kuikens ge??soleerde pullorumculturen zijn op agarmeestal veel dunner gegroeid en de koloni??n veel kleiner,zoo zelfs, dat ze af en toe gelijken op vogelcholeraculturen.De bacteriologische diagnose geschiedt vooral door aglutinatiemet Kleinsche ziekte serum. Ook met paratyphus- en somsmet typhusserum is in niet te sterke verdunningen de reactiedikwijls positief,

hetgeen naast andere eigenschappen de ver-wantschap der Kleinsche ziekte bacteri??n met de bacteri??nder typhus-paratyphusgroep bewijst. Wat de pathogeniteit der bacteri??n betreft, deelen VanStraatenen Ten Hennepe mede, dat infectieproevcn bij kippen zeer on-gelijk verloopen. Door herhaalde passage door muizen ver-kregen ze een cultuur, waarvan een zeer kleine dosis constantmuizen doodde. Teneinde een stam te krijgen die geregeld muizen doodt,om zoodoende de preventieve of curatieve waarde van denbacteriophaag te bepalen heb ik een groot aantal malenKleinsche ziekte culturen bij muizen ingespoten. Ik ben erechter niet in geslaagd, op welke wijze dan ook, een Kleinscheziekte cultuur zoo virulent te krijgen, dat muizen geregeld stierven. De ziekte komt gedurende het geheele jaar geregeld voor,hoewel door slechte voeding, de slechte hygiene der hokken,de ruitijd, in een woord door alle mogelijke

verzwakkendeomstandigheden de vatbaarheid verhoogd wordt. De ziektekomt vooral voor in de streken met intensieve kippenhouderij. Zeer weinig, misschien in het geheel niet in Friesland en



??? Groningen. Men moet zoowel een acuut als een chronischverloop onderscheiden. In het begin der ziekte is de sterftemeestal ongeveer 3 a 4 per dag. Langzamerhand neemthet getal sterfgevallen per dag af en de tijd dat de dierenziek zijn wordt meestal langer. Dieren die eenmaal duidelijkziek zijn genezen slechts zelden spontaan. Naast dit acuutverloop, dat langzamerhand chronisch wordt, komen ook ge-vallen voor, waarin de ziekte chronisch begint. Af en toesterft een enkele kip en een enkele maal treedt een acuteopflikkering op waarbij plotseling wat meer dieren sterven.Vermoedelijk betreft het hier de van een pulloruminfectie vankuikens overgebleven dragers, temeer daar de opflikkeringenin het chronisch verloop, waarbij dan meerdere kippen sterven,veelal samenvallen met de verzwakkende omstandigheden alsruitijd en begin der legtijd. In het begin der ziekte zitten de dieren in elkaar en zijnze traag en suf. Bij het voeren

blijven ze op hun plaats, al-leen drinken ze veel. Zoodra deze verschijnselen optreden isde faeces dun, groengeel en al spoedig zijn de veeren om de.cloaca aaneengekleefd. Na ongeveer 2 dagen treedt de dooddan in. Als de ziekte eenigen tijd geheerscht heeft, wordt hetgeheele proces als het ware gerekt en krijgt men de subacuteen chronisch gevallen. De omvang der sterfte varieert, maar dikwijls blijven ervan groote koppels op den duur maar weinig dieren over. Bij de sectie is het meest typische de bronskleurige levervooral als het cadaver eenigen tijd open is geweest. In eenaantal gevallen ontbreekt dit symptoom echter, vooral bij dekuikensterfte. Een tweede vrij algemeen voorkomend verschijn-sel is de catarrh van het darmslijmvlies en de slijmerige darm-inhoud over meer of minder groote uitgebreidheid. Vrijdikwijls moet men spreken van echte enteritis. Puntbloedingenin de darmmucosa en ook in hart en nieren komen

voor.Meer echter een vrij sterke injectieroodheid der darm. Naastdeze afwijkingen in acute en sub-acute gevallen vindt men inchronische gevallen witte haardjes in lever en hart en spieren,



??? vooral bij de kuikensterfte komen de haardjes in het hartdikwijls voor. Veelal is dat de eenige afwijking die macros-copisch bij de sectie gevonden wordt. Ook in de longen vindtmen nog al eens dergelijke haardjes en ook echte pneumoni??n. Veranderingen van het ovarium vindt men alleen in chro-nische gevallen. Meer of minder groote dooiers met troebeleinhoud, sommige getordeerd en daardoor verschrompeld endonker van kleur. Dikwijls is het ovarium geworden tot eengroot conglomeraat. Hoe langer hoe meer krijg ik de over-tuiging dat deze dieren, met de chronische veranderingen vÂ§nhet ovarium de van een kuikensterfte door pulloruminfectie over-gebleven dragers zijn, vooral omdat ik erin geslaagd ben, uit eenigedezer veranderde ovaria een pullorum A cultuur te isoleeren, het-geen mij in een acuut geval van Kleinsche ziekte nooit gelukt is. May deelt mede dat bij kippen, ingespoten met pullorum Acultuur en na eenige

dagen afgemaakt, de Pullorum A cul-tuur nog uit het ovarium is te isoleeren, en niet uit de an-dere organen, terwijl dit bij Pullorum B en Kleinsch ziekte-culturen niet het geval is. Dus een sterke neiging van PullorumA bacillen om naar het ovarium te gaan. Bij 2 kippen inge-spoten met Pullorum A cultuur heb ik deze resultaten nietkunnen bevestigen, maar de ingespoten cultuur was reedslangen tijd geleden ge??soleerd en een groot aantal malenoverge??nt op agar, zoodat de virulentie te gering was omhieruit eenige conclusie te trekken. De bestrijding der ziekte geschiedt door vaccin, serum,hygi??nische maatregelen en wat de Pulloruminfectie betreft, doorhet onderkennen der dragers. In de practijk wordt alleen behandeling gevraagd in kop-pels waarin reeds ziekte heerscht. Dan worden de zieke dierencuratief en de dieren die nog niet ziek zijn, preventief metserum ingespoten. Dit serum wordt bereid bij paarden en inden laatsten tijd ook

bij runderen, door herhaalde inspuitingenvan stijgende doses Kleinsche ziekte cultuur. Daar bij die her-haalde injecties van cultuur vele dieren sterven, is de bereidingvan het Kleinsche ziekte serum moeilijk.



??? Omtrent de curatieve waarde van het serum verschillen demeeningen. Na seruminspuitingen is echter meestal verbete-ring waar te nemen. Wordt echter verder in den koppelgeen behandeling ingesteld, dan treedt veelal spoedig recidiveop. Daarom wordt na de serumbehandeling aangeraden vac-cin in te spuiten. Dit vaccin bestaat uit een gedoodde suspensievan bacillen, afgeschud van 18 uur oude agarculturen.Op deze wijze wordt veelal een gunstig resultaat verkregen.In den laatsten tijd wordt door dierenartsen zelfs serum enen vaccin gemengd ingespoten, ook met afwisselend gunstigeresultaten. Daarentegen zijn mij volgens mondelinge mededeehngenvan Prof. de Blieck ook gevallen bekend, waar vaccineeren,zelfs tot driema\'al toe, niet het minste resultaat gaf, zelfsautovaccinatie niet. Wetenschappelijk goed gefundamenteerde gegevens, omtrentde bestrijding der Kleinsche ziekte zijn er echter zeer weinig. Een voornaam

middel ter bestrijding der kuikensterfte endaardoor van de chronische Pullorum ziekte met de verande-ringen in het ovarium, is het bloed-onderzoek der kippen opde aanwezigheid van aglutininen. Eieren van dieren, waarvanhet bloedserum een positieve aglitinatie geeft met Kleinscheziekte cultuur, mogen niet voor broedeieren gebruikt worden.Wanneer men op deze wijze op een kippenhouderij 2 a 3jaar achtereen de positief reageerende dieren uitschakelt vanâ€? de fokkerij, zijn de broedeieren van de overgebleven kippenvrij van besmetting en zal geen kuikensterfte meer optreden.Deze laatste bestrijdingsmethode berust geheel op de vanAmerikaansche zijde beschreven cyclus der infectie en de o.a.ook door bloedonderzoek, verricht aan het Instituut voorParasitaire- en Infectie ziekten der Veeartsenijkundige Hooge-school, verkregen gunstige resultaten bevestigen deze. Bij een twintigtal kippen, waarvan het serum een

positieveaglutinatie gaf, werd bij de sectie een meer of minder sterkveranderd ovarium gevonden hetgeen bovengenoemde op-vatting ook bevestigt.



??? b. Werkwijze cn isolatie van den bacteriophaag. Zooals uit het overzicht der litteratuur is gebleken, meentd\' Herelle dat het verloop der ziekte en der epizootie samen-hangt met de verhouding van bacterie en bacteriophaag. Teneinde dit te onderzoeken, moet vooral de faeces onderzochtworden op de aanwezigheid van bacteriophaag. De methodedoor mij gevolgd om in faeces bacteriophaag aan te toonen,was die van d\'Herelle. De faeces werd gedurende een nacht bij 70Â° gezet. Denvolgenden morgen eerst gefiltreerd door een papierfilter, daarnadoor een papierfilter dat door middel van uitgegloeide z.g.infusorienaarde minder doorlaatbaar was gemaakt en tenslottedoor een bacteriekaars. Hiervoor werden gebruikt kaarsenvan Chamberland L 3, die na gebruik uitgekookt werden,daarna in een oventje tot witgloeiend werden verhit en tenslotte, na gereed gemaakt te zijn voor het gebruik, nog eensgesteriliseerd in stoom. Na deze

bewerking is het mij nooit gelukt, in steriele bouillondie door de kaarsen gezogen was, een enkele bacteriophaagaan te t??onen, hoe nauwkeurig daarbij ook te werk werd gegaan. Wanneer op de bovenbeschreven wijze een bacteri??nvrijfiltraat was verkregen, werd de cultuur die voor het aantoonenvan den bacteriophaag werd gebruikt, afgeschud met ongeveer 30druppels steriele bouillon. Door middel van een groote ??sewerden met dit afschudsel der agarcultuur 4 buizen bouillonge??nt, zoodat in iedere buis een kleine druppel cultuur kwam.Daarna kwamen bij de eerste aldus ge??nte buis 3 druppelsvan het te onderzoeken filtraat, bij de tweede 10 en bij dederde een dertigtal druppels. Bij de vierde buis werd geen



??? geen Altraat gedaan, deze diende als contr?´lecultuur. Naastdezen 4 buizen werd altijd een vijfde genomen waarbij enkelfiltraat werd gedaan. Deze zoogenaamde controle filtraat diendeom aan te toonen dat het filtraat werkelijk bacterievrij was. Wanneer een bacteriophaag aanwezig is, ziet men na korterenof l?¤ngeren tijd een verschil in troebeling, 1, 2, of alle driebuizen waarbij filtraat is gedaan, is minder troebel dan decontr?´lecultuur. Vooral als in het filtraat een bacteriophaag aan-wezig is, die slechts weinig virulent is, ziet men dikwijls geenverschil in troebeling met de contr?´lecultuur. Om een dergelijkebacteriophaag toch nog aan te toonen, raadt d\' Herelle aan,uit die buizen, waarin macroscopisch geen bacteriophaagwerkingis te zien, een weinig op een schuin gestolde agarbuis uit testrijken. Op agar zou die weinig virulente bacteriophaag dannog in staat zijn enkele bacteri??n meer direct aan te vallen,en zoodoende zouden

nog kleine plages ontstaan. Mag ditbij dysenterie gelukken, bij het aantoonen van Kleinsche ziektebacteriophaag ben ik er in geen enkel geval in geslaagd, opdeze wijze op agar plages te krijgen. In plaats van direct uit de bouillonculturen waarin de weinigvirulente bacteriophaag aanwezig zou zijn, maar die geen ver-schil in troebeling geven met de contr?´lecultuur, uit te strijken,filtreerde ik eerst die bouillonculturen weer en deed een weinigvan het fitraat in verschillende verdunningen bij een suspensievan jonge bacillen en streek dan daaruit direct op agar uit.De suspensies verkreeg ik door van een afschudsel van een24 uur oude agarcultuur zooveel bij een buis bouillon te doen,tot die even troebel was: Â? 2V2 millioen bacteri??n per cc.Deze dikte raadt ook d\' Herelle aan. Op deze wijze hebbende bacteri??n in geen geval gelegenheid, door aanwezigheidder weinig virulente bacteriophaag, resistent te worden. Opdeze wijze, door

uitstrijken, kon nog vrij dikwijls een weinigvirulenten bacteriophaag worden aangetoond door het ont-staan van plages. Ook al was in bouillon duidelijk te zien, dat de groei derbacteri??n geremd werd, toch werd ook in die gevallen steeds



??? door middel van suspensies uitgestreken op agar om zoo deplages aan te toonen. In faeces komen namelijk volgens Wolffen Janzen en volgens Eykman dikwijls stofFen voor, die denormale bacteriegroei remmen en toch in geen verband staanmet bacteriophaag. Daarom werd niet eerder de aanwezigheidvan bacteriophaag aangenomen, dan nadat duidelijk plageswaren aangetoond. Bij het onderzoeken van kippenfaeces ismij de aanwezigheid van dergelijke stofFen een enkele maalgebleken. Hoewel ik meende, in bouillon bacteriophagenwerkingte zien kon ik geen plages aantoonen, en na filtratie der bouillon-culturen en weer opnieuw onderzoeken van dit Altraat wasde remmende werking verdwenen. In een grooter aantal gevallen zag ik echter het omge-keerde. Bij het onderzoek van een groot aantal monsterskippenfaeces heb ik dikwijls opgemerkt, dat bij het eersteonderzoek absoluut geen bacteriophagenwerking was te con-

stateeren in bouillon, terwijl tegelijkertijd daarbij gemaakteuitstrijken uit suspensies, waarbij hetzelfde filtraat was gedaan,duidelijk kleine plages vertoonden. Werden de bouillonculturendie geen verschil in troebeling vertoonden dan weer gefiltreerden opnieuw onderzocht, dan bleek een vrij virulente bacteri-ophaag aanwezig te zijn. Het is dus, alsof in de faeces afen toe stofFen aanwezig zijn, die de bacteriophagenwerkingremmen of de snelle ontwikkeling van resistente bacteri??nbegunstigen. Als een bron van fouten meen ik op dit feit temoeten wijzen. Alvorens tot de aanwezigheid van bacteriophaag ten op-zichte van een bepaalde cultuur te concludeeren, werd dusen in bouillon en op agar zijn werking nagegaan. Alvorens de afwezigheid van een bacteriophaag ten op-zichte van een bepaalde cultuur aan te nemen werd het filtraat4 maal versterkt op de wijze die d\' Herelle aangeeft. Wanneernamelijk in bouillon bij het eerste onderzoek op

de boven-beschreven wijze geen verschil in troebeling met de controle-cultuur was waar te nemen, werden de bouillonculturen weergefiltreerd cn het filtraat op dezelfde wijze weer onderzocht.



??? Wanneer na 4 dergelijke versterkingen nog geen bacteriophaagwas aan te toonen. noem ik hem niet aantoonbaar. In een groot aantal gevallen isoleerde ik op bovenbeschrevenwijze een bacteriophaag, werkzaam op alle Kleinsche ziekteen Pullorumstammen van het Instituut. Door enkele passagesmet een dezer culturen steeg de virulentie, hoewel in denaanvang dikwijls gering, steeds snel tot een zeker maximum,waarna op geen enkele wijze verdere verhooging kon wordenverkregen. Bij het begin mijner onderzoekingen waren door Prof. deBlieck twee bacteriophagenstammen ge??soleerd, waarvan deeerste op alle Kleinsche ziekte en Pullorumstammen werkte,terwijl de tweede alleen Pullorum A stammen oploste. Ookdeze Kleinsche ziekte bacteriophagen hadden een maximumvirulentie, die niet verder verhoogd kon worden. In geenenkel geval gelukte het namelijk een zoodanige lysis van eencultuur of suspensie te verkrijgen,

dat deze helder bleef. Steedsontwikkelde zich na korteren of l?¤ngeren tijd een secundairecultuur. 3 druppels der virulentste bacteriophagenstammenlosten een bacteriesuspensie, die iets troebel was in Â? 3 uurop en na Â? 15 uur begon zich weer een lichte troebeUng tevertoonen, die dan snel in sterkte toenam. Zooals d\' Herelle beschrijft zijn de Kleinsche ziekte stam-men homogeen, want de virulente bacteriophaag was in staat40 verschillende Kleinsche ziekte en Pullorumstammen op telossen, maar de tijd tusschen volkomen lysis en het zichtbaarworden der secundaire culturen, varieerde vrij sterk. Bij destandaardculturen van het Instituut was dit tijdverschil gering,maar bij culturen, direct uit een aan Kleinsche ziekte gestorvendier geisoleerd, trad de secundaire cultuur dikwijls reeds na6 ?¤ 7 uur op. Over het algemeen dus bij pas ge??soleerdeculturen een grootere resistentie, dan bij culturen die reedseenigen tijd op agar waren

gekweekt. Slechts in 1 geval was de werking van den bacteriophaagzwak. n.1. een suspensie van een cultuur, geisoleerd uit eenaan het Instituut opgezonden kip werd niet geheel opgehelderd.



??? Kleine plages waren echter aan te toonen en na een zestaloverentingen op agar was de werking van den bacteriophaagveel sterker. Hier had ik dus te doen met een vrij resistentecultuur, die echter door overenting op agar spoedig zijnresistente verloor. De koloni??n verschilden in geen enkel op-zicht van die van een normale Kleinsche ziekte cultuur. Omgekeerd isoleerde ik af en toe uit aan Kleinsche ziekteof Pullorum gestorven dieren koloni??n, die veel grooter enwitter waren dan normale Kleinsche ziekte culturen, zelfs zoodat men niet aan Kleinsche ziekte zou denken. Kleinscheziekte serum gaf echter met bovengenoemde culturen eenpositieve aglutinatie en ook de bacteriophaag loste zeer duide-lijk suspensies dezer culturen op. Het vermoeden, dat ik hierte doen had met resistente of gemengde culturen, was dusonjuist. Typische resistente culturen, zooals d\' Herelle deze beschrijft,met geaglutineerde groei in bouillon en

slijmige koloni??n opagar, heb ik echter nooit gezien. Van Straaten en Ten Hennepe deelen in hun publicatiemede, dat een enkele maal mutaties voorkomen. Misschienhebben ze te doen gehad met gemengde culturen. Zij isoleerdenn.l. uit muizen af en toe culturen bestaande uit koloni??n meteen doorschijnend centrum en een onregelmatige knobbeligerand, waarin bacillen voorkwamen, die kleiner en dunnerwaren dan normale Kleinsche ziektebacillen. Pathogeniteiten aglutinatie waren echter niet veranderd. Dit pleit weertegen het aannemen van gemengde culturen.



??? c. Bereiding van het bacteriophagenvaccin voor de praktijk In plaats van buizen bouillon worden voor dit doel kolvenmet 100 cc. Martinsche bouillon genomen. Deze werden geentmet Kleinsche ziekte cultuur en daarna eenigen tijd bij 37Â°gezet, totdat ze iets troebel waren. Dan werd in iedere kolf 2 cc.van een hoogvirulenten bacteriophagenstam gedaan en hetgeheel bij 37Â° gezet, naast een controle filtraatbuis. De bacteriesuspensies in de kolven bouillon groeiden steedseenigen tijd door, maar werden dan snel opgelost door denbacteriophaag, zoodat de kolven geheel helder werden NaÂ? 10 uren begon zich de secundaire bacteriegroei te ontwikkelen.Op dat moment worden de kolven door een Chamberland L 3kaars gefiltreerd in een z.g. â€žAbf??llapparat" van Uhlenhuth.Wanneer alle kolven waren gefiltreerd werd de inhoud vanhet Abf??llapparat steriel afgetapt in flesschen van 20â€”100 cc. Het steriliseeren der

â€žAbf??llapparaten" en het steriel aftappender inhoud daarvan, gaat echter met groote moeilijkhedengepaard. Daarom werd getracht, door middel van formaline 1 : 700de in de kolven aanwezige secundaire bacteriegroei te dooden.Dit laatste ging zeer goed, maar door de formaline werdzelfs in deze verdunning den bacteriophaag vernietigd. Ten slotte is nog getracht, door verhitten op 58Â° C. desecundaire bacteriegroei te vernietigen. Hoewel in vitro hier-door de virulentie van den bacteriophaag niet verminderde,is in de practijk het op deze wijze bereidde bacteriophagen-vaccin nog niet gebruikt.



??? d. Dc bacteriophaag in hct verloop van de experimenteclcinfectie met bacillus gallinarum cn bacillus pullorum Om de rol van den bacteriophaag bij de bescherming van eenorganisme tegen een infectie na te gaan, heb ik bij een aantalkippen culturen ingespoten en bij latere experimenten per osgegeven en nagegaan wat er met den bacteriophaag gebeurde.Volgens d\' Herelle moet de virulentie van den bacteriophaagsamenhangen met de toestand van het ge??nfecteerde dier. Ditwas in het algemeen volkomen juist, zooals uit de volgendeverslagen zal blijken. Als maatstaf voor de virulentie, ter vergemakkeling derbeschrijving, heb ik genomen: le. Bacteriophaag niet aantoonbaar, als na 4 versterkingen,volgens de methode van d\' Herelle, nog geen verschil introebeling optreedt en geen openingen zijn aan te toonen.2e. Bacteriophaag weinig virulent, als na 2 of 3 versterkingen, een verschil in troebeling is waar te nemen.3e.

Bacteriophaag tamelijk virulent, als reeds bij eerste on-derzoek een verschil in troebeling is waar te nemen.4e. Bacteriophaag virulent, als bij eerste onderzoek het fil-traat de ge??nte bouillon opheldert en 4â€”6 uur helder houdt.5e. Bacteriophaag hoogvirulent. als bij eerste onderzoek volgensde methode van d\' Herelle, het filtraat de ge??nte bouillonopheldert en eerst na Â? 15 uur de secundaire cultuurzich begint te ontwikkelen.6e. Bacteriophaag zeer hoog virulent, als zich geen secun-daire cultuur ontwikkelt. Zooals reeds gezegd is, heb iktot nu toe een bacteriophaag van deze virulentie nietkunnen verkrijgen.



??? Kip 903. Een tweejarige kip werd goed ge??soleerd en naeenige dagen de faeces verzameld en onderzocht op de aan-wezigheid van bacteriophaag, werkzaam op een Pul. A. stamuit de standaardculturen van het Instituut. Bacteriophaag nietaantoonbaar. Op 26/9 werd de kip subcutaan ingespoten met2 cc. bouilloncultuur der bovengenoemde Pul. A. stam. Op28/9 was reeds een weinig virulenten bacteriophaag aanwezigen 30/9 was de bacteriophaag reeds tamelijk virulent voorde gebruikte Pullorumstam. De kip heeft nooit eenig teekenvan ziekte vertoond en al spoedig nam de virulentie van den bac-teriophaag weer af. Op 13/11 werd de kip voor andere doel-einden afgemaakt. De faeces bevatte toen nog een zeer weinigvirulenten bacteriophaag, die eerst na 5 maal versterken volgensde methode van d\'Herelle, een goed waarneembaar verschilin troebeling gaf. Kip 904. Evenals de vorige 2 jaar oud. Faeces bevatte 23/9geen

aantoonbaren bacteriophaag voor een Pul. B stam uitde standaardculturen. Op 26/9 werd van deze stam 2 cc. eenerbouilloncultuur subcutaan ingespoten. Op 28/9 was een weinigvirulenten bacteriophaag in de faeces aan te toonen en op 30/9was deze bacteriophaaag reeds tamelijk virulent. De kip heeftgeen enkele verandering vertoond. Kip 905. Een 2-jarige kip, waarvan de faeces geen aantoon-baren bacteriophaag bevatte voor een Kleinsche ziektestamuit de standaardculturen. Ook bij deze volgde op een subcutaneinjectie van 2 cc. der Kleinsche ziekte bouilloncultuur, deaanwezigheid van een tamelijk virulenten bacteriophaag inde faeces en de kip vertoonde geen enkel ziekteverschijnsel.Een maand na de injectie was nog een weinig virulenten bacteriophaag aanwezig. Bij deze drie kippen volgde dus op een injectie van cultuur,een stijging der virulentie van den bacteriohaag, of een bac-teriophagenstam, werkzaam op een andere

bacteriesoort, werdvirulent voor de gebruikte Kleinsche ziekte en Pullorumstammen.



??? Kip 906. Een 2-jarige kip, waarvan de faeces op 23/9 en18/11 geen aantoonbaren bacteriophaag bevatte voor de Pul. Astam, waarmee kip 903 was ingespoten. Op 19/11 werd dezekip subc. ingespoten met 4 cc. der bovengenoemde Pul. Abouilloncultuur. Daags daarna had de kip diarrhee en ooktoen was nog geen aantoonbaren bacteriophaag aanwezig.Op 22/11 diarrhee opgehouden cn de kip klinisch volkomennormaal. Faeces van dien dag bevatte een virulenten bacterio-phaag. Na dien tijd heeft de kip geen afwijkingen meer ver-toond en 29/11 was de virulentie van den bacteriophaagreeds gedaald tot weinig virulent. Met het ophouden der diarrhee ging dus gepaard de aan-wezigheid van een virulenten bacteriophaag in de faeces. Haan 899. Ongeveer een half jaar oud. In de faeces geenaantoonbare bacteriophaag voor een Kleinsche ziekte cultuur,die kort geleden uit een aan Kleinsche ziekte gestorven kipwas ge??soleerd en

ook niet voor een goed sensibele stam.2 Dagen na de subc. injectie van 4 cc. Kleinsche ziekte bouillon-cultuur had het dier diarrhee en 2 dagen later is het gestorven.Bij de sectie werd een bronskleurige lever en enteritis gevondenen culturen uit het cadaver ge??soleerd, gaven een positieveaglutinatie met Kleinsche ziekteserum. In de faeces was ookna de inspuiting der cultuur geen aantoonbaren bacteriophaagaanwezig. Ten gevolge van de afwezigheid van Kleinscheziekte bacteriophaag, konden de bacteri??n zich in dit gevaldus ongestoord ontwikkelen en volgde de dood spoedig. Haan 900. Evenals de vorige een half jaar oud en uitdenzelfden koppel afkomstig. Op 29/10 ingespoten met 3 cc.Kleinsche ziekte bouillon cultuur, uit haan 899 geisoleerd.Voor de inspuiting was in de faeces geen aantoonbaren bac-teriophaag, voor een dikwijls overge??nte Kleinsche ziekte-stam (H. 899) aanwezig. Op 2/11 was het dier erg suf; hetzat in

elkaar en had diarrhee. Op 5/11 was de haan weerveel beter en eenige dagen later genezen. Op 28/10, 30/10 en



??? 2/11 geen aantoonbare bacteriophaag in de faeces. Op 4/11was in de faeces een bacteriophaag aanwezig, die tamelijkvirulent was voor een sensibele Kleinsche ziekte cultuur, maarnog weinig virulent, voor de gebruikte Kleinsche ziekte cul-tuur H. 899. Op 6/11 was in de faeces een virulentenbacteriophaag aanwezig voor de cultuur H. 899. Met de genezing van deze kip ging dus gepaard een snellestijging der virulentie van den bacteriophaag, die in de aan-vang niet aantoonbaar was, of het verkrijgen van een nieuwe vi-rulentie van den normaal in den darm aanwezigen bacteriophaag. Kip 909. Bij een 2 jaar oude kip waarvan de faeces eenweinig virulenten bacteriophaag bevatte, voor Kleinsche ziektecultuur H. 899 werd van 3/12 tot 9/12 iederen dag 2 cc.bouilloncultuur van deze stam per os ingegeven. 6/12 hadde kip diarrhee en 9/12 is ze gestorven. Sectie: bronskleurigelever en enteritis. Aglutinatie met Kleinsche ziekte

serumpositief. 4/12, 6/12 en 8/12 Was in de faeces nog steeds eenweinig virulenten bacteriophaag voor Kleinsche ziekte cultuur H. 899 aanwezig. Hier is dus de virulentie van den bacteriophaag niet ver-hoogd door het voeren van culturen en de kip is spoediggestorven. Kip 907, Bij een 2 jaar oude kip waarvan de faeces eenweinig virulenten bacteriophaag bevatte voor Kleinsche ziektecultuur H. 899, werd van 15/12 tot 24/12 iederen dag 1 cc.van bovengenoemde Kleinsche ziekte bouilloncultuur per osingegeven. Op 20/12 had het dier diarrhee maar reeds op23/12 was de faeces weer normaal. Op 15/12 en 17/12 be-vatte de faeces nog een weinig virulenten bacteriophaag. Op20/12 was deze reeds tamelijk virulent en op 22/12 was debacteriophaag virulent. De 27/12 . was in de faeces nog eenvirulenten bacteriophaag aanwezig en daar de kip geenziekteverschijnselen meer vertoonde werd verder geen faecesonderzocht.



??? Hier is weer zeer duidelijk door het ingeven van Kleinscheziektecultuur de virulentie van den bacteriophaag gestegenen toen, nadat eenige dagen de cultuur gegeven was, debacteriophaag nog niet voldoende virulent was, om een snellelysis der bacteri??n te bewerken, trad diarrhee op, die echterverdween, zoodra de virulentie van den bacteriophaag vol-doende gestegen was. Kip 263. Een 2-jarige kip kreeg 7/7 1924 1 cc. eenerhoogvirulente Kleinsche ziekte bacteriophaag per os. Op10/1 1925 bleek nog een tamelijke virulente bacteriophaagvoor Kleinsche ziekte-cultuur K. 909 in de faeces aanwezigte zijn. Op 13/1, 14/1, 16/1 en 17/1 werd 1 cc. Kleinscheziekte bouilloncultuur K. 909 per os ingegeven. 16/1 tradreeds diarrhee op en 20/1 is het dier gestoren. Bij de sectiewerd enteritis en een sterk gezwollen bronskleurige lever ge-vonden en uit de organen geisoleerde culturen gaven metKleinsche ziekte-serum een positieve aglutinatie.

De tijdens het ingeven der cultuur iederen dag verzameldefaeces bevatte steeds een tamelijk virulenten bacteriophaag,die volgens de methode van d\' Herelle wel eenig verschilin troebeling gaf met de controle, maar geen volkomen lysiskon bewerken. Ook in de weinige dunne faeces die zich naden dood in den darm bevond, was tamelijk virulenten bacterio-phaag voor dc uit de gestorven kip ge??soleerde culturen aanwezig(eerst na 1 maal versterken volgde volkomen opheldering). Tengevolge van het ingeven van cultuur had bij dit dierdus geen stijging der virulentie van den bacteriophaag plaatsen het dier stierf spoedig. Kip 696. Een oude kip die 7/7 1924 1 cc. hoogvirulenteKleinsche ziekte bacteriophaag per os kreeg. Op 10/1 1925bleek in de faeces dezer kip nog een weinig virulenten bacteri-ophaag aanwezig te zijn, voor een Kleinsche ziekte-cultuur,uit kip 909 ge??soleerd. Evenals de vorige werd ook dezekip 13/1, 14/1, 16/1 en

17/1, 1 cc. Kleinsche ziekte bouillon-cultuur uit kip 909 per os ingegeven. Daar het dier geen



??? diarrhee kreeg, werd 19/1 nog 1 cc. der bovengenoemde cultuuringegeven en 21/1 tot 29/1, 2 cc. per dag. Op 24/1 had hetdier hevige diarrhee. Deze is blijven bestaan tot aan dendood der kip op 29/1. Bij de sectie werd een tot het laatstedeel der darm beperkte enteritis en een sterk gezwollen brons-kleurige lever gevonden. Bij onderzoek der faeces bleek17/1, 19/1 en 22/1, een virulenten bacteriophaag voor deingegeven cultuur en voor de uit het gestorven dier geisoleerdecultuur, aanwezig te zijn. Faeces van 24/1, 26/1 en 28/1,bevatte bacteriophaag. die eerst na 1 maal versterken eenverschil in troebeling gaf en faeces van 29/1 en de in dendarm van het gestorven dier aanwezige dunne slijmige faecesbevatte een weinig virulenten bacteriophaag voor de inge-geven cultuur. Dat de uit de gestorven kip ge??soleerde cultuur een zekereresistentie had. bleek wel hieruit, dat de in de faeces van29/1 aanwezige bacteriophaag weinig

virulent was voor deingegeven cultuur dus pas na 3 versterkingen een verschilin troebeling gaf. Voor de uit het gestorven dier ge??soleerdecultuur waren echter 5 versterkingen noodig. om hetzelfde verschil te geven. Hier had dus aanvankelijk een stijging der virulentie vanden bacteriophaag plaats en het dier vertoonde geen ziekte-verschijnselen. Later verminderde echter spoedig de virulentievan den bacteriophaag en het dier werd ziek en stierf. Toen bleek dat de tot nu toe voor deze experimenten ge-bruikte kippen, uitgezonderd haan 899. alle tengevolge vanhet ingeven, of het inspuiten van cultuur, een virulenten bac-teriophaag in de faeses kregen, heb ik om dit te vermijden,kippen genomen uit een streek, waar Kleinsche ziekte zekerde laatste jaren niet is ^voorgekomen, n.1. van een bepaaldeboerderij in Friesland, dus evenals d\'Herelle uit een onbe-smette streek. Bij onderzoek der faeces, v????rdat met de proef begonnenwerd,

kon daarin geen bacteriophaag worden aangetoond.



??? Zooals uit de volgende verslagen zal blijken, kregen de dieren,na het voeren van culturen echter toch bacteriophaag inde faeces. Kip 72. Eenjarige kip afkomstig uit Friesland. In faecesgeen aantoonbare bacteriophaag aanwezig. Van 22/1 tot 9/2iederen dag 2 cc. Kleinsche ziekte bouillon-cultuur, afkomstigvan kip 263 per os ingegeven. Op 26/1 was de faeces reedsdun en groengeel en de diarrhee is steeds erger geworden.9/2 is het dier gestorven. Bij de sectie werd een iets ge-zwollen bronskleurige lever gevonden, maar vooral een heftigeenteritis over bijna de geheele lengte van den darm. De uithet cadaver ge??soleerde reinculturen gaven met Kleinscheziekteserum een positieve aglutinatie. Bij onderzoek der faecesdie tijdens het ingeven der cultuur iedere twee dagen werdverzameld, bleek, dat van 22/1 tot 2/2 in de faeces geenaantoonbaren bacteriophaag aanwezig was. Eerst in de faeces,verzameld op 3/2, 5/2 en 7/2 was een

virulenten bacterio-phaag aanwezig, voor de ingegeven cultuur en voor de uitde gestorven kip ge??soleerde cultuur. Eerst nadat het dier 11 dagen 2 cc. cultuur per os hadgehad, trad een virulenten bacteriophaag in de faeces op.Voor dien tijd had het dier echter reeds een heftige diarrheeen de virulente bacteriophaag die de laatste acht dagen voorden dood in de faeces aanwezig was, was niet in staat ge-nezing teweeg te brengen. Kip 73. Evenals de vorige een 1-jarige kip uit Frieslandafkomstig, waarvan de faeces geen aantoonbare bacteriophaagvoor een sensibele Kleinsche ziektecultuur bevatte. Op 4/2 werddeze kipingespoten met Vs cc. Kleinsche ziekte-bacteriophaaghoogvirulent voor een Kleinsche ziekte-cultuur uit kip 263 ge??so-leerd en daarna gedurende een maand van 5/2 tot 5/3 iederendag 2 cc. van bovengenoemde Kleinsche ziekte bouilloncul-tuur per os ingegeven. De eerste week bleef de kip volkomengezond, maar op

13/2 was de faeces dun en groen. Die



??? diarrhee bleef aanhouden en eerst op 23/2 was de faeces weernormaal. Behalve de diarrhee heeft de kip verder geen enkeleverandering vertoond en na het verdwijnen der diarrhee isde consistentie der faeces steeds normaal gebleven. Eens inde drie dagen werd versche faeces verzameld en na afloopder proef onderzocht op aanwezigheid van Kleinsche ziekte-bacteriophaag. Daarbij bleek, dat in de faeces van 5/2, 8/2en 11/2 een virulente bacteriophaag aanwezig was voor deingegeven cultuur K. 263. In de faeces van 14/2, 17/2 en20/2 was echter die virulentie plotseling sterk verminderd.Eerst na 2 maal versterken was de bacteriophaag aan tetoonen. Van virulent was hij dus weinig virulent geworden.In de faeces van 24/2. 27/2 en 2/3 was weer een virulentebacteriophaag aanwezig voor de gebruikte cultuur K. 263. Met de sterke vermindering van de virulentie van denbacteriophaag, voor de ingegeven cultuur, ging dus

gepaardhet optreden van diarrhee en nadat de bacteriophaag weervirulent was geworden, hield ook de diarrhee op. Een maand nadat het ingeven der cultuur was gestaakt,is het dier afgemaakt en onderzocht op eventueele chronischeveranderingen. Er werd echter niets abnormaals gevonden. Kip 74. Evenals de vorige een 1-jarige kip, uit Frieslandafkomstig, waarvan de faeces geen aantoonbare bacteriophaagvoor een sensibele Kleinsche ziektecultuur bevatte. Ook dezekip werd 4/2 ingespoten met Va cc. hoogvirulente Kleinscheziektebacteriophaag en daarna gedurende een maand van5/2 tot 5/3 iederen dag 2 cc. Kleinsche ziektebouillon-cultuurafkomstig van kip 263 per os ingegeven. Op 8/2, 9/2 en10/2 was de faeces dun, maar reeds op 11/2 was de consis-tentie weer ongeveer normaal. Van 19/2 tot 23/2 trad weerdiarrhee op. 24/2 was de consistentie der faeces normaal enna dien tijd is de faeces normaal gebleven. Eens in de

driedagen werd versche faeces verzameld en na afloop de proefonderzocht op de aanwezigheid van Kleinsche ziekte-bacterio-phaag. In de faeces van 6/2, 11/2, 14/2, 17/2, 24/2, 27/2 en



??? 2/3 was virulente bacteriophaag voor de ingegeven cultuurK. 263 aanwezig. In de faeces van 9/2 en 20/2 daarentegenwas de bacteriophaag pas aantoonbaar na 3 maal versterken,dus weinig virulent. Beide keeren ging hier dus de diarrhee gepaard met eensterke verlaging der virulentie van den bacteriophaag. Kip 75. Evenals de vorige een 1-jarige kip uit Frieslandafkomstig, waarvan de faeces geen aantoonbare bacterio-phaag bevatte, werd 4/2 inspoten met V2 cc. hoogviru-lente Kleinsche ziekte bacteriophaag en daarna gedurendeeen maand van 5/2 tot 5/3, iederen dag 2 cc. Kleinsche ziektebouilloncultuur afkomstig van kip 263 per os ingegeven.Het dier heeft al dien tijd geen enkele afwijking vertoonden ook de faeces is steeds normaal gebleven. Eens in de driedagen werd versche feaces verzameld en na afloop der proefonderzocht op de aanwezigheid der Kleinsche ziekte bacterio-phaag. Daarbij bleek in alle faeces een

virulenten bacterio-phaag aanwezig te zijn voor de ingegeven Kleinsche ziektecultuur. De bacteriophaag heeft in dit dier dus zijn virulentie behoudenen het dier is volkomen gezond gebleven. Kip 76. Evenals de vorige een 1-jarige kip, uit Frieslandafkomstig, waarvan de faeces geen aantoonbare bacteriophaagbevatte, werd van 5/2 tot 20/2 iederen dag 2 cc. Kleinscheziekte-bouilloncultuur afkomstig van kip 263 per os ingegeven.Eenige dagen nadat met het ingeven der cultuur was begonuen,was de faeces reeds dunner en 10/2 was het dier erg suf enhad het heftige diarrhee en een blauwe kam. De diarrhee isblijven bestaan tot 20/2, den dag waarop het dier gestorven is.Bij de sectie werd een heftige enteritis gevonden over degeheele lengte van den darm en in de bronskleurige leverwaren enkele witte haardjes zichtbaar. Verder was het heeledier sterk vermagerd. Uit het cadaver ge??soleerde reinculturengaven met Kleinsche ziekte-

serum een positieve aglutinatie.



??? Eens in de drie dagen werd versche faeces verzameld en bijonderzoek na den dood van het dier, bleek in de faeces vanH/2,17/2 en 20/2 een virulenten bacteriophaag voor de in-gegeven cultuur en voor de uit het gestorven dier ge??soleerdereinculturen aanwezig te zijn. De faeces van 7/2, 9/2 en 11/2bevatte eerst na eenmaal versterken een aantoonbaren bac-teriophaag. Tengevolge van het ingeven der cultuur was dus al spoedigeen bacteriophaag in de faeces aan te toonen maar nog weinigvirulent. Het dier werd dan ook ziek en de later virulentgeworden bacteriophaag kon de bij de sectie gevonden chro-nische veranderingen (haardjes in lever) niet meer tot ge-nezing brengen. Kip 77. Evenals de vorige 1-jarige kip uit Friesland af-komstig waarvan de faeces geen aantoonbare bacteriophaagbevatte, werd gedurende een maand, van 5/2 tot 5/3 iederendag 2 cc. Kleinsche ziekte bouilloncultuur afkomstig van kip263 per os

ingegeven. 8/2 was het dier reeds suf en 10/2had het diarrhee, hoewel niet hevig. Op 13/2 en 14/2 washet dier weer levendiger, hetgeen deed vermoeden dat ge-nezing in zou treden, maar de diarrhee bleef aanhouden tot21/2, toen de consistentie der faeces normaal was en ookgebleven is en het dier was 16/2 weer even suf. Met hetverdwijnen der diarrhee verdween ook de sufheid. Bij onder-zoek der versche faeces die eens in de drie dagen werd ver-zameld, bleek het volgende: Faeces van 7/2 bevatte eenweinig virulenten bacteriophaag voor de ingegeven cultuur.Faeces van 9/2 en 11/2 een tamelijk virulenten bacteriophaagen faeces van 14/2 een virulenten bacteriophaag voor de in-gegeven cultuur. In faeces van 17/2 was de virulentie echterplotseling weer gedaald tot weinig virulent. 20/2 was de bac-teriophaag weer tamelijk virulent en de faeces van 24/2,27/2 en 2/3 bevatte een virulenten bacteriophaag voor de ingegeven

cultuur. Ondanks het gecompliceerde verloop is hier toch duidelijk



??? samenhang tusschen de toestand der kip en de virulentie vanden bacteriophaag voor de ingegeven cultuur. Tengevolgevan het ingeven van cultuur werd het dier suf en trad diar-rhee op. Gelijktijdig steeg echter de virulentie van den bac-teriophaag, en 13/2 en 14/2 was de sufheid verdwenen enleek het alsof het dier zou genezen. Direct daarna vermin-derd echter de virulentie van den bacteriophaag en de suf-heid kwam terug. De diarrhee bleef bestaan, de virulentievan den bacteriophaag was niet lang genoeg voldoende hooggeweest, om de diarrhee te doen ophouden. Spoedig echtersteeg de virulentie en 21/2 was de diarrhee reeds bijna ge-nezen en 24/2 was in de faeces een virulenten bacteriophaagaanwezig. Deze is virulent gebleven en het dier heeft verdergeen afwijkingen meer vertoond. SAMENVATTING Nadat d\' Herelle bij een aantal aan Kleinsche ziekte ge-storven dieren geen virulenten bacteriophaag had kunnen aan-

toonen, terwijl hij in enkele gevallen waarin kippen genazen,direct uit de faeces een virulenten bacteriophaag kon isoleeren,nam hij voor controle-experimenten, kippen uit een niet be-smette streek, â€žd\'une region indemn?Š", zooals hij zegt. Defaeces der kippen bleek geen Kleinsche ziekte-bacteriophaagte bevatten. Een der kippen kreeg 1 cc. van een virulentenKleinsche ziekte-bacteriophaag per os en daarna 25 dagenlang 2 cc. Kleinsche ziekte-cultuur eveneens per os. Het dieris steeds gezond gebleven, terwijl 2 kippen die als controledienden en ook geen bacteriophaag in hun faeces hadden, 3dagen nadat ze een enkele maal 2 cc. Kleinsche ziekte bouillon-cultuur op wat brood per os hadden gehad, stierven. Uit deze proeven bleek dus zeer duidelijk, dat de bacteri-ophaag het eerste dier beschermde tegen een groote dosiscultuur, terwijl de 2 controledieren, die geen bacteriophaagin hun faeces hadden, door een enkele dosis van 2

cc.Kleinsche ziekte-cultuur te gronde gingen. De meeste der door mij gedane onderzoekingen werden



??? eigenlijk begonnen, om deze resultaten van d\' Herelle te be-vestigen en zoodoende de rol van den bacteriophaag in deimmuniteit te bewijzen. Slechts eenmaal ben ik erin geslaagddoor een enkele dosis cultuur, groot 4 cc., die dan nog sub-cutaan werd ingespoten, een kip tc dooden en in dat gevalwas ook geen enkele maal een Kleinsche ziekte-bacteriophaagin de faeces aan te toonen (Haan 899). In alle andere ge-vallen, waarin een enkele dosis cultuur per os of subcutaanwerd gegeven, was reeds spoedig een vrij virulenten bacterio-phaag in de faeces aan te toonen, hoewel die aanvankelijkgeen aantoonbare bacteriophaag bevatte en alle voorzorgs-maatregelen waren genomen, om infectie met bacteriophaagte voorkomen. Een niet aantoonbare avirulente Kleinscheziekte-bacteriophaag was dus virulent geworden, of een bacte-riophaag virulent voor een andere darmbacteriesoort werdvirulent voor Kleinsche ziekte-bacteri??n.

Deze nu virulenteKleinsche ziekte-bacteriophaag beschermde de ge??nfecteerdedieren dus voor de infectie en vervulde dezelfde rol als dedoor d\' Herelle ingegeven bacteriophaag. Hiermee is in over-eenstemming, wat Van Straaten en Ten Hennepe meededenin hun publicatie n.l. dat infectieproeven met Kleinsche ziekte-culturen bij kippen zeer wisselvallig verloopen. Ik meen hetdan ook aan het toeval toe te mogen schrijven, dat d\' Herellevoor zijn controle-experimenten juist kippen heeft gehad,waarbij een reeds in den darm aanwezige, niet aantoonbareKleinsche ziekte-bacteriophaag niet virulent werd, of eenbacteriophaag, virulent voor een andere darmbacteriesoort,niet virulent werd voor de ingegeven Kleinsche ziekte-cultuur.Dit toeval vermindert echter de waarde zijner conclusies niethet minst. Zooals reeds gezegd is, is het toeval mij slechts eenmaaldienstig geweest. Toen bleek, dat in de meerderheid der doormij onderzochte

kippen, eenige dagen na het toedienen dercultuur zich in de faeces een virulenten bacteriophaag ont-wikkelde, veranderde als het ware het doel der experimenten. Na een enkele dosis van 1 cc. van een virulenten bacterio-



??? phaag, kon d\' Herrelle 2 kippen, 25 dagen lang, 2 cc. Kleinscheziekte-cultuur per os geven, zonder de minste schadelijke ge-volgen. Al dien tijd bleef in den darm eeii virulenten bacteri-ophaag aanwezig. De virulente bacteriophaag die zich in demeeste gevallen in de faeces ontwikkelde, na injectie of in-gestie van Kleinsche ziekte-cultuur, moest dezelfde beschermendewerking hebben en daarom heb ik bij een aantal kippen meerof minder langen tijd Kleinsche ziekte-culturen per os gegeven. Bij 2 kippen (kip 909 en 263) was in den aanvang reedseen bacteriophaag in de faeces aanwezig. Deze kon echtergeen voldoende lysis der bacteri??n teweegbrengen en devirulentie steeg niet, zoodat de dieren ziek werden en stierven. Bij 1 kip (No. 696) trad spoedig een virulenten bacterio-phaag in de faeces op. Eenigen tijd later nam echter devirulentie af, het dier werd ziek en stierf. Bij 2 kippen (No. 72 en 76) trad pas eenige dagen voorden

dood een virulenten bacteriophaag in de faeces op, dieechter de reeds ernstig zieke dieren niet meer kon genezen. Bij 2 kippen (No. 77 en 907) ontwikkelde zich in de faeceseen virulenten bacteriophaag, die de dieren verder beschermdetegen de per os gegeven bacteri??n, hoewel toen bij kip 77plotseling de virulentie sterk afnam, dit dier ziek werd, maargenas, toen de virulentie van den bacteriophaag weer vol-doende steeg. 3 kippen kregen, alvorens met het ingeven der cultuur werdbegonnen 1 enkele dosis (V2 cc.) virulente Kleinsche ziekte-bacteriophaag subcutaan. Twee ervan (No. 73 en 74) werdenziek toen de virulentie van den bacteriophaag afnam, maargenazen, zoodra die virulentie weer voldoende steeg. Slechts 1 kip bleef na de subcutane injectie van bacterio-phaag en het dagelijksch voeren van 2 cc. Kleinsche ziekte-bouilloncultuur, gedurende 30 dagen, volkomen normaal. Dus ook hier kan ik de mededeeling van d\'

Herelle, datvirulente Kleinsche ziekte-bacteriophaag de kip beschermttegen de binnendringende Kleinsche ziekte-bacteri??n, volkomenbevestigen. Terwijl in mijn bovenbeschreven experimenten



??? de virulentie van den in de faeces aanwezigen bacteriophaagin de meeete gevallen plotseling afnam, om later al of nietweer te stijgen, bleef slechts in ?Š?Šn geval de bacteriophaagvoortdurend virulent en d\' Herelle had voor zijn controle-experimenten juist 4 kippen, waarbij de bacteriophaag steedsvirulent bleef, hoewel hij later wijst op de sterk wisselendesamenstelling der darminhoud,; die in vele gevallen de werkingvan den bacteriophaag zou be??nvloeden. In 1 geval stierf dus een kip, na een enkele injectie vanKleinsche ziekte-cultuur en daarbij was steeds de bacterio-phaag afwezig. In een ander geval bleef een kip waarbijvirulente Kleinsche ziekte-bacteriophaag was ingespoten natoediening van 2 cc. eener Kleinsche ziekte-cultuur, gedurende30 dagen, volkomen normaal. In alle andere gevallen ging de toestand van het ge??nfecteerdedier volkomen samen met de virulentie van den bacteriophaagten opzichte van de

infecteerende bacteri??n. Tevens bleekzeer duidelijk, dat, wanneer de bacteriophaag niet tamelijksnel na de infectie virulent wordt, de in de ge??nfecteerdedieren opgetreden veranderingen reeds zoodanig zijn, dat hijgeen genezing meer teweeg kan brengen (kip 72 en 76). Deze feiten bevestigen volkomen de meening van d\' Herelle,dat de bacteriophaag bij de Kleinsche ziekte der kippen eenbelangrijke rol speelt bij de bescherming tegen binnendringendebacteri??n.



??? e. Preventieve en curatieve waarde van den bacteriophaagbij experimenteele infecties bij kuikens met bacillus Pullorum Toen bleek, dat bij een groot aantal kippen na toedieningvan Kleinsche ziekte-cultuur na korteren of l?¤ngeren tijd eenvirulenten bacteriophaag in de faeces aanwezig was, heb ikgetracht kuikens experimenteel te infecteeren, daarbij gebruikmakende van de groote gevoeligheid van de jonge kuikens voorculturen van Pullorum, om op deze wijze de preventieve encuratieve waarde van den bacteriophaag te bestudeeren. Groep AÂ? 13 Patrijskleurige kuikens van 1 dag oud en 6 witte kuikensvan 4 dagen oud, samengebracht in 1 kunstmoeder, werden3 dagen achtereen gevoerd met Pullorum A bouillon-cultuur,welke over het voer werd gegoten. Den 4en dag werd hoog-virulenten bacteriophaag voor deze Pullorum A cultuur overhet voer gedaan. Ter controle kregen 7 witte kuikens van 4 dagen oud ineen andere

kunstmoeder, eveneens 3 dagen dezelfde cultuurover het voer, maar geen bacteriophaag. Van de 13 patrijskleurige kuikens zijn den dag waarop denbacteriophaag over het voer werd gegeven, reeds 5 gestorven,waarvan bij 4 met zekerheid de diagnose Pullorum werd ge-steld. Bij deze dieren had de bacteriophaag nog geen invloedkunnen doen gelden; ze waren al bijna dood toen deze ge-geven werd. Van de 8 stuks die overbleven, zijn nog 5 gestorven,respectievelijk 2, 3, 6, 17 en 18 dagen nadat de dieren bac-teriophaag over het voer hadden gehad. 3 dezer kuikens zijnin leven gebleven.



??? Van de 6 witte kuiken, die cultuur en daarna bacteriophaagover het voer hebben gehad, zijn 4 gestorven, respectievelijk4, 13, 16 en 18 dagen nadat ze de laatste cultuur haddengehad. Van deze groep zijn drie kuikens blijven leven. Deze3 dieren zijn later afgemaakt, doch vertoonden niets abnor-maals. De kuikens van 1 dag oud zijn over het algemeen duskorter ziek geweest dan de 4 dagen oude. De 4 dagen oudekuikens blijken dus reeds minder gevoelig voor de cultuur.Van een gunstige werking van den bacteriophaag is nietste merken. Groep B. 30 kuikens, bij het begin der proef 24 uur oud, kregen3 dagen achtereen Pullorum A bouilloncultuur uit een dergestorven kuikens van groep A ge??soleerd, over het voer. Tijdens het voeren der cultuur stierven reeds 2 kuikens endaags nadat met het voeren der cultuur was opgehouden,weer 3. De doodsoorzaak was echter geen Pulloruminfectie.Den 2den dag, nadat met het voeren der

cultuur was opge-houden. waren weer 3 kuikens dood en bij deze werd dediagnose Pulloruminfectie bacteriologisch vastgesteld. De22 kuikens, die nog over waren, werden in 2 groepen ge-splitst, ieder in een afzonderlijke kunstmoeder. 11 kuikens werden subcutaan ingespoten met 1/10 cc. vaneen hoogvirulenten bacteriophaag voor de gebruikte Pullorum?€. cultuur. De andere 11 kuikens dienden verder als controles. Van de met bacteriophaag ingespoten kuikens is er 1 inleven gebleven. Ook van de controles is 1 in leven gebleven.Beide zijn later afgemaakt, maar bij de sectie werd nietsabnormaals gevonden. 3 dagen na de splitsing in 2 groepenwaren de andere 10 controles reeds alle gestorven, terwijlvan de met bacteriophaag ingespoten kuikens toen nog slechts3 dood waren. Van de andere 7 met bacteriophaag inge-spoten kuikens stierf ?Š?Šn 5 dagen, twee 7 dagen en vier12 dagen na de inspuiting.



??? De met bacteriophaag ingespoten kuikens hebben dus inhet algemeen langer geleefd dan de onbehandelde contr??le-dieren. De bacteriophaag heeft echter geen genezing totstand kunnen brengen. Groep C. Toen bleek, dat de bacteriophaag in de vorige groepengeen duidelijke curatieve waarde had, werd hij in de vol-gende groepen preventief ingespoten of per os gegeven. 60 kuikens, bij het begin der proef ongeveer 24 uur oud.Hiervan werden 14 stuks subcutaan ingespoten met Vio cc.van een hoogvirulenten bacteriophaag voor een pullorum Acultuur uit een gestorven kuiken van groep B ge??soleerd,(Groep 1.) 15 kuikens kregen ieder ÂŽ/io cc. van denzelfdenbacteriophaag per os. (Groep 2.) De 31 kuikens, die nogover waren, (groep 3) kregen geen bacteriophaag. 6 uur na het ingeven en inspuiten van den bacteriophaagkregen alle 60 kuikens ieder ^/^o cc. van bovengenoemdepullorum A bouilloncultuur, waarvoor de

bacteriophaag hoog-virulent was, per os. Van de 14 kuikens van groep 1 zijn in het geheel 8 ge-storven en 24 dagen na het begin der proef werden deoverige 6 gedood, waarbij bij ?Š?Šn chronische veranderingenwerden gevonden, die vermoedelijk wel tot den dood zoudenhebben geleid. Van de 15 kuikens van groep 2 zijn 14 gestorven. E?Šn islater afgemaakt, maar was volkomen normaal. Van de 31 kuikens van groep 3 zijn 25 gestorven en 6in leven gebleven. Deze 6 zijn 24 dagen na het begin derproef gedood. Toen was 1 er van reeds ziek en deze ver-toonde chronische veranderingen; de overige waren gezond. Zoowel van de contr??ledieren, als van de voor het ingevender cultuur met bacteriophaag behandelde dieren zijn dusfeitelijk beide 6 gezond gebleven. Hoewel in den aanvangde sterfte onder de contr??ledieren iets grooter was dan bijde met bacteriophaag behandelde, zijn toch van beide groepen



??? evenveel gestorven en van een duidelijke werking van den bac-teriophaag was geen sprake. Daar van de kuikens, die enkelcultuur per os hebben gehad, ook zes zijn blijven leven,heeft zich hier vermoedelijk bij deze contr??ledieren een vi-rulenten bacteriophaag in den darm ontwikkeld. Groep DÂ? Toen bij groep C geen duidelijke preventieve werkingvan den bacteriophaag kon worden aangetoond, door ingevingvan cultuur, werd in deze groep de cultuur subcutaan ingespoten. 11 kuikens bij het begin der proef 3 dagen oud. Hiervanwerden 6 stuks subcutaan ingespoten met Vio cc. bacterio-phaag, die hoog virulent was voor een Pullorum A cultuur,uit een gestorven kuiken van groep C ge??soleerd. Den vol-genden dag werden alle 11 kuikens subcutaan ingespoten metVio cc. dezer cultuur. De met bacteriophaag ingespoten dierenwaren gemerkt en daardoor kenbaar. Ze werden niet vande andere kuikens gescheiden. 2 kuikens die

met bacteriophaag en cultuur waren inge-spoten. stierven 4 dagen na de inspuiting der cultuur. 3 andererespectievelijk 5. 9 en 11 dagen na de inspuiting der cultuur. 1 kuiken bleef in leven. Van de enkel met cultuur ingespoten kuikens stierven 4stuks respectievelijk 1. 2. 4 en 6 dagen na de inspuiting dercultuur. 1 kuiken bleef in leven. De met bacteriophaag ingespoten kuikens zijn hier duslanger blijven leven, dan de enkel met cultuur ingespotenkuikens, maar de bacteriophaag is toch niet in staat geweestze voor den dood te behoeden. Daar de beide groepen niet van elkaar waren gescheiden,is het mogelijk, dat de 5 dieren waarbij geen bacteriophaagwerd ingespoten, deze hebben opgenomen, met excreta derandere kuikens. In ieder geval heeft dan toch de bacteriophaagde dieren niet meer voor den dood kunnen behoeden. Groep E. 30 kuikens, bij het begin der proef 2 dagen oud, werden



??? gesplitst in 2 groepen, ?Š?Šn van 20 kuikens (groep 1) en ?Š?Šnvan lo (groep 2). In iedere groep werd de helft gemerkt. De gemerkte kuikens van beide groepen kregen ieder Viocc. eener Pullorum A bouilloncultuur, uit een gestorven kuikenvan groep B ge??soleerd, per os, terwijl de niet gemerkteVso cc. van dezelfde cultuur per os kregen. 3 uur later werdbij de gemerkte en de niet gemerkte kuikens van groep 1ieder 7io cc. hoogvirulenten bacteriophaag voor de ingegevencultuur ingespoten. De 10 kuikens van groep 2, de controledieren, kregen geenbacteriophaag. 5 van deze groep hadden ieder Vio cc. cultuuren de andere 5 ieder Vso cc. cultuur per os gehad. Alle 10 controledieren zijn gestorven, behalve 1, die 24 dagenna het inspuiten der cultuur is afgemaakt, maar toen reedschronische veranderingen vertoonde. Van de 10 gemerkte kuikens van groep 1, die dus iederVio cc. cultuur per os en Vio cc. bacteriophaag

subcutaanhadden gehad, zijn twee in leven gebleven en van de 10 dieniet gemerkt waren en ieder Vso cc. cultuur per os en 7io cc.bacteriophaag subcutaan hadden gehad, zijn drie in levengebleven. Deze zijn later gedood, doch bij de sectie werdniets bijzonders gevonden. Terwijl dus alle controles gestorven zijn, zijn van de metbacteriophaag behandelde dieren 5 in leven gebleven. Hieris dus eenige werking van den bacteriophaag te bemerken. Groep FÂ? Toen in de vorige groep E eenige werking van den bac-teriophaag was te bemerken, werd bij deze groep de dosiscultuur nog kleiner genomen. 26 kuikens bij het begin der proef 2 dagen oud. Hiervankregen 5 kuikens ieder V40 cc. Pullorum A bouilloncultuur,uit een gestorven kuiken van groep B ge??soleerd, per os. 4en 16 dagen na het ingeven der cultuur stierf ?Š?Šn der kuikensaan Pullorum infectie. 2 kuikens bleven in leven en 18 dagenna het ingeven der cultuur stierf nog 1

kuiken, dat achter



??? gebleven was in groei. Bij de sectie daarvan werden geenbijzonderheden gevonden en uit de organen aangelegde cul-turen bleven steriel. Naast deze controles kregen 21 kuikens V^o cc. van dezelfdecultuur per os en .tegelijkertijd Vi cc. bacteriophaag. die hoog-virulent was voor de ingegeven cultuur, subcutaan. Den vol-genden dag werd bij deze 21 kuikens Va cc. van denzelfdenbacteriophaag subcutaan ingespoten. Van deze 21 kuikens zijn op den dag van inspuiting enden dag daarna 6 gestorven, tengevolge van de inspuitingof doordat ze reeds achterbleven in groei. Van de overige 15zijn twee gestorven, respectievelijk 21 en 27 dagen na delaatste inspuiting van den bacteriophaag. De andere zijn 27dagen na de laatste inspuiting der bacteriophaag afgemaakt.Daarbij werden bij 3 enkele witte haardjes in de lever ge-vonden en bij de rest geen veranderingen. In het geheel zijn dus 10 kuikens absoluut gezond geblevenvan de

15. die voor conclusie in aanmerking kwamen. Wanneermen van de 5 controles het in groei achtergebleven kuikenuitschakelt, zijn daarvan dus twee gestorven en twee gezondgebleven en de eerste twee zijn korter ziek geweest dan degestorven kuikens die met bacteriophaag waren ingespoten. In dit geval is dus wel eenige werking van den bacterio-phaag te constateeren. hoewel nog lang niet zoo. dat metbacteriophaag ingespoten dieren in leven bleven. Groep G. 12 kuikens, bij het begin der proef 10 dagen oud. werdenverdeeld in twee groepen, goed van elkaar gescheiden. Groep1 bestond uit 5 donkere en 2 witte kuikens. Hiervan kregende 5 donkere een Vs cc. van een hoogvirulenten bacterio-phaag voor een Kleinsche ziekte-cultuur, uit kip 909 gestorvenaan Kleinsche ziekte ge??soleerd, per os. Indien de bacterio-phaag zooals d\'Herelle meent ook de andere dieren besmet,zouden de witte kuikens eveneens de bacteriophaag in

defaeces moeten krijgen en daardoor voor de infectie behoed zijn.



??? De 2 volgende dagen kregen alle 7 kuikens van groep 1en ook de 5 van groep 2 ieder telkens V2 cc. van boven-genoemde Kleinsche ziekte-bouilloncultuur per os. Tusschen 4 en 8 dagen nadat de laatste maal cultuur ge-geven was zijn reeds 10 kuikens gestorven. Uit iedere groepis bij 1 kuiken de ziekte chronisch geworden, maar ook dezezijn later gestorven. Van eenige werking van den bacteriophaag is dus nietste merken. Bij onderzoek der faeces der beide groepen, ver-zameld voor het ingeven van den bacteriophaag, bleek datde kuikens van beide groepen reeds een tamelijk virulentenbacteriophaag in hun faeces hadden voor de gebruikte cultuur. Groep H. 10 kuikens bij het begin der proef 5 dagen oud, werden ver-deeld in twee gelijke groepen. De 5 kuikens der eerste groepkregen eerst drie druppels van een hoogvirulenten bacterio-phaag voor een Kleinsche ziekte-cultuur, uit kip 263 ge??soleerd,per os. Den volgenden dag

kregen alle 10 kuikens 2 druppelsder bovengenoemde bouilloncultuur per os. Tusschen 6 en 9 dagen na het ingeven der cultuur zijnreeds 9 kuikens gestorven. 1 kuiken dat alleen cultuur hadgehad is blijven leven. In de faeces, verzameld voor het ingeven van den bacterio-phaag, was reeds een virulenten bacteriophaag aanwezig. Dezeis blijkbaar nog niet virulent genoeg geweest om de dierenin leven te houden, maar ook de ingegeven bacteriophaagheeft geen waarneem effect veroorzaakt. Groep L Bij de vorige groepen werden steeds de dieren kunstmatig,door inspuiting of ingeven van cultuur, ge??nfecteerd. Daarbijwas van een duidelijke preventieve of curatieve werking vanden bacteriophaag weinig te merken. Daarom heb ik getrachtzooveel mogelijk spotane infectie te verkrijgen en daarvoorkuikens van 24 uur oud geplaatst bij zieke kuikens uit koppels



??? waaronder sterfte ten gevolge van pullorum A infectie wasgeconstateerd. Bij een eerste in deze richting genomen proef bleek alspoedig, dat dit niet zoo eenvoudig was als het op eerstegezicht lijkt. Van 30 kuikens van 24 uur oud, stierf namelijkgeen enkel. Van een tweede groep groot 28 kuikens van 24 uur oudwerd de helft gemerkt en deze kregen Vi cc. van een viru-lenten Kleinsche ziekte bacteriophaag per os. Daarna werdenalle 28 kuikens gezet in een kunstmoeder, waarin reeds tweedagen 15 aan Pulloruminfectie lijdende kuikens waren. Dezestierven spoedig. Van de met bacteriophaag behandelde dierenstierf geen enkel, maar van de kuikens die niet met bac-teriophaag waren behandeld zijn drie gestorven aan eenchronische pullorum A infectie. Van de overige kuikens zijn een aantal afgemaakt. Bij geenenkel werd echter eenige verandering gevonden. Hieruit bleek dus, dat men op deze wijze wel kuikens kanbesmetten,

maar dat dit niet zoo gemakkelijk gaat als menzou denken. Hoewel het opvallend is, dat juist drie kuikens zijn ge-storven, die niet met bacteriophaag waren behandeld, is dezeproef niet voldoende, om er een conclusie omtrent de preventiewerking van den bacteriophaag uit te trekken. Het is danook slechts volledigheidshalve, dat ik ze vermeld. SAMENVATTING Uit de beschreven infectieproeven blijkt, dat de ingegevenof ingespoten bacteriophaag geen frappante preventieve ofcuratieve werking heeft vertoond. Hoewel in vele gevallende met bacteriophaag behandelde kuikens langer hebben ge-leefd dan de niet behandelde, was echter in al die gevallende infectie nog te sterk. Werd echter de dosis cultuur teklein genomen, dan bleef ook het aantal controles in leven,wat zeer goed te verklaren was, toen\' bleek, dat in de laatste



??? groepen de faeces reeds voor het toedienen van den bacterio-phaag, toch virulente of tamelijk virulente bacteriophaagbevatte. Dus ook hier weer de moeilijkheid, dat dieren diegeen bacteriophaag werd toegediend, deze toch in de faeceshadden of kregen, waardoor vergelijkingen niet goed meermogelijk zijn. Alleen wanneer men den bacteriophaag bij decontroledieren kon uitschakelen is een nauwkeurige vergelijkingmogelijk.



??? /. Dc bacteriophaag als bestrijdingsmiddel der Kleinscheziekte en Pulloruminfectie in dc practijk Naast de experimenteclc infecties, werd in navolging vand\'Herelle ook getracht, spontane gevallen van Kleinsche ziektedoor middel van inspuiting van bacteriophaag, of voederingervan, te be??nvloeden en te genezen om zoodoende ook datals bewijs voor de rol van den bacteriophaag in de immuniteit te laten gelden. Omdat d\' Herelle meent, dat inspuiting beter resukaat geeft,dan toediening per os. heb ik mij bepaald tot inspuiting vanden bacteriophaag, vooral ook omdat het aantal gevallen, datvoor gecontroleerde behandeling in aanmerking komt, nieterg groot is. Alleen de aan het slot beschreven gevallen van kuikensterftezijn behandeld door toediening per os. omdat daarbij prac-tisch gesproken, inspuiten niet goed uitvoerbaar is. Geval 1, C. tc P. Koppel van 100 kippen. In 8 dagen 50 gestorven. Bij desectie werd ecn typische

bronskleurige lever en enteritis ge-vonden. Culturen gaven een sterk positieve aglutinatie metKleinsche ziekte-serum en de Kleinsche ziekte-bacteriophaagwas in staat een suspensie, van die cultuur gemaakt, op telossen en meerdere uren helder te houden. Nadat in 8 dagen50 kippen waren gestorven, werden de 50 overgebleven dieren,waarvan de helft reeds ziek was (diarrhee, blauwe kammenen kreupel loopen). intramusculair ingespoten met 2 cc. bac-teriophaag. Daags na de inspuiting waren die dieren veel opgewekter.



??? de leg verbeterde spoedig, maar enkele kippen bleven watstijf. De eerste 3 weken na de inspuiting stierven nog 8 kippen.Drie weken na de eerste inspuiting werd echter de sterfteweer grooter. Hoewel toen de diagnose niet bacteriologischwerd vastgesteld zijn toch de 22 kippen die toen nog overwaren, weer ingespoten met 2 cc. bacteriophaag. Daarnahield de sterfte weer op, maar na 4 weken was er weer afen toe een kip dood, zoodat van den geheelen koppel slechtsenkele dieren zijn overgebleven. 10 dagen na de eerste inspuiting van bacteriophaag werdversche faeces uit het hok verzameld. Het filtraat daarvanbevatte echter geen virulenten bacteriophaag. voor de uit degestorven dieren verkregen culturen. Geval 2, H. te B. Sterfte onder kippen, zeer chronisch, 1 a 2 sterfgevallenper dag. In het geheel zijn in ongeveer 3 weken 40 kippengestorven. Bij de sectie werden in lever en hart witte haardjesgevonden. Culturen uit een

gestorven dier ge??soleerd, gavenmet Kleinsche ziekte-serum een positieve aglutinatie en ookde bacteriophaag was actief voor deze stam. De 160 over-gebleven kippen werden intramusculair ingespoten met 1 cc.bacteriophaag. Aanvankelijk hield de sterfte op, maar geleidelijkis ze weer op nieuw begonnen. 4 weken na de eerste injectieis weer 1 cc. bacteriophaag per kip ingespoten. Na dezetweede injectie is de sterfte absoluut opgehouden. Geval 3, D. te E. De ziekte verloopt zeer chronisch. Soms even stilstand,maar spoedig daarna weer sterfte. In 1 jaar tijd zijn er van400 stuks maar 150 meer over. Ook in de omgeving heerschtgeregeld chronische sterfte. Sectie, aglutinatie met Kleinsche ziekte serum en werkingvan den Kleinsche ziekte bacteriophaag positief. In 1 koppel, 38 donkere kippen 1 cc. en 22 witte 2 cc.bacteriophaag intramusculair ingespoten. In een tweede koppel



??? geheel ge??soleerd van de vorige. 84 stuks ieder V2 cc. bac-teriophaag. De sterfte hield daarna onmiddellijk geheel op enna een half jaar was er nog geen recidive. Geval 4, B. tc A. Sterfte onder de kuikens van Â? 4 weken oud. 1 a 4 perdag dood. Van 150 nog 80 over. Aglutinatie met Kleinsche ziekte serum en werking van denKleinsche ziekte bacteriophaag positief. leder kuiken met 1 cc. bacteriophaag ingespoten. Na debehandeling zijn nog 4 kuikens gestorven, waarbij 2, die bijde inspuiting reeds erg ziek waren. Twee dagen na de in-spuiting waren de dieren weer zoo goed als gezond. Geval 5, K. tc U. Sterfte onder kippen. Aglutinatie met Kleinsche ziekteserum en werking van den Kleinsche ziekte bacteriophaagpositief. Behandeling met Kleinsche ziekteserum, had niet hetminste resultaat gegeven. In het geheel waren er nog 300 stuks over. Deze 1 cc.bacteriophaag intramusculair ingespoten. Daarna is de sterfteonmiddellijk

blijvend opgehouden. Geval 6, H. te B. Koppel kippen groot 150 stuks. Acute sterfte, 3 a 4 perdag. Werking van den Kleinsche ziekte-bacteriophaag positiefop de uit enkele gestorven dieren verkregen culturen. Per kip1 cc. van dezen bacteriophaag ingespoten. Daarna is de sterfteonmiddellijk en blijvend opgehouden. Geval 7, M. te O. In een koppel kippen van 110 stuks zijn in 14 dagen 30gestorven. Sectie, aglutinatie met Kleinsche ziekte-serum enwerking van den Kleinsche ziekte-bacteriophaag positief. Van de 80 dieren die nog over waren, de helft met Kleinscheziekte-serum en de andere helft met 1 cc. Kleinsche ziekte-



??? bacteriophaag ingespoten en beide groepen gescheiden. In delaatste groep hield de sterfte onmiddellijk op. terwijl bij demet serum behandelde dieren na enkele dagen reeds weersterftegevallen voorkwamen. Daarna werden ook deze met1 cc. bacteriophaag ingespoten, waarna de sterfte ook in diehelft onmiddellijk ophield. Geval 8, M. te O- Koppel van ongeveer 100 kippen. Sterfte 3 a 4 per dag.Werking van den Kleinsche ziekte-bacteriophaag op de uiteen gestorven dier verkregen culturen positief Per kip 1 cc. van deze bacteriophaag ingespoten. Daarnais de sterfte onmiddellijk en blijvend opgehouden. Geval 9, G. te E. Verloop der ziekte chronisch, in een half jaar zijn van 150kippen maar 52 meer over. Soms weken met 12 dooden, somsook weken met geen enkele. In de omgeving zijn bij eenaantal kippenhouders de laatste 2 jaar reeds tweemaal zoogoed als alle kippen uitgestorven, met steeds hetzelfde chro-nische verloop.

Culturen uit een gestorven dier ge??soleerd gaven met Kleinscheziekte serum een positieve aglutinatie en de Kleinsche ziekte-bacteriophaag kon de groei der bacteri??n in bouillon on-geveer 10 uren tegenhouden. 25 witte kippen werden ingespoten met % cc. van dezenbacteriophaag en Tl donkere met 1 cc. Daarna hield de sterfteonmiddellijk op; geen enkele kip is meer gestorven, terwijlin de omgeving de sterfte op dezelfde chronische wijze doorging. Geval 10, K. tc A. Koppel kippen groot 140 stuks. Sterfte acuut, 15 in 4 dagengestorven. Culturen uit een gestorven kip ge??soleerd gaveneen positieve aglutinatie met Kleinsche ziekte serum en ookde werking van den bacteriophaag was positief. Per kip Vg cc. van dezen bacteriophaag ingespoten. Resultaat



??? zeer gunstig. Daags na de behandeling zijn nog 3 erg ziekedieren gestorven, na dien tijd geen enkel meer. Geval 11, S. tc Ht In een koppel van 400 kippen zijn in ongeveer 2 maanden150 dieren gestorven, van 1â€”6 per dag. Sectie aglutinatiemet Kleinsche ziekte-serum en werking van den Kleinscheziekte-bacteriophaag op uit de een gestorven dier ge??soleerdeculturen was positief. De 250 kippen die nog over waren, ieder Vs cc. Kleinscheziekte-bacteriophaag ingespoten. Daarna is het aantal sterf-gevallen sterk verminderd en de aigemeene toestand van denkoppel veel verbeterd, maar 2 maanden na de eerste inspuitingstierf nog steeds af en toe een kip. Toch werkte de Kleinscheziekte-bacteriophaag op de culturen, die uit de na de inspuitinggestorven dieren ge??soleerd werden. 2 maanden na de eersteinspuiting zijn de kippen die nog over waren voor de tweedemaal, nu met Vio cc. bacteriophaag, ingespoten. Daarna isgeen

enkel dier meer gestorven en ook recidive is nietopgetreden. Door de inspuiting van den Kleinsche ziekte-bac-teriophaag is dus het acute karakter van de sterfte verdwenen,maar deze is niet geheel opgehouden. Geval 12, J. tc E. In een koppel van ongeveer 225 kippen heerscht een sterftevan 7 a 8 per dag. Een paar weken voor het uitbreken der ziektehad de eigenaar jonge hennen gekocht. Daags na de ontvangstwas er al ?Š?Šn dood en later volgden nog meerdere. Daarnabegon de sterfte ook in zijn andere koppels, temeer daar hijde aangekochte dieren niet eerst afzonderlijk had gehouden. Sectie, aglutinatie met Kleinsche ziekte-serum en werkingvan den Kleinsche ziekte-bacteriophaag was positief. In het geheel waren er 3 koppels. Koppel 1. Sterfte 3â€”7 per dag. 100 stuks Va cc. bacterio-phaag ingespoten. Daags na de inspuiting zijn in deze koppelnog 5 kippen gestorven; daarna geen enkele meer.



??? Koppel 2. Hierin was naar verhouding de ziekte het hevigst,Â? 3 sterfgevallen per dag. De 24 dieren die nog over waren,ingespoten met ^/g cc. bacteriophaag. Vele dieren waren ergziek en meerdere dooden, die dien dag gestorven waren,lagen in en om het hok. Na de inspuiting is de sterfte welverminderd, en een aantal dieren is wel veel vlugger geworden,maar geregeld gaat nog een enkel dier dood, wat niet teverwonderen is, gezien de vele zeer zieke dieren bij de inspuiting. Koppel 3. Een koppel van 100 stuks was ge??soleerd vande vorige twee. In deze koppel was nog geen sterfte. Alle100 dieren werden echter preventief met 4 cc. Kleinsche ziekte-serum ingespoten. 4 dagen later begon in deze koppel ondanks depreventieve enting met serum toch ook de sterfte. Per dag stierven4 a 5 dieren. Nadat ongeveer 20 dieren waren gestorven, is de restmet ^/g cc. bacteriophaag ingespoten. Daarna hield de ziekteop behoudens enkele

sterfgevallen door Tuberculose. Geval 13, L. te E. Sterft onder volwassen kippen. Sectie, aglutinatie metKleinsche ziekte-serum positief. Werking van den bacterio-phaag op de uit een gestorven dier ge??soleerde cultuur waszwak. Volgens de methode van d\' Herelle werden de buizenbouillon, waarbij filtraat was gedaan, niet heelemaal helderen er ontwikkelde zich spoedig een secundaire troebeling. In de koppel, bestaande uit 100 kippen werd Va cc. vanbovengenoemden bacteriophaag intramusculair ingespoten,echter zonder het minste resultaat. Eerst nadat 2 weken laterweer Vs cc. was ingespoten, verminderde de sterfte sterk. Ver-moedelijk is dus in dit geval de resistentie der bacteri??n achteruitgegaan, of de ingespoten hoogvirulenten bacteriophaag is zeerhoog virulent geworden en heeft dus den strijd tegen debacteri??n kunnen winnen. Geval 14, B. te B. In een ge??soleerde koppel volwassen kippen, groot 200 stuks,heerscht

een chronische sterfte.



??? Sectie, aglutinatie met Kleinsche ziekte-serum en werkingvan den Kleinsche ziekte-bacteriophaag op de uit een gestorvendier ge??soleerde culturen was positief. Alle 200 dieren zijn toen ingespoten met Vs cc. van denKleinsche ziekte-bacteriophaag. Hoewel enkele erg zieke dierenook ingespoten werden, is toch geen enkel dier meer gestorvenen de zieke zijn genezen. In dit geval dus een zeer gunstig resultaat. Geval 15, B. te V. Sterfte onder volwassen kippen, gemiddeld 3 a 4 per dag.Ongeveer drie weken geleden is de ziekte begonnen, zoodatin het geheel 60 dieren zijn gestorven. Uit een gestorven dier dat bij de sectie enteritis, brons-kleurige lever en een vrij groote milt vertoonde, werdenculturen ge??soleerd, die niets op Kleinsche ziekteculturen ge-leken en bestonden uit groote witte koloni??n. De Kleinscheziekte-bacteriophaag werkte echter sterk op deze culturen,zoodat toen dat gebleken was, de 317 kippen die nog

overwaren en waarvan een groot aantal suf en erg ziek was,ingespoten werden met Vio cc. van den Kleinsche ziekte-bac-teriophaag. De sterfte hield daarna onmiddellijk en blijvend op. Geval 16, NÂ? te V. Sterfte onder oude kippen. In 1 maand zijn 23 dieren ge-storven. Sectie, aglutinatie met Kleinsche ziekte serum enwerking van den Kleinsche ziekte bacteriophaag op de uiteen gestorven dier ge??soleerde cultuur waren positief. De 71 kippen die nog over waren, zijn ingespoten metVio cc. van den Kleinsche ziekte-bacteriophaag. Daarna isde ziekte onmiddellijk en blijvend opgehouden. Geval 17, H. te V. Nadat 137 kuikens de eerste 4 dagen na de geboorte goedvlug waren geweest, trad den 5den dag sterfte op en 10dagen na de geboorte waren reeds 80 gestorven, waarbij de



??? diagnose Pullorum A infectie werd gesteld. Dien dag kregende 55 kuikens die nog over waren hoogvirulenten Kleinscheziekte-bacteriophaag door het drinkwater. Daarna zijn nog 3 gestorven. Geval 18, M. fc B. In een toom van 500 kuikens is direct na de geboortesterfte begonnen. 14 dagen na de geboorte waren reeds 150dood. Bij enkele gestorven dieren werd de diagnose Pulloruminfectie gesteld en de Kleinsche ziekte-bacteriophaag werktepositief op een uit een gestorven kuiken ge??soleerde cultuur. 14 dagen na de geboorte is toen eenige dagen Kleinscheziekte-bacteriophaag in het drinkwater gegeven en daarnahield de ziekte even op. 4 dagen later waren er echter weermeerdere dieren dood en een groot aantal ziek. Een 20-talvan deze zieke kuikens zijn afgemaakt en deze vertoondenalle zonder uitzondering haardjes in het hart. Behalve deze20, waren er zeker nog wel ongeveer 100 kuikens, die klinischdezelfde

verschijnselen vertoonden en dus waarschijnlijk ookallen dezelfde chronische veranderingen hadden. Genezing vandie dieren werd dan ook niet verwacht. Toen de dieren 5weken oud waren, waren er in het geheel nog 150 kuikensover en deze waren oogenschijnlijk gezond. De laatste dagenwas dan ook geen enkel kuiken meer gestorven. Zeer duidelijk blijkt hier, dat na het opnemen van denbacteriophaag het acute beeld der ziekte verdwijnt, maar dateen groot aantal dieren toch nog sterft, tengevolge van dechronische veranderingen, bij de kuikens vooral in het hartaanwezig. Geval 19, B. te B. In een toom van 500 kuikens is 6 dagen na de geboortesterfte opgetreden. Ongeveer 16 kuikens per dag. De ge-storven dieren vertoonden reeds witte haardjes in hart enlongen. Pullorum A infectie werd geconstateerd. 11 en 12 dagen na de geboorte werd hoogvirulente Kleinsche



??? ziekte-bacteriophaag, die de uit een gestorven kuiken ge??so-leerde cultuur goed oploste, door het drinkwater gegeven.Daarna werd de sterfte veel minder. Nadat later nog eensKleinsche ziekte-bacteriophaag door het drinkwater is gegeven,is de sterfte geheel opgehouden. Na de eerste voedering vanbacteriophaag zijn nog ongeveer 30 dieren gestorven. Ook hier dus weer het verdwijnen van het acute beeld,terwijl nog een aantal dieren sterven, waarbij reeds ernstigeveranderingen zijn opgetreden. Geval 20, W. tc A. Sterfte onder kuikens van 14 dagen oud. Van 200 stukswaren nog 93 over. Sterfte erg ongelijk. Werking van den Kleinsche ziekte-bacteriophaag op deuit de gestorven dieren ge??soleerde culturen was sterk positief. De 93 kuikens die nog over waren zijn ingespoten metVs cc. Kleinsche ziekte-bacteriophaag. Na de inspuiting zijnnog 2 gestorven. Volledigheidshalve moet ik tenslotte nog 2 gevallen vankippensterfte

vermelden, waarbij de diagnose door dierenartsen,alleen door de sectie werd gesteld en dus de werking vanden bacteriophaag op de culturen niet kon worden nagegaan. Bij 1 ervan had inspuiting van bacteriophaag absoluut geenresultaat, terwijl in het tweede geval de sterfte ophield nainspuiting van bacteriophaag. SAMENVATTING In het geheel is dus in 11 gevallen, samen 1785 kippenwaaronder Kleinsche ziekte voorkwam, de ziekte na inspuitingvan een meer of minder groote dosis hoogvirulenten bacterio-phaag, direct opgehouden. Vooral om de zeer snelle werkingvan den ingespoten bacteriophagencultuur. kan men de directewerking van den bacteriophaag moeilijk ontkennen. Behalve deze zeer gunstige resultaten zijn er ook eenigegevallen, met minder gunstig verloop.



??? Vooreerst 2 gevallen (No. 2 en 11) waarbij eerst na eentweede injectie, blijvend de sterfte ophield. In 1 geval (No. 13) werkte de bacteriophaag zwak opeenuit een gestorven kip ge??soleerde cultuur en inspuiting vanbacteriophaag had dan ook niet het minste resultaat. Toenlater met denzelfden bacteriophaag de dieren voor de tweedemaal werden ingespoten, hield de sterfte echter op. Tenslotte werd de bacteriophaag bij kuikens ingespoten(No. 4 en 20) met zeer gunstig resultaat. Bij jongere kuikens werd de bacteriophaag door het drink-water gegeven, omdat inspuiten daarbij niet goed mogelijkis. Deze voedering van bacteriophaag in 3 gevallen (No. 17,18 en 19), samen 1825 kuikens had in zooverre resultaat, datde acute sterfte in alle 3 gevallen onmiddellijk ophield. Dedieren met chronische veranderingen stierven echter later tochen hoe vroeger de behandeling werd ingesteld, des te minderdieren met chronische veranderingen

zijn er gestorven. In het algemeen kan ik dus de meening van d\' Herelle, datde Kleinsche ziekte-bacteriophaag, door directe lysis der bac-teri??n, sterfte onder kippen, tengevolge van Kleinsche ziekte,onmiddellijk doet ophouden, volkomen bevestigen. d\' Herelle wijst er reeds op, dat geen genezing meer op-treedt, wanneer chronische veranderingen zijn ontstaan. Ookdit kan ik volkomen bevestigen. Bij de kuikensterfte blijktnamelijk zeer duidelijk, dat na het toedienen van den bacterio-phaag, het acute beeld verdwijnt, maar dat de dieren diechronische veranderingen hadden, nog stierven. De door d\' Herelle beschreven gunstige resultaten vanbacteriophagentherapie bij Kleinsche ziekte, zijn waarschijnlijkalle verkregen in acute gevallen. In de door mij behandeldegevallen was dit zeer zeker niet het geval. Wanneer de cul-turen uit een gestorven dier met Kleinsche ziekte-serum eenpositieve aglutinatie gaven, werd bacteriophaag

ingespoten endaarbij zijn zeer zeker ook gevallen van chronische Pullorum-infecties geweest. Door het ontbreken van voldoende gegevens



??? omtrent de mate waarin chronische Pullorumlijders voorkomen,is het moeilijk een oordeel over de gevallen waarin de bac-teriophaag niet direct genezing teweegbracht, te vellen. Uitde resultaten bij kuikens met Pullorum blijkt zeer duidelijkde beteekenis der chronische veranderingen, die door denbacteriophaag niet meer kunnen worden genezen en vermoedelijkzullen juist de koppels, waarin de chronische Pullorumlijdersvoorkomen moeilijk door inspuiting van bacteriophaag te ge-nezen zijn. Wanneer bij een acute opflikkering in dergelijkekoppels den bacteriophaag wordt ingespoten, zal het acutebeeld verdwijnen, maar de dieren met de chronisch veranderdeovaria, zullen vroeger of later toch nog sterven. De sterftezal dus in mindere mate blijven bestaan. Meerdere bekendheid omtrent de mate waarin chronischePullorumlijders voorkomen, zal ook in deze gevallen meerlicht brengen. Uit de resultaten verkregen door inspuiting van

bacterio-phaag in spontane gevallen van Kleinsche ziekte, kom ikevenals d\' Herelle tot de conclusie, dat de bacteriophaag zeerzeker een rol speelt in de immuniteit en dat hij bij de be-strijding der Kleinsche ziekte een zeer goed middel is.



??? B. Vlekziekte Na het isoleeren van een fikraat, dat sterk lytisch werkteop vlekziektebacillen, meenden Miessner en Baars een methodete hebben gevonden, om de preventieve en curatieve waardevan den bacteriophaag te bepalen. Door inspuiting van muizenmet vlekziektebacteriophaag, meer of minder langen tijd voorof gelijktijdig met een injectie van een doodelijke dosis vlek-ziektecultuur gingen ze na, of die muizen langer leefden, danmuizen die enkel met een doodelijke dosis cultuur waren in-gespoten. Ze vonden echter geen enkel verschil. 6 muizen werden subcutaan ingespoten met Yg cc. bacterio-phagencukuur die eerst gefiltreerd was door een bacteriekaarsen toen telkens 2 ervan respectivelijk 1, 3 en 6 dagen latersubcutaan ge??nfecteerd met een doodelijke dosis cultuur. Alle6 muizen stierven even spoedig als een contr??lemuis, waarbijenkel cultuur subcutaan was ingespoten. 2 muizen werden subcutaan ingespoten met

vlekziektecultuuren op een andere plaats van het lichaam met ^/g cc. derbacteriophagencultuur. Ook deze zijn beide even spoedig ge-storven als de controlemuis. Toen deze experimenten alle negatief verliepen, werddezelfde proef herhaald met een grootere dosis bacteriophagen-cultuur en den tijd tusschen de inspuiting van den bacterio-phaag en later van de cultuur werd grooter genomen, n.1.1, 2 en 13 weken. Ook bij deze tweede proef weer hetzelfdenegatieve rusultaat. Dus van homogene en van heterogeneimmuniteit was geen sprake. Bij bestudeering van deze door Miessner en Baars ge-publiceerde resultaten, kreeg ik den indruk, dat de door hen



??? gebruikte dosis bacteriophagencultuur voor het verkrijgen vaneen homogene immuniteit te groot was. Immers bij een buffelvan Â? 100 K.g., geeft een injectie van Vi cc. van een viru-lenten bacteriophaag pas na 20 dagen een homogene immu-niteit. Dosceringen van Va 1 ^ij muizen komen on-geveer overeen met 2500 en 5000 cc. bij een buffel van100 K.g. d\' Herelle deelt echter mede dat 20 cc. reeds nietzulk een goede immuniteit geeft, dan een kleinere dosis. Met het doel de proeven met vlekziektebacteriophaag teherhalen is door Miessner zeer welwillend een weinig vanecn virulenten bacteriophagenstam (No. 1383) en een vlekziekte-cultuur, waarvoor deze hoogvirulent was, afgestaan. Deze bacte-riophaag was in staat volkomen lysis der cultuur teweeg tebrengen, zoodat zich geen secundaire cultuur ontwikkelde.Toen de virulentie der cultuur door eenige passages doormuizen, was opgevoerd, werd deze weer onderzocht op

zijngevoeligheid voor den bacteriophaag. Daarbij bleek, dat ooknu in een aantal gevallen zich geen secundaire cultuur ont-wikkelde, in een ander deel der gevallen echter wel. Daarnaheb ik een aantal muizen ingespoten met verschillende zeerkleine doseeringen van dezen virulenten vlekziektebacterio-phaag en verschillende tijden daarna Vio cc. vlekziektecultuur. Proef 1. 3 muizen werden subcutaan ingespoten met res-pectievelijk V20000. Vioooo en Vsooo cc. van den virulentenbacteriophaag. 10 dagen later werd bij deze 3 muizen en bij3 controles, Vio cc. vlekziektebouilloncultuur subcutaan inge-spoten. Alle muizen stierven 5, 6, of 7 dagen daarna. Vaneenige immuniteit was dus nog geen sprake. Proef 2. Bij deze proef werden 4 muizen subcutaan inge-spoten met respectievelijk V20000\' Vioooo\' Vbooo en Viooo cc.van den virulenten vlekziektebacteriophaag. 15 dagen laterwerden alle 4, met nog 2 controles subcutaan ingespoten

metVio cc. eener vlekziektebouilloncultuur, ge??soleerd uit eencontr?´lemuis van groep 1. Alle muizen stierven 5 dagendaarna, dus er was nog geen immuniteit ontstaan bij de metbacteriophaag ingespoten dieren.



??? Proef 3. 4 muizen werden weer subcutaan ingespoten metrespectievelijk V20000, Vioooo, \'Aooo en Viooo cc. van den virulentenvlekziektebacteriophaag. 22 dagen later werden deze 4, metnog 2 controles, subcutaan ingespoten met Vio cc. vlekziekte-bouilloncultuur, ge??soleerd uit een contr?´lemuis van groep 2.Alle 6 muizen stierven weer 5 dagen na de cultuurinjectie. Proef 4. 4 muizen werden subcutaan ingespoten met res-pectievelijk V20000, Vioooo, Vsooo en Viooo cc. van den virulentenvlekziektebacteriophaag. 31 dagen later werden deze 4, metnog 2 controles subcutaan ingespoten met Vio cc. vlekziekte-bouilloncultuur, ge??soleerd uit een contr?´lemuis van groep 3.Alle muizen stierven den 5en of 6en dag na de cultuurinspuiting. Alle muizen van deze 4 proeven werden op denzelfdendag ingespoten met denzelfden virulenten vlekziektebacterio-phaag en verschillende tijden daarna de vlekziektecultuur.Daar alle met

bactcriophaag ingespoten muizen denzelfdendag, of 1 dag vroeger of later, dan de contr?´lemuizen, zijngestorven, was dus na 10, 15, 22 en 31 dagen van eenhomogene immuniteit nog geen sprake. Teneinde na te gaan, of de bacteriophaag bij vlekziekteaan muizen een heterogene immuniteit geeft, spoot ik muizenin met vlekziektecultuur en op een andere plaats van hetlichaam met vlekziektebacteriophaag. Proef 5. Bij 4 muizen werd Vio cc. vlekziektebouilloncul-tuur subcutaan ingespoten en bij 2 ervan respectievelijk Viooen Viooo cc. van den virulenten vlekziektebacteriophaag aan deandere zijde, ook subcutaan. Terwijl de muis, die ingespoten was met Vioo cc. vlekziekte-bacteriophaag, 3 dagen na de injectie stierf zijn de anderedrie eerst 6 dagen na de injectie gestorven. Proef 6. Bij 4 muizen werd Vio cc. vlekziektebouilloncultuursubcutaan ingespoten en bij 2 ervan respectievelijk Vio en Vioo cc.van den virulenten

vlekziektebacteriophaag aan de anderezijde, ook subcutaan. De muis, die was ingespoten met Vio cc. cultuur en Vio cc.



??? vlekziektebacteriophaag, is 8 dagen na de inspuiting daarvangestorven. De muis die was ingespoten met Vio cc. cultuuren Vioo cc. bacteriophaag, stierf na 3 dagen en de 2 con-tr?´lemuizen, die enkel met vlekziektecultuur waren ingespoten,na 5 en 6 dagen. Was bij proef 5 van eenige werking van den bacteriophaagnog geen sprake, bij proef 6 kan men eenige werking con-statceren. De muis ingespoten met Vioo cc. vlekziektebacterio-phaag, is 2 dagen voor de controles gestorven en de muisingespoten met Vio cc. vlekziekte bacteriophaag, 3 dagen nade controles. Het geeft dus den indruk, alsof de kleine dosis den doodheeft vervroegd, daarentegen de grootere dosis deze heeftvertraagd. Een opmerkelijk feit is, dat bij de kleinere dosiscultuur in proef 6 gebruikt, eenige werking te onderkennenwas, terwijl een dubbele dosis in proef 5 gebruikt, geenverschil gaf. Deze resultaten zijn echter nog lang niet vol-doende, om er conclusies

uit te trekken. Het vroeger of latersterven van 3 muizen kan zeer goed een toeval zijn geweest. Wat de heterogene immuniteit betreft, deze acht ik opgrond van dc door Miessner gevonden negatieve resultaten, niet uitgesloten. Om de onschadelijkheid der gefiltreerde bacteriophagen-cultuur aan te toonen, werd door Miessner een muis ingespotenmet \'A cc. daarvan. Deze muis bleef in leven, terwijl een muis,die werd ingespoten met V4 cc. van dezelfde bacteriophagen-cultuur, welke niet eerst gefiltreerd was, maar waarin dooruitstrijken op agar geen bacteriegroei was aan te toonen,aan vlekziekte stierf. Bij een tweede muis werd dit herhaalden ook toen stierf de muis tengevolge van een injectievan ongefiltreerde bacteriophagencultuur, waarin door uit-strijken op agar geen bacteriegroei was aan te toonen. Inde muizen, die waren ingespoten met gefiltreerde bacterio-phagencultuur was bij den dood in het bloed geen bacterio-phaag aan

te toonen, hetgeen wel het geval was bij de tweemuizen die waren ingespoten met gefiltreerde bacteriophagen-



??? cultuur. Bouillonculturen uit het bloed aangelegd bleven steriel.Agarculturen, uit het bloed aangelegd, vertoonden echter bac-teriegroei. Bij overenting van deze agarcultuur, in bouillonen op agar, bleven beide echter steriel. Daar deze laatstefeiten van groot belang zijn, voor een oordeel omtrent deresistentie der bacteri??n in het dierlijk organisme, heb ik 2muizen ingespoten met \'A cc. van een ongefiltreerde doorvlekziektebacteriophaag opgehelderde suspensie van vlekziekte-bacillen, waarin door uitstreken geen bacteri??n meer konaantoonen. Beide muizen zijn echter gezond gebleven. Hoewelzich af en toe bij proeven met denzelfden bacteriophaag endezelfde bacteriestam in vitro een duidelijke secundaire cul-tuur ontwikkelde, kan hier zeer goed de bacteriophaag allebacteri??n opgelost hebben, zoodat geen enkele bacterie werdingespoten, wat bij de proeven van Miessner wel het gevalis geweest. Miessner en Baars verklaren de

door hen verkregen resul-taten, doordat in het lichaam de bacteri??n zouden wordenbeschermd door collo??den, evenals dit op agar en in gelatinegeschiedt. Hoewel in de ongefiltreerde bacteriophagencultuur,door uitstrijken op agar geen bacteri??n konden worden aan-getoond, is dit toch blijkbaar wel het geval geweest. Ver-moedelijk hebben de collo??den uit het lichaam op de bacteri??neen sterkere beschermende werking uitgeoefend, dan die uitde agar en hebben daardoor de bacteri??n zich in het hchaamwel kunnen ontwikkelen, maar in de uitstrijken op agar niet,of men moet aannemen, dat de bacteri??n op agar meer directworden aangevallen. In ieder geval zijn de bacteri??n, die met de ongefiltreerdebacteriophagencultuur zijn ingespoten, resistent geweest tegenden bacteriophaag en daardoor hadden zij minder beschermingnoodig, dan niet of weinig resistente bacteri??n. Hoewel het zeergoed mogelijk is, dat de colloiden van het

lichaam de bacteri??nbeschermen, of den bacteriophaag remmen in zijn werking,is dit toch voor niet sterk resistente bacteri??n, gezien de gunstigeresultaten met bacteriophageninspuiting bij andere ziekten



??? niet voldoende, om deze voor lysis te behoeden. Alleen bac-teri??n, die reeds vrij resistent zijn tegen den bacteriophaag,zullen door de colloiden zoo beschermd worden, dat ze nietmeer opgelost worden. Dit komt volkomen overeen met demeening van Zdansky, dat men de resistentie van eenbacterie moet beoordeelen, in het milieu, waarin deze in aan-raking komen met den bacteriophaag. Dit is voor het dierlijkorganisme veelal het serum. Bij mijn experimenten met vlekziektebacteriophaag heb ikdus evenals Miessner en Baars geen homogene immuniteitkunnen verkrijgen. Wat echter de heterogene immuniteit betreft, acht ik dedoor Miessner en Baars aangehaalde bewijzen voor een debacteri??n beschermende werking der colloiden niet voldoendeom daarom aan den bacteriophaag bij vlekziekte geen rol inde immuniteit toe te kennen. Bewijzen dat dit wel het gevalis, heb ik ook niet met zekerheid kunnen leveren. Evenalsbij

iedere andere ziekte, zullen deze ook bij vlekziekte hetbeste in de praktijk kunnen worden gebracht.



??? C. Paratyphus bij muizen Bij het onderzoek van den Kleinsche ziekte-bacteriophaag,ten opzichte van zijn werkzaamheid op andere bacteriesoorten,werd gevonden dat een paratyphuscultuur, virulent voormuizen, zeer goed werd opgelost. In de hoop door middel van dezen bacteriophaag, muizen,die met een doodelijke dosis der Paratyphuscultuur wareningespoten, te kunnen genezen, werden verschillende proevengenomen. Groep L Van 4 muizen, die ieder subcutaan werden in-gespoten met Vs cc. Paratyphuscultuur, werden 2 tegelijkertijdop een andere plaats van het lichaam subcutaan ingespotenmet 1/5 cc. bacteriophaag, die virulent was voor de para-typhuscultuur. Een der contr??lemuizen, die dus enkel met cultuur wasingespoten, stierf 6 dagen na de injectie daarvan, terwijl deandere 3 muizen reeds 4 dagen na de cultuurinjectie stierven. Van eenige werking van den bacteriophaag was dus noggeen sprake. Groep 2. In de

veronderstelling, dat de bij groep 1gebruikte dosis cultuur te groot was, werden bij deze proef4 muizen ingespoten met Voo cc. paratyphusbouilloncultuur en2 daarvan tevens met Vio cc. paratyphusbacteriophaag, hoog-virulent voor de gebruikte cultuur, subcutaan. De contr??lemuizen stierven 5 dagen na de injectie, de 2muizen waarbij tevens cultuur was ingespoten 6 dagen nade cultuurinjectie. Dus ook hier nog geen werking van den bacteriophaagte bemerken.



??? Groep 3. Toen ook bij de kleine dosis cultuur, in groep2 geen verschil te bemerken was, tengevolge van inspuitingvan bacteriophaag, werden in deze groep 4 muizen intrape-ritoneaal ingespoten met Vioo cc. der paratyphusbouilloncultuuren bij 2 ervan tevens Vio cc. hoogvirulenten bacteriophaag,ook intraperitoneaal. De 2 contr?´lemuizen stierven 4 en 5 dagen na de cultuur-injectie, de 2 muizen waarbij bacteriophaag en cultuur in-^traperitoneaal was ingespoten, beide 5 dagen na de injectiedaarvan. Ook op deze wijze dus geen verschil. Groep 4, Tenslotte werden 4 muizen 1 dag gevoerd metbrood, gedrenkt met paratyphusbouilloncultuur (ieder 2 cc.),nadat 2 ervan daags te voren subcutaan waren ingespotenmet Vio cc. hoogvirulente paratyphusbacteriophaag. Beide contr?´lemuizen stierven 5 en 6 dagen na de voederingder cultuur. De muizen, die tevens bacteriophaag haddengehad, stierven ook 5 en 6 dagen na de voedering

der cultuur. Op welke wijze cultuur en bacteriophaag ook werden ge-geven, met de bovenbeschreven doseeringen, was het nietmogelijk een beschermende werking van den bacteriophaagaan te toonen. Evenals bij de infectieproeven bij kuikens, is ook bij dezeproeven waarschijnlijk de dosis cultuur te groot geweest.Neemt men echter de dosis cultuur kleiner, dan blijft ookeen deel der controles leven.



??? D. Vogclcholcra De mooiste resultaten, door d\' Herelle door middel vanden bacteriophaag verkregen, zijn zeer zeker die bij haemor-rhagische sceptichaemie der buffels. Het feit. dat kippen eneenden en vooral ook muizen zeer gevoelig zijn voor ovalebacillen, was aanleiding, dat ik in den aanvang mijner onder-zoekingen vooral getracht heb een bacteriophaag te isoleeren,virulent voor vogelcholeraculturen. Daarvoor werd eerst faecesonderzocht van een aantal kippen aan het Instituut aanwezig.Toen het niet gelukte, hoe dikwijls ik in vitro volgens demethode van d\' Herelle, ook versterkte, eenig spoor van eenovale bacillenbacteriophaag aan te toonen, heb ik getrachtdeze in vivo virulent te maken. Daarvoor werden 3 kippenaan het Instituut eenige dagen met een zeer geringe dosisbouilloncultuur van vogelcholerabacillen gevoerd. Reeds spoedigstierven 2 dezer kippen, zonder dat ik in de faeces een ovalebacillen bacteriophaag kon

aantoonen. De derde kip is on-danks dat nog eenige malen cultuur werd gevoerd, blijvenleven, maar ook bij deze heb ik geen bacteriophaag aankunnen toonen voor vogelcholerabacillen. Tijdens de onderzoekingen omtrent Kleinsche ziekte werdendaarvoor een aantal monsters faeces onderzocht op de aan-wezigheid van Kleinsche ziekte bacteriophaag. Dezelfde faeceswerd ook onderzocht op dc aanwezigheid van ovale bacillenbacteriophaag, maar telkens met negatief resultaat. Ten slotte werden een kip en een eend, afkomstig uit -Oostzaan, van een eendenhouderij, waar enkele eenden aancholera waren gestorven, eenige dagen gevoerd met Vio cc.ovale bacillen bouilloncultuur. Beide zijn echter gestorven, zonder dat ooit in de faeceseen ovale bacillen bacteriophaag was aan te toonen. Het isoleeren van een cholerabacteriophaag is dus zeer zekerniet eenvoudig.



??? HOOFDSTUK IV ALGEMEENE BESCHOUWINGENEN CONCLUSIES Een van de voorname bewijzen van d\'Herelle voor zijnmeening, dat de bacteriophaag een rol speelt in de immuniteit,waren de gunstige resultaten, door hem verkregen bij de be-strijding der Kleinsche ziekte bij kippen, door middel vaninspuiting van bacteriophagencultuur. Deze resultaten kon ikin een groot aantal der door mij behandelde gevallen bevestigen.Vooral de chronische veranderingen, die dikwijls optreden,zijn bij een beoordeeling der resultaten zeer in acht te nemen. De directe werking van de inspuiting der bacteriophagen-cultuur, waardoor bijna plotseling een einde komt aan desterfte is het beste bewijs, dat de genezende werking nietberust op bactcrieproducten, die in de bacteriophagencultuuraanwezig zijn, maar op een directe lysis der ziekteveroor-zakende bacteri??n, door den bacteriophaag. Uit verschillende proeven van Miessner en Baars

blijktwel, dat colloiden in het lichaam de bacteri??n beschermen,of de bacteriophaag remmen in zijn werking. Dit is echtervoor gevoelige bacteri??n niet voldoende, deze zullen ondanksde beschermende werking toch door den bacteriophaag wordenopgelost. Een bacteriestam, met een zekere resistentie, zalzich daardoor echter vrijwel ongestoord kunnen ontwikkelenen den dood van het geinfecteerde organisme veroorzaken,hoewel in ccn eiwitarm miUeu de bacteriophaag de cultuur wel



??? degelijk op zou lossen. Deze beschermende werking van decolloiden zou berusten op de grootere viscositeit. Op deze wijze zijn waarschijnlijk de resultaten van d\' Herellebij coli??nfecties verkregen, wel te verklaren. Bij direct in con-tact brengen van den bacteriophaag met de colibacillenin den blaas, zullen deze worden opgelost, omdat de urinein ieder geval eiwitarm is. Bij inspuiting echter komt de bac-teriophaag in aanraking met de colloiden van het lichaam endeze zouden hem op een of andere wijze in zijn werkingremmen. In ieder geval zal men bij beoordeeling van de resistentievan bacteri??n ten opzichte van den bacteriophaag, dit moetendoen in het mileu, waarin in vivo beide met elkaar in contactkomen, dus in vele gevallen bloed of bloedserum. Hiermee is in overeenstemming de mededeeling, dat bacteri??n,die in serum resistent zijn, in bouillon dikwijls nog opgelostworden. Niet alleen in de practijk, maar ook op laboratoria

zijnproeven genomen, om de preventieve of de curatieve waardevan den bacteriophaag aan te toonen. Een opmerkelijk feitis het, dat alleen bij staphylococcen de ingespoten staphylo-coccen-bactheriophaag de experimenteele infectie met staphylo-coccen kan verhinderen. Alle andere op laboratoria onder-nomen proeven, waarbij muizen werden ge??nfecteerd en voor ofna de infectie met virulenten bacteriophaag voor de infec-teerende bacteri??n werden behandeld, mislukten. Ook bij mijn proeven met paratyphus en vlekziekte bijmuizen, kreeg ik dezelfde negatieve resultaten. Proeven metkuikens gaven slechts enkele malen een geringe gunstige werking.Bij al deze proeven bleven namelijk, wanneer de dosis cultuurte klein werd genomen, ook een aantal controledieren in leven.Toen bij een aantal controlekuikens in de faeces een viru-lenten of een tamelijk virulenten bacteriophaag kon wordenaangetoond, werd het waarschijnlijk, dat

zich bij de controle-dieren ook een bacteriophaag in den darm ontwikkelt uit eenbacteriophaag, die virulent was voor een andere bacteriesoort, fÂ?



??? of dat een avirulente Kleinsche ziekte-bacteriophaag weervirulent werd. Hiermee in overeenstemming waren de resultatenbij kippen, die op de een of andere wijze Kleinsche ziekte-culturen werd toegediend en waarbij daarna het verloop dervirulentie van den bacteriophaag voor de Kleinsche ziekte-cultuur werd nagegaan. Daarbij bleek, dat de meeste dieren,die aanvankelijk geen aantoonbare Kleinsche ziekte-bacterio-phaag in de faeces hadden, deze na toediening der cultuurin de meeste gevallen toch kregen. Op deze wijze zijn dan ook de zeer wisselende resultatenvan infectieproeven bij kippen en muizen met Kleinsche ziekte-culturen te verklaren. Ontwikkelt zich echter geen virulenten bacteriophaag, danis een zeer kleine dosis cultuur voldoende, om den dood vanhet ge??nfecteerde dier te veroorzaken. Wanneer in de faeceseen virulenten bacteriophaag aanwezig is, beschermt deze hetorganisme tegen groote hoeveelheden

infecteerende, voor denbacteriophaag sensibele bacteri??n, zooals d\' Herelle bij zijncontrole-experimenten zeer duidelijk aantoonde en hetgeenik kon bevestigen. Verder bleek, dat de toestand van het ge??nfecteerde diervolkomen samenhangt met de verhouding der virulentie vanden bacteriophaag ten opzichte van de infecteerende bacteri??n.Wordt het dier ziek, dan is in de faeces geen bacteriophaagaanwezig, die de infecteerende bacteri??n op kan lossen. Zoo-dra dit echter wel het geval is, gaat de toestand van hetdier weer vooruit, tenzij groote veranderingen zijn opgetreden. Ik kan dan ook de meening van d\' Herelle, omtrent derol van den bacteriophaag in de immuniteit volkomen be-vestigen, maar moet daarbij vooral wijzen op de groote be-teekenis der chronische veranderingen, die juist in de practijkder Kleinsche ziekte en Pulloruminfecties zooveel voorkomen. De meeste bewijzen voor de rol van den bacteriophaagin de

immuniteit, zullen verkregen moeten worden, door zijnpreventieve en curatieve waarde in de practijk na te gaan.



??? CONCLUSIES De toestand van een ge??nfecteerd dier hangt volkomensamen met de virulentie van den bacteriophaag voor de in-fecteer ende bacteri??n. Wanneer de bacteriophaag niet tamelijk spoedig na eeninfectie virulent wordt, of niet tijdig wordt ingespoten, zijnreeds zoodanige veranderingen opgetreden, dat hij het voort-gaan der infectie niet meer kan belemmeren. Infectieproeven op het laboratorium, om de waarde vaneen preventieve of curatieve toediening van bacteriophaagna te gaan, mislukken in de meeste gevallen, omdat zich bijde contr??ledieren veelal ook een virulenten bacteriophaag inden darm ontwikkelt, waardoor vergelijkingen niet goed meermogelijk zijn. De door Miessner en Baars aangevoerde bewijzen, dat debacteriophaag tengevolge van de werking der colloiden geenrol zou spelen in de immuniteit, zijn alleen juist voor tamelijkresistente bacteri??n. De meeste bewijzen voor de rol van den bacteriophaagin

de immuniteit, zullen moeten worden verkregen door zijnpreventieve en curatieve waarde in de spontane ziektegevallenna te gaan, daar de experimenteele infectie een geheel on-juiste nabootsing der spontane is._ De Kleinsche ziekte-bacteriophaag speelt zeer zeker eengroote rol in de immuniteit bij de Kleinsche ziekte. De Kleinsche ziekte-bacteriophaag is een zeer geschiktmiddel ter bestrijding der Kleinsche ziekte in de practijk.
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??? STELLINGEN I De bacteriophaag speelt een groote rol in de immuniteitbij Kleinsche ziekte en pullorum infecties en is een goedmiddel ter bestrijding daarvan. II Een onpartijdig wetenschappelijk onderzoek naar, eneen geregelde controle betreffende de waarde van allezoowel in staatsinstituten als in particuhere Institutenbereidde sera en vaccins is noodzakelijk en geeft degrootste waarborg aan arts en dierenarts voor de toe-passing daarvan. III Voor een meer economische uitvoering van de vleesch-keuring verdient het aanbeveling, bij het bacteriologischvleeschonderzoek de gekweekte microorganismen, waarmogelijk, te determineeren en een mildere beoordeelingvoor te schrijven. IV Bij secties op varkens met een hevige acute gas-tritis vindt men dikwijls een flink met voedsel gevulde maag. V Punctie van de groote magen der herkauwers dientzoo weinig mogelijk te geschieden.



??? De methode ter beoordeeling van mannelijke fokrunderenwaarbij gebruik wordt gemaakt van een indeeling in klassen,zooals deze is gebruikt bij de laatste districtskeuring inGelderland, is te verkiezen boven de tot nu toe gevolgde. VII Een nadere bestudeering der methode Pondorl?? tergenezing van tuberculose is zeer gewenscht. Hiervoordienen proeven op runderen en andere dieren op uitge-breide schaal genomen te worden. VIII Bij de behandeling van hoefkanker, waarbij belangrijkewoekeringen van de hoefmatrix voorkomen, geniet hetgebruik van salicylzuur de voorkeur boven sulfoliquid. IX Een algeheele uitroeiing der strongylose bij paardenis practisch gesproken onmogelijk.
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