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??? Bij de voltooiing van mijn proefschrift, grijp ik gaarne de mij ge-boden gelegenheid aan mijn dank te betuigen aan U, Hoogleeraren,conservatoren en prosectoren, voor het destijds van U genotenonderwijs. In de eerste plaats ben ik aan U, Hooggeleerde De B 1 i e c k,hooggeaclite promotor, grooten dank verschuldigd voor de plaatsdie U voor mij openstelde aan de Tropische Afdeeling van hetInstituut voor Parasitaire- en Infectieziekten, voor de belangstel-ling, die U voor mijn werk hebt getoond en de vele nuttige aanwij-zingen, die ik van U heb mogen ontvangen. U, Weledelzeergeleerde N i e s c h u 1 z, ben ik zeer erkentelijkvoor de directe leiding bij mijn onderzoek. Verder dank ik U nogzeer voor de belangstelling, die ik gedurende het laatste jaar zelfsnog mocht ondervinden tijdens Uw verblijf in Zuid-Afrika. Ook U, Weledelgeleerde Bos, dank ik ten zeerste voor de velewaardevolle raadgevingen bij het verdere gedeelte van mijn onder-zoek en voor de voortdurend betoonde hulpvaardigheid. Tenslotte wil ik nog een hartelijk woord van dank brengen aanallen die mij hebben geholpen bij

de voltooiing van dit proefschrift.
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??? INLEIDING. Verkregen resistentie tegen of het verdragen van geneesmiddelenen vergiften is een algemeen biologisch phenomeen, dat geobser-veerd is bij vele verschillende levende organismen tegen een grootaantal chemicali??n. Verkregen resistentie tegen vergiften is niet beperkt tot lagereorganismen, maar komt eveneens voor bij hoogere dieren en bij denmensch. Het verdragen van nicotine, alcohol, morphine, coca??ne enz. isoverbekend. Bij behandeling van met trypanosomen ge??nfecteerde muizen metverschillende chemotherapeutische middelen, deed Ehrlich metzijn medewerkers het eerst de interessante ontdekking, dat de para-sieten bij voortdurende behandeling met hetzelfde praeparaat zichhieraan gewenden en in hun ontwikkeling niet meer be??nvloed wer-den. Ehrlich schiep den theoretischen en experimenteelen grond-slag van de heden voor de chemotherapie van de protozoenziektenvan zoo groote beteekenis geworden â€žgeneesmiddelvastheidquot;. Men had weliswaar reeds vroeger een buitengewone verscheiden-heid bij verschillende stammen van dezelfde

micro??rganismen watbetreft hun gevoeligheid voor een chemisch praeparaat vastgesteld,doch de verschijnselen werden eerst door de waarnemingen vanEhrlich nader geanalyseerd. Na Ehrlich werden zeer vele waarnemingen en proeven overvastheid van trypanosomen gedaan, van welke de voornaamstelater in diverse hoofdstukken uitvoerig zullen worden verwerkt. Het belang van geneesmiddelvastheid in verband met de behan-deling van besmettelijke ziekten met chemotherapeutische agentia,zal voor iedere ziekte en voor ieder chemicalium bestudeerd dienente worden, en de questie of een gegeven effectief middel bij eenziekte van practisch nut zal zijn, zal voor een groot deel afhangen



??? van het feit of het resistentie zal verwekken bij het veroorzakendeorganisme. Bij de practische bestrijding in de tropen van dierziekten, w.o. deâ€žsurraquot;, is nog betrekkelijk weinig aandacht geschonken aan degevaren, welke geneesmiddelvastheid met zich kan brengen. Voor zoover mij momenteel bekend, zijn weliswaar nog geen aan-wijzingen beschikbaar, dat werkelijk in bepaalde streken, waar debestrijding van surra met geneesmiddelen reeds een tiental jarengeschiedt, thans de resultaten minder goed zijn dan vroeger. Welzijn dergelijke aanwijzingen uit de literatuur bekend omtrent debestrijding van de slaapziekte met germanin, die van de syphilismet salvarsan en van de malaria met chinine. Vroeger kwam men in landen als Itali??, Albani?? enz. met lage,normale prophylactische doses chinine uit; later moest men steedshoogere prophylactische en therapeutische doseeringen toepassen,tot men gedwongen werd naar combinatie met andere, hoewel ge-vaarlijker medicamenten, over te gaan. In het algemeen is het moeilijk een nieuw medicament doelmatigtoe te passen.

De besmettelijke veeziekte â€žsurraquot; komt verspreid in vrijwel allegedeelten van de N.O.I.-Archipel voor en kan als een der belang-rijkste ziekten van den inheemschen veestapel beschouwd worden. De nauwkeurige bestudeering van onderwerpen op deze ziektenbetrekking hebbende, zal dan ook m.i. zijn nut kunnen hebben. Werkzaam als Gouvernementsveearts in Ned. Indi??, maakte ikde ziekte in min of meer uitgebreide mate mee in diverse ressorten,n.1. op Java in de residentie Semarang, ressort Koedoes en de stadSemarang, (van Juli 1923 tot November 1925), daarna op Sumatrain een der belangrijkste Surrastreken van Indi??, den ambtskringSibolga, residentie Tapanoeli (van November 1925 tot Januari1928), verder nog in mindere mate in den ambtskring Fort deKoek, residentie Sumatra's Westkust (van 1928 tot Maart 1929)en weer tamelijk veelvuldig in den ambtskring Benkoelen, residentieBenkoelen, Zuid-Sumatra (van Maart 1929 tot September 1930). Door Bakker is in zijn proefschrift 1930: â€žOver de surra enhare bestrijding in Ned. Indi??quot;, o.a. een duidelijke

beschrijving van



??? de ziekte in het belangrijkste ressort Sibolga gegeven, waarnaar inhoofdzaak verwezen wordt. Voor de bestrijding van de ziekte wordt veelvuldig aangewend hetnaganol, â€žBayer 205quot;, vaak gecombineerd met atoxyl. Het naganol is het laatste tiental jaren in toepassing, en is zeerzeker verre te prefereeren boven de vroeger gebruikelijke middelenv.n.1. atoxyl en antimoon. Zooals bekend komen er echter toch gevallen voor, waarbij hetnaganol geen of een minder goede werking heeft, de resultaten doorde diverse veeartsen in Ned.-Indi?? met de curatieve behandelingverkregen, zijn zeer uiteenloopend. De paarden die niet herstellen kunnen behooren tot de klinischzware gevallen. Echter komen ook gevallen voor, die klinisch tot de lichte terekenen zijn, waarbij het geneesmiddel, of de geneesmiddelennaganol-atoxyl gecombineerd, bij paarden falen. E?Šn categorie betreft die dieren waarbij na behandeling geentrypanosomen meer aan te toonen zijn in het periphere bloed, maarwel in het cerebro-spinaalvocht. Dit is te beschouwen als een groepwaarbij de trypanosomen, doordat ze

genestefd zijn in het cerebro-spinaalvocht, moeilijk door chemotherapeutica bereikt kunnenworden. Bij een andere groep krijgen de paarden â€žrecidivequot;. Na enkeleweken, soms na bijna nog 1 jaar na de behandeling, zijn opnieuwtrypanosomen in het periphere bloed aanwezig, een nieuwe behan-deling heeft zelden resultaat en de dieren sterven. Deze recidivetrypanosomen zijn â€žvastquot; geworden, resistent tegen het genees-middel. Dit zijn dus gevallen van een verworven resistentie van detrypanosomen. Gevallen waarbij werkelijke recidive in het spel was, heb ik bijeen tiental paarden in mijn diverse ressorten gezien bij een totaalvan honderden curatief behandelde paarden. Ik zeg â€žwerkelijkquot;recidive, omdat het in vele andere gevallen niet duidelijk was of wemet herinfectie dan wel met recidive te maken hadden. In het bovengenoemde tiental gevallen van recidive konden wemet groote waarschijnlijkheid weten dat werkelijk recidive aan-



??? wezig was. Tot deze conclusie kwam ik na in beschouwing ne-men van ondervolgende factoren: De klinische verschijnselen zijn bij de recidive-gevallen minderuitgesproken, tenminste wat betreft de oedemen, enz. (de verschijn-selen van ataxie zijn vaak duidelijker dan bij oorspronkelijke ge-vallen). Soms was het opnieuw aan de ziekte lijdende bevonden dier heteerste of wel eenige geval onder de vele paarden in een district. Een enkele maal ook werd een geval van recidive gezien bij eenrijpaard van een Inlandsch hoofd, het was het eenige paard aan-wezig in den verren omtrek. Herinfectie vanaf karbouwen kon,wegens het tijdelijk grazen van de karbouwen in de ver afgelegenbosschen, gedurende het beplant zijn van de sawahs, ook moeilijkworden aangenomen. Gedurende het eerste jaar van mijn werkzaamheid in den ambts-kring Sibolga, werden in het zeer afgelegen district Baroemoen enSosa, afd. Padang Lawas, enkele paarden met werkelijke recidiveopnieuw behandeld met de curatieve dosis naganol-atoxyl. Bijdeze dieren werden bij het maandelijksch herhaald massa-

bloed-onderzoek na 1 of enkele maanden wederom trypanosomen in hetperifere bloed aangetoond. Deze paarden werden dus bij massa-bloedonderzoek gesignaleerd maar vertoonden zeer weinig klinischeveischijnselen, de dieren werden afgemaakt. Later werden in alle gevallen van eerste recidive de paarden af-gemaakt en momenteel staat dit ook zeer terecht uitdrukkelijk ver-meld in de verzameling van voorschriften van den B.V.D. Het behoeft n.1. na het bovengenoemde geen betoog dat dezewijze van handelen de eenig juiste is. Primo is de prognose voor de paarden met recidive ongunstig testellen, een behandeling met medicamenten zal mogelijk het dierwel tijdelijk doen herstellen, maar een nieuwe recidive zal optreden,het dier zal zelden definitief genezen. Secundo, last not least, leveren deze paarden, waar ze zonderklinische verschijnselen langen tijd onopgemerkt met positief bloeds-beeld kunnen rondloopen een groot gevaar van besmetting voor deomgeving. Ze vormen een dep??t van geneesmiddelvaste trypanoso-



??? men, welke mogelijkerwijs als zoodanig, dus met behoud van hunresistentie door Tabaniden overgebracht zouden kunnen worden opandere dieren. In den loop der jaren zou aldus de ziekte-oorzaak in bepaaldestreken ongevoelig kunnen worden voor op zichzelf waardevollemedicamenten. Dit laatste, indien juist, zou van oneindig veel meer belang zijndan de ongunstige prognose voor den pati??nt zelf. De taak van denGouvernementsveearts in N.-I. is v????r alles massa-behandeling vanvee tegen besmettelijke ziekten en niet individueele behandeling van?Š?Šn dier, zooals die meer door den dierenarts in patria geschiedt. Een enkel dier moet dus worden opgeofferd voor het welzijn vande groote massa. Door verschillende omstandigheden bestond voor mij in Indi??niet veel gelegenheid om de mogelijkheid van voortleven van ge-neesmiddelvaste surra-stammen in geheele streken, te vervolgen. Tijdens mijn verlof eenigen tijd aan de Tropische Afdeeling vanhet Instituut voor Parasitaire- en Infectieziekten werkende, werd inoverleg met Prof. de B 1 i e c k en Dr. N i e s c h u 1 z besloten

ditonderwerp nader te bestudeeren. Niettegenstaande de groote practische beteekenis van het pro-bleem van de geneesmiddelvastheid, bestaan op het gebied van desurra nog geen uitgebreide onderzoekingen daaromtrent, wel isreeds meer uitgewerkt bij slaapziekte, nagana, enz. Allereerst diende dus te worden opgelost de vraag, of tegen dein Indi?? gebruikelijke medicamenten: naganol bij buffels en run-deren, naganol-atoxyl bij paarden, geneesmiddelvastheid bij surra-trypanosomen in kleine proefdieren optreedt. In de vorige bladzijden werden genoemd de gevallen van recidive,dus van een verworven geneesmiddelvastheid. Ziektegevallen, waarbij dadelijk bij de eerste behandeling detrypanosomen absoluut resistent blijken te zijn tegen het genees-middel, ondanks de injectie direct in het periphere bloed persistee-ren, zich dus vermeerderen ondanks het chemotherapeuticum, hebik in Indi?? niet waargenomen en zijn ook niet beschreven, voor zoo-ver mij bekend.



??? Wel wordt als een geval van â€žnatuurlijke resistentiequot; van trypa-nosomen beschreven, het door Rodenwaldt en Douwes(1922) waargenomene bij een paard; 10 tot 20 minuten na de eersteinjectie met naganol isoleerden zij een trypanosomen-stam, die eenzekere, hoewel beperkte vastheid bleek te hebben tegen het middel. Mogelijk echter zouden deze trypanosomen niet oorspronkelijkgeneesmiddelvast zijn, maar afkomstig, of overgebracht kunnen zijnvan een ander dier, waarbij het geneesmiddel niet in staat was ge-weest een recidive te voorkomen. Dit zou dus een verworven vast-heid zijn, de trypanosomen zijn gewend geraakt aan het gif. Demogelijkheid van overgebracht zijn uit recidive-gevallen is groot,omdat die gevallen bij paarden vaak niet onderkend worden alsziekte; vrijwel geen klinische verschijnselen treden op, van tijd tottijd vertoonen ze parasieten in het bloed. Zulke schijnbaar genezen,chronisch zieke dieren zullen dus een groot gevaar voor hun om-geving kunnen opleveren als rondloopende reservoirs van genees-middelvaste trypanosomen. Hiermee wordt

dus ook de vraag gesteld, die op het gebied vandit onderwerp van het grootste belang is, of een geneesmiddelvastestam van trypanosomen gevormd bij een dier als zoodanig op eenander dier wordt overgebracht, dus of zijn verworven eigenschapvan vastheid behouden zal blijven, of dat door de passage doornatuurlijke overbrengers, de Tabaniden, die eigenschap verlorenzal gaan of verminderd worden. Te trachten in principe uit te maken of er gevaren bestaan voorhet voortleven van geneesmiddelvaste trypanosomenstammen alszoodanig in een bepaalde streek, zal dus een der hoofdopgaven vandeze studie zijn. Een verschijnsel analoog aan de geneesmiddelvastheid is de eigen-schap van â€žserumvastheidquot;, die trypanosomen kunnen verwerven.Het bloed van een dier vormt bepaalde antistoffen tegen de trypano-somen. Recidivetrypanosomen zijn als serumvast te betitelen. Moge-lijk dat de recidive of serumvaste trypanosomen door de natuurlijkeoverbrenging hun eigenschappen van resistentie tegen serum zullenverliezen. Een beschouwing over de waarschijnlijkheid

hiervan gevenSchilling en Schreck.



??? De in de natuur in het wild levende dieren, als herten, zijn allegevoelig voor trypanosomen, maar bevinden zich door een zekereimmuniteit in labiel evenwicht met de trypanosomen. Alle recidivestammen zijn immunologisch verschillend van deoorspronkelijke, d^ genuine stammen, d.w.z. voor die recidivestam-men worden nieuwe antistoffen gevormd. Zouden na natuurlijke overbrenging de recidivestammen hun se-rumvastheid behouden, dan zouden de aan herhaaldelijke infectiesblootstaande dieren, steeds weer een nieuwe immuniteit moeten vor-men tegen immunologisch andere trypanosomen, dus steeds in labielevenwicht verkeeren. Practisch gesproken zou het bestaan van dezedieren onmogelijk worden. De epidemiologische ervaringen leeren echter dat door de na-tuurlijke overbrengers de recidive-stam wordt teruggevormd tot eengenuinen stam. In Z.-Afrika, n.1. in het groote verbreidingsgebiedvan de tsetsevlieg, is zeer veel wild, dat goed gedijt. Over dezen â€žinvloed van de natuurlijke overbrengersquot; als vreemdmedium voor de in de zoogdier-gastheeren vastgeworden trypano-

somen, zijn proeven door G o n d e r verricht, die als resultaatgeven een opheffen der vastheid. Proeven van Duke en vanReich en ow en Regen dan z geven geen verlies vanvastheid aan. De resultaten der proeven, waaraan ook vele foutenkleven, spreken elkaar dus tegen. Uit het bovenstaande blijkt dus duidelijk, dat nog geen bewij-zende, overtuigende resultaten van proeven hierover, zijn bereikt. Mogelijk kan, behalve de invloed van het insect als vreemd milieuvoor trypanosomen, bij de overbrenging van de surra door Taba-niden nog een andere factor in het spel zijn, die bewerkstelligt datde eigenschap van geneesmiddelvastheid na enkele passages ver-minderd is of opgeheven. Het idee is dat overbrenging van surra door een Tabanus slechtseen kwestie is van een klein aantal, van enkele trypanosomen. Inden geneesmiddelvasten stam zal wat betreft de vastheid, variatievan individuen van trypanosomen voorkomen. Bij overbrenging vanenkele -trypanosomen zal door selectie en bovendien door eennatuurlijke neiging van teruggang tot het normale, een verlies van



??? resistentie sneller optreden, dan bij telkens overspuiten van dier opdier, waarbij dan een geheele populatie van trypanosomen, dus ookmaximaal vaste worden overgespoten. Geneesmiddelvaste trypanosomen worden gevormd, door geleide-lijk systematisch gewennen aan opklimmende doseeringen in seriesvan kleine proefdieren. De vaste trypanosoom is als een â€ždauer-modificatiequot; te betitelen, d.w.z. zeer lang, misschien onbegrensd,blijft deze verworven eigenschap aanwezig bij herhaald overspuitenop dezelfde proefdiersoort. Behalve de bovengenoemde factoren, die invloed kunnen uit-oefenen op een verlies van vastheid, is het bekend uit de literatuurdat een geneesmiddelvaste stam zeer in zijn eigenschap van vast-heid wordt aangetast door een â€žpassage door een diersoort ver-schillende van die, waarin de stam geneesmiddelvast geworden is.quot; In Indi?? zal bij de surra deze factor van zeer veel belang zijn.Een geneesmiddelvaste stam zal bijv. gevormd worden bij het paard.Paarden sterven vlug aan deze ziekte, de surra zal dus niet steedsin paarden blijven

voortleven in een bepaalde streek, maar de kar-bouwen en runderen zijn de dieren, die de surra in de diverse strekensteeds onderhouden, dus de dragers van trypanosomen. Mogelijk kunnen nu de diverse passages door karbouwen enrunderen van zoo'n eventueel gevormden geneesmiddelvasten stam,een gevoeligen stam terugvormen. Mogelijk echter bestaat in Indi?? nog meer gevaar, dat genees-middelvaste stammen in buffels ontstaan dan in paarden. In Toba en andere streken van den N.-l. Archipel worden jaar-lijks honderden buffels met zeker subtherapeutische doseeringen(1â€”5 gr.) naganol behandeld. Zijn eenmaal, vooral in buffels,vaste stammen gevormd, zoo blijven ze mogelijk jaren in die streekaanwezig. Een stam van trypanosomen door omstandigheden vast gewordenof spontaan resistent tegen giften, zal dus verschillende invloedenondergaan. Diverse vraagstukken kunnen dus hierbij worden opgeworpen ende omstandigheden kunnen worden nagebootst bij kleine proef-dieren.



??? Niet in alle opzichten zullen de resultaten, verkregen bij kleineproefdieren, zonder meer kunnen Moorden overgezet als te zijn vantoepassing op onze groote huisdieren: paarden, runderen en buffelsin N.-Indi??. De bestudeering van de resultaten bij kleine proefdieren zal danook alleen voornamelijk ten doel kunnen hebben het nader bestu-deeren van de factoren, die invloed kannen uitoefenen op het ont-staan van geneesmiddelvaste stammen en die, welke eventueel ge-vormde vaste stammen hun resistentie weder zouden kunnen doenverliezen. Uit de resultaten van de proeven bij kleine dieren zal echtergetracht worden eenige conclusies te trekken, om met eenige waar-schijnlijkheid te beredeneeren in hoeverre in Ned.-Indi?? bij de be-strijding van de surra de resistentie van trypanosomen tegen naganolvooral, maar ook tegenover andere geneesmiddelen w.o. atoxyl (ge-neesmiddelvastheid van een micro??rganisme is vaak niet erg spe-cifiek) zou tengevolge kunnen hebben dat het resultaat van debehandeling met geneesmiddelen in bepaalde streken minder zouworden of nihil.



??? HOOFDSTUK I. LITERATUUROVERZICHT. a) Natuurlijke resistentie van trypanosomen tegen geneesmiddelen. In de literatuur wordt algemeen als een geval van â€žnatuurlijkeresistentiequot; aangegeven hetgeen door Rodenwaldt enD o u w e s werd waargenomen, n.1. dat reeds korten tijd na deinjectie van Bayer 205 (10â€”20 min. er na) uit een surraziek paardtrypanosomen gekweekt kunnen worden, die een duidelijke hoo-gere resistentie tegen het middel toonen dan normale. Indien dit een kwestie van â€žgewennen aan het middelquot; zou zijn,zouden de trypanosomen in 10â€”20 min. die vastheid moeten heb-ben verkregen, wat volgens de onderzoekers zelf wel zeer onwaar-schijnlijk is. Onder die omstandigheden kan naar hun meening hetontstaan van een artsenijvastheid alleen door â€žselectiequot; verklaardworden. Walther en Pfeiler beschrijven een geval van dourinemet natuurlijke resistentie tegen Bayer 205. Hier is volgens onderzoekers het middel van den beginne afonwerkzaam. In de subarachnoideaalruimte werd bij sectie na hetsterven van het paard na lang

zoeken 1 trypanosoom gevonden. Hierop is als kritiek m.i. aan te voeren, dat mogelijk door her-haaldelijke injecties Bayer-205-vastheid zich heeft ontwikkeld, 1steinjectie was met 5 gram, is mogelijk voor een zwaar paard een tekleine dosis. Verder is ook de dourine volgens de kritiek ook van Roden-waldt en Douwes met haar bijzondere wijze van overbren-ging, die zonder bemiddeling van stekende insecten, op een experi-menteele infectie lijkt, met haar bijzonder chronisch verloop, metdikwijls jarenlange remissies, niet zeer geschikt om er een trypano-somenmiddel op te beproeven.



??? Verder kan m.i. worden gezegd dat deze ?Š?Šne gevonden trypano-soom mogelijk niet resistent was, maar niet bereikt kon wordendoor het geneesmiddel, aangezien in de subarachnoideaalruimtezeer slecht chemotherapeutica doordringen. Mijn opvatting is, dat geen eigenlijk natuurlijk resistente stammenbestaan, maar slechts van nature vastere individuen in een stamkunnen voorkomen. Persoonlijk heb ik in Indi?? bij paarden nooit waargenomen, datondanks de injectie van gr. naganol en gr. atoxyl per paard,de trypanosomen zich direct in het bloed vermeerderden, dat duseen absolute natuurlijke vastheid bestond. Wel werd bij meerderepaarden recidive gezien, de trypanosomen waren dan door degeneesmiddelen niet goed meer te be??nvloeden; ze verdwenen uithet bloed na injectie, maar na 1 maand of later zag men weer een2e recidive; een relatieve vastheid bestond dus, de recidivetrypano-somen zelf bleken mij nooit absoluut vast. Absoluut vast zijn de trypanosomen, als ze zich ondanks het in-jiceeren van geneesmiddelen direct in het bloed vermeerderen. Eenrelatieve vastheid

hebben de trypanosomen, als ze na de injectieverdwijnen uit de bloedsbaan, echter later recidiveeren. Wel werd bij een karbouw, in marga Oeloe Danau, distr. Bin-toehan, gewest Benkoelen, welke 1 maand tevoren met 5 gr. naga-nol curatief behandeld was geworden, recidive aangetoond. Derecidivetrypanosomen verdwenen ondanks 5 gram naganol niet uithet bloed, hadden dus toen een absolute vastheid tegen 5 gramnaganol verkregen. Collier lieeft bij met nagana ge??nfecteerde muizen de proeven vanR O d e n w a 1 d t en D o u w e s herhaald, het is hem echter niet geluktiets overeenkomstigs te verkrijgen. Daarmee zijn de genoemde feiten echter niet weerlegd. Het paard kanzich anders gedragen dan de muis, zooals het ook op Bayer 205 geheelanders reageert. Behalve deze gevallen van z.g. natuurlijke resistentie vanstammen, zijn verder wel talrijke voorbeelden van een â€žplotselingoptredende verhoogde resistentiequot; van trypanosomen tegen chemi-



??? cali??n, die constant de betreffende trypanosomensoort wel be??nvloe-den, sedert langen tijd bekend. In de beschouwingen van Morgenroth en Halberst?¤dterwordt gezegd, dat er blijkbaar primair geneesmiddel-ongevoelige trypa-nosomen in de geheele wereld bestaan; er behoeft hier slechts herinnerdte worden aan de arseenresistentie van Congolense en Vivax-groep, of aandie van tryp. lewisi tegen Bayer 205 en alle andere trypanosomenmidde-len, slechts door arsenophenylglycin is deze laatste te be??nvloeden. Volgens V. d. B r anden en v. Hoof vertoont een gevonden vormvan T. congolense, volgens v. Hoof identisch met T. dimorphon(Laveran en Mesnil), tegenover Bayer 205 een maximale na-tuurlijke resistentie, terwijl toepassing van het middel bij T. congolenseeen therapia sterilisans magna geeft. Het E h r 1 i c h'sche trypaanrood, uitstekend werkzaam bij Mal de Ca-deras, heeft weinig of geen invloed tegen Nagana; de Naganatrypanoso-men bezitten dus een natuurlijke resistentie tegen trypaanrood. Evenzoobestaat groot onderscheid in de geneesmiddelgevoeligheid

ook tusschennaverwante spirochaetenrassen en malariaplasmodi??n; zoo is atoxyl werk-zaam bij sp. gallinarum, niet bij sp. duttoni, salvarsan werkzaam bijtertiana, minder bij quartana. Maar zelfs de in de laboratoria in proefdieren verder gekweekte trypa-nosomenstammen van dezelfde soort gedragen zich zeer verschillend. De Mal de Caderasstam van Ehrlich was gevoelig voor trypaan-rood, die van Uhlenhuth resistent. Ook tegen zeer werkzame arse-nicali??n bestaan zeer groote quantitatieve verschillen (tusschen stammenvan dezelfde soort). (Ehrlich, tenax en debilis). Door M O r g e n r o t h en H a 1 b e r s t ?¤ d t e r wordt dan beschre-ven de Mal de Caderasstam van Prowazek, die in ratten was voort-gekweekt en een spontane hooge absolute vastheid tegen de zeer werk-zame arsenicali??n, atoxyl, arsacetin, en salvarsan vertoonde. 2 gr. arsa-cetin per K.G. muis be??nvloedde niet in het minst het infectieverloop;0,2 gr. salvarsan per K.G. muis was eveneens onwerkzaam. Vergeleken werd, bij gebrek aan een normalen Mal de Caderasstam,met een Naganastam, die door

0,005 gram per K.G. muis werd be??nvloed.0,15 gr. arsacetin genas nog in een laat ziektestadium. Van een noemenswaardige vastheid tegen ars. phen. glyc. was geensprake. De stam werd goed be??nvloed door parafuchsine, evenzoo doortartarus stibiatus. Bij den kunstmatig tegen arsacetin vastgemaakten naganastam bestondgelijktijdig een vastheid tegen kaliumantimonyltartraat. Deze antimoon-vastheid was na passages in muizen verloren gegaan, kon echter directdoor ?Š?Šn keer in aanraking brengen met braakwijnsteen hersteld worden.



??? Ten slotte toonde zich bij in vitroproeven met salvarsan een sterkevastheid van den Mal de Caderasstam. Normale naganastam 1 : 100.000 verdunning gevoelig. Mal de Caderasstam 1 : 2.000 gevoelig, dus een 50 maal sterkere op-lossing noodig om gedood te worden. Of men echter gerechtigd is primair het voorkomen van maximaalvaste individuen, temidden van zulke stammen, die als geheel zeergevoelig voor het betreffende geneesmiddel zijn, aan te nemen, iszeer de vraag. Roberts O n (1929) neemt aan, dat er â€žprimair vastere try-panosomen individuen in iederen stam voorkomen, welke voortbe-staan na iedere behandeling met geneesmiddelen in de diversepassages, geleidelijk nog resistenter worden en aldus een volledigvaste stam geven.quot; Zij deed proeven met Bodo caudatus, door geneesmiddelen ontston-den aparabasale exemplaren. Bij haar proeven gaven stammen, gegroeidvan enkele ge??soleerde Bodo caudatus van den onbehandelden massa-stam, verschillende graden van natuurlijke resistentie tegen geneesmid-delen te zien. De onbehandelde massastam groeide

nooit in platen bevattende acri-flavine 1/5000. De meest resistente stammen, gegroeid van enkele isola-ties, groeiden hierin wel, maar niet in 1/2000. Deze natuurlijke verscheidenheid van resistentie van individuenin een stam is ook van groot belang voor de verklaring van hetverdere ontstaan van een maximaal vasten stam. De opvatting vanRobertson houdt dus het midden tusschen het begrip van uit-sluitend selectie en dat van uitsluitend gewennen aan het genees-middel en lijkt mij ook het meest plausibele. b) Verworven resistentie van trypanosomen tegen geneesmiddelen. Men kan de gifvastheid op 2 verschillende manieren bereiken.Door voorzichtige behandeling met geleidelijk stijgende doses vanhet medicament tijdens vele dierpassages, konden E h r 1 i c h enG o n d e r de z.g. â€žadaptievequot; vastmaking bereiken, terwijl E h r-lich, Kudicke, Marks Shiga waarnamen, dat bij onvol-doende behandeling van met trypanosomen ge??nfecteerde muizen



??? met ortochinoide kleurstoffen een vastheid, z.g. â€žmutatiefquot; totstand kwam. Volgens de vroegere algemeen gebruikelijke methoden kwamengeneesmiddelvaste stammen tot stand uit â€žrecidivenquot; van chemischbe??nvloede individuen. Tegenwoordig weten we dat men zondermoeite specifiek artsenijvaste stammen â€žook zonder recidivequot; kanverkrijgen, als men de door Go n d e r het eerst bij spirochaetentoegepaste vastmakingsmethode benut (zie bl. 35) (Morgen-roth, Freund, Lewy en Curewitsch, Schnitzer).Verder hebben de bevindingen van Voegthlin, Dyer, Milleren Collier geleerd, dat reeds verdwijnende kleine hoeveelhedenvan chemotherapeutische agentia, die na een eenmalige behandelingin het organisme achter blijven, voldoende zijn om trypanosomen eenbehoorlijke mate van vastheid te geven. Het tot stand komen vande vastheid zou men daarom zoo kunnen verklaren, dat immunolo-gisch getroffen en tot recidive voorbeschikte trypanosomen onderde inwerking van achter gebleven sporen van geneesmiddel vastworden. Daardoor laat zich ook het

relatief gemakkelijk verkrijgenvan vaste stammen door behandeling met kleurstoffen, die lang inhet organisme circuleeren, verklaren en evenzoo de onmogelijkheidvast te maken tegen tartarus emeticus, wat snel uitgescheidenwordt. De â€žantilichamenquot; zijn meestal niet in staat een blijvende gene-zing van trypanosomeninfecties ,te bewerkstelligen. Zelfs zijn juistde door de antilichamen getroffen doch niet gedoode trypanosomenals uitgangspunten van de recidive te beschouwen. Door de mede-werking van den gastheer (de antilichamen) ontstaan dus de daar-aan aangepaste recidive trypanosomen. In zooverre is dus die anti-lichamenwerking geen voordeel en vormt een â€žbelemmering voor eentherapia sterilisans magnaquot;. Overigens is het zeer de vraag of een sterilisans magna wel wer-kelijk het ideale zal zijn, waar het zoo goed als zeker is, dat eenonvatbaarheid tegen nieuwe infecties slechts aanwezig is, als deziekteverwekkers in klein aantal in het lichaam achterblijven â€žIm-munisatio non sterilisansquot; (Schilling). Zooals uit mededeelingen van verschillende

schrijvers zou blijken,



??? zou bij het praeparaat Bayer 205 geen bijzonder lange behandelingnoodig zijn om een maximale ongevoeligheid van de trypanosomente verkrijgen. Hier zou zich duidelijk het nadeel toonen van dieeigenschap van het praeparaat, die anders juist zijn voordeel uit-maakt, n.1. het langer verblijven in het organisme. Verder is waar-schijnlijk de relatief snel intredende maximale vastheid het gevolgvan de relatief langzame werking van Bayer 205. Hoe langer eenmiddel in het organisme zwerft en hoe langzamer het zijn werkingontvouwt, des .te gemakkelijker kan zich bij trypanosomen de toe-stand vormen, die langs verhoogde resistentie tot absolute onge-voeligheid leidt. Op bijzonder instructieve wijze wordt dit aangetoond door eenproef van R O d e n w a 1 d t (1922) bij het paard, waarbij van reci-dive tot recidive de gevoeligheid van de .trypanosomen afneemt. Uitde proeven van Leupold (1924) blijkt, dat op dezen weg sneleen absolute vastheid ontstaat. Na een 50-tal passages bereikteFr. Leupold een relatieve vastheid tegen 25 mg; 25 mg wasdus de recidivedosis. Na 100 passages tegen 333

mg. Bij mijn proe-ven bereikte ik in 25 passages een absolute vastheid tegen 10 mg,in 30 passages in muizen absolute vastheid tegen 25 mg. Hierwaren tijdelijk echter bij wijze van dep??t enkele cavia's tusschen-geschakeld geweest. Door de proeven van Collier wordt bewezen, dat ook deArsenobenzolderivaten (altsalvarsan en neosalvarsan) langer danmeestal aangenomen is, in het lichaam verblijven, en wel in eenvorm, die, in den zin van de genezingsmogelijkheid, gunstige enongunstige werkingen heeft. De eerste bestaan daarin, dat normaalgevoelige trypanosomen een verzwakking van virulentie ondervin-den. Ongunstig is ongetwijfeld, dat van zulke dep??ts invloeden uit-gaan, die de resistentie van de parasieten verhoogen en daarmedede genezingsmogelijkheid verhinderen. Mieszner en Berge konden de eerste kunstmatige Bayer205 vastheid bij een paard door meermalige behandeling met hetpraeparaat bereiken. Nadien zijn meerdere gevallen van naganol-vastheid bij groote huisdieren waargenomen. Persoonlijk heb ik meerdere gevallen van resistentie gezien,



??? welke hier niet alle zullen worden opgesomd; ze vonden reedselders in dit proefschrift vermelding. Bij paarden zag ik een â€žrela-tieve vastheidquot;, d.w.z. de trypanosomen verdwenen wel langzaamuit het bloed na injectie van geneesmiddelen, maar recidiveerdenvlug. Bij 1 karbouw nam ik waar een â€žabsolute vastheidquot; van trypa-nosomen, die weer waren opgetreden in het perifere bloed 1 maandna de curatieve behandeling van het dier; deze â€žrecidivetrypano-somenquot; verdwenen niet na de injectie van naganol, vermeerderdenzich rechtstreeks ondanks het chemotherapeuticum. c) Resistentie van trypanosomen bij combinatietherapie. E h r 1 i c h beschouwde in den beginne de vastheid als strengspecifiek. Zijn trypanosomenstammen vast tegen bepaalde genees-middelen, dan zijn ze dat niet tegen andere, v.n.1. niet tegengeneesmiddelen uit een andere groep, dus b.v. arsenicumvastezouden niet vast zijn tegen antimoon. Verschillende variaties vanchemoceptoren zouden dus voorkomen. Bij de moeilijk te be??nvloeden parasieten moeten we van

?Š?Šngeneesmiddel therapeutische doses toedienen, die de doses toleratate dicht naderen, sommige pati??nten overgevoelig van nature ofgevoelig tengevolge van de ziekte sterven. Daarom zou te prefereeren zijn een combinatie van geneesmidde-len simultaan te geven, en wel de gunstigste combinatie der ver-schillende middelen. De opvatting van verschillende chemoceptorender parasietencel, leidde naar een behandeling van infecties, ver-oorzaakt door lastig te be??nvloeden parasieten, gelijktijdig metmeerdere medicamenten, de z.g. combinatietherapie. Inderdaad wer-den schitterende resultaten bereikt. Waargenomen werd dat door een combinatietherapie een genees-middelvastheid opgeheven kon worden of kon worden voorkomen. L e u p O 1 d (1924) zag dat een tegen trypaflavine vastgemaakteen daardoor ook tegen arsenicali??n vaste stam, door vastmakingtegen Bayer 205 zijn resistentie tegen arsacetin verloor en ook doortrypaflavine iets beter te be??nvloeden was dan tevoren.



??? Dit verschijnsel kan genoemd worden â€žBiologische Umbildungquot;. Een zoodanig verlies van geneesmiddelvastheid door behandelingmet een ander medicament, werd waargenomen door No cht enWerner bij de behandeling van chininevaste malariagevallenmet salvarsan, wat een verdwijnen van de chinineresistentie vande plasmodi??n tengevolge had. Bij trypanosomen is reeds vroeger door M o r g e n r o t h enR O s e n t h a I dit phenomeen beschreven geworden. De verhoogde werking in vivo door combinatie van twee midde-len is volgens W e ch s e 1 m a n n te verklaren aldus, dat de eenestof als kalalysator op het andere chemicalium werkt. Ook kan deOrganotropie van het eene praeparaat door het andere verminderdworden. A. V. Wasserman, K e y s e r en M. Wassermanprobeerden met succes werkzame substanties, die geen specifiekeaffiniteiten voor bepaalde micro??rganismen bezitten, door combi-natie met onwerkzame, maar van specifieke hechtgroepen voor-ziene middelen, aan de ziekteverwekkers te verankeren en totwerking te brengen. De opvatting van Ehrlich, n.1.

strenge specificiteit der vast-heid, gebaseerd op de chemoceptorentheorie, is intusschen geblekenniet altijd juist te zijn. Bij de vroegere proeven (1924) kreeg Leu pol d dus alsresultaat, dat trypanosomen die tevoren tegen arsenigzuren, braak-wijnsteen en trypaflavine vastgemaakt zijn, door Bayer 205 mindersterk be??nvloed worden dan normale stammen. Ze zijn ook vluggerdan normale stammen tegen het middel vast te maken. Vastmakingtegen trypaanblauw had een maximale vastheid tegen Bayer 205tot gevolg. K O 1 1 e, L e u p O 1 d en Collier kregen een matigeBayer-205-resistentie ook bij trypanosomen die tegen arsenicali??n;een groote vastheid bij trypanosomen, die tegen trypaanblauw (zieook Morgenrot h) vastgemaakt waren. Is een Bayer 205 vastheid nu ook sneller te bereiken bij eengelijktijdig laten inwerken van diverse geneesmiddelen, gecombi-neerd met naganol?



??? Ook een combinatie van 2 chemisch verafstaande therapeutica,.simultaan toegediend, gaf n.1. lang niet altijd een gunstiger doo-dende werking op de trypanosomen dan ?Š?Šn enkel middel of ver-hoedde lang niet altijd het optreden van een vastheid. Integendeel werd door Browning en Gulbransertbeschreven het â€žinterferentie-phenomeenquot;, wat volgens L e u p o 1 dbeteekent dat bij korf na elkaar toedienen van twee in chemischopzicht verafstaande stoffen snel een vastheid tegen beide middelenontstond. Browning en Gulbransen (1922) Interference Phe-nomen. Beschreven wordt de observatie, dat een chemotherapeutischesubstantie (parafuchsine) indien aanwezig in de weefsels van eendier, ge??nfecteerd met trypanosomen, de werking van een andergeneesmiddel verhinderde (trypaflavine of acriflavine). Trypaflavine op zich zelf had een duidelijk therapeutisch effect op die-ren, ge??nfecteerd met een parafuchsinevasten stam van T. brucei. Maarals parafuchsine al reeds aanwezig was, in het lichaam, als een gevolgvan voeding met deze substantie, faalde het

trj'paflavin in zijn gene-zende werking. Bevestigd werd het phenomeen door Schnitzer en Rosenberg,.die vonden dat het verschijnsel ook optrad bij een niet parafuchsinevastenstam. Het verschijnsel trad op als parafuchsine was ingespoten 4 uren of zelfs,langer v????r de injectie van het andere middel, niet alleen ten opzichte vaittrypaflavin maar ook ten opzichte van arsacetin en salvarsan. Bij den vasten stam moest de dosis parafuchsine in geval van arsacetin-toediening grooter zijn en nog grooter in geval van salvarsan. Bij den gevoeligen stam was de optimum dosis van parafuchsinedezelfde voor trypaflavin, arsacetin en salvarsan. Bij excessieve dosis parafuchsine trad bij normalen stam geen inter-ferentie op (cumulatieve effecten). De werking van tartarus emeticus bij parafuchsinevasten stam wordtverhinderd door parafuchsine (Schnitzer en Silberstein, 1927).Het phenomeen trad op bij subcutane injectie van parafuchsine (0,5 cc1 : 2000 oplossing voor 20 G muis) en 4 uur later arsacetin (0,5 cc1 : 100 oplossing voor 20 G muis), bij muizen ge??nfecteerd met T. brucei(nagana).

Interferentie met arsacetin geven nog aethylviolet (verwant aan para-



??? fuchsine) terwijl tryparosan (dezelfde groep) geen interferentie geeft,evenmin als D??bner's violet. Trypaanblauw geeft eenige interferentie.Een kleine dosis parafuchsine interfereert met het verwante tryparosan,maar niet met zich zelf. Het mechanisme berust voornamelijk op de directe actie van parafuch-sine op de trypanosomen. Er is geen enkele theoretische verklaring voor 't verschijnsel te be-denken. Strikt genomen gaat het bij B r o w n i n g-G ulbransen nietom vastheid. Door Leupold v^erd waargenomen, dat bij simul-tane toediening van arsacetin gecombineerd met tryparosan entrypaflavin interferentie optreedt, zij dient dus niet de geneesmid-delen toe met een tusschenruimte van 4 uren zooals Browningen G u 1 b r a n s e n. Echter moet het optreden van interferentietoch eigenlijk m.i. worden beschouwd als behoorende tot de uit-zonderingen, daarom komt het mij lichtelijk verkeerd voorgesteldvoor, als Leupold zegt, dat bij de combinatie van Bayer 205â€”arsacetin simultaan gegeven geen vastheid wordt verkregen, maarintegendeel het onverwachte, dat de trypanosomen gevoeliger

wor-den voor Bayer 205. Bij combinatie van Bayer 205 met tryparosan en trypaflavinekomt ze tot analoge resultaten. De combinatie met Bayer 205 verhindert dus een optreden vanvastheid der trypanosomen in tegenstelling met combinatie metandere chemotherapeutica, dan Bayer 205. Meerdere voorbeelden uit de literatuur van het te prefereeren zijnvan theapie met combinatie van meerdere geneesmiddelen boven?Š?Šn geneesmiddel, zouden hier aan te halen zijn, maar dit zou hettheoretische gedeelte te uitvoerig maken. Door eigen proeven werden deze ques.ties gecontroleerd en werdals resultaat verkregen dat bij een combinatie van naganol-arsacetinsimultaan wel degelijk ook een vastheid tegen naganol optreedt. Mijn resultaten zijn dus in zooverre bij den surrastam (Tr.evansi) niet accoord met de bevindingen van L e u p o I d bij dennagana-stam (Tr. brucei).



??? d) Blijft resistentie evenals bij overspuiten van trypanosomenstam-men ook bestaan na natuurlijke overbrenging? De vraag, of de vastheid van trypanosomen tegen een bepaaldgeneesmiddel bestaan blijft na passage door de natuurlijke over-brengers, is van groote practische beteekenis. Zou in het insect conjugatie plaats hebben, dan zou bij hetbestaan blijven van vastheid na passage een vaste stam als eenmutatie der trypanosomen aangenomen kunnen worden. Bevruch-tingsverschijnselen schijn'en echter bij de flagellaten te ontbreken. Afgezien hiervan is deze kwestie toch zeer van belang. In eensurrastreek zouden gevormde gifvaste stammen, indien ze na natuur-lijke overbrenging voortbestonden met behoud van de eigenschapvan gifvastheid, de opzichzelf waardevolle geneesmiddelen waarde-loos kunnen maken. Onderzoekingen in die richting werden gedaan door G o n d e rmet tryp. lewisi evenals door Reichenow en Regen da nzen door Du k e met een trypanosoom van het brucei-type. Het eenige medicament wat tegen tryp. lewisi als werkzaam be-kend is, is

arsenophenylglycin, alle andere middelen zijn onwerk-zaam, ook Bayer 205. Ge??xperimenteerd werd door G o n d e r met tryp. lewisi met als over-brengend insect Haematopinus spiniilosus. Oorspronkelijk was 0,1 gramarsen. phen. glyc. per K.G. rat gemakkelijk in staat de infectie geheel teoverwinnen. In een tijd van 2 jaren was de lewisistam vastgemaakt tegen 0,2 gramper K.G. rat. De arseenvastheid wijzigde zich absoluut niet, nadat destam zonder behandeling verder werd aangehouden. De vaste stam was nog natuurlijk over te brengen door luizen evenalsde normale stam. De normale trypanosomen verschenen 15â€”17 dagenna overzetten van de luizen, de vaste 25â€”30 dagen. Volgens G o n d e rheeft een ontwikkeling in de rattenluis moeten plaats hebben. De trypanosomen bleken door hun ontwikkelingsgang in Haematopinushun vastheid te hebben verloren. Bij een mechanische overbrenging, die enkele malen gelukte, (5 dagenna overzetten van de luizen verschijnen van trypanosomen in het bloed)bleef de arseenvastheid behouden. Door G O n d e r werden in de luis

Leptomorias-vormen gezien, meer-



??? malen o??kineetachtige (8ste dag) en crithidi??nachtige vormen. Verderwerden proeven gedaan met luizenemulsies. Infecties veroorzaakt metemulsies na den 12den dag ge??njiceerd waren niet meer arseenvast, maarnormaal. Die van v????r den 12den dag waren nog arseenvast, dus hetvreemde medium, het luizenlichaam nam de arseenvastheid niet weg,maar volgens den onderzoeker de ontwikkeling, resp. de bevruchting inde rattenluis. G O n d e r kwam dus tot de conclusie dat na de passage door deluis de arseenvastheid van lewisistammen verloren was gegaan. Hij beschouwde de verandering als een gevolg van de bevruchtingdie zich in de Haematopinus afspeelt. Indien men geslachtelijkeontwikkeling niet aanneemt, blijft de verklaring over, dat de grooteverandering van levensvoorwaarden de z.g. â€žDauer-modifikationquot;weer tot het normale teruggebracht heeft. Tegenwoordig weten we dat niet rattenluizen maar rattenvlooiende natuurlijke overbrengers van tryp. lewisi zijn. In de luis komthet slechts bij uitzondering tot ontwikkeling der trypanosomen, eengeslaagde overbrenging

is een toeval. R e i c h e n O w en R e g e n d a n z gingen uit van een lewisi-stam, waarbij 0,17 Ars. phen. glyc. per K.G. lichaamsgewicht decuratieve dosis was en bereikte dat 0,2 A. niet meer werkzaam was,dus ze bereikten slechts een geringe resistentieverhooging, wat zetrouwens bij hun conclusie ook vermelden. Zij vinden dat geen resistentieverzwakking tengevolge van depassage door de vloo plaats vindt, evenmin als D ii k e, die atoxyl-vastheid bestudeert bij Tryp. brucei stam van antilopen bij passagedoor glossinen. Duke gebruikte ook slechts een stam van geringearseenvastheid. Duke experimenteerde met een trypanosomenstam ge??soleerd uit eenantilope en 17 maanden voortgekweekt in apen. De algemeene eigen-schappen kwamen overeen met tryp. brucei, de stam was iets mindervirulent voor apen dan brucei. Van de 20stcâ€”30ste passage in 9 maan-den werd de stam onder invloed van arsenik gebracht, was daarna noggoed over te brengen door tsetse. De trypanosomen van dezen stamdemonstreerden zich dagelijks in het bloed, in zooverre verschil makendmet tryp.

gambiense, versch van menschen ge??soleerd, deze parasietenzijn over het algemeen zeldzaam in het bloed van apen aan te wijzen,kunnen voor vele dagen geheel afwezig zijn.



??? De techniek was aldus dat de apen ge??nfecteerd werden door vliegen,na positief worden van het bloedsbeeld dagelijks werden behandeld metdoses atoxyl, in verloop van enkele maanden opklimmend van 0,001â€”0,05gram per K.G. lichaamsgewicht. Het was de bedoeling na te gaan of een experimenteele toenamevan de resistentie tegen arsenik behouden zou blijven na cyclischepassage door het normale overbrengende insect, waf wel het gevalbleek, in ieder geval tot de 3de generatie van cyclische passages. Uit de beschouwing van de tabellen van Duke blijkt niet,dat een absolute vastheid tegen die dosis van 0,05 gram per K.G.verkregen is. De trypanosomen verdwenen daardoor bij vele proef-dieren voor ongeveer 1 of 2 weken uit het bloed. Voor den aanvang van de proeven zijn geen aparte proeven ge-daan om de gevoeligheid van de trypanosomen voor arsenik vastte stellen (gebrek aan proefdieren), in den loop van de proevenwerd de conclusie getrokken dat die gevoeligheid bestond. De â€ždosisefficaxquot; was ongeveer 0,01 gram. Verder mogen hier worden

vermeld de beschouwingen vanSchilling en Schreck. Hoewel zij betrekking hebben opâ€žserumvastheidquot; van trypanosomen en niet op geneesmiddelvast-heid, worden zij hier vermeld, omdat er toch een groote analogiebestaat tusschen deze eigenschappen. Evenals de gifvastheid is de â€žantilichaamquot;- of â€žserumquot;-vastheidvan trypanosomen een verworven eigenschap die zeer lang, mis-schien onbegrensd, wordt overge??rfd. Epidemiologisch van groot belang is de vraag of deze verworveneigenschap van serumvastheid ook dan behouden blijft, als de serum-vaste parasiet door een natuurlijken overbrenger, een bloedzuigendinsect, passeert. Zou dit het geval zijn, dan zouden onder natuurlijkeverhoudingen ontelbare varianten van ziekteverwekkers optreden.Tegen zulke varianten zou ook de immuniteit, die het organismetegen zijn primaire infectie heeft verworven, niet stand houden. Dat echter zoo'n splitsing in varianten in werkelijkheid plaats vindt,moet volgens onderzoekers uit epidemiologische ervaringen uitgeslotenworden. In Afrika, in het groote

verbreidingsgebied van de tsetsevliegis zeer veel wild, dat goed gedijt. Deze antilopen, zebra's enz. wor-



??? den doorloopend door ge??nfecteerde glossinen gestoken, zonder dat zeziek worden. Zou hun z.g. â€žlabiele immuniteitquot; hen slechts tegen vari??teitA van trypanosomen bescherming geven, dan zouden ze met een anderevari??teit B ge??nfecteerd, ziek worden en nu opnieuw een immuniteittegen B vormen, ze zouden eigenlijk hun geheele leven ziek zijn. He'tzelfde is het geval met de Piroplasmosen en hoogstwaarschijnlijk ook metde malaria van de menschen. De proeven met gifvaste stammen van trypanosomen en spirochaetenvan Qonder, Reichenow en Duke, betreffen streng gesprokeniets anders, dan recidivestammen en hun vastheid tegen door het lichaamgevormde antistoffen, de gifvastheid is een in het normale verloop vande infectie niet voorkomende, een door menschen den parasiet opgedron-gen eigenschap. De proeven over gifvastheid spreken elkaar onderlingtegen, er kleven vele fouten aan, zoqdat ze niet als bewijzend kunnenbeschouwd worden. Op expeditie van Schilling en Schreck inOost-Afrika (1914â€”1921) werden vele vragen in meerdere proeven op-gelost.

Oude laboratorium-bruceistam (Hamburg alt) sedert jaren inmuizen en ratten, werd gepasseerd door Glossina morsitans. De stambleek na de vliegenpassage (Hamburg recens) veel zwakker virulentvoor muizen en ratten, hij was ongeveer even virulent als een stam uiteen gnoe gewonnen en door vliegenpassages verder gekweekt. Een kalfvormde onder den antigenen invloed van stam â€žHamburg altquot; werkzameantilchamen tegen dezen stam, niet echter tegen dezen zelfden stam, dieeenmaal door Glossina gegaan was â€žHamburg recensquot;. Bij diverse andereproeven bleek onderscheid tusschen Hamburg alt en recens. Sera, die op oude laboratoriumstammen niet werkten, deden dit welop Hamburg recens, ook op den genoemden uit den gnoe gewonnen stam.Stam Hamburg recens gedraagt zich hier als een â€žgenuinequot; â€žwildequot;stam, die de primitieve eigenschappen teruggewonnen heeft. Of hier een geslachtelijke kwestie, een bevruchting in de vlieg eenrol speelt, is niet uitgemaakt. De proeven zouden de hoop geven dat we tot een immuniseeringtegen

trypanosomeninfecties kunnen komen, want deze zou practischondoorvoerbaar zijn, als men tegen iederen mogelijken recidivestam moestimmuniseeren. Ook voor het erfelijkheidsonderzoek zijn de gevonden fei-ten van beteekenis.Samenvatting: Volgens Schilling en Schreck is het experimenteele bewijs ge-bracht dat: 1) de passage door den natuurlijken overbrenger van trypan, brucei, deglossina morsitans, een in zijn antigene eigenschappen sterk veranderdeoude laboratoriumstam wat betreft zijn gevoeligheid tegen immuunseraenergisch be??nvloed. Daar deze gevoeligheid voor de antilichamen van



??? het serum juist het kenteeken der â€žuitgangs-quot; en der â€žrecidivequot;-stammenis, zoo is de slotsom geoorloofd, dat de passage door de glossina denveranderden â€žrecidivequot; stam in een â€žgenuinequot; stam teruggevormd heeft. 2) dat deze teruggevormde stam in zijn be??nvloedbaarheid door anti-lichamenhoudende sera met echte â€žgenuinequot; stammen overeenstemt. Tenslotte mogen hier volgen eenige waarnemingen in de litera-tuur medegedeeld uit de practijk, die aangeven het al of niet waar-schijnlijk zijn van het bestaan blijven van geneesmiddelvastheid napassage door de natuurlijke overbrengers. Zooals reeds in de in-leiding werd gezegd, zijn weliswaar nog geen aanwijzingen beschik-baar, dat werkelijk in bepaalde streken, waar de bestrijding vansurra met geneesmiddelen reeds een tiental jaren geschiedt, thansde resultaten minder zijn dan vroeger, maar wel bestaan dergelijkeaanwijzingen uit de literatuur omtrent de bestrijding van de slaap-ziekte, van syphilis en van malaria. (Rodenwaldt). Rodenwaldt vermeldt hieromtrent, wat betreft de bestrijding

vanmalaria met chinine, dat men in landen als Albani??, Itali??, vroeger metlage normale prophylactische en therapeutische doseeringen uitkwam,dat men later steeds hoogere doseeringen moest toepassen, tot men ge-dwongen werd naar combinatie met andere hoewel gevaarlijker medica-menten over te gaan (salvarsan). In die landen wordt n.1. chinine ge-bruikt in te geringe hoeveelheden slechts zoolang als koorts bestaat,daarna wordt direct het gebruik gestopt. De bevolking is chronischmalariaziek, het tot standkomen van een immuniteit wordt ook verlang-zaamd. In de tropen daarentegen wordt in het geheel geen chinine doorde inheemschen gebruikt, door de infectie in de jeugd beschikken zij vaakover een immuniteit. Barlo va tz vermeldt waargenomen gevallen van arseenresistentievan slaapziektetrypanosomen en trekt uit zijn waarnemingen uit de prac-tijk, dus uit de epidemiologie, de conclusie dat de arseenresistente trypa-nosomen over te brengen zijn van mensch op mensch. In een dorp gelegenin een streek, waar geen slaapziekte voorkwam, waren na het zich

komenvestigen van een pati??nt met arseenresistente slaapziekte meerdere geval-len van slaapziekte voorgekomen, waarbij bij alle arseenresistentie bleek. Aangenomen moest worden dat al die nieuwe gevallen met arseen-resistente trypanosomen, afkomstig van den ge??mporteerden pati??nt, warenge??nfecteerd. Barlovatz vermeldt verder dat in slaapziektestreken 1â€”5% ge-vallen voorkwamen waarbij het arsenicum totaal onwerkzaam is.



??? e) Hoe is de werking van de chemotherapeutica? Wat is vastheid van een typanosoom en hoe is het ontstaan ervan te verklaren? Hoe ontstaan geneesmiddelvaste stammen van trypanosomen? Ten eerste dient de vraag gesteld te worden, als we het willenhebben over geneesmiddelvastheid: ,,H oe is de werkingvan chemotherapeutica?quot; Van Ehrlich stamt het idee van de â€žtherapia sterilisansmagnaquot;. Hij stelde zich dus voor in vivo te bereiken, wat in vitroook gebeurt, n.1. het absoluut dooden van alle parasieten in eengastheer door een bepaalde dosis van een geneesmiddel toe te die-nen, de â€ždirecte geneesmiddelwerkingquot;. Over de manier waarop de binding en hechting der medicamentenprecies tot schaden of dooden van de parasietencellen voert, wetenwe eigenlijk niets. Wel worden met behulp van de colloidchemiehierover voorstellingen gevormd. De gastheer zelf en zijn medewerking tot de genezing wordt hierdus buiten beschouwing gelaten. Dit begrip van werking van hetgeneesmiddel, als zoodanig direct op de parasieten, gaat geheel opbijv. voor naganol, wat in

vitro evengoed doodend werkt als in vivo. Hoewel andere onderzoekers o.a. V o e g h 11 i n en medewer-kers het bij de arsenicali??ngroep hebben over het feit dat eerst inhet lichaam van den gastheer de parasiticide vorm n.1. het oxydatie-product ontstaat, is dit toch strikt genomen ook weer onder tebrengen onder het begrip directe geneesmiddelwerking, het om-gezette product werkt dan direct doodend op de parasieten. Kunnen we dit omgevormde product direct als zoodanig toedie-nen dan zouden we den gastheer wel veel in zijn strijd tegen deparasieten kunnen helpen. Atoxyl werkt in vitro niet doodend op deparasieten, in vivo wel. Onder de eigenlijke â€žindirecte geneesmiddelwerkingquot; wordt ver-staan het begrip, dat de afweerkrachten van het lichaam gemobili-seerd worden door het chemotherapeuticum. Het geneesmiddel doodteen gedeelte van de trypanosomen, gevormde antigenen geven aan-



??? leiding tot verhoogde vorming van antilichamen, die de parasietendooden. Een bewijs voor deze redeneering zouden we kunnen zien in deproeven van Schnitzer en Silberstein. Muizen worden ge??nfecteerd gelijktijdig met een vasten en een ge-voeligen trypanosomenstam. Bij flink positief bloedsbeeld zijn nu diemuizen te genezen door een dosis van geneesmiddel, waartegen de inge-brachte vaste trypanosomen alleen absoluut vast zouden zijn, dus muizenenkel en alleen ge??nfecteerd met vasten stam zouden ondanks het toe-dienen van die dosis van het chemotherapeuticum sterven. Dit wordt door hen verklaard volgens de bovengenoemde theorieover de werking van antilichamen, die dan de geneesmiddelvasteparasieten dooden. Het gelukte slechts als de vaste en normale stamimmunologisch identiek waren. Wat is nu vastheid van een trypanosoomen hoe is het ontstaan ervan te verklaren? Men spreekt van vastheid van parasieten tegen een geneesmiddel,als een hoogere dosis dan normaal niet in staat is bij een bepaaldengastheer de parasieten te dooden. Maximale

vastheid bestaat als de dosis maxima tolerata geen uit-werking op de parasieten heeft. Ehrlich deed de eerste waarneming dat experimenteel bijtrypanosomen een vastheid kon worden verwekt tegen diverse che-motherapeutica (1909). Reeds vroeger was gemerkt dat verschil ingevoeligheid van stammen van dezelfde micro-organismen tegenovereen chemicalium bestond. Ehrlich was de eerste die het ver-schijnsel in de finesses bestudeerde en de waargenomen feiten terverklaring ondergebracht heeft in een theorie. De reeds gefundeerdeâ€žreceptorentheoriequot;, die ter verklaring van feiten op het gebied vande immuniteit diende, werd verder als â€žchemoceptorentheoriequot; pas-klaar gemaakt voor verklaring van het verschijnsel van geneesmid-delvastheid. Het gif zou zich dus beginnen te binden aan de receptoren vande trypanosomen, deze reageeren daarop met een overproductie van



??? deze receptoren, die dan afgestooten worden en in het bloed over-gaand, de rest van het gif onschadelijk maken. Door dezen prikkel hebben de parasieten dus de eigenschap ver-kregen groote hoeveelheden van het gif te kunnen binden, ze zijnvast geworden. Ehrlich beschouwde de gifvastheid als strengspecifiek. Zijn trypanosomenstammen dus vast tegen bepaalde ge-neesmiddelen, dan zijn ze dat niet tegen andere. De vaste stammen vormen aldus een â€žcribrum therapeuticumquot;, eentiierapeutische zeef, een middel ??m vast te stellen, tot welke groepeen of ander geneesmiddel behoort, bijv. arsenicali??n, antimoon-groep enz. Duidelijk is later gebleken ook wel aan Ehrlich zelf, datvastheid niet zoo streng specifiek is, een overgrijpen van de vast-heid komt vaak voor, met Bayer 205 zou een soort â€žPanfestigkeitquot;na korten tijd bereikt worden. Volgens Ehrlich gaat het bij verkrijging van een geneesmiddel-vastheid om een vermindering van de aviditeit der betreffendechemoceptoren tot de medicamenten. Deze hypothese maakte Neven plausibel door zijn proeven met gif-vaste

trypanosomenstammen, die hij in vitro door het betreffende middelnog wel be??nvloeden kon. Er waren echter voor het dooden der parasie-ten dergelijke groote hoeveelheden noodig dat bij de dierproef de dosistolerata ver overschreden zou worden. Bij maximaal gifvaste stammenis de aviditeit zoover verminderd dat de parasitotropie van het chemi-calium in vergelijking met zijn Organotropie nu! geworden is. Latere schrijvers o.a. Kol Ie (1914) vinden dat deze chemo-ceptorentheorie als grondprincipe niet zou behoeven te worden ver-anderd, alleen zouden ze de opvattingen van Ehrlich willen aan-passen aan de nieuwere colloidchemische voorstellingen. Volgens V O e g h 11 i n, D y e r en Miller zelf is de che-moceptorentheorie van E h r I i c h veel te simpel om alle verschijn-selen te verklaren en zij nemen als voorbeeld de werking vanarsenicali??n om de opvattingen van Ehrlich te becritiseeren. Zij vonden dat de werking van arsenicali??n afhankelijk is van deactieve deelname van den gastheer in de productie van de actieveparasiticide modificatie. Volgens hen schenkt Ehrlich te weinig



??? aandacht aan de veranderingen, die de geneesmiddelen in hetlichaam van den gastheer ondergaan. De trypanocide werking van arsenik hangt af van den staat vanoxydatie van de arsenik. Het oxydatieproduct is de actieve vormvan het geneesmiddel. De werking van arseenoxyde wordt volledig opgeheven door toe-voeging van bepaalde sulphhydrilderivaten (glutathion, cyste??ne). Deze zijn volgens Hopkins (1921) normale protoplasma-bestanddeelen van alle cellen met een actief metabolisme en speleneen belangrijke rol in weefselademing. De toxische werking van geoxydeerde arsenik is essentieel toete schrijven aan een binding met de sulphhydrilderivaten van hetprotoplasma. Dit zou nadeelig be??nvloeden het systeem dat de cel-respiratie regelt, van welke de sulphhydrilverbindingen een integree-rend gedeelte vormen. Als genoeg sulphhydril onttrokken is doorhet arsenik is de cel geasphyxieerd en sterft. Trypanosomen bezitten aanpassingsvermogen zooals andere orga-nismen. Dit blijkt uit de overleving bij blootstelling aan subletaleconcentraties van arsenoxyde in vitro.

Of een trypanosoom zal overleven of sterven hangt af van hetfeit of het systeem van sulphhydril een voldoend exces (boven hetphysiologische) heeft voor combinatie met arsenik. Het is interessant de resultaten nog te noteeren van de recenteproeven van Yorke, Murgatroyd en Hawking (1931). Volgens Voeghtlin's hypothese zou een vaste stam door zijnexces van sulphhydrilverbindingen meer van een arsenicalium kunnenabsorbeeren dan een normaal gevoelige stam. Volgens E h r 1 i c h ' stheorie zou resistentie berusten op een verminderde aviditeit van zijnchemoceptoren, de vaste stam zou dus minder absorbeeren dan de nor-male stam. In een broedstoof bij 37Â° worden gezet in gelijke concentraties van gere-duceerd tryparsamide een normale en een atoxylvaste stam van trypa-nosomen. Na eenigen tijd wordt de sterkte van de tryparsamideoplos-singen gemeten. Nu blijkt dat de normale trypanosomen veel van het middel hebbengeabsorbeerd, de concentratie van de oplossing is sterk verminderd, ter-wijl de atoxylvaste stam bijna niets van het middel uit het mediumheeft

opgenomen.



??? Dit klopt dus met E h r 1 i c h ' s theorie en eveneens met een bepaaldehypothese, die vastheid verklaart door verminderde doordringbaarheidvan den parasiet voor het middel. Het resultaat maakt dus de zoo juist genoemde theorie van V o e g h t-1 i n onwaarschijnlijk. Hoe ontstaan geneesmiddelvaste stammenvan trypanosomen? Gif- en serumvaste stammen werden vroeger algemeen als â€žmu-tatiesquot; opgevat. De erfelijkheidsleer verstaat onder mutaties ver-anderingen die op een be??nvloeding der erffactoren, de genenberusten, .terwijl veranderingen die slechts den uiterlijken vorm deroganismen betreffen, maar niet erfelijk zijn, als modificaties wordenaangeduid. Het erfelijke karakter van een omvorming toont zichslechts daarin, dat ze een bevruchtingsactie over blijft bestaan. Zoo-als Jol los door zijn onderzoekingen bij infusori??n heeft aange-toond, kan een modificatie vele deelingen over behouden blijven.Zoo'n â€žDauermodifikationquot;, zooals J o 11 o s het genoemd heeft,kan dan tenslotte weer tot het normale terugkeeren wat vooral dooreen ernstige verandering van

omstandigheden begunstigd wordt.Plotseling verdwijnt de eigenschap van vastheid door een con-jugatie bij de Paramaeci??n. Ook de gif- en serumvaste stammendeden zich in vele gevallen voor als Dauermodifikationen, doordatde veranderingen na langer bestaan weer verdwijnen konden. Be-vruchtingsverschijnselen schijnen bij flagellaten te ontbreken, ofzijn onbekend. Prowazek zegt hierover o.a. dat de wereld staat onder deimpressie van het werk van een experimentator als H. d e V r i e s,en in deze mutatieperiode overal zoekt naar mutanten. Het isdaarom niet verwonderlijk dat eenige biologen en zo??logen ookvan mutaties der trypanosomen spreken. Men moet een â€žmitigatiequot;van een virus en zijn â€žmutatiequot; echter wel onderscheiden. Zoodraeen trypanosoom in een anderen gastheer gebracht wordt, verande-ren de eigenschappen, treedt echter nog geen mutatie op, wantdeze eigenschappen ontstaan niet plotseling en blijven niet con-stant. Ook het ontstaan van serum- en- atoxylvaste stammen inden zin van Ehrlich, Kleine, M e s n i 1 is volgens Pro-



??? w a z e k niet als een mutatie van plotselingen aard, maar als eenplotselinge aanpassing op te vatten. Er bestaat een strijd tusschen de theorie van â€žselectiequot; of Aus-lese en het idee van aanpassen, â€žgewennen aan vergiftenquot;. Detheorie van selectie wordt aangevoerd o.a. door Rodenwaldtter verklaring van het ontstaan van chininevaste malaria in strekenvan den Balkan, waar chinine wordt gebruikt in te kleine dosee-ringen, dus de zwakke parasieten worden gedood, de resistenteblijven over en vormen geneesmiddelvaste stammen. De theorie van aanpassing van de parasieten aan geneesmiddelen,o.a. door Morgenroth verdedigd, zegt dat de parasieten gelei-delijk gewennen aan de vergiften. Deze beide opvattingen zoudendus kunnen worden gelijk gesteld met de begrippen resp. mutatie(sprongsgewijze selectie) en modificatie (geleidelijke aanpassing). Verschillende voorbeelden uit de literatuur zijn aan te halen,welke bewijzen dat in iederen stam van protozo??n of bacteri??n pri-mair vastere individuen voorkomen. L. H. Marks ziet in zijn normalen stam bac.

suipestifer bij isolee-ren van ?Š?Šn enkele bacterie koloni??n ontstaan met verschillende resis-tentie tegenover arsenigzuren. Slechts door systematisch gewennen echterverkrijgt hij een maximale vastheid. Zooals bij de meeste vraagstukken zullen deze uiterste meeningenm.i. geen van twee??n absoluut alleen juist zijn en zal de waarheidin het midden liggen. Jollos vindt bij zijn proeven met Paramaecium caudatiim en arse-nigzuren, dat door de selectie van de uiterste varianten uit een massa-stam, wel snel de meest weerstandbiedende â€žreine Linienquot; ge??soleerdkunnen worden, daarin echter bleek de herhaalde selectie niets uit tewerken, zooals in de bekende proeven van Johannsen. Ook Robertson (1920) neemt aan dat er primair vasteretrypanosomenindividuen in iederen stam voorkomen, welke voort-bestaan na iedere behandeling met geneesmiddel, in de diverse pas-sages geleidelijk nog resistenter worden en aldus een maximaalvasten stam geven. Dat er primair vastere individuen bestaan, wordt door haar be-



??? wezen met proeven met Bodo caudatus, een flagellaat van nietpathogenen of facultatief parasietischen aard op plaatcultures metacriflavine. Cultures gegroeid van een enkele Bodo caudatus ge??soleerd van denonbehandelden massastam, geven verschillende graden van natuurlijkeresistentie tegen chemicali??n te zien. De onbehandelde massastam nl.groeide nooit in platen, bevattende acriflavine 1/5000, wel in 1/10000 tot1/50000 met moeite. De meest resistente culturen gegroeid van enkeleisolaties, groeiden wel in 1/5000 maar niet in 1/2000. Deze natuurlijke verscheidenheid in resistentie is van groot belang voorde verklaring van het verdere ontstaan van een maximaal vasten stam. Stammen, die resistent gemaakt waren, konden leven in acriflavine1/1500, geen ontwikkeling werd verkregen in 1/1000. Door haar proeven is waarschijnlijk gemaakt dat geneesmiddel-vastheid het gevolg is van een wisselwerking van selectieve over-erving en de modificatie van de eigenschappen van de protozoo doorontwikkeling in chemicalium. Een hooge resistentie eenmaal verkregen blijft behouden na

doorge-voerd kweeken in geneesmiddelvrij media. Een gradueel verlies treedtop, gedeeltelijk door als het ware een vermindering van de verkregeneigenschappen, gedeeltelijk door het overleven van varianten van mindereresistentie tegen acriflavine maar van hoogere vitaliteit in andere opzich-ten. Het verlies van resistentie is zeer versneld in â€ž?Š?Šncelculturenquot; (â€žclonenquot;)ge??soleerd van de resistente stammen, maar tot nu heeft geen enkelebehandelde stam geheel zijn vastheid verloren. Aan dit gegeven is door mij het denkbeeld ontleend van de ver-snelling van vei lies van resistentie van vaste trypanosomenstammenbij overbrenging van enkele trypanosomen, â€žimitatie natuurlijkeoverbrengingquot;. Bodo caudatus is een organisme zonder conjugatie en daarom zonderbiparentale erfelijkheid en mist dus het reorganiseerende effect van zulkeen periodieke sluiting van den cyclus. Het is een voorbeeld van eenlabiel organisme, dat progressief kan worden veranderd binnen zekerelimieten onder den invloed van de omgeving. In strijd met een zuivere selectietheorie was dat een

cultuur gepasseerddoor 1/4000 acriflavine sterk resistenter daardoor was geworden en dezelf-de cultuur gepasseerd door 1/200, overlevende met groote moeite, minder



??? resistent was dan in het eerste geval en zelfs minder dan de moeder-cultuur voor blootstelling aan het gif. Hetzelfde verschijnsel zien we bij het vastmaken van trypanoso-men tegen geneesmiddelen. Een kleine dosis geeft den trypanoso-men een grooteren stoot in de richting van resistentie dan eengroote dosis. Als we selectie aannamen als uitsluitende verklaringvan het vastwordingsverschijnsel, zou echter toch een grootere dosismeer invloed moeten hebben, aangezien dan alle minder resistenteparasieten worden gedood. In de literatuur van chemotherapie en vastheid worden een massainteressante maar dikwijls elkaar tegensprekende resultaten vanproeven vermeld. Een stam van trypanosomen wordt te veel beschouwd als eeneenheid van individuen met allemaal dezelfde eigenschappen enniet genoeg als een populatie van individuen, die onderling ver-schillend zijn. Hiermee wordt bedoeld dat in een geneesmiddelvasten stam indi-viduen voorkomen van maximale en andere van minimale resistentie,in een normalen stam exemplaren van trypanosomen met

grootegevoeligheid en tevens resistentere individuen, met allerlei overgan-gen daar tusschen. Verder is men te veel geneigd vastheid te beschouwen als eenabsoluut karakter van den stam en niet als een relatief iets. De stam kan dus voortdurend worden gewijzigd in zijn uiterlijkwaarneembare eigenschappen door allerlei invloeden en omstandig-heden. Zoo kon bijv. bij mijn proeven een trypanosomenstam vast zijnin de muis, dit niet of minder zijn tijdens en direct na zijn passagedoor cavia. Tijdens het verblijf van den vasten stam in de muis overheersch-ten de maximaal vaste trypanosomen. In de cavia waren anderetrypanosomen gaan overgroeien, beter aangepast aan de cavia enzeer wel levensvatbaar in alle mogelijke opzichten, maar minder ge-neesmiddelresistent. Mesnil en Brimont (1908) hadden evenzoo een atoxyl-vasten stam in muizen, die tijdens passage in ratten gevoelig was.



??? Enkele van die in de muis geacclamatiseerde trypanosomen warennatuurlijk nog wel aanwezig en gingen daarna tijdens het op-nieuw verblijven van den stam in de muis weer overgroeien. Ditweer terugkomen van de vastheid, zonder dat weer opnieuw aangeneesmiddelen wordt gewend, wordt een enkele maal in de litera-tuur beschreven, (V o e g h t 1 i n, Dyer en Mi 1 1 e r) is inmijn eigen proeven ook duidelijk aan het licht gekomen en beschre-ven in Hoofdstuk II. Een naganastam, door M e s n i I en B r i m o n t vastgemaakt tegenarsacetin, bleek daardoor tevens een maximale antimoonvastheid te be-zitten. Na liet stopzetten der arsacetinbeliandeling ging de antimoonvastheidverloren, terwijl de arsacetinvastheid zich niet veranderde. Door eenmalige behandeling met braakwijnsteen, niet echter door meer-dere wekenlange behandeling met arsacetin, werd een antimoonvastheidteruggewonnen. De arsacetinstam had, nadat hij onbehandeld 6 wekendoorgevoerd was, zijn antimoonvastheid verloren. Een antimoonvastheidkon nu met ?Š?Šn slag teruggewonnen worden. % uur na de

behandelingvan een muis met tartarus stibiatus, toen de trypanosomen reeds van op -t- waren gekomen, werd nl. overgespoten op een 2e muis,waarbij de stam weer antimoonvast was. Dit nu kan wel slechts door hetaannemen van een zuiver selcc??c-proces verklaard worden. In den stammoeten van den beginne af zoowel antimoonvaste, als gevoelige indivi-duen voorhanden zijn geweest. Ent men kort voor het microscopisch aan-wijsbaar verdwijnen der trypanosomen over op een muis, dan bevindenzich onder de overgebrachte trypanosomen naar verhouding meer anti-moonvaste individuen, daar de niet vaste reeds voor het grootste gedeeltevernietigd geworden zijn. In de nieuwe muis ontwikkelen zich overwegendantimoonvaste trypanosomen, die bij vernieuwde braakwijnsteenbehan-deling door vervollediging van de selectie zich alleen vermeerderen. Bijde uitgangsmuis vinden we na de antimoonbehandeling in het bloed geentrypanosomen, omdat de enkele antimoonvaste individuen bij het onder-zoek tijdelijk over het hoofd worden gezien. Als echter bij deze muis naeenige dagen bij het

inzetten van de recidive weer trypanosomen micro-scopisch aantoonbaar worden, dan bestaan die overwegend uit de nako-melingschap van antimoonvaste individuen, de recidive reageert niet meerop de braakwijnsteenbehandeling, is vast geworden. Voor de selectie, waaraan bij het ontstaan van vaste stammente weinig wordt gedacht, geven deze gevallen een zeer goed voor-beeld.



??? HOOFDSTUK II. EIGEN ONDERZOEK,a) Inleiding. Voor het onderzoek werd gebruikt de laboratoriumsurrastamâ€žBuitenzorg P4quot; die in Juni 1928 door Dr. O. N i e s c h u 1 z uiteen spontaan ge??nfecteerd paard in West-Java ge??soleerd en einde1928 naar Nederland medegenomen was. De stam werd sindsdien in caviae aangehouden, maar werd ver-schillende keeren door runderen en paarden gepasseerd, om deoorspronkelijke biologische eigenschappen zoo mogelijk behouden tedoen blijven. Voor het laatst werd hij door een paard gepasseerdin Januari 1931. De stam kan, ook volgens mijn ervaringen bij de proeven opge-daan, als relatief arseen-resistent worden beschouwd. (Bij eennormalen stam van nagana is volgens opgaven de minimale curatievedosis of recidivedosis 50 mg per KjG. lichaamsgewicht muis, bijgenoemden laboratoriumsurrastam is deze 200 mg). De proefdieren, waarin de stam systematisch aan geneesmiddelengewend werd, waren muizen. De dosis van de toegepaste geneesmiddelen werd altijd uitgedruktin milligrammen per K.G.

lichaamsgewicht proefdieren. Gerekend werd op een injectie subcutaan van een hoeveelheidoplossing van 0,4 cc per mus van 20 gram, dus kwam voor bijv.1 mgr per K.G. muis, omgerekend de volgende standaardoplossing: Dosis K.G. Dosis muis van 20 gram Standaardoplossing1 mgrnbsp;0,02 mgr in 0,4 cc 20 mgr in 400 cc Bij een gewicht van een muis van 20 gram kreeg deze dus altijd0,4 cc van de voorgeschreven standaardoplossing. Had het dier een



??? gewicht van 30 gram, dan kreeg het 0,6 cc oplossing ge??njiceerd,enz. De geneesmiddelen werden dagelijks versch bereid. 20 mgr wasde geringste hoeveelheid, die voor elke doseering genomen werd omweegfouten te voorkomen. b) Het verkrijgen van geneesmiddelvaste stammen. Ehrlich en zijn medewerkers gebruikten voor het maken vangeneesmiddelvaste stammen de volgende methode: De ge??nfecteerde proefdieren werden met een niet steriliseerende, zgn.subtherapeutische dosis geneesmiddel behandeld, optredende recidivenwerden telkens op nieuwe proefdieren ge??nt en door voortgezette behan-deling werd door een regelmatige stijging der dosis een gewennen aanhet geneesmiddel bereikt Het maken van de geneesmiddelvaste stammen geschiedde doormij volgens een methode, afwijkende in zooverre van de doorEhrlich gevolgde, dat niet gewacht werd op optredende recidivebij de proefdieren. De dieren werden bij flink positief bloedbeeld(5 ?¤ 10 trypanosomen per gezichtsveld in natiefpreparaat) inge-spoten met het geneesmiddel; den volgenden dag, als de trypanoso-

men ondanks de injectie zich vermeerderd hadden, werd bloed over-gespoten op nieuwe proefdieren, deze weer bij flink positief bloeds-beeld behandeld met een iets hoogere dosis geneesmiddel, enz. (1reservemuis werd altijd ingespoten met bloed van de vorige serievan muizen op den dag voor de injectie van deze met genees-middelen, om bij een eventueel negatief worden van het bloed vandie dieren toch nog den stam te behouden. Gebeurde dit niet, danzou de kans bestaan dat weer van voren af moest worden begonnen,wat een enkele keer in het begin van het werk door intercurrentsterven van proefdieren wel is voorgekomen). De proeven werden geadministreerd met behulp van een kaart-systeem. Over het geheele verloop van de proeven werd op dekaarten waarop de proefdieren werden geregistreerd, aangeteekendde graad van positief zijn van het bloedsbeeld volgens den vol-genden maatstaf:



??? â€” Geen trypanosomen in praeparaat. (Minstens werden altijd25 gezichtsvelden doorzocht). -f Na lang zoeken in ongeveer 25 gezichtsvelden een enkeletrypanosoom gezien. 4-4- 1 trypanosoom per gezichtsveld. 5 ?¤ 10 trypanosomen per gezichtsveld.Zeer vele trypanosomen per gezichtsveld.Alles bij vergrooting oc. 2, obj. 8, (Leitz) in natiefpraeparaten.Het spreekt wel vanzelf, dat deze methode, waarbij niet op reci-dive behoefde gewacht te worden, een groote tijdsbesparing geeft.Deze methode werd aangegeven gevonden door Collier (1928).Als eenmaal een vastheid is gekweekt, dan blijft die eigenschapvan den trypanosomenstam bestaan bij overspuiten van bloed vanproefdier op proefdier, zonder verder in aanraking brengen metchemicali??n, dus bij â€žzonder behandelingquot; aanhouden van den stam. Fr. Leupold bereikte een Bayer 205 vastheid na 50 passages vi^aarbijrecidivedosis is 25 mg per K.G. muis, uitgaande van een normaalstanivvaarbij deze dosis 1 mgr is (curatieve dosis 1,25 mgr.). â€žRecidivedosisquot; = minimale effectieve dosis = Dosis juist

voldoendeom de trypanosomen uit de bloedsbaan te doen verdwijnen. Na eenigentijd recidiveeren de trypanosomen, zijn opnieuw in het bloed aanwezig.â€žCuratieve dosisquot; is de dosis voldoende om de trypanosomen definitiefuit de bloedsbaan te doen verdwijnen. In de 100e passage had de stam een maximale vastheid bereikt, nl. 333mgr was niet meer in staat het normale infectieverloop van den stam teverhinderen. Als men bedenkt dat bij den normaal gevoeligen uitgangsstam de chemo-therapeutische quoti??nt: Dosis minimahs curativa: Dosis tolerata 1 : 333bedroeg, dan was het aantal der passages dat noodig was om tot deverhouding 1 : I te geraken niet zeer groot. Want bij vroegere vastmakingsproeven, bijv. met arsenicali??n, kon dik-wijls eerst in 150â€”200 passages maximale vastheid bereikt worden, hoe-wel het hier dikwijls slechts om een overwinning van een verhouding van1 : 5 hoogstens 1 : 10 ging. Bij de proeven van Leupold zou dus bewezen zijn dat een vastheidvan trypanosomen die oorspronkelijk tegen Bayer 205 zeer gevoelig waren,vrij gemakkelijk te

verkrijgen is. Bij proeven van Leupold bleek verder dat bij simultaan toe-passen van Bayer 205 en arsacetin geen vastheid tegen Bayer 205



??? optrad. Hoewel arsacetin geen bijzondere waarde als geneesmiddelbij de surra schijnt te hebben, werden door mij combinatieproevenvan Bayer 205 met arsacetin verricht, teneinde de resultaten ver-kregen hiermede door L e u p o 1 d bij een nagana-stam, te verge-lijken met die bij den surra-stam. Waar in Ned.-Indi?? de combinatie naganol-atoxyl gebruikt wordt,werd tevens een proef ingezet met deze middelen in een simultanecombinatieproef. Het maken van den naganol-arsacetin vas-ten stam. Aangevangen werd met de doses j/^ mg naganol plus 40 mgrarsacetin gecombineerd per K.G. lichaamsgewicht muis, zijnde bei-den subtherapeutische doseeringen. mgr Naganol was ook detoegepaste dosis bij de proeven van Leupold). Voor den laboratorium-surrastam is de recidivedosis van naganol1 mgr, (zooals bij genoemden Nagana-stam van Leupold), ter-wijl de recidivedosis van arsacetin 400 mgr is. De laboratoriumstam is dus betrekkelijk sterk arseenvast vannature, want bij den naganastam van Leupold is de recidive-dosis van arsacetin slechts 100 mgr. De dosis naganol werd in de

serie steeds gehouden op mgrper K.G. muis, de dosis arsacetin opgevoerd en wel tot 1000 mgr. Resultaat: De surrastam was na een twintigtal passages absoluut vast tegenYi mgr naganol plus 1000 mgr arsacetin gecombineerd per K.G.muis (dosis tolerata arsacetin 1250 mg). Zooals reeds gezegd spreken we van â€žabsolute vastheidquot; als detrypanosomen zich rechtstreeks in het bloed vermeerderen ondankshet chemotherapeuticum. â€žRelatieve vastheidquot; bezitten ze als ze welverdwijnen uit het bloed na injectie van het chemotherapeuticum,maar als dan toch later recidive optreedt. Na 7 passages bleek bij een controle de stam absoluut vast tegen1,5 mgr naganol plus 150 mgr arsacetin gecombineerd, d.w.z. detrypanosomen vermeerderden zich ondanks deze doses, terwijl derecidive dosis van den uitgangsstam 1 mgr naganol was.



??? Een zekere mate van vastheid tegen naganol bleek dus te zijnopgetreden door het gewennen van den stam aan subtherapeutischedoses naganol en hoogere dosis arsacetin. Dit resultaat komt dus niet geheel overeen met dat van L e u-p 01 d, die bij een gecombineerde behandeling van Bayer 205gelijktijdig met arsacetin juist een overgevoeligheid van trypano-somen kreeg tegenover Bayer 205, zoodat betrekkelijk gereduceerdedoseeringen nog een steriliseerende werking uitoefenden. Het maken van den naganol-a toxyl vas-ten stam. Begonnen werd met de dosis K mgr naganol plus 5 mgr atoxylgecombineerd per K.G. lichaamsgewicht muis. Voor den surra-stam in ons laboratorium aangehouden, was de recidivedosis vooratoxyl 200 mgr per K.G. muis, zoodat wederom bleek dat de stamdus betrekkelijk sterk arseenvast van nature is, zooals vele oudelaboratoriumstammen. (Bij den naganastam van Leupold isde recidivedosis voor atoxyl 50 mgr). De dosis naganol werd in de serie steeds gehouden op Yi mgrper K.G. muis, de dosis atoxyl opgevoerd en wel tot 500 mgr. Resultaat:

De surrastam was na een dertiental passages absoluut vast tegenYi mgr naganol plus 500 mgr atoxyl gecombineerd (dosis tolerataatoxyl is 1000 mgr). De stam behield daarna bij overspuiten in muizen zonder verderebehandeling met geneesmiddelen gedurende ruim 1 jaar, dus tot hetbe??indigen der proeven, denzelfden graad van vastheid tegen mgrnaganol plus 500 mgr atoxyl gecombineerd. Later bleek na eenveertigtal passages onbehandeld aanhouden in muizen zelfs eenvastheid tegen 1000 mgr atoxyl te bestaan, dus een absolute maxi-male vastheid tegen atoxyl. Maximale vastheid beteekent dat de trypanosomen zelfs niet tengronde gaan door de dosis tolerata van het therapeuticum voor dienbepaalden gastheer. Bij den normalen laboratoriumstam bedroeg de â€žchemothera-peutische quotientquot; voor atoxyl 1 : 5, het aantal passages dat noo-



??? dig was om tot de verhouding 1 : 2 en later ook tot 1 : 1 te gerakenwas dus niet zeer groot. Bij een controle van den vasten stam in de 16e passage bleek eenabsolute vastheid tegen een dosis van 1,5 mgr naganol te bestaan.Hier moet tevens nog vermeld worden, dat bij een controle vandezen stam die steeds in muizen aangehouden was, tot October1931, dus na 45 muizenpassages, resistentie bleek te bestaan tegen5 mgr naganol en nog later ook tegen-10 mg en 15 mg naganol. Deze stam, die dus was blootgesteld aan subtherapeutische dosee-ringen naganol plus hooge dor,is atoxyl, {naganol)-atoxylvastenstam, had daardoor naast zijn maximale atoxylv astheid tevens eenhooge mate van naganolvastheid verkregen. Aangezien in deze serie dus vrij spoedig een hoogen graad vanatoxyl-vastheid bereikt was, en op dat moment van werken in denaganolserie nog geen voldoende resistentie was bereikt, werd be-sloten met dezen naganol-atoxylvasten stam reeds vooraf een reeksproeven in te zetten, tot het nagaan van diverse principieele kwes-ties. Deze proeven zijn vermeld onder Ilc, Ild,

Ile en llf. Het betreft het passeeren van den vasten stam door een andersoort proefdieren dan de muis, het mengen van vasten en normalenstam in cavia, proeven van imitatie natuurlijke overbrenging envan overbrenging door middel van insecten, daarna het nagaan vanden invloed daardoor op de resistentie uitgeoefend. Ten slotte werd nog de (naganol)-atoxylvaste stam die dus tegen15 mg naganol vast was, en maximaal vast tegen atoxyl, gecon-troleerd tegen andere medicamenten. Hij bleek daarbij maximaalvast tegen trypaflavin, neostibosan, tryparsamide, neosilbersalvar-san, kalium tantalicum, natriumarseniet. Gevoelig bleek hij te zijn voor tartarus-emeticus, antimosan en,neoantimosan â€” fuadin, het nieuwste antimoonpraeparaat. Hieruit blijkt duidelijk de wenschelijkheid van combineeren in depraktijk van naganol en atoxyl met antimoonpraeparaten en weltartarus emeticus, antimosan of neoantimosan (fuadin). Dezelfde resultaten kreeg ik ook met den naganolvasten stam.De naganol-atoxylvaste stam bleek voor tart.-emeticus toch wel



??? iets vaster dan de naganolvaste stam, echter is het verschil te kleinom daarop conclusies te baseeren. Arseenvastheid geeft dus ook min of meer een antimoonvastheid,zooals ook uit de literatuur over slaapziekte wel wordt aangegeven.Het maken van den naganol-vasten stam.Het maken van den naganol-vasten stam ondervond nogal moei-lijkheden en was zeer tijdroovend, hoewel algemeen in de literatuurwordt aangegeven dat het vastmaken tegen een middel als hetnaganol, dat langzaam inwerkt en lang in het lichaam van dengastheer blijft circuleeren, gemakkelijker gaat dan tegen een middel,dat snel werkt en uitgescheiden wordt, zooals b.v. het atoxyl. Bij deze serie proeven ter verkrijging van een naganol-vastenstam werden in den beginne dezelfde ervaringen opgedaan, die ookBakker (1930) beschrijft. Na een tiental passages van gewen-nen aan het geneesmiddel was een â€žschijnbare vastheidquot; verkregentegen 6 mgr naganol, d.w.z. de trypanosomen verdwenen langzaamuit het bloed na toediening van deze doseering naganol en warendus niet absoluut vast

daartegen. Een relatieve vastheid handhaafdezich soms ?Š?Šn passage daarna, maar verdween dan weer. Den dag na de behandeling werd telkens bloed van de behandeldemuizen overgespoten op nieuwe muizen. Deze dieren vertoondendan na langen incubatietijd (7 dagen) trypanosomen in het bloed,(gecontroleerd op natiefpraeparaten). Een absolute vastheid vandeze trypanosomen bleek dan zelfs nog niet te bestaan tegenover2 mgr naganol. Muis 936 behandeld met 4 mgr kreeg recidive na10 dagen, dus een relatieve vastheid tegen 4 mgr was aanwezig.Vermoed werd, dat de opklimming van de dosis naganol in denstam te vlug was gegaan. Dat door het zich gewennen aan kleine dosis gif een grooterevastheid kan worden verkregen dan door te groote doseeringen toete passen, is verder ook uit de literatuur bekend: Robertson vermeldt, dat een cultuur van Bodo caudatus gepasseerddoor acriflavine 1 : 4000 sterk resistent daardoor was geworden, en dezelf-de cultuur gepasseerd door acriflavine 1 : 200, daarin met groote moeitgoverlevende, minder resistent was dan in het

eerste geval en zelfs minderdan de moedercultuur v????r de blootstelling aan het gif.



??? J O 11 os vindt bij zijn proeven met Paramaecium caudatum en arsenig-zuren dat door het selecteeren door eenige uren laten inwerken van over-doodelijke dosis geen vastheid te bereiken is, wel door langdurig latengewennen aan lagere doseeringen. Bij het laten opklimmen van deze doses moet dus zeer langzaainen voorzichtig te werk worden gegaan. Bij den normaal gevoeligen uitgangsstam bedraagt de minimalecuratieve dosis van naganol 1 mgr per K.G. muis. De dosis tolerata is 400 mgr, dus de chemotherapeutische quo-ti??nt van naganol is 1 : 400. De â€žstamquot; werd relatief vast tegen 4 mgr na 10 passages, enwerd daarna â€žgedeponeerd in cavia'squot;. Ter verklaring van deze uitdrukking het volgende: Zooals reedswerd medegedeeld, heeft de surra in de cavia een zeer chronischverloop. De dieren blijven 1 ?¤ 2 maanden in leven. De surrastam Buitenzorg P4 wordt dan ook in cavia's op hetlaboratorium aangehouden. Een serie van 3 cavia's wordt subcutaaningespoten met bloed verdund met physiolog. Na Cl. Bij stervenvan 1 van de serie van 3 cavia's wordt van de andere

2 bloed over-gespoten op een nieuwe serie van 3 cavia's, waarna men weer eenmaand den tijd heeft. Bij muizen is het ziekteverloop acuut, vooraanhouden in muizen moet om de paar dagen worden overgespoten. Aangezien dus de relatief naganolvaste stam in verband metandere drukke bezigheden op een gemakkelijke manier, zonder veelwerk, moest aangehouden kunnen worden, werd de stam gedepo-neerd in cavia's. Na 2 caviapassages werd de stam opnieuw in muizen terug-gebracht, en gewend aan naganol. Opnieuw werd begonnen met dedosis van 1 mgr. Nu werd zeer geleidelijk de dosis verhoogd entelkens als de incubatietijd weer te lang begon te worden (meerdan 3â€”4 dagen), werd de dosis niet meer verhoogd, gedurendeenkele passages gelijk gehouden of verminderd. Aldus werd na 10passages in muizen een absolute vastheid bereikt van 3 mgr, een8-tal passages later van 10 mgr, 7 passages daarna van 25 mgr,3 passages daarna reeds van 40 mgr.



??? Resultaat: Na totaal 28 passages in muizen, waartusschen 2 in 2 cavia's,werd dus een absolute vastheid bereikt, tegen 10 mgr â€” na 35passages tegen 25 mgr â€” en na 38 passages tegen 40 mgr. Hieruit zien we, dat toen eenmaal een zekere vastheid was be-reikt, dit sterker resistent worden van den stam min of meersprongsgewijze ging. Dit beschrijft ook Jollos bij zijn proeven met Parameacium en arsenig-zuren, dat zoowel stijging als vermindering van gifvastheid niet geheel geleidelijk verloopt, maar met kleine sprongen tot stand komt. Deze graad van vastheid n.1. tegen 40 mg naganol per K.G. muisbehield de stam bij onbehandeld aanhouden in muizen gedurendeenkele maanden. Daarna begon een kleine achteruitgang van deresistentie reeds op te treden, d.w.z. bestond daarna nog slechtstegen 30 mg. Op het moment van vastheid tegen 40 mg werden met den naga-nolvasten stam enkele proeven gedaan, die bij den naganol-atoxyl-vasten stam ook waren verricht, n.1. een serie afgetakt, waarbijsteeds met de â€ženkele trypanosomen overbrengingquot; werd

gewerkten een serie van overbrengingen door insecten, in dit geval Sto-moxys calcitrans. Verder werd caviapassage verricht en hondenpassage. Dit zijndus enkele proeven uit de reeks die met den naganol-atoxylvastenstam waren verricht. (Zie IIc, Ile en Ilf). Deze naganolvaste stam bleek wederkeerig, zooals de atoxylvastestam een zekere vastheid voor naganol bleek te hebben, ook vasttegen atoxyl, n.1. tegen 1000 mgr, dus een maximale atoxylvastheidte bezitten. Verder werd gecontroleerd, het gedrag van den naganolvastenstam tegenover een aantal andere geneesmiddelen dan naganol enatoxyl. Zoo bleek de stam tevens maximaal vast tegen tryparsamide(arsenicalium), neosilbersalvarsan, neostibosan (stibiumpraeparaat),natriumarseniet. Even geV'Oelig als een normale surrastam bleek de naganolvaste



??? stam voor tartarus emeticus, antimosan en het nieuwste antimoon-praeparaat, het Fuadin = Neo-antimosan. Hieruit blijkt dus wel een zekere aanwijzing in de richting vanwenschelijkheid der toepassing in de praktijk van combineeren vannaganol met antimoonpraeparaten, tartarus emeticus, antimosan ofneo-antimosan (Fuadin); echter boven werd reeds gezegd niet metneostibosan, een nieuw stibium praeparaat, minder toxisch dantartarus emeticus, maar blijkbaar daardoor tevens minder trypa-nocid dan het oorspronkelijke tartarus emeticus. Vastmaking van trypanosomen tegen na-ganol door per os toedienen van het middelaan proefdieren: Behalve de beschreven naganol-vaste stam werd in den tijd toenhet vastmaken tegen naganol nog niet vorderde, nog gezocht naareen andere methode van gewennen aan geneesmiddelen. Door E h r 1 i c h werd nog aangegeven gevonden als de snelstemanier om gifvaste trypanosomen te verkrijgen, het â€žvoederen vangeneesmiddelenquot; aan de proefdieren. Zoo kreeg hij na 14 dagentrypanosomen atoxylvast in een muis. Bij â€žmijn proevenquot;

werden de muizen bepaalde doseeringen vanâ€žnaganol per slokdarmsonde toegediendquot;, en wel in de incubatie-periode. Een hoeveelheid berekend naar het lichaamsgewicht van de muiswerd door middel van een dunne gummikatheter over het einde vaneen canule aan een injectiespuit geschoven, in de maag ge??njiceerd. Begonnen werd met 3 mgr per K.G. muis en opgeklommen werdtot 100 mgr in een vijftal passages. Bij controle tegen naganol sub-cutaan toegediend bleek werkelijk vlug een zekere vastheid te zijnontstaan, reeds na 1 passage tegen 1,5 mgr subcutaan. Na 5 pas-sages ging de stam verloren door sterven van proefdieren. Opnieuw werd een serieproef ingezet en begonnen met 10 mgrper os. Ook bij deze serie werd weer na een tiental passages opge-klommen tot 100 mgr per os, een zekere vastheid werd waargeno-men, namelijk bleek bij een controle met 1,5 mgr subcutaan wel hetbloedbeeld negatief te worden, na twee weken trad recidive op, eenâ€žrelatievequot; vastheid was dus ontstaan tegen 1,5 mgr subsutaan.



??? Aangezien dus de resultaten van deze werkwijze ook niet zoooverweldigend waren, als oorspronkelijk werd verwacht, werd dezeserieproef niet verder doorgevoerd. Vastmaking van trypanosomen tegen na-ganol in cavia e. De naganolstam was in muizen door subcutane toepassing vannaganol schijnbaar vastgemaakt tegen 6 mgr, in werkelijkheid hadhij een relatieve vastheid van 4 mgr, d.w.z. door 4 mgr verdwenenwel de trypanosomen uit het bloed, maar recidiveerden. Op datmoment werd de stam gedeponeerd in caviae, teneinde tijd beschik-baar te krijgen voor de diverse proeven met den naganol-atoxyl-vasten stam. Na enkele cavia-passages werd begonnen met een gewennen vanden stam aan naganol in de caviae. Een cavia werd bij optreden vantrypanosomen in het bloed subcutaan behandeld met telkens hoogeredoses, aldus bleken van recidive tot recidive de trypanosomenresistenter te worden tegen het geneesmiddel. Na bijv. een maand werd van die cavia bloed overgespoten opnieuwe caviae en daarin werden opnieuw telkens bij optredenderecidives opklimmende

doseeringen naganol ge??njiceerd. Aldus werdeen vastheid bereikt tegen 10 mgr naganol per K.G. cavia. Ook deze serieproef werd niet verder voortgezet, omdat toen inde proef met muizen met meer succes werd gewerkt dan voorheen. Vastmaking tegen atoxyl alleen. Dan rest nog te vermelden dat ook werd opgezet een serieproefter verkrijging van een stam enkel gewend aan atoxyl, in muizen. Aangezien deze stam na een tiental passages slechts vast wastegen 400 mgr atoxyl per K.G. muis, werd deze serieproef nietverder meer aangehouden.



??? OVERZICHT VAN DE PROEVENINDEELING.(De cijfers geven aan de nummers van de gecontroleerde proefmuizen). CNAGANOL)-ATOXYL VASTE STAM. ratratratratrat 1037 nbsp;â€”............rat â€”nbsp;rat â€”nbsp;rat konijn hondhond rund caviacaviacaviacavia I 11331153 rathondcaviakonijn I 1077 10961121 106311551113 970 960 1294 1273 â€”nbsp;1147 1225 1226 1030 122712751304 1125 1203 12061220 Imitatienatuurlijkeoverbrenging 1020 1023 1181 128113161347 1374 Stomoxyacalcitrans-overbrenging 1555...1560 : â€?m... 1574?’J- 1573 â– 



??? curvetabellen I. Vaste en gevoelige stam. C 200 150 C 100 e ta y ffi gt; ) ^^^^ V Â?0 a' agt; 0l-r fgt; t II. Vaste stam na runderpassage. c (Olt; III. Vaste stam na hondenpassage. IV. Vaste stam na rat-hond-cavia-konijnpassage. c b a V. Vaste stam na Ie rattenpassage.nbsp;VI. Vaste stam na 2e rattenpassage. 1 a y y y s a



??? VII. Vaste stam na konijnenpassage. 200 iSO 80 b a VIII. Vaste stam na caviapassage. b a SSO l??o curvetabellen IX. Uit cavia ge??nfecteerd met nor-malen en daarna met vasten stam. X. Uit cavia ge??nfecteerd met vastenen daarna met normalen stam. XI. Vaste stam na imitatienatuurlijke overbrenging. XII. Vaste stam na passage doorstomoxys calcitrans.



??? KORTE VERKLARING van de curven, aangevende het vermeer-deren of verminderen van trypanosomen in het bloed na intraveneuze injectievan 400 mgr atoxyl bij muizen in diverse proeven met den (naganol-)atoxyl- vasten stam. I.'nbsp;a}â€”m. 1172 normaal gevoelige surrastam trypanosomen verdwijnen 6â€”a^â€”m. 1038nbsp;12 uur na injectie uit dea^*â€”m. 965 bloedsbaan, (muizen herstel-len). m. 1123nbsp;trypanosomen vermeerderen b'^â€”m. 960 atoxylvasten stamnbsp;zich ondanks atoxyl (muizen bÂŽâ€”m. 1030nbsp;sterven na 1â€”2, soms 3 da- gen). II.nbsp;Na runderpassage van den atoxylvastenstam a â€” m. 970 â€” Ie muizenpassage na run- curve zwak naar beneden loo-derpassagenbsp;pend, (het bloed wordt 4 da- gen na de injectie negatief enblijft negatief). III.nbsp;Na hondenpassage van den atoxylvastenstam a â€” m. 1063 â€” 2e muizenpassage na hon- bloed wordt den dag, volgen-denpassagenbsp;de op injectie negatief en blijft negatief. b â€” m. 1155 â€” 5e muizenpassage na hon- bloed wordt den dag, volgen-denpassagenbsp;de op injectie

negatief. Na 18 dagen recidive. c â€” m. 1113 â€” 7e muizenpassage na hon- trypanosomen vermeerderendenpassagenbsp;zich ondanks injectie, curve valt in z??ne vasten stam,(muis sterft na 3 dagen). iv.nbsp;Na rat-, hond-, cavia-, konijnenpassagevan den atoxylvasten stam a â€” m. 1077 â€” direct na rat-, hond-, ca- curve zwak oploopend (muisvia-, konijnenpassage 4 dagen na injectie gestor-ven). b â€”m. 1273 â€” 8e muizenpassage na rat-, curve vrij sterk oploopend,hond-, cavia-, konijnen- valt in z??ne vasten stam,passagenbsp;(muis 4 dagen na injectie ge- storven).



??? aâ€”m. 1037 â€”3e muizenpassage na rat- curve vrijwel horizontaal, ietstenpassagenbsp;naar beneden (muis sterft 4 dagen na de injectie). b^â€” m. 1203 â€” 1 Ie muizenpassage na curves sterk oploopend, vallenrattenpassagenbsp;in z??ne vasten stam (muizen â€”m. 1206nbsp;sterven resp. 2 dagen en 1 dag na de injectie). curve sterk oploopenz??ne vasten stam (m3 dagen na de injectie). c â€”m. 1220â€” 12e muizenpassage na curve sterk oploopend, valt inrattenpassagenbsp;z??ne vasten stam (muis sterft VI.nbsp;Na 2e rattenpassage van den atoxylvastennbsp;' stam a â€”m. 1147â€”Ie muizenpassage na 2e curve vrijwel horizontaal, ietsrattenpassagenbsp;naar beneden (muis sterft 4 dagen na de injectie). b â€” m. 1227 â€” 5e muizenpassage na 2e curve oploopend, vallende inrattenpassagenbsp;z??ne van vasten stam (muis sterft na 2 dagen). c^-m. 1275 â€”7e muizenpassage na 2e curves oploopend, vallende inrattenpassagenbsp;z??ne van vasten stam (mui- c^â€”m. 1276nbsp;zen sterven na 3 dagen). d â€”m. 1304 â€”9e muizenpassage na 2e curve oploopend, vallende

inrattenpassagenbsp;z??ne van vasten stam (muis sterft na 4 dagen). VII.nbsp;Na konijnenpassage a â€”m. 1096â€”Ie muizenpassage na ko- curve zwak oploopend (muisnijnenpassagenbsp;sterft 5 dagen na de injectie). b â€”m. 1121.â€”2e muizenpassage na ko- curve iets sterker oploopendnijnenpassagenbsp;(muis sterft na 3 dagen). c^â€”m. 1225 â€”muizenpassage na konij- curve vallend in z??ne vastennenpassagenbsp;stam (muis sterft na 1 dag). c^â€”m. 1226 V. Na rattenpassage van den atoxylvastenstam



??? VIII.nbsp;Na caviapassage a â€” m. 1133 â€” Ie muizenpassage na ca- curve flink naar beneden, vrij-viapassagenbsp;wel vallend in zone van ge- yoeligen stam, volgenden dagin bloed enkele trypanosomen,na 2 dagen in bloed geen try-panosomen, na 9 dagen reci-dive. b â€” m. 1153 â€” 2e muizenpassage na ca- curve zwak oploopend, (muisviapassagenbsp;sterft na 4 dagen). c â€”m. 1294 â€”6e muizenpassage na ca-nbsp;curve vallend in zone vasten viapassagenbsp;stam (muis na 2 dagen ge-storven). IX.nbsp;a â€” m. 1898â€”Ie muizenpassage vanafnbsp;gevoelig voor 400 mg atoxyl cavia ge??nfecteerd eerstnbsp;intraveneus, bloed volgenden met normalen en 24 dagennbsp;dag negatief geworden en ge- erna met vasten stam, 10nbsp;bleven,dagen daarna bloed opmuizen b â€” m. 1909 â€” 2e muizenpassagenbsp;idem.idem c â€” m. 1925 â€” 3e muizenpassagenbsp;idem.idem X.nbsp;aâ€”m. 1835â€”Ie muizenpassage vanafnbsp;curve loopt iets op, (muis cavia ge??nfecteerd eerstnbsp;sterft 2 dagen na de injectie). met vasten en 10 dagen erna met normalen stam,

17 dagen daarna bloed op muizen b â€” m. 1842 â€” 2e muizenpassagenbsp;curve oploopend, (muis sterft idemnbsp;4 dagen na de injectie). c â€” m. 1886 â€” 3e muizenpassagenbsp;curve naar beneden loopend, idemnbsp;(muis sterft 3 dagen na de in-jectie). d â€” m. 1875â€”Ie muizenpassage vanafnbsp;curve naar beneden loopend,dezelfde cavia als boven-nbsp;(muis sterft eerst na 4 dagenstaande maar nu 24 dagennbsp;na de atoxylinjectie), dus bij-na normalen stam bloednbsp;na evenwicht tusschen genees-op muizennbsp;middel en parasiet.



??? XT 1 J- a â€”m. 1020â€”le passage imitatie na- curve in vaste z??ne, (muistuurlijke overbrenging volgenden dag gestorven).vanaf den naganol-atoxyl-vasten stam a^â€”m. 1023â€”le idemnbsp;idem curve zwak oploopend, (muis na 3 dagen gestorven). b â€” m. 1281â€”8e idemnbsp;idem curve zwak omhoogloopend, bloedsbeeld na 2 dagen nega-tief. c â€” m. 1316 â€” 9e idemnbsp;idem curve valt in zone vasten stam, (muis na 2 dagen gestorven). d â€” m. 1347 â€” 1 Oe idemnbsp;idem curve zwak naar beneden loo- pend, na 3 dagen bloedsbeeldnegatief. e â€” m. 1374 â€” 12e idemnbsp;idem curve valt in vaste z??ne, (muis na 3 dagen gestorven), fâ€”m, 1181â€”4e passage imitatie na-nbsp;curve loopt zeer zwak naar tuurlijke overbrengingnbsp;beneden, bloedsbeeld 3 dagen vanaf 3e muizenpassagenbsp;na injectie negatief, 7 dagen na rattenpassage van dennbsp;daarna recidive.naganol-atoxylvasten stam XII. a â€”m, 1574â€”le passage overbrenging door 400 mg atoxyl intrave-door 10 stuks stomoxys neus bloed volgenden dag ne-vanaf den atoxylvasten gatief geworden en

gebleven,stam in muizen, welke vastvast was tegen 400 mgatoxyl intraveneus b â€” m. 1680 â€” na 2 passages door sto- bloed volgenden dag negatief,moxys vanaf vasten stam recidive na 10 dagen, c â€” m, 1699 â€” na 1 stomoxys passage bloed volgenden dag negatief,vanaf vasten stam waarna recidive na 5 dagen.2 passages door overspui-ten



??? Toelichting omtrent de in de curven genoemde muizen, wat betreft het werke-lijke aantal trypanosomen op het moment van injectie met 400 mgr atoxyl. l a^â€”m. 1172 op 100 had 100 trypanosomen op 14286 bloedlichaampjes. a^â€” m. 1038 100 â€” 100 ff 15000 a^â€” m. 965 100 â€” 100 gt;gt; ff 10000 b^â€” m. 1123â€”100 â€” 100 gt;gt; ff 9000 b^â€” m. 960 100 â€” 100 gt;Â? ff 1800 m. 1030 100 â€” 100 )gt; ff 10000 11. a â€” m. 970 100 â€” 100 )gt; ff 9000 III. a â€” m. 1063 100 _ 100 )gt; ff 10870 b â€” m. 1155 100 â€” 100 gt;gt; ff 5000 c â€” m. 1113â€”100 â€”â–  100 ff 2727 IV. a â€” m. 1077â€”100 _ 100 ff 2000 b â€” m. 1273 100 â€” 100 gt;) ff 3000 V. a â€” m. 1037â€”100 _ 100 gt;gt; ff 7500 b^â€” m. 1203â€”100 â€” 100 )) ff 2308 b^â€” m. 1206 100 â€” 100 gt;gt; ff 2308 c â€” m. 1220 100 â€” 100 )) ff 15000 VI. a â€” m. 1147â€”100 _ 100 )) ff 7000 b â€” m. 1227â€”100 â€” 100 J) ff 7500 c^â€” m. 1275 100 â€” 100 )gt; ff 2727 c^â€” m. 1276â€”100 â€” 100 J?? ff 3750 d â€” m. 1304 100 â€” 100 )) ff 1666 VII. a â€” m. 1096 100 _ 100 gt;J ff 1945 b â€” m.

1121â€”100 â€” 100 5) ff 12500 c^â€” m. 1225 100 â€” 100 )) ff 5000 c^â€” m. 1226 100 â€” 100 )) ff 6000 VIII. a â€” m. 1133 100 _ 100 gt;) ff 1000 b â€” m. 1153â€”100 â€” 100 ff fj 3750 c â€” m. 1294 100 â€” 100 fgt; ff 11538 IX. a â€” m. 1898 100 _ 100 fr ff 2500 b â€” m. 1909â€”100 â€” 100 ff ff 3000 c â€” m. 1925 100 â€” 100 ff ff 2000



??? XI. a â€” m. 1835 op 100 had 100 trypanosomen op 3000 bloedlichaampjes. b â€” m. 1842â€”100 â€” 100 3000 )) c â€” m. 1886 100 100 gt;gt; 3000 d â€” m. 1875 100 100 )gt; 3000 )} a^â€” m. 1020â€”100 100 )) 31250 ) f a^â€”m. 1023â€”100 â€” 100 yj 25000 y f b â€” m. 1281â€”100 â€” 100 j, 3333 c â€” m. 1316 100 100 4500 ff d â€” m. 1347â€”100 â€” 100 j) 90000 f f e â€” m. 1374 100 100 }) 12500 f f f â€” m. 1181â€”100 â€” 100 )gt; 5000 a â€” m. 1574 100 100 j, 2500 b â€” m. 1680â€”100 â€” 100 ,, 2000 c â€” m. 1699 100 100 )) 1500 } ) )) c) Passage van den geneesmiddelvasten stam door andere dieren. De bedoeling van deze proeven was na te gaan de factoren, welkeinvloed uitoefenen op het eventueel verminderen of verdwijnen vande reeds ontstane geneesmiddelresistentie. Blijft de geneesmiddelvastheid ook bestaan bij passages doordieren van een andere soort dan die waarin de vaste stam ont-staan is? Geneesmiddelvaste stammen werden gemaakt in muizen; muizenhebben een acuut ziekteverloop, zooals de paarden. Passage doorcaviae imiteerde het verblijven

van surra in karbouwen, caviae ver-toonen een chronisch ziekteverloop, zooals de karbouwen, welkesoms ook zuiver parasietendragers zijn. Passage van den naganol-atoxylvastenstam door andere proefdieren. Uitvoerig werd nagegaan de invloed van passages door andereproefdieren dan de muis waarin de vaste stam gevormd was. Ditbootst dus omstandigheden na zooals die in N.-I. bij de gro??te huis-dieren bestaan. Bij het paard gevormde vaste stam moet om teblijven bestaan altijd passeeren door karbouwen. Op het moment van het gebruiken van den stam voor diverse



??? proeven was de stam absoluut vast tegen een combinatie van Yi mgrnaganol plus 500 mgr atoxyl, d.w.z. na een subcutane injectie hier-van bij de muis persisteerden de trypanosomen in het peripherebloed en de muis stierf. In den in muizen aangehouden stam verminderde deze vastheidniet, integendeel na een veertigtal passages in muizen bleek zelfsabsolute maximale vastheid tegen 1000 mgr atoxyl te bestaan. Voor den surrastam in ons laboratorium aangehouden, dus dennormaal-gevoeligen stam, was de minimale effectieve dosis vanatoxyl 200 mgr per K.G. muis en van naganol 1 mgr per K.G. muis. De dosis naganol was dus bij het maken van den stam steedssubtherapeutisch gehouden, de dosis atoxyl echter verhoogd tot500 mgr. De vaste stam, welke gevormd was in de muis werd gepasseerddoor diverse andere proefdieren, daarna weer terug in de muisgebracht, werd nagegaan de nog aanwezige graad van vastheid metbehulp van de methode van het â€žtraceeren van de tijdactiecurvequot;aangevende het gedrag van de trypanosomen na de intraveneuzeinjectie van

400 mgr atoxyl in de staartvene. (De muizen werden ten behoeve van de intraveneuze injectie Hcht ver-doofd met aether. Daarna werd de staart eventjes gedompeld in lauwwarmwater, 45â€”50Â° C., om de aderen te laten oploopen en aldus duidelijk zicht-baar te maken. Bij een goed uitgevoerde injectie (iridiumcanule) zien wehet wegschieten van bloed uit de ader, de staart zwelt niet op. Een con-trole voor goed uitgevoerde injectie door middel van enkele druppels bloedvan een duif bij te voegen, waardoor we direct daarna in een praeparaatvan oorvenebloed de kernhoudende roode vogelbloedlichaampjes zien, kanworden toegepast, maar bleek niet noodig). Deze 400 mgr atoxyl deed de trypanosomen van den normaal-stam in 6â€”12 uur uit de bloedsbaan verdwijnen. Geen hoogere dosiswerd genomen om toxische werking te voorkomen. De tijdcurve is bij het atoxyl duidelijk, omdat na de injectie vandit middel het aantal trypanosomen vlug afneemt en niet zooals bijnaganol langzaam. Deze methode gaf het voordeel dat gemakkelijk op ieder momentin de proevenreeks de graad

van vastheid kon worden gecontro-



??? leerd. Zonder deze methode zouden voor controle telkens vanuit deproevenserie contr?´lemuizen moeten worden ge??nfecteerd en behan-deld met diverse doseeringen van het geneesmiddel. Gedacht werd aan deze methode van het bepalen van de tijd-actiecurve als fijne controle van arseenresistentie naar aanleidingvan gegevens uit de literatuur (Morgenroth en Rosen-thal) (1911) en (V O e g h t 1 i n, Dyer en Miller)(1924). In mijn proeven geeft de ordinaat der curve aan het aantal try-panosomen, de abscis den tijd met het moment van injectie als nul-punt. De curve bereikt de abscis dan, als alle trypanosomen uit hetbloed verdwenen zijn. De recidivedosis is bij onzen laboratoriumstam â€žBuitenzorg P4quot;200 mgr atoxyl. 400 mgr atoxyl per K.G. muis is 2 maal de recidivedosis, doetde trypanosomen van onzen normalen stam, in 6â€”12 uur vollediguit de circulatie verdwijnen, dus de curven bereiken in 6â€”12 uurde abscis (zie curvetabel I). 400 mgr atoxyl intraveneus doet echter de trypanosomen vanden vasten stami niet uit het bloed verdwijnen, ondanks de injectievan deze dosis

vermeerderen de trypanosomen zich, de curvesloopen vrij sterk omhoog (zie curvetabel I). . De curve werd vastgesteld door tellen van een aantal trypano-somen op een zeker aantal bloedlichaampjes in uitstrijkpraeparaat-jes gemaakt direct voor, 3 uur en 6 uur na de injectie; minstenswerd geteld het aantal trypanosomen op 5000 bloedlichaampjes. Verder werd gelet op het verloop van de infectie, hoewel ditnatuurlijk geen absoluut idee geeft van den graad van vastheid vande trypanosomen. Daarvoor spelen daarbij te veel factoren een rol,als individueel verschillend groote afweerkrachten van het lichaam,een dier kan reeds verzwakt zijn door invloed van trypanosomengedurende meerdere dagen en nog eens een nadeeligen invloed on-dergaan door toxische werking van het atoxyl. Bij alle controles van atoxylresistentie werd steeds dezelfde dosisvan 400 mgr atoxyl per K.G. muis intraveneus ge??njiceerd. Aldus werd de helling der curve genomen als criterium voor den



??? graad van geneesmiddelresistentie. Zooveel mogelijk werden demuizen alle in hetzelfde ziektestadium ge??njiceerd. Getracht werddus zooveel mogelijk alle muizen te behandelen op een moment datze ongeveer een zelfde aantal trypanosomen in hun bloed hadden. In totaal werden van een tiental muizen, besmet met den normaalgevoeligen laboratoriumstam, de curven bepaald. Zij vielen alle inde zone in curvetabel I aangegeven voor den gevoeligen stam. Voor den vasten stam werd in den loop der proeven een twintig-tal curven bepaald. Zij vielen alle binnen de grenzen voor denvasten stam aangegeven in curvetabel I. Bij geen enkele muis be-smet met den vasten stam werd dus na injectie van 400 mgr atoxylintraveneus het bloedsbeeld negatief. Passage door het rund. De naganol-atoxylvaste stam werd gepasseerd door het rund. Inde vena jugularis werd bloed ge??njiceerd, wat verkregen was doorhartpunctie van de muis. Het rund vertoonde geen ziekteverschijn-selen, na twee weken werd bloed teruggespoten op muizen. Terugin de muis bleken de trypanosomen door een

injectie van 400 mgratoxyl in 4 dagen uit de bloedsbaan te verdwijnen. De curve a,muis 970, liep flauw naar beneden (curvetabel II). Resultaat. De eigenschap van vastheid tegen atoxyl van de trypanosomenbleek dus direct na de passage door het rund belangrijk verminderdte zijn. De serie werd na dit terugbrengen in muizen niet verderaangehouden. Passage door den hond. De vaste stam werd achtereenvolgens gepasseerd door 2 hon-den. Honden werden ge??nfecteerd door injectie van bloed in devena saphena. Deze dieren vertoonden wel ziekteverschijnselen. Na14 dagen werd van den eersten hond bloed overgespoten op eentweeden hond en van dezen na 18 dagen bloed teruggespoten opmuizen. Terug in de muis bleek in de tweede muizenpassage de vastheidvrijwel verdwenen, de curve a = m. 1063 liep flauw naar beneden(curvetabel III), de trypanosomen waren den dag na de intrave-neuze injectie van 400 mgr. atoxyl uit het bloed verdwenen.



??? In de eerste muizenpassage, dus direct na de hondenpassage,waren helaas de intraveneuze injecties niet bijzonder goed gelukt,zoodat hier geen curven gemaakt en geen conclusies getrokkenkonden worden omtrent den graad van vastheid. Ook door andere omstandigheden, bijv. het intercurrent stervenvan proefdieren, was het niet altijd mogelijk in iedere passage goedecurven te maken. In de 5de muizenpassage (curve b = m. 1155) werd nog eennaar beneden loopende curve geregistreerd met een negatief bloeds-beeld van de muis op den dag na de injectie. De resistentie bleekdus ook toen nog vrijwel verdwenen te zijn. De 7de muizenpassage gaf wederom een vrij sterk oploopendecurve (c = m, 1113). In de 7de en verdere passages stierven demuizen ondanks een injectie van 400 mgr atoxyl enkele dagendaarna, evenals muizen van den vasten stam. Resultaat. De passage door den hond bleek dus een groote verminderingvan vastheid te geven. Zonder opnieuw gewennen aan het genees-middel is de vrijwel verdwenen resistentie door het houden in mui-zen wederom teruggekomen.

Deze tak in de serie-experimenten werd daarom daarna nietverder aangehouden. In totaal werden in deze serie 8 curven ge-traceerd. Passage door rat, hond, cavia, k o n ij n. De naganol-atoxylvaste stam werd gepasseerd door een serievan bovengenoemde proefdieren. 24-III-'31 werd rat ge??nfecteerd, 27-111-31 werd hond ge??nfecteerd, 30-111-'31 werd cavia ge??nfecteerd, 8-IV-'31 werd konijn ge??nfecteerd. 7- V-'31 werd bloed terug gespoten op muizen. Terug in de muis bleek direct na de seriepassage de vastheidwel verminderd te zijn, na intraveneuze injectie van 400 mgr atoxylstierven de muizen eerst na 4 dagen, dus een langzaam vermeer-deren van het aantal trypanosomen ondanks de injectie, een flauwoploopende curve, (a = m. 1077) (curvetabel IV),



??? Na diverse muizenpassages beginnen de curven geleidelijk ietssteiler op te loopen. Na 8 muizenpassages blijkt uit de curven, (b = m. 1273) datde vastheid weer aan het terugkomen is, ze gaan nl. weer vrij sterkoploopen. Resultaat. De vastheid van de trypanosomen bleek dus wel te zijn vermin-derd na deze seriepassage, na meerdere .muizenpassages kwam devastheid weer geheel terug. In totaal werden in deze serie 5 curven getraceerd. Passage door de rat. De naganol-atoxylvaste stam werd gepasseerd door ratten, enwel achtereenvolgens door 5 stuks. De stam verbleef aldus gedu-rende 26 dagen in de ratten. Terug in de muis bleek de vastheid wel verminderd te zijn(curvetabel V), curve a liep vrijwel horizontaal = m. 1037 = 3demuizenpassage na de rattenpassage, de muis stierf 4 dagen na deinjectie. Reeds na 4 muizenpassages werden wederom vrij sterk oploo-pende curven geregistreerd. Alleen aan de curven beoordeeld wasde vastheid toen reeds vrijwel weer terug, de muizen stierven 2 en 3dagen na de injectie van 400 mgr atoxyl. De serie werd vervolgdtot 16

passages na de rattenpassage, de vastheid was toen volgensde curven en volgens het aantal dagen dat de proefdieren na deinjectie stierven, geheel terug. De muizen stierven nl. ondanks deinjectie van atoxyl 1â€”2, hoogstens 3 dagen na de injectie, terwijlze kort na de rattenpassage, eerst na 4 soms 5 dagen na de injectiestierven. In totaal werden in deze serie 12 curven getraceerd, nooit kreegeen muis na de injectie van 400 mgr atoxyl een negatief bloeds-beeld. Resultaat. Door deze eerste rattenpassage bleek de vastheid wel een flinkverlies geleden te hebben, na wederom aanhouden van den stam inmuizen, kwam de resistentie spoedig terug. 2de passage door de rat.



??? Vanaf 5de muizenpassage na de eerste rattenpassage, toen dusde resistentie nog niet weer geheel teruggekomen was, werd opnieuwgepasseerd door 3 ratten. De stam verbleef aldus gedurende 13dagen in ratten. Direct na het terugzijn in de muis na deze 2derattenpassage bleek de vastheid weer sterk verminderd te zijn. In curvetabel VI zien we curve a = m. 1147, d.i. direct na de2de rattenpassage bijna horizontaal loopen zooals na de eersterattenpassage. De muis stierf ook hier weer 4 dagen na de injectie.De vastheid bleek na opnieuw aanhouden in muizen na enkele pas-sages vrijwel weer teruggekomen te zijn, nl. Curve b = m. 1227 = 5de muizenpassage na 2de rattenpassage. Curve Cl = m. 1275 = 7de â€žnbsp;â€ž â€ž Curve C2 = m. 1276 = 7de â€žnbsp;â€ž â€ž vielen alle in de z??ne van den vasten stam. Mogelijk echter dat toch na 9 muizenpassages de vastheid nogniet geheel weer teruggekomen was. Curve d = m. 1304, viel weliswaar in de z??ne van den vastenstam, de muis stierf echter eerst 4 dagen na de injectie. In totaal werden in deze serie 5 curven getraceerd, nooit

werd eennegatief worden van het bloedsbeeld na intraveneuze injectie van400 mgr atoxyl gezien. Resultaat. Na deze 2de rattenpassage bleek de vastheid wel opnieuw ver-minderd te zijn en wel in ongeveer dezelfde mate als na de eersterattenpassage, hoewel bij de 2de rattenpassage het verblijf in derat maar 13 dagen duurde, tegen 26 dagen bij de eerste ratten-passage, echter komt mogelijk de vastheid niet zoo vlug weer opzijn oude peil terug door het aanhouden in muizen als na de eersterattenpassage. Door de rat werd geen zoo sterke invloed op de geneesmiddel-resistentie uitgeoefend als door rund, hond en cavia. Passage door het konijn. De naganol-atoxylvaste stam werd gepasseerd door een konijn.De stam verbleef in het konijn gedurende 45 dagen. Terug in demuis bleek ook hier wel de resistentie van de trypanosomen ver-minderd te zijn.



??? Direct na de konijnenpassage werd een zeer flauw oploopendecurve a = m. 1096 geregistreerd (curvetabel VII), de muis stierfna 5 dagen. In de 2de muizenpassage liep curve b = m. 1121 iets sterker op,de muis stierf na 3 dagen. Aangehouden in muizen kwamen na 7 passages weer de sprekendesterk oploopende curven Ci = m. 1225 en Cg = m. 1226. De dierenstierven op den dag volgende op dien van de injectie. De seriewerd daarna niet verder meer aangehouden, aangezien blijkbaar devastheid weer geheel teruggekomen was. In totaal werden in deze serie 7 curven getraceerd, nooit werdeen verdwijnen van de trypanosomen uit de bloedsbaan na injectievan 400 mgr atoxyl waargenomen. Resultaat. Door de passage door het konijn werd de vastheid wel vermin-derd, ze kwam echter spoedig terug bij het opnieuw aanhouden inmuizen. Passage door de cavia. De naganol-atoxylvaste stam werd gepasseerd door achtereen-volgens 4 cavia's. In de cavia verloopt de surra chronisch, de dierenhebben niet constant een positief bloedsbeeld, ze sterven na eenziekteverloop van

ongeveer maand. Aldus verbleef de stam 62dagen in de cavia. Terug in de muis bleek hier de vastheid bijnaverdwenen, direct na de caviapassage had een muis na 400 mgratoxyl intraveneus den volgenden dag bijna, den 2den dag eengeheel negatief bloedsbeeld. De curve a = m. 1133, liep flink naar beneden, (curvetabel VIII). De 2de muizenpassage gaf een flauw oploopende curve b = m.1153, de muis stierf 4 dagen na de injectie. De 6de muizenpassage gaf een flink oploopende curve c = m.1294, de muis stierf 2 dagen na de injectie. In totaal werden in deze serie 5 curven getraceerd. Resultaat. De geneesmiddelresistentie welke direct na de caviapassage bijnaverdwenen was, bleek dus ook hier, zooals bij alle tevoren genoemdedierpassages, na eenigen tijd weer aanhouden in muizen, dus in



??? proefdieren, waarin de stam vastgemaakt en dus aangepast was,geleidelijk vanzelf weer terug te komen, zonder dat de trypanosomendoor het toedienen van geneesmiddelen hieraan opnieuw werdengewend. Opmerkingen: Enkele malen werden gevallen waargenomen, waarbij het curve-verloop niet klopte met het ziekteverloop der proefdieren. Zoo stier-ven in de 8ste muizenpassage na rat, hond, cavia, konijn, de muizenpas 3 a 4 dagen na de injectie, waaruit dus een slechts langzaamvermeerderen van het aantal trypanosomen zou moeten wordengeconcludeerd, terwijl toch de curven sterk opliepen. Ook is in de 8ste muizenpassage een geval (m. 1274) waarinhet bloed na 3 dagen negatief wordt, de muis krijgt 8 dagen daarnaopnieuw trypanosomen in het bloed, dus recidive en sterft. De curvevan dit dier loopt toch flink naar boven. Mogelijk zijn de trypano-somen wel vast, de curve loopt direct na de atoxylinjectie nog op,maar berust het negatief worden van het bloed op individueel grooteafweerkrachten van het muizenlichaam, de vorming van veel anti-lichamen, waarvoor de stoot gegeven

werd door het atoxyl, zooalstrouwens de genezing van trypanosomenziekten wordt opgevat. Een dergelijk geval zou ons de vraag kunnen doen stellen of hettraceeren van curven als criterium van een bestaanden graad vanvastheid wel absoluut betrouwbaar is. Dit geval was echter uit-zondering. Proeven met den n a g a n o 1 v a s t e n stam. De naganolvaste stam werd evenals de naganol-atoxylvaste stamgepasseerd door andere proefdieren dan de muis. I.nbsp;V????r de passage door 2 honden was de naga-nolstam vast tegen 20 mgr, na de passage bleek nog dezelfde vast-heid overgebleven. Mogelijk is hier wel vermindering opgetreden,maar had de toen sterker naganolvast wordende stam reeds eenhoogere potentie in zich, dan vast te zijn tegen 20 mgr. II.nbsp;Door de caviapassage ondervond de naganol-vaste stam een vermindering van resistentie en wel van 40 mgrtot 30 mgr. Of de vastheid in muizen daarna weer terugkwam, is daarna niet



??? nagegaan om niet al te veel proefdieren te gebruiken, en bovendienkan dit resultaat analoog aan de resultaten van den naganol-atoxyl-vasten stam worden verwacht. Bespreking. Het is door mij reeds naar voren gebracht, dat het niet gemak-kelijk zal zijn, scherp geformuleerde conclusies voor den toestandin Indi?? te trekken uit de resultaten van bovenstaande beschrevenproeven. Daarom zal daarvan worden afgezien en zullen beschouwingenvoor Indi?? worden gegeven, gebaseerd ??p of gesteund d????r deresultaten van de beschreven proeven. Zooals reeds eerder vermeld moet een geneesmiddelvaste stamworden opgevat als te bestaan uit individuen van maximale, zulkemet minimale resistentie en overgangen daartusschen. Tijdens het verblijf in de muis overheerschen de geneesmiddel-vaste in den stam. Die vaste zijn aangepast, geacclamatiseerd aande muis. In rund, hond, cavia enz. overgroeien in den stam andere indivi-duen, minder geneesmiddelvast, maar vitaal in alle andere op-zichten. Enkele maximaal vaste, die zijn overgebleven, gaan dan na terug-brengen in

de muis weer geleidelijk overgroeien en geven den stamgeleidelijk weer een â€žvaster aanzienquot;. Deze voorstelling van variatie in de samenstelling van den stamdoor overgroeing van die trypanosomen, die zich onder de gegevenomstandigheden het beste thuisvoelen, verklaart het waargenomenewel uitstekend, zoo ook het feit dat bij een terugkomen van devastheid deze opnieuw sterk verminderd kan worden door opnieuwpasseeren door een ander soort gastheer, wat door de tweede ratten-passage bewezen is. Het is ook mogelijk dat het verdwijnen der resistentie op eengrootere gevoeligheid der trypanosomen in het algemeen bij over-gang in een nieuwen gastheer berust, zooals ook bij normaalge-voelige trypanosomen het geval is. Als een normaalgevoelige stam n.1. wordt gepasseerd door een



??? anderen gastheer, neemt zijn geneesmiddelgevoeligheid ook toe. Hoe grooter aantal passages door andere proefdieren, des te meerinvloed zal worden uitgeoefend op de vastheid. Verder zal de duur van verblijf in een ander soort proefdier ookinvloed hebben. Hoe langer verblijf, hoe meer vermindering vanresistentie. Bij de passage door 4 cavia's duurde het verblijf incavia 62 dagen. Hierdoor werd een bijna verdwijnen van vastheidwaargenomen. Na de passage door ratten, waarin het verblijf slechtskort kon zijn (26 dagen), wegens het acute verloop van de surrabij de rat, was minder achteruitgang van vastheid waar te nemen. Mogelijk dat verder van invloed is of het andere proefdier alsdiersoort al of niet verwant is aan datgene, waarin de vaste stamis gevormd. In het geval van mijn proeven was de vaste stam gemaakt inde muis. Rattenpassage had geen geweldig verlies van vastheid tengevolge,de rat staat als diersoort dicht bij de muis. Passage door rund, hond, cavia, gaf een flink verlies van vast-heid. De resistentie was hier bijna verdwenen. Deze diersoortenstaan verder af van de muis

als de rat. Tegen deze beschouwingen zouden spreken de resultaten vanpassage door konijn en door rat, hond, cavia, konijn, die buitenverwachting niet zooveel verlies van de vastheid veroorzaakten. De passages door karbouwen van bij het paard gevormde vastestammen zouden een grooten invloed in de richting van verlies vanvastheid moeten hebben, aangezien de stammen gedurende meer-dere passages en geruimen tijd in een diersoort, absoluut veraf-staand van het paard, verblijven. Alleen in zeer dicht met paarden bezette streken in N.-I. zoudeze overbrenging van paard op paard geruimen tijd kunnen door-gaan en zouden daar dus diverse gevallen van surra met mindersucces kunnen worden genezen. Bij de tegenwoordige organisatie van den B,V.D. in Ned.-lndi??zal een seriepassage in paarden zelden meer plaats vinden. Practischin alle streken moeten de karbouwen de dragers, onderhouders vande surra zijn.



??? Door de karbouwenpassage zou een bij het paard gevormdevaste stam veel gevoeliger worden. Worden vanaf karbouwen recht-streeks dus paarden ge??nfecteerd, dan zouden die gevallen dus metmeer kans op succes te genezen zijn. Inderdaad meen ik meerdere malen te hebben opgemerkt, datvrijwel alle gevallen van surra bij paarden, waarin de afkomst vankarbouwen rechtstreeks moest worden aangenomen (geen anderepaarden in den wijden omtrek) met succes werden behandeld metde gebruikelijke chemotherapeutica naganol-atoxyl, terwijl in paar-denstreken meerdere gevallen van niet-herstel of recidive voorkwa-men. Mogelijk echter kan dit afgezien van het geheele probleemvan vastheid ook wel een gevolg zijn van het bekende feit, dat bijandere infectieziekten ook wordt waargenomen, dat de parasiet vooreen bepaalde diersoort virulenter wordt na een aantal passages doordie diersoort. Onder de Tryp. evansi zouden diverse vari??teiten kunnen voor-komen, de eene meer aangepast aan karbouwen, de andere meeraan paarden, echter zouden de varianten wel in

elkaar kunnenovergaan. In dit verband kan worden genoemd het opmerkelijke feit, datin de residentie Tapanoeli in het Noordelijk gedeelte, den veeartse-nijkundigen ambtskring Balige, veel karbouwensurra voorkomt enslechts heel sporadisch gevallen van surra bij paarden, terwijl inhet Zuiden van deze residentie, den veeartsenijkundigen ambtskringSibolga, veel paardensurra voorkomt, en zich weliswaar onder dekarbouwen trypanosomendragers bevinden, maar zelden onder debuffels sterfte optreedt, door surra veroorzaakt. In ieder geval blijkt wel uit deze proeven dat door diverse in-vloeden vastheid een vermindering kan ondergaan. Ondanks deze invloeden blijkt de geneesmiddelresistentie eenzeer hardnekkige eigenschap te zijn en zal men bij het behandelenvan paarden, maar nog meer van karbouwen, zeer voorzichtig moe-ten te werk gaan. Om zoo weinig mogelijk gevaar te loopen een geneesmiddelvast-heid te verwekken zal men goed doen altijd hooge doses vanchemotherapeutica ineens toe te dienen.



??? d) Menging van een vasten en een normalen stam in de cavia. Verder werd nog als vraag gesteld, wat het eindresultaat zal zijnvan het voortleven van diverse, wat eigenschappen van geneesmid-delresistentie betreft, verschillende, stammen van trypanosomen inkarbouwen. Karbouwen toch zullen als dragers van trypanosomen, dep??ts,zeer varieerende stammen herbergen. Zij zullen herhaaldelijk ge-superinfecteerd worden met trypanosomen, geneesmiddelgevoeligeen resistente willekeurig door elkaar. Tegenover herhaaldelijke in-fecties met normaalgevoelige trypanosomen zal staan een enkeleinfectie met een resistenten trypanosomenstam, zooals we ons thansindenken gevormd bij het paard, maar toch mogelijk ook gevormdbij den buffel of het rund. Wat zal nu het eindresultaat zijn van deze menging van trypano-somenstammen, een overgroei??ng van de vaste trypanosomen over degevoelige of omgekeerd, of een verdunning (wat aantal betreft)van vaste door de vele normaalgevoelige trypanosomen. Volgens O e hl er (1914) krijgen we dat de gevoelige individuen over-groeien in den

stam, ook zelfs wanneer die gevoelige aanvankelijk in deminderheid waren. Ritz (1914) zegt dat bij mengrassen (recidiverassen) van trypanoso-men de oorspronkelijke individuen het kleinste aantal vormen. Volgens R e i c h e n b a c h is wat betreft de weerstand van diverseindividuen van een cultuur tegen giften, het aantal individuen van minimaleresistentie het grootst. In een populatie bestaan slechts zeer weinig indi-viduen van een maximale resistentie. Ook door de proeven van Schnabel wordt dit waarschijnlijk ge-maakt. Door hem werden mengsels van vaste bacteri??n en normale in ver-schillende verhoudingen bij elkaar gebracht en na 24 uur uitgroeien ophun gevoeligheid onderzocht. De resulteerende gevoeligheid werd grooter met de afname van de hoe-veelheid bijgevoegde vaste kiemen. Mogelijk zijn volgens mijn meening de geneesmiddelvaste trypa-nosomen van een biologisch standpunt bezien minderwaardig ge-worden, mogelijk nemen allerlei vitale eigenschappen af bij het toe-nemen der geneesmiddelvastheid.



??? Waar immers wordt aangenomen dat, in een groot gedeelte vande gevallen, geneesmiddelvastheid berust op het vormen van eenmeer ondoordringbare omhullende laag om de trypanosomen, wordtde celademing enz. misschien daardoor minder intensief. Zoo kregen we ook bij het begin der proeven van het maken vanvastheid tegen naganol een slechter aanslaan der infectie, langereincubatietijd. Mogelijk is dat door de zoo juist genoemde theoriete verklaren. Getracht werd na te gaan, wat de resultante zal zijn van hetmengen van vaste en normale trypanosomen in de cavia. Om de omstandigheden van den karbouw na te bootsen werd denormale surrastam, met den naganol-atoxylvasten stam â€žgemengdquot;in caviae. 2 caviae werden ge??nfecteerd eerst met normalensurrastam (uit muizen), 24 dagen erna met vastenstam (ook uit muizen) en 10 dagen daarna het bloed van ?Š?Šnder caviae op muizen overgespoten. In de muizen werd nagegaanwelke graad van atoxylvastheid resulteerde en wel met behulp weervan bepaling van de â€žtijdactiequot; curve aangevende de

toe- ofafname van het aantal trypanosomen na injectie van 400 mg atoxylintraveneus. De resultaten zijn gedeeltelijk neergelegd in curvetabel IX welkegrootendeels voor zichzelf spreekt. Behalve de in de tabel geregistreerde curven werden nog meer-dere gemaakt. Alle muizen in deze serie vertoonden den dag vol-gende op dien van de injectie van 400 mg atoxyl een negatiefbloedsbeeld, de curven liepen alle naar beneden, vielen echter nogniet heelemaal in de z??ne voor den gevoeligen stam. De muizenherstelden definitief, kregen geen recidive. Het eindresultaat van het mengen van een gevoeligen en eenvasten stam in de cavia is dus hier blijkbaar geweest dat de ge-voelige trypanosomen in de meerderheid zijn gebleven en dat delater ge??njiceerde vaste stam niet de overhand heeft kunnen krijgen. Een tweetal andere caviae werden eerst met vastenstam ge??nfecteerd, 10 dagen erna met normalenstam (beide uit muizen ge??soleerd); 17 dagen daarna werd bloedop muizen overgespoten en wederom met behulp van de tijdactiecurve de resulteerende toestand nagegaan.



??? Cufvetabel X moge ook grootendeels voor zichzelf spreken enmet de korte verklaring van de curven worden volstaan. In het algemeen bleek hier de vaste stam, zijnde het eerst in decavia aanwezig, meer zijn invloed te hebben doen gelden dan inde proeven in curvetabel IX aangegeven. De muizen kregen n.1. na 400 mg atoxyl geen negatief bloeds-beeld, herstelden niet, maar stierven 2, 3 tot 4 dagen na de injectie.Enkele van de curven liepen zwak naar boven, andere zwak naarbeneden. Hier werd a.h.w. de toestand geschapen van een evenwicht vantrypanosomen en chemotherapeuticum. Opmerkelijk was dat hoeverder in muizenpassages of we in deze serie kwamen, des te meerde vastheid afnam, de muizen stierven, eerst 2, later 3, later eerst4 dagen na de injectie, de gifgevoelige trypanosomen begonnen dusde vaste te overgroeien. Muizen ge??nfecteerd vanaf cavia 24 dagenna menging met normalen stam, stierven pas na 4 dagen na deinjectie van atoxyl en de curven liepen sterker naar beneden. Dit wijst ook weer op een op den duur gaan overheerschen vande gevoelige

trypanosomen in het mengsel in de cavia. Eindresultaat. Wij krijgen dus bij beide proeven een verdunning a.h.w. van denvasten stam door den gevoeligen, hoewel in de eerstgenoemde proefde normale trypanosomen meer overheerschten dan in de tweede. Hierover zou gezegd kunnen worden, dat mogelijk door het voorafinjiceeren van den gevoeligen stam een zekere immuniteit is ont-staan, die de vaste trypanosomen in hun ontwikkeling hebbentegengewerkt. Hetzij de eerste of de tweede opvatting wordt gehuldigd, zou dusin analogie uit de resultaten van deze proeven kunnen worden afge-leid, dat in een karbouw een enkele vaste trypanosomenstam tus-schen meerdere gevoelige niet veel kans zal hebben te gaan over-heerschen. e) Proeven met de methode van imitatie van de natuurlijke overbrenging. Gedacht werd aan de mogelijkheid van invloed op de genees-



??? middelvastheid uitgeoefend door de natuurlijke overbrengers, deTabaniden. Onder I d zijn reeds de uiteenloopende resultaten vermeld vande onderzoekingen van Duke, Gonder, Reichenow enRegendan z. Shilling en Schreck. Deze hebbenalle op het oog den invloed uitgeoefend op de geneesmiddelvastheiddoor een ander medium, waarin de trypanosomen zich tijdelijkbevinden. Afgezien van den invloed, uitgeoefend door een ander milieu werdnog gedacht aan een anderen factor, die bij de insectenoverbrengingin het spel zou kunnen zijn. Volgens mededeelingen in de meerrecente literatuur vooral ook herhaaldelijk gedaan zou een genees-middelvaste stam niet als een geheel van individuen met preciesdezeWde eigenschappen mogen beschouwd worden. Robertson(1929) ziet bijv. dat verschillende culturen elk gegroeid uit eenâ€?enkele bodo-caudatus, ge??soleerd uit den onbehandelden massastam,verschillende graden van natuurlijke resistentie tegen chemicali??nbezitten. Bij de overbrenging van surra van dier op dier worden door eentabanus slechts enkele exemplaren

van trypanosomen, die in en aanden steeksnuit blijven hangen, overgebracht. De overbrenging iseen zuiver mechanische, de steeksnuit fungeert dus als ent-naald. Een tabanus zuigt bloed op een surra-ziek dier, wordt ver-jaagd en gaat zoo mogelijk direct met zuigen door op een anderdier. Deze snelle overbrenging, dus met zoo kort mogelijk interval,biedt de meeste kansen voor aanslaan van de infectie. Het is in te denken dat een dergelijk kort verblijf van de trypano-somen in het overbrengend insect als vreemd medium weinig invloedop de vastheid zal kunnen uitoefenen. Met ?Š?Šn tabanus die op een ziek dier had gezogen, kon N i e-s c h u 1 z 3â€”4 gezonde dieren achtereenvolgens infecteeren, doormiddel van een onderbreken van het zuigen en een overzetten op-een volgend dier. Aan den steeksnuit van een tabanus blijft eenklein aantal trypanosomen achter, de infectie van het dier geschiedtdan dus door slechts ?Š?Šn of enkele trypanosomen. Voorop gesteldzij dus, dat de overbrenging van surra door insecten plaats vindt.



??? doordat slechts ?Š?Šn of enkele exemplaren van trypanosomen metden steeksnuit worden ge??nt. Verder zij als vaststaand aangeno-men, dat in den geneesmiddelvasten stam tusschen de diverse indi-viduen variaties voorkomen, wat betreft den graad van resistentie.Bij deze natuurlijke overbrenging van de surra door ?Š?Šn of enkeletrypanosomen, zou door selectie benevens een bestaande natuurlijkeneiging van teruggang tot het normale, g?Š?Šn neiging tot vormingvan hoogere geneesmiddelvastheid, het mogelijk zijn dat een ver-mindering of verlies van resistentie sneller zou gaan bij selecteerenvan trypanosomen, dan bij overspuiten van bloed van dier op dier,waarbij dan telkens een geheele populatie van trypanosomen, dusook maximaal vaste worden overge??nt. Robertson (1929) The loss of resistence is greatly accelerated in single cell cultures, (clones) isolated from the resistant strains. Een maximaal artsenijvaste surrastam zal nu als geheel op eenmeer resistente basis staan dan een gevoelige stam, maar zal inzich toch bevatten maximaal vaste en min of meer gevoelige,

ofminimaal vaste trypanosomen, met allerlei overgangen daar tus-schen. Worden nu zooals bij de natuurlijke transmissie willekeurigeen paar trypanosomen geselecteerd, dan is het in te denken, datbij een aantal passages wel eens een keer alleen een paar op degrens van gevoeligheid staande trypanosomen zullen worden gese-lecteerd. De kans hiertoe moet zeer groot zijn, daar in een populatieslechts zeer weinig individuen van maximale resistentie bestaan, watwaarschijnlijk gemaakt wordt door de proeven van Reichen-bach en ook van Schnabel, zooals die reeds (op pag. 65)vermeld werden. Groeit nu uit zoo'n op de grens van gevoeligheid staande trypano-soom een populatie met als gemiddelde resistentie die van de try-panosoom van uitgang, of groeit hieruit een populatie met alsmaximale resistentie die van de trypanosoom van uitgang. Het laatste geval is het meest waarschijnlijk (natuurlijke neigingvan teruggang tot het normale). In het laatste geval zal na enkelepassages door het willekeurig selecteeren van ?Š?Šn of enkele try-panosomen de daaruit gegroeide populatie reeds op een

veel minder



??? resistent niveau komen en zou de geneesmiddelvastheid na eenaantal passages geheel verdwenen kunnen zijn. Getracht moest dus worden uitgaande van den naganol-atoxyl-vasten stam muizen te infecteeren, van die muizen weer nieuwe, enz.,volgens een methode waarbij een zeer klein aantal trypanosomenwordt overgebracht, dus een soort â€žimitatie natuurlijke over-brengingquot;. Aan Krijgsmann gelukte het met ?Š?Šn trypanosoom een muiste infecteeren. Hij gebruikte den micromanipulator van J a n s e enP e t e r f i. Aan een vastgezette recordspuit zat een lange zeerdunne canule, die in het gezichtsveld kon worden gebracht. Drup-peltjes bloed verdund met paardenserum bevatten soms maar ?Š?Šntrypanosoom. De druppel werd met de canule weggezogen en eenmuis intraperitoniaal ge??njiceerd. De door mij toegepaste methoden om de natuurlijke overbren-ging te imiteeren zijn de volgende: De methode door O e h 1 e r gevonden is, dat enkele druppelsbloed van een surraziek proefdier werden vermengd met zooveelphysiologische NaCl-oplossing, beter nog met

normaal bloedserum,(de trypanosomen blijven hierin beter bewegelijk) dat bij het micro-scopisch onderzoek van het mengsel op ?Š?Šn gezichtsveld slechts 2trypanosomen worden gezien (1 druppel bloed op 1 tot 3 cc op-lossing of serum). Een Yi mm tot xy^ mm dunne capillaire buis werd in dit mengselgehouden, dat wordt opgezogen door capillaire werking en daarnahet buisje op een voorwerpglas verdeeld in cm lange stukjes.Onder den microscoop worden nu stukjes capillair uitgezocht, welkehet gewenschte aantal trypanosomen bevatten. Uit de canule vaneen injectiespuit gevuld met een physiologische NaCl-oplossing ofserum wordt een druppeltje gedrukt, wat in aanraking gebrachtwordt met het stukje capillair, zoodat dit door de oppervlaktespan-ning naar binnen wordt getrokken. Met de physiologische NaCl ofserum in de injectiespuit wordt het buisje met trypanosomen uit decanule gespoeld bij de subcutane injectie van het proefdier. O e h 1 e rspuit ook subcutaan in, meestal echter intraveneus in de staartvene. Een andere methode werd gevonden in een artikel van N e u-m a n

n.



??? Hiervoor is een instrument, een laten wij het noemen â€žuitblazef'noodig. Het bestaat uit een glazen buis op afstanden van ongeveer10 cM., aan de einden knievormig gebogen. Het middenstuk wordtin een statief vastgeklemd. Aan het eene einde van de glazen buiskomt een gummislang van 1,20 M. lengte met ballon, aan het andereeinde een 40 cM. lang gummi buisje voorzien van een tot capillairuitgetrokken glazen buisje. Het statief zet men voor den micro-scoop, de gummiballon komt op den vloer. Een voorwerpglas wordt aan den onderkant beplakt met zwartpapier, waarin 10 evengroote ronde gaten gesneden zijn. Op hetvoorwerpglas wordt een spoor vaseline uitgewreven, ten einde mooieronde begrensde droppels van door serum verdund trypanosomen-bloed te verkrijgen. De 1 ?¤ 2 gezichtsvelden groote druppels wor-den voor het gemakkelijk opzoeken op de centra van de door degaten in het papier doorzichtbare plekken gebracht. Een druppeltjemet 2 of 3 trypanosomen wordt uitgezocht, opgezogen in capillair,wat serum nagezogen. De capillair wordt bij het proefdier ingesto-ken

onder de huid, na tevoren met een injectienaald een gang tehebben gemaakt, zoodat het inbrengen-gemakkelijk kan geschieden.Door met den voet een druk uit te oefenen op den gummiballonworden de trypanosomen met serum uitgeblazen onder de huid vanhet te infecteeren dier. Het leegblazen van de capillair met denmond is niet geschikt, daar de aldus uitgeoefende druk niet grootgenoeg is. Door middel van deze â€žblaasmethodequot; van overbrenging vanenkele exemplaren van trypanosomen werd later alleen gewerkt.Vanaf den naganol-atoxyl-vasten stam werd een serie van 5 muizenge??nfecteerd. De incubatietijd van 10 dagen was een bewijs vooreen goed uitgevoerde manipulatie. Geen te groot aantal trypano-somen was dan genomen. Eigenlijk bestaat volgens K r ij g s-m a n n geen incubatietijd, trypanosomen zijn direct aanwezigin het periphere bloed, alleen worden ze practisch bij hetdoorzoeken van een praeparaat niet gevonden, omdat ze in zoo'nklein aantal in het bloed aanwezig zijn. Hoe kleiner aantal begin-trypanosomen voor de infectie wordt gebezigd, hoe langer incubatie.

Van ?Š?Šn dier 5 muizen werden volgens deze methode opnieuw 5



??? muizen ge??nfecteerd enz. Met deze methode van imitatie-natuurlijkeoverbrenging sloeg altijd de infectie bij minstens 1 van de 5 mui-zen aan. De graad van geneesmiddelvastheid bij iedere passage vy^erd na-gegaan door de tijdactiecurve van het verdwijnen der trypanosomenuit de bloedsbaan na intraveneuze injectie van 400 mgr atoxyl,welke ook gebruikt werd bij alle controles aangaande den naganol-atoxylvasten stam. Uit de curvetabel XI blijkt dat direct in de eerste passage imita-tie-natuurlijke overbrenging, interessante verschillen bestaan watbetreft de geneesmiddelresistentie. Curves a^ en a^, muis 1020 en muis 1023 loopen zeer verschil-lend op. a^ valt in de vaste z??ne, a^ loopt slechts flauw op, muis1020 sterft den dag volgende op dien der injectie, muis 1023 sterft3 dagen na de injectie. Blijkbaar zijn dus de trypanosomen bij muis 1020 gegroeid uitmaximaalvaste exemplaren en zijn de trypanosomen van muis 1023gegroeid uit minder vaste individuen. Uit curvetabel XI blijkt verder dat muis 1281 van de 8ste passagevan deze manier van overbrenging na 2 dagen een

negatief bloeds-beeld krijgt, de curve b loopt zeer zwak omhoog in de eerste 6 urenna de intraveneuze injectie. Eigenaardig is dat nu enkele trypanosomen van muis 1281 in devolgende passage een populatie geven welke volgens de curve weerresistenter is, de curve van muis 1316, curve c, loopt steil omhoog,valt in de z??ne van den vasten stam, de muis sterft na 2 dagenondanks injectie atoxyl. Echter komt in de 10de passage muis 1347 voor, welke 3 dagenna de intraveneuze injectie een negatief bloedsbeeld krijgt, na 4dagen toch sterft, de curve valt bijna in de z??ne van den gevoeli-gen stam. Dit sterven is mogelijk verklaarbaar doordat de muis te veelverzwakt is door het gedurende l?¤ngeren â€žincubatietijdquot; aanwezigzijn van een klein aantal van trypanosomen in het bloed. Curve e â€” m. 1374 in de 12de passage valt wederom in devaste z??ne.



??? Zoolang deze serie doorgevoerd is, d.i. tot in de 18de passage,krijgen we steeds zwak oploopende curves, de muizen sterven 2â€”3dagen na de injectie. Dit negatief worden van het bloedbeeld door een intraveneuzeinjectie van 400 mgr atoxyl, kwam bij den naganol-atoxylvastenstam, aangehouden door overspuiten van muis op muis nooit voor. In totaal werden bij een 20-tal muizen van de serie van dezemethode imitatie-natuurlijke overbrenging de curven bepaald.Slechts enkelen hiervan (4 stuks) vallen in de z??ne van den vastenstam. Er komen echter 2 gevallen voor, dat het bloedsbeeld na intra-veneuze injectie van 400 mgr atoxyl, negatief wordt. Hiermee is duswel waarschijnlijk gemaakt dat het verlies van resistentie versneldwordt door selectie van een klein aantal trypanosomen. Verder werd een aftakking gemaakt door de imitatie natuurlijkeoverbrenging vanaf de 3de muizenpassage na rattenpassage van dennaganol-atoxylvasten stam, op het moment dus waar de genees-middelresistentie door de passage door ratten een flink verlies hadondergaan en zich nog niet weer door

aanhouden in muizen hersteldhad (zie m. â€” 1037 in curvetabel V). Uit curvetabel No. XI blijktdat reeds na 4 passages imitatie-natuurlijke overbrenging, muis1181, 3 dagen na de injectie een negatief bloedbeeld krijgt, curve fzwak naar beneden verloopt, na 7 dagen recidiveeren de trypa-nosomen. Deze serie werd daarna niet verder aangehouden. Door de imitatie-natuurlijke overbrenging werd dus vlugger eenverlies van de resistentie bewerkt, wanneer uitgegaan werd op eenmoment dat die resistentie door de rattenpassage al reeds een flinkverlies van vastheid had ondergaan, dan wanneer uitgegaan werdrechtstreeks van den ongedeerden naganol-atoxylvasten stam, wantdaar werd eerst na 8 passages een geval geboekt van het verdwij-nen van trypanosomen door injectie van 400 mgr atoxyl. Een dergelijk geval van vermindering van resistentie werd na4 passages waargenomen. In den stam na rattenpassage in muizenaangehouden, door overspuiting, kwam dat nooit voor, geen enkelemuis kreeg daarin een negatief bloedsbeeld door injectie van 400mgr atoxyl.



??? Proeven met den naganolvasten stam. Ook vanaf den naganolstam (vast tegen 40 mg) werd een seriemuizen ge??nfecteerd met â€ženkele trypanosomenoverbrengingquot;. Een drietal passages werd aldus verricht. Een teruggang, vande naganolvastheid van 40 mg tot 30 mg werd door deze imitatie-natuurlijke overbrenging veroorzaakt, terwijl de naganolstam, dooroverspuiten aangehouden, vast bleef tegen 40 mg naganol. De snellere vermindering van vastheid door selectie van een kleinaantal trypanosomen werd dus als resultaat analoog aan dat bijde tevoren beschreven proeven met den naganol-atoxylvasten stamverkregen. Zou dus bijv. in Indi?? een geneesmiddelvaste surrastam gevormdworden bij een paard, dan zou de natuurlijke overbrenging kunnenbewerken dat na enkele passages van paard op paard de genees-middelresistentie sterk verminderd was. Nooit zou de resistentie ge-heel verdwenen zijn. De natuurlijke overbrenging zooals reeds gezegd, zal dit be-werken door de steeds plaats hebbende selectie van een klein aantaltrypanosomen. Is de eventueel bij

paarden gevormde geneesmiddelvaste stamgepasseerd door den karbouw, wat altijd moet geschieden, dan zalde resistentie daardoor reeds een sterke vermindering ondergaanhebbend, na enkele passages natuurlijke overbrenging nog verderachteruit gaan in resistentie. f) Invloed op den vasten stam uitgeoefend door overbrenging met insecten. Dat de surratrypanosomen bij kleine proefdieren (muizen, caviae)is over te brengen door Tabaniden, en Stomoxys calcitrans is uit deliteratuur voldoende bekend. O.a. Nieschulz, Dieben verkregen positieve resultatenmet overbrengingsproeven. Waar het bij mijn proeven niet zoozeer ging om het overbrengente bestudeeren, dan wel om na te gaan den invloed door de over-brenging uitgeoefend op de vastheid, wordt dit kortheidshalve alleen



??? maar medegedeeld zonder uitvoerige beschrijvingen omtrent tech-niek enz. Over de kwestie of geneesmiddelvastheid van trypanosomen ookblijft bestaan na passage door de overbrengende insecten, is veelgeschreven en vele proeven zijn op dit gebied genomen. In hoofdstuk I werden de diverse proeven en beschouwingen uitde literatuur gegeven. Bij de proeven zijn vele fouten gemaakt ende verkregen resultaten van de diverse onderzoekers zijn met elkaarin strijd. Aansluitend aan de in den winter verrichte imitatie natuurlijkeoverbrenging, werd door mij in den zomer gewerkt aan proevenmet de natuurlijke overbrengers van de surra, de â€žT a b a n i d e nquot;. In de maanden Juli en Augustus werden op enkele warme namid-dagen in de omgeving van Bilthoven, Bunnik enz. enkele Haemato-pota- en Tabanus-soorten gevangen op paarden v.n.1. maar ook welop runderen. Tabanussoorten waren al heel zeldzaam. De Haematopotasoortenvertoonden zich echter, door den niet warmen zomer, ook niet ingrooten getale. Meerdere overbrengingsproeven met Tabaniden werden verricht. Deze

proeven eischen veel geduld en vergen zeer veel tijd vanden onderzoeker. Bij de overbrengingsproeven van surra moet niet met een intervalworden gewerkt, om zooveel mogelijk kansen van aanslaan van deinfectie te krijgen. Door de proeven van N i e s c h u 1 z in Ned.-Indi?? verricht isaangetoond, dat hoe korter het interval van het steken, op een zieken daarna op een gezond dier is, hoe grooter de kans van over-brenging. Na een interval van 24 uur maximaal kon nog een heel enkelemaal surra worden overgebracht. In de natuur zal de meeste kansop een overbrenging van de ziekte bestaan, als een bloedzuigendeTabanide wordt verjaagd en met waren bloeddorst onmiddellijkdaarna op een ander dier steekt en zijn bloedmaaltijd voortzet. Bijproeven op Sumatra in samenwerking met N i e s c h u 1 z gedaan,werden tabaniden tijdens het zuigen aan de vleugels afgenomen, op



??? een ander dier overgezet en ze begonnen onmiddellijk weer metbloedzuigen, dachten niet aan wegvliegen. Deze gegevens werden benut bij onze proeven in het laboratoriummet kleine proefdieren. De surrazieke muis werd aan nekvel enstaart vastgehouden, het insect werd in een glazen buisje op denbuik van de muis gezet. Bij werkelijk hongerig zijn van de Tabanidevolgde dan wel een enkele maal een steken en bloedzuigen, blijk-baar werd de natuurlijke afkeer voor den muizengeur dan over-wonnen. Het is bekend, dat Tabaniden zeer kieskeurig zijn in dekeuze van gastheer, in de natuur worden sommige soorten vrijwelalleen op paarden, andere bijna uitsluitend op runderen, andere weerop karbouwen aangetroffen. Voor het gemakkelijker laten overwinnen van den afkeer voorden muizenreuk, bleek het wel dienstig den buik van de muis meteen watje met wat suikerwater licht te bevochtigen. Tabanidenzuigen zich in 5 a 6 minuten vol, dus werd na 1 minuut zuigen ophet zieke dier de Tabanide afgenomen en op een gezond dier over-gezet. Heel vaak wilde dan de vlieg ook niet

doorgaan met zuigenop het gezonde dier, was te veel verschrikt of anderszins. Na afloopvan het volzuigen werd de vlieg gedood met een aetherwatje enwerd het bloed in het achterlijf aanwezig, onderzocht op trypano-somen om te zien of het insect werkelijk ook bij het zieke dier bloedhad opgenomen. In den steeksnuit werden 2 of 3 trypanosomenaangetroffen. Hoewel veel tijd aan het vangen en aan de overbrengingsproevenmet Tabaniden besteed is, is het niet mogen gelukken positieveresultaten te verkrijgen, bij geen der proefmuizen is de surra-infectieaangeslagen. Na het eindigen van den zomer, toen geen Tabaniden meer inde natuur voorkwamen, (de insecten lang in leven te houden of tekweeken was mij niet gelukt) werden diverse proeven voor over-brenging met Stomoxys calcitrans verricht. Door eengroot aantal proeven te nemen (in totaal werd getracht 20 muizente infecteeren met een totaal van 200 van deze Stomoxysvliegen)konden we met deze insecten een 3-tal positieve overbrengingsproe-ven bewerkstelligen.



??? De incubatietijd bedroeg aldus bij infectie door 5â€”10 vliegen10â€”15 dagen. Deze muizen, vi'aarbij de infectie was aangeslagen waren allege??nfecteerd met trypanosomen van den naganol-atoxylvasten stam.Bij flink positief bloedsbeeld werden de muizen intraveneus ge-injiceerd met 400 mg atoxyl, per K.G. muis uitgedrukt, zooals ge-woonlijk en de tijdactiecurven, aangevende het gedragen van detrypanosomen, werden getraceerd zooals bij alle proeven met dennaganol-atoxylvasten stam te voren beschreven. De curves zijnopgenomen in curvetabel XII. De curven a, b, c, en d aangevende het gedrag van de try-panosomen van resp. muizen 1574, 1680 en 1699 liepen alle zwaknaar beneden. De nummers van deze muizen zijn ook opgenomen in het overzichtvan de proevenindeeling op pag. 60 en 61 waarbij â–?â–? aangeeft hetoverbrengen door stomoxys. Zooals in deze indeeling is aangegeven, is het slechts ?Š?Šnmaalmogen gelukken van deze muizen wederom door Stomoxys surra telaten aanslaan op muizen. De curven geven dus aan den toestand van den stam wat betreftzijn

gedrag tegenover atoxyl na 1 en 2 passages door Stomoxys. Het bloedsbeeld van m. 1574 (curve a) was den dag volgende opdien van de intraveneuze injectie van 400 mg atoxyl, negatief enbleef negatief, de trypanosomen van den vasten stam bleken dusdoor 1 passage door Stomoxys nu gevoelig te zijn geworden voor400 mg atoxyl. M. 1680 werd ge??nfecteerd met trypanosomen die2 maal door Stomoxys gepasseerd waren. Het bloedsbeeld vanm. 1680 (curve b) was eveneens den dag na injectie negatief, detrypanosomen recidiveerden na 10 dagen, dus 400 mg atoxyl wasniet in staat het proefdier blijvend te steriliseeren. Bij m. 1699 (curve c) na I stomoxyspassage waren ook de try-panosomen den dag na de injectie verdwenen uit het peripherebloed, maar traden na 5 dagen wederom daarin op. Als resultaat van deze weinige gelukte overbrengingsproeven kandus worden vermeld dat door 1 of 2 passages door stomoxys van



??? een vasten stam resulteert een stam gevoelig voor of relatief vasttegen 400 mgr atoxyl. De duur van het verblijf in den steeksnuit van het overbrengendinsect is zeer kort. Dat het verblijven van den trypanosomenstamin een ander milieu, een stam verandert, is aangetoond in de proevenvan passage door andere diersoorten dan de muis, onder IIc be-schreven. Waarschijnlijk speelt hier echter de groote rol het overbrengenvan slechts een klein aantal van trypanosomen, dus selectie, zooalsbij de imitatie-natuurlijke overbrenging onder Ile beschreven. Proeven met den naganolvasten stam. Vanaf den naganolstam werd getracht een zestal muizen te infec-teeren met een totaal van 65 Stomoxys calcitrans. Bij geen der6 muizen is de surra-infectie aangeslagen. Tenslotte zij nog medegedeeld dat getracht werd een proefpaardte infecteeren met een 40-tal Stomoxys-exemplaren, die direct tevo-ren op muizen hadden gestoken. Het paard is niet ziek geworden,heeft nooit trypanosomen in het periphere bloed vertoond. SAMENVATTING EN CONCLUSIES. I. Dat de verwekker van de surra

(Trypanosoma evansi) in kleineproefdieren, in casu muizen, een groote vastheid kan verkrijgentegen naganol, is door mijn proeven bewezen. Verder kan de surratrypanosoom in muizen maximaal vastworden tegen atoxyl en een zekere vastheid verkrijgen tegennaganol, als deze middelen gecombineerd simultaan wordentoegediend. II. In Ned.-Indi?? zouden door het toepassen van naganol bij kar-bouwen en runderen en naganol-atoxyl simultaan bij paarden,zooals dat tot heden in de praktijk geschiedt, naganolvaste ennaganol-atoxylvaste stammen kunnen worden gevormd. Gemak-kelijk zou vastheid kunnen ontstaan bij het toedienen van sub-therapeutische doseeringen van geneesmiddelen. In de begin-jaren der surrabestrijding in het groot in Ned.-Indi?? werdenpaarden z.g. prophylactisch behandeld met 1 g. naganol perdier, wat bleek een paard minstens ?Š?Šn maand tegen de infectie



??? te beschermen, dus de dosis was opzichzelf beschouwd hooggenoeg. Dat echter bij het voorafgaande massabloedonderzoekvan natiefpraeparaten van enkele honderden paarden licht eenenkele trypanosoom in het praeparaat over het hoofd kon ge-zien worden of een enkele reeds in het bloed aanwezige toevalligniet in het praeparaat kon worden getroffen, is duidelijk. Der-gelijke paarden krijgen een te geringe dosis en hun trypano-somen worden daardoor vast. Thans is dat gevaar van te kleinedosis bezworen door alle paarden als prophylaxis de curatievedoseering (3,5 g. naganol 3,5 g. atoxyl per paard) toe tedienen. Een ander gevaar vormen natuurlijk altijd de recidive geval-len bij paarden, waarbij de recidive-trypanosomen geneesmid-delvast zijn geworden. Dat in surrastreken in N.-l., waar reeds veel met naganol isgewerkt, de behandeling met geneesmiddelen werkelijk mindersucces heeft dan vroeger, is nog niet klaar aan het licht ge-komen. Wel is opvallend dat op Java, waar meer herhaaldelijk paardenbehandeld zijn, dan op de buitenbezittingen, curatieve behan-deling van paarden

meestal minder succes schijnt te hebbendan op Sumatra, waar ik zag dat diverse zwaardere klinischegevallen nog wel te genezen waren met naganol-atoxyl. Zeer wel mogelijk is ook, dat er nog meer kans bestaat indiverse streken, dat naganolvaste trypanosomen bij runderenen buffels worden gevormd dan bij paarden, aangeziendeze dieren slechts uitsluitend met naganol worden ingespoten,en vaak met te lage z.g. prophylactische doseeringen (3 g. perkarbouw van 750 K.G. lichaamsgewicht). Dit is een te lagedosis opzichzelf beschouwd maar ook te laag om het feit,dat we bij karbouwen met chronisch ziekteverloop (dragerszijn) ook tijdens een trypanosomenvrije periode niet kunnenspreken van â€žprophylactische behandelingquot;. Karbouwen en runderen moeten dan ook altijd met hoogedoseeringen van medicamenten worden behandeld. III. Wat verder zal gebeuren met een vasten trypanosomenstam,



??? als hij eenmaal is ontstaan, werd in de conclusie van de diversehoofdstukken reeds vermeld. Bij de slaapziekte in Afrika blijft waarschijnlijk de Tryp. gam-biense steeds in denzelfden vertebratengastheer, den mensch.In Ned.-Indi?? wordt de surra onderhouden door buffels, dieals passagedieren een grooten invloed kunnen hebben op degeneesmiddelvastheid van bij het paard ontstane vaste stam-men, in den zin van vermindering van de vastheid. In mijn proeven komt uit, dat de bij muizen gevormde vast-heid vermindert door passage door de cavia, de vastheid komtechter in muizen later weer terug. De bij buffels ontstane vastheid zal behouden blijven omdatde trypanosomen daarna ook steeds in buffels voortleven. Bijhet inspuiten van buffels, dienen we dus nog voorzichtigerte werk te gaan, dan bij paarden, omdat zoo'n ?Š?Šnmaal in dekarbouw gevormde vaste stam geen verzwakking door gast-heerwisseling zal ondergaan. IV. Bij menging in caviae van vaste en gevoelige surrastammen(van den muis afkomstig) resulteerde bij mijn proeven alseindtoestand een gevoelige

surrastam, een verdunning van denvasten door den gevoeligen stam. De gifgevoelige trypanosomen zullen aldus door re-infectiewellicht ook in den karbouw de overhand krijgen op de genees-middelvaste. V. Verder zal de overbrenging door vliegen, Tabaniden, Stomoxys,door selectie van een klein aantal van trypanosomen van eengeneesmiddelvasten stam wederom een vrij wat gevoeliger stamterugvormen. Resumeerende zou ik tot de conclusie willen komen dat menbij de surrabestrijding voor het ontstaan van vaste stammen bijpaarden, minder beducht behoeft te zijn dan bij karbouwen eneventueel runderen. Ook voor bij paarden gevormde gifvaste stammen is hetgevaar van voortleven als zoodanig echter niet uitgesloten. Devastheid blijkt ondanks allerlei be??nvloeding een zeer hardnek-kige verkregen eigenschap van de trypanosomen te zijn.



??? VI. Bij controles van de stammen bleek de naganolvaste stam tevenseen maximale atoxylvastheid te bezitten. Naganol en (naganol) atoxylvaste stam bleken tevens vastte zijn tegen diverse andere chemotherapeutica waarvan devoornaamsten zijn tryparsamide en salvarsan. Wel bleken de vaste stammen nog even gevoelig voor anti-moonpraeparaten (tartarus emeticus, antimosan, neoantimo-san-Fuadin) als de normale gevoelige surrastam. Een uitzondering hierop vormt neostibosan, waartegen beidestammen vast bleken. Tot op heden worden karbouwen en runderen behandeld uit-sluitend met naganol, en paarden met naganol-atoxyl simultaan. De resultaten van mijn proeven wijzen op de wenschelijkheidbij paarden behalve naganol-atoxyl ook tartarus emeticus inde combinatie op te nemen en zeker karbouwen en runderen nietuitsluitend met naganol maar met naganol-atoxyl en beter nogtevens met tartarus emeticus gecombineerd simultaan te be-handelen. Tot nu toe behandelde men karbouwen enkel met naganol;bij paarden kwam men er niet met naganol alleen, maar gafatoxyl erbij.

Bij paarden zou slechts een kleine dosis tartarusemeticus moeten worden bijgevoegd (toxische werking). Daar-om alleen al kan niet geheel het atoxyl door antimoon wordenvervangen, beter is het bij naganol een dosis atoxyl te geven ge-combineerd met een kleine dosis antimoon. In plaats van tar-tarus emeticus zouden ook de minder toxisch werkende anti-moon-praeparaten (Antimosan en Neoantimosan = Iniadin)kunnen worden gebruikt, tenzij deze voor de praktijk te kost-baar zullen blijken te zijn. In ieder geval zal, steunende op deresultaten van mijn proeven, Neostibosan niet kunnen wordenaanbevolen. Een combinatie naganol-atoxyl-tartarus emeticus simultaangegeven zal de verkieslijkste methode van behandelen zijn.
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??? STELLINGEN. 1.nbsp;De Kupfersche stercellen in de lever zijn niet als een zelf-standig onveranderlijk celsysteem op te vatten. 2.nbsp;Bij de bestrijding van miltvuur in Ned. Indi??, blijkt dat erverschillende stammen voorkomen, waarbij met de bereidingvan sera en vaccins rekening moet worden gehouden. 3.nbsp;De indeeling van Piroplasmen volgens Reichenow berust oponjuiste gronden. 4.nbsp;In verband met het veelvuldig voorkomen in Indi?? vanleptospirosen bij Inlanders is het gewenscht dat ook de dieren-arts zijn aandacht wijdt aan de verbreiding der leptospiren-infecties bij den hond. 5.nbsp;Het bepalen van de constitutie van een individu is nietmogelijk alleen door chemisch en physisch-chemisch bloed-onderzoek. 6.nbsp;Het toepassen van sacraal anaesthesie bij propalsus uteri isniet in alle gevallen onverdeeld gunstig. 7.nbsp;Voor de z.g, open castratie van het mannelijke groote huisdier,ongeacht de methode, welke daarbij in toepassing wordtgebracht, verdient de locale anaesthesie de voorkeur bovende narcose.
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