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Bij het eindigen van mijne academische studién is het
mij een aangename taak, allen te bedanken, die op eenigerlei
wijze mij met de bewerking van mijn dissertatie behulp-
zaam zijn geweest.

Hooggeleerde DE GRAAFF, hooggeachte promotor, U dank
ik voor den welwillend verleenden hulp, welke Gij mij bij
dit onderzoek hebt verleend. Hoewel ik door gebrek aan
plaatsruimte niet onder Uw dagelijksche leiding kon
werken, hebt Gij mij steeds met raadgevingen en aanwijzin-
gen terzijde gestaan.

Hooggeleerde ScHORNAGEL, Gij kunt U verzekerd achten
van mijn diepgevoelde erkentelijkheid, toen ik in Uw
gastvrij Instituut de gewenschte werkgelegenheid verkreeg.
Voor de wijze waarop Gij mij steeds terwille zijt geweest,
alsmede voor de belangstelling, die gij bij voortduring voor
mijne onderzoekingen hebt betoond, ben ik U tot warmen
dank verplicht.

Hooggeleerde Van Oven, ook U ben ik zeer erkentelijk
voor de daadwerkelijke steun en interesse, die Gij mij op
zoo vriendschappelijke wijze hebt gegeven.

Hooggeleerde KLuvVER, het is mij bijzonder aangenaam,
U mijn welgemeenden dank te kunnen betuigen voor het
voor mij zoo onontbeerlijke bacteriénmateriaal en tevens
voor Uwe litteratuuropgaven, welke voor mij zeer waarde-
volle aanwijzingen zijn geweest.

Hooggeleerde VAN RomBurGH, ik kan niet nalaten, U als
nestor van de Wis- en Natuurkundige Faculteit te danken
voor de prettige wijze, waarop Gij mij in de problemen
der organische Chemie hebt ingewijd.
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Hooggeleerde Ruzicka, Gij kunt U verzekerd achten, dat
ik het als een voorrecht beschouw onder Uw leiding werk-
zaam te zijn geweest.

Hooggeleerde KruyT, voor de bereidwilligheid en steun,
welke ik steeds van U heb mogen ondervinden, ben ik U
zeer dankbaar.

Hooggeleerde CoHEN, U dank ik voor het vele, dat ik
in het van 't HoFF-laboratorium heb mogen leeren.

Ook U, Heeren Conservatoren en Assistenten der Vee-
artsenijkundige Faculteit betuig ik met dezen mijn op-
rechten dank voor de vele blijken van vriendschap en hulp-
vaardigheid, die ik van U heb mogen ondervinden.

Geleerde MiiLLER, de welwillende wijze, waarop gij mij
met het verzamelen van bacteriénmateriaal tegemoet zijt
gekomen, heeft mij ten zeerste aan U verplicht.

Tevens wil 1k woorden van dank richten tot het
personeel van het Org. Chemisch-, het Pharmaceutisch
en het van 't Hoff-laboratorium voor de wijze, waarop
zij steeds voor mij hebben gereed gestaan.

Tenslotte acht ik het een aangename plicht mijn
erkentelijkheid te betuigen aan het technisch personeel
van het Pathologisch Instituut, dat zich steeds heeft
beijverd mij altijd en in alles terwille te zijn.



Bijdrage tot de kennis van enkele
lichtbacterién.

Algemeen overzicht.
HOOFDSTUK 1.
Inleiding.

Het lichten van vleesch en visch is een sedert langen tijd
bekend verschijnsel. Vooral het lichten van zeevisch, hetgeen
meestal na den dood van de visch wordt waargenomen, is
sedert eeuwen aan de visschers bekend geweest.

Het lichten van het vleesch echter, is met zekerheid ont-
dekt door Hiero FABRICIUS VAN AQUAPENDENTE, die het
verschijnsel bij een geslacht lam waarnam. Het gelukte
hem, om niet-lichtend vleesch lichtend te maken, indien hij
dit met het lichtende vleesch inwreef. Het sterkst openbaarde
het lichtverschijnsel zich op vochtige plekken, welke dan
eenigszins kleverig werden, Deze waarneming dateert reeds
van 1592,

BERTHOLIN nam in 1641 dit verschijnsel eveneens bij
schapenvleesch waar, en maakte tevens melding van
het lichten van rundvleesch. Volgens opgave van ge-
noemden auteur hield het lichten van het vleesch op bij het
optreden van rotting, terwijl de lichtende plekken gemakke-
lijk konden worden verwijderd.

R. BoyLE en BEAL maakten melding van de aanwezigheid
van lichtend vleesch op de Londensche markt. Deze stelden
vast, dat de intensiteit van het licht afnam bij luchtverdun-
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ning, terwijl bij het dompelen onder water, na twee uren,
geen lichten meer te zien was, Bij het dompelen onder
alkohol was het lichten reeds na een kwartier verdwenen,

HELLER gaf bij zijn proeven met lichtend vleesch op,
dat de oorzaak hiervan een lichtend microdrganisme moest
zijn, echter was genoemd microdrganisme niet datgene,
dat het lichten van hout veroorzaakte.

PrLiGER ontdekte het microdrganisme, dat het lichtver-
schijnsel te voorschijn riep, bij vleesch en visch. Deze onder-
zoeker bevestigde daarmede de waarnemingen van HELLER
van 1842 in 1875,

In 1862 was het HANCKEL, die de noodzakelijke aanwezig-
heid van lucht voor het lichten van vleesch vaststelde,
zoodat de waarnemingen van BOVLE en BeAL daarmede
waren bevestigd.

NuescH ontdekte in 1877 hetzelfde lichtverschijnsel bij
varkensvleesch en isoleerde hiervan een lichtend microér-
ganisme, dat hij Bact. lucens noemde.

LAssAR merkte op, dat het zoute water, waarin lichtend
vleesch lag, niet tot lichten kon worden gebracht, terwijl
het vleesch niet schadelijk voor de gezondheid was.,

Lupwic onderzocht verscheidene lichtende vleesch- en
vischsoorten en schreef de oorzaak aan hetzelfde microde-
ganisme toe, n.l. Micrococcus pfligeri, Lupwig.

BLANC stelde te Parijs in 1885 het verschijnsel vast bij
paardevleesch; MouLE vond dit weer bij schapenvleesch, en
tenslotte constateerde Dusois het lichten van konijnevleesch
in 1891. Laatstgenoemde isoleerde van dit vleesch een mi-
crodrganisme, dat hij Photobacterium sarco-
phyllum noemde. Genoemde bacterie vervioeide geen
gelatine, had 39, chloornatrium noodig en groeide reeds
bij 12° C.

LITTERATUUR.

Mouiscr, Leuchtende Pflanzen pag. 52—55,
MotiscH, Ueber das Leuchten des Fleisches toter Schlachttiere.



HOOFDSTUK 11.
Litteratuuroverzicht.

Bij het bestudeeren der diverse ter beschikking staande
publicatie’s blijkt, dat er meerdere namen voor eenzelfde
lichtbacterie in de litteratuur voorkomen, waardoor ver-
warring niet is buitengesloten. De lichtbacterién brengt
men, in verband met hun vermogen om te lichten, tot
een afzonderlyjk genus, n.l, Photobucterium, een bena-
ming, welke door de onderzoekers, DuBoIls en BEYERINCK,
aan de lichtende bacterién werd gegeven, maar welke
niet algemeen gebruikelijk is.

Ook worden aan deze bacterién door eenzelfden auteur
soms meerdere namen gegeven, zoo o0.a. door MoLiscH bij
de door hem gevonden en beschreven lichtbacterién in de
haven van Triést, terwijl MIGULA in zijn bacteriénsystema-
tiek dit eveneens doet. Het gevolg van deze handelwijze is,
dat men bij het opzoeken van deze bacterién meerdere
hoofden in MicuLA’s System der Bakterién moet naslaan.
Moviscu rangschikt in het zooeven genoemde onderzoek
de door hem geisoleerde en beschreven lichtbacterién onder
de geslachtsnamen Bacillus, Micros piraen Pseu-
domonas, waaraan MiGuLa op grond van de publicatie’s
van CoHN den naam Micrococcus, alsmede den ge-
slachtsnaam Photobacterium van BEYERINCK en
Dusors heeft toegevoegd. Vooral de benamingen van Mo-
LISCH zijn niet in overeenstemming met zijn kritick op
Micura’s System der Bakterien (Band I1I), omdat deze in
zijn iets latere publicatie (Leuchtbakterién im Hafen von
Triést) hetzelfde doet, terwijl hij in zijn boek Leuchten-
de Pflanzen, op grond van het feit, dat MiGULA t.0.v. het
aantal trilharen, als kenmerk voor Bacillus, Mi-
crospira en Pseudomonas o.a. aangeeft, genoemd
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kenmerk aan kritiek onderwerpt; MoLiscH heeft, althans
volgens zijn opgave, talrijke onderzoekingen gedaan om de
trilharen bij lichtbacterién aan te toonen, echter steeds met
negatief resultaat.

Volgens opgave der litteratuur zijn de volgende soorten
lichtbacterién beschreven: (Hierbij worden de synoniemen
eveneens opgegeven).

1

co

10

11

Micrococcus phosphoreus Coun.
Bacterium phosphoreum MoLiscH.

Bacillus phosphoreus BEYERINCK,
Photobacterium phosphorescens BEYERINCK.
Photobacterium sarcophyllum Dugois.
Photobacterium phosphorescens FISCHER.
Bacterium pfliigeri Lupwic.

Photobact. pfliigeri (Lupwic) BEYERINCK,
Bacillus luminosa KRusk.

Microspira luminosa Mig.

Photobact. luminosum BEYERINCK,

Bacillus phosphorescens indicus KRUSE.
Bacillus phosphorescens FISCHER,
Photobacterium indicum BEYERINCK.
Pseudomonas javanica Evkman.
Photobacterium javanense BEYERINCK.
Bacillus phosphorescens indigenus Krus.
Photobacterium fischeri BEYERINCK.
Bacillus fischeri Mig.

Bacillus phosphoreus (Karz) Mic.

Bacillus argenteo-phosphorescens liquifac, (Katz) Mic.
Bacillus argenteo-phosphorescens Katz 1.
Bacterium argenteo-phosphorescens (Karz) Mic.
Bacillus argenteo-phosphorescens Katz II.
Bacillus argenteo-phosphorescens Katz III.
Bacillus phosphoricus MiG.

Bacillus cyaneo-phosphorescens Karz.
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13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23
24

25

26

27

28

29
30

11

Bacillus smaragdino-phosphorescens KATz.

Bacterium smaragdino-phosphorescens (Karz) Mic.,

Bacillus phosphorescens GIARDI.

Bacterium phosphorescens (GI1Arp1) BILLET.
Microspira delgadensis (FiscHer) MiG.
Photobacterium delgadense (FiscHER) BEYERINCK.
Microspira dunbari MiG.

Vibrio DUNBAR.

Photobacterium coronatum (FISCHER) BEYERINCK.
Microspira coronata (FiscHEr) Mic.
Photobacterium annularum (FIsCHER) BEYERINCK,
Microspira annulare (FiscHEr) MiG.
Photobacterium glutinosum (FISCHER) BEYERINCK.
Microspira glutinosa (FiscHeEr) Mic.
Photobacterium papillare (FISCHER) BEYERINCK.
Microspira papillaris (FiscHer) MiG.
Photobacterium tuberosum (FISCHER) BEYERINCK.
Microspira tuberosa (FiscHER) MIG.
Photobacterium caraibicum (F1scHER) BEYERINCK.
Microspira caraibica. (Fiscuer) MiG.
Photobacterium degenerans (F1scHER) BEYERINCK.
Microspira degenerans (FiscHER) MiG.
Photobacterium hirsutum (FISCHER) BEYERINCK.
Microspira photogena MOLISCH.

Bacillus photogenus MoLiscH.

Microspira luminescens MOLISCH.

Bacillus luminescens MoLISCH.

Microspira gliscens MOLISCH.

Bacillus gliscens MoLISCH.

Pseudomonas lucifera MoOLISCH.

Bacillus lucifer MorLiscH.

Photobacterium splendidum BEYERINCK.
Photobacterium splendor majus BEYERINCK.
Photobacterium hollandicum BEYERINCK.,
Micrococcus pierantonii ZIRPOLO.
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Coccobacillus pierantonii MEISZNER.
31 Bacillus sepiae ZIRPOLO.
Bacterium pierantonii ZIRPOLO.,
Vibrio pierantonii MEISZNER,
32 Bacterium hippanis ISSATCHENKO.
33 Bacterium chiromoni ISSATCHENKO.
34 Bacillus sulla Sepia MEISZNER,
35 Vibrio sulla Sepia MEISZNER.
36 Photobact. balticum BEYERINCK.

Op deze wijze gerangschikt is een overzicht gegeven
van de tot nu onderzochte lichtbacterién, De systematische
opgave van MIGULA is een zeer onoverzichtelijke, omdat
deze in zijn bacteriénsysteem de lichtbacterién onder ver-
schillende benamingen opgeeft, terwijl de beschrijving der
eigenschappen, wat het culturiéele gedeelte betreft, ook
zeer te wenschen overlaat, Echter zij opgemerkt, dat de
chemische differentiaaldiagnose van lateren datum 1S, Z0o-
dat het onvolledige alleszins verklaarbaar wordt.

BucHANAN geeft in zijn werk, General Systematic Bac-
teriology Vol. I, over de lichtbacterién als algemeen cul-
turiéele kenmerken:

Alle soorten groeien het beste in voedingsbodems met
314% chloornatrium.

Het lichtvermogen gaat verloren in voedingsbodems met
meer dan 29, glucose.

Een spoor zuur doet het lichten dezer bacterién op-
houden.

Pepton is het meest geschikte voedsel.

Alle soorten zijn bewegelijk en niet sporenvormend.

Geen der soorten produceert een enzym, dat inverteerend
of diastatisch werkt.

Het spectrum van het uitgezonden licht is continu en
strekt zich over - hetzelfde golflengtengebied uit (van
450—570 A.E.).
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Dit werk i1s in 1925 uitgegeven, dat van MicuLA
in 1897. Ofschoon de verschillende kenmerken der licht-
bacterién in het werk van BucHANAN veel vollediger zijn
opgegeven; hebben eigen waarnemingen, wat Bact.
phosphoreum en Bact. splendidum betreft
als resultaat gehad, dat BUCHANAN'S opgaven met de resul-
taten van eigen proeven niet geheel overeenstemmen. Ik
kom bij het bespreken van de eigen proeven hierop nog terug.

Wat de behoefte aan chloornatrium betreft, blijkt bij
litteratuuronderzoek, dat dit zout bij enkele bacterién niet
noodig is, o.a. bif Bact. hippanis, Iss. en Bact
chiromoni, Iss., althans volgens opgave van den onder-
zoeker.

Ook wat het vervangen van chloornatrium door andere
zouten betreft, geven MoLIscH en GERRETSEN ten aanzien
van Bact. phosphoreum MoLiscHen Bacillus
photogenus MoL., op, datdit mogelijk is. Alleen mogen
de kathionen niet giftig zijn (b.v. Mn).

Chloornatrium dient bij deze bacterién als osmotischen
factor; eigen waarnemingen op voedingsbodems met 149,
keukenzout (vleeschbouillonagar) alsmede de proeven van
genoemde onderzoekers bevestigen dit. Behoudens de op-
gegeven uitzonderingen, is het gehalte van 3—3149, chloor-
natrium in de kweekbodems noodzakelijk, of een zoodanige
concentratie van andere zouten, welke isosmotisch is met
genoemde chloornatriumoplossing. Het gebruik van sec.
kaliumphosphaat in plaats van keukenzout in de voedings-
bodems geeft in de isosmotische concentratic aanleiding
tot ten hoogste een zeer slechte ontwikkeling van de licht-
bacterién, hoewel dit zout in geringe concentratie gebezigd
juist zeer groeibevorderend werkt. Dit zout reageert in de
isosmotische concentratie zeer sterk alkalisch t.o.v. phenol-
phtaleine, zoodat de ontwikkeling in verband met een te hooge
PH van den voedingsbodem geremd is. Dit laatste betreft
Bact. phosphoreum MoL.en Bacillus pho-
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togenus MoL Het is een specifieke eigenschap der
bacterién dat iedere soort het best groeit tusschen be-
paalde grenzen van pH. der voedingbodems.

Het temperatuuroptimum der opgegeven bacterién,
waarbij maximale groei en lichten plaats hebben, is eveneens
afhankelijk van de soort, Bovendien is het groeien en lichten
van de samenstelling van den kweekbodem afhankelijk.
Hoewel voor iedere soort verschillend, ligt het temperatuur-
gebied, waarbij deze bacterién afsterven, voor die met laag
groei- en lichtoptimum bij ongeveer 37° C., voor die met
hoog optimum bij ongeveer 45—50° C, Lage temperaturen
verminderen groei en lichten, maar geven geen aanleiding
tot afsterven.

Als meest geschikte voedingsbodem voor photobacterién
worden vleesch- of vischbouillon opgegeven (chloor-
natriumgehalte 3%,); BEVERINCK gebruikt een vischbouillon,
gemaakt van zeewater en zeevisch, waaraan nog 19, pepton
en 19, glycerine worden toegevoegd, Soms voegt deze ook
nog asparagine toe, hetgeen het lichten zeer gunstig be-
invloedt.

Sommige lichtbacterién geven, volgens opgave van
BEYERINCK, bij het cultiveeren in peptonzeewater zeer zwak
licht, ook wanneer dit amiden en ammoniakzouten van org.
zuren bevat. In combinatie met enkele suikers, 0.a. glucose,
galactose, fructose, maltose, alsmede glycerine, asparagine
(-zuur), alanine en glucosamine, lichten deze bacterién sterk.
Andere stoffen doen het lichten verminderen of geheel op-
houden, o.a. aether, chloroform enz., (Zie onderz. van
Dusois & WySMAN en BEYERINCK).

Genoemde proeven heeft BEYERINCK met Bact. phos-
phorescens gedaan.

BEYERINCK verdeelt de lichtbacterién in twee groepen,
n.l, de pepton-koolstofbacterién en de peptonbacterién. Bij
nader onderzoek, alsmede uit de opgaven der litteratuur,
blijkt, dat tot deze groep de volgende bacterién behooren:



Photobact. phosphorescens BEYE-
RINCK.

Photobact. pfliigeri BEYERINCK.

Pseudomonas lucifera IVIOLISCH.

Bacterium phosphoreum Mo-
LISCH.

Cocco-bacillus pierantonii MEIsz-
NER.

Deze bacterién ontwikkelen in glucose-houdende voe-
dingsbodems gas en vervloeien gelatine niet.

De tweede groep ontwikkelt in glucosehoudende voe-
dingsbodems geen gas en vervloeit gelatine, (groep pepton-
bacterién), waartoe o.a. de volgende bacterién behooren:

Bacillus phosphorescens FISCHER.
Photobact. fischeri BEYERINCK.
Photobact. balticum BEYERINCK.
Bacillus argenteo-phosphores-
cens liquifaciéns KATZ,
Bacillus cyaneo-phosphorescens
KaTz.
Microspira coronata FISCHER
(langzaam vervloeiend).
Microspira annulare FISCHER
(langzaam vervloeiend).
Microspira delgadense FISCHER.
Microspira tuberosa FISCHER.

Microspira degenerans FISCHER.
Microspira luminosa FISCHER.
Microspira papillare FISCHER.
Microspira photogena FISCHER.
(langzaam vervloeiend).

Photobact. hollandicum BEYE-
RINCK.
Photobact. splendidum BEYE-
RINCK.

Bact. hippanis ISSATCHENKO.
Bact. chiromoni ISSATCHENKO.
Bacillus sulla sepia MEISZNER,

Deze groepverdeeling is een willekeurige, want er bestaat
de mogelijkheid, dat er een aantal lichtbacterién voorkomen,
welke geen gelatinevervloeiers zijn, maar eveneens geen
gasvormers in glucosehoudende voedingsbodems.

Aangaande de lichtbacterién, welke gelatine niet vervloeien
geeft de litteratuur o.a. de volgende :

Bacillus argenteo-phosphores-
cens, KAtz I, II en III.
Pseudomonas javanica EYERMAN.
Bacillus luminescens Movisch,
Bacillus glycens MoviscH.

Vibrio pierantonii MEISZNER.

Bacillus smaragdino-phosphores-
cens KATZ.

Vibrio sulla sepia MEISZNER,

Het gedrag t.o.v. glucose is alleen opgegeven byj Vibrio

pierantonii, en Vibrio

Zuur vormen.

sulla Sepia die hieruit

Een aanwijzing omtrent zuurvorming uit glucose wordt
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opgegevenvan Bacillus smaragdino-phosphores-
cens Katz, Bacillus argenteo-phosphorescens
Karz I en Photobact. splendidum BEYERINCK.

Bij de overige in deze groep genoemde lichtbacterién
ontbreekt elke aanwijzing omtrent zuurvorming uit glucose,
alsmede of vervloeiing van gelatine plaats vindt.

Omtrent verdere culturiéele en andere eigenschappen is
er weinig bekend. De differentiaaldiagnose met behulp van
suikers is alleen uitgevoerd met de volgende bacterién:

Coccobacillus Pierantonii Meisz-  Bacillus sulla Sepia, MEISZNER,

NER, Vibrio sulla Sepia MEISZNER,
Vibrio Pierantonii MEISzNER,

welk onderzoek verricht is door GErTRUD MEISZNER,
(Zie Zentralblatt f. Bakt., IIte Abt. 1926 Band 67 pag.
194—210).

Omtrent de natuur van het lichten zij het volgende mee-
gedeeld: MoLiscH schrijft het lichtend vermogen aan een
hypothetische stof toe, welke onder invloed van zuurstof
licht. Hetzelfde doen BEevERINCK en Dusors als oudere
onderzoekers, alsmede HARVEY en GERRETSEN. Aan deze hy-
pothetische stof worden door de diverse auteurs verschillende
namen gegeven: MoLiscH spreekt van photo geen, BEYE-
RINCK van photoplasma, GERRETSEN van photo-
genase, Dusoisen HARVEY van luciferine. HARVEY
neemt voor het verklaren van het lichtverschijnsel der
bacterién aan, dat het lichten van luciferine door een OXy-
deerend enzym (eventueel co-enzym) met behulp van zuur-
stof tot lichten wordt gebracht, welk hij luciferase noemt,
Het schijnt echter tot nog toe niet gelukt te zijn, het licht
enzym uit de diverse lichtende bacterién te winnen.

Bij het bestudeeren der litteratuur blijkt, dat het lichten
vrijwel uitsluitend bij lagere zeedieren tot en met visschen
voorkomt, Meestal treedt het verschijnsel na den dood dezer
dieren op. Toch zijn er lichtbacterién, welke op levende
zeedieren voorkomen, dus ook op visschen. PIERANTONI en
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ZirroLO hebben lichtende bacterién ontdekt, welke in
symbiose leven met visschen, inktvisschen enz. Het onder-
zoek van G. MEISZNER werd reeds genoemd.

GIARD en BILLET ontdekten een pathogene lichtbacterie
bij Talitrus (Bacillus phosphorescens Giarpi). Ook komt
de zoogenaamde lichtziekte bij enkele muggensoorten voor.
(Bacterium chiromoni Iss,).

Microspira dunbari, is volgens opgave van
MicuLa, voor caviae pathogeen.

Microspira caraibica, volgens opgave van den-
zelfden auteur, pathogeen voor muizen.

Volgens opgave van G. MEIszNER dooden de volgende
bacterién bij intraveneuse injectie konijnen en caviae, wan-
neer deze dieren met groote hoeveelheden der bacterién
worden ingespoten. n.Jd. Vibrio pierantonii
Meiszner, Coccobacillus pierantonii MEISZNER
en Bacillus sulla Sepia MEeIszNer. Bij een hoeveel-
heid van minder dan 5 ,,6sen’ treedt geen reactie op en
blijven de proefdieren in leven.

Bij Sepia officinalis ingespoten, geven kleine hoeveel-
heden Vibrio pierantonii, Meszner aanleiding tot
abcesvorming bij de injectieplaats, wanneer deze sub-
cutaan werd verricht, en de bacterién in steriele keuken-
zoutoplossing werden gesuspendeerd.

Bij Scyllium (kleine haaisoort) interperitoniaal ingespoten
geven Vibrio pierantonii Meiszner en Cocco-
bacillus pierantonii MEISZNER aanleiding  tot
exsudaatvorming, waarna de oplossing der bacterién, na
het verschijnen der leucocyten begint.

De niet genoemde lichtbacterién zijn volgens opgaven der
litteratuur niet pathogeen.

Omtrent het lichten van visch en vieesch in het algemeen
zij het volgende medegedeeld: Het lichten van vleesch en
visch houdt op, wanneer rotting begint. Momenteel komt
het lichten van vleesch ten gevolge van de verbeterde koel-

2
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techniek, alsmede van de verbeteringen op hygiénisch ge-
bied, practisch niet meer voor.

In hoeverre de lichtbacterién, welke het lichten van zee-
visch veroorzaken, bijdragen tot het bederf hiervan, is
weinig bekend.

Het lichtverschijnsel treedt uitsluitend aan de opper-
vlakte op, niet op versche sneevlakte. Bij zoetwatervisschen
is het lichten bijna nooit waargenomen, alleen dan, wanneer
deze met zeevisch in aanraking zijn geweest.
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HOOFDSTUK III.
Eigen proeven met lichtbacterien,

Deze proeven zijn gedaan met lichtbacterién, deels zelf
geisoleerd, deels van anderen afkomstig. De in studie ge-
nomen bacterién zijn drie stammen van Photobacte-
rium phosphoreum, waarvan twee stammen resp.
van visch en vleesch zijn geisoleerd, terwijl de derde uit het
Lab. voor Technische Microbiologie te Delft afkomstig is.
De twee stammenvan Photobacterium splendi-
dum zijn eveneens uit genoemd laboratorium afkomstig.

Teneinde verwarring te voorkomen, worden in het
vervolg aan de resp. bacteriestammen de volgende namen
gegeven:

Bacterium phosphoreum A, voor de lichtbacterie, van lichtende
den Delftschen laboratorium- visch afkomstig.
stam, Bacterium splendidum voor Pho-
Bacterium phosphoreum B, voor tobacterium splendidum, Beve-
de lichtbacterie, van lichtend RINCK, waarvan de twee stam-
vleesch afkomstig. men resp. met A en B zijn
Bacterium phosphoreum C, voor aangeduid.

In de op deze microrganismen betrekking hebbende
litteratuur is gezocht, naar morphologische en culturiéele
kenmerken, MoLiscn en BEVERINCK geven op, dat Bact.
Phosphoreum geen gelatine vervloeit en in glucose-
en fructose-houdende voedingsbodems gas ontwikkelt en op
maltose-houdende voedingsbodems licht, in tegenstelling
met Bact. pfliigeri, Beverinck, welke in laatst-
genoemde bodems niet licht. Volgens BEYERINCK lichten
beide bacterién zeer fraai onder den invloed van glycerine
€n asparagine in peptonhoudend extract van zeevisch,
dat met behulp van zeewater gemaakt is,
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Naar deze opgave is van zeevisch, extract gemaakt, waarin
39, chloornatrium, 14% pepton, 149, glycerine en 159,
asparagine zijn opgelost, waarna de verkregen oplossing
met soda alkalisch gemaakt werd. Bovendien werd in deze
oplossing nog 0.19%, sec. natriumphosphaat opgelost, om den
groei te verbeteren.

Voor de bereiding van z.g. vischbouillon, alsmede die
van -agar en -gelatine wordt naar hoofdstuk IV
verwezen.

Volgens opgave van BEYERINCK doen de stoffen, welke
bij Bact. phosphoreum bij tamelijk groote con-
centratie het lichtend vermogen versterken, dit veel minder
bij Bact. splendidum. Een concentratiec van ten
hoogste 0.1%, dezer stoffen kan aan de kweekbodems
worden toegevoegd. Alleen manniet maakt een uitzonde-
ring, daar deze stof geen invloed heeft op 't lichtend ver-
mogen van Bact. phosphoreum,

De zoogenaamde lichtstoffen hebben bij Bact. splen-
didum volgens BEYERINCK een geheel andere werking
dan bij Bact. phosphoreum. Grootere concen-
tratie’s dezer stoffen belemmeren den groei van Bact.
splendidum.

BevERINCK geeft echter op, dat de lichtstoffen bij langeren
inwerkingstijd ook bij Bact. phosphoreum het licht-
vermogen verminderen; bij neutralisatie van de cultuur-
vloeistof met soda, licht de cultuur dan echter weer op.

Dit wijst op zuurvorming uit deze stoffen door Bact.
phosphoreum. Het blijkt, uit hetgeen over Bact.
splendidum is medegedeeld, dat door deze bacterie
de z.g. lichtstoffen van BEYERINCK, snel in zuur worden
omgezet.

Wat den groei der beide bacterién betreft, groeit Bact.
phosphoreum langzaam, Bact. splendidum
zeer snel.

Wat het gedrag ten opzichte van glucose en fructose
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betreft, kan uitde proeven van BEYERINCK worden gecon-
cludeerd, dat deze suikersdoor Bact. phosphoreum
onder zZuur- en gasvorming (bestaande uit kooldioxyde -+
waterstof 1 : 1) worden vergist, terwijl Bact. splen-
didum uit genoemde suikers zuur maakt, zonder gas-
vorming. Door Bact, splendidum kan uit manniet
zuur gevormd worden, echter niet door Bact, phos-
phoreum, die manniet dan ook niet aantast.

Verder zijn ten aanzien van de morphologische kenmerken
van Bact. phosphoreum de volgende eigen-
schappen gevonden:

Kleine, afgeronde staafjes, zon- Gelatine plaatculturen: Kleine ko-
der eigen-beweging. lonién, + 14 m.M. doorsnede.

Bact, splendidum heeft de volgende morpholo-
gische kenmerken:

Lange staafjes met sterke eigen-beweging, iets gekromd, (Vibriovorm)
vervloeit gelatine aan de lucht. De vervloeiing begint na ongeveer
vier dagen.

Lichtbacterién zijn vrijwel uitsluitend zeemicrodrganis-
men, Alleen Bacterium phosphoreum maakt
hierop een uitzondering, en komt behalve op schelvisch
en kabeljauw, ook nog wel voor in opslagplaatsen van
versche beenderen, maar in koelhuizen bijna niet meer
op vleesch. Gedurende het onderzoek is mij maar één geval
bekend geworden in een plattelandsslagerij, maar dit
lichtend vleesch heeft mij, in verband met het inmiddels
opgetreden bederf, geen cultuur meer kunnen leveren,

In die slagerij was geen koelcel aanwezig, in welk geval het
gemakkelijker geweest was van het lichtende vleesch een
lichtende stam te kweeken.

Genoemde vleeschphosphorescent heb ik dan ook slechts
van versch beendermateriaal geisoleerd.

Bact. splendidum komt in den zomer algemeen
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in de Noordzee voor, maar het is mij na herhaalde pogingen
niet gelukt, om deze uit Noordzeewater te isoleeren.

In tegenstelling met de opgave van BucHANAN, dat alle
soorten eigen-beweging hebben, blijkt, uit de opgave van
MoriscH, dat Bact. phosphoreum niet beweeglijk is.

De voor dit onderzoek bestemde stammen werden op de
volgende wijze verkregen:

Lichtend vleesch en versche zeevisch zijn in een open
schaal, gedurende 36 uur in de ijskast geplaatst in 3%, chloor-
natriumoplossing, zoodanig, dat slechts ongeveer de helft
met deze oplossing bedekt was. Bij het verschijnen van
lichtende plaatsen op het materiaal werden meerdere
buizen met vischbouillonagar van genoemde plekken geént
en eveneens bij lage temperatuur weggezet. Na ongeveer
2 dagen werden die buizen, welke het sterkste licht ver-
spreiden, gebruikt om het daarin verkregen bacterién-
materiaal via plaatculturen te zuiveren, waartoe verdun-
ningen werden gemaakt. Hiertoe is vischbouillongelatine
gebezigd, omdat vischbouillonagar door zijn hooge stol-
temperatuur aanleiding tot het afsterven der lichtbacterién
zZou geven.

Nadat losliggende, lichtende kolonién werden verkregen,
zijn deze, na het overenten op schuingestolde vischagar,
nauwkeurig op zuiverheid gecontréleerd. Dit proces werd
zoolang toegepast tot geheel lichtende gelatineplaten waren
verkregen en bij verdunning uitsluitend lichtende bacterién-
kolonies op de platen aanwezig waren.

Het kweeken der lichtbacterién geschiedde bij kamer-
temperatuur.

Ook de laboratoriumstammen werden aldus aan een con-
trole op zuiverheid onderworpen.
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HOOFDSTUK IV.

Gebruikte Voedingsbodems voor het onderzoek der
Lichtbacterien.

Als regelmatige kweekbodem werden alkalische visch-
bouillon of daarvan afgeleide bodems, als vischbouillongela-
tine en -agar gebruikt, Daartoe werd eerst vischwater
gemaakt, dat is een afkooksel van zeevisch, als schol, schel-
visch, wijting, bot of rog. 200 g gemalen zeevisch werden
met 1 1. leidingwater overgoten en dit mengsel gedurende
14 uur in de autoclaaf bij 117—120° C. verhit. Na afkoelen
werd het zoo verkregen vischwater gefiltreerd en de
vischresten in een vleeschpers uitgeperst, waarna dit
persvocht, na filtreeren, met het filtraat werd vereenigd.
Het verkregen vischwater werd daarna aangezuurd met 30
druppels phosphorzuur (sg 1.7) per liter. Daarna werd gedu-
rende een half uur verwarmd op 100° C., waarnavan het neer-
geslagen eiwit werd afgefiltreerd. Het op deze wijze be-
handelde vischwater werd gebruikt voor de diverse
bodems, nadat het eerst met 10%,-ige natriumcarbonaat-
oplossing alkalisch was gemaakt tot pH. = 7, tow.
neutraalrood. Voor alkalischen vischbouillon werden dan
nog in een liter van het aangezuurde, naderhand geneutrali-
seerde extract, de volgende stoffen in de daarachter ver-
melde hoeveelheden, opgelost:
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Pepton Brunnengriber . 5 g Sec. Natriumphosphaat
Keukenzout ......eeu.. 30 ,, EXSICCT et iad SRR % g

Deze bouillon werd gedurende 10 minuten biy:115° G,
voorverhit en, na filtreeren en afkoelen, over buizen, kolfjes,
enz. verdeeld en gesteriliseerd gedurende 20 minuten bij
110° C. Voor vischbouillonagar en -gelatine werd in boven-
genoemden bouillon nog 149, asparagine en 5—10 cm?
glycerine per liter opgelost, terwijl de hoeveelheden agar
of gelatine 29, resp. 20%, waren.

Zie litteratuur hiervoor BEVERINCK, en MoLiscH Leuch-
tende Pflanzen.

Toen echter naderhand bleek, dat in bovengemelden
bouillon een steeds slechtere groei plaats vond, werd, in
verband met onderzoekingen van MotLiscH, de samen-
stelling gewijzigd en daaraan per liter bouillonagar resp.
bouillon nog ¥ g joodkalium en 1, g magnesiumsulfaat toe-
gevoegd, terwijl pepton ,,Brunnengriber” door pepton
»Poulenc” werd vervangen.

Voor zuren vischbouillon werd in het primair verkregen
afkooksel, direct 14,%, pepton, 0.1%, sec. natriumphosphaat
exsicc. en 3%, keukenzout opgelost. De verdere behandeling
geschiedde als bij alkalischen bouillon, n.l. voorverhitten,
filtreeren en steriliseeren.

Neutraalrood-glucose-vischbouillon.

Deze voedingsvloeistof werd als volgt gemaakt; uitgegaan
werd van alkalischen vischbouillon (zie boven), waarin
145% glucose en 0.0259, neutraalrood werden opgelost en
gedurende 20 minuten bij 110° C. werd gesteriliseerd,
meestal in buizen of kolfjes van 200 cm® inhoud, waarin
150 cm® bouillon werd gebracht.

Peptonwater.

Dit werd gemaakt van de peptonen Brunnengriiber, Witte,
Chapeautdt, Diest, Poulenc, alsmede van zelf gemaakte visch-
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pepton. Van deze stoffen werden per liter 10 g opgelost,
alsmede 39, chloornatrium, in sommige gevallen, ook
mono-kaliumphosphaat, sec. natrium- resp. ammonium-
phosphaat. In die gevallen wordt ditsteeds afzonderlijk ver-
meld. Bovengenoemde peptonoplossingen werden eerst op
110° C. gedurende 10 minuten voorverhit en na afkoelen
gefiltreerd, daarna over kolven resp. buizen verdeeld en
20 minuten bij 110° C. gesteriliseerd. Hieraan werden
zoo noodig andere zouten toegevoegd.

Deze peptonoplossingen werden gebruikt voor het be-
studeeren van het gedrag der lichtbacterién t.o.v. ver-
gistbare stoffen (suikers, meerwaardige alkoholen en
pyrodruivenzuur, alsmede polysacchariden). Van deze
stoffen werd 14—19%, opgelost, terwijl aan de aldus ver-
kregen vloeistoffen nog 10%, Lackmuslésung ,,Kahlbaum'’
werd toegevoegd. Deze oplossingen werden verdeeld in
buizen met gistbuisje, en gedurende 20 minuten bij 105° C.
gesteriliseerd en gecontrdleerd. Vooral met phosphaat-
houdende oplossingen van genoemde stoffen moet men
voor verharsen der suikers oppassen en niet te hoog
steriliseeren,

Het pyrodruivenzuur werd met soda of ammonia ge-
neutraliseerd t.o.v. lakmoespapier,

Soms werd lakmoes-pepton-mannietagar gebruikt, welke
op de volgende wijze gemaakt werd: peptonoplossing met
0.19%, sec. natriumphosphaat en 0.0259, joodkalium en
19 manniet werd met 29, agar tot een vasten bodem ge-
maakt. Na voorverhitten en filtreeren werd aan de agar
10%, lakmoesoplossing toegevoegd, waarna deze over buizen
verdeeld werd en vervolgens 30 minuten bij 110° C. werd
gesteriliseerd. Er zij opgemerkt, dat bij aanwezigheid van
pbosphaat deze agar, alsmede vischbouillonagar en gelatine,
bij verwarming in de ,,Koch'' gemakkelijk het daarin ont-
Stane neerslag laat samenballen, zoodat het filtreeren zonder
moeite door wattenproppen kan gebeuren. Lakmoes-pepton
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manniet-envischagar moeten gedurende 14—1 uurin de auto-
claaf voorverhitworden, vischgelatine hoogstens tien minuten,
Sulfietgistingsoplossingen.

Hiervoor werd een oplossing van pepton Poulenc ge-
bruikt van de volgende samenstelling:

Samenstelling I: sec. Natriumphosphaat
Water sisssessescss . 1000 cm® EXRILC, Srisve obss voa's 1 g
Pepton Poulenc..... 10 g Joodkalium cevevennnnn 02 ,,
Chloornatrium ..... 30 ,, Magnesiumsulfaat ..... 0.2 ,,

Natriumsulfiet p.a. . 10 ,,

Deze oplossing werd gedurende 10 minuten in de auto-
claaf op 110° C. verhit en na afkoelen gefiltreerd. Nadat
deze oplossing in kolfjes met 2 g zuiver calciumcarbonaat
per 100 cm® vloeistof was gesteriliseerd. werd glucose toe-
gevoegd, waarna nogmaals gesteriliseerd werd, bij dezelfde
temperatuur en denzelfden tijd n.l. 20 minuten bij 105° C.

Wegens den slechten groei in tegenwoordigheid van
natriumsulfiet werd de samenstelling der oplossing ge-
wijzigd in de volgende:

Samenstelling II:

Water: Soiaiessss 1000 em®  sec Natriumphosphaat exsicc. 0.5 g
Chloornatrium ... 20 g Natriumsulfiet crist. p.a... 15,,
Joodkalium ....... 028, Pepton Poulenc sovvee... 10,,

Bovengenoemde oplossing bevatte 29, chloornatrium,
omdat het naderhand in de oplossing ontstaan van keuken-
zout uit chloorcalciumoplossing en natriumsulfiet het ge-
halte weer tot 3%, bracht en het aldus ex tempore ge-
maakte calciumsulfiet een fijnere verdeeling had als het
preparaat, dat uit den handel betrokken kon worden.

Na verdeeling over kolven van 500 cm?, waarin 150 cm?
oplossing, (evenals bij I) werden deze met 5 cm?® 459, -ige
chloorcalciumoplossing (gekristalliseerd) bedeeld.

Nadat 214, g zuiver calciumcarbonaat was toegevoegd
werd ged. 20 minuten bij 110° C. gesteriliseerd. Den daarop
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volgenden dag werden hierin 114 g glucose opgelost en gedu-
rende denzelfden tijd nagesteriliseerd. Soms werden, in plaats
van glucose, ook manniet en amylum solubile in
dezelfde hoeveelheid toegevoegd. De hoeveelheid gly-
cerine en pyrodruivenzuur, zoover deze stof-
fen bestudeerd werden, werd op 114 cm?® per 150 cm?® gelimi-
teerd Bij pyrodruivenzuur werd bovendien eenigszins anders
gewerkt en uitgegaan van een oplossing, welke inplaats
van 29, NaCl daarvan 3%, bevatte. Ook werd weer 150 cm®
in een kolf van 500 cm® inhoud gebracht, en daarin
tevens 314 g zuiver calciumcarbonaat. Uit een pipet werd
dan daarin 1% cm® pyrodruivenzuur ,Kahlbaum™ ge-
druppeld en vervolgens zacht verwarmd in een waterbad,
tot de kooldioxyde-ontwikkeling was afgeloopen. Daarna
werd 11, g. natriumsulfiet crist. p.a. in de kolf gebracht
en nogmaals verwarmd. Tenslotte werd gesteriliseerd
gedurende 1% uwur bij 110° C,

Voedingsoplossingen volgens Gersbach.

Litteratuur: Centralblatt f. Bakt. Abt. I Band 88, pag. 145.

Deze oplossingen zijn verkregen door trypsine te laten
inwerken op peptonen en de eiwitten: tarwegluten, kip-
peneiwit en caseine.

Uitgegaan werd van een 19 -ige peptonoplossing met
145% chloornatrium, welke verhit en gefiltreerd geweest
15, zooals dit voor de peptonoplossingen is voorgeschreven.
Nadat deze oplossingen gedurende een uur zacht zijn
gekookt en t.0.v. lakmoespapier met sodaoplossing (10%;)
alkalisch zijn gemaakt, werden na afkoelen tot 40° C, per
liter oplossing (eerst tot corspronkelijk volumen aanvul-
len) toegevoegpd:

200 mg Trypsine GRUBLER.
200 ,, Mono-kaliumphosphaat.
20 ,, Magnesiumsulfaat,
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Deze oplossingen werden dan gedurende 24 uur in een
op 37° C. ingestelde thermostaat verwarmd, waardoor de
trypsine haar inwerking deed op de peptonoplossing, Het
conserveeren geschiedde met 20 cm?® mengsel van gelijke
deelen toluol en chloroform, teneinde infectie tegen te
gaan. De omzetting had plaats in bruine stopflesschen,
om lichtinwerking buiten te sluiten. Nadat de inwerkings-
tiyd verloopen was, werd door een nat filter gefiltreerd
en het filtraat gemeten en daarin zooveel chloornatrium
opgelost, dat een eindconcentratie van 3%, bereikt werd.
Daarna werd voorverhit op 110° C. gedurende 10 mi-
nuten en na afkoelen gefiltreerd, Na de verdeeling over
buizen of kolven werd denzelfden tijd gesteriliseerd als
voor het peptonwater gebruikelijk.

Het spreekt vanzelf, dat deze oplossingen, alsmede het
peptonwater, zoowel als hunne resp. destillaten steeds
vooraf op de aanwezigheid van indol worden gecontrodleerd
met behulp van EHRLICH'S reagens.

Voor getrypsiniseerde eiwitoplossingen werd gehandeld
al naar gelang het gedrag van het eiwit bij verhitting:

A Trypsinisatie van Caseine:

Het trypsiniseeren geschiedt als volgt: Hiervoor
werd caseine p.u.i. (zuurvrij) gebruikt, welke vooraf
met aether van vet was bevrijd. Van de ontvette
caseine werd 10 gram opgelost in water onder ver-
hitting tot koken, waarbij steeds zorg werd gedragen,
dat de oplossing zwak alkalisch bleef, t.o.v. lakmoes-
papier. Op deze wijze gelukte het, dit eiwit in op-
lossing te brengen. Nadat dit geschied was, werd
afgekoeld tot 40° C., waarna weer tot het oorspronke-
lijke volumen werd aangevuld. Vervolgens werden per
liter oplossing daarin nog de volgende stoffen in de
daarachter vermelde hoeveelheden opgelost:
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Chloornatrium ..... 5.0 g Mono-kaliumphosphaat 0.4 g
Trypsine GRUBLER .. 0.4 ,, Magnesiumsulfaat ..... 0.04 ,,

Daarna werd gedurende 48—60 uur getrypsiniseerd
bij 37° C. in de thermostaat, zooals dit voor pepton-
oplossingen het geval was. De verdere behandeling is
dan precies aan die van de oplossingen volgens
GersBacH gelijk. Op de afwezigheid van melksuiker
werd met behulp van Bact. coli in tegenwoor-
digheid van lakmoes gereageerd.

B Trypsinisatie van tarweglutenmeel (Tekal).
Dit meel werd, na vooraf ontvet te zijn met
aether, op dezelfde wijze in oplossing gebracht.
De verdere behandeling geschiedde, zooals dit voor
caseine en peptonen werd beschreven.

C Trypsinisatie van kippeneiwit (albumen ovor. sicc.)
Omdat genoemd eiwit bij verhitting coaguleert,
werd de oplossing koud gemaakt. De behandeling is
gelyk aan die van caseine enz.

Voor oplossing B en C werden dezelfde hoeveelheden
eiwit resp. tarweglutenmeel opgelost per liter.

Bereiding van Vischpepton.

Hiervoor werd stokvisch gebruikt, omdat de pepton-
opbrengst daarvan veel grooter is, dan van versche zee-
visch. De stokvisch werd ontveld en geweekt en vervolgens
gemalen. Uitgegaan werd van ongeveer 300 g droog ont-
\fcld materiaal. Na weeken en malen werd dit gesuspendeerd
in 1Y liter 4% HCI, waarin 30 g Pepsine Witte opgelost
werden en vervolgens gedurende 7 dagen in een thermostaat
bij 37° C. ingesteld, onder roeren van tijd tot tijd, ge-
Peptoniseerd,

Na den inwerkingstijd werd afgezogen en de onopgeloste
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substantie opnieuw op dezelfde wijze behandeld. De fil-
traten werden vereenigd en geneutraliseerd met vaste
soda, op het laatst met soda-oplossing tot lakmoespapier
zwak blauw kleurde. Daarna werd per liter ongeveer
50 g gekristalliseerd chloorcalcium toegevoegd en gekookt,
en van het neerslag afgefiltreerd; in het verkregen filtraat
werd het pepton neergeslagen met absoluten alkohol en af-
gezogen, waarna het onder zuigen met absoluten alkohol
en aether werd gewasschen. Vervolgens werd het pepton in
de paraffinestoof op 55° C. gedroogd; door het in oplossing
zijn van chloorcalcium sloeg het veel gemakkelijker neer,
en was minder alkohol noodig. Bovendien was het pepton
niet slijmerig.

Bereiding van Gistwater, Lakmoesgistwater, Neutraalrood-
glucose-gistwater, enz.

Hiervoor werd gebruikt persgist, afkomstig van de
Nieuwe Schiedammer Gistfabriek te Schiedam, waarvan
125 g persgist werd gebruikt op 1 1 water.

De verkregen gistemulsie werd gedurende 4 uur in de
autoclaaf verhit op 110° C. en na afkoelen gefiltreerd. Daarna
werd in 1 1verkregen gistwater opgelost: 30 g chloornatrium
en 1 g sec. natriumphosphaat exsicc., waarna nog 10 minuten
op 110° C. verhit werd. Na afkoelen en filtreeren werd
aan het filtraat nog 109, Lackmuslésung  Kahlbaum
toegevoegd, wanneer in gistwater de vergistbaarheid van
suikers en hiermee chemisch verwante stoffen werd onder-
zocht, zooals dit in tegenwoordigheid van peptonen het
geval was.

De hoeveelheden vergistbare substantie zijn zooals bij
lakmoespeptonwater gebruikelijk. Ook de sterilisatietempe-
ratuur, verdeeling enz. zijn geheel gelijk aan die voor
peptonwater.

Neutraalrood-glucose-gistwater was gistwater, waarin 149,
glucose en 0.0259%, neutraalrood waren opgelost. Het werd
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op dezelfde wijze als neutraalrood-glucose-vischbouillon
gemaakt.

Bereiding van voedingsbodems voor het bestudeeren van
indolvorming uit tryptophaan.

Hiervoor werd vischextract gebruikt, dat bereid werd uit
zeevisch (zie vischbouillon), en waarin de volgende stoffen
werden opgelost volgens onderstaand voorschrift:

Vischextract, eerst aan- Joodkalitthn e esnsssess 0.1lg
gezuurd met phosphor- GO e T T e g 1,
zuur, daarna met soda Ammoniumlactaat (Melk-
alk. gemaakt ........ 500 cm?® Zuur gen. met Am-

Chloornatrium +....... 15 g monia ‘25:9%) #'s o4 o0 s 21, cm?®

Magnesiumsulfaat crist.. 0.1 ,,
(Litt. BaupeT, Folia Microbiologica Band II 3 1914),

De verkregen oplossing werd geheel als vischbouillon
behandeld, en daarin 0.03% tryptophaan opgelost, nadat
de cultuurvloeistof over kolfjes was verdeeld van 300 cm?,
waarin 100 cm® oplossing. Voor de eerste serie werd er geen
glucose opgelost, voor de tweede serie echter wel. Het ge-
halte aan glucose was 19,. Voor details wordt verwezen
naar de hoofdstukken VII en XI.

Bereiding van Pepton-aardappelbodem.

Genoemde bodem werd als volgt gemaakt: de hiervoor
benoodigdc aardappelstukjes werden met een grooten kurk-
boor uit een geschilde en goed gewasschen aardappel
gestoken en deze stukjes in een 3% -ige keukenzoutoplossing
zacht gekookt, terwijl de kokende vloeistof met soda-
oplossing alkalisch werd gemaakt en bij nazuren van deze,
Opnieuw met soda geneutraliseerd t.0.v. lakmoes, net zoo
lang tot de reactic niet meer veranderde. Opgelet werd,
dat de aardappelstukjes niet te gaar werden,

Dit laatste in verband met het tweemaal onder 1 atmosfeer
druk steriliseeren van dezen aardappelbodem. Nadat de
aardappelbuizen gevuld waren met een oplossing van 19,
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pepton Brunnengriber en 39, chloornatrium (voorverhit
en gefiltreerd) werden hierin de schuin doorgesneden stuk-
jes aardappel gedaan, de buizen gesloten met hun bij-
behoorende wattenprop, waarna twee achtereenvolgende
dagen gedurende 30 min, op 1 atmosfeer werd gesteri-
liseerd. Tenslotte werd nog bij 37° C. op steriliteit van
dezen bodem gecontréleerd.

Voorschriften van enkele gebruikte reagentia bij het
onderzoek van lichtbacterién.

A Ehrlich’s reagens:

2 g para-dimethylaminobenzaldehyde ,,Kahlbaum"’
werden opgelost in 250 cm?® alkohol 96°,, waarna 40 cm?®
25%,-1g zuiver zoutzuur werd toegevoegd.

B Nitrophenylhydrazine-reagens.

Dit is een 49%,-1ge oplossing van p. nitrophenylhydrazine
in 309%,-ig azijnzuur.
C Methylrood-reagens.

Dit is een oplossing van 0.19/, methylrood in een water-
alkoholmengsel, bestaande uit 2 vol. alkohol 96% en 3
vol. gedestilleerd water.

D Phenolphtaleine-reagens.

Dit is een oplossing van 0.1 g phenolphtaleine in 100 cc
alkohol 96%,.
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Proeven met Bacterium phosphoreum.

HOOFDSTUK V.

Vaststellen van de morphologische en culturiéele kenmerken
van Bact. phosphoreum A, B en C.

In het hoofdstuk ,,Litteratuuroverzicht’” werden reeds
als culturiéele en morphologische kenmerken volgende
vermeld:

Korte, aan beide uiteinden afgeronde staafjes, zonder
eigen-beweging, welke niet gelatine-vervloeiend en niet
sporenvormend zijn,

Glucose- en fructosehoudende voedingsbodems, onder
zuur- en gasvorming, vergistend, aanvankelijk hierin
lichtend.

In tegenstelling met Bact. pfliigeri BEVERINCK ook
in maltosehoudende voedingsbodems lichtend.

In tegenwoordigheid van manniet en glycerine zeer zwak
lichtend, manniet niet onder zuurvorming vergistend.

Vanwege het feit, dat verdere opgaven in de litteratuur
ontbreken, is er een uitgebreid culturiéel onderzoek in-
gesteld, om de eigenschappen van Bact. phospho-
reum nader vast te stellen.

Alvorens echter tot bovengenoemd onderzoek over te
gaan, werden eerst de morphologische en culturiéele eigen-
schappen van enkele stammen lichtbacterién nagegaan,
welke van zeevisch waren geisoleerd.

Als morphologische kenmerken van laatstgenoemde bac-
terién werden de volgende gevonden:

Korte, afgeronde staafjes, onbeweeglijk en gram-negatief,

"Voor het wvaststellen der culturiéele eigenschappen
zyn de bacterién op de volgende voedingsbodems gekweekt:

3
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Peptonwater geen indolv. na 8 dagen
Lakmoes peptonwater lakmoes geen verkleuring
Glycerine Lakm. Peptonwater zuur — gas —
Arabiet Iy 2 J iy e
Manniet 'Y T} Fy STy T
Dulciet » 1 1= =
Sorbiet I T F5 Iy ¢ O ——
Glycerin-

aldehyde 29 * 1 gy —
Glucose T 1 Y] = 11 -+
Mannose 1 1 1 -+ Iz ~+
Galactose ) » w T+ o, +
Fructose 2 7] FhAR 4Th ar
Maltose " 2 »w + o +
Saccharose T 77 P
Lactose ¥ 5 1y — gy —

Neutraalrood glucose vischbouill. gasv. fluorescentie
Glucose lakmoes vischbouillon zuur 4 gas -
Alkalische vischbouillon troebel met ger. neerslag
Zure vischbouillon zwak troebel

Het betrof in dit geval 10 stammen van lichtbacterién,
welke, alvorens tot dit onderzoek te worden gebezigd, eerst
in reincultuur waren gebracht.

Het gebruikte pepton in bovengenoemde voedingsbodems
is pepton Witte.

Het resultaat der cultuurproeven is reeds gedeeltelijk
achter de resp. bodems gemeld, Het gas, dat zich in een
Emnborn's gistkolfje boven neutraalrood-glucose-visch-
bouillon had gevormd, bestond voor ongeveer 309, uit
kooldioxyde, hetgeen met natron werd aangetoond, en voor
de rest uit waterstof, Ook was de fluorescentie van het neu-
traalrood een aanwijzing op de aanwezigheid van organische
zuren en van waterstof. Genoemde kleurstof geeft in tegen-
woordigheid van organische zuren en bij gelijktijdige
aanwezigheid van zink ook aanleiding tot fluorescentie
(b.v. zinkstof 4 azijnzuur).

De maltose-lakmoes-peptonwater-culturen dezer licht-
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bacterién waren lichtend, terwijl vischbouillongelatine niet
door deze werd vervloeid.

Genoemde proeven hadden dus tot resultaat, dat de
10 lichtbacteriestammen blijkbaar stammen van Bact.
pPhosphoreum waren.

Als verdere kenmerken voor deze bacteric werden ge-
vonden, dat alle hexosen, alsmede maltose, in tegenwoor-
digheid van pepton Witte onder zuur- en gasvorming
vergist werden. In peptonwater werd, na cultiveeren
dezer stammen na 8 dagen, geen indol aangetoond met
het reagens van EHRLICH.

Uit den groei in zuren resp. alkalischen vischbouillon
kan worden geconcludeerd, dat alle stammen van Bact.
Phosphoreum beter in alkalisch- dan in zuur milieu
willen groeien.

Wat de gelatine- steek- en plaatculturen der diverse
Stammen betreft, waren de eerste spijkerculturen, terwijl
de kolonién op de platen klein en zuiver rond waren, en
Voor het geval deze aan de oppervlakte lagen, kleine ver-
hoogingen met een iet of wat grijsgele tint.

Het beslag op vischagar was dun, niet slijmerig en van
dezelfde tint als de kolonién op de gelatine-platen.

_ Agarsteekculturen der onderzochte stammen der van zee-
visch geisoleerde Bact. phosphoreum zijn eveneens
spijkerculturen.

Sporenvorming bij deze stammen is niet gevonden,

Bovendien werden behalve manniet, ook dulciet,
sorbiet, arabiet, glycerine, alsmede glycerinaldehyde,
lactose en saccharose niet door de onderzochte stammen
vergist,

Het resultaat, hetwelke zooeven is genoemd, bleek na
herhaalde plaatpassage der diverse stammen constant
te zijn,

Vervolgens werd een dergelijk onderzoek met Bact.
Phosphoreum A en C gedaan. Bact. phospho-
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reum B, welke ik van lichtend beendervleesch isoleerde
was op dit oogenblik nog niet zuiver om voor dit onder-

zoek te worden gebezigd.

Daartoe werden Bact. phosphoreum A en C op
de volgende voedingsbodems gecultiveerd:

Peptonwater (Pepton Brunnen-

griber)
Lakmoes peptonwater
Glycerine Lakm. Peptonwater
Sorbiet Y o
Manniet 3, T
Dulciet 7, e
Arabinose T T
Kylose ” ”
Glucose G r
Mannose =+ e
Galactose T T
Fructose 9. 'Y
Maltose " 1
Lactose Lakm. Peptonwater
Saccharose 2 "
Natrium-

pyrovinaat ,, T
Vischpeptonwater

Voedingsoplossing II volgens
GersBacH (Brunn.)

Voedingsoplossing II volgens
GerssacH (Vischp.)

Zure vischbouillon

Alk. vischbouillon

Vischbouillonagar Steekc.

s Plaatc.

- Strijke.
Vischbouillongelatine Steekc.
1 Plaatc.

Neutraalrood-glucose-visch-
bouillon

spoor indol na 14 dagen

geen verkleuring
Zuur — gas —

*r r

—_— _

rr e

e rr

LE r»
0 rr
rr rr
rr "
n i
r” Hn

1
Zuur

rr
gas

| +++++ |

| +++++ |

I
I

rn rn

1 ar e =
geen indolvorming na 14 dagen

idem

idem
zwak troebel
troebel met ger. neerslag
spijkercultuur
kleine ronde vuilgele kolonién
dun vuilgeel beslag
spijkercultuur
als bij agarplaatcultuur

gasv. fluorescentie

(Zie voor de samenstelling der voedingsbodems Hoofd-

stuk IV).
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Agar-schudcultuur dezer bacterién konden vanwege de
hooge stoltemperatuur (37° C.) niet worden gemaakt,
daar deze bij 37° C. afsterven.

Het pepton, voor deze onderzoekingen gebruikt, is pepton
BRUNNENGRABER.

Bij morphologisch onderzoek zijn beide stammen gram-
negatieve, korte staafjes, welke aan de uiteinden zijn af-
gerond, dus geheel gelijk aan die stammen, welke voor het
eerstgenoemde onderzoek zijn gebezigd.,

Het culturiéel onderzoek leverde ten opzichte van de
suikers glucose, mannose, galactose, fructose en maltose
€veneens hetzelfde resultaat op; er treedt eveneens bij
genoemde suikers zuur en gasvorming op. Ook lichten
beide maltose-lakmoes-peptonwaterculturen.

Na 14 dagen is er in peptonwaterculturen, alsmede in de
Culturen in voedingsoplossingen volgens GERSBACH geen
indol met behulp van EHRLICH'S reagens aan te toonen. Na
14 dagen treedt er soms een geringe indolvorming op in
Peptonwater (Brunnengr.).

Bij het cultiveeren van Bact. phosphoreum A
en C in natriumpyrovinaat-lakmoes-peptonwater treedt
uitsluitend zuurvorming op. Lakmoes-peptonwater verkleurt
niet en blijft violet.

De bouillon-, bouillonagar- en -gelatine-culturen heb-
ben hetzelfde uiterlijk als bij de vorige proeven, Uit de
overige suikers en meerw. alkoholen werd geen zuur ge-
vormd,

Wat de gasvorming en fluorescentie bij de culturen in
feutraalroodglucose-vischbouillon betreft, bestaat het gas
Uit ongeveer 259, kooldioxyde (aangetoond met natron)
en de rest uit waterstof.

De samenstelling van dezen bouillon is niet geheel gelijk
dan die der vorige, daar er 0.1%, sec. natriumphosphaat
In was opgelost. De samenstelling van het gas kan wisselen,
omdat genoemde bouillon oorspronkelijk alkalisch is en er
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dus een gedeelte van het gevormde kooldioxyde in op-
lossing blijft.

De verkregen resultaten der proeven tot vaststelling
van morphologische en culturigele eigenschappen van Ba ct-
phosphoreum A en C zijn constant na plaatpassage
der stammen.

Hoewel bij beide proevenserie’s bacteriénpeptonen ver-
schillend ziyjn geweest, is het resultaat ten opzichte van
de vergistbare suikers hetzelfde.

Ook is de samenstelling van den vischbouillon van geen
invloed op het qualitatieve resultaat der gasvorming bij
neutraalroodglucose-vischbouillon. Het sec. natrium-phos-
phaat (exsicc,) is in dit geval alleen als groeibevorderend
agens toegevoegd.

Bact. phosphoreum A en C zijn dus gistende
lichtbacterién en komen, wat hun gedrag betreft, geheel
met dat der peptonkoolstofbacterién van BEYERINCK over-
een, zoowel morphologisch als culturiéel.

Volgens de verkregen resultaten heeft de aard van het
pepton op de gisting der bacterién geen invloed. Wat de
resp. gebezigde bacterién betreft, is vergelijking geoorloofd,
omdat Bact. phosphoreum C evenals de 10
stammen Bact. phosphoreum van het eerstgenoemde
onderzoek van dezelfde soort zeevisch zijn geisoleerd, n.l.
Gadus aeglifinus L.

HOOFDSTUK VI.

Vaststellen van den invloed van de organische stikstofbron

op de gisting, alsmede den invloed van enkele zouten. Iden-

tificatie-proeven van de lichtbacterie van lichtend vleesch
afkomstig.

Nadat het intusschen gelukt was, de lichtende bacterie,
van vleesch afkomstig, in reincultuur te krijgen, werd deze
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in seriecultuur gebracht op de voedingsbodems, welke in
dit hoofdstuk zijn gebezigd.

Bij de eerste proevenseric werden als gistingsmilieu’s
vergeleken peptonwater, gemaakt van pepton Brunnen-
griber en gistwater, beide 0.1%, sec. natriumphosphaat
exsicc. bevattend.

Morphologisch was de vleeschphotobacterie geheel ge-
lijk aan Bact. phosphoreum A en C, n.l. gram-
negatief, een aan beide uiteinden afgerond, kort staafje,
zonder eigen-beweging, gelatine niet vervloeiend en goed
groeiend op vischbouillon en afgeleide bodems, welke 3%,
chloornatrium bevatten.

Volgens opgave van MoviscH, welke eveneens had vast-
gesteld, dat Bact. phosphoreum, MovLiscH, welke
hij van lichtend vleesch isoleerde, op genoemde bodems
goed groeide, eveneens dezelfde morphologische eigen-
schappen had, n.1. een onbeweeglijk, kort, aan beide uiteinden
afgerond staafje, gelatine niet vervloeiend, stemde deze
bacterie geheel morphologisch en culturiéel met Bact,
Phosphoreum MoLiscH overeen, t.o.v. het Gram.-
kleuringsprocedé, met Bact. phosphoreum A
en C,

Het moest nu nog culturiéel worden bevestigd, om te
bewijzen, dat de van vleesch geisoleerde bacteriénstam
Cveneens Bact. phosphoreum was.

Daartoe is genoemde lichtbacteriestam gekweekt op de
volgende voedingsbodems:

Peptonwater (Brunnengriber) spoor indol na 14 dagen
Lakmoes peptonwater violet

lycerine  Lakm. Peptonwater zuur — gas —
Manniet

Arabinose
Glucose
Mannose
Galactose

l

e rr L1 L
e 11 rr n
rr 11 rn "0

"0 " e rr

+++ |
+++ |

L e " n



Fructose T 2 zuur + gas 4+
Maltose T 7] e
Natrium-
pyrovinaat ,, 2 37 R P —
Neutraalrood glucose visch-
bouillon fluorescentie gas +-
Alkalische vischbouillon troebel met weinig neerslag
Zure vischbouillon zwak troebel
Vischbouillonagar strijkc. dun grijsgeel beslag
g steekc. spijkercultuur
Vischbouillongelatine plaatc. kleine grijsgele kolonién, geen
vervl.
y steekc. spijkercul tuur

De samenstelling van het gasmengsel boven N, R. glucose-
vischbouillon was hetzelfde als bij stam A en C.

De maltose-lakmoespeptonwatercultuur der bacterie is
lichtend, zoodat de verkregen stam van lichtend vleesch
morphologisch en culturiéel geheel met de stammen
van C overeenstemt, alsmede met de opgegeven ken-
merken van MOoLISCH voor Bact. phosphoreum
MoLiscH. In het verdere onderzoek is deze stam Bact.
phosphoreum B genoemd.

Inmiddels was de groei van Bact. phosphoreum A, B
en C zeer slecht geworden, hetgeen zich uitte in het gas-
vormend vermogen van de drie bacteriestammen. In verband
hiermee werd de samenstelling van den vischbouillonagar
gewijzigd. MoOLISCH toch had vastgesteld, dat joodkalium en
magnesiumsulfaat resp. het lichtend vermogen en den groei
van Bact. phosphoreum MoLiscH gunstig beinvloedden.

In verband met verdere proeven tot vaststelling van den
invloed van de organische stikstofbron en enkele zouten
op het gistend vermogen der onderzochte, A, B en C,,
moest eveneens de invloed van deze op den groei worden
vastgesteld, zoodat de samenstelling van den kweekbodem
ook werd gewijzigd en in plaats van pepton Brunnen-
graber pepton Poulenc werd gebruikt,
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De samenstelling van den kweekbodem werd als volgt:

Vischwater afk. van Gadus aegli- Chloornatrium ....... 30 g
finus, L. of Pleuronectus pla- Asparagine .......... 158y
tessa, L., 200 g visch op 11 Glycerine ........... 5 cm?®
water, aangezuurd met phos- Joodkalium .......... 025 ¢

phorzuur (sg 1.7)... 1000 em® Magnesiumsulfaat .... 025 ,,
Pepton Poulenc ...... 5 g

Deze oplossing werd met 10%,-ige oplossing van na-
triumcarbonaat geneutraliseerd tot pH = 7 t.o.v. neu-
traalrood (0.1%, in alkohol 96%).

(Zie voor behandeling enz. Hoofdstuk IV.)

De groei op vischbouillonagar, met bouillon van boven-
genoemde samenstelling gemaakt, was veel beter, dan op
vischbouillon-agar van de vorige samenstelling met pepton
Brunnengriber en zonder deze zouten, zoodat overgegaan
werd tot het gebruik van den kweekbodem van de ge-
wijzigde samenstelling.

Tevens moest worden vastgesteld of asparagine invloed
had op de reactie van het medium, wanneer Bact. phos-
Phoreum A, B en C hierin werden gekweekt.

Asparagine (COOH—CH,NH,—CH,—CONH,) biedt de
mogelijkheid tot ammoniakafsplitsing, wanneer bacterién
op deze stof inwerken, evenals alle z-aminozuren, daarom
1s het beter, dat men deze stof in glucoschoudenden visch-
bouillon weglaat.

Vooral bij culturen in alkalischen N. R. vischbouillon
(glucoschoudcnd) kan asparagine door zijn ammoniakaf-
Splitsing een gedeelte van het kooldioxyde beletten te
ontwijken. Daar het mengsel kooldioxyde-waterstof, dat
bij inwerking van Bact. phosphoreum A, B, C, op
glucose ontstaat, telkens wisselt, 1s het dus gewenscht
8ten asparagine in gistingsmedia te bezigen, aangezien
men complicatie’s als ammoniakafsplitsing bij gisting in
de voedingsbodems moet vermijden.

Teneinde te weten te komen of asparagine de oorzaak
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was van verandering van de reactie t.o.v. neutraalrood,
wanneer er in asparagine-neutraalrood-vischbouillon (alk.)
Bact. phosphoreum A, B, of C werden gekweekt, werd
een onderzoek daarna ingesteld.

Daartoe werd neutraalrood-asparagine-bouillon gebezigd,
waarin resp. pepton POULENC en pepton BRUNNENGRABER
waren opgelost, terwijl vischbouillon zonder glycerine
werd genomen, het asparagine gehalte hierin bedroeg 1, 9.

Tevens werd lakmoes-glucose-vischbouillon onderzocht,
Hierbij werd bouillon van dezelfde samenstelling als bij N, R,
asparagine-vischbouillon gebruikt, waaraan bovendien 1/, %,
glucose en 107%, lakmoesoplossing van KAHLBAUM werden
toegevoegd.

In alle voor deze proeven gebruikte voedingsbodems
waren joodkalium en magnesiumsulfaat in oplossing; zij
zijn t.0.v. neutraalrood zwak alkalisch.

Onderstaande tabel geeft de reeks voedingsbodems weer:

Neutraalrood asparagine visch- Lakmoes-glucose vischbouillon

bouillon (PouLENC). (PouLEnC).
Neutraalrood asparagine visch- Lakmoes-glucose vischbouillon
bouillon (BRUNNENGRABER). (BRUNNENGREBER).

Nadat de drie stammen van Bact. phosphoreum
waren geént, begonnen de culturen, waarin pepton PouLenc
aanwezig was, veel sneller te lichten dan die; waarin zich
pepton BRUNNENGRABER bevond. Hetzelfde verschijnsel was
eveneens bij vischbouillonagar gevonden, waarin joodkalium
en magnesiumsulfaat, alsmede pepton Pourexc waren
opgelost.

Na vier dagen werden de resp. culturen nagegaan op
hun reactie, t.o.v. van de gebruikte indicatoren, De glucose-
houdende culturen waren zuur, alleen begon de gasont-
wikkeling in tegenwoordigheid van pepton POULENC binnen
24 uur, hetgeen niet het geval was in tegenwoordigheid van
pepton BRUNNENGRABER.

De asparaginebouillonculturen waren niet veel ver-
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anderd, wat hun resp. reacties t.0.v. neutraalrood betrof.
Toch moet er voorzichtigheid worden betracht met
het nemen van een conclusie, omdat in de voedingsbodems
sec. natriumphosphaat in oplossing is, hetgeen bufferend
werkt, zoodat men met het toevoegen van asparagine aan
voedingsbodems voor deze bacterién voorzichtig moet zijn,

Ook het toevoegen van glycerine late men liever na, wanneer
men in vischbouillon de wvergisting van glucose door
Bact. phosphoreum wil bestudeeren: glycerine is
in ieder geval een door bacterién vergistbare stof.

Ten aanzien van het doen van contrdle-proeven, is het in
tieder geval beter deze te veel te doen, daneenonzeker gis-
tingsresultaat te verkrijgen. Daarom worden de suikervrije
media, steeds blanco gecontrdleerd. Peptonen kunnen ook
onder zuurvorming worden ontleed, evenals a-aminozuren.
Daarom worden deze media met behulp van lakmoes op
zuur- resp. alkalivorming door de daarin gecultiveerde bac-
terién gecontrdleerd.

Bovendien wordt er als contréle steeds in de steriele
peptonoplossingen op de aanwezigheid van indol gereageerd
met behulp van EHRLICH'S reagens.

Door de passage van joodkalium- en magnesiumsulfaat-
houdende bodems, alsmede door het gebruik van pepton
PouLenc in deze, was de groei der Bact. phosphoreumstam-
men aanmerkelijk verbeterd, zoodat overgegaan werd tot
het nemen van proeven met diverse organische stikstof-
bronnen, welke als suikervrije gistingsmedia gebruikelijk zijn.

Genoemde proeven zijn steeds vergelijkenderwijze gedaan.

De eerste proevenreeks is die, waarbij peptonoplossing,
gemaakt van pepton BRUNNENGRABER werd gebezigd, terwijl
tevens is nagegaan, of sec. natriumphosphaat invloed heeft
Op de suikerontleding door Bact. phosphoreum
A, B en C.

Daartoe zijn de volgende bodems gebruikt:
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zonder Na,HPO, met Na,HPO,

Lakmoes Peptonwater violet violet
Glycerine Lakm. Peptonwater zuur — gas — Zuur — gas —
Manniet P 2 F i e T 4
Arabinose 29 I I gy 330 sy —
GIUCOSB Ty Y] 2 + » + 1" =+ 1+
Mannose 7] 2 1 T » 1 -+ T
Galactose 29 2 9 inke i »n +F » 1
Fructose 2 2 » + PY » + T =
Maltose T 12 1w t o, + n + ., +
Natrium-

pyrovinaat I 29 1w + o, — » t o, —

De resultaten zijn voor en na plaatpassage geheel aan
elkander gelijk, en stemmen onderling geheel overeen. De
troebeling in de buizen was echter niet sterk. In boven-
genoemde bodems is geen joodkalium of magnesium-
sulfaat opgelost.

De tweede serie proeven zijn die, waarin pepton Brun-
NENGRABER met pepton POULENC wordt vergeleken. Ook
hier is gebruik gemaakt van de gistende eigenschappen
van Bact phosphoreum A, B en C. De gebruikte
voedingsbodems, waarin deze bacterién gecultiveerd zijn,
bevatten geen sec. natriumphosphaat in oplossing. Als
vergistbare stoffen zijn genomen glucose en maltose.

De resultaten van deze vergelijkende proeven zijn in de
volgende tabel weergegeven.

Pepton PouLexc Pepton BRUNNENGRiBER
Lakmoes Peptonwater violet violet
Glucose Lakm. Peptonwater zuur -+ gas - zuur 4 gas -
Maltose ” T T T » + n +
Culturen tamelijk Culturen zwak troebel

sterk troebel

De proeven, dienende om pepton POULENC met pepton
BRUNNENGRABER te vergelijken, vielen evenals met
vischbouillon, ook hier in het voordeel van eerstgenoemd
pepton uit. Uit de waargenomen troebeling der culturen
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der gebruikte microdrganismen, hetgeen reeds in de tabel
is gemeld, alsmede de gasvorming, welke bij het gebruik
van pepton POULENC veel sterker was, blijkt een en ander.

De derde proevenreeks is gedaan om het peptonwater,
gemaakt van pepton BRUNNENGRABER, met gistwater te
vergelijken. Laatstgenoemd is ook als suikervrij milieu
gebruikelijk. Echter is ook weer hier een blanco contrdle
gedaan, omdat het mogelijk is, dat gistwater voor de
Bact. phosphoreum A, B en C, vergistbare stoffen
kan bevatten. In pepton-, zoowel als in gistwater is 0.1%
sec. natrium-phosphaat exsicc. opgelost.

De resultaten der gistingsproeven met gist-, zoowel als
met peptonwater zijn opgegeven in de volgende tabellen:

Lakmoesgistwater violet

Glycerine Lakm. Gistwater zuur — gas —
Manniet " " Ty
Arabinose 54 " SR P
GIUCOSC I ' rr + 4+
M.'mnose " I I -+ " s
Galactose T ' 3 e TS R
Fructose ’” ' ey I T
MQIKOSB P " ' e T
Natriumpyrovinaat " e TR T

Culturen zeer zwak troebel

Lakmoespeptonwater violet

Glycerine Lakm. Peptonwater zuur — gas
Manniet

Arabinose
Glucose
Mannose
Galactose
Fructose
Maltose A y §
Natriumpyrovinaat  ,, » "
Culturen zeer zwak troebel

n "0 "0 r
" L " n

" 7] ' 2 LT

i

"rn r e rr i
" re re 1 '!‘
rr e n ) !‘
i..

n

-+ b e

L

De resultaten der drie stammen Bact, phos p ho-
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reum zijn in dit geval ook weer aan elkaar gelijk. Echter
geeft fructose in gistwater opgelost, na cultiveeren geen gas,
wel echter zuur, doch de groei in de gistwaterbodems was
over het algemeen slecht, hetgeen uit de troebeling der
culturen kon worden geconcludeerd, terwijl tevens de zure
reactie van deze, voorzoover aanwezig, veel minder intens is.

Uit deze proeven blijkt eveneens, dat gistwater op zich-
zelf voor Bact. phosphoreum A, Ben C geen
vergistbare substanties bevat,

Voor samenstelling der gebruikte voedingsbodems zie
Hoofdstuk IV.

De kweektemperatuur der bacterién was bij deze proeven
19—22° C.

De contrdletijd der diverse proeven is 7 dagen.

Wat het resultaat van de vergelijkende gistingsproeven
betreft, 1s dit niet afhankelijk van het gebezigde stikstof-
milieu. Ook de invloed van sec. natriumphosphaat op het
gistend vermogen der onderzochte bacterién, is voorzoover
aanwezig, gering, Zuurvorming der microdrganismen in
de suikervrije voedingsbodems is niet gevonden. Wat den
groei der bacterién betreft, is deze in gistwater het slechtst
iets beter in peptonwater, gemaakt van pepton BRUNNEN-
GRABER, het best in de oplossing van pepton PouLenc.
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HOOFDSTUK VII.

Het gedrag van Bact. phosphoreum A, B en C, ten opzichte
van polyosen, eiwitachtige stoffen en tryptophaan. Invioed
van joodkalium en sec. ammoniumphosphaat op de gasvorming
in neutraalrood-glucose- peptonwater. Vergelijking van neutraal-
rood-glucose-vischbouillon met neutraalrood-glucose-gistwater.

Bovengenoemde proevenreeks is gedaan naar aanleiding
van de resultaten van het vorig hoofdstuk, dat n.l. pepton
PouLEnc een geschikter voedsel is voor Bact. phospho-
Teéum A, B en C dan pepton BRUNNENGRABER. Boven-
dien is tevens vischbouillon als stikstofbron voor genoemde
bacterign vergeleken met gistwater,

De eerste proeven zijn gedaan met vischbouillon van de
oude samenstelling, n.l. waarin pepton BRUNNENGRABER
werd gebruikt en magnesiumsulfaat en joodkalium niet in
OPIOSSing waren. Als tweede bodem werd gistwater ge-
Nomen. Van beide stamvoedingsoplossingen werden neu-
traalroodglucose-bodems gemaakt, waarna bij het culti-
veeren der bacterién na afloop van de gisting der bodems
verschillen in gasvorming en fluorescentic waren op te
Merken,

_Gebruike zijn voor deze proeven neutraalrood-glucose-
Bistwater (bev. 0.19 sec. natriumphosphaat en 149%;-ig
glucose) en neutraalrood-glucose-vischbouillon (zonder as-
pargging en glycerine, maar 0.1%, sec. natriumphosphaat
€Xsice, alsmede 149, glucose bevattend).

Nahetentendcrdriesmmmen Bact. phosphoreum in
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gistkolfjes volgens EINHORN, waarin zich de bodems be-
vonden, werd, na afloop der gisting (4—5 dagen bjj 21°),
als resultaat verkregen, dat de fluorescentie in gistwater,
zoowel als in bouillon optrad, al was deze in bouillon ook
veel sterker. Het ontwikkelde gasquantum was bij gistwater
gering, in tegenstelling met dat bij bouillon. Bovendien viel
bij deze proeven op, dat het gasquantum dat Bact,
phosphoreum B ontwikkelde, ongeveer de helft was,
van hetgeen Bact. phosphoreum A en C ontwik-
kelden, welker hoeveelheden ongeveer gelijk waren,

Het kooldioxyde-gehalte van het gas, uit N.R. glucose-
vischbouillon ontwikkeld, was ongeveer 307, hetgeen met
natron werd aangetoond, de rest was waterstof, In de
samenstelling van het gas, dat door de drie stammen werd
ontwikkeld, was geen verschil.

Het door Bact. phosphoreum A, B en C uit
N. R. glucose-gistwater ontwikkelde gas is niet onderzocht,
omdat de hoeveelheid te gering was om met zekerheid
kooldioxyde te kunnen aantoonen.

In ieder geval is het gebruik van gistwater voor het cul-
tiveeren van Bact. phosphoreum A, Ben C, minder
gewenscht, omdat de gasontwikkeling door den slechten
groei veel geringer is.

Bij de volgende proeven worden de peptonen PouLenc
en BRUNNENGRABER met elkander vergeleken in de volgende
voedingsbodems:

Neutraal-glucose-peptonwater
Neutraal-glucose-peptonwater met 0.01%, sec. Ammoniumphospaaat
Neutraal-glucose-peptonwater met 0.01%, sec. Ammoniumphosphaat
+ 0.0259%, Joodk.
Zie voor de samenstelling Hoofdstuk IV.

In bovengenoemde voedingsbodems, van de genoemde
peptonen gemaakt, zijn de drie stammen A, B, C van Bact.
phosphoreum geént en gecultiveerd onder dezelfde
omstandigheden als bij de vorige proeven.
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Na het begindigen der gisting was het resultaat, dat de
fluorescentie in de drie oplossingen van pepton BRUNNEN-
GRABER practisch niet was waar te nemen, terwijl in die van
pepton PouLENC fluorescentie in alle culturen optrad.

Het sterkst was deze bij de culturen, welke sec. ammo-
niumphosphaat en joodkalium in oplossing bevatten, het
zwakst, bij de culturen, waarin deze zouten niet in oplossing
waren. De culturen, waarin alleen sec. ammoniumphosphaat
was opgelost, fluoresceerden iets sterker.

Wat de gasvorming betreft, is deze op de diverse bodems
verschillend. Het geringst is deze in de culturen, waarin zich
Pepton BRUNNENGRABER in oplossing bevindt en toenemende
naar mate er sec. ammoniumphosphaat, resp. sec. ammo-
niumphosphaat + joodkalium in oplossing aanwezig zijn.

Bij gebruik van pepton PouLEnc in plaats van pepton
BRUNNENGRABER is de hoeveelheid gevormd gas door
Bact. phosphoreum A, B en C veel grooter dan
bij pepton BRUNNENGRABER.

De hoeveelheid gevormd gas is bij gebruik van pepton
PouLenc, zonder extra zouttoevoeging, grooter, dan bij pepton
BRUNNENGRABER met de beide zouten joodkalium en ammo-
niumphosphaat (sec.).

Uit gemelde resultaten kan worden geconcludeerd, dat
Zouten als joodkalium en sec, ammoniumphosphaat, welke
In het algemeen groeibevorderend werken op Bact.
PhOSphorcum, deze werking in belangrijk mindere
mat_e ontvouwen, indien een minder geschikt pepton aan-
wezig is,

Hetzelfde geldt voor gistwater en vischbouillon, welke
€Veneens, als suikervrije milieu’s met elkander werden
Vergeleken. Hier wordt de invloed van sec. natrium-
Phosphaat vrijwel tot nul gereduceerd.

Hetzelfde resultaat hadden de proeven met lakmoesgist-
Water en lakmoes-peptonwater uit het vorige hoofdstuk. Ook
hier was de invloed van sec. natriumphosphaat practisch nihil,

4
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Opmerkelijk was, dat de culturen, waarvan de bodems met
ammoniak in plaats van met natriumcarbo-
naat waren geneutraliseerd, onder overigens gelijke om-
standigheden, geen fluorescentie gaven.

Dat zelfde verschijnsel van niet willen fluoresceeren komt
ook voorbij culturenvan Bact, coli in neutraalrood-lactose-
(glucose)-vleeschbouillon, vooral bij oudere culturen. Het
gasmengsel, dat ook hier uit kooldioxyde en waterstof bestaat,
gaat in volumen achteruit, terwijl de fluorescentie dan
verdwijnt, Dit laatste is niet anders mogelijk, dan dat Bact.
coli ammoniak uit de bouilloneiwitten maakt, hetgeen
trouwens bekend is.

Als laatste gistingsproeven met Bact. phosphoreum
A, B en C, zijn die ingesteld, welke ten doel hadden het
gedrag dezer bacterién t.o.v. dextrine, amylum-solubile,
ammoniumpyrovinaat en inuline vast te leggen.

Dezee proeven zijn zoowel zonder, als met toevoeging
van sec. ammoniumphosphaat geschied. Het gebruikte pepton
hierbij is steeds dat van Pourenc.

Ammoniumpyrovinaat is in dit geval genomen, om
eventueele gasvorming gemakkelijker te maken, Om de
reeks van deze bodems te completeeren is er later ook
glucose en maltose aan toegevoegd. De concentratie dezer
vergistbare stoffen was 19,

Onderstaande tabellen geven het resultaat dezer proeven

weer:

met 0.1% sec Ammo-

niumphosphaat idem zonder
Lakmoes peptonwater (POULENC) violet violet
Glucose Lakm. Peptonwater Zuur <+ gas - zuur - gas +
Maltose »” ”" R TR TR T
Dextrine ' »” LT S T e N -
Amy]um Sol, 25 2 (L et TR o) FPnin—o lhp of
Inuline » » FHIR R B e FPE ey

Ammoniumpyrovinaat Lakm.-
peptonwater nw T oy — w +* »
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Volgens nevenstaande tabel vormen Bact. phospho-
reum A,BenC, zuur en gas uit glucose en mal-
tose, zooals reeds bekend, echter geen zuur en gas
uit dextrine, amylum, solubile en inuline.

Uit ammoniumpyrovinaat maken Bact. phospho-
reum A, B en C uitsluitend zuur, hetwelk eveneens het
geval is met natriumpyrovinaat.

De culturen zijn na 5 dagen gecontrdleerd, nadat deze
gedurende dien tijd bij 20—22° C. zijn gecultiveerd; het
verkregen gistingsbeeld is hetzelfde, hetzij er ammonium-
phosphaat in de cultuurvloeistof aanwezig is, hetzij dit
zout wordt weggelaten; dus ook dit zout heeft op de
gisting een zeer geringen invloed.

Ook in dit laatste geval is het beeld der drie stammen
Bact. phosphoreum A, B en C weer hetzelfde.

Het niet vergisten van dextrine en amylum solubile is
geheel in overcenstemming met de fermentproeven van
BEYERINCK, Deze gebruikte Bact. phosphoreum (Pho-
tobacterium phosphorescens BEYERINCK) voor het aantoonen
van maltose bij inwerking van diastase op zetmeel. Daartoe
Werd deze lichtbacterie op zetmeelhoudende vischgela-
tneplaten gecultiveerd, totdat de kolonién van Bact.
]'J.hosphorcum verschenen. Wanneer op deze platen
diastasehoudende vloeistofdruppels werden gedruppeld,
Mam de lichtintensiteit der kolonién in de omgeving der
druppels sterk toe, hetgeen niet het geval was met Bact.
PFLUGERI, een met Bact. phosphoreum verwante
llf:htbacterie, welke in tegenwoordigheid van maltose
niet licht,

Zooals bekend doet Bact. phosphoreum dit wel,

Vcrvolgenswordt het gedragvan Bact. phosphoreum
Nagegaanten opzichte van tryptophaan, omdat Bact.
Phosphoreum in diverse peptonoplossingen geculti-
veerd, alsmede in de voedingsoplossingen volgens GErs-
BACH (gemaakt van vischpepton resp. pepton BRUNNEN-
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GRABER) practisch geen indol vormdt (een geringe rood-
kleuring met EHRLICH'S reagens werd waargenomen na 14
dagen cultuurtijd).

Bact. phosphoreum groeit niet op een alk. gelatine
tryptophaan-bodem met joodkalium en natriumphosphaat
(vanzelfsprekend 39, keukenzout). Gelatine zoy zeer
geschikt geweest zijn, omdat dit een tryptophaanvrij
eiwit is, echter bij contréleeren met EHRLICH'S reagens
werd een sterke roodkleuring opgemerkt, zoodat verdere
proeven met  genoemden gelatine-tryptophaan-bodem
werden gestaakt.

Voor onderstaande proeven werd dan ook vischwater
gebruikt, dat eerst was aangezuurd met phosphorzuur en
daarna alkalisch gemaakt met soda, waarin asparagine, am-
moniumlactaat, joodkalium, mono-kaliumphosphaat en keu-
kenzout waren opgelost volgens onderstaande samenstel-
ling:

Vischwater, aangezuurd met melkzuur met ammonia
phosphorzuur daarna alk. ge- 247, te neutraliseeren) 214 cm?
maakt met soda ...., 200 em®  Mono-kaliumphosphaat 1 g

KU KENTOUt e e s v o 15 g Joodkalium ........... 0.1 ,;;

Ammoniumlactaat (ster- Magnesiumsulfaat ..... 0.1 7
ke opl. verkregen door Asparagine............ oy

Na contréleeren met behulp van neutraalrood werd in
de bovengenoemde voedingsoplossing na voor-verhitten
en filtreeren (zie hoofdstuk IV) 0.03°/, tryptophaan op-
gelost, en daarna gesteriliseerd.

De tryptophaanvrije oplossing werd met behulpvanBact.
splendidum gecontréleerd door deze bacterie hierin te
enten en de cultuur na 8 dagen te destilleeren, waarna in
het cultuurdestillaat met behulp van Enrric’s reagens
op de aanwezigheid van indol werd gereageerd, Met be-
hulp van Bact. splendidum was op deze wijze vastge-
steld, dat in de tryptophaanvrije cultuurvioeistof geen
indolvorming had plaats gevonden, zoodat, een eventueel
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positieve indolreactie in het cultuurdestillaat, indien trypto-
Phaan in oplossing aanwezig is, althans op de ontleding
van dit aminozuur wijst.

Genoemd onderzoek werd verricht met vischwater, af-
komstig van Pleuronectus platessa L., aangezien bij onder-
zoek was gebleken, dat vischwater van Pleuronectus flesus,
L. afkomstig, niet geschikt was, omdat Bact. phospho-
feum A, B en C niet in een voedingsbodem met behulp
Van dit vischwater gemaakt, wenschten te groeien.

Bij nader onderzoek was in het destillaat van de cultuur
Van Bact. phosphoreum B een gering spoortje
indol aanwezig na 8 dagen cultuurtijd echter niet in de
Cultuurdestillaten van Bact. phosphoreum A en C

Aan de hand der verkregen resultaten van het culturiéel
onderzoek bleek, dat Bact. phosphoreum B, zich be-
houdens Kkleine afwijkingen, verder culturiéel gedroeg als
Bact, phosphoreum A en C.

Deze afwijkingen waren:

Een zeer geringe indolvorming uit pepton BRUNNENGRA-
BER, getrypsineerd pepton (BRUNNENGRABER) en tryptophaan,

eringere gasvorming bij het cultiveeren in neutraalrood-
Blucose-vischbouillon als Bact. phosphoreum Aen C.

La"gdurigcr en intenser lichten dan Bact. phospho-
Teum A en C,

In. verband met het feit, dat natrium- zoowel als am-
Moniumpyrovinaat vitsluitend onder zuurvorming worden
Ontleed, is het de vraag of deze bacterién bij het ontleden
van Pyrodruivenzuur aceetaldehyde produceeren.

Uit het verkregen resultaat van het onderzoek der Bact,
Phosphore um A, B en C blijkt, dat deze bacterién tot

EYERINCK's peptonkoolstofbacterién behooren,
8ezien het feit, dat glucose en fructose onder
ZUur- eq gasvorming worden omgezet.
vl::g:}:ts blijlft, dat_genoc{ndc bactcri.én tot het beiierf van

€n visch niet of in zeer geringe mate bijdragen,
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omdat uit peptonen (WITTE, BRUNNENGRABER, POULENC
en vischpepton) geen of ten hoogste een spoor indol wordt
gevormd, terwijl er in het geheel geen zwavelwaterstof-
vorming 1S geconstateerd.

Evenmin is aangetoond, dat Bact. phosphoreum A,
Ben C, een diastatisch of inverteerend ferment hebben, aan-
gezien saccharose, lactose, alsmede dextrine en amylum
niet worden aangetast, hetgeen geheel met BEYERINCK'S
proeven en met BUCHANAN'S opgegeven culturidele ken-
merken in overeenstemming is,

HOOFDSTUK VIIIL
Sulfietgistingsproeven met Bact. phosphoreum A, B en C.

In verband met het feit, dat bovengenoemde lichtbacte-
rién uit hexosen en maltose zuur en gas vormen, zijn
proeven gedaan, om eenig inzicht te krijgen in het
gistingsschema, wanneer Bact. phosphoreum in
suikerhoudende media wordt gekweekt. Bovendien is
nagegaan of pyrodruivenzuur, dat in Neuserg's gistings-
schema de bron van het aceetaldehyde is, ook bij deze
bacterién in tegenwoordigheid van sulfiet in aceetaldehyde
wordt omgezet, evenals dit het geval is bij suikers of meer-
waardige alkoholen, welke door bacterién onder zuurvorming
kunnen worden vergist,

Aangezien Bact. phosphoreum geen meerwaardige
alkoholen, voorzoover deze onderzocht zijn, onder zuur- en
gasvorming ontleedt, zijn deze proeven gedaan met glucose
en pyrodruivenzuur; tevens is daarbij nagegaan, welke sulfiet-
houdende voedingsoplossing het beste resultaat waarborgt.

Als eerste sulfiethoudende voedingsbodem is een op-
lossing van onderstaande samenstelling gebezigd:
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Pepton PouLENC 10 g Joodkalium ......ouene 02 g
Chloornatrium 30 ,, Magnesiumsulfaat ...... 0.2 ,,
Natriumsulfiet cr. pr. an. 10 ,, Water .vovvvvvrsrnrnss 151

Sec. natriumphosphaat exs. 1 ,,

Bovengenoemde oplossing is na voorverhitten en fil-
treeren over kolven van 400 cm?® verdeeld (100 em® per kolf)
en gesteriliseerd onder toevoeging van 2 g geprecipiteerd
calciumcarbonaat p.a. Na toevoeging van 1 g glucoseis
nogmaals gesteriliseerd.

Wanneer bovengenoemde oplossing voor het bestudeeren
van de sulfietgisting van pyrodruivenzuur wordt gebruikt,
wordt het natriumsulfiet toegevoegd, nadat het pyro-
druivenzuur met natriumcarbonaat geneutraliseerd is. Het
calciumcarbonaat is als laatste toevoeging gegeven, in de-
zelfde hoeveelheid als bij glucose.

Het steriliseeren der bodems (glucose- of pyrodruiven-
zuurhoudend) geschiedde bij 105° C. gedurende 20 minuten.

Na het cultiveeren der Bact. phosphoreum A, B en
C in deze bodems gedurende 21 dagen bij 22° C., werd
Overgegaan tot het destilleeren der culturen, nadat aan deze
2Ys g gekristalliseerd chloorbarium en 5 g zuiver calcium-
carbonaat was toegevoegd.

De resp, destillaten werden met ijswater gekoeld en
daarin op de aanwezigheid van aceetaldehyde gereageerd.,

De reactic van Rimini, met behulp van een 39,-ige
Piperidineoplossing en verd. nitroprussiednatriumoplossing
Was positief bij de destillaten der glucosehoudende culturen,
echter zeer zwak bij die der pyroduivenzuur-houdende.
~ Met behulp van nitrophenylhydrazine (para) was alleen
i de destillaten van glucosehoudende culturen der Bact,
P_hosphoreum aceetaldehyde aan te toonen, echter
niet, bij die, waarbij oorspronkelijk pyrodruivenzuur in
oplossing aanwezig was.

. Daar echter de groei der bacterién minder goed was,
I verband met het aanwezig zijn van veel sulfictionen in
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den voedingsbodem, werd overgegaan tot het gebruik
van calciumsulfiet, hetwelk door omzetting van chloorcal-
cium of calciumpyrovinaat met natriumsulfiet in de te
gebruiken voedingsbodems werd gemaakt, omdat dit
zout, wanneer het uit de oplossing ex tempore ontstaat,
een veel fijnere verdeeling heeft dan het handelsproduct.
(Zie hoofdstuk IV.),

De voor deze proeven gebruikte voedingsbodem had de
volgende samenstelling,

Water 1 1, pepton Pourexc 10 g, keukenzout, 20 g voor glucose-

bodem, 30 g voor pyrodruivenzuur-bodem,
Sec. natriumphosphaat Y2 g, joodkalium 0.2 g.

Voor de glucosehoudende oplossingen werd 19, natrium-
sulfiet cr. p.a. toegevoegd en deze hoeveelheid met de be-
rekende hoeveelheid c::lciumchlorideoplossing bedeeld,
waarbij het calciumsulfiet neersloeg. De hoeveelheid chloor-
natrium is bij glucosehoudende oplossingen minder, omdat
bij de omzetting van calciumchloride met natriumsulfiet de
ontbrekende hoeveelheid chloornatrium als reactieproduct
wordt gevormd.

Daarna wordt 214, g zuiver calciumcarbonaat toegevoegd
en gesteriliseerd op 110° C. gedurende 20 minuten; den
daarop volgenden dag werd nog 1%, glucose in den aldys
verkregen voedingsbodem opgelost en nogmaals gesterili-
seerd gedurende denzelfden tijd op 105° C.

De pyrodruivenzuurhoudende oplossing werd eenigszins
anders gemaakt.

Nadat in sulfietvrij milieu pyrodruivenzuur door zuiver
calciumcarbonaat was geneutraliseerd, werd 19, natrium-
sulfiet in dit milieu opgelost. Hierdoor ontstond naast
natriumpyrovinaat, calciumsulfiet als reactieproducten dezer
omzetting,

In dit geval was het chloornatriumgehalte 39, in tegen-
stelling met het oorspr. gehalte in de stamoplossing, voor
glucosehoudende vloeistoffen bestemd.
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Er werd in tegenstelling met de vorige proeven 150 cm?
stamoplossing gebruikt,

Bact. phosphoreum A, B en C werden gedurende
drie weken in de gebruikte voedingsbodem gecultiveerd bij
22° C. en daarna evenals de bij de vorige proeven het
geval was, onder toevoeging van 214 g bariumchloride en
3 g calciumcarbonaat de verkregen culturen gedestilleerd.

Bij het opvangen van de destillaten der resp. glucose-
culturen in p. nitrophenylhydrazinereagens ontstond direct
¢en dik neerslag van p. acetonitrophenylhydrazon terwijl
de reactie van Rimin, alsmede de reductie van een ammo-
niakale zilveroxydeoplossing zeer sterk waren.

Bij de destillaten van de pyrodruivenzuurhoudende cul-
turen, was alleen de reactie van Rimini positief, doch de
vorming van nitrophenylhydrazon zeer gering, terwijl er
b}] het verwarmen van het destillaat met ammoniakale
211vcroxydc-0plossing geen zilverspiegel gevormd werd,
maar een geringe donkerkleuring optrad.

De verkregen resultaten der proeven wijzen er dus wel
Op, dat glucose door Bact. phosphoreum onder aceet-
aldchydevorming wordt aangetast.

Aangezien echter onder dezelfde omstandigheden bij de
ontleding van pyrodruivenzuur door deze bacterién slechts
en zeer geringe hoeveelheid aceetaldehyde ontstaat, is voor dit
feit geen andere verklaring mogelijk, dan dat deze stof volgens
ten flndcr gistingsschema zal worden ontleed dan glucose.

U}t deze proeven blijkt wel, dat men alvorens deze te

tBnnen, zich moet hebben overtuigd van de meest
Bunstige groeiconditie’s der te onderzoeken bacterién, alleen
d_an kunnen met de noodige zekerheid bepaalde culturiéele
¢1genschappen worden vastgesteld. Dit laatste geldt vooral
VOO!" sulfictgistingsprocvcn, waarbij altijd door de aan-
Wezigheid van sulfiet, vooral als natriumsulfiet in de voe-

dingshodems is opgelost, de groei der bacterién, zeer
slecht kan zj,
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Het gebruik van in oplossing geprecipiteerd calcium-
sulfiet in plaats van natriumsulfiet heeft, vanwege de
sterke alkalische reactie van dit laatste, bovendien voor-
deel, omdat vele suikers en meerwaardige alkoholen in
alkalisch milieu bij verhitting verharsen.

De verkregen resultaten waren onderling geheel gelijk,
zoowel bij gebruik van glucose, als van pyrodruivenzuur.

LITTERATUUR,

A. J. Lerevee, Diss. Utrecht 1924, pag. 22—24,
V. H. v. p. BErG, Diss. Utrecht 1928, pag. 30—45.
Rimini, Chem. Zentralblatt 1898 — II pag. 277,
C. NEeuBerG, Biochemische Zeitschrift pag. 365 und 389.



Proeven met Bacterium splendidum.

HOOFDSTUK IX.
Vaststellen van de morphologische en culturigele eigenschappen.

Bovengenoemde lichtbacterie is door BEYERINCK ontdekt,
die hiervan de volgende morphologische en culturiéele
eigenschappen heeft vastgesteld:

Eenigszins gekromd staafje, met sterke eigen-beweging
(Vibrio).

Vervloeit gelatine aan de lucht, wordt in zijn groei door
glucose belemmerd.

Vergist glucose onder zuurvorming, terwijl manniet de
Culturen sterker doet lichten. In sutkervrije media zeer
welig groeiend. (Zie hoofdstuk I1).

Het onderzoek tot vaststellen der morphologische en
culturieele eigenschappen van Bact. splendidum is uit-
Bevoerd met twee stammen A en B, welke beide welwillend
Waren afgestaan door Prof. Dr. A. J. Kruyver te Delft,
welke mij tevens een stam van Bact. phosphoreum ter
beschikking stelde, waarvoor ik genoemden hoogleeraar
nogmaals mijn welgemeenden dank betuig.

Ik- kweekte daartoe beide stammen op de volgende
Voedingshodems:
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Peptonwater (BRUNNENGRABER) Indolvorming na 4—5 dagen.

Lakmoes Peptonwater blauw-violet
Glycerine  Lakm. Peptonwater Zuur spoor gas —
Arabiet 29 2 2 — Fi—
Sorbiet 29 I ’” oed 1) e
Manniet 7] 12 ’r 4 2
Ara binose 2 " » =— I
Xylose - 22 59 —_ yy —
Glucose T} 2 1 T T =
MaﬂllOSE »” 1 2 -+ =
Galactose 2 2 I e ¥ )
Fructose TS »” 7] ~> ) —
Saccharose T 1 =, —
Lactose T 2 2 _— J g A ——
Maltose »” ” »” + » —
Natriumpyrovinaat-lakmoespeptonwater 3 - e

Zure vischbouillon (met pepton Brun-

NENGRABER) Zoowel zure als alkalische vischbouillon,
Alk. vischbouillon (met pepton BRUNNEN- Opp. huidje, sterk troebel
GRABER)

Neutraalroodglucose vischbouillon (met

G -
pepton BRUNNENGR.) s ring

Vischbouillonagar strijkcultuur Dik slijmig beslag
- Plaatcultuur Ronde kolonién, ong. 2 mm doorsnede
Slijmerig
% Steekcultuur Spijkercultuur
Vischbouillongelatine steekcultuur Trechtervormige vervloeiing na 4—5
dagen
3 plaatcultuur Schaalv. vervl, na 4—s5 dagen. Kleine

ronde Kolonién.

Voedingsoplossing  volgens GERsBACH |
(pepton BRUNNENGRABER). / Indol na 4—5 dagen
Voedingsoplossing  volgens GErspacH
(vischpepton)
Vischpeptonwater
Peptonaardappel Dik slijmerig beslag, sterk lichtend

Het resultaat dezer proeven is reeds voor het grootste
deel vermeld.

Gelatinevervloeiing door deze bacterién geschiedt alleen
aan de lucht. De gelatine-plaatculturen van Bact. s plen-
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didum zijn kleine ronde kolonién, welke ronddrijven
in de vervloeide gelatine. Deze is helder en slijmig van
consistentie.

De kolonién op de vischagarplaten zijn veel grooter,
doch ook slijmig.

In peptonwater resp. voedingsoplossing volgens GEers-
BACH, alsmede in zuren en alkalischen vischbouillon heeft
de vorming van een oppervlaktehuidje plaats.

De kweektemperatuur, waarbij deze proeven zijn gedaan,
is 19—21° C., waarbij de groei van beide stammen zeer
weelderig is.

Morphologisch zijn de volgende eigenschappen vast-
gesteld:

Sterke eigen-beweging

Kort staafje, gekromd, hetgeen volgens Gram gekleurd, bij het
brengen in absoluten alkohol zijn kleurstof weer afstaat. (Gram-
negatief).

Bij het kleuren van gefixeerde uitstrijkpreparaten van
Bact. splendidum A en B met thionine en differen-
ticeren met verdund azijnzuur (59%) zijn roode, gekromde
Staafjes te zien.

De resultaten blijken ook na plaatpassage constant
te zijn,

Hoewel volgens opgave van BEYERINCK manniet als zoo-
genaamde lichtstof kan fungeeren, wordt ook uit deze stof
Zuur gevormd door Bact. splendidum, zoodat de
werking hiervan dezelfde is, als van glucose bij Bact,
PhOSphorcum, die door beide bacterién onder zuur-
vorming wordt vergist.

. Het verschil dezer bacterién in het gedrag t.o.v. glucose
% dat Bact. phosphoreum hieruit zuur en
£3as vormt, Bact. splendidum uitsluitend zuur.
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HOOFDSTUK X.

Invloed van de organische stikstofbron op de gisting, van
Bact. splendidum A en B, alsmede den invioed van enkele
Zouten hierop.

De eerste proeven, welke in die richting zijn gedaan,
zijn die, waarbij als stikstofbron pepton BRUNNENGRABER
is gebruikt, al of niet onder toevoeging van 0.19, sec.
natriumphosphaat exsicc. Bij deze en volgende proeven
15 het organisch stikstofhoudende milieqy steeds gecontrd-
leerd op eventueele zuurvorming met behulp van lakmoes.
Hoewel bij pepton BRUNNENGRABER met behulp van dezen
indicator geen omslag was waar te nemen, kan dit even-
tueel toch bij andere media geschieden, zoodat terwille
van de zekerheid der resultaten steeds deze contrdle is
toegepast.

Bij de zooeven genoemde proeven zijn de volgende voe-
dingsbodems gebruikt:

zonder Na,HPO, met Na,HPO,
Lakmoes peptonwater violet ontkleurd
Glycerine  Lakm. Peptonwater  zuur + gas Zuur na 4 dagen 4 na

10 dagen ontkleurd

I

” »

Manniet " " 7] o 0w - Zuur -4~ gas —
Arabinose ”” 2 Fip el PP N (B S
Glucose T " " T o - w + ., —
MEIIHOSC 7] 7] »” o p (] " - A
Galactose " " n + e " + , -
Fructose ’” »” " + T3 e ’” o TR
Maltose T ” ’ o T ~H -
_f‘ —

Natriumpyrovinaat Lkm.peptonwater ,,

I

r Iy n

Alle culturen zijn sterk troebel.

De zuurvorming uit glycerine is na 10 dagen -,

De kweektemperatuur is bij deze en volgende proeven
van 22—24° C, geweest, terwijl de concentratie der overige
opgeloste stoffen 19, is,
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Vervolgens zijn gistwater en peptonwater (BRUNNEN-
GRABER) aan een vergelijkend onderzoek onderworpen.

Bij deze proeven, welke in tegenwoordigheid van sec.
natriumphosphaat zijn geschied, is echter gebleken, dat
Bact. splendidum in blanco lakmoesgistwater zuur
vormde; waardoor gistwater voor genoemde bacterién als
Suikervrij medium geheel ongeschikt is ge-
bleken.

Intusschen was de groeikracht van beide stammen erg
verminderd. Aangezien uit de proeven met Bact. phos-
Phoreum A, B en C, was gebleken, dat pepton Pou-
LENC in vischbouillonagar de ontwikkeling dezer bacterién
gunstig beinvloedde, vooral in combinatie met joodkalium
€N magnesiumsulfaat.

Bij cultuurproeven met Bact. splendidum op de
Z0oeven genoemden kweekbodem bleek, hetgeen bij Bact.
Phosphoreum het geval was, ook bij eerstgenoemde
bacterie op te gaan.

Daarna werd een vergelijkende proef met pepton
B_RUNNENGRKBER alleen en pepton Pourenc gedaan, ten-
¢inde eventueele invioed op de gisting van Bact. splen-
didum te kunnen nagaan, waartoe de beide stammen

A en B van deze bacterie in de volgende voedingbodems
Werden gegnt;

Lakm BRUNNENGRARER PouLenc
Glucosoes Peptonwater violet violet
altos: Lakm, Peptonwater zuur -+ gas — Zuur -+ gas —

2 L »” 1 T " “E 11 L s

Uit deze proeven blijkt, dat het stikstofmilieu een zeer
Beringen invloed heeft, maar vanwege het feit, dat de groei
- de. oplossingen van pepton POULENC een veel betere is
dan in dje van pepton BRUNNENGRABER, i5 eerstgenoemd
Pepton bjj de volgende proeven gebruikt, waarbij tevens
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is nagegaan of polyosen door Bact. splendidum
onder zuurvorming worden ontleed.

Tevens is daarbij een gistingsproef gedaan met ammo-
niumpyrovinaat, omdat moest worden vastgesteld, of in
tegenwoordigheid van ammoniak Bact. splendidum
ook gas zou vormen. In verband hiermee is in plaats
van sec. natriumphosphaat, sec. ammoniumphosphaat in
dezelfde concentratie (0.1%,) gebruikt.

Onderstaande tabel geeft de proeven met de daarbij
behoorende resultaten:

Zonder (NH,), HPO, met (NH,), HPO,

Lakmoes peptonwater (POULENC) violet ontkleurd
Glucose Lakm. peptonwater zZuur -~ gas — Zuur - gas —
Maltose " T " + J ) T +  —
Dextrine ’” " » + o, — nw o+ o, —
Amylum ’” r n + 5, — ’ Ty —
(Solubile)
Inuline T} " e e PPNy —
Ammoniumpyrovinaat Lakm,
peptonwater TS TR gr iy

Uit deze tabel blijkt, dat Bact. splendidum A en Bin
staat zijn dextrine en amylum solubijle onder Zuurvorming
om te zetten, terwijl inuline niet wordt aangetast,

Verder doet het er niet toe, in welken vorm pyrodruiven-
zuur wordt gegeven, want ammoniumpyrovinaat
wordt, evenals het nntriumpyrovinaat, uitslui-
tend onder zuurvorming ontleed.

Bij de vorige proeven werd, in tegenwoordigheid van sec.
natriumphosphaat, lakmoes-peptonwater (BRUNNENGRABER)
en glycerine-lakmoes-peptonwater (idem)  ontkleurd,
evenals dit bij pepton PouLENC bij aanwezigheid van sec.
ammoniumphosphaat het geval was,

Bij het schudden van deze culturen met lucht, treedt
na korten tijd weer de roode kleur op in de glycerinehouden-
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de culturen, terwijl in de glycerinevrije een blauwviolette
kleur te voorschijn komt.

Dit ontkleuringsverschijnsel is als een bacteriéele reduc-
tie van de lakmoeskleurstof op te vatten.

Het spreekt vanzelf, dat de in dit hoofdstuk beschreven
proeven ook na plaatpassage steeds dezelfde resultaten
hebben opgeleverd.

Wat het ontleden van amylum solubile en dextrine door
Bact, splendidum A en B betreft, moeten deze daar-
voor een diastatisch enzym hebben.

Bucnaran geeft in zijn General Systematic Bacteriology
Vol. I op, dat geen der lichtbacterién een dergelijk enzym
Zou afscheiden, dus m.a.w. niet in staat zou ziyjn, amylum
en dextrine te ontleden. Bij Bact. splendidum A en B
blijkt echter het tegendeel.

In verband met BucmAnaw's publicatic zijn proeven
gedaan om vast te stellen, of Bact. splendidum aceet-
ald_ehyde maakt bij het ontleden van amylum solubile.
(Zie hiervoor het hoofdstuk XL).

COncIusics:

In hoofdstuk IX en X is het gedrag van Bact.
SPlendidum A en B ten opzichte van verschillende
Voedingsbodems beschreven. Uit deze proeven blijkt dat
Act. splendidum (A en B) de volgende stoffen
onder zuuryorming vergist:

GIchrinc, manniet, glucose, mannose, galactose, fruc-
tosc,‘ maltose, dextrine, amylum solubile, natrium- en am-
mOmumpymvinaat.

Indol word¢ gevormd uit vischpepton en pepton BRUNKEN-
ORABER, terwijl dit bij nader onderzoek ook uit pepton

E’OULENC het geval is, terwijl gelatine in tegenwoordigheid
M zuurstof wordt vervloeid.



66
HOOFDSTUK XI.
Sulfietgistingsproeven met Bact. splendidum,

Dit onderzoek werd ter hand genomen, nadat bekend
wasvanBact. splendidum,dat deze uit verschillende suj-
kers, meerwaardige alkoholen, alsmede uit dextrine, amylum
solubile en pyrodruivenzuur (als Na- of NH,-zout) in
tegenwoordigheid van pepton- en lakmoesoplossing zuur
vormde. Om na te kunnen gaan, in hoeverre deze bacterie
in tegenwoordigheid van sulfieten in staat is genoemde
stoffen onder vorming van aceetaldehyde te ontleden, werden
de volgende gistingsproeven gedaan,

De samenstelling van het peptonmilieu was zoodanig,
dat genoemde bacteric de kans werd gegeven om
in tegenwoordigheid van natriumsulfiet, welk zout toch
een sterk remmenden invioed heeft, in een dergelijken
voedingsbodem, te groeien,

De peptonhoudende stamoplossing werd naar aanleiding
van de voorafgaande proeven als volgt samengesteld:

Pepton PouLenc ......, 10 g Joodkalium ,........... 02 g
Chloornatrium ......... 30 ,, Magnesiumsulfaat cr. oo 02 ,,
Natriumsulfiet cr. pr. an. 10 TRV LT TR S R 1L

Dinatriumphosphaat exs, Lo

Na voorverhitten en filtreeren van deze oplossing, werd
in de kolven van 400 cm® inhoud, 100 cm® van genoemde
stamoplossing gedaan en onder toevoeging van 2 g zuiver
calciumcarbonaat gesteriliseerd. Naderhand werd in deze
kolven 1 gram glucose opgelost en nogmaals gesteriliseerd
(stamoplossing I).

Hierin werden Bact. splendidum AenB geént, maar
al spoedig bleek dat één der stammen niet groeide, terwijl
er in de andere cultuur een sterke zwavelwatcrstof-vorming
plaats vond. Hoewel er na 21 dagen bij een temperatuur
van 22—24°C, in deze cultuur aceetaldehyde was gevormd,
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hetgeen werd geconstateerd door laatstgenoemde onder
toevoeging van een 259,-ige chloorbariumoplossing, voor
het neerslaan van sulfiet (en sulfaat) en 5 g calciumcarbonaat
om de aldehyde-bisulfietverbinding te ontleden, te
destilleeren en het verkregen destillaat met aldehyde-
reagentia te bedeelen; p. nitrophenylhydrazine, opgelost
in 30%-ig azijnzuur, gaf met dit destillaat een neerslag van
nitrophenylhydrazon, terwijl volgens Rimini gereageerd
met een 3%,-1ge piperidineoplossing - verd. nitroprussied-
natriumoplossingdcdonkcrb].vcrklcuring,wclkcacccmldchy-
de geeft, op vorming hiervan wees. Echter waren de reac-
tie's niet zeer sterk, zoodat er gezocht werd naar een ander-
bodemsamenstclling, waarb1j het sulfiet als calciumsulfiet
aanwezig was, omdat dit een veel geringere oplosbaar-
heid heeft en dus op den bacteriéngroei niet zoo schade-
lifk is als het natriumsulfiet. De voedingsbodem hier-
voor gebruikt had de volgende samenstelling:

Pepton PouLENC ....... 10 g  Dinatriumphosphaat exs, 14 g
Chloornatrium . ........ 20 ,, Joodkalium ......evuus. 02,
Natriumsulfiet PoBvess 155, Water veseidvesis vaesendl Ti

Genoemde stamoplossing II voor sulfietgisting bevat
1% chloornatrium minder, omdat bij het bedeelen met
Chloorcalciumoplosming (5 em® eener 459,-ige oplossing
van gekristalliseerd chloorcalcium per 150 cm?® stamop-
IOSang IT) er het ontbrekende chloornatrium bij de om-
Zeting van natriumsulfiet met chloorcalcium ontstond.

Alleen bij het maken van pyrodruivenzuur-sulfiet-bodem,
werd het genoemde zuur eerst met calciumcarbonaat ge-
Deutraliseerd in een sulfietvrije peptonoplossing, waarna
N3 het ophouden van de kooldioxyde-ontwikkeling, 1 g
natr.iumsulfiet aan de zoo verkregen pyrodruivenzuurop-
OSSing werd toegevoegd. Ook op deze wijze ontstond
Calclufllsulfiet, waardoor het pyrodruivenzuur als natrium-
Zout in oplossing was, Het chloornatriumgehalte was bij
de Stlamoplossing voor pyrodruivenzuurgisting 3%.
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Wat het gedrag der Bact. splendidum A en B in
dezen sulfietgistingsbodem II betreft, groeiden beide stam-
men hierin zeer viot, zoowel op dien met pyrodruivenzuur
als dien met glucose, glycerine, manniet en amylum
solubile, welke in sulfiethoudend miliey aan de inwerking
van Bact. splendidum A en B zijn blootgesteld.

Dit laatste betreft alleen stamoplossing II. Bij stam-
oplossing I zijn alleen glucose en pyrodruivenzuur gebezigd,
waarbij dit laatste als natriumzout in oplossing was ge-
geven. (Van te voren was dit zuur met sodaoplossing t.o0.v.
lakmoes geneutraliseerd).

Wat de aceetaldehyde-vorming betreft, blijkt bij nader
onderzoek, dat pyrodruivenzuur in beide oplossingen slechts
een spoor aldehyde doet ontstaan, wanneer deze met
Bact. splendidum A en B zijn geént.

Ook glycerine leverde hetzelfde resultaat op.

In beide gevallen was de reactie van Riming zwak positief,

De stoffen glucose, amylum en manniet leverden, wanneer
deze in de calciumsulfiethoudende stamoplossing I aan de
inwerking van Bact. splendidum A en B waren bloot-
gesteld rijkelijk aceetaldehyde. De bacterién zijn, alvorens
tot nader onderzoek der culturen is overgegaan, 21 dagen
in oplossing I zoowel als in II gecultiveerd bij 22—24° C.

Laatstgenoemde culturen werden, alvorens deze werden
gedestilleerd, bedeeld met 2V, g oekristalliseerd barium-
chloride en 10 g calciumcarbonaat p.a.

Bij het destilleeren dezer culturen leverden de glucose-,
de amylum- en de manniethoudende culturen rijkelijk
aceetaldehyde, zoo zelfs, dat enkele druppels destillaat,
in een oplossing van p. nitrophenylhydrazine direct een
neerslag gaven van het acetonitrophenylhydrazon. De
reactie van RIMINI was zeer intens,

Uit bovengenoemde proeven blijkt, dat Bact. s plendi-
dum in staat is om in sulfiethoudende peptonoplossingen,
glucose, manniet en amylum onder vorming van aceetalde-
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hyde te vergisten, terwijl pyrodruivenzuur en glycerine
slechts een geringe hoeveelheid aceetaldehyde geven. Daar-
uit kan dus worden geconcludeerd, dat stoffen als gly-
cerine en pyrodruivenzuur door deze bacterie volgens
een ander gistingsschema worden omgezet, als de stoffen
glucose, amylum solubile en manniet.

Bovendien is Bact. splendidum in sulfiethoudende
peptonoplossingen moeilijk te cultiveeren, wanneer het
sulfiet als natriumzout is gegeven.

Wat de indolvorming dezer beide stammen in sulfiet-
houdende milieu's betreft, is deze een zeer geringe, doch
na 21 dagen wel in het destillaat der glucose-houdende
Cultuur aan te toonen. Wanneer echter een calciumsulfiet-
houdende peptonbodem met Bact. splendidum A werd
geént en na 8 dagen het destillaat der verkregen cultuur op
indol werd onderzocht met EHRLICH'S reagens, was deze
reactie sterk positief, en het destillaat op methylrood en
Phenolphtaleine alkalisch, even als dit het geval was bij de
Peptoncultuurdestillaten van dezen stam. Calciumsulfiet
heeft dus op de indolvorming geen invloed, echter wel op
het verloop der bacteriéele gisting; in dit geval moeten
deze tenminste zes C-atomen bevatten, willen vergistbare
Stoffen door Bact,. splendidum onder aceetaldehyde-
Vorming in tegenwoordigheid van calciumsulfiet worden
aangetast,

De sulfietgistingsproeven zijn met beide stammen A en

B gedaan, welke beide geheel hetzelfde resultaat hebben
gegeven,

LITTERATUUR.
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HOOFDSTUK XII.

Het gedrag van Bact. splendidum A en B, ten opzichte van
etwitachtige stoffen. Vaststellen van den invloed van suiker
en zouten op de indolvorming.

Bij het bestudeeren van de morphologische en culturiéele
eigenschappen van Bact. splendidum bleek deze bacterie
peptoniseerende eigenschappen te hebben, n.l. gelatine
te vervioeien en uit enkele peptonen indol te vormen,

Er werd besloten een nader onderzoek naar de indol-
vorming in te stellen, daarbij lettende op den aard van de
gebruikte eiwitachtige stoffen (eiwitten resp. peptonen),
alsmede op den invloed van suiker en van toegevoegde
zouten.

Als suiker werd bij deze proeven glucose genomen, terwijl
als toegevoegde zouten eerst sec. ammoniumphosphaat en
joodkalium werden gebruikt; later werden ook sec. natrium-
phosphaat, prim. kaliumphosphaat, magnesiumsulfaat en
kaliumnitraat toegevoegd.

Als eiwitten werden caseine, gedroogd kippeneiwit en
tarweglutenmeel genomen, terwijl de handelspeptonen
PouLenc, WITTE, BRUNNENGRABER, CHAPEAUTOT, DIEST en
het zelf gemaakte vischpepton voor dit onderzoek zijn
gebezigd.

Voor het bestudeeren van de indolvorming uit de drie
genoemde eiwitten, moesten deze worden omgezet in op-
losbare verbindingen, welke door een gehalte aan chloor-
natrium van 3%, niet worden neergeslagen of bij sterilisatie
bij hooge temperatuur niet worden gecoaguleerd,

Caseine werd in een zwak alkalische 5% chloornatriurnOp-
lossing door verwarmen tot kookhitte opgelost, terwijl de
reactie dezer oplossing op lakmoespapier werd gecontrdleerd.
Het alkalisch maken geschiedde in dit geval met natrium-
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carbonaatoplossing. Na oplossen van de caseine, hetgeen
meestal ongeveer een uur duurde, werd, na afkoelen op
40° C. en aanvullen tot het oorspronkelijke volumen,
aan de verkregen caseineoplossing nog 0.04%, trypsine
GRiBLER, 0,04%, mono-kaliumphosphaat en 0.004%, mag-
nesiumsulfaat toegevoegd, de zoo verkregen trypsine-
Caseine-oplossing werd onder bijvoegen van een mengsel
van 10 cm?® toluol 4 10 em® chloroform in een thermostaat
bij 37° C. geplaatst.

Tarweglutenmeel werd op dezelfde wijze als caseine
behandeld; kippeneiwit echter werd, vanwege het feit, dat
dit bij kookhitte neersloeg en zeker dit zou doen indien
het chloornatriumgehalte opgevoerd werd tot 3%, hetgeen
voor Bact. splendidum noodzakelijk was, geheel in de
koude opgelost en ten slotte aan deze eiwitoplossing, na zwak
alkalisch maken met natriumcarbonaat-oplossing en toevoe-
ging van dezelfde hoeveelheden trypsine GRiiBLER, mono-
kaliumphosphaat en magnesiumsulfaat als bij de caseine-
Oplossing werden gebruikt, verder op geheel dezelfde wijze
behandeld als deze, (Zie verder voor behandeling Hoofd-
stuk V),

Alvorens tot een onderzock van handelspeptonen over
¢ gaan, werden eerst enkele hiervan, alsmede het zelf-
8¢maakte vischpepton aan de inwerking van Bact. splen-
didum A en B blootgesteld, teneinde te kunnen vaststellen,
of genoemde bacterién uit deze stoffen indol vormden.

Ook werden proeven genomen met getrypsineerde caseine,
Welke op de zooeven genoemde wijze 1s gemaakt.

A~ Voorproeven met de peptonen Poulenc, Witte, Brunnen-
graber en vischpepton, tevens met en zonder glucose-
foevoeging, met en zonder sec. ammoniumphosphaat,
alsmede ql of niet in combinatie met kaliumjodide.

Uitgcg

j aan werd bij deze proeven van een 19, -ige op-
lossmg

der genoemde peptonen, welke 3%, chloornatrium
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bevatte. Toegevoegd werden resp. 159, glucose 0.01%,
sec. ammoniumphosphaat al of niet in combinatie met
0.0259, kaliumjodide.

De volgende reeksen werden samengesteld:

Peptonwater
5 + %% glucose
o + 0.019% sec, Ammoniumphosphaat
1 + 0.0 7o » »” + %% glucose
- + 0.01% ,, o9 + 0.025%,
Kaliumjodide
7 =+ 0,01% =, % + 0.025 °;

Kaliumjodide + 14% glucose.

In deze oplossingen werden Bact. splendidum AenB
geénten naeen cultuurtijd van 5 dagen bij22—24°C, inde cul-
turen met behulp van Enrrich’s reagensop indol gereageerd.

De indolreactie in de glucosehoudende culturen was
negatief. In de glucosevrije culturen was deze het sterkst
in de oplossingen van pepton PouLenc, het zwakst in visch-
peptonoplossingen. In de overige culturen was de indol-
reactie sterker als die in vischpcptonoplossingen, zwakker
als in die van pepton PouLENC.

De intensiteit der indolreactie in de resp. peptonoplos-
singen wordt iets versterkt door de toevoeging van sec.
ammoniumphosphaat, alsmede door de gecombineerde
toevoeging van het zooeven genoemde zout en kaliumjodide.

De volgorde, waarin de intensiteit der indolreactie werd
waargenomen, is die, waarin de peptonen in het opschrift
zijn geplaatst.

De contréle met EHRLICH'S reagens van de steriele
blanco pepton-oplossingen leverde geen resultaat op, zoodat
de aanwezigheid van indol na enten met Bact, splen-
didum A en B, dit door deze bacterién uit de resp. pep-
tonen moet zijn gevormd,

De aanwezigheid van glucose belet indolvorming uit
pepton door Bact. splendidum, hetgeen uit de af.
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wezigheid van indol in de glucosehoudende culturen
kan worden geconcludeerd.

De toegevoegde zouten hadden in het geheel geen invloed
in de glucosehoudende oplossingen, slechts een zeer geringe
in de glucosevrije oplossingen.

B Voorproeven met Caseine.

Voor de proeven werd een 1.29-ige caseineoplossing
gebruikt, welke na trypsinisatic en filtreeren onder toe-
voeging van 214%, chloornatrium, was bedeeld resp. met
0.119, sec. natrium- of ammoniumphosphaat en daarna
Voorverhit was gedurende 10 minuten op 110° C. in de
autoclaaf. (Zie hoofdstuk IV).

Na afkoeling werden de oplossingen gefiltreerd en aan
die oplossing, welke natriumphosphaat bevatte nog 2 g
calciumcarbonaat per 100 em® toegevoegd.

Beide stammen A en B werden in de resp. bodems
ge€nt en na een cultuurtijd van 30 dagen bij kamertempera-
tuur onderzocht.

Daartoe werden de resp. cultuurvloeistoffen met acther
Beperforeerd, eerst alkalisch en daarna nog eens, na aanzuren
met HCI tot zwak zuur op lakmoes.

De resp. alkalische perforaten gaven alle met EHRrLICH'S
Teagens een zeer sterke indolreactie, terwijl de zure per-
foraten dit in het geheel niet deden.

Genoemde perforaten bleken na indampen hoogere vet-
Zuren te bevatten, hetgeen werd aangetoond, door de in-
damprest dezer aetherische perforaten in 0.1 N natron-
O0g op te lossen en met koperacetaat in de verkregen op-
lossingen te reageeren. Dit laatste geschiedde in de koude.

 Zacht verwarmen, werd het met koperacetaat verkregen
Neerslag afgecentrifugeerd en vervolgens onder het micros-
€0p bekeken, het bleek uit kristalleties van koper-
“IPronaat en -caprylaat te bestaan.
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Capron- en caprylzuur komen echter ook in het melkvet
voor. Aangezien caseine p.u.i. door de bereiding altijd
melkvet bevat, is het moeilijk vast te stellen of genoemde
zuren uit de caseine dan wel uit het melkvet afkomstig zijn,
omdat de caseine gedurende langeren tijd bij hooge tem-
peratuur verhit is geweest met verdunde natriumcarbonaat.
oplossing, waardoor een geringe verzeeping van het melk-
vet altijd mogelijk is.

Vanwege het feit, dat dit vet eveneens tot ongewenschte
troebeling in de resp. oplossingen aanleiding geeft, zijn
deze proeven met ontvette caseine herhaald.

De invloed van extra toegevoegde phosphaten was geheel
gelijk. Het maakte niet uit, of er sec. natriumphosphaat of
ammoniumphosphaat werd gebruikt.

Daar extra toevoeging van phosphaat een sterke bruin-
kleuring der getrypsiniseerde caseineoplossing bewerkte,
werd dit in het vervolg nagelaten.

Bij het overdoen der proeven, zooeven gemeld, echter
zonder extra toevoeging van phosphaten, werd naden zelfden
cultuurtijd (30 dagen) bij destillatie dezer culturen het-
zelfde verkregen, als bij perforatic. Naar de verdere ont-
ledingsproducten der caseine werd geen nader onderzoek
ingesteld, omdat in verband met deze proeven tot vast-
stelling van indolvorming door Bact. splendidum uit
verschillende peptonen en getrypsiniseerde eiwitstoffen het
alleen om deze ging.

Ten slotte zijn deze proeven nog met ontvette
caseine gedaan, zonder extra phosphaat—tocvoeging en de
cultuurtijd tot 10 dagen verminderd, omdat reeds na
korteren cultuurtijd indol in de peptonwaterculturen werd
aangetoond. Hierbij zijn de culturen alleen gedestilleerd.
De destillaten der twee culturen resp. van Bact, splen-
didum A en B gaven onderling geen verschillen. Beide
gaven met EHRLICH'S reagens een zeer sterke indolreactie,
en reageerden t.o.v. methylrood, lakmoes en phenol-
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phtaleine alkalisch. Ook de cultuur-vloeistoffen reageerden
Op phenolphtaleine en methylrood alkalisch, terwijl bij
het aanzuren met zoutzuur der resp. destillaten der
Culturen een sterke nevel werd waargenomen. Dit verschijn-
sel zou eventueel op ammoniak kunnen wijzen, het is echter
niet nader onderzocht.

Bij contréle gaf de steriele, getrypsineerde caseineoplos-
sing een zwak positieve indolreactie, echter niet het daaruit
Verkregen destillaat. Daarom werd in het vervolg uitsluitend
in de destillaten der verdere culturen op indol gereageerd,
terwijl er steeds een contréle met EHRLICH'S reagens op
de resp, onderzochte voedingsbodems, alsmede op de
destillaten ervan, is gedaan,

C  Proeven met tryptophaan.

De eerste proeven met behulp van Bact. splen-
didum wit tryptophaan indol te maken zijn in ecen
Belatineoplossing geschied. De samenstelling van deze
gclatincoplossing was de volgende:

Gelatine Detisivndid 20 g Sec. Natriumphosphaat . 1 g
loornatrium .. ... S S0 Water, sT R e vei 4 1000 em®

Joodkalium ... ....... oo 1018

Deze oplossing werd na geneutraliseerd te zijn t.0.v.
Neutraalrood met een 1095 -1ge sodaoplossing 10 min. op
110° ¢, verhit, na afkoelen gefiltreerd en hieruit twee oplos-
Singen gemaakt, n.l. een met 0.19, tryptophaan en een met
0.19%, tryptophaan - 149, glucose. Deze oplossingen werden
Over buizen verdeeld, terwijl ook een aantal buizen met de
ge}atincOplossing werd gemaakt. Toen Bact. splen-

tdum A en B in deze media werden geént, bleck,
dat deze niet wilden groeien, terwijl bovendien de trypto-
phaanhouc:lcndc oplossingen zonder geént te zijn, met
HRLICH'g reagens een zeer sterke reactic gaven, zoodat
13ar andere media moest worden gezocht. Hiervoor werd
gtnomen |yey vischextract, afkomstig van schol, omdat
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ook gebleken was, dat het extract van bot niet het meest
gewenschte medium hiervoor was, ofschoon Bact, splen-
didum zich niet als een zeer kieskeurige bacterie
had voorgedaan. Deze bacterie bleek in vischextract,
waarin asparagine, ammoniumlactaat, alsmede magnesium-
sulfaat, joodkalium en mono-kaliumphosphaat waren op-
gelost, zeer goed te groeien. Onderzocht werden in deze
richting het extract van bot (Pleuronectus flesus L.) schol
(Pleuronectus platessa L.) en tenslotte dat van schelvisch
(Gadus aeglifinus L.). Het extract, afkomstig van Pleuro-
nectus platessa L. werd eerst gebruikt en werd op dezelfde
wijze gemaakt en verwerkt als het voor alkalischen visch-
bouillon gebruikt extract. Hetzelfde geldt voor extract,
gemaakt van Gadus aeglifinus L. (Zie hoofdstuk IV).
Het aangezuurde extract werd na verhitten en filtreeren
met soda geneutraliseerd met 10%-ige sodaoplossing
en daarin asparagine, ammoniumlactaat, magnesiumsul-
faat, monokaliumphosphaat en joodkalium opgelost. Het
gehalte aan tryptophaan dezer oplossingen was 0.039,
Eerst werden proeven gedaan met het extract van Pleu-
ronectus platessa, met en zonder tryptophaan. Beide stam-
men A en B van Bact. splendidum werden in de resp.
oplossingen geént, waarbij bleek, dat de cultuurvloeistof,
der tryptophaanhoudende oplossingen na 36 uur reeds
indol bevatte, hetgeen met Enrricu’s reagens werd aan-
getoond. De tryptophaanvrije cultuur gaf deze reactie niet,
althans na 36 uur. Toen na zes dagen alle culturen werden
gedestilleerd, was er in de destillaten der tryptophaan-
culturen een zoodanige reactic met EHRLICH'S reagens,
dat in de koude na aanzuren met zoutzuur het opgeschonken
reagens direct rood kleurde, terwijl er bij de destillaten der
tryptophaanvrije culturen eerst bij verwarming, na aan-
zuren en het opschenken van het zooeven genoemde reagens
een lichtrose verkleuring hiervan was te zien. Hiermee is
dus wel aangetoond, dat Bact. splendidum A zoowel als
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B ook uit tryptophaan indol maakten, hetgeen met de ver-
wachting geheel overeenstemde. Verder moest worden
nagegaan of glucose de indolproductie verminderde of
verhinderde onder dezelfde omstandigheden. Niet geénte
vischextract-tryptophaan oplossing bleek bij contrdle met
EHRLICH'S reagens geen verkleuring te geven.

Voor de proeven, waarbij den invloed van glucose op de
indolvorming uit tryptophaan is nagegaan, werd extract
van Gadus aeglifinus L. gebruikt, In genoemd extract
zijn dezelfde stoffen opgelost als bij de vorige proef, maar
deze oplossing gaf een zwakke indolreactie met EHRLICH'S
reagens, het destillaat ervan niet. Bact. splendidum A werd
in dit geval gebezigd, en gezet op de volgende serie:

1 Bodem, samengesteld als vorige proef

2 Bodem, samengesteld als vorige proef, met 19, glucose
3 Bodem als by 1, echter met 0.03%, tryptophaan

4 Bodem als bij 3, echter + 19 glucose.

De cultuurtijd was 8 dagen, de kweektemperatuur
22—24° C, Na dezen tijd werden alle culturen aan destillatie
onderworpen. Alle destillaten reageerden t.0.v. phenolphta-
leine alkalisch, hetgeen niet te verwonderen is, omdat
Z00wel asparagine als ammoniumlactaat metalkali ge-
kookt, ammoniak afsplitsen. De indolreactie t.0.v. EHRLICH'S
feagens was echter geheel verschillend. Het destillaat van
Culture 1 en 2 gaf in het geheel geen indolreactie, hetzelfde
Van culture 4 gaf een zwak positieve indolreactie, maar dat
Van culture 3 gaf een zeer sterke indolreactie. Hieruitis dus
te concludeeren, dat glucose het indolvormend vermogen
VanBact. g plendidum vermindert, maar niet geheel belet.
Echter moest bij het destillaat der glucosehoudende cultuur
€en kristalletje ammoniumpersulfaat worden toegevoegd,
alvorens er kleuring optreedt, hetgeen bij het destillaat der
glucosevrije cultuur van genoemde bacterie niet noodig is.

Ook was het verwarmen in het laatste geval geheel over-
bodig,
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D Proeven met getrypsineerd kippeneiwit (Albumen ovor.
sicc.) en geéxtraheerd tarweglutenmeel (Tekal).

Bovengenoemde eiwitten, het eerste dierlijk, het laatste
plantaardig eiwit, werden getrypsineerd, omdat het eerste
bij verhitting coaguleert en het laatste in water niet oplos-
baar is. (Over de bereiding dezer oplossingen zie hoofd-
stuk IV). Beide oplossingen reageerden met EHRLICH'S
reagens, maar het destillaat van getryps. kippeneiwit-
oplossing deed dit niet; echter reageerde het destillaat van
het getrypsineerde tarweglutenmeel wel. Beide eiwitoplos-
singen gaven, na geént te zijn met Bact, s plendidum
A na 6 dagen cultuurtijd, een positieve indolreactie. De
kweektemperatuur was ook hier 22—24° C. In verband met
het feit, dat de steriele oplossing van het tarweglutenmeel
een met EHRLICH'S vloeistof reageerend destillaat gaf, was
het verkregen resultaat, n.l. dat Bact. splendidum in
genoemden bodem geént, indol zou leveren, niet geheel be-
trouwbaar. Voorts waren beide destillaten t.o.v. methylrood
alkalisch, maar zuur t.o.v, phenolphtaleine, in tegenstelling
met die der culturen in de oplossingen van getrypsiniseerde
caseine, waaruit dus bleek, dat Bact. splendidum in
eerstgenoemde oplossingen niet zoo goed groeide. De destil-
laten van de caseineculturen waren alkalisch t.o.v. phenol-
phtaleine en methylrood,

Uit de cultuurproeven, welke met peptonen, getryp-
sineerde eiwitten en tryptophaan zijn gedaan, is een over-
zicht verkregen eenerzijds van de indolvorming van Bact.
splendidum uit genoemde stoffen, terwijl anderzijds ge-
bleken is, dat in tegenwoordigheid van glucose het indol-
vormend vermogen dezer bacterie in de onderzochte ge-
vallen soms geheel is verdwenen, althans sterk achteruit-
gegaan. Naar aanleiding van de in dit hoofdstyk verkregen
resultaten werd overgegaan tot het onderzoek van handels-
peptonen,
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HOOFDSTUK XIII.

Onderzoek van handelspeptonen en vischpepton met behulp
van Bact. splendidum.

Ofschoon er in het vorige hoofdstuk reeds gedeeltelijk
¢en onderzoek is gedaan met enkele handelspeptonen, is
het onderzoek hiervan in dit hoofdstuk meer uitgebreid,
teneinde te weten te komen, in hoeverre handelspeptonen
in het algemeen geschikt zijn voor het vaststellen van
indolvorming van bacterién. In verband met de ver-
schillende afkomst der handelspeptonen is het noodzakelijk,
deze op al of niet indolvorming te contrdleeren.

Genoemd onderzoek is hier gedaan met Bact. splendi-
dum, maarkan echter met iedere bacterie geschieden, waarvan
met zekerheid bekend is, dat deze uit pepton indol maakt
N wanneer dit niet met zekerheid is vastgesteld, kan men
dit met behulp van een getrypsiniseerde caseineoplossing
Vaststellen, omdat van dit eiwit met zekerheid bekend 15,
dat het tryptophaanhoudende complexen bevat,

¢ werkmethode, waarmee eventueele indolvorming uit
verschillende peptonen kan worden vastgesteld, is zeer
€envoudig,

Daartoe wordt een 19,-ige oplossing van een handels-
Pepton gemaakt en deze eerst met behulp van EHRLICH'S
Teagens op de aanwezigheid van indol gecontrdleerd. Is de
feactie positief, dan contréleert men het destillaat van deze
Oplossing op de aanwezigheid van indol. Wanneer de
Teactie in het destillaat ook positief is, gebruikt men dat
Pepton njet,

Wanneer men vanwege de snellere diagnose, liever
Niet tot destillatie overgaat, is een pepton, dat in steriele
Oplossing deze reactie geeft, evenmin bruikbaar,

anneer men met behulp van indolvormende bacterién
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vast wil stellen, of een pepton hiervoor geschikt is, kiest
men een bepaaldesoort enonderzoekt met deze de peptonopl.

Voor Bact. splendidum is een gehalte van 39,
chloornatrium noodzakelijk, voor andere bacterién zal
meestal een andere concentratie van keukenzout dienen
te worden . gebezigd.

De concentratie van het pepton kiest men zoodanig,
dat de groei eveneens is gewaarborgd. Eventueel voegt men
nog een kleine hoeveelheid sec. natriumphosphaat toe.

Wanneer men neemt een grootere hoeveelheid pepton-
oplossing (100—150 cm?®) en ent hierin een indolvormende
bacterie. Na 8 dagen cultuurtijd (of zooveel langer als
dit noodig mocht zijn) wordt de bacteriéncultuur gedes-
tilleerd, nadat eerst op indol is gereageerd.

Mocht de indolreactie in de cultuurvloeistof
zoowel als 1n het destillaat daarvan negatief
zijn, dan is het pepton niet geschikt om te wor-
den gebezigd. Het beste doet men met EHRLICH'S
reagens de aanwezigheid van indol vast te stellen, omdat
hierdoor indol, alsmede a- en f-methylindol worden aan-
getoond, maar indolcarbonzuur en -azijnzuur niet.

De nitroprussiednatriumreactie op indol is specifiek,
maar weinig gevoelig. Omtrent het aantoonen van indol
in de cultuurdestillaten wordt verwezen naar het slot van
dit hoofdstuk, waar de genoemde methoden zullen worden
besproken.

Het verwijderen van indol uit bacterién-culturen kan
behalve door de destillatiemethode eveneens door per-
foratie met aether geschieden.

Wanneer men snel wil werken, komt laatste methode niet
in aanmerking, wel, wanneer men een eventueel aanwezig
zijn van indolcarbonzuur of indolazijnzuur naast indol
in een bacteriéncultuur wil vaststellen.

Aangezien bij litteratuuronderzoek is gebleken, dat indol-
carbonzuur en indolazijnzuur (B) met stoom niet vluch-
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tig zijn, is vooral, wanneer de cultuur alkalisch is of na
natriumcarbonaat-toevoeging wordt gedestilleerd, alleen
indol en eventueel zijn twee derivaten a- en B- me-
thylindol in het destillaat aanwezig.

Het blijkt echter, dat bij vergelijking der uitkomsten bij
een onderzoek met pepton POuLENc, dat culturen al of niet
zonder toevoeging van natriumcarbonaat gedestilleerd,
geheel dezelfde resultaten geven; daarom is het toevoegen
van soda-oplosing aan de culturen in het vervolg geheel
achterwege gelaten.

Genoemde proef is gedaan, om de mogelijkheid van het
ontleden van eventueel gevormd g-indolcarbonzuur te
verhinderen, dat bij kookhitte kooldioxyde afsplitst en dan
met stoom vluchtig indol levert.

Is in een destillaat van een aangezuurde bacterién-
cultuur indol aanwezig, wanneer van te voren in alkalische
oplossing al het aanwezige indol is verwijderd, hetzij door
perforatie of destillatie, dan wijst dit op B-indolcarbonzuur
in de cultuur.

Genoemd zuur wordt door Bact. splendidum
echter zeer weinig gevormd, hetgeen blijkt uit het feit,
dat, wanneer een peptonwatercultuur dezer bacterie, na
alkalisch gemaakt te zijn met natriumcarbonaat, na5 dagen
biina geen B-indolcarbonzuur in de cultuur aanwezig is.
Dit werd aangetoond, door na 5 dagen bij 22—24°C. Bact,
Splendidum in een oplossing van pepton POULENC te
kweeken, daarna te perforeeren (de cultuurreactie is hier
altiid  alkalisch) en na contrdle op de algehecle ver-
Widering van indol, de uitgeperforeerde cultuurvloeistof
12 aanzuren te destilleeren. Het destillaat, op deze wijze
verkregen, geeft een zéér geringe indolreactie met EHRLICH'S
reagens,

De indolreactie der destillaten van glucosehoudende
culturen van Bact. splendidum is eveneens een
“eer geringe, In hoeverre deze bacterie indolverbin-

6
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dingen vormt, welke geen reactie geven met EHRLICH'S
reagens, is niet nagegaan.

Bij het onderzoek van handelspeptonen met behulp van
Bact. splendidum gaat het erom, vast te stellen, of een
pepton geschikt is, om de indolvorming der bacterién te
bestudeeren. Zoolang de destillaten der onderzochte cul-
turen met EHRLICH'S reagens reactie geven, kan alles,
wat het aantoonen van zure indolderivaten betreft, geheel
achterwege blijven.

A Onderzoek van Pepton Diest.

Genoemd pepton werd meegebracht uit Brussel en is
afkomstig van de Pharmacie Centrale de la Belgique en
wordt door het Hospitaal te Diest gefabriceerd.

Dit pepton gaf in oplossing reeds met EHRLICH'S
reagens een kleuring, maar het destillaat der oplossing
niet. Tevens werd nagegaan, wat de invloed van enkele
zouten op de indolvorming van Bact. splendidum
was, alsmede die, welke glucose op deze eigenschap uit-
oefende.

Daartoe werd de volgende serie ingezet:

1 Peptonwater zonder extra toevoeging

2 o met Magnesiumsulfaat - (Calciumecarbonaat)
3 A »  Joodkalium

4 o »» Monokaliumphosphaat

5 4 » Dinatriumphosphaat

6 3 »» Kaliumnitraat

7 35 ,»  Kaliumsulfaat (Calciumcarbonaat)

8 Glucosepeptonwater zonder extra toevoeging

9 2 met Calciumcarbonaat

10 b » Natriumphosphaat (Dj-)

Toegevoegd werden 100 mg zout op 150 cm? oplossing,
zoowel aan peptonwater als aan glucose-peptonwater. Dit
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bevatte 19, glucose, terwijl er van calciumcarbonaat ook
19, werd toegevoegd.

Naderhand werd deze serie nog uitgebreid met 2 op-
lossingen, waaraan eveneens calciumcarbonaat werd toe-
gevoegd, hetgeen resp. achter deze is vermeld.

Alvorens tot enten der diverse voedingsoplossingen over
te gaan, werd gereageerd op nitriet in de blanco-oplossing,
en in de kaliumnitraathoudende, welke beide geen resultaat
opleverden. Deze reactie’s werden gedaan met behulp
van joodkalium en azijnzuur in tegenwoordigheid van
amylumoplossing. Ook werd op sulfide gereageerd door de
peptonoplossing, na zuur maken met zoutzuur, te koken
en een loodacetaatpapier in de damp te houden, hetgeen
¢veneens niets opleverde. Het resultaat der indolreactie
was positief, hetgeen reeds werd vermeld, alsmede het
resultaat van het onderzock van het destillaat dezer oplossing.

Genoemde voedingsbodems werden daarna geént en
daarbij het volgende resultaat verkregen.

Na zes dagen cultuurtijd bij 22—24° C. gaven Bact,
Splendidum A en B hetzelfde resultaat. Zwavelwater-
Stof werd gevormd in alle oplossingen, behalve in de glu-
€ose-, resp. de kaliumnitraat-houdende. De destillaten der
culturen, welke geen glucose bevatten, reageerden alle op me-
thylrood en phenolphtaleine alkalisch, terwijl de indolreactic
met EHRLICH'S reagens een sterk positieve was. In de ka-
hufﬂnitmat-houdcndc cultuur werd nitriet, zoowel met jood-
kallum-su'jfscz:loplossing, na aanzuren met azijnzuur, als
met GRriess-RoMEYN-reagens aangetoond. De glucosehou-
dende cultyren gaven een positieve methylroodproef, wan-
Beer er geen calciumcarbonaat in aanwezig was. In tegen-
woofdighcid van calciumcarbonaat reageerde cultuur-
Vloeistof zoowel als haar destillaat, op methylrood zeer
AWak zuur, De destillaten der andere glucose-houdende
Culturen waren eveneens zuur t,0.v., methylrood en gaven
ten zeer zwakke indolreactie met EHRLICH'S reagens.
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Zwavelwaterstof werd aangetoond met behulp van lood-
acetaatpapier. Op de indolreactie’s der destillaten der resp.
culturen maakt de kaliumnitraatcultuur een
uitzondering; in het destillaat dezer cultuur was geen
indol aan te toonen, terwijl de phenolphtaleine-proef even-
eens negatief was. Er blijkt uit deze proeven wel, dat de
zwavelwaterstofvorming toeneemt bij de resp. aanwezig-
heid der zouten, magnesiumsulfaat, kaliumsulfaat, kalium-
jodide, mono-kaliumphosphaat, dinatriumphosphaat, indien
geen glucose aanwezig is, verder geeft de phenol-
phtaleine-proef onder de zoo even genoemde omstandigheid
het resultaat, dat er steeds ammoniak in de destillaten wordt
gevonden.

Kaliumnitraat remt door de nitrietvorming den groei
zoodanig, dat er geen of hoogstens een spoortje indol door
Bact. splendidum wordt gevormd. Niettegenstaande
het feit, dat geen zwavelwaterstof werd aangetoond boven de
kaliumnitraatcultuur, is het geenszins buitengesloten, dat
deze stof het in oplossing zijnde kaliumnitraat tot nitriet
reduceert.

Tevens valt uit de verkregen resultaten te concludeeren
t.o.v. de geschiktheid voor het determineeren van micro-
organismen, wat indolvorming uit peptonen in het algemeen
betreft, dat dit pepton geschikt is, wanneer destillatie der
culturen wordt toegepast. Ofschoon het reageeren op indol
in de cultuurbuis minder omslachtig is, is het destilleeren
der culturen onder alle omstandigheden het meest zeker.

B Onderzoek van Pepton Poulenc.

Vervolgens werd pepton PoUuLENC onderzocht met behulp
van Bact. splendidum. In dit geval werd dezelfde bodem-
reeks ingezet als bij pepton DIest. Echter werden van
iedere gebruikte oplossing twee kolven geént met Bact.
splendidum en na 6 dagen cultuurtijd bij 22—24° C.
een cultuur zonder extra soda-oplossing gedestilleerd,
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terwijl de andere met sodaoplossing alkalisch werd gemaakt,
alvorens tot destillatie werd over gegaan. Als indicator werd
phenolphtaleine gebruikt. Bij het destilleeren der resp.
culturen zonder extra sodatoevoeging werd in tegenstelling
met die in oplossingen van pepton DIEsT ook zwavelwater-
stof gevormd in de kaliumnitraathoudende oplossing, Ook
reageerden beide culturen positief met GRIEss-ROMEYN-
reagens, zoodat hetgeen bij het gelijknamige milieu, met
pepton Diest bereid, verondersteld werd, n.l. reductie
van het nitraat door zwavelwaterstof tot nitriet, op deze
wijze werd bevestigd. Wat de reactie der destillaten betrof,
Wwaren hier de resultaten verder geheel gelijk aan die van
Pepton Diest, n.l. alkalisch ten opzichte van methylrood
en phenolphtaleine en met positieve indolreactie, voorzoover
deze afkomstig waren van glucosevrije culturen. Dit geldt
zoowel voor destillaten van de culturen, welke direct zijn
gedestilleerd als voor de destillaten van deze, die met soda
alkalisch zijn gemaakt. Bij de glucosehoudende culturen
gaven de resp, destillaten zonder extra toevoeging van soda
alle een zeer zwakke indolreactie: de reactie op methyl-
rood was zuur, wanneer er geen calciumcarbonaat aan de
glucosehoudende voedingsvloeistof voor het enten van
Bact, splendidum was toegevoegd, De reactie van dit
laatste destillaat was alleen t.o.v. methylrood alkalisch. De
Phenolphtalcinc-proef was bij deze cultuurdestilaten negatief.

at de methylroodproef op de drie glucosehoudende cultu-
ren betrof, reageerden deze zuur, wanneer er geen calcium-
Carbonaat was toegevoegd. In het laatste geval was er een
Overgangstint van dezen indicator waar te nemen. Af-
Wikende reactie's gaven de resp. destillaten der glucose-
houdende culturen op phenolphtaleine en methylrood,
Waarvan te voren de resp. culturen met soda alkalisch waren
Bemaakt t.o,y. phenolphtaleine. De destillaten van de
8lucose- alsmede die van glucose-calciumcarbonaatcultuur
Waren alleen alkalisch op methylrood, terwijl de glucose-
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cultuur met sec. natriumphosphaat een destillaat gaf, dat
ook met phenolphtaleine zwak reageerde. De indolreactie
der drie destillaten van de zooeven genoemde culturen,
al of niet gedestilleerd met soda, was eveneens zeer zwak,
zoodat de verschillen, wat betreft de diverse reactie's,
niet erg groot zijn. Het eenige verschil is een geringe
phenolphtaleinereactie van het destillaat der natriumphos-
phaathoudende glucoseculturen.

Wat resultaten in het algemeen betreft, is er geen ver-
schil tusschen de eigenschappen van pepton DIEST en
pepton POULENC, als geschikte stof voor het vaststellen van
indolvorming door microdrganismen in het algemeen,
Een belangrijk verschil evenwel 15, dat de indolreactie van
de blanco (steriele) peptonoplossing bij Pourenc niet op-
treedt, noch in het destillaat hiervan, terwijl bovendien de
groei in deze peptonoplossingen gemakkelijker en rijker is
dan in die van pepton Digsr.

C Onderzoek van Pepton Brunnengrdber.

Daar bij de vorige proeven is gebleken, dat de verschillen
in intensiteit der indolreactie, uitgevoerd met het reagens
van EHRLICH, niet groot waren, wanneer er extra zout in de
diverse peptonoplossingen aanwezig is, zijn bij dit onder-
zoek, alsmede die van vischpepton en de peptonen
WITTE en CHAPEAUTOT, welke nog volgen, de volgende
voedingsbodems gebruikt:

Peptonwater zonder extra zouttoevoeging

” met Magnesiumsulfaat
¥ » mono-Kaliumphosphaat
e »» Kaliumnitraat
- y»» Joodkalium
Glucosepeptonwater zonder extra zouttoevoeging
o met 1% Calciumcarbonaat

o » Sec. Natriumphosphaat

In glucosepeptonwater is het gehalte aan glucose 19%;
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het gehalte van de toegevoegde zouten is 0.075%,. Bij con-
trdle der stamoplossing van bovengenoemd pepton, bleek,
dat er een zeer zwakke verkleuring met EHRLICH'S reagens
optrad, in het destillaat van deze oplossing echter niet. Het
verkleuren was evenwel z66 gering, dat het practisch geen
beteekenis had. Daar intusschen gebleken is, dat de beide
stammen A en B van Bact. splendidum geen cultuur-
verschillen tezien gaven, is dit onderzoek, alsmede het vol-
gende, alleen met Bact. splendidum A verricht, De cul-
tuurtijd 1s tot 8 dagen verlengd, maar de kweektemperatuur
hetzelfde gebleven., Reeds in het begin van de culturiéele
onderzoekingen is gebleken, dat pepton BRUNNENGRABER op
den duur voor Bact. splendidum minder geschikt is.
Dat deze pepton een goedkooper surrogaat is van de echte
pepton WiTtE, blijkt wel uit het opschrift der etiketten,
welke op de bussen zijn geplakt, waarop als soortnaam
eveneens ,,witte"’ is vermeld. Deze pepton is echter niet
uit de fabriek van Wirre afkomstig; om geen verwarring
van namen te krijgen, is deze pepton onder den naam van
den fabrikant in deze beschrijving opgenomen.

Tijdens den cultuurtijd geven de glucosehoudende
culturen geen zwavelwaterstofontwikkeling; een zeer geringe
Spoor zwavelwaterstof wordt gevormd uit de pepton-
°Pl9ssing zonder zouttoevoeging, alsmede uit de mag-
nestumsulfaathoudende. Wanneer echter de culturen jood-

f‘_l‘“m'. mono-kaliumphosphaat- en kaliumnitraathoudend
n, is er een goede zwavelwaterstofontwikkeling te zien.
De destillaten der resp. culturen geven ecen alkalische
reactie t.o.v. phenolphtaleine en methylrood, terwijl de
indolreactie’s hiervan sterk positief zijn, wanneer de oor-
SPronkelijke culturen niet glucose-houdend zijn. Verder
feageert het verkregen destillaat van de glucosepepton-
Watercultuur, waarin  zich calciumcarbonaat  bevindt,
alkalisch op methylrood.

€ overige glucosehoudende culturen, alsmede de hier-
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uit verkregen destillaten, reageeren zuur op methylrood.
Deze geven, evenals die der overeenkomstige glucose-
peptonwaterculturen gemaakt van resp. de peptonen Digst
en POULENC, een zeer zwakke indolreactie, zoodat ook bij
het gebruik van pepton BRUNNENGRABER weer blijkt, dat
ten aanzien van de indolvorming, deze door glucose ge-
weldig wordt verminderd.

De kaliumnitraat-houdende cultuur reageert weer met
Griess-ROMEYN-reagens, zoodat mede in verband met de
sterke zwavelwaterstofontwikkeling, zooals dit bij pepton
PoULENC het geval is, de reductie van het nitraat tot nitriet
door zwavelwaterstofvorming is te verklaren.

D Onderzoek van Pepton Witte.

In tegenstelling met het vorige pepton is dit afkomstig
van de fabrieken FRrIEDRICH WiTTE.

De onderzoekingen van bovengenoemd pepton zijn
geheel gelijk aan die van het voorafgaande. Bij contrdle
der steriele peptonoplossing was een zeer geringe kleuring
van het EHRLICH'S reagens waar te nemen; het destillaat
dezer oplossing reageerde niet, Dezelfde voedingsbodems,
echter nu met behulp van pepton WITTE gemaakt, werden
voor onderzoek gebezigd. Voor het onderzoek werden 8
dagen oude culturen op de diverse bodems gebezigd, terwijl
er op dezelfde wijze op de verschillende reactie-producten
werd onderzocht. Tijdens het cultiveeren werd zwavel-
waterstof aangetoond boven de culturen, welke jood-
kalium resp. mono-kaliumphosphaat, bevatten. Boven de
andere culturen verkleurde het ]oodacctaat-papicr niet,
alleen boven die, welke kaliumnitraat bevatte, verkleurde
het loodacetaatpapier iets.

Het eenige verschil, dat optreedst, is, dat bij gebruik van
Pepton BRUNNENGRABER in plaats van pepton WiTTE er bij
aanwezigheid van kaliumnitraat wel zwavelwaterstof op-
treedt. Verder zijn de verkregen resultaten met pepton
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WiTTE geheel gelijk aan die der reeds onderzochte peptonen
onder gelijknamige omstandigheden.

De destillaten der glucosevrije culturen waren op
phenolphtaleine en methylrood alkalisch, gaven in tegen-
stelling met die der glucosehoudende culturen een zeer
sterke indolreactie. Laatstgenoemde culturen en hunne
resp. destillaten waren zuur t.0.v. methylrood bij afwezig-
heid van calciumcarbonaat.

De kaliumnitraatpeptoncultuur gaf met Grizss-RoMEYN-
reagens nitrietreactie. Alleen alkalisch op methylrood was
het destillaat van de glucosepeptonwatercultuur in tegen-
woordigheid van calciumcarbonaat, echter niet phenol-
phtaleine.

De zouten mono-kaliumphosphaat en kaliumnitraat heb-
ben dus invloed op de zwavelwaterstof vorming, maar hun
invioed op de indolvorming is evenals die der andere
met name magnesiumsulfaat en kaliumnitraat gering, om-
dat de peptonwatercultuur van Bact. splendidum

na 8 dagen een destillaat levert, welk een sterke indol-
feactie geeft,

E  Onderzoek van pepton Chapeautdt,

Bovengenoemd pepton is evenals de pepton POULENC
¢en Fransch product. De steriele oplossing hiervan rea-
Beerde zwak op EmRLICH'S reagens, maar het destillaat
tvan echter niet. Het onderzoek is geheel volgens het
feeds bekende schema verricht. Het resultaat van het
Onderzoek is geheel aan die der vorige onderzoekingen
gelijk, aangezien alleen het pepton is veranderd, maar de
Overige stoffen als de oplosbare zouten, glucose en calcium-
Carbonaat in dezelfde concentratie zijn gebleven. Zwavel-
Waterstofvorming der peptonwatercultuur bleef uit, zonder
€xtra “Oouttoevoeging; evenmin werd zwavelwaterstof ge-
vormd in tegenwoordigheid van glucose. Ook de kalium-
Mitraathoudende cultuur gaf zwavelwaterstofvorming, als-
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mede die resp. joodkalium, mono-kaliumphosphaat en mag-
nesiumsulfaat bevatten.

De nitrietreactie met GRriEss-ROMEYN-reagens in de
kaliumhoudende cultuur was positief. De destillaten der
glucosevrije culturen, gaven alle een alkalische reactie op
methylrood en phenolphtaleine, alsmede een sterke indol-
reactie met EHRLICH'S reagens. De indolreactie’s der glucose-
houdende culturen waren met uitzondering van het destil-
laat der glucose-calciumcarbonaat-cultuur negatief, De
reactie van laatstgenoemd was op methylrood alkalisch,
terwijl de indolreactie ervan zeer zwak, doch waarneembaar
was. De reactie der andere glucosehoudende culturen was
zuur op methylrood, alsmede hunne bijbehoorende destil-
laten.

F  Onderzoek van Vischpepton.

Genoemde pepton werd gemaakt van stokvisch. (Zie voor
de bereiding hoofdstuk IV). De oplossing ervan gaf een
lichtrose verkleuring met het reagens van EHRLICH, echter
ternauwernood waarneembaar, terwijl het destillaat ervan
in het geheel geen kleuring gaf. Tenslotte werd ook het
vischpeptononder dezelfde reeds genoemde omstandigheden
onderzocht. Tijdens den cultuurtijd werd door Bact.
splendidum zwavelwaterstof gevormd uit alle glu-
cosevrije oplossingen; echter kleurden de loodacetaat-
papiertjes niet zoo sterk als bij de reeds onderzochte pep-
tonen. Alleen maakte de kaliumnitraathoudende cultuur
een uitzondering.

Uit deze laatste oplossing werd door genoemde bacterie
geen zwavelwaterstof gevormd, evenals uit de glucose-
houdende oplossingen. Deze gaven met uitzondering van
de cultuur met calciumcarbonaat een zure reactie op
methylrood, terwijl de indolreactic der overeenkomstige
destillaten een zeer geringe was; deze waren alle drie zuur
op methylrood, echter dat van de calciumcarbonaat-glucose-
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cultuur vergeleken met de andere twee zeer weinig, De
overige destillaten zijn op methylrood en phenolphaleine-
alkalisch en geven alle positieve indolproef, doch de kleu-
ring van het reagens is een veel geringere. Dit is een be-
vestiging van hetgeen in hoofdstuk XI van vischpepton
is gevonden. Ook de nitrietreactie van de kaliumnitraat-

houdende cultuur met GRiEss-ROMEYN-reagens treedt even-
eens op.

Wanneer de verkregen resultaten’ uit het zooeven be-
schreven onderzoek met elkander worden vergeleken, dan
blijkt het volgende:

Alle onderzochte peptonen geven bij het cultiveeren
van Bact. splendidum in hun resp. oplossingen ten
allentijde indol, wanneer geen glucose in oplossing is.
Glucose vermindert het indolvormend vermogen van
Bact. splendidum, ook zelfs, wanneer inplaats van
Pepton, tryptophaan wordt gegeven.

ischpepton is het minst tryptophaanhoudend, terwijl de
Peptonen PouLenc, CHAPEAUTOT, WITTE, BRUNNENGRABER
en Diest, veel meer tryptophaan bevatten, te oordeelen naar
de reactie met EnrLicy’s indolreagens na het cultiveeren van
¢t splendidum in hunne resp. oplossingen, of de
hieruit verkregen destillaten.
oevoeging van zouten heeft oogenschijnlijk weinig
oed op de indolvorming.

Kaliumnitraatwordt in elke peptonoplossing door Bact.
Sl?lcndidum tot nitriet gereduceerd, omdat genoemd
Microdrganisme uit al der onderzochte peptonen zwavel-

Waterstof kan vormen en deze stof reduceerend op kalium-
nitraat werkt,

invl

Nitraathoudende culturen geven bij alle peptonen met
Foutzuur aangezuurd tengevolge der nitrietvorming rood-
kleurmg (nitroso-indolreactie), er heeft met EnrLicn's
reagens slechts een geringe kleurverandering plaats. De



92

destillaten dezer culturen reageeren vlot met EHRLICH'S
reagens, Tevens is in alle destillaten van kaliumnitraat-
houdende culturen met GRriEss-ROMEYN-reagens gereageerd.
waarbij zij het ook soms zwak, een spoortje nitriet is aan-
getoond. Dit moet de oorzaak zijn, dat bij aanzuren met
zoutzuur na even staan roodkleurig optreedt, omdat ook
indol in het destillaat aanwezig is; bij het opschenken
van EHRLICH'S reagens wordt deze roodkleuring versterkt,
Daar het gehalte aan in oplossing aanwezig nitriet te groot is,
treedt er om die reden hierin geen kleuring met EHRrLICH'S
reagens op. Hetzelfde wordt gevonden, wanneer men
EHRLICH'S reagens indol heeft aangetoond en daarna
kaliumnitriet in de roode oplossing brengt; de kleur
vermindert direct en verdwijnt soms geheel, Dit verschijnsel
is bekend uit het onderzoek van bE Worrr (Litt. Diss,
pE WoLrF, Utrecht 1927, pag. 119—150).

De destillaten, uit glucosevrije culturen verkregen, zijn
zonder uitzondering alkalisch, die der (glucosehoudende)
alleen alkalisch op methylrood, wanneer calciumcarbonaat
als zuurbindend middel is toegevoegd, een enkele maal
slechts zwak zuur. Die der andere, (glucosehoudende)
culturen waren zonder uitzondering zuur op methylrood.
Laatstgenoemde culturen waren ook in tegenwoordigheid
van natriumphosphaat zuur op methylrood.

De glucosevrije culturen waren alle alkalisch op methyl-
rood, echter niet op phenolphtaleine.

De onderzochte peptonen, DiEsT, PouLENC, BRUNNEN-
GRABER, WITTE, CHAPEAUTOT, alsmede vischpepton zijn
uitstekend bruikbaar voor het vaststellen der indol-
vorming van microdrganismen, indien deze in de resp.
oplossingen dezer peptonen willen groeien. Alleen kan niet
genoeg de nadruk gevestigd worden op de contrdle, wan-
neer er tot gebruik van een bepaald handelspepton wordt
overgegaan of van een bekend pepton nieuwe voorraad
in gebruik wordt genomen.
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Het verdient evenwel aanbeveling, zoo mogelijk, destil-
latie der culturen toe te passen, aangezien deze methode
het meest zekere resultaten t.o.v. eventueele indolvorming
heeft. (Litt. Bauper, Indolreaktionen bei Proteusbacillen,
Folia-Microb. II—3 (1914) 1—9.

FRIEBER geeft als resultaat zijner onderzoekingen op, dat
EHRLICH'S reagens voor indol en enkele methylderivaten
van indol specifiek is.

PORCHER geeft omtrent de bruikbaarheid van genoemd
reagens op, dat bij diens onderzoekingen zich enkele
gevallen hebben voorgedaan, dat ook tryptophaan-houdende
eiwitachtige stoffen op zich zelf reeds met EHRLICH'S
reagens kleuring geven. In verband hiermede geeft hij
de voorkeur eraan om het eventueel gevormde indol aan
een bacteriéncultuur te onttrekken door deze uit te schud-
den met aether, daarna onder toevoeging van enkele
druppels alkohol 969, te centrifugeeren, om tenslotte
in de aetherische oplossing op indol te reageeren. Als
tweede methode beveelt hij stoomdestillatie of directe
destillatie der bacteriénculturen aan.

Volgens FRIEBER is de reactie van SALKOWSKY met behulp
van natriumnitriet en 509, zwavelzuur voor indol niet
Specifiek, maar geeft met bepaalde indolderivaten eveneens
€en reactie,

Er volgt uit de proeven van FRIEBER en PORCHER, d at
Slechts met zekerheid indolvorming
kan worden vastgesteld, indien de 1in-
dolreactie in de destillaten der cul-
tuurvioeistoffen wordt uitgevoerd.

Toch blijft het ook in dit geval nood-
Zakelijk,het destillaat of het aetherisch
€Xtract van den sterielen voedings-
%)Odem vooraf op de aanwezigheid van
1ndol te onderzoeken.



04

Conclusie’s:

Naar aanleiding der proeven, welke gedaan zijn om met
zekerheid vast te stellen, of er uijt bepaalde peptonen indol
door Bact.splendid um wordt gevormd, is gebleken, dat
deze bacterie na een cultuurtijd van 8 dagen bij 22—24° C,
in de oplossingen der onderzochte peptonen indol en
ammoniak heeft gevormd,

Glucose vermindert het indolvormend
vermogen van Bact. splendidum zoodanig,
dat slechts een geringe indolreactie in de
destillaten der glucosehoudende culturen
valt waar te nemen.

Zoowel de proeven van FRIEBER en PORCHER,
als eigen waarnemingen geven tot resultaat,
dat de indolvorming van microdrganismen
het beste kan worden Vastgesteld, indien
met EHRLICH’S reagens in de cultuurdestil-
laten wordt gereageerd,

De toegevoegde zouten hebben met uit-
zondering van kaliumnitraat jn bepaalde
gevallen, qualitatief geen invioed op de
indolvorming.
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HOOFDSTUK XIV.
Indolvorming in de oplossingen van getrypsiniseerde peptonen,

Bovengenoemd onderzoek werd verricht met de vol-
gende peptonen: CHAPEAUTOT, POULENC, BRUNNENGRABER,
WITTE en vischpepton. Van de peptonen werd een 19%,-ige
oplossing, welke gefiltreerd is na voorverhitting, hetgeen
voor de bereiding van peptonwater in het algemeen ge-
bruikelijk is volgens het voorschrift van GERSBACH met
trypsine behandeld. Nadere bijzonderheden hieromtrent
worden in het hoofdstuk voedingsbodems beschreven. De
verkregen oplossing wordt na het brengen op een gehalte
van 39, chloornatrium en steriliseeren als voedingsbodem
gebruikt, Ook in dit geval is de invloed van glucose op de
indolvorming van Bact. splendidum nagegaan volgens
dezelfde methode, welke bij het onderzoek van handels-
Peptonen is gebruikt,

Nadat een indolvorming in de oplossingen, verkregen uit
Pepton BRUNNENGRABER en vischpepton was gevonden (zie
hoofdstuk IX en XII), werd vanwege het feit, dat de reactie
beter in het cultuurdestillaat als in de cultuur zelf kon
Worden uitgevoerd (zie hoofdstuk XIII), ook dit onderzoek
geheel volgens hetzelfde schema gedaan. Wat de resul-
taten van het onderzoek van de oplossingen der ge-
trypsiniseerde peptonen in het algemeen betreft, zijn deze
geheel gelijk aan die der oorspronkelijke peptonen.

Nadat de verkregen steriele oplossingen gecontrdleerd
Waren met Enurricy's reagens, bleek, dat alle een spoor
indo] bevatten, met uitzondering van die van het visch-
pePthn- De resp. destillaten ervan gaven practisch geen
kle““"g met genoemd reagens.

De oplossingen zijn alle geént met Bact. splendi-
dufn Aen n 8 dagen cultuurtijd bij 22—24° C, ge-
destilleerd, De glucosevrije culturen gaven geen zwavel-
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waterstofontwikkeling bij de oplossingen van vischpepton,
pepton WITTE en pepton BRUNNENGRABER, wel echter
bij die der peptonen POULENC en CHAPEAUTST. De des-
tillaten dezer culturen reageerden op methylrood en
phenolphtaleine alkalisch en gaven een sterk positieve
indolreactie.

Bij de glucosehoudende culturen werd geen zZwavelwa-
terstof ontwikkeld; zoowel culturen als hunne resp, destil-
laten gaven een zure reactie op methylrood, terwijl slechts
een spoor indol hierin kon worden aangetoond.

Uit bovenstaande gegevens kan dus worden ge-
concludeerd, dat men ook deze vooraf getrypsiniseer-
de peptonoplossingen eerst dient te contrbleeren al-
vorens deze oplossingen voor bacteritele doeleinden
te bezigen. Verder, dat het voor het cultiveeren
van Bact. splendidum niet uitmaakt, of deze in
de al of niet getrypsineerde oplossingen van peptonen
wordt gecultiveerd, Ook blijkt bij dit onderzoek weer, dat
men van het destillaat der bacteriénculturen een veel be-
trouwbaarder resultaat krijgt, wanneer men hierin op in-
dol reageert.

LITTERATUUR.

GersBacH, Centralblatt f. Bakteriologie Abt, I Orig., Band 88 pag.
145—151.



HOOFDSTUK XV.

Dier- en Agglutinatieproeven met lichtbacterién.
Inleiding:;

Het is een bekend verschijnsel, dat vreemd eiwit, evenals
gedoode of levende microdrganismen, bij proefdieren
ngespoten, in het bloed dezer dieren antistoffen doen
ontstaan, welke met het ingespoten antigeen reactie geven.
In vitro uitgevoerd, geven antigenen met verdunningen van
hun antiserum of verdunningen van het antigeen met
onverdund antiserum o.a. aanleiding tot agglutinatie,
1¢SP. precipitatie. Als contrdle bij deze proeven dienen
lanco te worden onderzocht het normaalserum van het
Proefdier afkomstig, voordat het is ingespoten, alsmede
d‘;" Physiologische chloornatriumoplossing, welke als verdun-
ingsvloeistof wordt gebruikt, evenals een mengsel van
Physiol, NaCl-oplossing en normaalserum; geen van alle
mogen aanleiding geven tot vlokvorming. Bij omschudden
moet het antigeen, wanneer het microdrganismen zijn,
Weer gemakkelijk homogeen suspendeeren.
aar er tot nog toe in de bacteriologie de meening heerscht,
At saprophyten bij proefdieren ingespoten, niet tot het
Vormen vap agglutininen aanleiding geven, is de nieuwere
lmer,at““r geraadpleegd, waarbij bleek, dat ook sapro-
ﬁlilgit;sche lichtbacte'rién, bij progfdicrcn ingf.spotcn, aan-
€ tot de vorming van specificke agglutininen gaven,

b
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Dit betrof een onderzoek van Sepia-lichtbacterién, welke
bij konijnen ingespoten, de vorming van agglutininen te
voorschijn riepen.

(Litt. GERTRUD MEISzNER, Centralblatt f. Bact., Abt.
IT, Band 67, (1926), pag. 210—221.

In de oudere litteratuur komt nog een dergelijk onder-
zoek van lichtvibrionen voor, waarin hetzelfde wordt ge-
vonden (Litt. BALLRER, Centralblatt f.Bakt.Abt. 11 19—1907,
pag. 572—576). Deze proeven zijn gedaan met lichtbacte-
rién, als Vibrio DUNBARI, welke pathogene eigenschap-
pen heeten te bezitten.

In verband met de gevonden morphologische en bio-
chemische eigenschappen van Bact. phosphoreum
A, B en C, welke geheel identiek waren, echter van
Bact. splendidum A en B verschilden, zijn deze
proeven gedaan, om te weten te komen, of de onder-
zochte stammen bij inspuiten van konijnen pathogeen
waren, en voor het geval, dit niet zoo was, of toch zich in
het bloed dezer dieren specifieke agglutininen hadden ge-
vormd.

Beschrijving der proeven.

Ten einde na te kunnen gaan, of Bact. phospho-
reum A, B en C, alsmede Bact. splendidum
A voor konijnen pathogeen waren, werden eerst geringe
hoeveelheden intraveneus bij deze dieren ingespoten en
daarna waargenomen, of zich eenigerlei afwijking vertoonde.
Het bleck echter van niet, zoodat deze geringe hoeveelheid
der resp. bacterién geen invloed had. Bij deze proeven
werd 5 cm® van een zeer licht troebele emulsie dezer
bacterién geinjiceerd, welke gemaakt was door een 36—48
uur oude cultuur der resp. onderzochte lichtbacterién
met physiologische keukenzoutoplossing af te schudden en
daarna met dezelfde oplossing op de juiste troebelingsgraad
te brengen,
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Na 2 dagen werd van een emulsie van dezelfde troe-
belingsgraad 1 cm® en tenslotte van dezelfde emulsie 114
cm® ingespoten, 4 dagen na de eerste injectie. Deze proef
gaf een negatief resultaat.

Na herhaling van de injectie met sterkere bacterién-
emulsie’s werd 5 dagen hierna tot het aftappen van bloed
der resp. proefdieren overgegaan, nadat deze 12 wuren
hadden gevast,

Nadat het afgetapte bloed in de ijskast weggezet was,
bleek dat het laatste meer en gemakkelijker serum leverde
dan dat, hetwelk van de dieren was afgetapt, zonder dat
deze hadden gevast,

Eerst werden de zoo verkregen bloedsera onderzocht,
met de gelijknamige bacterién, waarmede de dieren waren
geinjiceerd,

Bij het agglutineeren bleek, dat dit beter geschiedde bij
37° C., dan bij kamertemperatuur, De beschreven proeven
Werden eerst met Bact, phosphoreum A, Ben C
gedaan,

De gemaakte serumverdunningen waren de volgende:
1=5,1:10,1:20,1;40,1:80,1.-100,1:160,1:200,
13400, 1809, ; : 1600, 1 : 3200,

€z¢ werden op de dubbele concentratie gemaakt en
daarna met een gelijke hoeveelheid bacterién-emulsie ver-
und, Alg antigeen dienden met physiologische keukenzout
afgeschudde 36—48 uur oude agar-culturen der resp.
Phosphorcurm;tammcn, welke zoo troebel waren, dat een
inktlijn Op Wit papier netnog te zien was, wanneer deze be-
€ken werd, door een reageerbuis, welke de emulsie bevatte.
ooraf waren de emulsie’'s van Bact. phospho-
f€um A B¢, ¢ gefiltreerd.

Als contrdle dienden normaalserum 1:2 en 1:100,
alsmede physiologischc keukenzoutoplossing en een serum-
Verdunning 1 ; 40,

U deze proeven met Bact. phosphoreum A,
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B en C bleek, dat Bact. phosphoreum A, tot een
verdunning van 1:400 agglutineerde met eigen serum.
Bact. phosphoreum B en C agglutineerden bij
verdunningen resp. 1: 1600, resp. 1 : 3200.

De buisjes, waarin een positieve agglutinatie was waar
te nemen, bleven echter toch zwak troebel, ofschoon duide-
lijke sluiervorming Zzichtbaar was.

Bij omschudden was deze laatste niet meer tot emulsie
te brengen; in de contrélebuizen met normaalserum1 : 2 en
1: 100, alsmede die met physiologische keukenzoutoplossing
waren de resp. antigenen zonder meer uitgezakt en bij om-
schudden weer gemakkelijk homogeen te suspendeeren.

De serumverdunning met physiologische keukenzout-
oplossing bleef geheel helder.

Het antigeen, hetwelk van Bact. splendidum
gemaakt was, gaf in het geheel geen agglutinatieverschijnsel,
te zien in de serumverdunningen, gemaakt van de resp.
Bact.phosphoreum-sera. Laatstgenoemd antigeen
gaf evenmin vlokvorming in normaalserumverdunningen
en het zich eveneens bij omschudden homogeen suspen-
deeren in physiologische keukenzoutoplossing, als in nor-
maalserum en phosphoreum-serumverdunningen.

Vervolgens werden proeven gedaan met het antiserum
van Bact. splendidum A, hetwelk op dezelfde
wijze was verkregen, door een konijn met deze bacterién
intraveneus in te spuiten, zooals dit het geval was bij Bact.
phosphoreum A, B en C.

De gebruikte verdunningen waren 1:50, 1 : 100,
1:200, 1:400, 1:800, 1:1600 van het antiserum, als
contréle waren physiologische keukenzoutoplossingen, anti-
serumverdunning 1:50 zonder antigeen en normaalserum
1 : 50 met antigeen, evenals de keukenzoutoplossing.

Het maken der verdunningen werd geheel op dezelfde
wijze gedaan als bij dezelfde proeven met Bact. phos-
phoreum A, B, en C. Als antigeen fungeerde hier een
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24 uur oude agarcultuur van Bact. splendidum A,
terwijl er eveneens proeven gedaan werden met een antigeen
van Bact. splendidum B. Beide werden daartoe
op de bij Bact. phosphoreum A enz. genoemde
wijze gesuspendeerd en daarna gefiltreerd.

Beide antigenen, werden tot 1: 1600 geagglutineerd;
er trad hier in tegenstelling met de agglutinatie van Bact.
Phosphoreum A, B en C, na 5 uur sterke vlok-
vorming, en na 20 uur volledige clarificatie op, wanneer
bij 37° C. werd geagglutineerd.

Bij de contréleproeven was het antigeen weer homogeen
te suspendeeren bij omschudden, terwijl de serumver-
dunning met physiol. keukenzout opl. geheel helder bleef.

De phosphoreumstammen op gelijke wijze onderzocht,
gaven een negatieve uitkomst.

‘Uit deze proeven blijkt dus, dat serologisch een bevesti-
8ing is gevonden, dat Bact. splendidum A en B
geenerlei verwantschap hebben, met Bact. phos-
Phoreum,

Tenslotte zijn nog proeven gedaan met Bact. phos-
Phoreum Aen deseravanBen C, met Bact. phos-.
Phoreum B en de sera van A en C, en met Bact.
Phosphoreum C en de sera van A en B.

Als verdunningen der resp. sera werd de reeks 1: 100,
1200, 1:400, 1:800, 1: 1600, 1: 3200 genomen met
als contrdle normaalserum 1 : 100 en physiologische keuken-
“outoplossing, Ook hier werd bij 37 °C. geagglutineerd
0 daarbij de volgende resultaten verkregen:

B"IC‘- Phosphoreum A agglutineert met serum B tot een verdunning
o nzien: 433; met serum Cis bij 1 : 100 een zeer geringe agglutinatie
, ter zeer dubieus.

Bact, phos phoreum B agglutineert met serum

ve:;: ¢en verdunning van 1 : 400 positief en bij hoogere
Iing is er aanwijzing van geringe vlokvorming.
€tserum Ctreedtin geen der verdunningen agglutinatie op.
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Bact. phosphoreum C agglutineert met serum
A zeer dubieus in een verdunning 1 : 100, terwijl er in de
verdere verdunningen, alsmede in die van B-serum geen
agglutinatie is waar te nemen.

Uit deze laatste proeven blijkt, dat Bact. phos-
phoreum AverwantismetBact. phosphoreum
B. De verwantschap van Bact. phosphoreum A
en B met Bact. phosphoreum C is, voor zoover
deze aanwezig is, een zeer geringe.

Ook bij deze proeven treedt weer geen volledige clarifi-
catie op, zooals dit het geval is bij de serumverdunningen
met het daarbij behoorend antigeen.

Als reden, waarom bij de agglutinatieproeven met Ba ct.
phosphoreum A, B en C geen volledige clarificatie
is opgetreden, moet als waarschijnlijke oorzaak hiervan de
groote hoeveelheid gebruikt antigeen worden opgegeven.

De agglutinatie bij Bact. phosphoreum A, B
en C is fijnvlokkig, bij Bact. splendidum A en B

grofvlokkig,
LITTERATUUR,

GEerTRUD MEISNER, Untersuchungen iiber die Symbiontischen Leucht-
bakterién, Centralblatt f. Bact. Abt. II Band 67 (1926) pag.
210—220.

F. BALLNER, Ueber das Verhaltenvon Leuchtbakterién bei der Ein-
wirkung von Agglutinationserum und anaestisierenden chemischen
Agentien, Centralblatt f. Bakt. Abt., II Band 19 (1907) pag.
572—573.

HOOFDSTUK XVI.
Conclusie en samenvatting.

In het beschreven onderzoek is aangetoond, dat Bact.
phosphoreum A, Ben C geheel dezelfde culturiéele
en morphologische eigenschappen hebben, echter wijst het
gedrag van deze bacterién t.o.v. antisera, dat er een groote
verwantschap is tusschen de stammen A en B, maar deze
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een geringere verwantschap met Bact. phospho-
reum C hebben.

Glucose, mannose, galactose, fructose en maltose, wer-
den door genoemde bacterién onder zuur en gasvorming
vergist, de organische stikstofbron (peptonen, gistwater en
vischbouillon) heeft hierop geen invloed. Ook de invloed
van zouten op de gisting is voorzoover, aanwezig, gering.

Bij de sulfietgisting van glucose worden door Bact.
Phosphoreum A, B en C rijkelijk aceetaldehyde ge-
vormd, hetgeen bij pyrodruivenzuur niet het geval is.

Wanneer deze stof onder invloed van sulfiet wordt om-
Bezet, 1s er een geringe spoor aceetaldehyde aantoonbaar,
hetgeen erop wijst, dat Bact. phosphoreum A, B
en C deze stof op een andere wijze als glucose ontleden.

Amylum, dextrine, saccharose, lactose, manniet, sorbiet,
dulciet, arabinose, arabiet, sylose, glycerinaldehyde en
glycerine worden door deze bacterién niet ontleed.

In peptonwater, getrypsineerd peptonwater en trypto-
phaanvischextractoplossing gecultiveerd, geven geen der
Stammen indolvorming, met uitzondering van Bact
P hosphoreum B, die na 14 dagen een zeer geringe
indolreactie geeft.

]?CZC bacterién bezitten dus geen peptolytisch, dia-
Statisch, of inverteerend ferment. Deze laatste twee eigen-
schappen zijn geheel in overeenstemming met de kenmerken,
welke .BUC}IANAN voor lichtbacterién opgeeft.

.D.e invloed van zouten, als oplosbare phosphaten, op de
8ISting is qualitatief, voor zoover nagegaan, zeer gering. Deze
ende outen magnesiumsulfaat en joodkalium zijn voor deze
s;‘::;-il:ﬁn. alleen dan grocibcvord‘crc:'ad, indien de gebruikte

ngsbodem voor deze geschikt is gebleken.
1t l?}’-t onderzoek van Bact. splendidum A
;;; i:iukt, da_t deze geheel ic!cntick zijn, zoowel culturiéel
Phologisch en serologisch.
¢z¢ bacterién hebben culturitel geheel andere eigen-
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schappen dan Bact. phosphoreum A, B en C.
Voorzoover zij gistende eigenschappen hebben, vormen
zij uit amylum solubile, dextrine, maltose, glucose, mannose
galactose, fructose, manniet, glycerine en pyrodruivenzuur
(Na als NH, zout) uitsluitend zuur.

Uit de diverse peptonen (Diest, PouLENC, WITTE, CHA-
PEAUTOT, BRUNNENGRABER en vischpepton, alsmede uit
caseine (getrypsiniseerd), wordt door Bact. splendi-
dum A en B indol gevormd, hetgeen eveneens het geval
1s met tryptophaan.

De indolvorming wordt in hooge mate door de aan-
wezigheid van glucose verminderd, in geringere mate
bij tryptophaan.

Uit kaliumnitraat, wordt in tegenwoordigheid van pep-
tonen nitriet gevormd. Het meerendeel der peptonen
levert zwavelwaterstof bij het cultiveeren van Bact.
splendidum A en B in de diverse oplossingen, terwijl
bij afwezigheid van glucose uit de zooeven genoemde cul-
turen, altijd een op phenolphtaleine alkalisch destillaat
wordt verkregen (ammoniak).

De invloed van zouten op indolvorming en gisting is
qualitatief zeer gering. Echter werken bij deze bacterién
behalve natrium-, kalium- en ammoniumphosphaat de
zouten magnesiumsulfaat en joodkalium, alsmede kalium-
sulfaat groeibevorderend.

Kaliumnitraat werkt door nitrietvorming remmend, even-
als de natriumsulfiet.

Bovendien is de gisting niet afhankelijk van het gistings-
miliey, alleen gistwater is, wegens zuurvorming, voor Bact.
splendidum A en B geheel ongeschikt.

Bij het onderzoek van eiwitachtige stoffen met behulp
van Bact. splendidum is gebleken, dat alle ge-
bruikte peptonen geschikt voor indolvorming zijn. Het
meest betrouwbare resultaat wordt verkregen door de
culturen te destilleeren.
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Bij deze proeven is het zeer gewenscht zorgvuldige con-
trdle toe te passen. Ook bij het bestudeeren van bacteriéele
gisting is contrdle van den blancobodem met behulp van
dezelfde bacterién gewenscht.

Bact. splendidum A en B vormen bij sulfiet-
gilsting uit manniet, glucose en amylum sol. aceetaldehyde;
uit pyrodruivenzuur vormen zij onder dezelfde omstandig-
heden evenals Bact. phosphoreum A, B en C
ten hoogste een spoor aceetaldehyde.

Bact. phosphoreum A, B en C hebben de
volgende eigenschappen met Bact, splendidum A
en B gemeen:

Morphologisch: beiden zijn Gram-negatief en niet sporen-
vormend.

Cultm:éel: Vergisten pyrodruivenzuur (natrium- of ammoniumzout)
uitsluitend onder zuurvorming en vormen in tegenwoordigheid
van ?aldumsulfiet slechts een geringe spoor aceetaldehdyde.
Natx:mmsu]ﬁet werkt voor beiden groeibelemmerend.
Inuline wordt door beiden niet aangetast.
glumse wordt door beiden onder aceetaldehydevorming vergist,
i1 tegenwoordigheid van calciumsulfiet. Het gedrag to.v.
konijnen is gelijk. Beiden zijn voor deze dieren niet pathogeen
€N geven bij deze dieren onder geschikte omstandigheden o. a.
aa-nleldjng tot het ontstaan van agglutinen.

iet ontleed worden, arabiet, arabinose, xylose, sorbiet, lactose
i o Saccharose, dulciet.

U verschillen in de volgende eigenschappen:

act,
Phosphoreum A,Ben C. Bact. splendidum Aen B

iet beweepli:
: glijke, : 3 - 2
Uiteinden ajfgertzgfsmf}es, aan beide  beweeglijke, lange, gekromde staafjes.

Ormen y;
3 1t : %
Tinge Peptonen hoogstens cen ge- Vormen uit peptonen enz. indol, ver-

Poor indol en vervloeien geen

Belating, Uiy vloeien gelatine aan de lucht na on-
tisch geen i ;WPtophaan wordt prac- geveer 4 dagen. (Schaalvormige ver-
indol gevormd na 8 dagen. vloeiing. Uit tryptophaan wordt na

vm‘!nen uit 36 uur indol gevormd.

Waterstof Peptonen enz. geen zwavel- Vormen uit peptonen zwavelwaterstof
(zie hoofdstuk peptononderzock).

ergi;ten
onder ; i .
fuur en gasvorming: Vergisten onder zuurvorming:
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Glucose, mannose, galactose, fructose en
maltose.
Vergisten niet:

Glycerine, manniet, dextrine en amylum
sol.

Vormen op bouillon geen oppervlakte-
huidje. Bouillon- en peptonwater-
culturen zijn zeer zwak troebel met
weinig neerslag.

Het beslag op vischbouillonagar en ge-
latine is dun en niet slijmig.

In neutraalrood-glucosevischbouillon flu-
orescentie en gasvorming.

Geven een dun beslag op peptonaardappel
en zijn hierop zwak lichtend.

Groeien langzaam.

Agglutineeren fijnvlokkig.

ronde gaafrandige blauwe kolonién op
lakmoes-pepton-manniet-agar (plaat-
cult.).

Glucose, mannose, galactose, fructose el
maltose.
vergisten
ming:
glycerine, manniet, dextrine en amylum

sol.

Oppervlaktehuidje op bouillon-en pep-
tonculturen, het laatste vooral b
tegenwoordigheid van phosphatetl
magnesiumsulfaat of kaliumjodide.

Dik slijmig neerslag in bouillonculturet:

Slijmig beslag op vischagar, geen gasV:
of fluorescentie in neutraalrood-gluco”
sevischbouillon.

onder zuurvor

Dik slijmig beslag op pepton aardaq‘.u‘)el
en sterk lichtend.

Groeien zeer snel.

Agglutineeren grofvlokkig.

zich uitbreidende roode kol. op lakmoes”
pepton-mannietagar (plaatcult.).

Uit deze onderzoekingen is, ten aanzien van Bact.
splendidum A en B,gebleken, dat zij in tegenstelling
van Bact. phosphoreum A, Ben C een diastatisch
en peptolytisch ferment bezitten, aangezien, amylum solu-
bile wordt vergist en pepton onder indolvorming wordt
ontleed en bovendien gelatine vervloeid.

Vooral het vermogen tot het ontleden van zetmeel is iets
merkwaardigs, aangezien door de sulfietgistingsproeven
het bewijs is geleverd, dat hier aceetaldehyde wordt, gevormd.
Glycerine wordt, evenals pyrodruivenzuur in tegenwoordig-
heid van sulfiet op andere wijze ontleed, aangezien hier
evenals dit het geval was bij pyrodruivenzuur, slechts een
spoor aceetaldehyde wordt gevormd.

Het vermogen van Bact. splendidum A en B,
om amylum te ontleden, is niet in overeenstemming met
de opgaven van BucHANAN, welke opgeeft, dat de licht-
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bacterién geen diastatisch ferment zouden afzonderen. Dit
blijkt bij Bact. phosphoreum A, Ben C het geval
te zijn, maar bij Bact. splendidum moet een derge-
lijk ferment aanwezig zijn, anders is de mogelijkheid
tot Zuur resp. aceetaldehyde-vorming geheel buitengesloten.

Ten slotte blijkt proefondervindelijk, dat saprophytische
lichtbacterién bij konijnen ingespoten, de vorming van
agglutininen bewerken.
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ERRATUM.

Pag, 31, 14¢ regel v.o.
staat: naar de hoofdstukken VII en XI
moet zijn: ,, ,, . VII en XII.
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STELLINGEN.

L.

De kans, dat Bact. phosphoreum CoHN bij-
draagt tot het bederf van vleesch en zeevisch, is zeer
gering.

II.

Het is noodzakelijk, dat het ijken van verbrandings-
calorimeters met meerdere standaardstoffen geschiedt.

IIIL

Het alkyleeren van acetylazynester en diens derivaten

geschiedt het beste in benzolische oplossing.
Litt.: Wislicenus Ann. 186 (1877) 183—193
Conrap & Limpacu Ann. 192 (1878) 153.

IV.

De veranderingen, welke in dyphterievaccin optreden
na bcvriczing en afkoeling gedurende langeren tijd, wanneer
dlt_ vaccin met 0.49, phenol is geconserveerd, zijn als
looiingsverschijnsels op te vatten.

Litt.: H. G. BUNGENBERG DE Jona, Contributions to the Theory
of vegetable Tanning. Rec. d. Tr. Ch. des Pays-Bas 48—S5.
H. Avpersmorr, Het gevaar van bevroren T-A-mengsels.

N. Tijdschr. voor Geneesk. 72 (1928 ) 31.

V.

De zuurgraad van melk is geen waarborg, dat deze in

ugdelijken toestand verkeert.
Mclkbcsluit, art, 2 d,

de
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VI

De eischen, welke de pharmacopee Ed. V aan benzol
stelt, geven geen garantie van voldoende zuiverheid.

VII.

De universitaire opleiding voor chemicus dient verkort
te worden: tevens dient deze meer op de practijk te worden
ingesteld.
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