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??? HOOFDSTUK 1.INLEIDING. Het behoeft geen betoog, dat een snelle, gemakkelijke enafdoende methode voor het aantoonen van tuberkelbacillenin pathologische producten, een groote aanwinst 2ou zijn,zoowel voor de kliniek, als voor alle inrichtingen die zich methet onderzoek der tuberculose hebben bezig te houden. In het bijzonder in gevallen, waar twijfel bestaat over hetoorzakelijk moment, zou deze nieuwe vinding van veel nut zijn. In veel gevallen kan men met een eenvoudig onderzoekde tuberkelbacil niet aantoonen, doordat deze slechts in ge-ring aantal aanwezig is; in andere is het niet kunnen aantoonenallerminst een bewijs voor het niet aanwezig zijn. Twijfelblijft z???? lang bestaan als geen agens is aangetoond. Een van de secreta, waarvoor deze moeilijkheid in zeersterke mate geldt, is melk en nog meer geldt dit, indien eenonderzoek gevraagd wordt van de z.g. â€žmengmelkquot;. Eenandere onderzoekmethode dan de, om vele redenen mindergewenschte dierproef, is hier uitgesloten. Door velen, die zich met de bestrijding der

tuberculose endaarbij met het onderzoek van melk op tuberkelbacillen bezig-houden, zal een vooruitgang op dit gebied, zeer zeker op prijsworden gesteld. Ook voor hen, wier werkzaamheden liggen op het gebiedder vleeschhygiene, zou een goede methode een juister uit-voeren van hun taak mogelijk maken. Bij het beoordeelen van vleesch toch, afkomstig van dieren



??? met bepaalde vormen van tuberculose, moet men een uitspraakdoen aan de hand van pathologisch-anatomische afwijkingen,en het zal niet ontkend worden, dat de mogelijkheid van hetdirect aantoonen van een bacillaemie een juister beoordeelingvan deze ziekte mogelijk zou maken. Het is daarom verheugend, dat in de laatste jaren eenvooruitgang in deze richting te bespeuren valt. De meeste onderzoekers houden zich bezig met materiaalvan menschelijk origine, doch ook dierlijk materiaal is in ditopzicht reeds een studie object geweest. Bij deze onderzoekingen heeft men getracht, de cultuur eengrootere plaats in de diagnostiek van de tuberculose te lateninnemen, dan tot nu toe het geval was. Het doel van dit onderzoek is, een gemakkelijke en snellemethode voor de primaire cultuur van het bovine type vanden tuberkelbacil te verkrijgen. In de eerste plaats zal nagegaan worden, welke voedings-media bij deze primaire cultuur de beste resultaten geven enook zal de invloed van wijzigingen in de samenstelling van dengebruikten bodem, welke in

den laatsten tijd worden aanbe-volen, worden onderzocht. Daarna zal getracht worden de vraag te beantwoorden,welke techniek voor het verkrijgen van een reincultuur vantuberkelbacillen uit verontreinigd materiaal, het meest geschiktis; en in aansluiting hiermede, zullen de gevonden resultatengetoetst worden aan een aantal monsters melk, afkomstig vandieren met ernstige vormen van tuberculose. Dieren met klinisch waarneembare uiertuberculose wordenvan dit laatste onderzoek evenwel uitgesloten. Een ander belangrijk voedingsmiddel van dierlijken oor-sprong â€” het vleesch â€” is tenslotte eveneens in dit onder-zoek opgenomen, waarbij getracht is de cultuurmethode inte voeren.



??? HOOFDSTUK II. METHODEN VOOR HET AANTOONENVAN TUBERKELBACILLEN, Voor het aantoonen van tuberkelbacillen zijn drie methodengebruikelijk, a. Microscopisch, b. Cultureel, c. Dierproef. In dit onderzoek wordt de cultuurproef aan een naderonderzoek onderworpen, maar in verband met de hierbij toe-gepaste controleproeven door middel van de beide anderemethoden is een korte beschouwing van deze twee methodenhier wel op zijn plaats. a. Microscopische methode: Bij een positieve bevinding is deze methode eenvoudig enafdoende, behoudens de mogelijkheid van vergissing metsaprophytische zuurvaste bacillen, waartegen men soms denoodige maatregelen kan nemen (b.v. aseptische methode vanverzamelen). Bij een negatieve uitkomst is men evenwel niet veel verdergekomen en speciaal bij die secreta, waarin als regel weinigbacillen voorkomen, hetzij door verdunning of anderszins,zegt deze uitspraak weinig, gezien de geringe hoeveelheidmateriaal die men onderzoekt. Een eenvoudige berekening van Klein demonstreert dit

welzeer duidelijk. Een dekglaasje van 18 m.M. in het vierkant bevat bij een



??? gebruikelijke vergrooting ruim 16.000 gezichtsvelden en ge-woonlijk is 4 a 5 m.gr. materiaal benoodigd voor het uitstrijkenover dit oppervlak. Indien we dus ?Š?Šn bacil per gezichtsveld vinden, beteekentdit, dat in 5 m.gr. van het onderzochte materiaal 16.000 ba-cillen of per gram 3.2 millioen voorkomen. Komen er per gram b.v. eens ruim 3000 bacillen voor, danis het mogelijk, dat we duizend gezichtsvelden doorzoekenmoeten om een bacil te vinden en een juiste uitkomst te ver-krijgen. Dit zou bij nauwkeurig werken ongeveer een onder-zoek vereischen van ongeveer \\]/2 uur. Bij deze berekening is dan nog geen rekening gehouden methet feit, dat de bacillen in hoopjes van 3 a 4 en meer voorkunnen komen, waardoor de verhoudingscijfers respectievelijk3 a 4 maal ongunstiger kunnen worden. In overeenstemming met dit resultaat is de een enkele maalgehoorde bewering, dat slechts na een bacterioscopisch on-derzoek van ?Š?Šn a twee uur een gemotiveerd negatieve uit-spraak gedaan kan worden. De dikwijls vermelde zinsnede,dat in het

onderzochte materiaal geen bacillen voorkomen,blijkens zorgvuldig verricht onderzoek, moet altijd met eenigereserve worden opgevat. Een volledig onderzoek van een geheel preparaat zou eengeheelen dag vereischen. Het is derhalve wel duidelijk, dat voor enkele se- en excretaeen uitgebreide toepassing dezer methode niet in aanmerkingkan komen. c. Dierproef. In tegenstelling met de vorige methode wordt door velendeze proef als een zeker en vast diagnosticum aangemerkt.Speciaal bij die gevallen, waarbij men met het microscopischeonderzoek niet tot een resultaat kan komen, wordt vaak decaviaproef als beshssend hulpmiddel aangewend. Het cavia-experiment heeft echter de directe nadeelen, dieaan het gebruik van proefdieren verbonden zijn en speciaal in



??? dit geval verhinderen de hooge kosten, ruimte voor stalling,intercurrent sterven, lange duur en zoo men niet over eeneigen fokkerij beschikt, de moeilijkheid om aan het noodigemateriaal te komen, een uitgebreide toepassing. DaarnaastZijn er evenwel nog andere bezwaren. Hoewel het blijkens de literatuur gelukt is, om door het in-brengen van ?Š?Šn tuberkelbacil bij de cavia tuberculose teverwekken en dit dus wijst op een zeer groote gevoeligheidvoor het tuberculose virus, staan hier toch vele besliste mede-deelingen tegenover, die dit gegeven zeer twijfelachtig maken. Thoeni en Theissen hebben o.a. 19 caviae met 1 tot 75 ba-cillen subcutaan ingespoten en slechts bij ?Š?Šn cavia ontstond?Š?Šn tuberculeuze haard, n.m.1. die waarbij 71 bacillen wareningespoten. Calmette (4), wiens oordeel hier wel als beshssend genomenmag worden, zegt, dat het gemiddeld aantal bacillen, noodigom een cavia te infecteeren, varieert en in zeer sterke mateafhangt van de virulentie en eveneens van het gewicht en denleeftijd van de cavia; de mededeelingen over

infecties met?Š?Šn bacil zijn onjuist en bij zeer virulente culturen heeft menmeestal nog 50 bacillen noodig. Naast deze gegevens met scherp afgemeten hoeveelhedengecultiveerde bacillen staan mededeelingen van miswijzingenen niet aanslaan der infecties bij injectie met natuurlijk ge-??nfecteerd materiaal. Korthoff (27), die met bacillenarm materiaal werkt, vindt ineen reeks bij 17 positieve monsters 5 maal een negatievecaviaproef, wat dus een zeer aanzienlijk percentage is (30 %). Van Riemsdijk (48) vermeldt een geval, met duidelijkeniertuberculose, waarbij de cavia niet reageerde op de in-spuiting met urine sediment, hoewel blijkens cultureel onder-zoek wel tuberkelbacillen in de urine voorkwamen. Kemkes injecteerde 23 positieve secreta bij 46 caviae, envond bij twee caviae duidelijk tuberculose, terwijl de parallel-caviae geen reactie vertoonden. In ?Š?Šn geval bleven beidecaviae zonder eenige reactie, hoewel ook in dit laatste



??? geval caviapathogene tuberkelbacillen in het secretum aan-wezig waren. Op de 46 ingespoten caviae dus 4 miswijzingen of 7 %. Knorr constateerde bij 157 positieve secreta 7 d.i. 4.5 %miswijzingen. Soortgelijke mededeelingen doen Matthis, Klieuwe, R??mer,Sumiyoshi, Marion, Sonnenschein, S??tterlin, Long, vanDeinse, Jakobsthal e.a. Deze mededeelingen betreffen alleenmateriaal van menschelijk origine. Van veterinaire zijde is een mededeeling van Wolthers enDehmel, die 234 caviae met melksedimenten inspoten. Dedierproef bleek ten allen tijde positief te zijn als de cultuureen positief resultaat opleverde. In 9 gevallen vertoonde de cavia geen reactie, hoewel zijeen zuurvast staafje kweekten, hetwelk zij als typus galli-naceus meenden te moeten diagnosticeeren. Bij Clarenburg (6) komt een mededeeling voor, dat inge-spoten sputum geen reactie teweegbracht, hoewel hierin blij-kens cultureel onderzoek toch tuberkelbacillen voorkwamen.Clarenburg wijst op de mogelijkheid, dat toevallig in het ge??n-jecteerde materiaal geen tuberkelbacillen

voorkwamen, wat bijsputum niet geheel onmogelijk is. Een systemathisch onderzoek naar de betrouwbaarheidvan de caviaproef kan natuurlijk alleen met bacillenarm mate-riaal ingesteld worden en hangt dan zoo zeer van het toevalaf, dat men eigenlijk op â€žgoed gelukquot; moet werken, wat eenruim gebruik van proefdieren vereischt, terwijl men evenminnog over een goede en afdoende contr??lemethode de beschik-king heeft. De meeste mededeelingen zijn dan ook toevallige vondsten. In de reeks van proeven is door mij, ook als toevalligevondst, ?Š?Šnmaal een miswijzing, die zeer duidelijk spreekt,bij de caviaproef, geconstateerd. Van 100 c.c. normaal uitziende melk zonder microscopischeafwijkingen, zonder tuberkelbacillen in \'t Ziehl Neelsen-pre-paraat, wordt het sediment voor de helft bij een cavia sub-



??? cutaan en intramusculair ge??njicieerd, terwijl de anderehelft voor het aanleggen van culturen gebruikt wordt. De cavia vertoonde na acht weken geen enkele afwijking;ook het microscopisch onderzoek der regionale lymphklierenwas negatief. De aangelegde culturen vertoonden na drie weken bij mi-croscopisch onderzoek een duidelijke rijkdom van tuberkel-bacillen, terwijl na ongeveer 4 weken op eiken bodem zich30 tot 40 tot 50 koloni??n ontwikkeld hadden, speciaal bij hetcondensvocht. In het geheel waren uit de eene helft van hetsediment ongeveer 200 koloni??n gegroeid (6 bodems). De ge??soleerde cultuur bleek caviapathogeen te zijn; nazes weken stierf het betreffende proefdier aan algemeenetuberculose. In tegenstelling met het geval van Clsrenburg, kan hierniet gedacht worden aan een zoodanige verdeeling van detuberkelbacillen in het sediment en of de melk, dat de ge??n-jicieerde helft vrij van tuberkelbacillen geweest zou zijn. Ditgeval is veel klemmender. Hier toch groeiden, na verdeeling op elk van de 6 daar-voor in aanmerking

komende bodems, een betrekkelijk grootaantal koloni??n. De hoeveelheid sediment bij de cavia ge??njicieerd, kan zeerzeker grooter geacht worden dan de hoeveelheid ge??nt op decultuurbodems. Door verdunning met physiol. NaCl-oplossingkan men vrijwel alle sediment met een injectiespuit opzuigenen injicieeren; doch bij het uitnemen van een platina naald of?–se uit een sedimentbuisje voor het overbrengen op de cul-tuuroppervlakte, blijft een betrekkelijk groot gedeelte in hetsedimentbuisje achter. Er mag eveneens aangenomen worden, dat elke koloniecorrespondeert met meer dan ?Š?Šn bacil. Er zijn gegevens,waarbij men aanneemt, dat slechts 250 tuberkelbacillen eenkolonie vormen (Klein). We hebben hier dus een duidelijk geval van een apart op-gevangen, niet verdund melkmonster, hetwelk vrij veel cavia-



??? pathogene tuberkelbacillen bevat, terwijl het sediment van50 c.c, geen tuberculose bij de cavia verwekt. De zekerheid van de dierproef is dus allerminst absoluuten Knotr uit dit met de volgende woorden: â€žIn der Zahl der Ver??ffentlichungen ??ber den Wert dereinzeln biologischen Methoden, zum Nachweis von Tuberkel-bazillen kann man die widersprechendsten Ergebnisse finden.Sie k??nnen veranlassen, dasz man starke Zweifel in den Wertdieser biologischen Nachweismethoden ??berhaupt setzt.quot; b. Cultuurproef: Na verschillende vergeefsche pogingen slaagde Koch erin de tuberkelbacil op gestold runderserum te cultiveeren,maar de resultaten waren zoodanig, dat hij verklaarde, datde cultuur van de tuberkelbacil geen groote rol in de studieder tuberculose zou spelen. Na Koch hebben velen zich hiermede beziggehouden envele verbeteringen aangebracht, maar desondanks is de cul-tuur nog geen algemeen gebruikte onderzoekmethode ge-worden. Toch valt gedurende de laatste jaren hierin eenigeverandering te bespeuren door de

ontdekking van L??wensteinen Hohn en vooral nu de laboratoria voor onderzoek van men-schelijke se- en excreta deze cultuurmethoden gaan invoeren. De groei van de tuberkelbacil is zeer traag en het culti-veeren uit materiaal, hetwelk tevens snelgroeiende begelei-dende bacteri??n bevat, is door deze overgroeiers onmogelijk. Men zal vooraf deze snelgroeiende kiemen of moetenverwijderen ??f moeten dooden door een bepaalde voorbehan-deling, terwijl de tuberkelbacil door deze voorbehandelingniet of in zeer geringe mate aangetast wordt, zoodat degroeikracht van deze laatste niet ongunstig be??nvloed wordt. Op deze grondslagen berusten de vele uitgedachte me-thoden. Als meest bekende geldt wel de ook als â€žAnreiche-rungsverfahrenquot; toegepaste methode van Uhlenhuth metantiformine. Daarnaast is het geprobeerd met formaline, formaline-



??? dampen, H2O2, uitzoeken van vlokjes sputum en afspoelenin aqua dest., enz. Geen van deze voerden echter tot eenbruikbaar resultaat. Een geheel nieuwe vondst werd door L??wenstein (29)gepubliceerd. Hij ontdekte in 1924 de groote resistentie van tuberkel-bacillen tegenover verschillende zuren en alcali??n en zijnleerling Sumiyoshi paste dit gegeven toe bij het cultiveerenuit secundair verontreinigd materiaal. Hij vermengde se- en excreta met een bepaalde hoeveel-heid zuur of loog van bepaalde concentratie, liet dit zoolanginwerken tot alle begeleidende kiemen gedood waren, enbracht nu dit materiaal, na sedimenteeren en tweemaal was-schen om het storende aanwezige zuur te verwijderen, op eengeschikt voedingsmedium en verkreeg aldus reinculturen vantuberkelbacillen. Door het tweemalige wasschen werden de sedimenten dik-wijls weer verontreinigd, zoodat zijn resultaten niet zoo heelgunstig zijn; doch het principe was vastgelegd. Na hem hebben verschillende onderzoekers de proevenherhaald en over het algemeen daarmede

gunstige resultatenbereikt. De meesten hebben zich met het kweeken van het humanetype beziggehouden, doch ook gegevens over materiaal vandieren afkomstig, zijn sindsdien verschenen (Sefer, Wolters,Helm, Huck en Kramer, Clarenburg, Seelemann en Klingquot;m??ller). Het is dan ook naar aanleiding van de ontdekking vanL??wenstein en de gunstige resultaten die na hem speciaaldoor Hohn (18), dank zij de door Hohn aangebrachte ver-beteringen, verkregen werden, dat een nader onderzoek werdingesteld. Hier werd natuurlijk alleen gewerkt met het bovinetype van de tuberkelbacil. De meeste der publicaties, behalve de reeds genoemde,betreffen het humane type en het verschil tusschen deze tweetypen rechtvaardigt alleszins een nader onderzoek.



??? Na . zijn betrekkelijk gunstige resultaten moet Hohn tochverklaren, dat men nimmer bij de tuberkelbacil een behoorlijksnelle groei zal krijgen, daar de biologische eigenschappenen zijn verwantschap tot de actinomyceten (mycobacteriumtuberculosum), zijn plaats tusschen echte bacillen en echteschimmels, zulks bij voorbaat zou uitsluiten. Hoewel natuurlijk een groei als van de colibacil niet alsvoorbeeld aangehaald mag worden, is deze opvatting tochvoor bestrijding vatbaar. Er valt immers een duidelijk ver-schil in cultureele eigenschappen waar te nemen tusschen dedrie typen van tuberkelbacillen (humane, bovine, aviaire) enspeciaal het aviaire type biedt bij het cultiveeren slechtsweinig moeilijkheden en dit is zelfs voor ongeoefenden zeergemakkelijk en met gunstig resultaat snel uit te voeren enfe kweeken. Het is dus ?¨ priori niet onmogelijk dat door eventueeleverandering van uitwendige factoren (voedingsbodem enz.)ook voor het bovine type een groei wordt verkregen, die gelijkte stellen is met die van het aviaire type; in ieder geval is hetargument

van Hohn hiervoor niet onaanvechtbaar. Men heeft reeds door verschillende wijzigingen in de sa-menstelling der bodems etc. een gunstige verandering zienoptreden. Bij het cultiveeren van tuberkelbacillen dient men in hetoog te houden dat: a. het bovine type het moeilijkst te cultiveeren is, lang-zamer groeit en minder snel aanslaat dan het aviaire en hu-mane type. Zooals reeds opgemerkt is, groeit het aviaire type vrij snelen gemakkelijk. Daarom mag er hier op gewezen worden,dat men bij het verkrijgen en beoordeelen van gegevens dezedrie typen uit elkaar dient te houden. Als men de gegevens,verkregen bij cultiveeren uit kippenorganen eventueel var-kensorganen, als norm laat gelden voor het bovine type krijgtmen geflatteerde uitkomsten, welke zeer zeker niet geldenvoor het bovine type.



??? In dit verband kan ook herinnerd worden aan het meer..culturabelquot; zijn van stammen na cavia passage een feit datKoch reeds vermeldt. Ook deze gegevens dienen streng ge-scheiden gehouden te worden van het eigenlijke primairebovine type en o.a. Huck en Clarenburg hebben met , dezefeiten onvoldoende rekening gehouden en de verschillendeuitkomsten niet gescheiden. Bongert zegt dat culturen ge??nt van organen van denmensch gemakkelijker aanslaan en sneller groeien dan dievan runderorganen. Hohn uit zich in deze woorden: het is opvallend hoe buiten-gewoon langzaam de culturen van het bovine type groeienen in alle gevallen groeiden bij mijn proeven een zeer geringaantal koloni??n, menigmaal slechts ?Š?Šn enkele kolonie. Bij het humane type krijgt men na 10 tot 20 tot 25 dagenmet het bloote oog zichtbare koloni??n, een enkele maal ietsJater. Hohn noteert als gemiddeld aantal dagen voor typushumanus 17, waarbij macroscopisch waarneembare groei vielte constateeren, terwijl bij het gelijktijdig plaats vindend on-derzoek met

het bovine type dit 43 dagen bedraagt en somszelfs pas na 64 dagen zichtbare koloni??n werden waar-genomen. Dergelijke cijfers vinden we ook in andere publicati??nterug n.m.1. Wolters en Dehmel 25 tot 42, Helm 30 tot 80,Seelemann 30 tot 66, Saweliefl 35 tot 70 en zelfs tot 120dagen terwijl Sefer het maximum bereikt met 180 tot 200dagen voor sommige bovine stammen. b. Een reeds gecultiveerde stam groeit veel sneller en ge-makkelijker dan de primaire. Experimenten van materiaal met culturen besmet {Engele.a.) werden vermeden, daar zij vrijwel alle waarde voor eenpractische toepassing missen, afgezien van andere eigen-schappen, (geringe resistentie etc.,) die conclusi??n onjuistkunnen maken. Zooals werd opgemerkt, zal de methode L??wenstein-Hohnaan een nader onderzoek onderworpen worden en in de eerste



??? plaats worden nagegaan, welke bodem het meest geschikt isvoor de cultuur van het bovine type. Vo edin gsm edia, Hoewel het aantal gepubliceerde voedingsmedia voor tu-berkelbacillen zeer groot is, blijkt toch voor een practischlaboratorium onderzoek dit aantal beperkt. 1)De hiervoor in aanmerking komende zijn: 1.nbsp;Aardappelglycerine, eventueel volgens Calmette. 2.nbsp;Eibodem van Petroff. 3.nbsp;Eibodem volgens Lubenau. 4.nbsp;Vloeibare bodem van Besredka. 5.nbsp;Bodem van Petragnani (zie later). Vele onderzoekers hebben in de laatste jaren bovenge-noemde voedingsbodems vergelijkend onderzocht en bijnaallen geven de voorkeur aan de vaste voedingsbodem volgensLubenau. b.v. Hohn. Schr?¤der. Lichtenstein, van Riemsdijke.a.; alleen Korthoff prefereert de vloeibare bodem vanBesredka. Ook zij, die zich bezig houden met de cultuur van het bo-vine type, achtten den bodem van Lubenau het meest geschiktvoor het gestelde doel en te verkiezen boven de bodemsvolgens Petroff. de aardappelglycerine- en de Besredka-bodem

(Seelemann en Klingm??ller, Helm, Clarenburg, Sefer),Bij een kort ingesteld onderzoek bleek ook hier, dat vanbovengenoemde bodems de Lu?¨enau-bodem de beste resul-taten geeft. De aardappelglycerine voldeed allerminst en gaf zeer veelnegatieve uitkomsten; wellicht tengevolge van het feit, datmet het sediment een geringe hoeveelheid zuur op de aard- 1nbsp; Na het afsluiten van het onderzoek werd door L??wenstein de samen-stelling van een nieuwe eihoudende bodem met asparagine gepubliceerd,welke goede resultaten zou geven. Volgens een onlangs verschenen publi-catie zou de bodem vigs. Petragnani betere resultaten geven dan de bodemvan L??wenstein.



??? appeloppervlakte gebracht wordt, welk zuur een sterk rem-menden invloed op den groei zou blijven uitoefenen, even-tueel geheel remmen. Bij een eibodem wordt dit zuur chemisch gebonden en blijftdeze werking achterwege. De vloeibare bodem van Besredka gaf evenmin goede re-sultaten en daar een vaste bodem voordeden bezit tegenovereen vloeibare, werd ook deze uitgeschakeld; op vaste bodemsis de groei regelmatig te controleeren en te vergelijken. Bijde vloeibare Besredka moet men voor onderzoek den inhoudafgieten en een microscopisch onderzoek instellen van hetsediment van den bodem, en dit is dus niet meer voor verge-lijkend materiaal bruikbaar. Naast bovengenoemde bodems werd evenwel nog een andermilieu gebruikt, n.m.1. de bodem volgens Dorset, Lubenau en Dorset, Alleen van Riemsdijk betrekt den eibodem van Dorset inhet vergelijkend onderzoek en vindt de Lubenau-hodeva. beterdan de Dorsef-bodem (sneller groei). Niemand, ook niet zij, die met het bovine type werken,gebruikt den bodem volgens Dorset, die in

wezen slechtsverschilt, doordat bij het milieu van Lubenau glycerine wordttoegevoegd, terwijl dit niet het geval is bij het mengsel vol-gens Dorset, De volgende overwegingen deden het gewenscht voor-komen een vergelijkend onderzoek in te stellen. Theobald Smith neemt aan, dat het bovine type, in tegen-stelling tot het humane, in bouillonglycerine geen glycerineassimileert. Het humane type zet glycerine volgens hem omin zuren. Voor het bovine type zou dus de glycerine, mitsnatuurlijk voldoende andere stoffen aanwezig zijn, geen rolvan beteekenis spelen. Park, Moeller en Kendall kennen aan de glycerine eenremmende werking op de ontwikkeling van het bovine typetoe. Rabinowitsch en Jenssen bestrijden dit weer. Na afloopvan dit onderzoek is een publicatie verschenen van Wolthers



??? en Dehmel, waarin zij tot de conclusie komen, dat glycerineongunstig werkt op den groei van het bovine type. In verband hiermede is getracht den invloed van glycerinein eihoudende voedingsbodems na te gaan op de ontwik-keling van nog niet gecultiveerde tuberkelbacillen; dit laatsteis van beteekenis, daar een cultuur op glycerinehoudende ofglycerinevrije media reeds gewend is aan glycerine en om-gekeerd, zoodat verschillen, die bij een primaire cultuur sterkvoor den dag zouden treden, bij een secundaire en tertiairekweeking verdwenen kunnen zijn. Dit verklaart misschien detegenstrijdige uitkomsten verkregen door de bovengenoemdeauteurs. Ter verkrijging van een primaire cultuur is een voor-behandeling met zuur of loog natuurlijk noodzakelijk. Bij de bereiding van de bodems volgens Lubenau en Dorselwerden steeds versche eieren en zure bouillon gebruikt. Even-eens werd kunstmatig condensvocht toegevoegd. Van het daarvoor klaargemaakte materiaal werd met de-zelfde ?–se een hoeveelheid ge??nt, waarbij zorgvuldig

dezelfdemanipulaties verricht werden: d.w.z. drie maal over het ei-oppervlak met de ??se heen en weer gestreken, zoodat de ba-cillen er als het ware ingewreven werden. Tweemaal per week werden de bodems, eventueel metloupe onderzocht. Tevens werden sommige culturen microscopisch onder-zocht; dit geschiedde reeds na 4 dagen bebroeden. Er is getracht het aantal gegroeide koloni??n vast te leggen.Was dit aantal gering, dan was het mogelijk deze te tellen,waarbij natuurlijk de kleine nog niet zichtbare koloni??n nietmedegeteld werden. Maar de telling werd bij overeenkomstigebuizen op het zelfde tijdstip verricht, eventueele fouten zullenelkaar grootendeels opgeheven hebben. Indien het aantal gegroeide koloni??n belangrijk werd enhet onmogelijk was, deze te tellen zonder fouten te maken,of wanneer zich een beslag gevormd had, zoodat geen ge??so-leerde koloni??n meer waren waar te nemen, moest een anderemaatstaf gebruikt worden.



??? Om toch een overzicht te krijgen van den groei is eenclassificatie ingevoerd, die, daar de verkregen waarden spe-ciaal als vergelijkend object dienst moesten doen, zeer goedvoldeed. De indeeling geschiedde in 5 klassen. Klasse I. aantal koloni??n per buis 1â€” 50.II. â€ž â€ž .. â€ž 50â€”100... III........ 100â€”250. .. IV. gt;Â? Â?Â? ft â€ž meer dan 250 evenwel nog ge??soleerd. V. geen ge??soleerde koloni??n meer. maar beslag. De verkregen cijfers zijn in de tabellen neergelegd en in-dien het mogelijk was om het aantal koloni??n te tellen, is ditaantal er tusschen haakjes achter geplaatst. Bezien we eerst Tabel I, kolommen 1 en 2. Het valt op, dat we op den Lubenau-bodem twee, dat is9%, negatieve uitkomsten moeten noteeren (nos. 8 en 21),terwijl deze zelfde sedimenten op den Dorsef-bodem positiefzijn na respectievelijk 17 en 75 dagen met 10 en 11 koloni??n. Dit wijst reeds in een bepaalde richting en indien verdergeen verschillen bespeurd zouden worden, zou het toch algewenscht zijn om den Dorse??-bodem te prefereeren bovende glycerine

houdende Lubenau, Er zou dan nog sprakekunnen zijn van toevallige omstandigheden; immers ook opden correspondeerenden Dorset-bodem komen slechts onge-veer 10 koloni??n tot ontwikkeling en bij no. 21 pas na 75dagen. Een en ander wijst op gering groeivermogen der aan-wezige tuberkelbacillen. Speciaal in dit geval kan men zichvoorstellen, dat een geringe remmende factor i.c, glycerineden groei zoodanig belemmert, dat deze geheel achterwegeblijft.



??? TABEL L Dagen macr. Aantal tnlnniSn Dagen Aantal bact. groei microsc. groei per micr. veld No. 1 2 3 4 5 6 7 8 D. L. D. L. D. L. D. L. 1 12 32 I (40) I (45) 11 18 15 5 2 12 32 V IV 18 18 30 n. 3 12 28 V IV 24 n. 30 n. 4 13 19 IV III (115) 24 24 â€” 25 5 14 14 IV IV 11 18 15 6 14 14 II (60) I (45) 11 18 __ 150 7 14 14 I (35) I (40) 14 18 100 8 17 n. I (10) n. (0) 16 21 _ 150 9 18 21 III (150) I (18) 18 18 __ 3 10 18 30 II (60) I (25) 18 26 _ 15 11 18 28 I (40) I (40) 11 14 veel 100 12 17 32 III (150) III (200) 7 7 veel veel 13 18 36 I (18) I (10) 7 7 veel veel 14 18 32 V IV 11 18 veel 100 15 18 30 III III 11 18 veel veel 16 28 30 I (40) II (50) 14 18 veel 50 17 30 28 I (30) I (30) 18 18 veel 50 18 30 30 III III 20 20 veel 200 19 50 50 IV I (1) 20 28 veel 200 . 20 36 65 I (24) I (13) 24 28 veel _ 21 75 n. I (11) n. (0) __ __ __ 22 75 49 I (13) I (18) â€” â€” â€” â€” gem. zonder 8 en 21 23 31 2.5 1.9 15.5 18.6 â– â€” â€” D = Dorset bodem. L = LubenauIâ€”V geven de klassen aan waarinde cultures naar de mate vanâ€žgroeiquot; zijn ingedeeld. posit. 100 o/o 91 o/o.neg. O o/o

90/0.Kolom 1, 2, 3 en 4 correspondeeren.5, 6, 7 en 8 eveneens. Bezien we de overige 20 gevallen, dus zonder Nrs. 21 en22. dan is toch ook hier een verschil onmiskenbaar. In dertiengevallen is bij den bodem volgens Lubenau de groei duidelijklangzamer en geremd en de verschillen in tijdsduur, waarbijgroei optreedt, bedragen resp. 20, 20, 16, 6, 3, 12, 10, 15, 18,14, 12, 29 en 26 dagen, wat, gezien de orde van cijfers zeer



??? hoog genoemd kan worden. De gemiddelde tijdsduur van methet bloote oog waarneembaren groei bedraagt bij deze dertien,duidelijk verschil gevende gevallen, resp. 18 voor â€žDorsetquot;en 32 dagen voor den Lubenau-bodem. In vijf gev?¤llen nos. 5, 6, 7, 18 en 19 is, wat groeitempobetreft, geen verschil waarneembaar. Slechts in twee gevallen slaat de balans door naar de zijdevan den Lu6enau-bodem, waarbij no. 17 nog uitgeschakeldkan worden, daar het tijdsverschil hier slechts twee dagenbedraagt, wat van geen beteekenis is op een duur van 4 weken. Iets anders is het met no. 22. Het betreft hier een langzaam groeiende stam, waarbij na49 dagen op den Lubenau- en na 75 dagen op den Dorset-bodem groei waarneembaar was. Of hier een andere onbekende factor van invloed is ge-weest, dan wel of deze stam â€žglycerinequot; prefereerde, is nietnagegaan; de eindconclusie kan hierdoor niet gewijzigd worden. De langzamere groei bij den Â?u6enau-bodem komt ook totuiting in den gemiddelden tijdsduur van de 22 culturen, n.m.I.23 en 31

dagen. De glycerine oefent dus een remmende werking uit op degroeisnelheid van het bovine type en het kan zelfs zoodanigzijn, dat algeheele groei achterwege blijft. Dit laatste treedtspeciaal op bij gevallen, waarin weinig tuberkelbacillen aan-wezig zijn. Van deze 22 monsters blijken immers die, welkede 2 negatieve uitkomsten op den Lutenan-bodem gaven, opden overeenkomstigen Dorsef-bodem, het minste aantal kolo-ni??n van deze 22 te vertoonen, n.m.1. 10 en 11. Is er ook een invloed merkbaar op het aantal koloni??n? Eenantwoord hierop trachten kolommen 3 en 4 te geven. Er is gewerkt met secreta, waarvan het gehalte aan tuber-kelbacillen zeer uiteen liep. We kunnen hier niet die scherpe grenzen trekken als in hetvorige geval, te meer daar bij de uitvoering der techniek zeergemakkelijk kleine, moeilijk controleerbare verschillen kunnenoptreden.



??? Er is getracht dit zooveel mogelijk te vermijden; zooalsreeds vermeld is. ?¨n de hoeveelheid materiaal ?¨n de wijze vanoverstrijken zijn gelijk genomen, doch de bacillenverdeelingin natuurlijk ge??nfecteerd materiaal kan zoodanig uiteenloopen, dat deze voorzorgen een gedeelte van hun waardeverliezen. Bij een onderzoek van een aantal gevallen is het mogelijk,door een verkregen gemiddelde afwijking, eenigszins eennorm te bepalen. Kleine verschillen in aantal koloni??n moeten hierbij buitenbeschouwing gelaten worden, daar dit te veel afhangen kanvan de techniek. Wij zien evenwel, dat soms groote verschillen kunnen op-treden, zooals blijkt uit de monsters 2, 3, 4. 9, 14. 19. De geringste invloed van de toegepaste techniek is daar teverwachten, waar we een groot aantal bacillen verwerken enwaai: zich veel koloni??n ontwikkelen. Een cultuur, waarbij een beslag ontstaat en dus geen ge-isoleerde koloni??n zijn waar te nemen (2, 3 en 14), staat, wataantal koloni??n betreft, in scherpe tegenstelling tot culturen,waarbij de koloni??n nog ge??soleerd

voorkomen. Het aantalkoloni??n op den bodem van Dorsei van genoemde monsters,is toch minstens 2 a 3 maal zoo groot als op den overeen-komstigen bodem van Lubenau. De nos. 9 en 19 geven een nog duidelijker beeld. Bij no. 9 ontwikkelen zich ongeveer 8 maal zooveel koloni??nop den glycerinevrijen, als op den glycerinehoudenden bodem. Nog sterker spreekt dit bij no. 19. waar slechts op denLubenau-hodem 1 kolonie tot ontwikkehng kwam, terwijl deverkregen cultuur op den Dorsef-bodem zeer mooi en rijke-lijk was. Gerubrificeerd blijkt, dat van de 22 cultures 12 een gelijkaantal of ongeveer gelijk aantal koloni??n te zien geven, hoe-wel hier toch ook een zeer geringe voorkeur bestaat voor denglycerinevrijen bodem en het aantal koloni??n bijna altijd ietsgrooter is.



??? Bij 8 gevallen is een zeer duidelijke superioriteit van denglycerinevrijen bodem te constateeren; op den glycerinevrijenbodem is het aantal koloni??n veel grooter. In twee gevallen gaf de Lubenau- in tegenstelling met deDorse^-bodem een negatief resultaat. Zouden we het gemiddelde van de klassen als een maat-staf mogen aannemen, dan blijkt, dat dit bij de Lubenau 1.9en bij de Dorset 2.5 bedraagt. Hiernaast zijn nog vier kolommen, nos, 5, 6, 7 en 8 ge-plaatst, vermeldende het aantal dagen, waarna microscopischgroei waarneembaar was en het aantal bacillen, dat dan pergezichtsveld werd waargenomen. Natuurlijk kunnen deze cijfers moeilijk met elkaar verge-leken worden. De gegevens in kolom 5 en 7 en die in 6 en 8hangen onderling te veel samen, zoodat een juiste, afzonder-lijke vergelijking zeer moeilijk is. De verschillen zijn hier eenigszins gereduceerd, wat in hetgemiddelde tot uiting komt. Wellicht zouden deze verschillen zich duidelijker demon-streeren, indien gewerkt was met stoffen, welke slechts zeerweinig tuberkelbacillen bevatten. Als

geheel komt men met deze gegevens toch tot dezelfdeconclusi??n. Resumeerende mogen wij dus zeggen: Glycerine remt den groei van het bovine type der tuberkel-bacillen bij primaire culturen in belangrijke mate; ook op deontwikkeling van het aantal koloni??n heeft het een ongunsti-gen invloed en het gebruik dient derhalve in eihoudendevoedingsbodems vermeden te worden.



??? HOOFDSTUK III. DE VOEDINGSBODEM VOLGENS PETRAG-NANI EN DE DAARIN AANGEBRACHTEWIJZIGINGEN. - Petragnani (37), hoogleeraar in hygi??ne aan de universiteitte Cagliare, publiceerde in 1923 in een Italiaansch tijdschriftde samenstelling van een nieuwe voedingsbodem voor hetcultiveeren van tuberkelbacillen uit verontreinigd materiaal. Bij een door hem ingesteld onderzoek over den invloed vanverschillende kleurstoffen, (methyleenblauw â€” gentiaan-violet â€” basische fuchsine â€” malachietgroen) op bacteri??n,bleek, dat de meeste kiemen voorkomende in se- en excreta, nakorteren of l?¤ngeren tijd gedood werden, terwijl tuberkel-bacillen niet of bijna niet werden aangetast, maar hun vitali-teit behielden, zoodat het mogelijk bleek, ze op deze manierin reincultuur te kweeken. Dit bracht hem op de gedachte de kleurstoffen in den voe-dingsbodem te verwerken, in analogie met Petroff e.a. Hij koos daarbij van bovengenoemde kleurstoffen het ma-lachietgroen, daar dit volgens een ingesteld onderzoek desterktste bactericide

werking op de verontreinigende bacteri??nheeft, terwijl daarentegen de invloed op tuberkelbacillen zeergering is. Methyleenblauw oefent een zeer geringe werking uit opbanale bacterien; iets meer de basische fuchsine, terwijl hetgentiaanviolet, hoewel beter dan de beide vorige, toch mindergeschikt dan het malachietgroen bleek, speciaal wat betreft



??? het gelijktijdig remmend of doodend werken op verontreinigersen het niet aantasten van den tuberkelbacil. Zooals bekend, wordt in den bodem van Petrqff voor tu-berkelbacillen, het gentiaanviolet gebruikt en o.a. Blechmannheeft vergelijkende onderzoekingen verricht over de waardevan het milieu van Petroff en van Petragnani, maar vindtdeze laatste â€žnettement sup?Šrieurequot;. Petragnani maakte na enkele vergelijkende onderzoekin-gen gebruik van een miheu, dat in 1894 reeds aangegeven isdoor Sclavo, namelijk een milieu samengesteld uit kippenei,melk en aardappel, een mengsel van bestanddeelen die elkop zich zelf â€” speciaal het eerste en het laatste â€” gebruiktworden voor het cultiveeren van tuberkelbacillen en waarinalle stoffen voorkomen, die de bacil noodig heeft voor zijngroei. Experimenteel heeft hij de gewenschte hoeveelheidmalachietgroen bepaald. Na zijn eerste publicatie heeft Petragnani enkele verande-ringen in de bereidingswijze aangebracht en wel, speciaal inverband met onderzoekingen over de werking van het mala-

chietgroen, de toegevoegde hoeveelheden van deze laatstestof vermeerderd en ten tweede is de bereiding zoodanig ge-worden, dat de bodem in twee a drie uur voor het gebruikgereed is. Bereiding: (eigen eenigszins gewijzigde techniek) In een steriele kolf van ongeveer 1 liter inhoud doet men150 c.c. versche rundermelk, (de reactie moet amphoteer zijn,dus geen oude, door melkzuurbacterien zuur geworden melk,daar dit de zuurgraad van den bodem zou kunnen be??nvloe-den), 6 gram aardappelmeel, 1 gram pepton, en een in kleinestukjes gesneden geschilde aardappel (grootte = ongeveereen ei). Men brengt nu de kolf met inhoud in een kokend waterbad,waarbij door schudden â€” de hand beschermd door een doek,â€”â–  de inhoud der kolf in roteerende beweging gehoudenwordt. Na ongeveer 10 minuten treedt een soort lijmvormingop. Het schudden is noodig daar anders de inhoud â€” aard-



??? appelmeel en eiwit â€” zich aan den binnenwand van den kolfvasthecht. Het geheel is nu goed vermengd en men laat de kolf nog?Š?Šn uur in een kokend waterbad staan. Daarna wordt afge-koeld tot ongeveer 60Â° C. en men voegt vier geheele eierenplus het geel van een vijfde ei met 10 c.c, van een 2% mala-chietgroen-oplossing in aqua dest. toe. Het is niet noodzakelijk dat de gebruikte kolf of het aard-appelmeel of melk steriel zijn. Evenmin behoeft men de eierenaan een zorgvuldige voorbehandeling te onderwerpen, b.v.afwasschen met carbol of spiritus. Ter voorkoming van mogelijke storende verontreinigingen,werd voor dit onderzoek door mij bij de bereiding de steri-liteit wel zooveel mogelijk in acht genomen en steriele kolvengebruikt en de eieren vooraf goed schoon gemaakt metspiritus. Het geheel wordt nu door een steriel gaas gefiltreerd enhierop blijven enkele vaste bestanddeelen (stukjes aardappel,eivlies etc.) achter, die storend zouden werken voor het ver-krijgen van een gladde oppervlakte van den bodem. Met behulp van een steriele

trechter verdeelt men het fil-traat in steriele cultuurbuizen; in elke buis brengt men onge-veer 12â€”14 c.c. vloeistof. Het verdient aanbeveling, hierbijgebruik te maken van een wijd model cultuurbuizen, zoodatna stolling een groot oppervlak ontstaat. Het vullen van de buizen moet zoodanig geschieden, datgeen bestanddeelen van het mengsel aan de binnenzijde vande buis komen, die gekeerd is naar de latere eioppervlakte;anders hechten zich zetmeelkorrels aan den binnenwand, diehet later moeilijk, zoo niet onmogelijk maken, de eioppervlaktemet het bloote oog of loupe te bestudeeren. De buizen wordendus tijdens het vullen in schuinen stand gehouden en directdaarna, zonder omdraaien der buis, in het vooraf verwarmdestollingsapparaat gebracht. Als stollingsapparaat werd hettoestel van Lautenschlager gebruikt met de afmetingen, bin-nenwerks 7.5 bij 20 bij 40 c.m.



??? Het inwendige van het stollingsapparaat moet een tempera-tuur hebben van 85Â° C. Na een verblijf van 25 minuten bijdeze temperatuur is de inhoud der buizen gestold en zijnde bodems â€” behoudens controle op steriliteit â€” klaar voorhet gebruik. In het stollingsapparaat is de temperatuur evenwel nietoveral gelijk. Indien er twee of drie lagen buizen met eimengsel inge-legd zijn, is de inhoud van de buizen der onderste laag naongeveer 25 minuten reeds gestold, terwijl van de middelsteen bovenste laag de inhoud der buizen nog vloeibaar is, watmen gemakkelijk controleeren kan door heel zacht tegen hetstollingsapparaat te tikken: bij de niet gestolde ontstaat in devloeibare massa een lichte rimpeling. Ook de inhoud derbuizen die direct bij den zijwand liggen is vlugger gestolddan van die in het midden. Ook dit is een gevolg van de terplaatse hoogere temperatuur. Voorzichtig manoevreerende kunnen dan eventueel de ge-stolde media er uitgenomen worden; de nog niet bruikbaarzijnde buizen op de onderste rij gelegd en daar zoolang ge-laten als

noodig is. Deze hinderlijke factor van ongelijktijdigstollen is zooveel mogelijk te beperken door het stollings-Â?ipparaat goed af te sluiten, eventueel met watten tusschen hetdeksel en apparaat, zoodat de warmteafgifte tot een minimumbeperkt blijft. Het gelukte evenwel niet deze storende factorgeheel en al op te heffen. De door Petragnani gevolgde methode bestond daarin, dathij de gevulde buizen drie dagen achtereen gedurende 25 mi-nuten verwarmde op 75 tot 85Â° C. Het bleek evenwel, dat speciaal indien men zorgvuldigwerkt en bij de bereiding de steriliteit zoo veel mogeliik inacht neemt, een eenmalige verwarming tot 85Â° C. voldoendeis, waarhij men er evenwel op letten moet, dat in alle buizeninderdaad een temperatuur van 85Â° C. bereikt wordt. Decontrole op de temperatuur geschiedt door een thermometerop of tusschen de buizen te leggen.



??? Wij hebben ter bereiking van steriele bodems een samen-werking van het antisepticum malachietgroen met de verwar-ming tot 85Â° C., terwijl tevens niet vergeten moet worden,dat het mengsel vooraf een uur in een kokend waterbadheeft gestaan, waardoor reeds een gedeeltelijke sterilisatie,speciaal bij die stoffen, welke de meeste microorganismenbevatten (melk â€” aardappel), bereikt wordt. Na deze verwarming in het waterbad worden alleen maareieren en malachietgroen toegevoegd, waarbij men sterielevoorzorgen zooveel mogelijk in acht kan nemen. Men heeft het bezwaar geuit, dat een mogelijk ge??nfecteerdzijn van de gebruikte kippeneieren met tuberkelbacillen, aan-leiding zou kunnen geven tot onjuiste waarnemingen, doordatdeze bacillen later tot koloni??n zouden kunnen uitgroeien. Deze bewering is evenwel onjuist, daar de verwarming tot85Â° C. gedurende 25 minuten alle aanwezige tuberkelbacillendoodt. Het afsluiten der buizen. Petragnani brengt de watteprop na het enten geheel in debuis en overgiet deze met paraffine, waardoor

een volkomenafsluiting ontstaat. Deze methode is, speciaal als men vele malen een micros-copisch onderzoek in wil stellen, hinderlijk en lastig. Beterkan men gebruik maken van gummikapjes, welke gemakke-lijk aangebracht en verwijderd kunnen worden, temeer daardit een niet zoo hermetische afsluiting geeft, wat in verbandmet het a??roob zijn van den tuberkelbacil, slechts gunstig kanzijn. Een nadeel is, dat deze kapjes, speciaal de minder goedesoorten, soms stug worden en scheuren, met het gevolg, datdeze buizen uitdrogen en alle condenswater verdampt, waar-door de negatieve resultaten waardeloos worden. Een regelmatige controle kan natuurlijk dit bezwaar ge-makkelijk ondervangen. Eenigen tijd is nog gebruik gemaakt van brolon capsules â€”



??? een soort celloidin met aether of spiritus, welke na het aan-brengen verdampt en z???? een stevig omhulsel geeft â€” dochdeze capsules zijn slechts ?Š?Šn maal te gebruiken, waartegen-over de gummi kapjes, welke goed afsluiten, zeer sterk in hetvoordeel zijn, Condenswatec, De hoeveelheid condenswater, welke ontstaat, is meestalzeer gering, doch indien men de afsluiting met paraffine toe-past, voldoende, evenwel onvoldoende bij het gebruik vangummikapjes, daar dan bij een verblijf van twee, drie of somszes weken en meer in de broedstoof, die geringe hoeveelheidcondensvocht verdampt. Het ligt voor de hand, dit op te heffen door het toevoegenvan condenswater, zooals Hohn dit doet bij zijn eibodem vol-gens Lubenau in den vorm van steriele physiol. Na Cl. solutie,pepton keukenzout of anderszins. In dezen vorm kan dit hierevenwel niet geschieden. Bij het enten brengt men meestal materiaal op den bodem,hetwelk nog verontreinigende kiemen bevat, die, door de rem-mende werking van het malachietgroen, op dezen bodem nietof zeer

langzaam groeien, In het toegevoegde condensvocht â€”waarin natuurlijk ook voedende bestanddeelen zijn of komenâ€” is niet die concentratie malachietgroen aanwezig welke hetgestolde eimengsel bevat. In het begin van het onderzoektrad veelal een verontreiniging op, van het condensvocht uit-gaande, en langzaam naar boven opkruipende. Het aanwezig zijn van een bacterieele verontreiniging inhet oogenschijnlijk steriele condensvocht na enting en/of be-broeding gedurende korten tijd, was gemakkelijk aan te too-nen, door enting van dit condensvocht op een malachiet-groen-vrije eibodem, en/of agarplaat. Meestal ontstond danhierop een rijkelijke groei. Ter vermijding van dit euvel werd aan het toegevoegdekunstmatige condensvocht dezelfde of een zelfs hoogere con-centratie malachietgroen als in het eimengsel aanwezig is, toe-



??? gevoegd. De verontreinigingen waren na deze toevoeging directveel minder talrijk. Het is het beste om steriele physiologischeNaCl-oplossing als kunstmatig condensvocht toe te voegen,waardoor de groei in het condenswater, door het arm zijn aanvoedingsstoffen eveneens belemmerd wordt. Controle op steriliteit: Dit vereischt meer dan een of twee etmalen bebroeden bij37Â° C. en deze in het begin toegepaste controle-methode gaffoutieve resultaten. Later bij langer bebroeden traden ver-ontreinigingen op, welke in het begin niet te verklaren waren.Na eenig zoeken werd de oplossing echter gevonden. Doorde remmende werking van het toegevoegde malachietgroenblijft de groei van eventueel aanwezige verontreinigers ofgeheel achterwege of treedt pas macroscopisch waarneembaarop na vier, zes. acht dagen, afhankelijk van den aard derbacteri??n. Een verblijf in de broedstoof van vijf- tot zeven dagen isdus noodzakelijk om ge??nfecteerde buizen te kunnen elimi-neeren. Er dient direct bijgevoegd te worden, dat als men de bodemseenige malen

gemaakt en routine verkregen heeft, het aantalniet steriele bodems uiterst gering wordt; in het begin is hetevenwel noodzakelijk om deze langdurige controle op sterili-teit uit te voeren. De kleur van den bodem is door het toegevoegde malachiet-groen uitgesproken groen, evenwel met vrij sterke variatiesvan zeer licht- tot donkergroen. Ook zien we kleurverande-ringen optreden bij het groeien van verschillende bacterien. Van malachietgroen bestaat een witgekleurde verbindingmet dezelfde chemische formule, de z.g. leucobase. Dezeleucobase ontstaat direct bij reductie en bij toevoeging vanNaOH, KaOH. Carbon, natricus, NH3 etc. Ook bij verwar-ming in de aanwezigheid van eiwit ontstaat deze. Als de buizen zich in het stollingsapparaat bevinden, zal



??? de temperatuur niet overal gelijk zijn, maar dicht aan denwand en bij den bodem is de temperatuur hooger dan in hetmidden. Door deze hoogere temperatuur zal in sommige buizenmeer dan in andere, de vorming van de leucobase optreden,met het gevolg, dat deze iets lichter van kleur zullen zijn. Ook kan dit zich manifesteeren, als (door betere afsluitingvan het stollingsapparaat enz., factoren die men niet geheelin de hand heeft), de temperatuur in het inwendige van hetstollingsapparaat hooger of lager is. De eene maal zijn debuizen iets lichter van kleur dan een volgende maal. De vorming van deze leucobase schijnt eveneens op tetreden als het ongestelde mengsel ei-melk-aardappel-mala-chietgroen een nacht of 24 uur blijft overstaan; de kleur-verandering naar lichtgroen is dan duidelijk waarneembaar.Dit is zeer goed mogelijk, daar de reactie bij deze lageretemperatuur welhcht langzamer verloopt. Indien met zuur voorbehandeld materiaal zonder neutrali-seeren op den bodem gebracht wordt, treedt ter plaatsedirect een kleurverandering op naar

donker groen. Dezelfdekleuromslag ontstaat eveneens rondom koloni??n van sommigebacterien, welker groei zeer waarschijnlijk met een geringezuurvorming gepaard gaat. Om de kolonie vormt zich daneen scherp gecontoureerde groene z??ne. Bij het opbrengenmet een ??se van een geringe hoeveelheid natronloog, zienWe ter plaatse een licht gele kleur ontstaan; dit kan ontstaandoordat de leucobase zich vormt en de gele kleur van deneibodem te voorschijn treedt, of door een kleurveranderingvan malachietgroen naar geel. De koloni??n van de tuberkelbacil zijn geel, strookleurig enhet is voor de hand liggend om aan te nemen, dat eengeringe vorming van alcali of een reduceerend reagens bij dekoloni??n optreedt, waardoor de gele kleur der koloni??n metomgeving ontstaat. Sommige slecht of langzaam groeiende stammen vormengeen macroscopisch zichtbare koloni??n, maar op de groeneoppervlakte ontstaat een gele weerschijn, die zich tegen deze



??? groene ondergrond duidelijk afteekent. Hoewel hierbij eenmicroscopisch onderzoek noodzakelijk is, is deze aanwijzingbij veel onderzoek zeer zeker van waarde en vergemakkelijktde diagnose. Op een gewone gele eibodem is deze aanwijzingnatuurlijk niet aanwezig. Het optreden van kleurveranderingen bij koloni??n is eenzeer gemakkelijk hulpmiddel bij de diagnose, daar sommigeverontreinigers door hun groene randz??ne, zonder microsco-pisch onderzoek direct als zoodanig zijn aan te merken. Na het verschijnen der publicatie van Petragnani hebbenenkele onderzoekers met het nieuwe milieu, zij het dan inden vorm zooals dit door P. oorspronkelijk is aangegeven,ge??xperimenteerd; zij komen meestal tot gunstige resultaten. Petragnani zelf, die aseptisch opgevangen bloed, pus,urine en weefsels verwerkt, verkrijgt regelmatig een positiefresultaat, hetwelk eveneens het geval is bij verontreinigdmateriaal, waarbij dit eerst met een 4 % NaOH oplossingbehandeld wordt ter vernietiging of verzwakking van de aan-wezige saprophyten. Voor het

opbrengen op een bodemwordt dit materiaal met steriele HCl. geneutraliseerd, waarbijeenige vooraf toegevoegde druppels lakmoestinctuur als indi-cator functioneeren. Hij vermeldt evenwel geen contr??le-proeven, noch dier-proeven. Castelli heeft bij een vergelijkend onderzoek gevonden, datde bodem van Petragnani even gunstige resultaten geeft alshet milieu volgens Hohn. Blechmann verkiest de Petragnani-bodem boven die vanPetroff, door het grooter aantal positieve uitslagen met deeerste, hoewel hij bij microscopisch positieve sputa toch nogenkele negatieve resultaten verkreeg. De door hem gegevencijfers hebben zeer geringe waarde, daar geen dierproef ver-meld wordt en hij secreta o. m. voorbehandelt met 12 N.zwavelzuur, een behandeling die zooals hij zelf opmerkt, instaat is, bacillenarm materiaal steriel te maken. Harada vergeleek de voedingsbodems volgens Petroff,



??? Dorset, Lubenau en Petragnani en krijgt de beste resultatenzoowel wat positieve uitslagen als het aantal gegroeide ko-loni??n betreft, met den bodem volgens Petragnani, maar tochook hier is het aantal negatieve bevindingen bij tuberkelba-cillenhoudend materiaal nog vrij belangrijk, n.m.1. 25%. Deze cijfers hebben in een opzicht meer waarde, daar hetgebruikte materiaal slechts zeer weinig bacillen bevatte. In ander opzicht moeten deze ongunstige uitkomsteneveneens weer verklaard worden uit het te sterke zwavelzuur(tot 12 %) dat als voorbehandelingsmateriaal gebruikt werd,en waarbij de schrijver, evenals Blechmann, opmerkt, dat degebruikte concentraties zwavelzuur de bacillen kunnen dooden. Verdina, werkende met den bodem volgens Petragnani,verwerkt 137 absoluut positieve secreta en vindt met de cavia-proef 84.7% en met de cultuurproef 67% positieve resultaten. Bovengenoemden werkten alleen met materiaal van men-schelijke origine; van hen die secreta van dierlijk origine on-derzochten, noemen we Bertrand en Clarenburg.

Bertrand vermeldt, dat met den Petragnani-bodem tuberkel-bacillen in secreta aangetoond werden, wat op geen enkeleandere manier inclusief de dierproef, gelukte. Bertrand wijstook op het niet absoluut zekere der caviaproef en de tragegroei van het bovine type. Clarenburg constateert op den bodem van Petragnani eensnellere groei dan op het milieu van Lubenau en Besredka.maar het aantal dagen waarna macroscopische groei waar-neembaar was, varieert voor culturen uit tuberculeuze organenvan 30â€”65 dagen, voor sputum van 30â€”48 dagen; micros-copisch respectievelijk 4â€”30 en 4â€”14 dagen. Alleen van eenachttal melkmonsters afkomstig van dieren met een duidelijketuberculeuze mastitis, verkrijgt hij na 18â€”30 dagen bebroedenmacroscopisch waarneembare groei. Microscopisch trad hierna 4â€”8 dagen groei op. Bij het onderzoek van materiaal verkregen uit een 20-taltuberculeuze organen van rund, paard, varken, kip en cavia



??? verkreeg Clarenburg in. 90% der gevallen cultureel posi-tieve resultaten, terwijl de bacillen in het uitgangsmateriaalslechts in 14 gevallen microscopisch aan te toonen waren. Uit 12 rundersputa werden 4 maal tuberkelbacillen ge-kweekt, terwijl volgens de caviaproef 6 sputa tuberkelbacillenhoudend waren. De waarde dezer gegevens wordt verminderd, doordat Cla-renburg bij het orgaanmateriaal niet afzonderlijk vermeldt, vanwelke dieren de monsters genomen zijn, daar speciaal hetaviaire type (kip en varken) de gemiddelden gunstig zal be-invloeden, wegens de bekende gemakkelijke en snelle groei;een factor, waarmee wij ook rekening moeten houden bijmateriaal afkomstig van caviae, daar ook deze passage destam gemakkelijk culturabel maakt. Bij 6 sputa, welke volgens de dierproef tuberkelbacillenbleken te bevatten, gaven slechts drie sputa een positief resul-taat, en hoewel het aantal proeven te gering is om een con-clusie te trekken, is dit percentage miswijzingen toch zeerzeker te hoog. Bovenstaande publicatien geven zeer zeker den indruk,

datmet deze nieuwe vondst een verbetering bereikt is; een stapverder in de goede richting van het gebruik voor de praktijk. De meeste onderzoekers hebben gewerkt met materiaal vanhumane oorsprong, uitgezonderd Clarenburg en Bertrand. In verband met het feit, dat Petragnani de samenstellingvan de voedingsbodem gebaseerd heeft op uitkomsten ver-kregen bij het werken met het humane type en het bovinetype buiten beschouwing heeft gelaten, is het gewenscht deverschillende factoren, die voor een snelle groei van het bo-vine type van beteekenis kunnen zijn, na te gaan. Ook is er. in verband met nieuwe gegevens van den laatstentijd over groeibevorderende elementen voor het bovine type(o.a. haematine van Hohn) reden, om hier een onderzoeknaar in te stellen. De resultaten van Bertrand en Clarenburg zijn nog aller-



??? minst voldoende; en ook Bertrand merkt, zooals reeds ver-meld, de trage groei van het bovine type op. Glycerine: De invloed van glycerine op den groei van het bovine typeis reeds ter sprake gebracht en het ligt voor de hand omook hier aan een zelfde remmende invloed te denken, ja, hetzou niet onlogisch zijn om, zonder verder onderzoek dezenbodem te gebruiken zonder glycerine. Toch is er, doordat andere stoffen aanwezig zijn (mala- TABEL II. Dagen macr.groei Aantalbac. perveld gl. vrij gl. h. Dagerj mier.groei Aantal koloni??n gl. vrij gl. h. gl. vrij gl. h Aantal bac.p.gezichtsveld gl.vrij gl. h. 15veel1010veelveelveel2103V,3V2 veel2 lIVÂ?2V:22 gem.gem. 2.neg.%neg. 12 3 4 5 6 7 89 10111213H 15 16 17 1819 1811321121 III I I I I I I III v III III I n.â€” n. I n. I n.n. I.l IVÂ? IVIII III IVIIIIIIIIIIIIII III IV III 200III 200III III 150 veel 40 11111111111212141414141821212222253838 1714 OVo 3821604460222226 264444n.n.29n.70n.n. 71220181010 veel 40 3513 veelveelveelveel300veelveel 2001001010030025200 n.300n.n. 7 7 8 711 15 16 88 182121 99 0%

14 14 151411709014 D. 42n.n. 20 1025 354040 veel200veel III 2%2.8 2516% 3928% n = negatief.V = verontreinigd. 9em. 2. neg. = gemiddelde 2onder negatieven, vermeld in kolom 4 en 6.



??? chietgroen, aardappel), reden deze invloed bij het milieu vanPetragnani na te gaan. Ter verkrijging van zoo juist mogelijke resultaten, Twerd methetzelfde materiaal zoowel een glycerine houdende als eenglycerine vrije Petragnani-bodem ge??nt. De concentratie der glycerine bedraagt 4 %, een concen-tratie die overeenkomt met die van den Lubenau-bodem. Tabel No. II toont het resultaat van een negentiental nietverontreinigde primaire culturen van het bovine type, uit uier-secreta of melk, waarin bij microscopisch onderzoek de tu-berkelbacillen aangetoond konden worden en het aantal ba-cillen dus niet onbelangrijk is. Het gemiddeld aantal bacillen per microscopisch gezichts-veld bij onderzoek van het te enten materiaal is vermeld in kolom 2. De superioriteit van den glycerine-vrijen bodem is bij dezeuitkomsten wel zeer frappant; alle culturen slaan aan en geenenkele negatieve bevinding of miswijzing wordt geconsta-teerd; daarentegen bedraagt het aantal negatieven bij denglycerinehoudenden bodem 5, d. i. 28 %. Deze negatieveuitkomsten zijn als

miswijzingen aan te merken, daar het nietaannemelijk is te veronderstellen dat het aantal opgebrachtebacillen op den glycerine houdenden bodem aanmerkelijk zalverschillen van dat van den glycerine vrijen bodem. Dit klemt te meer, daar het aantal gegroeide koloni??n ge-teld op de correspondeerende glycerinevrije bodems vrij be-langrijk is, n.1. Â? 200, Â? 200, Â? 150, 40 en 40. Er is hier dus geen sprake van een niet aanwezig zijn vanlevende tuberkelbacillen op den glycerine houdenden bodem,hetzij door den aard van het onderzochte secretum, hetzijdoor de voorbehandeling. Direct wordt hierbij opgemerkt, dat de concentratie vanhet gebruikte zuur nooit meer dan 1 N. bedroeg; volgenssommigen is dit onschadelijk, maar zooals later blijkt, oefenthet zijn invloed op den tuberkelbacil wel degelijk uit. Van de 5 macroscopisch negatieven, blijken er nog twee(No. 13 en 14) bij microscopisch onderzoek positief te zijn. hoe-



??? wel dit pas gediagnosticeerd werd, na resp. 70 en 90 dagen.Na deze lange bebroeding is het aantal bacillen in het ge-zichtsveld nog niet bijzonder groot. De drie overige, No. 16, 18 en 19, zijn na verblijf van driemaanden in de broedstoof bij microscopisch onderzoek nognegatief. Het is een opmerkelijk feit, dat in de gevallen waarineen negatief resultaat verkregen wordt, het aantal tuberkel-bacillen in het uitgangsmateriaal betrekkelijk gering is, n.m.1.nooit meer dan gemiddeld 2 bacillen per microscopisch ge-zichtsveld. De waarden, vermeld onder de rubriek â€žaantal bacillenper microscopisch gezichtsveldquot;, resp. kolom 2, 9 en 10, zijnde gemiddelden, verkregen door telling eventueel schatting,van het aantal bacillen in een aantal (5â€”20) velden. Deze cijfers hebben slechts vergelijkende waarde en geveneenigszins een indruk van den aard van het onderzochte ma-teriaal. Zooals blijkt, is speciaal de bacillenrijkdom van hetuitgangsmateriaal van veel beteekenis voor de verkregenresultaten. Bij de meeste publicati??n worden deze gegevens niet ver-

schaft en wordt aan den invloed van het aantal tuberkel-bacillen in het onderzochte secretum onvoldoende aandacht ge-schonken. Deze factor blijkt nog ten overvloede uit het feit,dat bij die culturen waar in minder dan twintig dagen macros-copisch groei werd geconstateerd, de bacillenrijkdom van hetuitgangsmateriaal vrij aanzienlijk was; uit kolom 2 van tabel IIblijkt, dat het aantal bacillen in het uitgangsmateriaal in tweegevallen bedroeg, en in de overige 9 sedimenten varieerdevan 10 tot veel. In een geval, no. 8, was het aantal 2. Behalve de negatieve uitkomsten wijzen ook de positieveresultaten op een sterke beinvloeding door de glycerine. Het aantal dagen, waarna macroscopisch waarneembaregroei bij de glycerinevrije Petragnani en glycerine houdendeoptrad, is respectievelijk 11â€”38, gemiddeld 14 dagen en 22tot 70, d.i. gemiddeld 39 dagen; de tijdsduur is dus ruimverdubbeld. Hier zijn niet medegerekend die gevallen, waarbij



??? negatieve uitkomsten met de hiermede correspondeerende po-sitieve resultaten verkregen worden. Microscopisch positief resultaat wordt verkregen na 5â€”21dagen. d.i. gemiddeld 9 en na 8â€”90. d.i. gemiddeld 25 dagen.In kolom 6 en 7 wordt het aantal gegroeide koloni??n vermeld,en ook hier is de invloed van de glycerine merkbaar. Alswij geringe verschillen verwaarloozen, blijkt toch, dat bij deNo. 2, 3, 4, 5, 12 en 15, zonder glycerine een veel gunstigerresultaat verkregen wordt. Het aantal koloni??n op de glyce-rinevrije Petragnani is soms het tien- en meervoudige vanhet aantal op de glycerine houdende dito. De glycerine werkt dus ook in het milieu van Petragnanigroeibelemmerend en dient voor het kweeken van het bovinetype niet toegevoegd te worden. De uitkomsten blijven bij glycerinetoevoeging zooals Pe-tragnani dat in zijn recept aangeeft, verre achter bij de re-sultaten verkregen met den glycerinevrijen bodem. Het aantal miswijzingen bedraagt een zeer hoog percen-tage, n.1. 28 en 16%. wat vooral van beteekenis is. daar ge-werkt is met

materiaal, hetwelk veel tuberkelbacillen bevat. Zoowel de snelheid van groeien als het aantal zich ont-wikkelende koloni??n is op den glycerinehoudenden Petragna-ni-bodem veel ongunstiger dan wanneer geen glycerine wordttoegevoegd. Het behoeft hier niet gezegd te worden, dat steeds gewerktis met natuurlijk ge??nfecteerd materiaal en deze conclusienniet behoeven te gelden voor secundaire culturen. De verkregen resultaten zijn eigenlijk zeer ongunstig uit-gevallen, ongunstiger dan verwacht werd. Het zeer ongunstigresultaat is misschien te verklaren uit een cumulatie vanremmende invloeden i.e. glycerine, zuurbehandeling en mis-schien malachietgroen. Indien elk der factoren ieder afzonder-lijk aanwezig was, zou deze ongunstige invloed misschienniet z???? scherp aan den dag treden. Versehe rundergah Petragnani vermeldt in zijn publicatie, dat bij het gebruik



??? van zijn bodem voor het kweeken van het bovine type inplaats van glycerine, rundergal toegevoegd zou kunnen wor-den. Hij vermeldt er evenwel geen proeven of verkregenuitkomsten bij, daar hij in deze richting geen onderzoek heeftingesteld. Calmette gebruikt, zooals bekend is, zijn rundergal-aard-appel voor het kweeken van het bovine type en verkrijgt daar-op een zeer snelle groei. Zeer zeker (speciaal in verband met het gegeven van Cal-mette) is de mogelijkheid van verbetering niet uit te sluiten.Er werd een kort vergelijkend onderzoek ingesteld. De vergeleken objecten waren de glycerinevrije Petrag-nani-bodem, die voortaan altijd gebruikt wordt bij de volgendeproeven, en een bodem waaraan versche rundergal tot eenhoeveelheid van Â?4% was toegevoegd (300 c.c. ei-mengselen 2 c.c. gal). Van een zestal uiersecreta werden zoowel de Petragnanials de galhoudende Petragnani ge??nt. TABEL III. No. Dagen macr. groei Microsc. groei Aantal koloni??n P. P. gal P. P. gal P. P. gal 1 16 16 11 11 III III 2 20 25 12 12 III III 3 18 18 12 12 II I (40) 4

24 30 14 14 II I (40) 5 18 43 12 26 III II ?¤ III 6 26 18 12 12 II II ?¤ III gem. 21 25 12 14 2.5 2.2 - Groote verschillen blijken niet op te treden.Bij monster 2, 4 en 5 is een verschil waarneembaar. Hiertoch is bij den Petragnani bodem na resp. 20, 24 en 18 dagenWaarneembare groei opgetreden, terwijl deze bij de corres-pondeerende galhoudende milieus resp. na 25, 30 en 43 dagen



??? optreedt. Een verschil van 5. 6 en 25 dagen is aanmerkelijk envan belang. Dit komt ook uit in het verschil in dagen vanmicroscopisch waarneembare groei bij geval 5, n.m.1. resp. 12en 26 dagen. Geval no. 6 spreekt ten gunste van galtoevoeging. Hieris het tijdperk van waarneming met 8 dagen verkort. Het aantal koloni??n wijst evenmin op een gunstige invloedvan de rundergal. In geval 3 en 4 is het resultaat na degaltoevoeging zelfs aanmerkelijk ongunstiger. De gemiddelden wijzen ook in deze zelfde richting. Resumeerende kunnen we dus zeggen, dat rundergal toe-gevoegd aan den glycerinevrije Petragnani bodem op de cul-tuur van den tuberkelbacil geen gunstige invloed uitoefent,zoowel wat betreft de groeisnelheid als het aantal zich ont-wikkelende koloni??n; ja zelfs is een â€” zij het geringe â€” on-gunstige invloed merkbaar. De toevoeging van versehe run-dergal is derhalve niet aan te bevelen. Haematine: In een zeer enthousiast gesteld artikel beschrijft Hohn (19).die zich speciaal met de tuberkelbacillen cultuur bezig houdt,Y over een nieuwe

vinding, waardoor de groei van het bovinetype zeer belangrijk verbeterd zou worden. Hohn meende opgemerkt te hebben, dat bij het gebruik vaneieren met een sterk gekleurde dooier een rijkere groei vielwaar te nemen, en hij meende deze kleur te moeten toe-schrijven aan de door de kippen speciaal in het voorjaarmeer opgenomen plantenkleurstoffen, o.a. chlorophyl, en viade chlorophyl kwam Hohn door de chemische en biologischeverwantschap tot een bestanddeel dat gemakkelijker in zijnmilieu te verwerken valt, het haemoglobine of haematine. Hijverkrijgt deze haematine uit de resten van bloed, gebruiktvoor de Wassermanreactie. Het volledige recept van bereiding is te vinden in het Centr.f. Bakt. Orig. Bd. 113. Zijn conclusi??n na toepassing luiden, dat er een belangrijke



??? verbetering voor de cultuur van het bovine type bereikt is.De gemiddelde duur, die anders bij de door hem gebruiktemilieus ong, 25 dagen bedraagt, wordt verkort met 8 ?  10dagen, dus zou er na ong. 16 dagen reeds macroscopisch waar-neembare groei zijn. Soms bleef groei op zijn Lubenau eibodemachterwege, terwijl de haematine bodem een positief resultaatgaf. De enkele gegevens, die verschaft worden, wettigen alles-zins een nadere proefneming, waarbij evenwel uitgegaan isvan den Petragnani bodem als controle bodem. De Petragnani bodem heeft zoodanige voordeden bovenden door Hohn gebruikten bodem, dat, al zou er geen gun-stige invloed van de haematine op den Petragnani bodem enwel op den Dorset of Lubenau bodem zijn, zooals Hohn aan-geeft, toch de Petragnani gehandhaafd zou moeten worden. In het kort was de bereiding als volgt:Ie. In een steriel kolfje van 100 c.c. vangt men door middelvan venenpunctie Â?: 70 c.c. bloed op, laat dit stollen enschudt zoodanig, dat de vloeibare bloedresten vrijkomen.2e. giet het vloeibare

deel af en voeg gelijke hoeveelheidaqua dest. toe. 3e. na goed schudden zet men het mengsel een nacht in deijskast, zoodat volledige haemolyse optreedt door het bij-gevoegde aqua dest.4e. den volgenden morgen filtreeren door grof filtreerpapier of steriele watten.5e. van het filtraat de gewenschte hoeveelheid bij het ei-mengsel voegen. De toe te voegen hoeveelheden loopen voor beide typen â€”want ook voor het humane type beveelt Hohn haematine aanâ– â€” nogal uiteen. Voor het bovine zou de gewenschte hoeveel-heid varieeren van 3â€”5 % van het eimengsel. In overeenstemming hiermede werd in deze proeven eenzoodanige hoeveelheid toegevoegd, dat de concentratie 4%bedroeg, dus 12 c.c. bloedoplossing bij 300 c.c. eimengsel.



??? TABEL IV. No. PetragnaniH. b. Petragnani PetragnaniH. b. Petragnani 1 30 26 III III 2 28 28 III III 3 18 21 IV IV 4 16 16 IV IV 5 18 18 IV IV 6 26 22 I (10) I (40) 7 26 20 II III 8 27 21 II II 9 18 18 III IV 10 16 21 \' IV IV 11 18 18 IV IV gem. 22 21 3.1 3.3 De eenigszins hooggespannen verwachtingen werden d^j:de verkregen uitkomsten grootendeels te niet gedaan. Bij een11-tal onderzochte monsters bleken geen duidelijke verschillente ontstaan door de al of niet toevoeging van de bloed-oplossing en allerminst kan de meening gedeeld worden, dateen werkelijke verbetering tot stand is gekomen. Bij de mon-sters 1. 6. 7. 8 is het resultaat verkregen bij de bodems bereidmet haematine ongunstiger wat betreft de groeisnelheid. Deverschillen in waarnemingsduur bedragen resp. 4, 4, 6 en 6dagen, wat op een tijdsduur van 3 a 4 weken een aanmerke-lijk verschil genoemd mag worden. Daar staan 2 monsterstegenover (no. 3 en 10) die een iets gunstiger uitkomst gevenbij haematine houdende bodems. De verschillen, 3 en 5 dagen,zijn evenwel slechts gering en

vallen misschien binnen degrenzen van het normale; maar indien we waarde willenhechten aan deze verschillen, dan blijkt, dat de glycerine vrijePetragnani bodem de voorkeur verdient boven die waaraanhaematine is toegevoegd. Het aantal koloni??n blijft vrijwel gelijk, al bestaat er eengeringe neiging tot een iets mindere groei bij den bodem methaematine bij de nos. 6, 7 en 9. De geringe verschillen blijken tenslotte het duidelijkste uit



??? de gemiddelden, n.m.1. na 22 en 21 dagen macroscopisch waar-neembare groei en het aantal gegroeide koloni??n volgens deingevoerde classificatie resp. 3.1 en 3.3. De verkregen uitkomsten bij deze 11 onderzoekingen wet-tigen de uitspraak, dat geen verbetering van groei door toe-voeging van haematine verkregen wordt; integendeel wijzenenkele waarnemingen op een ongunstige werking van de toe-gevoegde â€žbloedoplossingquot;. M alachietgroen: Zooals reeds vermeld constateerde Petragnani een doo-dende, eventueel verzwakkende werking van malachietgroenop banale kiemen, terwijl de tuberkelbacil in het geheel nietaangetast werd. Latere publicati??n gewagen zelfs van een groeibevorde-rende werking van malachietgroen op tuberkelbacillen. Volgens Frongia werkt een concentratie hooger dan 0.3 %remmend op den groei, terwijl een concentratie van 0.05 tot0.3 % gunstig op den groei van tuberkelbacillen werkt en dezeversnelt. Petragnani voegt bij een mengsel ei-aardappel-melk vanong. 350 gram, 10 c.c. 2 % waterige oplossing van

malachiet-groen toe, d.w.z. de concentratie van het kristallijne mala-chietgroen bedraagt dus 0.5â€”0.6 o/qq. Frongia gaat dus metzijn concentratie veel hooger. Sonnenschein voegt 34 %oâ€”2 o/qq bij den Lubenau bodemen verkrijgt hierbij nog gunstige resultaten. Korthoff mengt zijn gebruikte Besredkabodem met verschil-lende hoeveelheden, varieerende van 1/40 o/ooâ€”1/10 o/oo-kristallijn malachietgroen en vindt de eerste concentratiete slap, doordat nog te veel verontreinigingen optreden, delaatste te sterk, zoodat hij als optimum concentratie 1/20 o/ooaangeeft. Bij de lage concentraties (1/40 0/qo) de groei mindersnel en worden zelfs een aantal negatieve uitkomsten geno-



??? teerd, die bij de bodems met 1/20 o/qo kristallijn malachiet-groen positief zijn. Tegenstrijdig zijn de gegevens van Kortho[[, waar hij bij17 monsters dubieuse secreta 17 duidelijk positieve culturenverkreeg op zijn Besredka bodem, waaraan geen malachiet-groen is toegevoegd, terwijl hij later bij 44 duidelijk positievesecreta na enting op den Besredka bodem met 1 /40 o/qq mala-chietgroen (de minimum concentratie dus) een aantal nega-tieven waarnam. Malachietgroen zou dus in geringe concen-traties remmend op den groei van de tuberkelbacillen werken,wat niet wel aanneembaar is. De toegevoegde hoeveelheden door Kotthoff zijn dus veelgeringer, dan die door Frongia, Petragnani e.a. en deze laat-sten vermelden nog gunstige resultaten bij concentraties,welke volgens Korthoff sterk remmend werken. Het meest voor de hand liggend is hier te denken aan eenverschil in de gebruikte milieus. Bij Korthoff een vloeibaarmedium, bij Petragnani en Frongia vaste media. Het is natuurlijk een verschil of men werkt met vaste ofvloeibare media. Het contact bij

de laatste is veel inniger enzoo is het verklaarbaar, dat Korthoff lagere concentraties alsoptimum waarden vindt. Zoowel Petragnani als Frongia en Sonnenschein gevenaan, dat tot 0.5 o/qq kristallijn malachietgroen een stimulee-rende werking op den groei van tuberkelbacillen uitoefent. Deze gemeenschappelijke optimale concentratie bij vastebodems komt dus het eerst in aanmerking om vergeleken teworden met dezelfde bodems waaraan, om eventueele ver-schillen zoo duidelijk mogelijk te laten uitkomen, in het geheelgeen malachietgroen toegevoegd werd. Enkele uiersereta en materiaal afkomstig van tuberculeuzecaviae werden na dezelfde voorbehandeling, resp. voor zooverdit materiaal afkomstig was van caviae zonder voorbehande-ling, ge??nt op malachietgroenhoudende Petragnani (0.5 o/qqkristallijn) en op glycerinevrije Petragnani waaraan geenkleurstof was toegevoegd.



??? Het aantal dagen, waarna macroscopisch, eventueel micros-copisch groei optrad en het aantal ontwikkelde koloni??n werdin tabel V opgenomen. Het blijkt, dat de verkregen uitkomsten evenmin grooteverschillen vertoonen. TABEL V. Aantal dagen macrosc.waarneembare groei No. Aantal ontwikkeldekoloni??n Petr. zondermalachietgr. Petr. zondermalachietgr. Petragnani Petragnani 1 2 3 4 5 6 7 89 10 gem. 16 241720 172321 2521 18 20.2 162424242119 24 252118 20.6 IVIII III IIII I IVIII IV I I I I IIII I IVIII Â?30(25)(18)(120) (Â?40)(Â?45) 34 35 Â?40Â?80 Â?40Â?30 Wat de groeisnelheid betreft, is bij de nos. 1, 2, 8, 9 en 10,dus 50% van het totaal, geen verschil bemerkbaar. Van deoverige vijf geven de nos. 4, 5, 6 en 7 slechts een gering ver-schil van 3 of 4 dagen, wat binnen normale grenzen valt.Alleen bij No. 3 geeft de Petragnani bodem zonder malachiet-groen een eenigszins belangrijke achterstand van een week,op een periode van 24 dagen. Ook de kolommen 4 en 5 wijzen niet op een invloed vanmalachietgroen, de kleine schommelingen hggen

ook hier bin-nen normale grenzen. De geringe beteekenis der verschillenkomt ook uit in de gemiddelde tijdsuur, n.m.1. 20.2 en 20.6dagen. Deze waarnemingen wettigen dus de meening, in tegen-stelling met Frongia, dat van een concentratie van 0.5 o/qq



??? malachietgroen in den Petragnani bodem n??ch een remmende,n??ch een groei bevorderende werking uitgaat, maar doordatde aanwezigheid van het malachietgroen in den bodem velevoordeden heeft, zal men dit ten allen tijde aan deze bodemsvoor de cultuur van den tuberkelbacil toevoegen. Behalve deselectief antiseptische werking bestaat nog het voordeel, datop een groen gekleurden bodem de gele koloni??n van dentuberkelbacil gemakkelijker en beter waar te nemen zijn danop de gele ei-bodems. Misschien is hierdoor ook het iets betereresultaat met den malachietgroenhoudenden bodem wel teverklaren. De zuurgraad van den bodem. Theobald Smith was de eerste, die vond, dat het bovinetype op glycerinebouillon groeiende, dit milieu niet van reactiedoet veranderen, althans niet zuurder maakt, maar soms alca-liseert in tegenstelling met het humane type. Hij geeft dit zelfsaan als een karakteristieke eigenschap, die gebruikt kan wor-den voor de diagnostiek van beide typen. Lobstein meent dat de reactieverandering een functie is vande

intensiteit der groei en de samenstelling van het medium. Smith verklaart het vermelde verschijnsel door aan te ne-men, dat zoowel het bovine als het humane type een alcales-centie van den bodem bewerkstelligen door omzetting vanaminozuren, maar het humane type maskeert dit, door vor-ming van zuren uit de aanwezige glycerine, terwijl het bovinetype de glycerine onaangetast laat. Volgens Smith zou het bovine type gevoeliger zijn vooreen overmaat zuur of een zure reactie dan het humane. Bijeen re??ele zuurgraad van 6.4 zou typus bovinus slechts lang-zaam groeien. Volgens Dernby en Naselung is de optimum pH voor typusbovinus daarentegen 6.0 a 6.5. Engel, S??tterlin, Lehmann en Neumann geven eveneenswaarden die varieeren van 6.0â€”6.2â€”6.5, doch indien de pHstijgt boven 6.7 worden de resultaten met de stijging minder.



??? Daarentegen vermelden Korthoff en Hohn, dat bij denBesredka-bodem met een pH van 7.0â€”7.4 de tuberkelbacillenvoortreffelijk groeien. hhimori geeft voor bovine stammen 5.8â€”6.9 aan en heeftzelfs stammen, die de beste groeiresultaten geven bij een pHvan 8.0. Hier dus zeer verschillende gegevens, die eensdeels on-verklaarbaar, anderdeels een gevolg kunnen zijn van de ver-schillende milieus, die gebruikt worden. Een tweede factor, die niet vermeld wordt is of bij dezeexperimenten gewerkt werd met primaire- of secundaire even-tueel tertiaire enz. culturen. Voor secundaire- eventueel tertiaire culturen zal de pH. vanden bodem der primaire cultuur niet zonder beteekenis zijn. Hohn bepaalt de pH van zijn eimengsel door 2 druppelshiervan te vermengen met 15 c.c. physiologisch NaCl.-oplos-sing en dan moet de pH. volgens de kleurencomparator vanMicha??lis 7.0â€”7.2 zijn. Hohn moet zoo sterk verdunnen daaranders zijn vloeistof ondoorzichtig is. Het is te verwachten,dat bij zoo sterke verdunning de pH. van de verdunde op-lossing een

geheel andere zal zijn dan die van den bodemWaarvan werd uitgegaan. Om een maatstaf te krijgen werd getracht van de verschil-lende buizen, waaraan afgemeten hoeveelheden zuur of alcaliWaren toegevoegd, de pH. te bepalen. Door een gelijktijdig plaats hebbend onderzoek over dewaterstofionenconcentratie in vleesch was het mogelijk, zoo-wel electrometrisch als colorimetrisch de pH van enkele meng-sels te bepalen. Bij het nog niet gestolde ei-aardappel-melk mengsel was ditbetrekkelijk eenvoudig, daar dit onverdund of verdund metgelijke deelen aqua dest. onderzocht kon worden. Gecontroleerd werd of de stolling in het Lautenschl?¤ger-apparaat invloed uitoefende en de pH door de verwarming enstolling veranderde. Daartoe werd de gestolde massa uit een cultuurbuis zoo



??? fijn mogelijk verdeeld, overgoten met een drie- \'a viervoudigehoeveelheid aqua dest. en goed geschud. Na een half uur werdgefiltreerd en van het filtraat zoowel electrometrisch als colori-metrisch de pH. bepaald. Een methode die overeenkomt metde door Fooy toegepaste methode voor vleesch. Bij een â€” zonder eenige toevoeging van zuur of alcali â€”normale Petragnani, zonder glycerine, werd gevonden:electrometrisch 7.0, 6.8, 6.8, 6.9, 6.9. na stolling van het op boven beschreven wijze verkregenfiltraat: electrometrisch 7.0, 6.9, 6.9, 7.0, 6.8.colorimetrisch 7.2, 6.95, 7.0, 7.1, 6.8. Het blijkt, dat de gevonden waarden, zij het slechts ge-ringe, verschillen vertoonen. Ter verkrijging van een meer alkalische of zure reactievan den bodem werd gebruik gemaakt van een 10 % carbonasnatricus of 73^% acid, lacticum oplossing. Bij een toevoeging van zuur wordt de bodem diepgroen,terwijl bij de toevoeging van carbonas natricus de bodem lichtgroen tot geel wordt. Een tweede opmerkelijk feit is, dat bij zuurtoevoeging deconsistentie van het gestolde ei-

mengsel verandert. Na zuur-toevoeging wordt deze brosser, slapper, en wanneer meer dan1 c.c. ly^ % acid. lactic. per cultuurbuis, dus per ong. 14 c.c.,wordt toegevoegd, is deze zoo slap, dat bij het overstrijkenmet een platina ??se meestal het oppervlak beschadigd wordt.Van Deinse merkt dit â€žslappe uiterlijkquot; der bodems op enweet hiervoor geen verklaring te geven en wijt het aan oudeeieren en oude melk. In verband met het bovenstaande is dit zeer goed mogelijken verklaarbaar, speciaal bij gebruik van niet versche melk,waar een sterke melkzuurvorming door de melkzuurbacterienkan zijn ontstaan. Bij de toevoeging van alcali wordt de gestolde bodemvaster, elastischer, stugger.



??? Bij de eerste serie werd per 10 c.c. mengsel toegevoegdrespectievelijk 0.1 c.c., 0.2 c.c.. 0.4 en 0.7 c.c. acid. lactic.Ty2 %. De gemiddelden der gevonden waarden bedroegenvoor de pH 6.4. 5.7, 4.4 en ong. 3.6 (deze laatste gaf zeerwisselende uitkomsten, door de sterke zuurgraad speelt ditechter geen rol, daar deze als zoodanig direct uitgeschakeldkan worden.) Negen stammen 1) werden onder dezelfde omstandighedenop de verschillende buizen overge??nt. Na ongeveer drie weken werden de culturen macrosco-pisch en microscopisch onderzocht. Hetzelfde werd verricht na toevoeging van resp. 0.1, 0.4,0.7 en 1 c.c. van een 10 % carbonas natricus oplossing aanelke 10 c.c. van het ongestolde mengsel. De gemiddelden der bepaalde waterstofionenconcentratiezijn respect, voor de buis met 0.1 c.c. carb. natric. 10% : pH = 7.25quot; gt;Â? Â?Â? 0.4 ,, ,, ,, ,, ,, ~ 7.45 ......0.7 .........= 8.05 quot; .. .. .. Â? Â? Â? â€ž = 8.15. De resultaten van macroscopische- en microscopische waar-nemingen zijn neergelegd in tabel VI. Een zeer geringe toevoeging van

zuur (acid. lacticum) aanhet mengsel geeft direct ongunstige resultaten. De groei ver-mindert sterk en zelfs is bij 4 culturen elke macroscopischeWaarneembare groei achterwege gebleven. Alleen stam 8. afkomstig van een cavia, vormt een uit-zondering op dezen regel en deze stam groeit bij een pH van6.4 blijkbaar beter dan bij een neutrale reactie. Bij het gelijktijdig ingesteld microscopisch onderzoek vandezelfde reeks, blijkt dat enkele nos., die ma?„oscopisch ne-gatief waren, bij een bodem waaraan 0.1 c.c. melkzuur 71/^ % 1nbsp; Bij uitzondering werd hier met stammen gewerkt, door gebrek aanÂ?primair materiaalquot;.



??? TABEL VLMacroscopische waarneming. Contr?´le 1 2 3 4 5 6 7 8 9 pH 7.00.1 cc. 6.40.2 cc. 5.70.4 cc. 4.4 ?Ž 1 1 1 1 1 I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I 1 1 1 1 n 1 1 t 1 1 II 1 1 1-H- r-j- 1 1 1 e s 0.7 cc. 3.6 â€” -- â€” â€” â€” â€” â€” â€” Microscopische waarneming. -l-H- Controle0.1 cc.0.2 cc.0.4 cc.0.7 cc. f -H-h -H--H- Macroscopische waarneming. Controle0.1 cc. 7.250.4 cc. 7.450.7 cc. 8.051 cc.8.15 -I- -H- -H- Microscopische waarneming. Controle0.1 cc.0.4 cc.0.7 cc.1.0 cc. 1 t 1 [ 1 ) 1 1 t 1 1 1 t 11 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 i 1t 1 r iquot; 1 1 rt t 1 1 11 1 1 t 1 TTquot; -H- III 4- I I I = sterke groei. = nog duidelijke groei. = geringe groei.= geen groei. toegevoegd was, toch wel groei vertoonden b.v. no. 4 en 7;bij de nos. 2 en 5 is zelfs microscopisch geen groei waarneem-baar op den bodem met een pH van 6.4. De overige reeksen, die met een pH van 5.7 en lager, gevenzulke duidelijke resultaten, dat deze verder buiten beschou-wing kunnen blijven. Bezien we de resultaten na toevoeging van alcali, dan blijkt



??? ook een spoedige remming in groei na een geringe stijgingder pH in den voedingsbodem. Twee stammen 3 en 4 ondervinden geen invloed van eenreactie verandering tot pH = 7.25. Daarnaast zijn er even-wel 3 stammen 2, 6 en 9, waarbij na drie weken nog geengroei viel te constateeren, hoewel, blijkens microscopisch on-derzoek, hier toch wel een duidelijke groei aanwezig was.Tusschen deze uitersten hggen de stammen 1, 5 en 7 en 8met een eenigszins geremde groei. Ook hier vertoonen debuizen bereid met 0.4 c.c. carbonas natricus 10%, en meer,zoodanige verschillen, dat deze direct ge??limineerd kondenworden. Bij de bereiding van den Petragnani bodem diene men uitte gaan van versch materiaal en geen zuur o[ alcali toe tevoegen, daar men dan de beste resultaten verkrijgt. De reactieis ongeveer neutraal pH â€” 7.â€”.



??? HOOFDSTUK IV. INVLOED VAN CHEMICALI?‹N, IN HETBIJZONDER ZWAVELZUUR, OP DEN GROEIVAN TUBERKELBACILLEN. Â§ 1. Litteratuuroverzicht, Zooals reeds werd vermeld, ontdekte L??wenstein de grooteresistentie van tuberkelbacillen tegen verschillende zuren enalcali??n, waarna Sumiyoshi deze vonds toepaste voor hetverkrijgen van reinculturen uit ge??nfecteerd tuberculeus ma-teriaal. Het ge??nfecteerde materiaal werd gedurende een be-paalden tijd met zuur of loog vermengd, daarna gecentrifu-geerd en een of tweemaal gewasschen. Hierdoor werd hetzuur of loog verwijderd, waardoor zij de nadeelige werking,welke zij toch ook tegenover tuberkelbacillen bezitten, nietmeer kunnen uitoefenen. Na deze manipulaties werd het ma-teriaal op de daarvoor bestemde voedingsmedia gebracht. Bij deze werkwijze is van belang: Ie. Aard van het voorbehandelingsmiddel. 2e. Concentratie van het voorbehandelingsmiddel. 3e. Duur van de voorbehandehng. 1. Uit de literatuur blijkt, dat van alle gebruikte chemi-cali??n zwavelzuur als het

gunstigste voorbehandelingsmiddelbeschouwd wordt. Sumiyoshi gebruikt oorspronkelijk zwavelzuur, zoutzuur,melkzuur of natronloog. Hohn (17) geeft aan zwavelzuur de voorkeur, en na hem isdoor velen, die met het humane type experimenteerden, even-



??? eens van zwavelzuur gebruik gemaakt {Schmidt, Kemkes, Kott-hoff, Hatada, Sonnenschein, S??ttetlin, Cotpet en Nao Uyei,Verdina). Ook Helm (16), Huck en Kramet (20), Clarenburg, Sawe-lieff en Sefer, die zich met het bovine of aviaire type bezighouden, verkiezen zwavelzuur boven andere chemicali??n. Volgens Schmidt oefent NaOH een schadelijke werkinguit, een meening, die gedeeld wordt door Soranyi.en Putnoki.Volgens Corpet zou NaOH evenals HCl wel bruikbaar, dochniet zoo goed als H2SO4 zijn. Alleen Isabolinsky en Gitowitsch prefereeren NaOH; zijwerken echter met gekweekte stammen. Blechmann kent aan NaOH het sterkst steriliseerend ver-mogen toe. Erica Hermann geeft de voorkeur aan antiformine,doch zij blijft in dit opzicht de eenige. Pesch en Simchowitz hebben verschillende alcali??n be-proefd, doch hadden hiermee slechte resultaten vergelekenmet H2SO4. Seelemann en Klingm??ller, die met materiaal van dierlijkeorigine werken, zijn de eenige, die, op grond van vergelijkendeproeven met H2SO4, aan zoutzuur de

voorkeur meenen temoeten geven. Bij een voorbehandeling met resp. 20 % HCl en 20 %H2SO4 zijn de resultaten met HCl: 2 verontreinigd, 1 ste-riel, 2 positief en met zwavelzuur alle steriel. Bij vergelijking van 15 % HCl met 12 % H2SO4, verkreeghij respectievelijk 4 verontreinigd, 1 buis positief met 7 ko-loni??n en 3 verontreinigd, 1 steriel, 1 buis positief met 4koloni??n. Enkele andere gegevens met kunstmatig ge??nfecteerde melkgeven gelijksoortige uitkomsten. Uit deze gegevens volgt m.i. allerminst een superioriteitvan het HCl boven H2SO4, doch alleen dat 20 % H2SO4te sterk steriliseerend, eventueel sterker dan 20 of 15 %HCl, werkt. In het door hen gebruikte sediment komen zeer veel tuber-



??? kelbacillen voor, varieerende van 5â€”10 bac. per gezichtsveld.Wij kunnen dus aannemen, dat gemiddeld bij enting â€”1millioen bacillen op de eioppervlakte gebracht worden; tochverkrijgen zij niet meer dan 4â€”7â€”11 koloni??n per cultuur-buis. Dit resultaat wijst zeer duidelijk op de te sterk doodendewerking van het door hen gebruikte reagens en het warejuister geweest, indien zij getracht hadden hierin verande-ring te brengen. Bij dergelijke resultaten zijn conclusiesvoorbarig. 2. De concentratie en tijdsduur: De gebruikte concentraties loopen betrekkelijk veel uiteen.Hohn is de eerste, die een grens aangeeft en wel bij 13â€”14 % H2SO4. In navolging van Hohn hebben zeer velen dezelfde concen-tratie gebruikt, Schmidt, Kemkes. Harada, Verdina, Sawe-lief[. S??tterlin, Seelemann en Klingm??ller. Brechmann.Matthis, e.a. Hohn heeft later op het feit gewezen, dat een hooge con-centratie van het zuur invloed op den tuberkelbacil zal uit-oefenen en derhalve zoo mogelijk verlaagd moet worden. OokKorthoff wijst hierop. Het blijkt uit het groote aantal

miswijzingen bij boven-genoemde onderzoekers, dat de methode toegepast met 10â€”12 % H2SO4 allerminst voldoet en een vergelijking met dedierproef niet kan doorstaan. Hohn vindt bij een behandeling met 15 % H2SO4 75 %miswijzingen. Schmidt 40 %. Kemkes 30 %. Harada 25 %,Verdina 30 %, Sawelieff 33 %. enz. Hun conclusies zijn danook allerminst gunstig en de cultuurproef wordt verre achtergesteld bij de dierproef. Men had evenwel met deze hoogeconcentratie rekening dienen te houden en de mogelijkheidvan concentratievermindering in acht nemende, de beoordee-ling van de waarde der cultuurmethode moeten opschorten.Behalve dat er verschil bestaat tusschen de stammen onder-



??? ling, is het gehalte aan tuberkelbacillen van het onderzochtemateriaal een factor van beteekenis, waar geen of weinigaandacht aan geschonken wordt. Hatada e.a. wijzen er op, dat een voorbehandeling met eengeconcentreerd zuur, bacillenarme sputa en dito secreta ste-riel kan maken. Daartegenover staat de mededeeling van Sefer volgenswien zelfs 9N. zwavelzuur geen of weinig invloed heeft enallerminst doodend werkt op tuberkelbacillen. Dit groote verschil in opvatting en uitkomst is hierdoor teverklaren, dat Sefer werkt met secreta, welke zeer rijk aantuberkelbacillen zijn en het is zeer goed mogelijk, dat hetagens 95 % of meer der aanwezige tuberkelbacillen doodt,doch dat een klein gedeelte door toevallige omstandighedenniet aangetast wordt (ingehuld zijn in slijm of eiwit, centraleligging, enz.). Het is ook mogelijk, dat sommige stoffen door de zuurbe-handeling coaguleeren en een beschermende laag om de ba-cillen vormen. De mogelijkheid dat bij een massale hoeveel-heid enkele bacillen overblijven, is zelfs waarschijnlijk eneveneens, datÂ?

dan ondanks die hooge concentratie eenpositieve d.i. bevredigende uitkomst verkregen wordt. Korthofl heeft er het eerst de aandacht op gevestigd, dathet juister is om de gebruikte sterkte van het zuur in normali-teiten uit te drukken, daar het weergeven in percentagesslechts verwarrend kan werken speciaal wat betreft gewichts-en volumeprocenten. Men dient aequimoleculaire hoeveelheden te gebruiken endit bij vergelijkende proeven uit te laten komen. Het ligt voor de hand deze groote resistentie tegenoverzuren te zoeken in de bijzondere samenstelling van het ecto-plasma van de tuberkelbacil, een lipoid wasachtige laag. Het aantasten van deze laag wordt duidelijk gedemon-streerd door het verdwijnen van de zuurvastheid na een voor-behandeling met een zuur, een verschijnsel dat zeer eenvoudigte controleeren is door microscopisch onderzoek.



??? Volgens Hohn is er correlatie tusschen de zuurresistentieen het karakter van het tuberculeuze proces. Bij oude processen waar zeer veel bacillen in voorkwamen,gelukte het Hohn soms\' niet de bacillen cultureel aan te toonenen hij spreekt hier van â€žbacillenlijkenquot; of bacillen die zoo-danig verzwakt zijn, dat de zuurinwerking direct doodendwerkt. Misschien kan hier de theorie van Bergel tusschen ge-vlochten worden, volgens welke granulaire vormen ontstaan,door de inwerking van een lipase, afkomstig van lympho-cyten. Door die lipase wordt een groot gedeelte der was-chitinelaag opgelost en het is te verwachten dat dergelijkebacillen minder weerstand tegenover chemicalien i.c. zwaveW,zuur zullen bezitten dan de gewone niet granulaire vormen.Behalve Hohn, verkrijgen ook Dimtza en B? rta minder goederesultaten bij secreta waarin vele granulaire vormen voor-komen. Seelemann en Klingm???•?•er vonden een virulentieverminde-ring na zuurinwerking. Zij spoten melk, ge??nfecteerd met tuberkelbacillen, na be-handeling met 15 % H2SO4

en 15% HCl, intramusculair inbij drie caviae. Na 70 tot 90 dagen trad pas gegeneraliseerde tuberculoseop, terwijl de controle caviae reeds na 30 tot 35 dagen alge-meene t.b.c. vertoonden. De lymphklierzwelling in eerst bedoelde gevallen trad pasop na 30 tot 35 dagen. Wat de behandelingsduur aangaat, zijn er enkele schrijversdie dezen tijd verlengen tot 1 uur en zelfs wel een 24-urigeinwerkingsduur onschadelijk achten, doch Sawelieff toondeaan, dat met het verlengen der tijdsduur de negatieve uit-komsten sterk toenemen. Als meest geschikte en practische tijdsduur is 20 minutenaangenomen.



??? Â§ 2. Eigen proefnemingen met sterke concentraties. Ten einde nu de invloed van de verschillende concentra-ties na te gaan, werd het hierna volgende verricht. Om een overzicht van het te verwerken materiaal te ver-krijgen werd na sedimenteeren, een Ziehl-Neelsen preparaatgemaakt en hiervan in een aantal gezichtsvelden zoo mogelijkhet aantal tuberkelbacillen geteld. Bij zeer bacillenrijk materiaal moest dit aantal wel eensgeschat worden, of werd volstaan met de qualificatie â€žveelquot;. In andere gevallen werden 10â€”25 velden geteld, afhanke-lijk van het aantal bacillen, en hiervan het gemiddelde ge-nomen. Vooraf werd getracht een zoo homogeen mogelijke ver-deeling in het sediment te verkrijgen. Indien grove vlokkenin de uiersecreta aanwezig waren, werden deze door fil-treeren verwijderd. Daarop werd het te onderzoeken secretum of sediment ge-voegd bij een aantal c.c. verdund zwavelzuur van de laagstbruikbare concentratie en goed in een mortier vermengd. Van dit goed verwreven mengsel werden met een gegradu-eerde pipet

afgepaste hoeveelheden c.c.) in steriele cen-trifugebuisjes gebracht. Deze werden voorzien van een voorafin water uitgekookte en gedroogde gummistop. Daarna werden de centrifugebuisjes gevuld met de ge-wenschte hoeveelheden H2SO4 van bepaalde concentratie. De behandeling vooraf in het mortier met zwavelzuur dient,om het ontstaan van grove stolsels door het uitvlokken dercaseine bij de latere toevoeging van het sterkere zwavelzuur tevoorkomen. De grove vlokken zouden een gelijkmatige in-werking van het zuur kunnen verhinderen. Men moet er voor zorgen, dat de binnenwand van hetcentrifugebuisje op de plaats waar later de gummistop komt,niet bevochtigd wordt met zwavelzuur; de stop glijdt er in datgeval gedurende het schudden meestal af. Men legt de buisjeshorizontaal neer, zoodat zich geen dikke laag bezinksel in hetonderste nauwe gedeelte der buis kan vormen.



??? Gedurende 20 minuten worden de buisjes nu en dan krach-tig geschud. Indien een schudapparaat aanwezig is, kan mendit natuurhjk gebruiken. Na afloop wordt 5 minuten gecentrifugeerd, afgegoten,waarna de buisjes omgekeerd op een filtreerpapiertje wordengezet, zoodat het overtollige zuur afloopt. Zoo spoedig mogelijk wordt het sediment op de voedings-bodem gebracht. Bij het enten werd dezelfde ??se gebruikt om steeds gelijkehoeveelheden op de ei oppervlakte te brengen. Het uitstrijken moet zorgvuldig geschieden, speciaal op dePetragnani bodems. Het geschiedt zoodanig, dat er een innig contact ontstaatvan materiaal en voedingsbodem; het sediment moet er als hetware ingewreven worden, het is het beste, als men 3 of 4maal met de ??se over de geheele oppervlakte heen en weerstrijkt. In vele publicaties kan men vinden dat in het begin decultures niet aanslaan en dat dit euvel later bij zorgvuldigerwerken en verkregen routine niet meer voorkomt. Voor de Petragnani bodem speelt een andere factor nogeen belangrijke rol. Hier wordt

meestal materiaal op verwerkt, dat nog metbanale kiemen verontreinigd is. welke dan door het malachiet-groen gedood of in hun ontwikkeling geremd worden. Blijftnu evenwel een vlokje sediment op de oppervlakte liggen,zoodat het met malachietgroen niet of onvoldoende in con-tact komt, dan zal uit dat vlokje groei, respectievelijk ver-ontreiniging van den geheelen bodem plaats vinden. Dezehinderlijke factor is zeer gemakkelijk te demonstreeren, doorniet zorgvuldig uit te strijken. Als voorbehandelingsmiddel is zwavelzuur gebruikt. Devele gegevens pleiten bijna eenstemmig voor zwavelzuur enzooals is aangetoond, berust de meening, volgens welke aanzoutzuur de voorkeur gegeven zou moeten worden, niet op



??? deugdelijke gronden. In het begin zijn evenwel korte proevengenomen met zoutzuur, doch de resultaten, die hiermede ver-kregen werden, waren â€” hoewel niet ongunstig â€” toch nietzoo goed als die met zwavelzuur. Andere chemicalien (sal-peterzuur, chroomzur, melkzuur, natronloog) worden even-eens, voor zoover onderzocht, achtergesteld bij zwavelzuur. De sterkte van het gebruikte zuur: In navolging van Korthoff is deze in normaliteiten aange-geven; dit kan geen verwarring stichten. Soms werden zeer hooge normaliteiten gebruikt, daar inveel gegevens in de hteratuur deze hooge concentraties ver-meld en aanbevolen werden en zelfs geconstateerd werd, datdeze geen invloed op de bacil uitoefenden. Hierdoor kondan de waarde dezer gegevens nagegaan worden. De concentratie hangt samen met de gebruikte voedings-bodems en de aard van het materiaal. Als regel werd hierslechts gewerkt met uiersecreta. Bij bodems waaraan eenantiseptische stof is toegevoegd, zal men met lagere concen-traties kunnen volstaan. (Petragnani, Petroff).

Als milieus werden gebruikt de Dorset-bodem en de glyce-rine-vrije bodem volgens Petragnani. De bodems werden tweemaal per week nagezien, eventueelmet loupe en ?Š?Šn reeks werd regelmatig microscopisch on-derzocht. Groei ontstaat bijna altijd het eerst dicht bij het condens-vocht en daar werd dan ook speciaal aandacht aan besteed. Na een bepaalden tijd, wanneer dit op alle te vergelijkenbodems mogelijk was, werd het aantal koloni??n geteld. Bezien we eerst de reeksen waarbij gewerkt is met 3, 5 en7 N. zwavelzuur (tabel VII). Er is bij deze gegevens een ontbrekende schakel, n.m.1. diegegevens welke verkregen zouden zijn zonder voorbehande-ling, of bij een voorbehandehng met indifferente stoffen. Dit isdoor het verontreinigd zijn van het uitgangsmateriaal on-mogelijk. Slechts in ?Š?Šn geval is het gelukt een directe cultuur



??? TABEL VIL Aantalbacillen Aantal dagen waarna macroscopische groei waarneembaar was INO. in materiaal 1 N. 3 N. 5 N. 7 N. Opmerkingen. 1 veel 14 14 18 30 2 veel v\') 18 28 30 3 Â?50 v 18 18 24 4 Â?50 v 16 16 24 5 Â?50 30 30 30 48 6 Â?50 28 28 28 49 7 veel 14 14 30 30 8 veel 14 21 30 41 9 veel 12 12 12 12 heftige acute mastitis 10 Â?9 V 60 n=) n 11 Â? 10 60 60 n n 12 8 V 49 n n 13 Â? 10 V n 50 n 14 ^ 32 32 n n 15 2 a 3 V 44 n n 16 Â?2 44 n n n 17 Â?2 35 n 50 n 18 Â?2 42 42 57 n 19 3 a 4 16 24 â€” â€” niet beh. 16 dagen 20 8 V â€” 76 n 21 Â?4 36 36 70 n 22 0.1 V 32 n n 23 0.3 28 n n n 24 17 17 ^ â€” ^ 25 16 23 ___ ^ 1 26 ___ V 24 24 24 afkomstig v. caviae 27 â€” V V 24 24 J Verontreinigd . 11=41% 1= 4% 0 0 1 Positief. . . . 16=59% 21=81% 16=677o 11=46%, Nos. 1-27 Negatief . . . 0 4=15% 8=33% 13=547o| Gem.aant. dagen 27 29 35 33 Verontreinigd . 3 0 0 Positief . â™? â€? * 6 9 9 Mrte 1 Q Negatief . . . 0 0 0 INOS. 1 â€”y Gem. aant. dagen 19 19 23 32 J Verontreinigd . 8=45% 1= 6% 0 Â° 1 Positief â€? â€? â€? Â? 10=55Vo

12=70% 7=47% 2=13% 1 NnÂ? in_77 Negatief . . . 0 4=247â€ž 8=53Â?/o 13=86% j INOS. IXJ\'^jLl Gem.aant. dagen 32 32 51 V = verontreinigd.n = negatief.



??? te verkrijgen, n.m.1. no. 19. Wij kunnen dus niet den invloednagaan van het 1 N. zwavelzuur en moeten de â€ž1 N culturenquot;als vergelijkingsmateriaal nemen. Bij het beschouwen van tabel VII blijkt direct de grooteinvloed van het aantal bacillen in het uitgangsmateriaal, eenwaarneming welke m.i. te verwachten is. Nemen wij de Nos. 1 tot en met 9, dan blijken deze vrijgroote verschillen te geven met de overige monsters. Bij de eerste ziet men een snelle groei en zelfs na eenbehandeling van 7 N. zwavelzuur krijgen wij geen negatieveresultaten. De gemiddelde duur van het zichtbaar worden der koloni??nop de bodems ge??nt met secreta, voorbehandeld met 1, 3, 5 en7 N. H2SO4 bedraagt hier resp. 19, 19, 23 en 32 dagen enhoewel een geringe tendenz tot stijging aanwezig is, is dezein verband met de sterkte van het gebruikte zuur (tot 7 N.)zeer gering. De groei is hier in deze negen gevallen snel, en het aantaldagen totdat macroscopisch groei werd waargenomen is ge-ring, zelfs geringer dan sommige gegevens voor het humanetype. Let men op

het aantal gegroeide koloni??n (tabel VIII), danis hier een duidelijker, hoewel ook nog geringe invloed tehespeuren. Duidelijk demonstreert zich de invloed in de 5 N.en 7 N. kolom; men ziet een belangrijke vermindering van hetaantal koloni??n, zelfs kan dit teruggaan tot 40 en 18 koloni??n,terwijl op de overeenkomstige culturen na de 1 en 3 N. be-handeling zeer veel koloni??n (IV) aanwezig zijn. Bij de 5 N.kolom vinden wij cijfers, die tusschen die van de 3 N. en vande 7 N. kolom inliggen. Blijkt dus de invloed van de zuurbehandeling op het groei-tempo zeer gering te zijn. uit de volgende tabel VIII blijktduidelijk, dat zeer veel bacillen zijn gedood, of zoodanig ver-zwakt, dat ze niet tot koloni??n uitgroeien. Het is dan ook onjuist bij het verwerken van dergelijk sterkveranderd en veel bacillen bevattend materiaal van â€žmelkquot; te



??? spreken. Evenzeer is het onjuist dergehjke tuberkelbacillen-houdende uiersecreta als norm te nemen en als bij een be-paalde voorbehandeling met sterk zuur een positief resultaatbereikt wordt, dit zonder voorbehoud op andere secreta ofmelk te willen toepassen. TABEL VIII. .y Opmerkingen Aantal Koloni??n No. Aantalbact. 1 N 3 N 5 N 7 N IV v^)v V IVIVIVIVIV I (45) v IV r (46) IV I (32)IV (350) ? (20) 12 3 4 5 6 7 89 101112 13 14 15 16 17 18 19 202122 24 25 veelveelÂ?50Â?50Â?50Â?50veelveelveelÂ?9Â? 108 Â? 10 2nbsp;a 3Â?2Â?2Â?2 3nbsp;a 48 Â?40.1 ??ll (180)IV Gem. V. nos. 10-25 2.4 IVIVIVIVIVIVIVIVIV I (30) IIInbsp;(160)I (2) n\') IV I (35) n Inbsp;(40) IInbsp;(180) r (25)IV II (100)IV 1.7 IV II (60)IVIVIV IInbsp;(50) IIInbsp;(100)II (60) IVn (1) nInnn I (2)I (1) (10)(8) 0.5 I (30) I (40) III (150) III (180) I (40) I (40) III (200) I (18) III n n n n n n n n n nnn acute t.b.c.mastitis niet beh: V V = verontreinigd. n = negatief. Dit blijkt ten duidelijkste als wij de andere nos. nagaan. Hoewel het aantal tuberkelbacillen in het uitgangsmateriaalook nog vrij groot is, is

het toch belangrijk minder dan bijde Nos. 1â€”9. Het voornaamste verschil is het vinden van negatieveuitkomsten.



??? Beschouwen wij de monsters 10â€”25, dan blijkt, dat hetaantal negatieve uitkomsten met het stijgen der concentratieregelmatig toeneemt, n.1. van 0%â€”24%â€”53% tot 86% enindien wij de monsters afkomstig van caviae uitschakelen,zelfs tot 100%. Wij zien hier direct dat de concentratie begrensd moetworden en de 5- en 7 N. niet voor practische toepassing inaanmerking kunnen komen. 7 N. doodt, bij weinig bacillenhoudend materiaal, alle bac-teri??n en na de 5 N. behandeling tellen wij op alle gegroeidebodems in het geheel slechts 22 koloni??n, (tabel VIII). Het gemiddelde aantal dagen waarna macroscopisch groeiwaarneembaar is, wordt hier verlengd van 32 tot 51 dagen. Blijven over de 1 en 3 N. kolom. Er treedt bij het vergelijken van deze kolommen een sto-rende factor op. n.1. het aantal verontreinigde culturen. Dit bedraagt bij beide groepen nos. 1â€”9 en nos. 10â€”25respectievelijk na 1 N. 33% en 45% en na 3 N. 0% cn 6%. Bij de gebruikte concentratie van 1 N. zwavelzuur is dit duszoodanig dat ongeveer de helft der culturen niet voor

hetvergelijkend onderzoek geschikt is. Dit doet de waarde der methode in dezen vorm toegepastzeer sterk dalen, ongeveer 50% verontreinigingen is voor eengeregeld onderzoek te hoog. Hier staat tegenover, dat geennegatieve uitkomsten waargenomen werden, wat er dus opzou wijzen, dat deze normaliteit onschadelijk is voor tu-berkelbacillen. Later zal evenwel blijken, dat dit niet het geval is en bijstoffen die nog minder bacillen bevatten ook 1 N. zwavelzuureen nadeelige invloed kan uitoefenen. Om het aantal verontreinigingen te reduceeren tot een ge-ring aantal, kan men het 3 N. H2SO4 toepassen. Zooals vermeld, bedraagt het aantal verontreinigde bo-dems dan slechts gemiddeld 5%, dus een zeer aanmerkelijkverschil, doch hier openbaart zich de nadeelige invloed vaneen te hooge concentratie; op 4 van de 17 culturen ge??nt met



??? secreta welke in ruime mate tuberkelbacillen bevatten, krijgenwij een negatief resultaat. Hier heeft dus het zuur of allebacillen gedood of zoodanig aangetast, dat zij niet meer totontwikkeling komen. Het totale aantal juiste uitkomsten bedraagt hier 70%. Het geheel overziende blijkt, dat met een 3 N. behandelingmeer positieve en meer juiste resultaten verkregen zijn dan na1 N.; n.L respectievelijk 70% en 55%. Het geringe percentage juiste uitkomsten na 1 N. behande-ling tegenover de 3 N. behandeling wordt veroorzaakt door dena de 1 N. behandeling optredende verontreigingen. Dit per-centage is grooter, dan dat der negatieve dus foutieve uit-komsten na de 3 N. behandeling; het is dus hier een kiezentusschen twee methoden met vrij veel onbevredigende uit-komsten. Vergelijken wij het aantal koloni??n, dan blijkt dat er bijgebruik van een lagere concentratie meer koloni??n uitgroeien.Als wij de gemiddelden mogen nemen, dan vinden wij respec-tievelijk 2.4, 1.7, 0.5 en 0. Tellen wij het aantal gegroeide koloni??n op van alle corres-pondeerende

culturen in elke kolom van de nos. 10â€”25, nauitschakeling der verontreinigde culturen, dan krijgen wij indeze volgorde 1573, 975, 11 en O koloni??n (voor klasse IVis gemiddeld 300 koloni??n genomen). Hoewel dus hier betrekkelijk gunstige resultaten verkregenzijn bij 1 en 3 N. zwavelzuur behandeling, moet niet vergetenworden, dat hier zeer veel bacillen in het sediment aanwezigwaren. Een juister inzicht zou men kunnen krijgen, indien mendeze monsters ging verdunnen, b.v. 100-voudig met sterielemelk. ^ Deze proef is met een viertal uiersecreta genomen, zoo-danig dat na verdunning microscopisch geen tuberkelbacillenmeer aangetoond konden worden. Hoewel een verschil merkbaar was â€” het aantal koloni??nwas geringer dan bij het origineele materiaal â€” was dit tochlang niet in die mate het geval als verwacht werd.



??? Bij een drievoudige verdunning was geen merkbare invloedte bespeuren. Bij een tienvoudige verdunning van no. 18 was het aantalkoloni??n ongeveer op de helft teruggeloopen. n.1. 24 en 20(orig. 32 en 40). Bij een vijfvoudige verdunning van no. 17 kregen wij III enI (12) orig. IV en n. De positieve cultuur verkregen uit deverdunde melk. terwijl uit de onverdunde melk geen groeiWerd waargenomen, is een niet te verklaren onregelmatigheid.Wellicht heeft het 3 N. H2SO4 een te groote onbekendeinvloed. Bij de tienvoudige verdunning van No. 22 resp. III en III(orig. V en IV). Hoewel dus een zeer geringe verandering valt waar tenemen, is dit niet in evenredigheid met de verdunning. Nahet afsluiten van het onderzoek, bleek uit een bespreking metBosgra, die eveneens een onderzoek in deze richting instelde,dat deze uitkomsten eigenlijk verwacht kunnen worden. Hetverdunnen van de melk gaat niet parallel met het verdunnenvan het sediment, maar de verhouding der sedimenten vanhet te onderzoeken materiaal tot dat der melk die voor de ver-dunning

gebruikt wordt, speelt een groote rol; misschien zijnnog enkele andere factoren van invloed. Bij een tienvoudige verdunning van melk bevattende eensediment van 1.8 met melk waarvan het sediment 0.2 bedraagt,is het sediment van het nieuwe mengsel 0.18 9 X 0.02 =0.36. waarvan de helft afkomstig is van het oorspronkelijke\'monster. Indien de sedimenten bedragen resp. 3.6 en 0.2, ont-staat bij een tienvoudige verdunning 0.36 9 X 0.02 = 0.54.In dit geval is 2/3 van het nieuwe sediment afkomstig vanhet uitgangsmateriaal.nbsp;â™? Wij zouden dus in deze twee gevallen resp. de helft entwee derde van \'t aantal koloni??n kunnen verwachten on-danks een tienvoudige verdunning met melk. Enkele bezwaren kunnen hier nog wel tegen ingebrachtworden, doch het principe verdient alleszins nadere studie.



??? in het bijzonder wegens de beteekenis die het heeft bij hetonderzoek van mengmelk. Practisch zal het wel niet zoo pre-cies zijn als theoretisch berekend en het microscopisch onder-zoek van de origineele en verdunde melk zullen hier wel eenaanwijzing geven. Resumeerende kunnen wij zeggen: Een voorbehandeling met 5 en 7 N. zwavelzuur doodt alleof bijna alle tuberkelbacillen in uiersecreta welke niet sterkbacillen houdend zijn. of geeft althans geen groei op de daar-mede ge??nte voedingsmedia. Bij secreta. welke zeer veel tu-berkelbacillen bevatten, kan men met deze behandeling nogwel positieve culturen verkrijgen. Ook 3 N. zwavelzuur geeft bij enting uit weinig t.b.c.-bacil-len houdende uiersecreta nog een vrij hoog percentage ne-gatieve uitkomsten. Bij 1 N. is dit niet meer het geval, doch het groote aantalverontreinigingen bij den Dorsetbodem maakt deze methodeongeschikt voor practisch gebruik. Dat 1 N. niet geheel onschuldig is, blijkt reeds ten deeleuit No. 19, waarbij het gelukte een reincultuur zonder voor-behandeling te verkrijgen. Bij

deze zien wij een duidelijk be-slag waarbij geen ge??soleerde koloni??n voorkomen, terwijl bijde â€ž1 N. cultuurquot; het aantal koloni??n ong. 350, d.w.z. aan-merkelijk minder bedroeg. De invloed van 1 N. blijkt uit de latere proeven. Bij het verstrekken van gegevens dient dus het aantal ba-cillen in het uitgangsmateriaal in acht genomen te worden. Tenslotte kan opgemerkt worden, dat hoewel het groei-tempo eenigszins afhankelijk is van de gebruikte concentratiezwavelzuur, toch uit de gemiddelden blijkt, dat dit niet omge-keerd evenredig hiermede is. {Korthoff e.a.) Â§ 3. Onderzoek met zwakkere concentraties. De mogelijkheid om resultaten met zwakkere zuurconcen-traties te verkrijgen was uitgesloten blijkens het groot aantalverontreinigingen op den Dorsetbodem.



??? Dit veranderde echter met het ingebruik nemen van denbodem van Petragnani. Met dezen bodem was het volgens den auteur in eenaantal gevallen mogelijk, zonder voorafgaande behandelingmet zuur of alcali, een reincultuur uit infectieus materiaal teverkrijgen. Dit berust, zooals begrijpelijk, op de antiseptischewerking van het malachietgroen. Bij zeer sterk verontreinigdmateriaal paste Petragnani soms een voorbehandeling toe met4% NaOH. Doordat het materiaal van dierlijke origine wellicht ietsmeer verontreinigd is dan het van den mensch afkomstige, endoor het weglaten van de glycerine uit de voedingsbodem,waren de uitkomsten, verkregen met dierlijk materiaal, ongun-stig; slechts een enkele maal gelukte het een reincultuur teverkrijgen. Glycerine werkt toch in zekere mate desinfecteerend ende toevoeging hiervan aan den voedingsbodem zal, zij hetmisschien in geringe mate, toch wel eenige invloed uitoefenen. Ter verkrijging van betere resultaten, ligt het voor de hand,deze cultuurmethode te combineeren met de vinding van L??-wenstein

Sumiyoshi. Van een aantal uiersecreta, gedeeltelijk dezelfde die voorandere proeven zijn gebruikt, werden op de reeds bekendemanier de vorige proeven herhaald, doch nu werd het ver-kregen sediment behandeld met physiol. NaCl, 0.1. 0.5, 1 en2 N. zwavelzuur. De controle geschiedde op dezelfde manier, alleen kan op-gemerkt worden dat het macroscopisch zichtbaar zijn derkoloni??n be??nvloed zal worden door de groene kleur der bo-dem omdat de gele tuberkelbacillen koloni??n hier iets eerderzichtbaar zullen zijn dan op den gelen Dorset of Lubenaubodem. Bezien we eerst die reeks, waarbij de voorbehandeling ge-schiedde met physiol. NaCl. (Tabel IX, kolom I, blz. 73). Het aantal verontreinigde culturen is, ondanks de genomenvoorzorgen, vrij groot, n.m.1. 52%.



??? De voorbehandeling met steriele physiol. NaCl. solutie â€”in plaats van een directe enting uit het sediment â€” geschiedde,om een vergelijking met de met 10 c.c. zwavelzuur behandeldesedimenten te kunnen maken. Deze behandeling met physiol.NaCl. zal wellicht het aantal verontreinigers doen toenemen,zelfs meer dan indien direct uit het sediment ge??nt wordt. Het groeitempo wordt, â€” blijkens kolom 3. 4 en 5 vantabel IX, niet of in zeer geringe mate beinvloed door de voor-behandeling met 0.1 en 0.5 N. zwavelzuur; het gemiddeldeaantal dagen tot dat macroscopisch groei werd waargenomenbedraagt respectievelijk 22, 23 en 26; daar staat zelfs tegen-over dat, zooals de nos. 18 en 22 te zien geven, na de in-differente voorbehandeling met physiol. NaCl. sol. geengroei werd waargenomen, terwijl de correspondeerendeculturen aangelegd met materiaal voorbehandeld met 0.1 en0.5 N. duidelijk positief zijn. Een waarneming waarvoor geenverklaring gegeven kan worden. Later zal dit feit nog evenbesproken worden. Ook na een voorbehandeling

met 1 en 2 N. zwavelzuur iser geen duidelijke vertraging in groei te constateeren. Het gemiddelde aantal dagen waarna groei macroscopischwaarneembaar werd, blijft ook hier vrijwel gelijk, zelfs is ditna een voorbehandeling met 1 N. nog een dag korter dan naeen voorbehandeling met 0.5 N. Alleen de gevallen 3, 4, 9 en 12 geven met het stijgen derconcentratie van \'t gebruikte zuur een duidelijke verlangzamingen later waarneembaar zijn der koloni??n, van resp. 21 tot60 dagen, van 11â€”18, van 21 tot 38 en van 16 tot 24 dagen. Dat het gemiddeld aantal dagen zoo zeer constant blijft, enzelfs lager wordt na een hoogere concentratie, hangt samenmet de b.v. ongunstige uitkomst van No. 17 na de voorbehan-deling met 0.5 N., terwijl deze factor geen invloed uitoefentop de gemiddelden in de overige kolommen. Uit tabel IX blijkt, dat na 0.1 N. zwavelzuur behandelinggeen onjuiste uitkomsten verkregen worden en dat het aantal



??? TABEL IX. n u .Q gt; Physiol.Nacl. 0.1 N. 0.5 N. 1 N. 2 N. V 8 l?? No. â€?O E li L II. I. II. I. II. I. 11. I. II. 1 veel 23 IV 23 IV 29 IV 23 IV 29 IV 13 2 veel 18 III 18 III V V 14 1(20) 14 1(20) 11 3 veel V V V V 21 III 60 II 60 II 14 4 15 V V 11 IV 11 IV 18 IV 18 IV â€” 5 8 24 IV 24 IV 24 IV 24 IV 24 IV 14 6 8 28 V 24 IV 28 IV 28 IV 28 IV 18 7 4 22 V 22 IV 22 III 22 III 22 III 15 8 4 22 IV 26 IV 22 IV 22 III 22 III â€” 9 2 V V 21 111(200) 21 111(200) 25 1(35) 38 1(40) 16 10 2 18 IV 14 III 14 III 14 III 14 III â€” 11 0.3 V V V V 27 2(55) n n n n 20 12 2 V V 16 III 16 III 26 III 24 III 11 13 0.5 V V 22 111 I (175) 22 lil : (175) â€” â€” n n â€” 14 0.1 v V 29 1(10) n n n n n n 21 15 0.2 V IV 30 IV 25 IV V v â€” â€” â€” 16 0.2 18 ___ 18 18 â€” 18 â€” 18 â€” 11 17 _ V V V V 58 1(25) n n n n â€” 18 __ n n 35 1(10) ^ â€” â€” â€” â€” 25 19 ___ V V V V 48 1(27) n n n n 28 20 V V 35 1(25) 35 1(25) 35 1(40) n n 21 â€” v V 24 1(45) 21 1(30) 21 II (65) â€” â€” â€” 22 _ n ___ p â€” p .â€”â–  n .â€” â€” 44 23 â€” P â€” P â€” P â€” n â€” 38 Gem. aantal dagen 22 23 26 25 26 Verontr. 52%

17% 5% 5% 0 Negatief 9% â€” 5% 29% 34% Positief 39% 83% 90% 66% 66 % \' = aantal dagen waarneembare groei.= aantal ontwikkelde koloni??n. De nos. 17â€”23 bevatten bi) microscopisch onderzoek slechts spaarzaam bacillen.Â° = negatief. P == positief, doch alleen microscopisch.V = verontreinigd.



??? positieve uitkomsten slechts gedrukt wordt door het aantalverontreinigingen, resp. 83% en 17%. Bij de voorbehandeling met een 0.5 N. zwavelzuur komt deinvloed reeds in geringe mate voor den dag. Door de behandeling met 0.5 N. H2SO4, is de positievecultuur, die verkregen werd bij no. 14 na een behandehng met0.1 N. zwavelzuur, negatief geworden. Er valt bij op te merken, dat het aantal groeikrachtigebacillen in dit monster gering is geweest, daar slechts 10 ko-loni??n op den correspondeerenden bodem van 0.1 N. tot ont-wikkeling gekomen zijn. Gaan wij de resultaten na, verkregen bij een 1 en 2 N.zwavelzuur behandeling, dan zien wij de grootere invloedvan het sterkere zuur op de uitkomsten, Het aantal negatieven stijgt hier tot resp. 29 en 34%. Dezesteriliseerende werking van het 1 en 2 N. zwavelzuur blijktook uit het minder worden van het aantal koloni??n op decorrespondeerende bodems, naarmate de sterkte van het zuurhooger wordt. Dit zien wij speciaal bij de nos. 2, 8 en 9. In tegenstelling hiermede wijzen no. 20 en 21 een ietsbetere

â€” zij het slechts in geringe mate â€” groei aan; het isechter de vraag of dit werkelijk een gevolg is van de gevolgdetechniek of dat hier sprake is van een schommeling binnennatuurlijke grenzen. Bij de genoemde nos. 2, 8 en 9 is het aantal koloni??n met40â€”80% verminderd; (bij no. 2 van 200 tot 20 en bij no. 9van 200 tot 35.) In denzelfden lijn liggen de in deze kolom vermelde nega-tieve uitkomsten. Na de behandeling met 1 N. wordt bij 6 onderzoekingenof 29% een negatieve uitkomst verkregen; en het valt op, datdaarbij juist met secreta gewerkt is, waarin zeer weinig tuber-kelbacillen voorkomen. Hetzelfde zien wij in iets sterkeremate na de 2 N. zwavelzuur behandeling. Ook hier slechtsnegatieve bevindingen bij bacillenarme secreta.



??? Berekenen we het percentage negatieve uitkomsten, waarbijde nos. 1 tot 8 buiten beschouwing worden gelaten, dan stijgtdit door het 1 en 2 N. zwavelzuur tot ongeveer 50%, hetwelkzeer hoog is. Daarentegen is geen opmerkelijk verschil waar te nementusschen behandehng met 0.1 N. eenerzijds en 1 of 2 N.anderzijds bij die secreta, waar veel, i.c. meer dan 2 bacillenper gezichtsveld aanwezig zijn. Clarenburg wijst er nadrukkelijk op, dat de 1 N. behande-ling onschadelijk is voor tuberkelbacillen en hij beveelt hetgebruik van deze concentratie aan. Wellicht is deze meeninggebaseerd op feiten verkregen bij secreta waarin veel tuberkel-bacillen aanwezig waren of zooals hij zegt: â€žals regel warende bacillen in de gebruikte monsters gemakkelijk microsco-pisch aan te toonenquot;. Voor onderzoek van gewone melk is de1 N. concentratie dus zeer zeker te hoog en onbruikbaar, watook nog nader zal blijken. Zooals uit andere gevallen blijkt, kan zelfs 0.1 N. zwavel-zuur een ongunstige invloed uitoefenen op de groei van hetaantal koloni??n. Bij de nos. 6 en

10 is de invloed van dezegeringe concentratie bemerkbaar, het aantal koloni??n daalthier van resp. V en IV tot IV en III. Het geheel overziende, blijkt, dat wij binnen de grenzenvan 0.1 en 0.5 N. moeten blijven. Het aantal positieve uit-komsten is hier het hoogst, n.m.1. 83 en 90%. Het is jammer, dat ?Š?Šn negatieve uitkomst verkregen werd^^na een behandeling met 0.5 N. zwavelzuur, wat natuurlijktwijfel wekt aan de geschiktheid van deze concentratie. Gezien de iets betere uitkomsten zal de voorkeur gegevenmoeten worden aan de 0.5 N. De latere onderzoekingen met (gewone melk hebben deze conclusies bevestigd. Ook daarvindt men bij 1 N. behandeling foutieve uitkomsten, tegenovergunstige bij 0.5 en 0.1 N. behandeling. Wij moeten echter rekening houden met een geringe kansop miswijzingen tengevolge van het feit dat ook 0.1 en/of0-5 N. zwavelzuur een ongunstige invloed op de groei kanuitoefenen.



??? Â§ 4. Het microscopisch onderzoek der culturen. Het voornaamste doel hiervan is een verkorting van hetexperiment te verkrijgen. Gemiddeld bedraagt deze verkorting 10 tot 20 dagen, watdus een aanzienlijke verkorting van den tijdsduur beteekent.Schakelen wij de nos. 19, 22 en 23 uit, dan is al reeds na tweetot drie weken een positieve bevinding te constateeren. Menzal echter â€” gezien enkele afwijkende gevallen (19, 22 en23) â€” niet kunnen volstaan met een microscopisch onder-zoek na drie weken. Van meer beteekenis is echter het mi-croscopisch onderzoek ten einde een bodem definitief alsnegatief te registreeren. Er deden zich twee verrassingen voor bij de twee laatstvermelde gevallen, n.1. nos. 22 en 23. Bij het microscopisch onderzoek na 44 en 38 dagen, warendeze buizen duidelijk positief, terwijl nog geen groei met hetbloote oog of de loupe waarneembaar was. Bebroeding tot na 120 dagen gaf geen zichtbare koloni??n,alleen op alle buizen een licht gele weerschijn. Men dient derhalve, voordat een definitieve uitspraak ge-daan wordt,

een microscopisch onderzoek in te stellen, totna zes weken bebroeding. Deze termijn is zeer lang, doch alleszins gemotiveerd; der-gelijke gevallen zullen zich speciaal daar voor doen, waar hetgehalte aan tuberkelbacillen gering is. Van Riemsdijk vermeldt, dat het microscopisch onderzoekspoediger tot een resultaat voert, als men het bezinksel vanhet condensvocht in dit onderzoek betrekt. Door de facultatieve anaerobie zou de bacil zich daar snel-ler vermeerderen. Door Korthoff is hierop reeds kritiek ge-leverd. Bij een veertigtal buizen werd hier een onderzoek naar in-gesteld. Bij ^een duidelijke groei op de eioppervlakte, vindtmen als regel in \'t condensvocht gemakkelijk de tuberkeiba-



??? cillen; deze zakken daar bij overvloedige groei als het ware inen vormen een soort sediment. Indien echter nog geen groei op de bodems zichtbaar is,vindt men in het uitstrijkje van het diepste gedeelte van \'tcondensvocht niets of slechts enkele bacillen. Veel spoediger kan men de tuberkelbacillen microscopischaantoonen, indien men een uitstrijkje maakt van de ei opper-vlakte dicht bij het condensvocht. Ter plaatse zien wij ookals regel de eerste koloni??n verschijnen. Laatstgenoemdeplaats verdient verre de voorkeur boven het condensvocht. Na het slechte resultaat van een veertigtal preparaten isde onderzoekingsmethode volgens van Riemsdijk achterwegegelaten. Â§ 5. Groeibevorderende werking van â€žhoogerequot; concen^traties. Clarenburg e.a. is het opgevallen, dat een enkele maal diesecreta, welke voorbehandeld zijn met 1 N. of 2 N. zwavel-zuur, een beter en duidelijker cultuur geven dan de met eenlagere zuurconcentratie of geheel niet voorbehandelde secreta. Ook de gegevens in tabel IX nos. 20 en 21 wijzen in dezerichting; terwijl

toch het aantal gegroeide koloni??n na de1 N. behandeling resp. 40 en 65 bedroeg, was het overeen-komstige aantal na behandeling met 0.1 en 0.5 N. zwavel-zuur resp. 25, 25, 45 en 30, dus ongeveer de helft van heteerste aantal. Veel sterker spreekt dit in de gevallen 18 en22. Hierbij blijft elke groei op de controle bodems ge??nt metsecreta, welke met een indifferente stof behandeld zijn, geheelachterwege, terwijl elders duidelijke groei optreed. Deze be-vindingen zijn eenigszins onbegrijpelijk. Bij de twee laatstegevallen is een physische oorzaak niet geheel uit te sluiten(coaguleeren door zuurinwerking, welke bij physiol. keuken-zoutsol. achterwege blijft, enz.). Wij kunnen hier twee veronderstellingen maken: 1. Bij het enten wordt behalve het sediment een geringehoeveelheid zuur op het voedingsmedium gebracht, waardoor



??? een geringe verandering van den bodem ter plaatse mogelijkis. Deze verandering hangt natuurlijk samen met de normali-teit van \'t gebruikte zuur en wordt duidelijk gedemonstreerddoor de optredende kleurverandering naar groen tot don-kergroen: bij 0.1 N. treedt een geringe, bij 1 N. zuur eenduidelijke kleurverandering op. Deze verandering zou zoodanig gunstige omstandighedenvoor de groei kunnen scheppen, dat de achterstand door dezuurinwerking ingehaald en voorbijgestreefd wordt. Het is mogelijk, dat door de vele variaties in tuberkel-bacillenstammen, slechts enkele deze afwijkende reactie pre-fereeren. TABEL X. Aantal dagen waarneembare groei bij de proef metopgebracht zwavelzuur. No. Physiol. 0.1 N. 0.5 N. 1 N. 1 11 11 13 13 2 12 12 12 12 3 10 10 10 14 4 12 12 12 9 5 12 12 17 17 6 21 21 17 21 7 13 13 13 16 8 18 16 18 18 9 19 15 15 15 10 18 18 18 18 11 24 21 21 21 12 18 18 18 18 Gemidd. 16 15 15 16 2. Als tweede mogelijkheid kan gedacht worden aan eensoort â€žanreichernquot; door de zuurbehandeling en inderdaad isde

hoeveelheid sediment die men krijgt na het sedimenteerenvan het mengsel zuur en materiaal verschillend, afhangendvan de normaliteit. Immers de s.g. van 0.1, 0.5, 1 en 2 N.H2SO4 loopen zoodanig uiteen, dat zulks te verwachten is.



??? Met 0.1 N. verkrijgt men veel meer sediment dan bij 1 N. bijcentrifugeeren gedurende denzelfden tijd. Een duidelijk verschil in bacillenrijkdom der sedimentenvan de met 0.1 en 1 N. zuur voorbehandelde secreta is echterbij microscopisch onderzoek nimmer geconstateerd. Ten einde eveneens de eerste mogelijkheid te onderzoekenwerden van een aantal beschikbare stammen emulsies ge-maakt met physiol. NaCl. De emulsies werden gedurende20 minuten flink geschud om een zoo homogeen mogelijkmengsel te verkrijgen. Daarna werden deze emulsies door eensteriel fijn filtreerpapier gefiltreerd, zoodat eventuee??e restenen vlokken verwijderd werden. Vervolgens werd nogmaals gedurende 10 minuten geschud.Van de emulsies werd ?Š?Šn ??se ge??nt op verschillende voe-dingsmedia, waarbij dezelfde manipulaties werden verricht,door tweemaal met de ??se over het oppervlak te strijken. Na afloop hiervan werd een ??se 1 N., 0.5, en 0.1 N. zwa-velzuur en physiol. NaCl. over de verschillende ge??nte bo-dems ver wreven. Na elke week werd

regelmatig nagegaan of eenig verschilin groei te bemerken was. Het aantal koloni??n bleek voor de correspondeerende bo\'-dems vrij constant, hetgeen tevens een aanwijzing is voor dejuiste uitvoering der proef. Het aantal dagen, waarna de groei met de loupe voor heteerst waarneembaar was, werd genoteerd, terwijl tevens na-gegaan werd of eventuee??e verschillen duidelijker aan den dagtraden na langer bebroeden. Er wordt hierbij opgemerkt, dat in dit geval gewerkt ismet culturen. Volgens tabel X blijkt dat slechts in ?Š?Šn geval, n.1. no. 4de met 1 N. H2SO4 bestreken bodem een sneller groei te ziengaf, afwijkende van alle andere 11 stammen. Ter controle werd met deze stam de proef herhaald. Demet 1 N. H2SO4 bestreken bodem gaf tegenover de andereweer een duidelijke groeiverbetering. De stam was snelgroei-



??? end, geisoleerd uit normaal uitziende melk en cavia pathogeen. De andere 11 stammen vertoonen evenwel zonder onder-scheid een minder snelle groei op de 1 N. bodem. Ook de nabehandeling met physiol. NaCl. heeft schijnbaarniet gunstig gewerkt op de ontwikkeling van de tuberkel-bacillen koloni??n. Het gunstigst zijn die culturen waar 0.1 N. en 0.5 N. zuurop den bodem verwerkt is. Voor enkele stammen schijnt dit tegelijk opgebrachte zuurgunstig te werken. Of hiermede echter het bovenaangehaaldefeit van duidelijker groei bij sterkere zuren, voldoende ver-klaard is. is nog een vraag .



??? TWEEDE AFDEELING. PRACTISCHE TOEPASSING VAN DE BIJ DE STUDIEDER CULTUURMETHODEN VERKREGENRESULTATEN. HOOFDSTUK V. ONDERZOEK VAN VLEESCH VANTUBERCULEUZE DIEREN. Het ligt voor de hand, dat aan de mogehjkheid gedachtwerd om door middel van deze cultuurmethode tuberkel-bacillen in vleesch in engeren zin (musculatuur) aan tetoonen. Hiervoor kwam natuurlijk dat vleesch, hetwelk krachtensthans algemeen geldend inzicht geacht moet worden tuberkel-bacillen te bevaten, het eerst in aanmerking. Bij dit onderzoek is het niet in de eerste plaats de bedoelinggeweest vast te leggen bij welke dieren en bij welke vormenvan tuberculose wel en bij welke geen tuberkelbacillen in demusculatuur voorkomen, m.a.w. criteria te vinden waardooreen scherpe grens getrokken zou kunnen worden omtrent hetal of niet aanwezig zijn van bacillen; daartoe is de cultuur-methode nog te weinig toegepast. Alleen is getracht uit te maken, of het, evenals dit geluktebij de later te vermelden monsters melk, mogelijk

was, invleesch van dieren met bepaalde vormen van tuberculose, tu-berkelbacillen cultureel aan te toonen. Het is bekend, dat het aantal bacillen in de musculatuur



??? zeer gering kan zijn. Bij echte septichaemien van niet tuber-culeuzen aard, waar men massa\'s bacillen in de parenchyma-teuse organen en ev. in het bloed aantreft, vindt men cultureelin het spierweefsel slechts zeer weinig of zelfs geen bacteri??n,zoodat het zelfs voor kan komen, dat een klein stukje vleeschblijkens bacteriologisch onderzoek steriel is, terwijl een over-eenkomstig stukje uit de naaste omgeving bacteriehoudendblijkt te zijn. Dit heeft er toe geleid, ten einde juiste uitKomsten te ver-krijgen, bij het bacteriologisch onderzoek van vleesch relatiefgroote stukken (ong. 1 c.M.3) in of op een bepaald voedings-medium te brengen. Enkele gegevens welke hierop betrekking hebben, vermel-den getallen beneden honderd per c.M.3 Er zijn nog geen aanwijzingen, welke het tegengestelde doenvermoeden bij de acute vormen van algemeene tuberculose,integendeel wijst het aantal en de verspreiding der haardjesbij haematogene niertuberculose toch wel in dezelfde richting. Men zou als bezwaar kunnen aanvoeren, dat de oorzaakvan de verschillen in

bacterierijkdom in organen en muscula-tuur niet voldoende bekend is en dat men een tuberkelbacil nietvergelijken mag met elke andere willekeurige bacil; doch ditis geen argument tegen het gehalte. Men kan natuurlijk bij dit onderzoek niet een stukje vleeschvan ong. 1 c.M.3 nemen en op de daarvoor bestemde voe-dingsbodem brengen en nagaan of na eenige weken tuberkel-bacillen aan te toonen zijn. De chemische en enzymatische om-zettingen in vleesch maken groei voor tuberkelbacillen on-mogelijk. Men dient derhalve iets anders te nemen en in navolgingvan de gebruikelijke methoden is het uitgeperste spiersapals uitgangsmateriaal gebruikt. Dit spiersap is dan te verge-lijken met melk, en kan op overeenkomstige wijze onderzochtworden. Het is zeer waarschijnlijk te achten, dat bij het bereiden vanvleesch- of spiersap lang niet alle eventueel in het vleesch



??? aanwezige tuberkelbacillen in het perssap zullen overgaan.Een groot gedeelte zal in het vooraf zoo fijn mogelijk gemaaktevleesch (gehakt) achterblijven; verhoudingen van het aantalbacillen, dat uitgeperst wordt tot dat hetwelk in het vleeschachterblijft, zijn niet bekend. Als wij nu hierbij nog in aanmerking nemen, dat volgensProf. Klein voor het verkrijgen van een tuberkelbacillencul-tuur minstens 250 bacillen noodig zijn, blijkt wel, dat wijeen â€žAnreicherungsverfahrenquot; moeten toepassen. Het meest voor de hand liggend is de centrifuge te ge-bruiken, zooals dit bij melk geschiedt en het ontstane sedi-ment verder te verwerken. Het is echter zeer twijfelachtig of dit werkelijk het ver-wachte resultaat geeft en de tuberkelbacillen naar de periferiegeslingerd worden. Bij melk is het ook niet zoozeer de tuberkelbacil, die naarbinnen of naar buiten wordt geslingerd, doch de in de melkaanwezige vetbolletjes, respectievelijk cellen, welke door hetverschil in s.g. uitgeslingerd worden. Deze vetdeeltjes encellen nemen de tuberkelbacillen mede. Bij spiersap is de

toestand geheel anders; de eventueel voor-komende tuberkelbacillen zullen vrij in het uitgeperste sapzweven, en het is zeer goed mogelijk, zelfs waarschijnlijk, dathier van een opeenhooping, d.w.z. een uitslingeren van detuberkelbacillen geen sprake is. Het s.g. van de tuberkelbacillen is niet van dien aard, datwij dit hier mogen aannemen. Van deze methode is derhalve geen gebruik gemaakt. Een betere methode zou zijn het filtreeren van het spier-sap,. door een filter welke de tuberkelbacillen niet doorlaat. In de eerste plaats komt hier een porceleincn kaars (Cham-berland) voor in aanmerking, maar deze is meer geschikt ombacterievrije fikraten te verkrijgen en met deze fikraten teexperimenteeren, dan om het achtergeblevene op de kaars alsuitgangsmateriaal te gebruiken. De bacillen dringen in het buitenste laagje en men zou



??? derhalve genoodzaakt zijn dit af te schrappen en uit dit af-schraapsel te cultiveeren en/of in te spuiten bij proefdieren. Technisch stuitte dit op zooveel moeilijkheden dat ook hierquot;van moest worden afgezien. Prof. Eykman (11) heeft bij het bacteriologisch onderzoekvan leidingwater een filtratie door een agarlaag toegepast. In leidingwater komen zeer weinig micro-organismen vooren om deze te concentreeren filtreerde hij een bepaalde hoe-veelheid leidingwater door een agarlaag van bepaalde dikte.Hierbij bleven de kiemen op de agar achter. Dit principe is bij het onderzoek van vleeschsap toegepast.De voordeelen tegenover de kaarsmethode zijn belangrijk.Na het doorfiltreeren van een vrij groote hoeveelheid spier-sap zijn alle bacillen in of op de agarlaag verzameld, dussterk geconcentreerd aanwezig. Nu is de kans grooter datdeze bacillen hetzij cultureel of op andere wijze aangetoondkunnen worden. Vooraf dient nagegaan te worden of dezemethode bruikbaar is voor spiersap en of alle tuberkelbacillentegengehouden worden. In het begin

leverde de werkwijze eenige moeilijkheden op,doch tenslotte is een goede werkmethode gevonden, welkeaan de gestelde eisch van tegenhouden der tuberkelbacillenvoldeed, terwijl tevens de agarlaag cultureel kon wordenonderzocht. Misschien kan deze filtratiemethode ook voor andere stof-fen gebruikt worden, b.v. melk. Bij het verwerken van de agarlaag op een Petragnanibodem, deden zich veel storende factoren voor, welke echterna lang zoeken alle weggenomen konden worden. De werkwijze is als volgt: Er wordt gebruik gemaakt van een porceleinen trechtermet vaste zeefplaat. Men kan zoowel het cylindrische- als kegelvormige modelgebruiken, doch het cylindrische model heeft de voorkeur, daarhier de middellijn der zeefplaat evengroot is als die van den



??? cylinder. Bij het kegelvormige model krijgt de trechter, wilmen een behoorlijk groote zeefplaat hebben, ongewenschtgroote afmetingen. De middellijn van de vaste zeefplaat varieerde van 10 tot14 c.M. Een aantal dezer trechters wordt met doorboordegummistoppen op zuigkolven geplaatst, welke door vacuum-slangen in verbinding staan met een waterstraalluchtpomp. Tusschen de waterstraalluchtpomp en de zuigkolf is alsreservoir een tweede kolf geplaatst, waarop een kwikmano-meter met gesloten been is aangebracht. Tusschen de zuigkolven en \'t reservoir zijn driewegkraneningeschakeld, zoodat elke zuigkolf met de buitenlucht in ver-binding kan worden gebracht of geheel uitgeschakeld kanworden. Met behulp van de waterstraalluchtpomp kan despanning der lucht in de kolven tot een kwikdruk van ong.2 c.M. verlaagd worden. Het drukverschil bedraagt dan bijna1 atmospheer, hetgeen voldoende is voor snelle filtratie. Men moet zorgen, dat de afvoerslang van de waterstraal-luchtpomp voldoende lang is en het water ongehinderd kanafvloeien.

Rest nu nog het gereedmaken van het filter. Vooraf wordt met waterpassen gecontroleerd, dat de porce-leinen filters zooals zij bevestigd zijn op de kolven, horizon-taal staan, daar anders de later opgebrachte agar zich on-gelijkmatig over het filter verdeelt en men dunne en dikke ge-deelten zou krijgen. Daarna wordt een dik schijfje filtreerpapier op de zeefplaatgebracht en hierop een schijfje van gehard filtreerpapier.Eykman gebruikt voor zijn filtratie van leidingwater SchleicherNo. ,591 en Schleicher No. 575; ook andere soorten van onge-veer dezelfde quahteit voldoen. De schijfjes worden nat ge-maakt en het overtollige water even afgezogen. Na dit af-zuigen opent men de kraan, zoodat de druk onder en bovenhet filtreerpapier gelijk wordt. De filtreerpapiertjes komen nuplat op de porceleinen zeefplaat te liggen. Blijft eventueel noglucht tusschen of onder de filtreerpapiertjes, dan moet deze



??? verwijderd worden, teneinde alle oneffenheden in het opper-vlak te voorkomen, zoodat later een gelijkmatige verdeelingvan de agar verkregen wordt. Men zou bij een ongelijkmatigeverdeeling dunne gedeelten in den agarlaag verkrijgen, enwellicht zou deze daardoor lekken of niet voldoende filtreeren. De vooraf opgesmolten en tot 60Â° C. afgekoelde 3% water-agar (dus agar alleen vermengd met leidingwater) wordt nuvoorzichtig hierop gebracht. Men doet dit eerst druppels-gewijs. zoodat een dun laagje ontstaat, dat snel stolt. Indiende geheele vereischte hoeveelheid agar ineens op het filtergegoten wordt, loopt een gedeelte hiervan door het filter heen,wat in verband met de nauwkeurig afgemeten hoeveelheideen onjuiste en onregelmatige dikte der laag zou geven.Speciaal treedt dit euvel op, wanneer de-agar nog onvol-doende is afgekoeld. Is het gestolde, dunne laagje aanwezig,dan giete men snel de rest hierop, zoodat de agar zich doorzijn goed vloeibare toestand gelijkmatig over de geheele op-pervlakte verspreidt. De hoeveelheid op te brengen

agar is natuurlijk afhankelijkvan de grootte van de zeefplaat en als juiste hoeveelheid isin overeenstemming met Eykman gevonden r2 c.c. (r = straal zeefplaat). De dikte van de agarlaag is dan ^^ c.m. = 3 m.m. Bij het gebruik van de aldus zorgvuldig klaargemaakte toe-stellen bleek, dat in een groot aantal gevallen de filtratiezeer snel geschiedde, sneller dan overeenkwam met de ver-wachting, maar tevens was in die gevallen het fikraat nietsteriel. Ons filter werkte dus onvoldoende. De oorzaak koneen iets loslaten van den agar aan den rand zijn, waardoormisschien fijne pori??n ontstonden, welke het vleeschwater bijeen drukverschil van 1 atmospheer zeer snel laten doorloopen. Een enkele maal was het duidelijk zichtbaar dat de agariets van den porceleinen trechterwand losgelaten had. Ten einde dit euvel te verhinderen werd een glazen cirkel-vormige ring van ong. 1 c.m. hoogte, verkregen door uit-snijden uit het deksel van een Petrischaal, op de agarplaat



??? geplaatst. De straal van de glazen ring moet ongeveer ^ c.m.kleiner zijn dan die van de zeefplaat. Tusschen trechterwanden glazen ring giet men nu langzaam druppelsgewijs gesmoltenen tot 60Â° afgekoelde 3% wateragar. Dit laatste dient zeer langzaam te geschieden, zoodat deagar niet onder de glazen ring door loopt. Men krijgt nu eendikke agar laag welke de rand van het agarfilter neerdrukt.Storingen door het niet steriel zijn van het filtraat kwamennu niet meer voor. V????r het opgieten van de agar moet de druk in de kolfgelijk zijn aan ?Š?Šn atmospheer, daar anders geringe hoe-veelheden agar doorgezogen worden. Na 2 ?  3 uur is het filter klaar voor gebruik. Het filtreeren geschiedt zeer langzaam. Indien men op eenfiltreerend oppervlak met een straal van ong, 4 ?  5 c.m. 40tot 50 c.c. vleesch-perssap giet, is bij een drukverschil van 1atmospheer deze hoeveelheid na gemiddeld 24 uur door-geloopen. Het verdient aanbeveling het vleeschperssap vooraf doorfiltreeren door gewoon filtreerpapier van de grovere onrein-heden en vleeschdeeltjes te

zuiveren. Men kan het filtratieproces bespoedigen door ??f de con-centratie van de wateragar, ??f de dikte van het agarlaagjete verminderen. Enkele proeven werden in deze richting genomen. Bij ge-bruik van 2% wateragar bleken evenwel de tuberkelbacillenhet filter te passeeren. Eveneens was dit het geval, indiende opgegoten hoeveelheid wateragar werd verminderd totresp. 3/4 r2 en 2/3 r2 c.c. De controle van de agarfilter geschiedde door 40â€”50 c.c.vleeschperssap van normaal vleesch, na vermenging met eenemulsie van een tuberculeuze lymphklier of tuberkelbacillen-houdende secreta, te filtreeren. Het filtraat werd dan met behulp van de caviaproef onder-zocht op tuberkelbacillen. In die gevallen waarin minder agar op het filter werd ge-



??? bracht of een 2% agar oplossing gebruikt werd, was de dier-proef met het filtraat positief. Voorafgaande ori??nteerende proeven kunnen door cultu-reel-bacteriologisch onderzoek van het filtraat geschieden. Twee monsters vleeschsap. waarin veel tuberkelbacillenvoorkwamen, werden gefiltreerd door precies volgens het aan-gegeven schema bereide filters. In het filtraat waren volgens de caviaproef geen tuberkel-bacillen aanwezig. Het filtraat bleek bij bacteriologisch onder-zoek door middel van een agarplaat geen of slechts enkelebacterien te bevatten. Het is bij elke filtratieproef noodig het filtraat bacteriolo-gisch te onderzoeken, daar een kleine fout of lekken van hetfilter de proef onbetrouwbaar maakt. Dit bacteriologisch on-derzoek wijst binnen 24 uur uit of ons filter goed gefunctio-neerd heeft en dus of de proef voortgezet kan worden. Dit laatste sluit\'iii dat de zuigkolf met filter en papiervooraf geheel gesteriliseerd moeten worden; dit geschiedt heteenvoudigst door het geheel gewikkeld in filtreerpapier testeriliseeren. zoodat ten allen tijde het geheel

klaar is voor\'t gebruik. Het bereide vleeschsap is ondanks alle genomen voorzorgenniet meer steriel, maar meestal sterk verontreinigd. Doorde lange duur der filtratie krijgt men in dit vleeschsap eensterke vermeerdering dezer micro-organismen, zoodat op hetagarlaag je zich een laag bacterien ontwikkelt, welke zeer sto-rend werkt bij het verdere onderzoek. Indien getracht wordtmet voorafgaande zuurbehandeling uit de agarlaag te culti-veeren, treedt in bijna alle gevallen een verontreiniging op.Een proefdier met deze agarlaag ingespoten sterft meestalintercurrent. Getracht werd een methode te vinden waardoor dit euvelachterwege bleef. In het begin werd de agarfilter vermengd met een hoeveel-heid malachietgroen, welke zooals voldoende gebleken is. geennadeelige invloed uitoefent op de tuberkelbacil en de vermeer-



??? dering van banale kiemen tegengaat. Dit loste het vraagstukevenwel onvoldoende op. Er ontstond in het op het filter aan-wezige vleeschperssap nog een zoodanige vermeerdering vankiemen, dat de reeds vermelde nadeelen niet werden opge-heven. Toen werd malachietgroen in dezelfde concentratie toege-voegd aan het vleeschperssap en op deze wijze werden be-hoorlijke resultaten verkregen. Een Vermeerdering van dereeds aanwezige micro-organismen bleef door de antisepti-sche werking van het malachietgroen vrijwel achterwege. Toch bevredigde dit systeem niet geheel en al. Het mala-chietgroen is hier in een vloeistof aanwezig en het bezwaaris zeer zeker gegrond, dat de werking van deze stof in eenvloeistof intensiever, althans niet gelijk is aan de werkingzooals we die kennen in een vaste voedingsbodem. Ten slotte werd de volgende wijziging aangebracht, diezeer goed voldeed. Op het sluitstuk van de zuigkolf waaraan de vacuumslangverbonden wordt, werd een kraan aangebracht. Is de lucht door de waterstraalluchtpomp weggezogen

enhet vleeschsap op het filter gebracht, dan wordt de kolf doormiddel van de kraan afgesloten, de vacuumslang verwijderden het geheel, d.w.z. de luchtledige kolf met filter en vleesch-sap, in de ijskast geplaatst. Bij de daarin heerschende tempe-ratuur blijft vermeerdering van bacterien practisch achter-wege en de nadeelige gevolgen werden niet meer waargeno-men. De genoemde werkwijze heeft 2 voordeden: a. De slechts tendeele bekende factor van het malachiet-groen is geheel ge??limineerd. â€? b. Men heeft evenmin nadeelige gevolgen te wachtenvan het inspuiten bij een proefdier van een niet geringe hoe-veelheid malachietgroen. Het filtreeren in de ijskast heeft bovendien nog dit voor-deel, dat de temperatuur waarbij men filtreert, constant is;eventueele consistentieverandering van de agar, ontstaandoor temperatuurwisseling, is uitgesloten.



??? Na 24 uur is meestal het op het filter gegoten vleeschsapdoorgefiltreerd en zoo dit nog niet het geval is, kan men determijn ongehinderd met een dag verlengen. Men doet even-wel goed met zoo nu en dan te controleeren of de kolf nogluchtledig is, door deze even aan het leeggepompte reservoirmet de kwikmanometer aan te sluiten. Het kan voorkomen,dat door minder goed sluiten van de gummistop of van dekraan lucht toegetreden is, welke men dan opnieuw moet weg-zuigen. Bij toetreden van de lucht is het drukverschil ge-ringer en de filtratiesnelheid verminderd. Is alles doorgefiltreerd, dan blijft een dun agarschijfje terdikte van 1 ?  2 m.m. over, waarop en waarin zooals de con-trole proeven hebben uitgewezen, alle eventueel aanwezigetuberkelbacillen achtergebleven zijn. Dit laagje is dunner danhet theoretisch zou moeten zijn; wellicht is dit een gevolg vaniets uitdrogen, als de kolf nadat alle vloeistof doorgeloopenis, nog eenigen tijd blijft staan; dit laatste is natuurlijk nietaltijd te vermijden. De bedoeling is nu het agarfilter zoo goed en

volledigmogelijk op den daarvoor geschikten voedingsbodem te bren-gen. Het bleek niet mogelijk direct deze agarlaag te enten opde Petragnani bodem. Het aantal aanwezige kiemen waszoo groot of van dien aard, dat regelmatig alle bodems binnenkorten tijd overgroeid waren met banale kiemen. Het eenige mogelijke was derhalve ook hier weer de zuur-behandeling toe te passen, hoewel dit een niet te ontkomennadeel heeft. De bacillen zijn door een vrij ingewikkeld proces op eenagarlaagje geconcentreerd en nu moest, ter bereiking van hetgestelde doel, deze concentratie gedeeltelijk weer opgehevenworden door vermenging, en dus verdunning met een geheelnieuwe vloeistof i.c. zwavelzuur. Om deze verdunning zoo gering mogelijk te maken, werdhet agarlaagje vermengd met een slechts zeer geringe hoe-veelheid zwavelzuur.



??? In vooraf klaargezette steriele mortiertjes werd ongeveer1 c,c. zwavelzuur van de vereischte concentratie gedaan enhierbij de gewenschte hoeveelheid agar. De agar wordt doorhet zuur eenigszins taai en moet met behulp van een stamperzoodanig fijn gewreven worden, dat het zwavelzuur op alledeelen kan inwerken. Indien de agar direct met het zwavelzuur in een centrifu-gebuisje gebracht wordt, wordt de agar tot een vast klompjeen is de inwerking van het zwavelzuur onvoldoende. Ookschudden helpt hier niet. Na Voldoende lange inwerkingsduur (20 minuten) wordthet mengsel overgebracht in een centrifugebuisje, 5 minutengecentrifugeerd en het sediment verwerkt op den eibodem. Het is zeer waarschijnlijk, dat de tuberkelbacillen zich blij-ven hechten aan de eenigszins grofvlokkige agar en dat der-halve de groote hoeveelheid bacillen met de gesedimenteerdeagar meegenomen wordt en op het voedingsmedium over-gebracht. Door het vele sediment was het onmogelijk cultuurbuizente gebruiken (het oppervlak hiervan is te klein), derhalvewerd op

platen ge??nt. Bijzondere voorzorgen dienen genomen te worden ten eindehet uitdrogen van de eiplaat tijdens het lange verblijf in debroedstoof te voorkomen. Doozen van geslepen glas, in den vorm van Petrischalen,werden hiervoor gebruikt. In het deksel bevindt zich eengleuf, waarin de rand van de doos precies past. Deze afsluiting, hoewel beter dan van een gewone Petri-schaal, is evenwel nog onvoldoende. Om een volledige af-sluiting te verkrijgen, werd aan de rand een dun laagje pa-raffine aangebracht. Indien men de platen evenwel wil bezien of een microsco-pisch onderzoek instellen, waarbij dit laagje paraffine wegge-nomen moet worden, blijkt, dat de platen de volgende dagenzeer dikwijls verontreinigd zijn. Ook gaat het verwijderen van



??? de paraffine als regel gepaard met een besmeuren van de in-geslepen gleuf. Beter is het gebruik van leucoplast. dat om de buitenwandgewikkeld wordt; dit laatste waarborgt een volkomen afslui-ting en is zeer gemakkelijk te verwijderen. Bij het onderzoek van vleesch, afkomstig van een aantaldieren met miliaire en andere ernstige vormen van tubercu-lose, werd de beschreven methode toegepast. Het is de bedoeling, na te gaan, of met deze methode, waar-bij meestal 50 c.c. vleeschsap werd doorgefiltreerd en de even-tueel aanwezige tuberkelbacillen dus sterk werden geconcen-treerd op de agarlaag, deze bacillen zijn aan te toonen metbehulp van den glycerinevrijen Petragnani bodem. De voorbehandeling met 0.1, 0.5 en 1 N. zwavelzuurduurde, zooals bij alle andere experimenten, 20 minuten. De platen werden tot na 90 dagen gecontroleerd op even-tueel optredende groei van tuberkelbacillen. No. 1. 50 c.c. rundvleesch perssap na 24 uur doorgefiltreerd. macroscopisch0.1 N.a: fijne groenglanzende lonien? .0.1 N.b: ? ? .0.5 N.a: geen groei0.5 N.b:

? ? .1 N.a: geen groei1 N.b:nbsp;idem microscopisch. negatief,negatief,negatief,negatief,negatief,negatief. ko- No. 2. 40 c.c. varkensvleesch perssap. 0.1 N.a: negatief.......negatief. 0.1 N.b:nbsp;granuleus uiterlijk bodem .nbsp;negatief. 0.5 N.a:nbsp;idem......negatief. 0.5 N.b:nbsp;idem......negatief. 1 N.a:nbsp;idem......negatief. 1 N.b: idem......negatief.



??? No. 3. 50 c.c. rundvleesch perssap na 2nbsp;X 24 uur door-gefiltreerd. macroscopischnbsp;microscopisch. 0.1 N.a: grootste deel verontreinigdnbsp;bacillen. klein gedeelte geen groei .nbsp;bacillen. 0.1 N.b: klein gedeelte verontreinigdnbsp;bacillen. groot gedeelte geen groei .nbsp;negatief. 0.5 N.a: negatief.......negatief. 0.5 N.b: verontreinigd.....bacillen en coccen. 1 N.a: negatief.......negatief. 1 N.b: negatief.......negatief. No. 4. 50 c.c. rundvleeschsap, na 1 X 24 uur doorgefiltreerd. niet behandeld: verontreinigd . . .nbsp;bacillen.0.1 N.a: verontreinigd over grootste gedeelte der plaat . . .nbsp;coccen. 0.1 N.b: negatief.......negatief. 0.5 N.a: negatief.......negatief. 0.5 N.b: groei over grootste gedeelte der plaat......coccen. 1 N.a: verontreinigd.....coccen. 1 N.b: steriel.......negatief. No. 5. 0.1 N.a: na 40 dagen steriel, met 2 kol op geheele plaat; na 54 dagen geheel overgroeidnbsp;bacillen. 0.1 N.b: verontreinigd.....bacillen. 0.5 N.a: veel witgrijze fijne koloni??nnbsp;bacillen. 0.5nbsp;N.b: negatief.......negatief. 1.-nbsp;N.a: idem......negatief. 1.- N.b: idem......negatief.

No. 6. 45 c.c. vleeschsap rund. na 36 uur doorgefiltreerd. onbeh. a: verontreinigd.....lange bacillen. onbeh. b: verontreinigd .....nbsp;lange bacillen. 0.1 N.a: verontreinigd.....lange bacillen.



??? macroscopischnbsp;microscopisch. 0.1 N.b: steriel...... .nbsp;steriel. 0.5 N.a: steriel.......steriel. 1 N.a:nbsp;idem......steriel. 1 N.b:nbsp;idem......steriel. 0.5 N.b: gebroken. No. 7. varkensvleeschsap, 50 c.c. na 2 4uurnbsp;doorgefiltreerd.onbeh. a: verontreinigd door bruin beslag plaat .....nbsp;lange stavenonbeh. b: verontreinigd door bruin beslag plaat.....lange staven 0.1 N.a: verontreinigd.....coccen en staven. 0.1 N.b: verontreinigd.....coccen en staven. 0.5 N.a: verontreinigd.....coccen. 0.5 N.b: steriel.......steriel. 1 N.a: steriel .......nbsp;steriel. 1 N.b: steriel.......steriel. No. 8. vleeschsap paard. 40 c.c. na 24 uur doorgefiltreerd.0.1 N.a: ^ oppervl. verontreinigd, rest steriel......bacillen. 0.1 N.b: verontreinigd.....bacillen. 0.5 N.a: grootendeels verontreinigdnbsp;bacillen.0.5 N.b: steriel, klein gedeelte en-kele coccen koloni??n. 1 N.a: steriel.......negatief. 1 N.b: steriel.......negatief. Op 0.5 N.a zouden koloni??n van tuberkelbacillen op het nietverontreinigde gedeelte zeer goed waarneembaar zijn geweest. No. 9. rundvleeschsap, 50 c.c. na 36 uur doorgefiltreerd.0.1

N.a: grootste gedeelte veront-reinigd .......bacillen. klein gedeelte negatief .nbsp;negatief. 0.1 N.b: geheel verontreinigd . .nbsp;lange staven 0.5 N.a: negatief.......negatief.



??? macroscopischnbsp;microscopisch.0.5 N.b: enkele groote witte kolo-ni??n (5)......bacillen. rest steriel .......negatief. 1 N.a: steriel.......negatief. 1 N.b: steriel.......negatief. No. 10. varkensvleeschsap, 50 c.c. na 24 uur doorgefiltreerd.0.1 N.a: fijn granuleus uiterlijk bodem negatief. 0.1 N.b: idem......negatief. 0.5 N.a: idem......negatief. 0.5 N.b: idem......negatief. 1 N.a: idem......negatief. 1 N.b: koloni??n? groen glanzend! negatief. No. 11. 40 c.c. rundvleeschsap na 36 uur doorgefiltreerd. negatief. negatief. coccen. negatief. negatief. negatief. 0.1 N.a: steriel..... 0.1 N.b: steriel..... 0.5 N.a: 3 witgrijze koloni??n . 0.5 N.b: steriel..... 1 N.a: steriel..... 1 N.b: steriel..... rest........ 0,1 N.b: zelfde beeld als 0.1 N.a .0.5 N.a: enkele grijsslijmige koloni??nYa bodem geen groei . . 1 N.a: steriel...... . 1 N.b: steriel....... No. 12. 35 c.c. rundvleeschsap na 24 uur doorgefiltreerd.0.1 N.a: vrij veel grijs slijmige ko-loni??n, die helft opper-vlakte bedekken . . lange staven ensporevormersnegatief,idem. . als 0.1 N.a. negatief.. negatief. Op de 0.1 N. en 0.5 N. bodems zouden tuberkelbacillen

ko-loni??n nog zeer goed waarneembaar zijn geweest .



??? macroscopischnbsp;microscopisch. No. 13. 45 c.c. rundvleeschsap na 2 X 24 uur doorgefiltreerd. 0.1 N.a: hier en daar groenglanzen-de koloni??n?.....negatief. negatief,negatief,n gatief.negatief,negatief. 0.1 N.b:nbsp;? ? . 0.5 N.a:nbsp;? ? . 0.5 N.b:nbsp;? ? . 1 N.a:nbsp;geen groei 1 N.b:nbsp;?? . . . groote staven,negatief. staven en coccen. negatief. negatief. coccen. coccen en bacillen. No. 14. 50 c.c. rundvleeschsap na 2 X 24 uur doorgefiltreerd0.1 N.a: 8 witgrijze scherp ge-contoureerde koloni??n . .rest oppervlakte steriel .0.1 N.b: geheel verontreinigd 0.5 N.a: steriel..... 0.5 N.b: steriel .....1 N.a: verontreinigd . . .1 N.b: verontreinigd . . . No. 15. 35 c.c. rundvleeschsap na 24 uurnbsp;doorgefiltreerd. 0.1 N.a: geheel verontreinigd . .nbsp;lange staven en coccen. 0.1 N.b:nbsp;idem......idem. 0.5 N.a: enkele geelwitte scherp ge- contoureerde koloni??n . .nbsp;coccen. rest bodem steriel . . .nbsp;negatief. 0.5 N.b: negatief.......negatief. 1 N.a: negatief.......negatief. 1 N.b: negatief.......negatief. No. 16. 40 c.c. rundvleeschsap na 2 X 24 uur doorgefiltreerd. 0.1

N.a: geheel verontreinigd . . .nbsp;lange bacillen. 0.1 N.b:nbsp;idem......lange bacillen. 0.5 N.a: negatief.......negatief.



??? macroscopischnbsp;microscopisch 0.5 N.b: negatief.......negatief. 1 N.a. b: negatief......negatief. No. 17. 45 c.c. rundvleeschsap na 2 X 24 uur doorgefiltreerd. 0.1 N.a. b: steriel......negatief. 0.5 N.a: 3 witte fijne koloni??n scherp afgegrensd ..... coccen. 0.5 N.b: steriel ....... negatief. 1 N.a, b: verontreinigd .... lange staven Van het aantal aangelegde platen blijkt 65% geen groeite vertoonen en speciaal het aantal platen ge??nt met mate-riaal, waarbij de voorbehandeling met 0.5 N. is geschied, iszeer gunstig. Overzicht. 0.1 N. steriel 14; gedeeltelijk verontreinigd 7; geheel verontr. 13 0.5nbsp;N. â€ž 22; â€žnbsp;8;nbsp;â€ž 2 1.-N.nbsp;â€ž 29; ,.nbsp;.. 0; .. .. 5 De resultaten zijn wat het gestelde doel betreft, n.l. hetcultureel aantoonen van tuberkelbacillen, teleurstellend. Het is niet gelukt met deze techniek de aanwezigheid vantuberkelbacillen in vleeschsap vast te stellen. In hoeverre dit overeenstemt met de werkelijkheid, kanhier niet beoordeeld worden, alleen wordt opgemerkt, dat eeneventueele groei van tuberkelbacillen en uitgroeiing tot kolo-ni??n zeer

zeker niet aan de waarneming ontsnapt zouden zijn. Betreffende de bodems, ge??nt met materiaal, dat voor-behandeld is met 1 N. zwavelzuur, moet, gezien de invloedvan- het zwavelzuur in deze concentratie op de tuberkelbacil,het negatieve resultaat niet als beslissend aangemerkt worden. De resultaten wat betreft het niet verontreinigd zijn, zijnoverigens, zooals te verwachten was, bij deze laatste behan-delingsmethode vrij gunstig; van de 34 aangelegde culturen,zijn er slechts 5 geheel verontreinigd, de overigen vertoonengeen enkele groei.



??? In tegenstelling hiermede is het resultaat, verkregen na debehandeling met 0.1 N. zwavelzuur. Hier toch zijn 20 van de35 bodems geheel of gedeeltelijk verontreinigd; op de overigebodems is evenmin een aanwezigheid van tuberkelbacillengeconstateerd. Indien aanwezig, zouden deze toch in de aller-eerste plaats op een van deze bodems aangetoond moetenzijn. Evenmin zijn positieve resultaten verkregen na een voorbe-handeling met 0.5 N. zwavelzuur. Het aantal geheel verontreinigde platen bedraagt slechtstwee en van de overige 30 platen, zijn er slechts 8 gedeeltelijkverontreinigd. Koloni??n van tuberkelbacillen zouden zeer goedwaar te nemen geweest zijn. De conclusie blijft dus, dat, ondanks de toegepaste technieken ondanks het betrekkelijk groote aantal niet verontreinigdebodems, de aanwezigheid van tuberkelbacillen in vleesch vandieren met ernstige vormen van tuberculose niet kon wor-den geconstateerd. PAPIERFILTERPORCEL. FiuTER



???



??? HOOFDSTUK VI. KWEEKEN UIT MICROSCOPISCHNEGATIEVE, NORMAAL UITZIENDE MELK Â§ 1. Literatuuroverzicht. De vermelde gegevens hebben bijna alle betrekkingop die uiersecreta, waarin als regel door middel van micros-copisch onderzoek de tuberkelbacil aangetoond kon worden.Deze gegevens bezitten geen waarde voor de beoordeelingvan de cultuur als diagnosticum; daartoe bevatte het onder-zochte materiaal te veel tuberkelbacillen. Het slagen vande cultuurproef in die gevallen is allerminst een bewijs voorhare deugdelijkheid voor het onderzoek van materiaal, datslechts spaarzaam tuberkelbacillen bevat. Het was slechts de bedoehng om de gunstigste omstan-digheden voor de groei en ontwikkehng van tuberkelbacillenresp. koloni??n op te sporen/om ten slotte deze gunstige fac-toren practisch te toetsen. Men kan bij deze experimenten drie â€žsoortenquot; melk on-derscheiden: I.nbsp;melk waarin de tuberkelbacillen microscopisch aange-toond kunnen worden; II.nbsp;kunstmatig ge??nfecteerde melk; a.nbsp;met culturen.

b.nbsp;met tuberkelbacillen houdende stoffen; III.nbsp;normaal uitziende melk. zonder chemische of physi-sche afwijkingen, waarin door microscopisch onderzoekgeen tuberkelbacillen zijn aan te toonen. doch waarindeze wel aanwezig zijn, I. heefi als te veel afwijkende van het eigenlijke doelwaarnaar gestreefd moet worden, geen waarde.



??? Van II. kan het zelfde gezegd worden. Deze groep is,hoev.-el ze het voordeel bezit dat men een onbeperkt aantalproefmonsters kan maken, van het onderzoek eveneens uit-geschakeld. Van hen, die zich met deze onderzoekingen hebben beziggehouden, blijken slechts enkelen gewerkt te hebben met se-creta behoorende bij groep III. Hohn onderzocht handelsmelk, maar van de 90 aangelegdeculturen bleken 65 verontreinigd te zijn en de rest bleefsteriel, zoodat dit resultaat niets zegt. Controleproeven bijcaviae werden niet ingesteld. Engel onderzocht zuivere melk, die met bacillen culturenbesmet is. Uit den aard der zaak bezitten deze proeven ookgeen waarde. Kemkes kreeg geen resultaat met cultuurproeven van melkdie bij microscopisch onderzoek geen bacillen bevatte, hoe-wel 2 proefcavia\'s aan t.b.c. te gronde gingen. Seelemann en Klingm??ller onderzochten vijf monsters, dochin vier waren rijkelijk tuberkelbacillen voorhanden, terwijl bijNo. 5 het cultureel onderzoek negatief verliep, hoewel de ca-via duidelijk tuberculose vertoonde. Hier werd

te geconcen-treerd H2SO4 gebruikt, hetgeen het negatieve resultaat bijvoorbaat verklaart. Bertrand heeft de normaal uitziende melk van 10 ,,magerequot;runderen zonder khnische mastitis cultureel onderzocht entweemaal een positief resultaat verkregen. Van bovengenoemde onderzoekers heeft dus eigenlijk alleenBertrand 10 monsters melk in den eigenlijken zin onderzocht. Seelemann en Klingm??ller onderzochten ?Š?Šn monster melk,waarbij de uitkomst evenwel foutief was. In een recente publicatie vermelden Wolthers en Dehmelhet resultaat van een onderzoek van 90 afzonderlijk opge-vangen melkmonsters, waarbij het vijfmaal gelukte tuberkel-bacillen aan te toonen. Controleproeven met caviae werdenjammer genoeg niet verricht. Bij 234 monsters mengmelk waren de resultaten vergeleken



??? met de caviaproef allerminst gunstig. In 4 gevallen stemdencavia- en cultuurproef overeen, maar in 14 gevallen was decaviaproef positief, terwijl cultureel geen tuberkelbacillen aan-getoond konden worden. Wolthers en Dehmel blijven aan de dierproef, zooals be-grijpelijk is, de voorkeur geven. De groote moeilijkheid bij het onderzoek van melk als be-doeld onder III is, dat het juiste materiaal niet of in zeer on-voldoende mate voorhanden is. Men zou eventueel bacillenhoudend secretum met zuiveremelk kunnen verdunnen, doch het is reeds boven gebleken, datmen dan minder juiste uitkomsten kan verkrijgen, (blz. 69.) De eenige oplossing is, dat men melkmonsters die â€žverdachtquot;zijn op grond van klinische gegevens en waaraan microsco-pisch geen afwijkingen zijn te bespeuren, systematisch gaatonderzoeken. Men stuit op het groote bezwaar, dat men vooraf niets weetomtrent het al of niet tuberkelbacillenhoudend zijn der melk-monsters. Er is een kans, dat men na het onderzoeken vaneen aantal monsters, alleen negatieve resultaten

verkrijgt,waardoor de waarde van het werk voor de cultureele diag-nostiek eveneens negatief wordt. Verkrijgt men evenwel ?Š?Šn of meer positieve uitkomsten,dan is de waarde hiervan, gezien de hoedanigheid van hetuitgangsmateriaal, zeer belangrijk. Het bezwaar, dat het eenâ€žprobeerenquot; is, blijft evenwel bestaan. Bertrand nam melk van 10 â€žmagerequot; runderen en vindtbij dit onderzoek 2 positieve gevallen. Het is jammer, dat Bertrand geen caviaproef als controleheeft ingesteld. Â§ 2. Eigen onderzoek. Bij het door mij ingestelde onderzoek werd melk genomenvan dieren, die aan een ernstige vorm van tuberculose leden(open longtuberculose, miliair t.b.c., peritoneaal t.b.c.). De vondst van Joest, die onder 16 runderen, waar de tuber-



??? culose zich niet tot ?Š?Šn orgaan beperkte, bij acht dieren,na zeer nauwkeurig histologisch onderzoek uiertuberculosevaststelde, wettigde deze proefneming zeer zeker.Monsterneming: Ten einde zooveel mogelijk storende factoren uit te scha-kelen, werd de melk onder aseptische voorzorgen opgevangen.De hier voor genomen maatregelen waren evenwel van dienaard, dat zij, bij een eventuee??e latere toepassing in de prak-tijk, door iedereen gemakkelijk nagedaan zouden kunnenworden. Men dient toch ook bij het gewone microscopisch onderzoekeenige voorzorgen in acht te nemen, om vergissingen metandere zuurvaste bacillen uit te sluiten. De voorbereidende maatregelen waren als volgt: le. Uier en omgeving worden met een vochtige doek goedgereinigd; 2e. uier en speciaal tepel extra schoon gemaakt met brand-spiritus. Het slotgat wordt eveneens goed gereinigd; dit ismogelijk door melk naar beneden in den tepel te drukken,waardoor het slotgat a.h.w. naar buiten gedrukt wordt. 3e. eerste stralen wegmeiken. 4e. opvangen in steriele kolf.

Onnoodig te vermelden, dat de handen vooraf goed ge-reinigd worden. Na het schoonmaken met spiritus wordt gewacht totdat detepel droog geworden is, zoodat bij het melken geen spiritusmet huidbestanddeelen in de kolf kan komen. Bij deze manier van monsterneming is een besmetting mettuberkel- of andere zuurvaste bacillen via de faeces wel uit-gesloten te achten. Verkrijgt men nu na enting positieve culturen of bij dier-proeven caviae lijdende aan t.b.c., dan staat vast dat de tu-berkelbacillen uit de melk in den uier afkomstig zijn. Van de aldus opgevangen monsters melk werd een kort



??? laboratorium-onderzoek verricht, terwijl van elk sediment eenZiehl-Neelsen preparaat werd gemaakt, dat zorgvuldig optuberkelbacillen onderzocht werd. Het sediment van 50â€”90 c.c. melk â€” afhankelijk van deverkregen hoeveelheid melk â€” werd intramusculair en sub-cutaan ingespoten bij een cavia. Voor de cultuurproeven werd als regel het sediment van100â€”300 c.c. melk gebruikt â€” verkregen na centrifugeerengedurende 15 minuten met 3000 toeren per minuut. Van 20 dieren werd de melk onderzocht. De meeste mon-sters werden genomen van runderen, aanwezig in de â€žKliniekvoor inwendige ziektenquot; der Veterinaire Faculteit. Voor het verkrijgen van meer zekerheid omtrent de hiertoe te passen normaliteit, werden deze sedimenten direct uit-gestreken zonder eenige voorbehandeling en na een voor-behandeling met 0.1 en 0.5 N. en 1 N. zwavelzuur. De behan-delingsduur was 20 minuten. De gebruikte bodem was de glycerinevrije Petragnani.De bodems werden gemiddeld 80 a 90 dagen bebroed, voordateen definitieve beslissing

genomen werd. Monster 1. Dier met open longtuberculose. Na 16 uur be-waren verwerkt. caviaproef: negatief,cultuurproef: negatief,preparaat: - negatief. macroscopischnbsp;microscopisch. direct a, b, c: negatief . . .nbsp;negatief. physiol. NaCl. a, b, c: negatief . . .nbsp;negatief. 0.1 N.a, b: negatief . . .nbsp;negatief. 0.1 N.e: 3 gele koloni??nnbsp;coccen. 0.5nbsp;N.a, b: negatief ... .nbsp;negatief. 1.-nbsp;N. negatief . . .nbsp;negatief. In condensvocht microscopisch geen bacillen. Om na te gaan of een eventueel langer bewaren, na het



??? nemen van het monster, van invloed was op het resultaat,werd een gedeelte van de melk na 40 uur bewaren bij kamer-temperatuur gesedimenteerd en op den eibodem uitgestreken. Deze langere tusschentijd kan men verwachten, indien hetmonster over verren afstand vervoerd moet worden. Op de betreffende eibodems ontstond groei van een zeven-tal coccenkolonien, welke slechts over een klein gedeelte vanden bodem verspreid waren, en dus een eventueele groei vankoloni??n van tuberkelbacillen niet belemmerden. Het was opvallend, dat deze coccenkolonien geen neigingvertoonden tot verspreiding over de ei-oppervlakte. macroscopischnbsp;microscopisch. Monster 2. Koe met open longtuberculose. caviaproef: negatief. cultuur: negatief. preparaat: negatief. direct a: verontreinigd . . . lange staven. direct b: negatief..... negatief. physiol NaCl sol: 6 koloni??n . . . . coccen. 0.1 N.a, b: negatief..... negatief. 0.5 N.a, b: negatief..... negatief. 1.- N.a, b: negatief..... negatief. In condensvocht geen tuberkelbacillen. Monster 3. Koe met open

longtuberculose, caviaproef: negatief,cultuur:nbsp;negatief, preparaat: negatief. direct a, b:nbsp;negatief.....negatief. â–  physiol. NaCl sol.: verontreinigd . . . lange staven en coccen. 0.1 N.a:nbsp;5 kleine witte kol. . coccen. overige gedeelte bo-dem negatief . . . negatief. 0.5nbsp;N.a, b:nbsp;negatief.....negatief. 1.-nbsp;N.a, b:nbsp;negatief.....negatief.



??? Condensvoclit: geen tuberkelbacillen.De witte coccenkolonien op 0.1 Na. blijven klein, en zelfsaan het eind van de proef (90 dagen) was de rest der ei-oppervlakte microscopisch steriel. macroscopischnbsp;microscopisch. Monster 4. Koe met open longtuberculose. preparaat:nbsp;negatief, cavia:nbsp;negatief, cultuur:nbsp;negatief,direct a: verontreinigd .... b: gele weerschijn bodem .nbsp;negatief,c: 3 bruine koloni??n, niet hinderlijk voor onderzoeknbsp;coccen. rest negatief.....negatief. 0.1 N.a: negatief......negatief. 0.1 N.b: 1 kolonie als direct c . .nbsp;coccen. 0.1 N.c: negatief ......negatief. 0.5nbsp;N.a, b. negatief......negatief. 1.-nbsp;N.a. b. c: negatief......negatief. Condensvocht: geen tuberkelbacillen. Monster 5. Koe met open longtuberculose, preparaat:nbsp;negatief, cavia:nbsp;negatief, cultuur:nbsp;negatief, direct a: geheel verontreinigd . .nbsp;coccen. â€ž b: negatief......negatief. c: 4 kleine koloni??n . . .nbsp;coccen. 0.1 N.a, b: negatief ......nbsp;negatief. 0.1 N.c: 1 kolonie, rest opper-nbsp;bacillen. vlakte geen groei . . .nbsp;negatief. 0.5nbsp;N.a,

b, c: negatief......negatief. 1.-nbsp;N.a, b, c: negatief......negatief. Condensvocht: geen tuberkelbacillen.



??? macroscopischnbsp;microscopisch. Monster 6. Koe met open longtuberculose. preparaat:nbsp;negatief, cavia:nbsp;negatief, cultuur:nbsp;negatief. direct a: negatief......negatief. b: geheel verontreinigd . .nbsp;lange staven, c: 4 koloni??n, rest negatief .nbsp;coccen, rest neg. 0.1 N.a, b: negatief......negatief. 0.1 N.c: condensvocht opgedroogdnbsp;negatief. 0.5nbsp;N.a, b, c: negatief......negatief. 1.quot;nbsp;N.a, b, c: negatief......negatief. Condensvocht: geen tuberkelbacillen. Monster 7. Koe met open longtuberculose.peritoneaal t.b.c.miliair t.b.c.? t. 39.5. preparaat:nbsp;negatief, cavia:nbsp;negatief, cultuur:nbsp;negatief. direct a: 2 kolon., rest geen groeinbsp;coccen, rest neg.b: gele weerschijn bij con-densvocht .....negatief. â€ž c: negatief......negatief. 0.1 N.a, b, c: negatief.......negatief. 0.5nbsp;N.a, b, c: negatief......negatief. 1.-nbsp;N.a, b, c: negatief......negatief. Condensvocht: geen tuberkelbacillen. Monster 8, Koe met open longtuberculose. preparaat:nbsp;negatief, cavia:nbsp;negatief, cultuur:nbsp;negatief. direct a, b: negatief......negatief. c:

verontreinigd ....nbsp;bacillen. 0.1 N.a, b, c: negatief......negatief.



??? macroscopischnbsp;microscopisch. 0.5 N.a, b, c: negatief......negatief. 1-N.a, b, c: negatief......negatief. Condensvocht: . ........negatief. Monster 9. Koe met longtuberculose en streptococcenmast. preparaat:nbsp;negatief, cavia:nbsp;negatief, cultuur:nbsp;negatief, direct a, b, c: granuleus uiterlijk bodem:nbsp;Streptococcen. 0.1 N.a, b: granuleus uiterlijk bodem:nbsp;Streptococcen. 0.1 N.e: negatief......negatief. 0.5nbsp;N.a, b, c: negatief ......negatief. 1.quot;nbsp;N.a, b, c: negatief......negatief. De vorm van de Streptococcen blijft, zooals deze oorspron-kelijk was, n.m.1. de staketovorm. Op de bodems, ge??nt metmateriaal dat met zuur voorbehandeld was, was de groei vande Streptococcen minder en weinig talrijk. Eventueele kolo-ni??n van tuberkelbacillen zouden zeer goed waarneembaar zijngeweest ondanks de groei der Streptococcen. Monster 10. Koe met open longtuberculose. preparaat:nbsp;negatief, cavia:nbsp;negatief, cultuur:nbsp;negatief, direct a: een groote witte kolonienbsp;coccen. rest bodem negatief . .nbsp;negatief, b: fijne groene

granula . .nbsp;negatief. â€ž c:nbsp;negatief......negatief. 0.1 N.a, b, c: negatief......negatief. 0.5nbsp;N.a, b, c: negatief......negatief. 1.-nbsp;N.a, b, c: negatief......negatief. Condensvocht: .........negatief.



??? Monster 11.klier t.b.c. preparaat: negatief. cavia: negatief. cultuur: negatief. direct a: groene koloni??n over ge- heelen bodem .... lange staven. Â? b. c: negatief...... negatief. 0.1 N.a, b: geheel verontreinigd . . lange staven. 0.1 N.c: negatief...... negatief. 0.5 N.a, b, c: negatief...... negatief. 1.- N.a. b, c: negatief...... negatief. Condensvocht: ........ . negatief. M onster 12.peritonitis. Koe met bronchopneumonie en tuberculeuze preparaat: cavia: cultuur: direct a. b. c: verontreinigd . . . 0.1 N.a:nbsp;ong. 25 grijze koloni??n 0.1 N.b:nbsp;.. 6 â€ž 0.1 N.c:nbsp;10 â€ž 0.5 N.a:nbsp;5 â€ž 0.5 N.b:nbsp;1 â€ž 0.5nbsp;N.c:nbsp;8 .. 1.-nbsp;N.a:nbsp;1 1.- N.b:nbsp;2 .. macroscopischnbsp;microscopisch. Koe met open longtuberculose en mesenteriaal- negatief. negatief. negatief. coccen. coccen. coccen. coccen. coccen. coccen. coccen. coc^eu. coccen. coccen. .1.- N.c:nbsp;3..... Bijna alle bodems waren reeds na 12 dagen min of meermet coccenkolonien bedekt. Het ligt voor de hand, dat dezeverontreiniging te wijten is aan een aanwezig zijn van eenbepaalde

coccus in de melk en het sediment, daar het aantalkoloni??n afneemt met het toenemen der zuurconcentratie. Eenwaarnemen van tuberkelbacillenkolonien was niet mogelijkgeweest bij de buizen 0.1 Na en c.; bij 0.1 Nb, 0.5 N. en 1 N.nog wel.



??? microscopisch. Monster 13. Koe vermoedelijk met tuberculeuze pneumonie? preparaat: negatief. macroscopisch direct a: .. b, c:0.1 N.a:0.1 N.b:0.1 N.c: direct a: verontreinigdâ€ž b, c: verontreinigd0.1 N.a, b, c: negatief . . 0.5nbsp;N.a, b, c: negatief . . 1.-nbsp;N.a, b, c: negatief . .Condensvocht:..... Monster 14. 0.5nbsp;N.a, b, c: negatief 1.-nbsp;N.a, b, c: negatiefCondensvocht: . . . cavia:cultuur Koe met longtuberculose. preparaat:cavia:cultuur:verontreinigd . . . .verontreinigd . . . . negatief...... ong. 20 witte koloni??n . 20 negatief. negatief. lange staven. coccen. negatief. negatief. negatief. negatief. negatief. negatief. negatief. staven. coccen. negatief. lange staven, lange staven. negatief. negatief. negatief. Monster 15. Dier verdacht van tuberculose. preparaat: negatief,cavia:nbsp;negatief, cultuur: negatief. negatief......negatief. verontreinigd .... coccen.verontreinigd .... coccen en lange bacillen. negatief......negatief. 1.- N.a, b, c: negatief......negatief. Dit monster werd toegezonden en ongeveer 40 uur na \'t 0.1 N.a. b:0.1 N.c:0.5 N.a, b: 0.5 N.c:



??? opvangen onderzocht. De enkele optredende verontreigingenzullen wel te wijten zijn aan \'t minder â€žzindelijkquot; opvangen. Deze 15 monsters, die een eenigszins droge opsomming zijnvan negatieve resultaten, hebben toch hun waarde voor hetbeoordeelen van optredende verontreinigingen na een voorbe-handeling met zwavelzuur bij zindelijk gewonnen melk. Als criterium voor het al of niet betrouwbaar zijn der cul-tuur en/of der dierproef voor het onderzoek op tuberculosemissen zij natuurlijk alle waarde. Deze uitkomsten waren bij degevolgde methode van onderzoek natuurlijk te verwachten. Gelukkig zijn niet alle twintig monsters negatief gebleken.Onder deze monsters zijn er vijf, waarbij een positief resultaatverkregen werd. Monster 16. Koe met open longtuberculose. preparaat: negatief,cavia:nbsp;positief, cultuur: positief. Cultuur 14 dagen 20 dagen 27 dagen 35 dagen 70 dagen Macroscc gt;pisch. Direct a, b, c V v V V 0.1 N. a V v V 0.1 N. b ___ v V V 0.1 N. c V V V 0.5 N. a 0.5 N. b â€” â€” (15) 0.5 N. c â€” (10) 1 N. a. b. c. â€” â€” â€” â€”

Microscopisch. Direct a.b,c V V v V V 0.1 N. a V V V 0.1 N. b V V V 0.1 N. c V V V 0.5 N. a 0.5 N. b 0.5 N. c 1 N. a, b. c â€” V = verontreinigd.



??? Een verdere ontwikkeling van koloni??n komt niet tot stand.Op 0.5 N.a ontwikkelen zich geen met het bloote oog waar-neembare koloni??n. De bodems ge??nt met sediment, dat met 1 N. zwavelzuurvoorbehandeld werd, blijken bij microscopisch onderzoek na90 dagen bebroeden steriel te zijn. Een cavia ingespoten met een ??se cultuur van â€ž0.5 N.aquot;kreeg algemeene tuberculose. Monster 17. Koe met open longtuberculose. preparaat; negatief,cavia:nbsp;positief, cultuur: positief. Macroscopisch Microscopisch Cultuur 18 dagen 35 dagen 42 dagen 18 dagen 35 dagen Direct a, b v 0.1 N. a (10) 0.1 N. b (10) 0.1 N. c â€” (15) 0.5 N. a â€” (20) 0.5 N. b â€” (8) 0.5 N. c * (20) 1 N. a (20) 1 N. b. (15) 1 N. c â€” (15) Na 18 dagen vindt men in het condensvocht slechts hieren daar ge??soleerde zuurvaste staafjes, veel minder duidelijkdan in het preparaat, gemaakt m?Št materiaal afkomstig van deoppervlakte van den eibodem. Bij de controle na 35 dagen waren de koloni??n met hetbloote oog juist zichtbaar. Speciaal in de omgeving van hetcondenswater

zijn ze het eerst waar te nemen; soms ookalleen daar.



??? Monster 18. Toegezonden monster. preparaat: negatief,cavia:nbsp;negatief. cultuur: positief. Cultuur 17 dagen 21 dagen 28 dagen 32 dagen Direct a, b v 0.1 N. a.b.c v 0.5 N. a â€” Â? Â? (50) 0.5 N. b â€” Â? Â? (35) 0.5 N. c. â€” Â? Â? (20) 1 N. a â€” Â? Â? (40) 1 N. b Â? Â? (30) 1 N. c Â? (30) De microscopische diagnose werd gesteld na 21 dagen be-broeden; tuberkelbacillen waren in alle preparaten in grootehoeveelheid aanwezig. Het condensvocht was na 21 dagen, blijkens microscopischonderzoek, negatief, en daarin konden pas na 32 dagen be-broeden, vele tuberkelbacillen aangetoond worden. De cavia ingespoten met het melksediment (50 c.c.) ver-toonde na 8 weken bij de sectie geen spoor van tuberculose. De cavia ingespoten met een emulsie van een ??se cultuurvan â€ž0.5 N.aquot; stierf aan algemeene tuberculose. macroscopischnbsp;microscopisch. Monster 19. Koe met miliair tuberculose. tÂ° : 41Â°. Ernstigziek. ^nbsp;preparaat: negatief. cavia:nbsp;positief, cultuur: positief. na 19 dagen: negatief......negatief. na 74 dagen: (niet

eerder in de gele-genheid te bezichtigen).



??? 114 direct a: negatief..... negatief. .. b: kleine groene koloni??n coccen. c: kleine koloni??n . massa t.b. bac. 0.1 N.a: kleine koloni??n . . . id. 0.1 N.b: fijn beslag .... id. 0.1 N.c: fijn beslag .... id. 0.5 N.a: groote grijze koloni??n lange staven. 0.5 N.b:_ fijn beslag .... massa t.b. bac. 0.5 N.c: -h-....... id. 1.- N.a. b, ( :: negatief..... negatief. De cavia met sediment ingespoten, vertoonde na 8 wekenduidelijk tuberculeuse veranderingen. Tuberkelbacillen werdenmicroscopisch niet aangetoond, weshalve een nieuwe caviamet een suspensie van de milt werd ingespoten, welke duide-lijke tuberculose kreeg. Monster 20. Zeer mager dier met open long t.b.c. preparaat: negatief,cavia:nbsp;positief, cultuur: negatief. Dit materiaal is afkomstig van een rund met open longtuberculose, geslacht aan het abattoir te Amsterdam. Demelk werd opgevangen in een steriel fleschje. Fleschjeswerden daar in voorraad gehouden. De bodems, ge??nt met onvoorbehandeld materiaal en metmateriaal hetwelk met 0.1 en 0.5 N. H2SO4 voorbehandeldwas, waren na tien dagen bebroeden

volkomen veront-reinigd. Bij microscopisch onderzoek konden geen tuberkelbacillentusschen deze verontreinigers aangetoond worden. Het sediment, hetwelk met 1 N. zwavelzuur behandeldwas, gaf tot na 90 dagen geen groei op den bodem volgensPetragnani. De cavia, met sediment van deze melk ingespoten, vertoondena 8 weken een geabscedeerde liesplooiklier en twee erwt-



??? groote abscesjes in de milt, waarin microscopisch tuberkel-bacillen aangetoond konden worden. Het is jammer, dat dit geval, wat de cultuurproef betreft,mislukt is, temeer daar wij blijkens het sectiebeeld van deafgemaakte cavia, met een weinig virulente stam te doenhebben en juist bij deze stammen is een waarneming over hetal of niet slagen der cultuurproef van groot gewicht. Hetzijn juist deze stammen, die het mogelijk maken de waardevan de proef vast te stellen. De verontreiniging van de be-treffende bodems is wellicht te verklaren door het mindersteriel opvangen van de melk, zooals dat aan het slachthuisle Amsterdam moest geschieden. In de praktijk zou men indit geval over moeten gaan tot een herhaling der proef, het-geen hier uiteraard niet meer mogelijk was. Men kan de vraag stellen of dit geval niet pleit tegen decultuurproef, daar immers de overige buizen (de 1 N buizen)steriel bleven. Dit is geenszins het geval. Met de reeds vroeger vermelderesultaten is deze negatieve uitkomst in overeenstemming.Het duidelijkst blijkt dit uit de

resultaten van de monstersno. 16 en 19. Hier zijn alle â€ž1 N. buizenquot; negatief, terwijl debuizen ge??nt met het sediment behandeld met 0.5 N. H2SO4alle een duidelijk positief resultaat geven. Indien in dit geval na een voorbehandeling met 1 N zwa-velzuur een positieve cultuur ware verkregen, zou dit in strijdzijn met de reeds vroeger door mij vastgelegde uitkomsten.Hierbij dient gedacht aan de door Korthof e.a. geuitebewering, dat bij mindere virulentie de weerstand van debacil tegen zuren afneemt. Het is een nieuw bewijs voor de stelling, dat men de con-centratie van het zuur sterk moet limiteeren en niet hoogermag gaan dan 0.5 N. Beschouwen wij de verkregen resultaten van de 20 melk-monsters, ten aanzien van de opgetreden verontreinigingen. De uitkomsten verkregen met sedimenten, welke niet voor-behandeld werden, zijn allerminst gunstig.



??? Van de 56 aldus aangelegde cultures waren er 25, d.i.â€?44%, geheel en al overgroeid met banale kiemen. Waarneming van tuberkelbacillenkolonien zou hier niet mo-gelijk zijn geweest. Ook microscopisch waren nimmer tuber-kelbacillen aan te toonen, hoewel dit blijkens de groei op deandere bodems, met hetzelfde sediment ge??nt, toch het gevalhad moeten of kunnen zijn. Bij een eenigszins sterke groei van banale bacteri??n blijftzeer waarschijnlijk een vermeerdering van tuberkelbacillenachterwege. Bezien wij de melkmonsters afzonderlijk, dan blijkt, datbij 8 van de 20 monsters alle bodems met niet voorbehandeldmateriaal ge??nt, verontreinigd, en in 6 gevallen van de intriplo aangelegde culturen, twee buizen steeds verontreinigdwaren. Slechts in ?Š?Šn geval waren alle drie buizen steriel gebleven. Bij de 5 melkmonsters. welke tuberkelbacillen bevatten, ge-lukte het slechts eenmaal en wel in ?Š?Šn van de drie ge??ntebuizen een reincultuur van tuberkelbacillen te verkrijgen, n.1.No. 19 ..direct cquot;. Gezien de verkregen uitkomsten mogen wij wel

zeggen,dat de werkwijze waarbij niet voorbehandeld sediment vanonder bijzondere voorzorgen gewonnen melk, direct op denbodem van Petragnani gebracht wordt, wegens de slechte re-sultaten geen aanbeveling verdient. Na een voorbehandeling met 0.1 N. zijn de resultatengunstiger. Bij de 62 ge??nte bodems bedraagt het aantal verontreini-gingen 18. dat is 29%. Vergeleken met de niet voorbehan-delde sedimenten is dit aantal 1/3 minder. De waarde van de verkregen uitkomsten wordt duidelijkerals wij de monsters afzonderlijk beschouwen. In drie gevallen waren alle buizen verontreinigd, zoodat indeze gevallen het onderzoek waardeloos geweest zou zijn. In zeven gevallen waren een of twee buizen steriel ge-bleven, en twee of een verontreinigd.



??? In de overige tien gevallen, d. i. 50%, zijn alle culturenrein of negatief gebleven; in de helft der onderzochte melk-monsters zou dus een eventueel resultaat af te lezen zijn ge-weest; in de overige gevallen zou dit niet mogelijk of twij-felachtig zijn. Hoewel de resultaten dus beter zijn dan met het niet voor-behandelde sediment, zijn deze toch allerminst voldoende enzelfs onbevredigend te noemen. Beter zijn de uitkomsten na een voorbehandeling met 0.5N. of 1 N. Hier is de storende factor der verontreiniging vrijwel ge-heel opgeheven; regelmatig zijn alle buizen of steriel of geveneen reincultuur van tuberkelbacillen. Slechts in 4 gevallen treden verontreinigingen op, n.1. bijno. 12 zoowel bij de â€ž0.5 Nquot;. als de â€ž1 N. buizenquot; en bij denos. 15 en 20. In deze laatste twee gevallen zijn de â€ž1 N. buizenquot; nietverontreinigd. Voor no. 12 zijn de verontreigingen slechts zeer gering enbetreffen een klein gedeelte van de oppervlakte van denbodem. Hier was groei van tuberkelbacillen zeer zeker aante toonen geweest. In geval 15 was van de drie

buizen slechts ?Š?Šn geschiktvoor waarneming; de twee overige waren geheel overgroeid. Bij het laatst onderzochte monster (no. 20) zijn zooals reedsbesproken is, zoodanige factoren van invloed geweest, dat ditbuiten beschouwing gelaten kan worden. In het algemeen kunnen wij dus zeggen, dat sediment vanzindelijk opgevangen melk, voorbehandeld met 0.5 en 1 N.H2SO4, op den Petragnani bodem ge??nt, geen aanleidinggeeft tot verontreinigingen; om alle mogelijke gevaar van mis-lukking te vermijden, ent men van elk monster 3 buizen. Beschouwen wij nu de resultaten bij die gevallen waar eenpositieve cultuur en/of dierproef voorkomt.



??? Het onderstaande korte tabelletje geeft een goed overzicht. Onbe-handeld Caviaproef 1 N. Opmerkingen. 0.1 N. 0.5 N. VVV Vnbsp;V Vnbsp;v Vnbsp;veel Vnbsp;v v v vv V Vnbsp;V Vnbsp;74v v VVV Vnbsp;V Vnbsp;v n V lt;74 Vnbsp;v 16 17 18 19 20 16 17 18 19 20 16 17 18 19 20 VVV 10 10 15 VVV veel Vnbsp;V VVV 35 42 35 VVV lt;74 74 74 Vnbsp;V 14 V V18 18VVVgt; 20 20 20lt;74 Vnbsp;v - 15 1020 8 2050 35 20veel - 27 2735 35 3532 32 32lt;747474 v V 20 20 2018 18 1821 21 21gt;202020lt;74V v20 15 1540 30 30 35 35 3532 32 32 18 18 1821 21 21 Aantal koloni??n. Aantal dagenwaarna groeimacroscopischwaarneembaar Is. Aantal dagenwaarna groeimicroscopischwaarneembaar is. In kolom 3 vinden wij slechts een positief resultaat, n.l.?Š?Šn buis van No. 19, de overige zijn alle verontreinigd. Het is wel merkwaardig, dat eveneens een buis uit dezereeks geheel negatief gebleven is. Vermoedelijk zal hier eenvergissing in het spel zijn, en is misschien op dezen bodemniet met sediment ge??nt. Als we kolom 4, 5 en 6 vergelijken, zijn de betere

resultatenin kolom 5 (0.5 N.) opvallend. (Wij laten hier geval 20 buitenbeschouwing). Na een behandeling met 0.1 N. verkrijgen wij slechts 2.dit is 50%. juiste uitkomsten. In ?Š?Šn buis van No. 16 werdenweliswaar zuurvaste staafjes aangetroffen, doch deze warende volgende week geheel overgroeid door sporenvormende ba-cillen. Van de zuurvaste staafjes was toen niets meer terugte vinden. Het zelfde aantal goede uitkomsten, n.l. 2 of 50%, boekenwij na de 1 N. behandeling; hier zijn het de monsters 17en 18.



??? Er blijkt hier nogmaals zeer duidelijk, dat zoowel de voor-behandeling met 0.1 N. als die met 1 N. H2SO4 te verwerpenis, de eerste wegens te zwakke, de laatste wegens te sterkewerking. De concentratie, die hier tusschen ligt, geeft frappant goederesultaten, n.1. 100% positieve juiste uitkomsten, en ware hetaantal gevallen niet zoo gering, de uitspraak, dat de cultuur-proef evengoed, ja zelfs beter is dan de caviaproef, zou zeerzeker gewettigd zijn. Elk sediment waarin blijkens de caviaproef tuberkelbacillenvoorkomen, geeft op elke ge??nte bodem een positieve cultuur,zonder ?Š?Šn miswijzing. Daarnaast staat nog het reeds ver-melde geval waarbij een positieve cultuur werd verkregen,ondanks een negatief verloopende dierproef. De uitspraak van vele onderzoekers, dat de cultuur niet opeen lijn gesteld kan worden met de dierproef, berust m.i. opeen foutieve techniek. Indien de techniek van deze onderzoekers gevolgd was, zoude cultuurproef een aantal miswijzingen gegeven hebben van50% en meer; in dit geval zou onze conclusie over de cultuur-

proef eveneens ongunstig geweest zijn. Wat de waarnemingsduur betreft, deze is voor het micros-copisch onderzoek gemiddeld drie weken. De macroscopisch waarneembare groei treedt op na 27 a42 dagen. Om volkomen zekerheid te hebben zal men steedseen microscopisch onderzoek moeten instellen, waarbij menin \'t bijzonder de oppervlakte dicht bij het condensvocht be-hoort te onderzoeken. Ook in verband met reeds vroeger vermelde gegevens moetmen dit onderzoek zoo noodig uitstrekken tot na 42 dagenbebroeden, daar het voor kan komen, dat slechts een micros-copisch waarneembare groei ontstaat.



??? CONCLUSIES Het aantoonen van tuberkelbacillen, in onder bijzonderevoorzorgen gewonnen melk en uiersecreta. is cultureel zeergoed mogelijk en bij een juist uitgevoerde techniek is debetrouwbaarheid van deze proef op een lijn te stellen met decaviaproef. De voordeelen, welke de cultuurproef in het algemeen heeftboven de dierproef, zijn hierbij nog buiten beschouwing ge-laten. Een 19-tal melkmonsters, afkomstig van dieren met ernstigetuberculose, evenwel zonder klinische mastitis tuberculosa,werden zoowel met de caviaproef, als met de cultuurproefonderzocht. De dierproef was driemaal positief, terwijl cultureel vier-maal tuberkelbacillen aangetoond konden worden. In eengeval verliep derhalve de caviaproef negatief, terwijl de cul-tuur een zeer rijke groei van caviapathogene tuberkelbacillente zien gaf. Van ?Š?Šn monster melk mislukte de cultuurproef, wellichtdoor onjuiste techniek, terwijl de dierproef van deze melkpositief bleek. Een herhaling der proef was jammer genoegniet mogelijk. Het is niet gelukt in een zeventiental stukken vleesch cul-

tureel tuberkelbacillen aan te toonen, hoewel een bijzondereâ€žAnreicherungsmethodequot; toegepast werd. Voor het kweeken van tuberkelbacillen uit bovengenoemdevoedingsmiddelen, kan men gebruik maken van het principeder voorafgaande zuurbehandeling tot het dooden van debegeleidende micro-organismen, zooals dit is aangegeven doorL??wenstein-Sumiyoshi.



??? De beste resultaten worden verkregen na een behandelingmet 0.5 N. zwavelzuur gedurende 20 minuten. Een hoogereconcentratie geeft speciaal bij die stoffen, welke arm zijn aantuberkelbacillen, foutieve uitkomsten. Bij in de literatuur toe-laatbaar geachte hoogere concentraties is hiermede geen reke-aing gehouden; zij zijn derhalve te verwerpen. De bodems volgens Dorset en Lubenau zijn voor dit onder-zoek, wegens de optredende verontreinigingen, niet geschikt.Beter is de voedingsbodem volgens Petragnani, mits menvoor het kweeken van het bovine type, geen glycerinetoevoegt. Haematine of gal, toegevoegd aan dit medium, hebben geenstimuleerende invloed op den groei van het bovine type vande tuberkelbacil. Het toegevoegde malachietgroen in den bodem volgens Pe-tragnani oefent geen nadeelige invloed uit op de groei vande tuberkelbacil. Evenmin verdient het aanbeveling door toevoeging vangeringe hoeveelheden zuur of alcali de reactie van den bodemte wijzigen; het gunstigst is deze als zij dicht bij het neutralepunt ligt. (pH. 6.8 -

7.2). In een aantal gevallen is het mogelijk in de culturen reedsbinnen veertien dagen de aanwezigheid van tuberkelbacillenbij microscopisch onderzoek te constateeren; in andere ge-vallen treedt pas na zes weken met het bloote oog waarneem-bare groei op. De uitspraak dat in het onderzochte secretum geen tuberkel-bacillen aanwezig zijn, mag men alleen doen, wanneer bij mi-croscopisch onderzoek van de, gedurende zes weken bebroedecultuur, geen tuberkelbacillen worden aangetroffen.



??? Tabel tot herleiding van gewichtS\' en volumeprocenten totnormaliteiten bij zwavelzuur. Gewichts-procenten Normaliteiten Volume-procenten Normaliteiten 0 0 0 0 1 0.21 1 0.38 2 0.41 2 0.75 3 0.62 3 1.1 4 0.84 4 1.5 5 1.05 5 1.9 6 1.27 6 2.3 7 1.50 7 2.6 8 1.72 8 3.0 9 1.95 9 3.4 10 2.18 10 3.8 11 2.41 11 4.2 12 2.65 12 4.6 13 2.89 13 4.9 14 3.13 14 5.2 15 3.38 15 5.6 16 3.63 16 6.0 17 3.88 17 6.3 18 4.14 18 6.7 19 4.40 19 7.1 20 4.66 20 7.5
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??? STELLINGEN I. Het is gewenscht, dat de paratuberculose (Enteritis para-tuberculosa bovum) in de Veewet wordt opgenomen. II. Bij een eenigszins uitgebreid voorkomen van mond- enklauwzeer zijn de thans gebruikelijke wettelijke maatregelenvan geringe waarde. III. De bepalingen over den verkoop van vleesch in het kleinonder toezicht dienen nauwkeuriger geredigeerd te worden. IV. De behandehng van de distomatose der schapen mettetrachloorkoolstof, verdient sterke aanbeveling. V. Een positieve alcoholproef bij versche melk kan veroor-zaakt worden door een staphylococcus. VI. De toevoeging van chrysoidin aan den voedingsbodemvolgens Endo verhoogt hare duurzaamheid. VII. De aanstelling van adjunct-inspecteurs, voor de controleop een juiste uitvoering der vleeschkeuringswet, verdient aan-beveling. VIII. Het is gewenscht wilde varkens in de Vleeschkeuringswetop te nemen.
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