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INLEIDING.

Nadat door Krees in 1883 het eerst op den diphtherie
hacillus was gewezen en LowrrrLErR dezen bacil nader
had bestudeerd en zuiver gekweekt, namen, vooral
aangespoorid door de klassieke onderzoekingen van Roux
en YErsIN, talrijke bacteriologen dit onderwerp ter hand.
Men zocht in talrijke gevallen van diphtherie naar den
nieuwen bacillus, kweekte hem op verschillende bodems,
lict hem daarin zijn gif produceeren, experimenteerde
daarmedc en onderzocht den bacil microscopisch. Zoo
kwam men dan ook weldra in het bezit van eene
menigte feiten omtrent de biologische en morphologische
eigenschappen van den diphtheriebacil en is hij aldus
geworden tot een der best bekenden onder de pathogene
microben.

Edoch, toen het er op aankwam in betrekkelijk korten
tijd diphtheriegif van constante sterkte in groote hoeveel-
heid te verkrijgen, zooals men dit noodig heeft voor het
immuniseeren bij de bereiding van het antidiphtherisch
serum, toen ondervonden ook de grondleggers dier
therapie, Bewrina en Roux, dat men het verkrijgen




van het gewenschte vergif lang niet in de hand heeft.
Zoo zeide BrHRING !) nog verleden jaar: ,Das Diphthe-
riegift wird, wie das Tetanusgift, aus Bouillonculturen
gewonnen, Die Culturen miissen jedoch, um eine nennens
werthe Ausbeute an Gift zu gewahren, lange Zeib
wachsen. Wahrend das Maximum der Tetanusgiftan-
sammlung schon in 8 Tagen erreicht ist, dauert es 2 bis
4 Monate, bis man die Diphtherieculturen zum Zweck
der Giftgewinnung verarbeitet.” Iets verder nog: ,Ich
gelbst bin auf einen bloss noch kleinen Rest einer
anfanglich grossen Quantitat vom Normalgift angewiesen,
welchen ich vor 1Y, Jahre durch die verdienstvolle
Mitwirkung des Sanitatsrath O. Borr erhalten habe.

Derselbe fand unter Hunderten von Litern anscheinend
' gleich behandelter Diphtherieculturen nur 5 Liter heraus,
welche dem Normaldiphtheriegiftwerth entsprachen. Seit
dem haben wir uns sehr grosse Mihe gegeben, gleich
wirksame Culturen wieder zu bekommen, aber erst in
neuerer Zeit, nachdem wir die Temperatur, bei welcher
die Diphtherieculturen geziichtet werden, auf 85° herun-
tersetzten, glauben wir Aussicht zu haben dieses Ziel
regelmassig erreichen zu konnen.”

Roux heeft, om constant en in betrekkelijk korten
tijd (ongeveer 1 maand) vrij sterk diphtheriegif te krijgen,
aanbevolen bouilloncultures van den diphthericbacil aan
te leggen in Fernbachsche ballons en arbeidt, sinds hij
antidiphtherisch genees-serum op groote schaal fabriceert,
met een tweetal groote broedkamers, van kostbare

') Beuning. Bekampfung der Infectionskrankheiten. Infection und
Desinfection, Leipzig, G. Tareme 1894, p. 172 en p. 174.
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inrichtingen voorzien, om voortdurend vochtige, steriele
Iucht over de cultures te doen strijken.

Bij een vergelijkende proef, in het pathologisch insti-
tuut alhier genomen, bleek eenzelfde diphtheriebacil ,
gekweekt in denzelfden bouillon en in dezelfde broed-
stoof, bij aanvoer van lucht merkwaardiger wijze een
swakker vergif te produceeren dan zonder dien toevoer.
Dat feit trok zeer de aandacht, en daar nergens eenige
fout viel te ontdekken, moest wel worden aangenomen,
dat de omstandigheden, waaronder de bacil zijn vergif
produceert, nog op verre na niet voldoende zijn hekend.
Bovendien was prof. SPRONCK gebleken, dat volstrekt
niet altijd maanden noodig waren, om diphtheriegif te
verkrijgen; zoo bleken bv. bouilloncultures in gewone
kolven gekweekt, die slechts 17 dagen oud waren, een
filtraat te leveren, waarvan de giftigheid b malen grooter
was dan die van het normaalgif van BEBRING (1894).

Eindelijk was het prof. SPRONCK opgevallen, dat de
aanvankelijk zwak alkalisch reageerende bouilloncultures
geenszins constant na zekeren tijd een zure reactie
aannamen, terwijl alle andere onderzoekers het er over
eens zijn, dat die wijziging van de reactie een karak-
teristiek verschijnsel is, dat de diphtheriebacil b Zijn
groei in bouillon teweegbrengt en sommigen zelfs zoover
zijn gegaan, om het uithblijven van die reactie-wisseling
te beschouwen als een eigenaardigheid, die den pseudo-
diphtheriebacil kenmerkt.

Naar aanleiding van die goed geconstateerde feiten,
geheel in strijd met de ervaringen van zo0 betrouwbare
onderzoekers als BrHriNG en RoUX. stelde prof. SPRONCK
mij voor een onderzoek in te stellen naar de oorzaken
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dier tegenstrijdigheden, en do wisselvalligheid, die
bij de productie van diphtheriegif op groote schaal
zo00 ontzettend storend is, zoo mogelijk aan banden
te leggen.

Dat wij tot zekere hoogte daarin zijn geslaagd, moge
uit de volgende hoofdstukken blijken,




HOOFDSTUK L

Litteratuur Overzicht.

In het jaar 1884 verscheen van de hand van LoErmER 1)
een nitvoerige verhandeling: ,Ueber dic Bedeutung der
Mikroorganismen fur die Entstehung der Diphtheric heim
Menschen, bei der Taube und beim Kalbe.” Hij vond
in vele gevallen de door Kumss ?) in 1883 het eerst
aangegeven Dbacillen en het gelukte hem die zuiver te
kweeken. Met de reincultures deed hij talrijke entingen
en infectie-proeven bij verschillende dicren, die er alle
op wezen, dat de staafjes dezelfde werking uitoefenden
als het diphtherie-contagium bij den mensch. Het afdoende
bewijs daarvan Kkou hij echter nog niet levercn. Hij
kweekte de zuivere cultures op vleeschinfuus-pepton-
gelatine en  ontdekte de voortreffelijkheid van het ook
nu nog algemeen gebruikte vleeschinfuus-pepton-glucose-
serum, welke cultuurbodemn naar hem wordt genoemd.

1y Togeruer.  Mittheiluogen aus dem Kaiser]l. Gesundheitsambte.
B, 10 1884, 8. 421

2y Kepss.  Verhandlangen  des Congresses fir inn. Medicin. M.
Abtheil. Wiesbaden 1883, 8. 139
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In zijn tweede mededceling, Y in het jaar 1887, en
in de mededeelingen der onderzoekers in de cerste jaren
na 1884, nl. Ewyericn, BaBes, Sorensex, »’Esping,
PenzovLpr, vindt men voornamelijk de actiologische be-
teekenis van den bacil en zijn morphologische eigen-
schappen bestudeerd, terwijl voN HorMayN- WELLENHOF 2)
een, geheel met den diphtheriebacil overeenkomende
microbe leerde kennen, die echter avirulent was.

Een zeer belangrijke bijdrage tot de kennis van de
diphtherie en de beteckenis van den KLeBs-LORIFLERSCHEN
bacil als oorzaak dier ziekte, leverden Roux en YERsIy %)
in 1888 door de ontdekking van het diphtheriegif.
Achtereenvolgens in 1888, ’89 en 90 verschencn in de
»Annales de Ilnstitut Pasteur” de resultaten hunner
uitgebreide, nauwkeurige onderzockingen. Wegens de
groote beteekenis, welke die voor mijn onderwerp
hebben, zal ik enkele gedeeclten daaruit citeeren. Zoo
Zeggen zij in hun ecrste meededeeling van 1888 van
den diphtheriebacil: LTl pousse abondamment dans les
milieux liquides; le bouillon de veau légérement alcalin
préparé avec une partie de viande pour deux parties
d’eau nous a surtout servi dans ces recherches. Apros
quelques jours de culture, le bonillon primitivement

") LoerrLER. Ergebnisse weiterer Untersuchungen itber die Diph-
theriebacillen. Centralblatt f. Bacteriologie w. Parasitenkunde. Bd. LI
1887, No. 4.

3 v. Hormany-WeLtexnor.  Untersuchungen  iber den  Kliebs-
Loeftler'schen Bacillus der Diphtheric und seine pathogene Bedeutuny.
Wien, medic. Wochenschr. 3 u. 4. 1888,

%) Roux et Yersiy. Contribution & I'étude de ladiphtdrie. Ann. de
Plnst. Pastenr T. II 1888, No. 12,




alcalin est devenu acide; cette acidité persiste assez

longtemps, puis elle est remplagée par une reaction
alealine sl lair & libre accés dans la culture. Le
développement dans le bouillon se fait sous forme de
petits grumeaux qui se¢ fixent sur la paroi des vases.
A Tabri de Tair, dans la vide, le bacille se cultive
facilement, mains moins énergiquement cependant qu’a
Pair; dans ce cas le bouillon devient également acide et
conserve cette réaction. L’acidité est plus pronongée
dans les cultures faites dans le bouillon glycéring que
dans le Dbouillon simple; dans ce milieu, qui devient
bientdt d’'une acidité exagerée, le bacille perd sa vitalité.
11 en est de méme quand il croit sur le sérum glyce-
riné, qui prend alors une réaction acide, ce qui ne
s'observe pas avec le sérum ordinaire.”’

‘Wanneer zij de bouilloncultures door een Chamberland
filter persten en aldus geheel van microorganismen be-
roofden, verkregen zij ecn filtraat, dat bij injectie in
staat bleek dieren te dooden onder dezelfde verschijn-
sclen, als bij cnting met de reincultuur der bacillen
werd  waargenomen,  Bleven de  dieren  verscheidene
dagen in leven, dan vertoonden ze typische verlam-
mingsverschijnsclen, welke LorrrLErR bevergeefs had ge-
tracht te voorschijn te roepen door injectie of enting
van reincultures,

Zij toonden aan, dat het filtraat van oudere cultures
een veel sterkere toxische werking had, dan dat van
jongere , verder, dat het gif zich vormt, zoowel in cultures
gekweekt zonder toetreding van lucht, als in cultures
aan de lucht, en dat het gif sneller werkt bij intra-

veneuze injectie, dan bij subcutane.

N
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Kouisko en Parntavr ) in Weenen, die, ongeveer
gelijktijdiz met Roux en YersIN, proeven namen met
gefiltreerde reincultures van den diphtherichacil, zagen
geen enkele hunner cavia's bezwijken na injectie van
1 c¢m* filtraat eencr 14 dagen oude bouilloncultuunr. Wel
vertoonden de diercn oedeem met opvolgende necrose
en ulceratie op de plaats van injectie. Intusschon
gelukte het ook dien onderzoekers later zich een zeer
werkzaam gif te verschaffen.

In de tweede mededeeling van Roux cn YrrsIy, 2)
welke in Juni 1889 verscheen, beschrijven zij de resul-
taten hunner verderc proefmemingen met gefiltreerde
bonilloncultures en deelen =zij nadere bijzonderheden
mede omftrent den aard van het diphtheriegif. et
betrekking tot mijn onderwerp is bijzonder belangrijk:
»Les cultures du bacille de la diphthéric n'ont des
propriétés toxiques énergiques que lorsqu’elles sont
devenues alcalines. Tant -que la réaction est acide , il
faut des doses notables de liquide filtré pour produire
un effet sur les animaux. La réaction alcaline du
liquide est duc sans doute & 'oxydation de la maticre
azotée du bouillon, car elle nc se produit pas dans les
cultures faites & l'abri de Tair; de plus dans les culturoes
anciennes, il se forme au bout de plusieurs mois des
cristaux de phosphate ammoniaco-magnésien. Nous no
saurions dire encore si 'ammoniaque est la seule base
qui prenne haissance dans les cultures a Iair.”

) Kowtsko und Pavravr. Zum Wesen des Croups und der Diph-
therie. Wien. Klin. Wochensch, 1889, no. §.
2) Aon. de P'Tnst. Past. n® 6, 1889,
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Zij) vonden, dat het gif in het filtraat vernietigd words
door verhitting boven 60°, dat het niet oploshaar is in
alcohol, dat het meegesleept wordt door verschillende
praccipitaten, dic zich in de vloeistof vormen, zoo van
phosphas caleis, van kleiaarde. Deze eigenschappen in
verband met de sterkc werking van het gif in zeer
kleine doscs, maakten het waarschijnlifk, dat het
diphtheriegif nadert tot de fermenten. Onder deze vindt
men er ook, zooals het pancreasferment, die onwerk-
zaam zijn in een zure vloeistof. Roux en Yersiy
gingen verder na, of de toevoeging van zuren aan een
sterk giftig, alkalisch filtraat, de schadelijke werking
daarvan ook verminderde. Dit bleek inderdaad het
geval tc zijn. Was, de reactie door tocvoeging van
acidum lacticum of acidum tartaricum duidelijk zaur
gemaakt, dan was 1 em?® van die vlocistof niet meer
in staat cavia’s bij subcutanc injectie te dooden, die nu
slechts een licht oedeem vertoonden en weldra geheel
hersteld waren, terwijl een controlecavia, na injoctie
van 0,5 cm?® van het alkalische filtraat, snel succom-
beerde.  Neutraliseert men de zuur gemaakte vloeistof,
dan herkrijgt zc weder een groot gedeelte harer vroegere
werkzaamheid. Hoe langer het contact met het zuur
geduurd heoft, des te meer blijkt ze echter van haar
giftigheid verloren te hebben. Zelfs zeer geringe hoeveel-
heden zaur hebben een merkbaren invleed op de werk-
zaamheid van het gif.

Acidum phenicum, acidum boricum, biboras sodae bij
het toxisch filtraut gevoegd, vertragen de werking
daarvan, zonder evenwel den dood der proefdieren te
verhinderen.
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Volgens de onderzoekingen van Roux en YERSIN zou
derhalve de alkalische bouillon, waarin diphtheriebacillen
gekweekt worden, regelmatig ecn zure reactie aannemen,
om na eenigen tijd weer alkalisch te worden, terwijl deze
reactieverandering in hooge mate van invloed is op de
toxiciteit van het filtraat.

Uit de door hen ontdekte feiten, dat het filtraat
van een diphtheriebouillon haast onwerkzaam is zoolang
de bouillon nog zuur reageert, terwijl de giftigheid pas
voor den dag komt na verloop van eenigen tijd, wanncer
de bacterién hebben opgehouden zich te vermenigvuldigen
en de alkalische reactie is ingetreden, en dat dc giftigheid
stijgt evenredig aan den dJduur van die rcactie, leidt
(AMALETA 1) eene hypothese af, volgens welke het gif
zou besloten zijn in de lichamen der bacterién en daaruit
slechts langzaam door het alkalische vocht zoude uitge-
loogd worden.

ZARNIKO %) vermeldt, dat zijn zwak alkalisch gemaakte
bouillon, (die hij aldus samcnstelde: op 100 vlceschin-
fuus, 1,0 pepton, 1,0 dextrose, 0,5 keukenzout) meestal
reeds in den loop van den tweeden dag zuur werd.

Bovendien bemerkte hij, dat na koken van een zoo-
danigen zuren bouillon de reactic onveranderd blijft; ze
wordt dus niet door koolzuur veroorzaakt, ten minste
niet alleen daardoor.

1) GaMareia. Les poisons bactériens. Paris. Ruurr et Cie 1892,
Bibliothique médicale publide sous la direction de Charcot et Debove.
2) Zamntko.  Beitrag zur Kenntnis des Diphtheriebacillus. Inaug.-
dissert. Kiel 1889 en Centralblatt fir Bacteriol. u. Parasitenkunde.
Bd. VI 1889. No. 6 -8,
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Omtrent den groei in zijn bouillon zegt hij: na 18 uren
bemerkt men reeds witte klompjes, die gedeeltelijk op
den bodem liggen, gedeeltelijk aan den wand van het
glas kleven. Met den microscoop ziet men, dat deze
klompjes kolonién zijn, in welke de bacterién door een
zich intensief kleurcnde massa, worden samengehouden.
De verbinding is vrij vast, allecn door voortgezet, sterk
schudden is een voorbijgaande troebelheid van den houillon
door verbrokkeling der klompjes te verkrijgen. Spontaan
zou de bouillon gewoonlijk-nooit troebel worden. Allecn
bij zcer weligen groei zou een kortdurcnde, spontane
troebelheid kunnen ontstaan, maar altijd zinken de cellen
toch weldra weder op den bodem en laten een volkomen
heldere vloeistof boven zich. Nvenals Rotx en YERSIN
vond hij den groei bij zuurstofafsluiting iets verminderd.

Ook heeft hij den grooten invloed van de reactie van
den voedingsbodem op den groei waargenomen. Op
alkalische aardappelon groeit de bacil veel heter dan op
zure; evenzoo is dit onderscheid zeer sterk bij gelatine.

Die bevindingen omtrent den groei vermeld ik, omdat
ik meen door mijne procfnemingen ze nader te kunnen
verklaren.

D’EspiNe en pE Marionac ) deelen mede, dat de bacil
welig groeit in bouillon, sumengesteld volgens de formule
van LowrPLER (500 grm. versch rundvleesch gedurende
24 uur gemacereerd in 1 L. water, daarna er aan
toegevoegd 10 grm. droge pepton, 5 grm. keukenzout en

N D’Eseing et de MarToNac.  Recherches expérimentales sur le
bacille diphthérique. Révue médicale de Ja Suisse Romande 1890,
No. 1 et 2.
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7 &4 8 grm. glucose, vervolgens alkalisch gemaakt).
24 uren na de uitzaaiing is de bouillon reeds licht
zour, wanneer de hoeveelheid nict grooter is dan 5 tot
6 ecm?, na 2 dagen echter is de aciditeit altijd duidelijk.
Den groei in bouillon beschrijven ze juist als Zarsixo.

Het eerst toonden ook die schrijvers de mogelijkheid
aan, om den bacil te kweeken in urine van den mensch.
Dat gelukte hun zoowecl in urine, die de gewone normale
zure reactie had, als in urine, die vooraf was geneutra-
liseerd. Of deze laatste urine onder invloed van den
bacil ook zuur werd, geven zij echter niet aan.

Bij zuurstofafsluiting vonden zij voldoenden groei,
maar alleen in cultures in vleeibare media. Op een
vasten cultuurbodem kwam niets op; maar lieten ze na
3, 6 of zelfs 28 dagen de lucht in de serumbuisjes toe-
treden, dan begon de cultuur zich nog tc ontwikkelen
Zij nemen aan, dat onder deze omstandigheden het virus
niet afsterft , maar latent blijft, omdat zij meestal zagen.
dat de kolonies bij toetreding der lucht weer opschaoten.

Wanneer zij reeds flink opgekomen cultures op
LowrrLerscorr serum, gedarende 8—10 dagen onder de
klok van Buomngr plaatsten, constateerden zij een sterke
verzwakking der virulentie, waarschijnlijk het gevolx
van het afsterven van een groot gedeclte der bacillen.
Deze virulentieafname was echter niet duurzaam. na
enkele dagen aan de lucht gestaan te hebben, waren
de cultures weer even virulent als vroeger.

Dr. van DEN Brivk, 1) wiens onderzoekingen in het

BN 1. A, vax pEN Brixk. Bijdrage tot de kennis van de werking
van het diplhtherieferment. Proefschrift. Utrecht 1890.
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pathologisch laboratorium alhier verricht, in 1890 ver-
schenen, kon de resultaten van Roux cn  YERSIN
omtrent reacticverandering der diphtherie-bouilloncultures
en omtbrent den invloed der rveactie op de giftigheid
geheel bevestigen.

Een hoogst gewichtige studie, vooral voor de kennis
van het diphtheriegif, leverde in 1892 GuixocHrT ).
Zooals reeds door p'LEspiNE en de Marianac was gedaan,
kweekte hij den bacil in urine, maar hij nam daarvoor
volkomen eiwitvrije urine, ten minste een zoodanige,
waarin  alle gewone eiwitreacties negatief uitvielen.
Hij toonde aan, dat ook in dergelijke urine diphthericegif
geproduceerd werd. En wat vooral van gewicht is, hij
vond dat, evenals bij bouillon, de urine, dic ecerst alka-
lisch was, zuur werd en later weer alkalisch, en dat ze
alleen dan  toxisch was, wannecr ze voor de twcede
maal alkalisch recageerde. Hij gebruikte voor deze
proeven de urines van vicr normale personen.

In het uitgehreide werk van EscrHErRIOH ?) over aetio-
logie en pathogenese der diphtheric zegt deze, door zijn
studies over diphtherie algemeen bekende onderzocker,
dat hij de zure reactie in zijn bouilloncoltures dikwijls
reeds na 30 uur zag ontstaan, maar meestal was ze den
derden dag dJuidelijk aan te toonen en nam in de
volgende dagen nog in intensiteit toe. De omslag in dei
alkalische reactie ftrad bij hem op =zijn vrocgst op:

1) Gomxocaer.  Contribution i Pétude de la toxine du bacille de la
diphtérie.  Archiv. de médéeine éxperim. et d’anat. patholog. T. V.
1892, . 487.

%) Fscurricu.,  Aetiologie und DPathogenese der epidemischen Diph-
therie. T. Der Diphtheriebacillus A. Hirver. Wien. 1894
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7 weken na de enting; in het grootste getal der in die
richting onderzochte cultures echter pas in de 8de of
4% maand. De alkalische reactie bleef dus bij hem veel
langer uit dan bij Roux en YErsN, want, hoewcl deze
laatsten niet direct aangeven, wanneer bij hen de
omkeer der reactie plaats grecp, valt toch uit hunne
opgaven af te leiden, zooals sCHERICH opmerkt, dat hun
bouillon na 23-—42 dagen weer alkalisch was gewordel.

De omkeer bleef ook bij EscurricH uit, wanneer de
bouilloncultuur van de lucht was afgesloten. Ze trad
veel sneller in (reeds op den 5%" dag), wanneer lucht
werd doorgeleid, zooals dit door middel van de door
FerNpacH aangegeven ballons mogelifk is. Was er
glycerine in den bouillon, dan blect de omslag in de
alkalische rcactie ook uit.

Hij gebruikte bouillon bestaande uit: vleeschinfuus
met pepton 1°,, keukenzout 0,5°%, en met of zonder
druivensuiker, want, zegt hij, druivensuiker wordt doar
den bacil niet in merkbare -mate omgezet en heeft, aan
den voedingsbodem toegevoegd, geen invloed op den groei.

Den groei in bouillon beschrijft hij als ZarNixo, maar
merkt op, dat niet alleen de soort van bouillon, maar
ook de hoedanighcid en de reactic van den voedings-
bodem en het vegetatievermogen van de cultuur daarop
wel van invloed zijn.

TsIrLINSKY ') uit zich over groei en reactieverandering
van diphtherie-bouilloncultures aldus: ,La culturc sur

1y Mue P, Tsikrinsky. Lo diphthérie. Eraf actuel de nos connais-
swces bactcriologiques. Revie générale des sciences pnres et appliqudes.

No. 23, 1894,
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bouillon offrc un aspect spécifique: le liguide reste
clair, tandis qu'a la surface apparait un voile qui se
colle aux parois: ce voile est formé de bacilles diphté-
riques enchevétrés. Si l'on abandonne la culture a
clle-méme, le milieu devient acide au bout de 15 jours
a peu prés; apres quoi il redevient alcalin.”

Kuerraxow, 1) die in het vorige jaar in het laborato-
rinm van LorrrLEr een onderzoek verrichtte over immu-
niteit Dbij diphtheric, ondervond ook de moeielijkheid
verbonden aan het bereiden van een diphtheriegif van
constante sterkte, dat hij noodig had, om de immuni-
seerende kracht van bloedserum te bepalen.

Hij onderzocht de giftigheid van cultures in pepton-
bouillon (aldus samengesteld: bouillon 100, pepton 1.0,
keukenzout 0,5, met carbon. natric. zwak alkalisch
gemaakt) 2, 4 cn 6 maanden na de enting. Het filtraat
van de 2 maanden oude cultuur doodde, in een hoeveel-
heid van 1 em?® bij een cavia van 180 grm. ingespoten,
dit dier niet. Er ontstond alleen licht oedecm op de
plaats van injectie cn later necrose.

IIet filtraat van de 4 maanden oude cultuur was nog
zwakker en dat van 6 maanden zelfs z66 zwak, dat het
in de hoeveelheid van 5 ¢m? niet in staat was een cavia
te dooden. Hij kon dus op deze manier gecn gif
verkrijgen, dat sterk genoeg was voor zijn doel.

Ongeveer even ontmoedigende resultaten, wat gifpro-
ductie aangaat, verkreeg hij door filtratie van 6 en 8

1) J. Kurrianow. Experimentelle Beitrage zur Frage der Immunitit
bei Diphtherie. Centralblatt f Bacteriol. w. Parasitenk. 1894. Bd. XV1.
No. 10/11.
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weken oude cultures in bloedserum, naar een door hem
aangegeven methode.

Op voorstel van LOEFFLER Nam hij daarom de volgende
proeven. Hij maakte pepton-bouillon vrij sterk alkalisch
met kaliloog, voegde nu aan gelijke gedeelten van dezen
bouillon normaal zoutzuur toe in de hoeveelheden van
10, 20, 30, en 40 cm® pro liter, terwijl hij bij één ge-
deelte niets deed. Op deze wijze verkreeg hij dus 5
verschillende bouillons. De bouillon, waaraan geen zout-
saur was toegevoogd, reagecrde vrij sterk alkalisch . die
waaraan 109, was toegevoegd, neutraal, de overige meer
of minder zuur voor lakmoespapier. Al deze proeven
werden met dezelfde diphtheriebacillen geént. Ze tierden
het best in die met 10 %,, zoutzuur, voldeoende in die
met 20 °,, zoutzuur en in die zonder zoutzuur, terwijl
die met 30°%,, en 40Y,, slechts zeer zwakken groei
vertoonden. et filtraat van de cultuur in bounillon met
10 Y/,, zoutzuur had na 2 weken zoo0 sterke toxiciteit,
dat 0,16 de dosis letalis minima pro kilo cavia vormde.
Het filtraat der 8 weken oude bouilloneultuur met 20 °f,
zoutzuur had slechbs een zeer geringe toxiciteit. Daar-
entegen was het filtraat der 3 weken oude cultuur,
waaraan geen zoutzuur was toegevoegd , zoo sterk giftig

dat 0,01 cm?® een cavia van 500 grm. in 2-3 dagen

doodde, dus minstens 8 malen sterker dan het filtraat
van den bouillon met 109, zoutzuur; het wus bijnu
aven sterk als een 2 dagen oude levende cultuur.

De prooven met 30 °, zoutzunr werden niet op hare
gifproductie onderzocht.

Merkwaardig is het feit, dat de sterkste gifproductic

nict had plaats gegrepcn in den bouillon, waarin de
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sterkste groei was. De schrijver zegt dan ook: ,Nach
den vorstchenden Versuchen hat es den Anschein, als
ob, abgesehen von der Virulenz der Kultur, der Grad
der Alkalescenz der Bouillon das ausschlaggebende
Moment bei der Giftbildung sei.””

Toen hij voor een latere proef weer een sterkwerkend
gif' noodig had, nam hij dus een, nauwkeurig als de
bovenbeschreven vervaardigden, peptonbouillon, dien hij
evenzoo met kaliloog alkalisch maakte, maar tegen alle
verwachting verkreeg hij toen een veel zwakker gif.
Hij had het dus nog lang miet in de hand. Intusschen
leverde hem een, met carbonas natricus zwak gealkali-
secide, peptonbouillon, weer cen zeer werkzaam gif.

Verdere studies over gifproductie in bouillon, schijnt
Kvupriaxow, daar het met zijn onderzoek niet in direct
verband stond, niet gemaakt te hebben.

Als cen doorslaand bewijs van de onbekendheid,
waarin men verkecrt omtrent de voorwaarden, onder
welke de bacil zijn gif produceert en men het kan ver-
krijgen, en het, uit die onbekendhceid voortspuitende, sterk
uiteenloopen van de meeningen der onderzoekers, wil ik
hier de opvatting van ScHEURLEN weergeven, zooals hij die
onlangs heeft bekend gemaakt in een referaat van zijno
hand in het Centralblatt fir die medicinischen Wissen-
schaften %). Hij zegt daar: ,Die Darstellung des Diph-
thericgiftes, das zur moglichst starken Schutzimpfung

1) ScururLEN. Centralblatt f. die med. Wissenschaften. 1895, No. 5.
blz. 78. Ref.: Sur la sérumthérapie au nom d’une Commission Com-
posée de M. M. BereEroN, Caprr pE Gassicourr, PRoUsT et Stravuss
rapportenr. Bullet. de I'acad. de med. Paris. 1894. No 42 en Le
Progrés mcédie. 1894, No. 42
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gebraucht wird, geschieht auf die Weise, dass man
eine 24 stindige Diphtherie-kolonie in einen Kolben mit
alkalischer Peptonbouillon bringt, und dann die Koiben
in den Brutofen stellt; dieselben sind seitlich mit einem
(lasrohr versehen, das eine dauernde Luftcirculation
ermdglicht. (Diese seitliche Réhre ist nicht ndthig; die
Luftcirculation hat auf die Giftbildung keinen Einfluss;
es ist nmur ndthiyg, die Kolben so lange im Brutofen zu
lassen, bis die Reaction deutlich und dauernd suuer
geworden ist, was in 3—6 Wochen geschehen ist. Ref)
I, g dieses Giftes totet ‘ein 500 g. schweres Meer-
schweinchen in 24 Stunden.”

Volgens ScHEURLEN is dus juist een zure reactic van
de vloeistof noodig, om een hoogen graad van giftigheid
te verkrijgen.

Eindelijk rtest mij nog te vermelden, wat in de
verschillende hand- en leerboeken der bactericlogie, die
ik heb kunnen raadplegen, over dic questie gezegd
wordb. Men vindt zc in het geheel niet aangeroerd,
zooals bij GUNTHER, ') 'RAENKEL en PrEmrrER, %) of wel,
men spreekt alleen met enkele woorden van de door
Roux en Ymrsiy ontdekte reactieverandering als van
een constant optredend verschijnsel bij diphtherie-
bouilloncultures, zoo: Hewi, % CoryiL et Bames, %)

1 O. Giivrger. Binfihrung in das Studinm der DBakteriologie.
Leipzig. G. Toreme, 1891

2y C. FravkeL und R. PFEIFFER. Mikrophotographischer Atlas der
Bakterienkunde. Berlin. A. Hirscuwarp, 1892.

3y L. Heoa. Lehrbuch der bakteriologischen Untersuchnung und
Diagnostik. Stuttgart. 1. Exkg, 1894

4) Comrnin et Bapes. Les bactéries. Paris. F. Arcan. 1890, Ed. 3e.
T. IL
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Macg, ) Wurrz. ?) De groei in bouillon wordt ook beschre-
ven als een troebelheid, die echter weldra overgaat in de
vorming van een kruimelig praecipitaat op den bodem,
terwijl de bovenstaande vloeistof helder wordt en blijft.
Hem schrijft dit laatste toe aan het ontbreken der
cigen beweging van den diphtheriebacil.

Ziedaar alles wat ik, met Dbetrekking tot de gifpro-
ductie in diphtherie-bouilloncultures, uic de uitgebreide
litteratunr over de bacteriologie der diphtheric heb
kunnen verzamelen.

Alle onderzoekers zijn dus overtuigd van de reactie-
verandering van diphtherie-bouilloncultures en van den
orooten invloed van de reactie van het filtraat op zijn
giftige werking.

Bij de fabricatie van antidiphtherisch genees-serum,
gelifk die te Hochst, Berliijn en andere plaatsen op
oroote schaal geschiedt, schijnen verschillende methoden
gebruikt te worden. Naderc bijzonderheden daaromtrent
ziin mij evenwel niet bekend. Te oordeclen naar de
maximale sterkte van het antidiphtherisch serum, dat
de fabrieken van MuterErR Lucius en SCHERING in den
handel brengen, ondervindt men daar bij de gifproductie
blijkbaar nog moeielijkheden,

Tndien althans daar constant sterk vergil werd ver-
kregen zou de maximumsterkte stellig reeds meer dan
200 ecnheden Briring-EBrLICH bedragen,

1) Mack. 'Iraité pratique de bactériologie. Paris. BAILLTERE et
Frus. 1892, Ed. 2e.
2y Worts  Préeis de bactriologie clinique. Paris. G. Masson. 1895.




HOOFDSTUK 1T

Proeven over de reactieverandering van diph-
therie-bouilloncultures.

Zooals reeds in de inleiding is vermeld, had prof.
SProNCK in strijd met alle, in het vorige hoofdstuk
genoemde onderzoekers, waargenomen, dat zijne aanvan-
kelijk zwak alkalische bouilloncultures lang niet constant
na eenigen tijd een zure reactie hadden aangenomen.
Het was dus voor mij in de eerste plaats aangewezen
de reactie van eenige bouillons, waarin diphtheriebacillen
werden gekweekt, nauwkeurig na te gaan. Tk nam
daartoe een drietal in het laboratorium aanwezige bouil-
lons, allen uit kalfvlecsch vervaardigd volgens hetzelfde
hier gebruikelijke procédé, maar op verschillende tijden,

Ze bestonden uit kalfsvleeschinfuus van 1 deel vleesch
op 2 deelen water, waaraan was toegevoegd 1°/
pepton Witte en 0,56°/, keukenzout, terwijl de reactic
zwak alkalisch was gemaakt met carbonas natricus.

De reactiebepaling geschieddc in alle volgende proeven
door met een vooraf gegloeide platinanaald cen drupje
viloeistof uit het buisje te nemen en dat te brengen op
een laklnoéspapiernje. Zoodoende kon men hetzelfde
buisje herhaalde malen onderzocken zonder dat daardoor
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ooit verontreiniging der cultuur is voorgekomen. Was
de wattenprop reeds meerdere malen afgenomen, om de
reactie te bepalen, en constatecrde men daarna plotseling
een verandering van de reactie, dan werd regelmatig
uitgezaaid, om de reinheid van de cultuur met zckerheid
vast te stellen.

In alle volgende proeven werden de cultures gekweekt
bij 85°—36° C. Ik bezigde drie exemplaren van diph-
theriebacillen, die in het laboratorium aanwezig waren
en waarmede men bjj cavia’s proeven had verricht, om
na te gaan, of zij geschikt waren voor gifproductie.
Daarbij was gebleken, dat 0,1 cm?® van een 24-uren
oude bouilloncultuur, onder de huid gespoten, cavia’'s
van 200—300 grm. binnen circa 24 uren doodde.

Het zij hier nog vermeld, dat het filtraat van de 17
dagen oude cultuur, waarover in de inleiding is
gesproken, en dat een giftigheid bezat 5 malen sterker
dan het normaalgif van Bemriva (1894), duidelijk alka-
lisch reageerde. Indien cr dus een zure reactie had
bestaan, was deze relatief van korten duur geweest,
want de onderzoekers, dic cen bepaalden tijd aangeven
na verloop van wcelken bij hen de zure reactie weder
verdwecn, met name Roux en YERSIN eén EscHERICH,
konden gecn van allen na een zoo korten tijd den
omslag in de alkalische reactie constateeren. Bij later
onderzoek echter van denzelfden bouillon bleek, dat er
feitclijk in het geheel geen zure reactie volgde, wanneer
diphtheriebacillen, uit pseudo-membranen van verschil-
lende diphtherielijders gefsoleerd , daarin waren uitgezaaid.

Ik zal nu in de volgende proeven de resultaten ver-
melden, die ik verkreeg bij nauwkeurige bepaling der
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reactie in het drietal kalfsvleeseh-bouﬂlons, die in het
laboratorium aanwezig waren.

Proef I.

Eene serie buisjes, die elk 10 ems® van een dier
bouillons bevatten, werden na zorgvuldige sterilisatie en
controle op hun sterﬂiteit, geént met denzelfden bacil,
waarmede de bovengenoemde hooge giftproductic ver-
kregen wasg (in het laboratorium geclassificeerd  als
diphtheriebacil 1o, 10, Om de 2 4 3 uur werd de
reactie bepaald. Na 7 qur was deze amphoteer, na
20 uur duidelijk zuur, dit bleef zoo gedurende bijna
3 dagen,. toen werd ze weer zwak zuur, amphoteer;
om den 4% (ag na de enting weer duidelijk alkalisch
te worden. Gedurende de volgende 21 dagen bleef de
reactie, dagelijks Opgenomen, dezelfde, werd eer nog
sterker alkalisch.

10 uren na de enting was de bouillon reeds licht,
troebel en werd dit gaandeweg al meer: toen echter de
zure reactie optrad, scheen de groel niet voort te gaan,
langzamerhand zonken de bacterién op den bodem,
vormden daar een korrelig praecipitaat en de boven-
staande vioeistof werd weer helder. Dit duurde totdat
de reactie alkalisch werd, waarbij in korten tijd de
geheele vioeistof intensief troebel werd, Zij bleef dit nu
gedurende verscheidene dagen; langzamerhand klaarde
z& van boven af aan weer op, terwijl zich een volu-

mineus, vlokkig praecipitaat op den bodem verzamelde.

Op deze wijze van groei, die ik, in overeenkomstige
bouillons, bij al mijne proeven heb waargenomen, wensch
ik later nog terug te komen,
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Proef IT.

Een cultuur van diphtheriehacil 101, in een andere
voorhanden kalfsvleeschbouﬂlon, die, evenals de vorige,
gemaakt wag volgens het hier gebruikelijke procédé,
dat ik heb beschreven, werd gedurende 21 dagen evenals
de vorige Op hare reactie onderzocht., Tot mijne ver-
rassing werd deze echier heelemaal niet zuur, de alka-
lische reactic bleef steeds duidelijk, nam zelfs in de
laatste dagen eenigszins in intensiteit toe. De groei in
dezen bouillon was een voldoende. Reeds na, 9 uur was
de bouillon Licht troebel en den volgenden dag intengief;
dit  bleef aldus gedurende ongeveer 12 dagen, toen
Klaarde hij langzamerhand Op en na 3 weken was er
een sterk, vlokkig Praecipitaat op den bodem, dat door
licht schudden van het buigje opdwartelde en de vioei.
stof troebel maakte.

Het alkalisch blijven van dien bouillon was geenszing

ecn  gevolg van verontreiniging met andere bacterién.
Controle-uitza,aﬁngen lieten omtrent de zuiverheid der
cultuur geen twijfel over.
- Daar alle onderzoekers als een kenmerkende eigen-
schap van den bacil beschrijven, dat hij de bouillon-
Cultures na eenigen tijd zuur doet worden, had ik hier
dus een geheel afwijkend resultaat verkregen, dat tot
verder onderzoek aanspoorde.

Proef II7.

Ik bepaalde weder de reactie van een cultuur van
denzelfden bacil 101 in een derden kalfsviecschbonillon,
Deze cultuur was den volgenden dag duidelijk zuur,
bleef dit gedurende 11 dagen en werd toen weer alka-
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lisch. De groei kwam geheel overeen met den in den

~ eersten bouillon beschrevenen : zoolang de reactie zuur

bleef, was er een korrelig praccipitaat op den bodem
met een heldere, bovenstaande vioeistof ; zoodra de alka-
lische reactie intrad, werd deze weer troebel.

Daar nu de nadeelige invloed van het zuur op de
giftigheid van het filtraat bekend is en een sterke gift-
productie was geconstateerd in een cultuur, die steeds
alkalisch bleef, lag het voor de hand de sterke giftige
werking met het ontbreken der zure reactie in verband
te brengen. Het was dus aangewezen te trachten de
oorzaak te vindén van die gewoonlijk  voorkomende
reactievefandering; aldus zou men de afwijkende resul-
taten bij mijn proeven verkregen kunnen verklaren
en zou men in staat zijn willekeurig bouillons te ver-
vaardigen, die steeds alkalisch bleven of zuur werden.
In dergelijke verschillende bouillonsoorten zou men dan
de gifproductic kunnen bestudeeren.

Alle in de vorige proeven onderzochte cultures waren
met denzelfden bacil geént, ze hadden onder zooveel
mogelijk identische omstandigheden verkeerd, wat tem-
peratuur, vorm en vulling der buisjes aangaat. Men
moest dus wel in de eerste plaats in de samenstelling
van den bouillon de oorzaak zoeken van het al of niet
optreden der zure reactie. Hoewel nu altijd nauwkeurig
dezelfde methode gevolgd werd bjj de vervaardiging van
dien voedingsbodem, is toch de samenstelling der daarhij
gebruikte ingredidnten, speciaal van het vleesch, te
wisselend, om bouillons met een constant gehalte aan
verschillende stoffen te doen verkrijgen.

Op deze inconstante samenstelling van den bouillon is
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dan ook inderdaad reeds meermalen gewezen, echter
juist niet direct met het oog op diphtheriecultures.

Door de onderzoekingen van PrTruscmky ) vooral had
men verschillende bacterién leeren kennen, die door hem
in lakmoesmelk gekweekt, duidelijk zuur produceerden
en andere, dic daarentegen alkali vormden. Onder de
zuurvormers behoorden o. a. bacillus typhi abdom, bacillus
preumonicus Friedlander, baeillus coli communis , bacillus .
prodigiosus.

Voxn SoMMarvuca %) verrichtte in 1892 een dergelijk
onderzoek; hij verkreeg echter bij dezelfde microben
resultaten, die soms lijnrecht stonden tegenover die
van PrETRUSCHRY.

Zo0 waren bac. typhi abdom, bac. pneumonicus Fried-
lander, bac. coli communis, bij hem alkalivormers.

Vor SouMaRUGA gebruikte voor deze proeven houillon
gemaakt uit 1 kilo vleesch pro liter met 1 °l, pepton en

5°/, keukenzout. Juist aan dit verschil in samenstelling
van zijn voedingsbodem met dien van PrrrUsCHKY
schrijft hij de sterk afwijkende resultaten toc. Hij wijst
er vooral op, dat in den voedingsbodem van dezen laatsten
melksuiker voorkomt en zegt: ,So gut es nun bekannt
ist, dass manche Bacterien eine Zuckerart oder minde-
stens das bis zu einem gewissen Grade sich dhnlich ver-
haltende Glycerin zu ihrer Ernithrung geradezu bediirfen,

') PerruscakyY. Bakterio-chemische Untersuchungen. Centralblatt. f.
Bakteriol. u. Parasitenk. 1889. Bd. VL. S. 625 u. 657. 1890. Bd VIL.
8.1 u 49.

?) VoN Sommarvea. Ueber Stoftwechselproducte von Mikroorga-
nismen. I Mittheil. Zeitschrift f. Hygiene u. Infectionskrankheiten. 1892.
Bd. XIL 8. 273.
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50 ist es nicht zu bezweifeln, dass andere Arten den
Zucker, ohne thn gerade zu bedurfen, doch zu zersetzen im
Stande sind”. SCHARDINGER, NENCKI, BISCHLER, BLACHSTEIN,
BouTroux en vele andere onderzoekers hebben dan ook
die omzetting van glucose en andere suikers in zuuar,
speciaal melkzuur, zien plaats grijpen onder invloed
van verschillende bacterién.

Een interessant onderzoek over deze questie, met
betrekking op bac. typhi abdom. en bac. coli commun.
deelde Pigi ) mede. Hij vermeldb vooreerst de zeer
uiteenloopende meeningen over het al of niet zuur wor-
den van typhuscultures in geneutraliseerden bouillon
en de onderscheiding, die sommigen hebben willen maken
door middel van deze eigenschap tusschen den typhus-
bacil en den bac. coli communis,

De elkander tegensprekende resultaten, die hij daarbij

" aanhaalt, zijn volgens hem ook vooral te verklaren uit de

verschillende samenstelling der gebruikte voedingsmedia.

De bouillons bevatten, behalve gecompliceerde N-hou-
dende verbindingen, ook stoffen tot de groep der kool-
hydraten behoorende, die mniet altijd dezelfde kunnen
zijn, maar veranderen met den toestand van verschheid
van het vleesch of met de wijze van bereiding. Men kan
er namelijk in aantreffen : glycogeen, glucose en melkzuur.
Afhankelijk van het oorspronkelijk gehalte aan glycogeen
in de spieren van het dier bij den dood en van omstan-
digheden , die in het vieesch na den dood een omzetting
in glucose en verder in andere producten, voornamelijk

1) Pfr#.  Contribution 2 la biologie du bacterium coli commune et
du bacille typhique. Ann. de V'Inst. Past. n® 7 1892.
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melkzuur, hebben kunnen veroorzaken, is het gehalte
aan glycogeen, glucose of melkzuur in het vieesch zeer
wisselend.

Prri nu maakte oplossingen van eiwitachtige ﬁchamen,
voegde daaraan verschillende zouten toe en kreeg aldus
voedingsmedia, die geen koolhydraten bevatten en waarin
beide bacterién, bac. typhi abdom. en bact. coli comm.,
goed groeiden. Beide vormden, als alle bacterién, die de
siwitachtige stoffen ontbinden, ammoniak en maakten
%00 het cultuurmedium alkalisch, eerst echter was er
altijd voor beiden een korte periode van aciditeit. Maar
in bouillon (gemaakt uit gelijke deelen vleesch en water)
was deze aciditeit veel sterker. Men mag dus aannemen,
dat in bouillon het zuur niet geheel afkomstig is van de
elwitachtige stoffen, maar voor een aroot, deel van kool-
hydraten. Is dit juist, zoo redencerde PEri, dan moet
men ook uit vleesch, naar gelang het korter of langer
bowaard is, en er dus meer of minder glucose in aan-
wezig is, bouillons kunnen verkrijgen, die verschillende
aciditeit of zelfs in het geheel geen aciditeit vertoonen.
Die conclusie bleek juist te zijn. Hi nam een versch
stuk rundvleesch, bewaarde het bij 10°—18° en maakte
op verschillende tijden door hetzelfde procédé daarvan
pouillons. 1n den van versch vieesch bereiden bouillon
produceerde zoowel de bac. typhi als de bac. coli comm.
yuur. Was het vleesch daarentegen 40 tot 48 uren Dij
genoemde temperatnur bewaard, dan brachten in de
daaruit bereide bouillons de genoemde bacterién bij hun
groei geen zuur voort.

De bovengemelde elkander tegensprekende resultaten
werden aldus door Pgré voldoende verklaard. Alles
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hangt af van de voorwaarden, waaronder de proef ge-
schiedt en die voorwaarden zijn niet voldoende aange-
duid, wanneer men alleen zegt, dat men in bouillon
cultiveert. Dat zooveel gebruikte voedingsmedium heeft
een te sterk variéerende samenstelling, om zonder meer
voor de studie van de functies der microben te kunnen
dienern.

Ook Pane, ) die opmerkte dat bact. coli commune ook
gas ontwikkelt in gewonen bouillon, zonder toevoeging
van glucose, wijst er op, dat dergelijke bouillon toch
reeds een zekere hoeveelheid glucose bevat, afkomstig
uit het vleesch; hij bepaalde die hoeveelheid uit de
gasontwikkeling in de cultures en vond dat ze varigerde
van 0,05--0,1 op 100 deelen bouillon.

Het lag derhalve voor de hand te onderstellen, dat
ook bij het zuur worden van met den diphtheriebacil
bezaaiden bouillon, koolhydraten een rol spelen. Te meer,
waar z66 in het oog springende verschillen werden
waargenomen, gelijk die boven bij bouillons, schijnbaar
van gelijke samenstelleng, door mij zijn beschreven.

Daar nu evenwel EscuERIcH 2) heeft beweerd, dat
druivensuiker niet in merkbare mate door den bacil wordt
omgezet, scheen het wenschelijk eenige proeven te ver-

. richten om EscurricH’s onderzoekingen te controleeren.

Ik deed dat door aan een bouillon, die gebleken was
alkalisch te blijven, druivensuiker toe te voegen.

') Paxe. Sulla diversa quantita di glucosio che si trova nel brodo
in rapporto al diverso grado di fermentazione di alcuni batteri. Rivista
clinica e terapeutica 1892, p. 577. Referaat in Baumgarten’s Jahres-
bericht 1892, p. 462.

2) EscuericH. 1. c.




29

Proef IV.

Een vrij groote hoeveelheid van den bouillon in proef IT
onderzocht, die dus door den diphtheriebacil niet zuur
gemaakt werd, was nog in het laboratorium aanwezig.

Met dien bouillon werden 5 kolven, van denzelfden
vorm en gelifke grootte, gevuld. Iedere kolf bevatte
200 cm?; in elke van deze werd nu een verschillende
hoeveelheid glucose opgelost, zoodat men verkreeg:

Kolf A. met 0,2 mgrm, glucose = 0,0001 /.

Kolf B. met 1 mgrm. glucose = 0,0005 °/,.

Kolf C. met 2 mgrm. glucose = 0,001 °/,.

Kolf D. met 20 mgrm. glucose = 0,01°/,.

Kolf E. met 200 mgrm. glucose = 0,1 °/_.

Uit iedere kolf werden 3 buwsjes gevuld, elk met
ongeveer 10 cm?.

De kolven zouden dienen, om later gefiltreerd te
worden tot onderzoek van de toxiciteit, terwijl de
buigjes gebruikt werden om de reactic na te gaan.

Nadat de bouillons in de kolven en buisjes zorgvuldig
gesteriliseerd en gecontroleerd waren, werden ze geént
met diphtheriebacil 101 uit een 3-dagen oude, alkalische
bouilloncultuur. '

Alle cultures waren den volgenden dag reeds duidelijk
troebel, Die troebelheid nam in de eerste dagen nog
toc en bleef toen stationnair. Verschil in groei tusschen
de verschillende bouillonsoorten was niet op te merken.

De reactie in de buisjes werd bepaald eenige uren na
de enting, den volgenden dag 2 malen en verder dage-
lijks éénmaal. De waarneming duurde 19 dagen.

Alle bouillongoorten nu bleven alkalisch; ook de kolven
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werden onderzocht en eveneens alkalisch gevonden.
Toch was er een opmerkelijk verschil in de intensiteit
der reactie. Den 3% dag bleek reeds duidelijk, dat de
alkaliciteit van den bouillon met 0,1 %/, glucose zwakker
was geworden. Den volgenden dag was dat verschil
nog duidelifker en men kon toen, door snel achter
elkaar met de platinanaald een weinig van de verschil-
lende bouillons op hetzelfde lakmoespapiertje te brengen,
een in intensiteit van kleur afdalende reeks vickjes ver-
krijgen, waarbij bleek, dat de bouillons met 0,0001 °/_,
0,0005 °/, en 0,001°/, het sterkst alkalisch, die met 0,01°/,
zwakker en die met 0,1°/ verreweg het zwakst alkalisch
waren.

Gedurende 5 dagen ongeveer bleef de alcaliciteit in den
bouillon met 0,1 °/, duidelijk zwakker dan in de overige.
Na dien tijd werd ze in alle buisjes gelijk en nam in
het algemeen een weinig toe.

Uit dit resultaat kon men dus afleiden, dat de bacil
1°. 101 in bouillons met hoeveelheden glucose van 0,1°/,
en minder, niet in staat was een zure reactie te
voorschijn te roepen, maar er werd blijkbaar toch
zuur geproduceerd, kenbaar aan de afname in intensiteit
der oorspronkelijke, alkalische reactic; de hoeveelheid
zuur was echter niet voldoende om die te neutraliseeren.

Het scheen dus wenschelijk de proef te herhalen met
denzelfden bouillon, waaraan grootere hoeveelheden
suiker waren toegevoegd.

Proef V.

Met denzelfden bouillon, waarin, zooals gezegd, bacil
n° 101 geen zuur vormde, werden weer 5 kolven gevuld,
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4 er van elk met 200 em® en 1 met 100 cem?, wijl
de voorraad bouillon was uitgeput. De volgende hoeveel-
heden suiker werden aan elke kolf toegevoegd:

Kolf A. 400 mgrm. glucose = 0,2 °/_.

Kolf B. 800 mgrm. glucose = 0,4 °/.

Kolf C. 1200 mgrm. glucose = 0,6 °/,.

Kolf D. 1600 mgrm. glucose = 0,8 %/

Kolf . 1000 mgrm. glucose = 1.

Uit elke kolf worden weer drie busjes gevuld met
ongev. 10 em® Twee van elke serie dienden voor de
reactiebepaling der diphthericcultures; in één werd een
pseudo-diphtheriebacil geént, waarop ik later zal terug-
komen.

De enting der kolven en buisjes geschiedde 14 Februari,
10,30 v.m. met bacil n° 101, uit een 8-dagen oude,
alkalische bouilloncultuur. 4,30 n.m, waren alle buisjes
nog alkalisch. Den volgende dag, 10,30 v.m., dus na
24 uur, waren alle duidelijk zuur. Deze zure reactie
bleef nu bestaan, werd zelfs in de eerste dagen nog
wat sterker. De proef met de buisjes werd voortgezet
gedurende 74 dagen, van 14 Februari tot 29 April, Op
23 Maart kwamen bij enting uit den bouillon met 0,2 °/_
glucose op glycerincagar nog enkele diphtheriekolonies op.
Hoewel de bouillon in de buigjes door uitdroging tot
ongeveer ', van zijn oorspronkelijk volumen was ge-
slonken en de bacillen 36 dagen in een vrij intensief zure
vloeistof hadden verkeerd, bleken ze dus nog niet afge-
storven te zijn. Op 18 April echter kwam bij herha.
ling van de uitzaaiing op glycerineagar en op serum
niets meer op. Ook in de andere bouillons waren de

bacillen toen afgestorven.
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De kolven werden na 19 dagen geﬁ]treerd. Al die
bouillons reageerden ook zuur, behalve die met 0,2 °l
glucose; deze was alkalisch geworden, maar bij uitzaaiing
op glycerineagar bleek deze cultuur niet zuiver gebleven
te zijn. Het microscopisch onderzoek der opgekomen,
in het geheel niet op diphtherie gelijkende kolonies
toonde namelijk enkel coccen aan. De overige cultures
waren zuiver.

‘Wat den groei in de buisjes en kolven betreft, deze
kwam vrijwel overeen met de beschrijving, die ZARNIKO ')
geeft van den typischen groei in bouillon. Slechts een
kortdurende, spontane troebelheid was er ontstaan, toen, '
ongeveer samenvallend met het tijdstip, waarop de zure
reactie intrad, de vloeistof ophelderde en de bacterién
op den bodem zonken. Deze helderheid nu bleef steeds
bestaan, hoewel het korrelige praecipitaat op den duur
toch ook eenigszins was toegenomen.

‘Wanneer de buisjes eenigen tijd rustig hadden gestaan,
moest men vrij sterk schudden, om de vloeistof troebel
te maken. Deze troebelheid verdween dan weer lang.
zamerhand. '

Ik kan het derhalve niet eens zijn met Escusrrcm
wanneer hij zegt, dat druivensuiker niet in merkbare
mate door den diphtheriebacil wordt omgezet.

Daar in de vorige proeven geen omslag van de zure
reactie werd geconstateerd, de cultuur df alkalisch bleef,
of zuur werd en bleef, kwam het mij waarschijnlijk
voor, dat ik in de tweede serie (proef V) te veel suiker
had toegevoegd, zoodat de omslag wel zou te voorschijn

'y ZarNIkoO, 1. ¢
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komen als ik een quantiteit suiker koos, die inlag
tusschen de hoeveelheid bij proef IV en die bij proef V
gebezigd.

De volgende proef levert het bewijs, dat die meening
juist is.

Proef VI.

Een buisje, gevuld met denzelfden bouillon, maar
waaraan nu 0,15 °/_ glucose was toegevoegd, werd geént
met bacil n° 101 uit de stamcultuur. Den volgenden
dag was dc bouillon zuur, dit bleef aldus gedurende
3 dagen; daarna nam hij langzamerhand weer een
duidelijk alkalische reactie aan. Gedurende 40 dagen
werd de cultunr nog geobserveerd; maar zij bleef die
reactie behouden. Wel nam de intensiteit der alkalische
reactie toe.

Ecn tweede buisje met denzelfden bouillon met 0,15°/,
glucose werd geént met een anderen diphtheriebacil,
bekend als n° 102. Deze cultuur was den volgenden
dag amphoteer, den derden dag duidelijk zuur, bleef
dit 4 dagen lang en werd tocn weer alkalisch.

0,15°/, glucose was dus ongevcer de juiste hoeveel-
heid, welke een bouillon moest bevatten, wilde men
door den groei van beide gebezigde bacillen daarin
nog een omslag van de zure in de alkalische reactie te
voorschijn zien komen, namelijk onder de omstan-
digheden, waarin de cultuur van beiden had plaats
gegrepen.

Gelijk rceds vermeld, hebben Roux en YrRrsIN het
eerst aangetoond, dat het ontstaan der alkalische

reactie in diphtherie-bouilloncultures te wijten is aan
3
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oxydatie der N-houdende stoffen in den bouillon,
voornamelijk gekenmerkt door het gevormd worden
van ammonium-magnesiumphosphaat in de cultures.
Die oxydatie grijpt niet plaats, wanneer de lucht is afge-
sloten. In de eerste plaats is dus het intreden der alka-
lische reactie afhankelijk van de meerdere of mindere
gemakkelijkheid, waarmede de lucht kan toetreden: van
het losser of vaster zitten van den wattenprop, van de
dunnere of dikkere laag, waarin de cultuur staat in de
kolven en buisjes. Verdor zijn wellicht van invloed: de
vitaliteit van den bacil en de omstandigheden, die een
meerdere of mindere indamping der cultuur kunnen ver-
oorzaken en aldus het zuurgehalte meer of minder kun-
nen doen stijgen. Al die omstandigheden, welke zich
echter onmogelijk gehecl laten regelen, dient men voor
oogen te houden. Het is aldus duidelijk, dat 0,15 °ls
glucose niet de absolute hoeveelheid vertegenwoordigt ,
welke een bouillon mocet bevatten, opdat men daarin
door cultuur van een willekeurigen diphtheriebacil den
omslag in de alkalische reactie kunne zien ontstaan,
De groei in de bouillons van proef VI kwam overeen
met de reeds meermalen beschrevene. Naar gelang de
alkalische reactie afnam, kwam de helderheid voor den
dag, terwijl de vlocistof met het afnemen van de zure
reactie hoe langer hoe mecr troebel werd. Deze veran-
dering had geleidelijk plaats. Toch kon men steeds, naar-
gelang men een flink troebele of heldere vloeistof voor
zich had, roeds dadelijk uit dit aspect een besluit
trekken omtrent de reactic, zonder zich ooit te vergissen;
wanneer men namelijk ook den lecftijd der cultuur in
aanmerking nam, daar steeds alkalisch blijvende cultures




op den langen duur eveneens bezinken en helder worden.
Echter vindt men in de alkalische cultuur steeds een
praecipitaat, dat meer vlokkig en kleverig is, dan het
fijnkorrelige in een zure.

Den door ZarNixo c. a. als typisch beschreven groei
heb ik dus ook wel waargenomen, maar alleen in cultu-
res, die zuur werden en bleven.

De meening van Escuericu, dat ook de reactie van
invloed is op het uiterlijk der bouilloncultures, heb ik dus
bewaarheid gevonden.

De membraanvorming aan de oppervlakte, zooals
TsirriNsRY die beschrijft, is mij ook dikwijls voorge-
komen, meestal in alkalische cultures, maar zonder
eenige regelmaat; zoo waren in culturcs van denzelfden
bacil, in denzelfden bouillon, de membranen nu eens aan-
wegig, dan weer niet. In het algemeen heb ik den indruk
gekregen, dat men ze wel het meest vindt bij zeer
weligen groei.

Uit de voorgaande proeven blijkt nu ten duidelijkste,
dat men in een bouillon, waarin de bacil geen zuur
produceert, de zure reactie der cultures kan te voorschijn
roepen door er glucose aan toe te voegen, terwijl do
geproduceerde hoeveelheid zuur stijgt evenredig aan het
gehalte aan glucose. ‘De zure reactie ontstaat dus door
omzetting van glucose in zuur, en dit vermogen hecft de
diphthericbacil gemeen met vele andere bacterién.

Zooals men zich herinnert, wezch Roux en YERSIN en
Escarrica er op, dat de zure reactie ook intreedt in
bouillon, die glycerine bevat, terwijl ze alsdan zoo sterk
wordt, dat de omslag in de alkalische uitblijft. De
proeven, dic ik hicromtrent genomen heb, zullen later
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vermeld worden; alleen wil ik er hier aan herinneren,
dat von SommAarRUGA 00k reeds zegt, dat glycerine zich
verhoudt als glucose, in zooverre het ook door de
bacterién in zuur wordt omgezet.

Ik trachtte nu eerst gemakkelijk te bereiden, vloei-
bare voedingshodems te vinden, die door den bacil
niet zuur gemaakt zouden worden, om aldus de ver-
moedelijk gunstige werking van het alkalisch blijven
der reactie op de giftproductie te kunnen bestudeeren
en de wisselvalligheid, die voornamelijk bij de productie
op groote schaal zoo storend is, zoo mogelijk aan
banden te leggen. Een dergelijke, niet zuur wordende
voedingshodem zou mij dan ook kunncn dienen voor
verdere proeven omtrent den invlced van glucose en
dien van glycerine.

Op dec eerste plaats was het dus noodig, dat een
zoodanige voedingsbodem geen glucose of glycerine be-
vatte, en ten tweede, moesten de bacillen er sterk
genoeg in groeien, om een voldoende toxiciteit van het
filtraat te kunnen verwachten.

Proef VII.

Het eerst werd beproefd te kweeken in een 1°/,
oplogsing van pepton Witte in gedestilleerd water,
waaraan 1°/, keukenzout was toegevoegd, en die zwak
alkalisch was gemaakt met carb. natricus. Edoch, het
was niet mogelijk eenigen merkbaren groei der bacillen in
die vloeistof te verkrijgen, zelfs na herhaalde cnting.

De samenstelling werd nu gevariéerd tot 2 ©/, pepton
Witte met 1Y, °/, keukenzout, eveneens met carb.
natricus zwak gealkaliseerd. Deze vloeistof vertoonde




37

den dag na de enting reeds een lichte troebelheid;
daarin gelukte dus de groei.

Verder werd gebruik gemaakt van verschillende
vleeschextractsoorten, dic in den handel voorkomen,
vooral om de gemakkelijkheid, waarmede men met die
stoffon bouillons kan vervaardigen. et nadeel, dat
door zeer vele onderzoekers aan die vleeschextracten
wordt toegeschreven, namelijk dat ze resistente sporen
bevatten, die slechts door een zeer nauwkeurige sterili-
gatie op 2 achtereenvolgende dagen te dooden zijn, heb
ik nooit ondervonden. De vloeistoffen werden gedurende
1 a 1%, uur in hoeveelheden van hoogstens 200 ecm?®
aan stoom van 100° C. blootgesteld, en bleken dan bij
controle steeds steriel te zijn.

Het gelukte mij voldoenden groei te verkrijgen in
voedingshodems van de volgende gamenstelling :

extract, carnis Ligpic 0,5.
pepton Witte 2,0.
aq. destill. 100,0.
extract carnis KEMMERICH 0,5,
pepton Witte 2,0.
aq. destill. 100,0.
extract. carnis CIBILS 2,0.
pepton Witte 2,0.
aq. destill. 100,0.

Allen zwak gealkalisecrd met carbon. natricus.

Met elk van die vloeistoffen, alsmede met bovenge-
noemde oplossing van pepton Witte 2°/, en keukenzout
0,6°,, werd nu een Kolfje govuld.  Alle koifjes waren
van dezelfde grootte en gelijken vorm, en bevatten
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ieder 200 cm® Uit elke kolf werden 3 buisjes gevuld
met 10 cm?

Na sterilisatie en controle werden 2 buisjes geént
met diphtherie n°. 101 wuit een 3 dagen oude, reeds
gedurende 2 dagen zuur reageerende, bouilloncultuur
(bouillon van proef I). Eén buisje van elk drietal diende
voor cultuur van een pseudo-diphtheriebacil. Den eersten
dag werd nu meermalen, de volgende 20 dagen dagelijks
éénmaal de reactie van de cultuur bepaald. Deze werd
steeds alkalisch gevonden. Er was ook geen vermin-
dering van de intensiteit dier reactie te bespeuren; wel
trad er later een lichte vermeerdering op.

De groei vertoonde het in proef II en proef IV be-
gchreven uiterlijk. De troebetheid werd in de eerste
dagen nog wat sterker en bleef toen stationnair; alleen
in de laatste dagen werd de vloeistof wat helderer,
terwijl het vlokkig praecipitaat op den bodem toenam.

De vergelijking van den groei in de verschillende
voedingsbodems leverde den dag na de enting het
volgende resultaat: het sterkst troebel was de bouillon
uit LieBia, iets minder die uit KeMMERIOH, nog iets
minder die uit Cmins. De oplossing van pepton L
keukenzout was slechts zeer zwak troebel. Later werd
de groei in KeuMEricH iets sterker dan in Lizpic en
CisiLs, maar in alle drie was een vrij sterke troebelheid
aanwezig en ontstond een vrij volumineus praecipitaat.
De oplossing van pepton + keukenzout werd niet meer
dan licht troebel, helderde vrij spoedig op en vertoonde
slochts een gering praecipitaat.

Toen na een paar dagen gebleken was, dat de cultures
in de buigjes alkalisch bleven, werden ook de verschil-
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lende kolven geént met denzelfden bacil, uit een der
buisjes met cultuur in bouillon KemuericH. De groei
was ook in de kolven vrij krachtig; den volgenden dag
waren alle troebel. Hetzelfde verschil als bij de buisjes
was ook hier op te merken: in de oplossing pepton -
keukenzout groeiden de bacillen niet goed, daarentegen
werden de bouillons Lizsie, KemmericH en CipiLs alle
flink troebel; later scheen de groci in den bouillon CiBiLs
iets sterker dan in de andere.

Toen de cultures 19 dagen oud waren, werden ze
gefiltreerd en de reactie van alle alkalisch bevonden.

Het was mij aldus gelukt in bovengenoemde vloel-
stoffen, met uitzondering van de pepton-kKeukenzout
oplossing, voedingsbodems te vinden, die geschikt bleken
voor de cultuur van diphtherichacillen, terwijl ze door
deze niet zuur gemaakt werden. Evenwel zij opgemerkt,
dat de groei in die verschillende vleeschextractvloei-
stoffen toch altijd iets minder sterk bleek, dan die in
den bouillon uit proef T, welke eenige dagen zuur werd,
dus glucose scheen te bevatten; enkele buigjes met
dien bouillon gevuld waren op denzelfden tijd met
denzelfden bacil geént cn ter vergelijking naast de
extractbouillons geplaatst. Dit was ook geschied met
eenige buisjes, gevuld met den bouillon bij proef 1I
gebezigd, welke alkalisch bleef; de groei in dezen laatste
was evenwel altijd iets minder intensief dan in de
vleeschextractvloeistoffen.

Door vele onderzoekers is er dan ook reeds voor
verschillende bacterién op gewezen, dat ze weliger
groeien in suikerhoudenden bouillon, dan in bouillon
zonder toevoeging van glucose vervaardigd. Hoewel
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Escrericr 1) dit ontkent, schijnt het dus ook voor den
diphtheriebacillus te gelden.

Zooals men zich herinnert, had GuINOCHET %) ook in
cultures van den diphtheriebacil in eiwitvrije urine
productie van zuur waargenomen, Het was na de ver-
kregen resultaten geoorloofd te denken, dat de 4 per-
sonen, waarvan GuiNocHET de urines gebruikte, allen
diabetici waren of een z. g. glycosurie alimentaire ver-
toonden. De herhaling zijner proeven scheen dus
wenschelijk.

Reactieverandering van cultures in urine.

Proef VIII

De urine van een normaal persoon werd met de
meest bekende reacties nauwkeurig onderzocht op eiwit
(kookproef, proef van Herier,- van Herxsivs, proef
met salpeterzuur en ferrocyaankali) en op glucose (proe-
ven van Moore, TRoOMMER, WORM- MUTLER et NYLANDER),
maar gaf mot geen enkel reagens een positief resultaat.
Deze urine werd licht alkalisch gemaakt met een ver-
zadigde oplossing wvan carbon. natricus; de daardoor
gopraecipitcerde phosphaten werden door filtratie door
gewoon filtreerpapier verwijderd. Daarna werden reageer-
buisjes, met de urine gevuld, gedurende 1 uur in
stoom van 100° C. gesteriliseerd en tocn zc, na 24 uuar
ter controle in de broedstoof gestaan tc hebben, stericl
gebleken waren, geént met diphtheriebacil n°. 102 uit

1) EscuericH, L. c.
2) RUINOCHET, l. c.
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stameultuur. Den volgenden dag was het nog quaestieus of
de cultuur was opgekomen, den 3%r dag echter was de
urine licht troebel en had zich een gering praecipitaut
op den bodem verzameld; de troebelheid nam in den loop
van de volgende dagen niet toe, wel het praecipitaat.

Gedurende 55 dagen voortgezct, werd bij die proef
de reactie steeds alkaliseh gevonden. In de eerste
dagen was ook geen vermindering van hare oorspron-
kelijke intensiteit te bespeuren; na ecnige weken was
ze integendeel duidelijk sterker geworden.

De proef werd nu herhaald met do urines van 3
verschillende, normale personen, welke urines even-
eens, volgens de aangegeven reacties, vrij van eiwit en
suiker bleken te zijn. Van elke urine werden 2 buisjes
gevuld, die na sterilisatie en controle geént werden met
3 verschillende bacillen, namelijk n°. 100, 101 en L02.
Allen kwamen op, behalve één van de met bacil n® 100
geénte buigjes. In allen bleef de reactie weer alkalisch
gedurende de 40 dagen, die de proef duurde.

Dit resultaat bevestigde dus onze meening omtrent
den invloed der glucose. Het moest dan ook mogelijk
zijn de zure reactie tc voorschijn te roepen door bij
ecn van de bovenstaande urines glucose te voegen,
of wel door de bacillen te cultiveeren in de urine van
een diabetes-lijder. Dat werd gedaan in:

Proef IX.

In een der hovengenoemde urincs werd na alkalisatic
en filtratic 0,15/, glucose opgelost; 4 buisjes werden
er mede gevuld. Na sterilisatie en controle werden
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2 huisjes geént met diphtheriebacil n® 100, de 2 andere
met diphtheriebacil n® 101.

Voorts waren 3 buigjes gevuld met de urine van ecn
diabetes-lijder, welke alle roacties op suiker zeer duidelijk
vertoonde, terwijl alle reactics op eiwit negatief uitvielen.
Na alkalisatie, sterilisatic en contrdle werden deze
buisjes geént met diphtheriebacil n°. 102,

Gedurende de eerste dagen was het quaestieus of de
bacil n® 100 opgekomen was, en ook later bleef zijn
groei altijd slechts zeer zwak. De andere Dbacillen
n®, 101 en n°. 102 kwamen beiden flink op, zelfs scheen
hun groei in suikerhoudende urine krachtiger dan in
suikervrije.

De bepaling der reactie gedurende 40 dagen gaf het
volgende resultaat:

In de wrine met 0,15°, glucose, geént met bacil
n° 100, bleef de reactie stceds alkalisch, werd echter
van den 10%® tot ongeveer den 20sten dag iets minder
sterk.

In de urine met 0,159, glucose, geént met bacil
n® 101, werd de reactie den volgenden dag minder
sterk  alkalisch, den 342 dag amphoteer, den 4d9en dag
licht zuur, den 59" dag weer amphoteer en blcef nu de
volgende 7 dagen amphoteer, nu eens meer naar den
alkalischon, dan weer meer naar den zuren kant over-
hellende. Na dien tijd werd ze constant weer licht
alkalisch,

In de diabetesurine, geént met bacil n® 102, wag de
reactie den 89en en 44 dag lichter alkalisch, word verder
zeer licht alkalisch, toen amphoteer, en was na 9 dagen
licht zuur. Gedurende 4 dagen bleef ze duidelijk licht
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zuur, werd toen 8 dagen lang amphoteer, en vervolgens
zeer licht en toen licht alkalisch, welke laatste reactie
7e bleef behouden.

Door den slechten groci van bacil n° 100 werd cr
blifkbaar niet genoeg zuur gevormd, om de oorspronke-
lijke, alkalische reactie te ncutralisceren. Deze was
echter wel gedurende eenige dagen verminderd, zooals
men gezien heeft,

Het, laat intreden der zure reactie, haar lange duur
en geringe intensiteit worden verklaard door den altijd
zwakken groei der bacillen in urine, in vergelijking met
dien in bouillon.

Dit laatste resultaat leverde dus de proef op de som
en is een duidelijk bewijs voor de meening, dat de zure
reactie door de omzetting van glucose wordt veroor-
#zaakt; tevens dwingt het ons, om aan te nemen, dat
de urines van GuivocHeET een dergelijke stof, zeer
waarschijnlijk glucose, bevatten.

Reactieverandering van glycerinehoudende
bouillons.

Boven is er reeds op gewezen dat volgens Rovx con
YEersiN en volgens Escuuricr, dc intensiteit der zure
reactie in dergelijke voedingsbodems eene zoo sterko
wordt, dat de bacillen afsterven en de omslag in de
alkalische reactie uitblijft.

Eveneens heb ik reeds vermeld, dat von Sovmaruvaa )
als zijne meening mededeelde, dat glycerine, evenals

1y Vox SoMMARUGA 1. ¢.
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glucose, door verschillende bacterién in zuur wordt
omgezet. In ecne later van zijne hand verschenen,
speciaal daarop gerichte onderzoeking, %) nam hij proeven
omtrent de omzetting van glycerine door verschillende
bacterién (echter niet door bacillus diphtheriae) in eenige
voedingsbodems, namel. bouillon, gelatine, agar, allen
met 5 %, glycerine. Van de 19 species, die hij onder-
zocht, produceerden er 16 uit de glycerine zooveel
zuur, dat de cultures een duidelijke, soms een sterk
zure reactie vertoonden. Omtrent den tijd, waarop de
zure reactie intrad, geeft hij niets aan. Ilij bepaalde
alleen quantitatief het zuurgehalte der culturcs, toen
ze 35 dagen oud waren en vond dit laatste bij dezelfde
bacterién veel sterker dan PrrrusHRY in zijn lakmoes-
melk. Hij gebruikte voor zijn onderzock gewone
zuivere glycerine uit den handel, en ook chemisch
zulver glycerinum cristallisatum, doch verkreeg daar-
bij geen verschil in resultaat.

Ik bezat nu in de bouillons, vervaardigd uit vleesch-
oxtract, geschikte voedingsmedia, om de omzetting van
glycerine door den diphtheriebacil na te gaan. Daar
die vlocistoffen niet zuur werden, dus geen suiker of
andere dergelijke stoffen bevatten, kon men, wanneer
daarin de reactieverandering intrad, dezc geheel aan de
aanwezigheid van glycerine toeschrijven.

') Vox Sommaruea. Ueber Stofiwechselproducte von Mikroorga-
nismen. II Mittheil. Zeitschr. f. Hygiene u. Infectionskrankh. Bd. XV.
1893, p. 291.
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Proef X,

Twee buisjes werden gevuld met een bouillon, bereid
uit Liebig's vleeschextract volgens het in proef VII
gegeven voorschrift, waaraan 4%, glycerine was toe-
gevoegd. '

Na gewone sterisatie en contrdle werden ze geént
met bacil n? 102 uit stamcultuur., De groei was in de
cerste 3 dagen een zeer geringe, den 49em dag echter
werd de cultuar flink troebel en vormde zich een
membraan aan de oppervlakte; de troebelheid nam later
nog iets toe en er verzamelde zich ecn sterk praecipitaat
op den bodem. Na eenigen tijd cchter verdween de
membraan en helderde de vloeistof op.

De reactie werd den 840 dag lichter, en de volgende
dagen zeer licht alkalisch; den 11den dag na de enting
was ze op eens licht zuur (de cultuur bleek zuiver). De
intensiteit nam in de eerste dagen nog iets toe en later
weer iets af, maar bleef in het vervolg steeds zwak
zuur, hoewel de proef 59 dagen duurde.

Na verloop van dien tijd kwam bij vitzaaiing niets
mcer op, zoodat de proef gestaakt werd.

Verder werden een paar buisjes gevuld met bouillon
uit Cibils-vleeschextract, eveneens met 4 %, glycerine,
en geént met bacil n° 100 uit stamcultuur. Deze
cultures vertoonden na 7 dagen ccn zure reactie en
behielden die ook gedurende de 46 dagen, welke de
procf duurde. De groei kwam overcen met dien in
Liebig-bouillon.

Daar ik bij dezo proeven glycerine gebruikt had,
welke bij nader onderzock mniet aan de eischen der
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Pharmacopoc Ed. III bleek te voldoen, in zooverre zij
bij verbranding cen duidelijk résidu achterliet, en het
dus mogelijk was, dat deze verontreiniging van invloed
geweest zoude zijn, verschafte ik mij glycerine, die
wel aan die eischen voldeed.

Aan een paar Duisjes en een fleschje, gevuld met
Cibils-bouillon, voegde ik 4 9 der onzuiverc, aan een
ander paar buisjes en een fleschjc, gevuld met denzelfden
bouillon, 4 ¢, der zuivere glycerine toe. Allen werden
nu geént met bacil n®% 101. Den 6l dag reageerden
allen amphoteer, den 79 dag duidclijk zuur en bleven
dit gedurende de 30 dagen, dat zc geobserveerd werden.
Ivenals von Sommarvca vond ik dus ook, dat ecn lichte
verontreiniging der glycerine niet van invloed is.

Uit het resultaat dezer proeven blijkt ten duidelijkste,
dat ook de diphtheriebacil in staat is uit glycerine zuar
te produceeren. Hef laat intreden der zure reactie in
de glycerine-bouillons is waarschijnlijk gedeeltelijk te
wijten aan den geringen groei in de eerstc dagen,
hetgeen ik constant bij deze cultures heb opgemerke.
Ik heb echter niet den indruk gekregen, dat dit de
eenige oorzaak zoude zijn. Na een dag of vier was er
toch reeds een flinke groei, terwijl de reactieverandering
nog maar steeds nict te voorschijn kwam.

Veeleer scheen het, alsof de glycerine niet als zoodanig
door den bacil dircet in zuur kon worden omgeret, maar
dat er eerst onder invloed der bacterién een andere stof’,
misschicn cen suiker, uit gevormd mocst worden, uit
welke stof dan het zuur ontstond. Deze hypothese vindt
renigen, #j het ook zwakken, steun in het door de
beroemde onderzoekingen van den chemicus Fiscien
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hekend geworden fecit, dat het mogelijk is alle suikers
synthetisch te vervaardigen uitgaande van glycerine.
Het vermogen nu der bacterien, om synthetisch werkzaam
te zijn staat buiten kijf. Vox Sommaruea waagt het ook
niet zich dircet nit te spreken over dc natuur van het
gevormde zuur, hij wijst er alleen op, dat vele der door
hem onderzochte bacterién in rosolzuurhoudende voedings-
bodems een duidelijk vermogen om te reducecren ver-
toonen, cn men dus zou kunnen denken, dat het zuur
ontstond door reductie van de glycerine.

Het niet meer optreden der alkalische reactie is hier,
evenals in proef V, wecl te wijten aan de groote hoeveel-
heid geproduceerd zuur. Door het gehalte aan glycerinc
te verminderen is het waarschijnlijk ook mogelijk slechts
een voorbijgaande zure reactie te verkrijgen. Inbusschen
hebben de proeven, die ik daaromtrent nam met 1%, en
0,5°, glycerine, een negatief resultaat opgeleverd,

Reactieverandering in cultures onder afsluiting
der zuurstof.

Roux en YErsIN en ook LscmericH deelen mede, dat
de aciditeit eveneens intreedt in eultures onder afsluiting
van de lucht en dat ze dan niet mcer plaats maakt
voor een alkalische reactie.

Dat deze reactieverandering nu ook door de omzetting
van glucose veroorzaakt wordt en in hoeverre de vrije
toevoer van lucht op het weder intreden der alcalici-
teit van invloed is, trachtte ik op de volgende wijze
uit te maken:

Proef X1.

Dric medicijnfleschjes van dezelfde groote en gelijken




48

vorm werden hoog gevuld met een gelijke hoeveelheid
van de volgende bouillonsoorten: 1°. kalfsvleeschbouillon
van proef 1, waarin de zure reactie bij groei aan de
lucht slechts korten tijd bleef bestaan; 2°. bouillon uit
Liebig’s vleeschextract, volgens het gegeven voorschrift
vervaardigd; 8°. dezclfde bouillon uit Liebig, waaraan
toegevoegd 0,2 %, glucose.

Deze dric fleschjes werden geént met bacil n® 101
uit een twee dagen oudc, zuur reageercnde bouillon-
cultuur en geplaatst onder een klok van BrcHnkg, die
met paraffine en vaseline hermetisch afgesloten was en
waarin de wuurstof geabsorbeerd werd door acidum
pyrogallicum.

Drie geheel overeenkomstige fleschjes, met dezelfde
vloeistoffen hoog gevuld, wcrden evenzoo geént en in
de%elfde brocdstoof geplaatst, maar buiten de klok,
zoodat de lucht vrijen toegang had tot de cultuur.

Om nu verder nog na te gaan, of cen ruime toc-
treding van zuurstof van invlced kon zijn tegenover
de betrekkelijk geringe in dc hoog gevulde fleschjes,
werden nog drie cultures aangelegd in groote kolven,
wier bodem slechts even bhedekt was met cen der
bovengenoemde vloeistoffen. Ook deze werden vrij in
dezelfde broedstoof geplaatst. De wattenproppen waren
op alle fleschjes en kolven zoo los mogelijk gezet.

Lindelijk werden nog in ecn twoeede klok van BucHyer
geplaatst cen paar buisjes met een kalfsvieeschbouillon,
die bij groei aan de lucht geen zurc reachie aannam
(uit proef II) en verder buisjes met denzelfden bouillon,
waaraan resp. 0,2%,, 0,4°%, 0,8% en 1%, glucose
was toegevoegd. Ze werden goént als de vorige.
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Deze buisjes konden nu dienen, om de omzetting van
suiker bij anaérobiose nader te bestudeeren en tevens
ter controle van het in de eerste klok te verkrijgen
resultaat.

De fleschjes en kolven, zoowel in als buiten de klok,
moesten bijna allen eenige malen op nieuw geént worden.
Zij begonnen eerst troebel te worden, nadat men meot
een pipet uit de vermelde bouilloncultuur, waarmede
alle werden geént, een vrij groote hoeveclheid cultuur
in elk fleschje en kolfje had gebracht. De proef duurde
20 dagen en leverde het volgende resultaat:

In de klok: De kalfsvleeschbouillon uit proef I reageerde
den 3% dag na de gelukte enting zuur en bleef die
reactie behouden.

De bouillon uit Liebig bleef steeds alkalisch reageeren.

De bouillon uit Liebig met 0,2 Y/, glucose reageerde
den 24%» dag na de enting zuur en bleef aldus. ]

Van de buigjes in de klok bleven die met kalfsvleesch-
bouillon wit proef II steeds alkalisch. Die met denzelfden
bouillon, plus 0,2°/, 0,4°%, 0,89, en 17, glucose, waren
den volgenden dag allen zuur en bleven dit.

Buiten de klok: Men kon geen duidelijk onderscheid
constateeren in tijd van optreden of intensiteit der
reactie in fleschjes en kolven. De bouillon uit proef I
reageerde den volgenden dag zuur, bleef dit 3 dagen
en werd toen weer alkalisch. De bouillon uit Liebig
bleef steeds alkalisch, De bouillon uit Liebig met 0,2 Y,
glucose was den volgenden dag zuur cn bleef aldus.

De groei van alle cultures in de klokken was veel
‘minder sterk, dan in de daarbuiten staande. Zoowel

in als buiten de klokken, vertoonde hij echter het
4




reeds meermalen beschreven, vai de reactie afhankelijk
uiterlijk.

Deze proeven bevestigen dus het door Roux en YERSIN
en KSCHERICH medegedeelde , dat de zure reactie ook
bij anaérobiose voorkomt en dat voor het weder intreden
der alcaliciteit de vrije toetreding van zuurstof nood-
zakelijk is; terwijl zij tevens qantoonen, dat ook bij
anaérobiose het zuur gevormd wordt door omzetting
van glucose.

De bepaling der reactie onder de klokken gogchiedde
slechts enkele malen en zZ0o snel mogelijk, terwijl telken-
mmale een nieuwe hoeveelheid versch acidum pyrogallicom
toegevoegd werd en de klok nauwkeurig met vaseline
en paraffine werd afgesloten.

Daar het voor het onderzoek der toxiciteit van culfures
bij zuurstofafsluiting niet wenschelijk was, ze te openen
voor de filtratie, volgde ik hierbij cen andere methode,
die meer waarborgen gaf dat de anaérobiose een abso-
lute was, namelijk de cultuur onder waterstof:

Proef XII.

Drie fleschjes van denzelfden vorm €en gelijke grootte
werden gevuld met een gelijke hoeveelheid bouillon uib
Liebig (als vroeger) bereid. Twee er van waren voorzien
van cen dubbel doorboorde caoutchouc-stop, waardoor
een glazen dan- €N afvoerbuis staken, om waterstofgas
door de vloeistof te leiden. Het derde fleschje was
met een gewonen wattenprop gesloten on diende ter
controle.

Allen werden geént met diphtheriebacil n® 101 uit
stamcultuur.
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‘Wanneer men de cultuurvlocistof direct na de enting
onder waterstof bracht, was te voorzien , dat er gecn
voldoende groei zou plaats hebben, om een merkbare
toxiciteit te verkrijgen. Daarom werd het eene fleschje
onder H gezet, nadat de cultuur 24 uren oud cn flink
troebel was geworden, terwijl met het andere gewacht
werd, tob 3 x 24 uren na de enting waren verstreken
Minstens cen half uur lang werd waterstofgas doorge-
voerd en de af- en toevoerbuis niet eerder dichtgesmolten,
dan nadat men aan de fijn uitgetrokken afvoerbuis het
gas zonder knal kon ontsteken en dit laatste dan rustig
voorthrandde. Aldus was men zeker dat alle zuurstof
verdreven was.

Het gas werd bereid uit zuiver zink en zuiver zoutzuur,
en bovendien nog geleid door oplossingen van acidum
pyrogallicum, permanganas kalicus en nitras argenticus.

De groei onder M bleef sterk achter bij dien in het
fleschje aan de lucht; de cultures werden slechts weinig
troebel en klaarden weldra gcheel op. Toen ze na
19 dagen werden gefiltreerd, reagecrden beide cultures
onder TI amphoteer. Bij uitzaaiing bleken de bacterién
afgestorven te zijn. De cultuur aan de lucht reageerde
alkalisch en gaf bij uitzaaling op glycerincagar nog vrij
vecl diphtheriecolonies.

Die amphotere reactie in bouillon uit Liebig kan men
verklaren door aan te nemen, dat er in dezen bouillon
toch ook nog zuur gevormd wordt, maar zoo weinig,
dat het in cultures aan de lucht geheel wordt gecom-
penscerd door de alkalivorming, terwijl het zuur voor
den dag komt, wanneer die alkalivorming wegvalt,
zooals Dbij anadrobiose. In dit geval was dus de zuur-
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vorming juist sterk genceg, om de oorspronkelijke,
alkalische reactie ongeveer te neutralisceren.

Proeven met bouillons uit versch en oud vleesch.

Zooals men zich uit de aangehaalde onderzoekingen
van Pgrg herinnert, gelukte het dezen uit oud rund-
vleesch bouillons te maken, dic door cultuur van bacillus
typhi abdom. en bact. coli comm. niet zuur werden,
terwijl bouillons volgens hetzelfde procédé gemaakt uit
hetzelfde vleesch, maar in verschen toestand, wel degelijk
een zure reactie gingen vertoonen. Hij schreef dit onder-
scheid toe aan het voorhanden zijn van glucose in versch
vleesch, welke stof in het oude vieesch was omgezet.

In verband met de verkregen resultaten was het dus
zeer interressant ook het gedrag van bacillus diphtheriae
onder dergelijke omstandigheden na te gaan.

Proef XIII.

Men nam 250 grm. rundvleesch (fijn gehakte biefstuk)
van een daags te voren geslachte koe, Dit vleesch was
bij lage temperatuur bewaard en dus nog zeer versch.

125 grm. er van werd direct bij gewone kamertempe-
ratuur gedurende één nacht te trekken gezet op 250 grm.
water. Den volgenden morgen werd het vleesch door cen
doek gecoleerd, uitgeperst en bij de aldus verkregen vloei-
stof gevoegd: 2°/, pepton Witte en 0,5°/, keukenzout.
Daarna werd opgekookt, gefiltreerd en zwak alkalisch
gemaakt met carbon. natric., vervolgens weer opgckookt,
gefiltreerd en toen de vloeistof daarna bij vernieuwde

. verhitting nict meer troebel werd, in stoom gesterili-

seerd. Aldus verkrecg men: bowillon wit versch vleesch.




De andere 125 grm. bleef 's nachts bij gewone kamertem-

peratuur staan. Den volgenden morgen werd het vleesch
met een weinig water bevochtigd om uitdrogen tegen
te gaan en geplaatst bij ongeveer 20°. Aldus bleef het
gtaan tot den volgenden dag 4 uur n. m. Toen werd
het één nacht bij gewone kamertemperatuur op 250 grm.
water gezet en den volgenden morgen, op dezelfde wijze
als voren, daaruit bereid de bouillon wit oud vleesch.
Dit laatste was dus 48 uren ouder dan het andere.

Met elke bouillonsoort werden gevuld 3 buisjes en
1 kolfije, en allen geént met bacil n® 102 uit stam-
cultuur. De buisjes dienden voor de bepaling der reactie.

De groei in den bouillon uit versch vleesch was in de
ecrste 2 dagen slechts zwak, maar werd toen spoedig
vrij krachtig.

De bouillon uit oud vleesch was van het begin af
aan flink troebel.

De reactie van den bouillon uit versch vleesch was den
3den dag lichter alkalisch, den 4%c dag zeer zwak alka-
lisch, den 54 dag licht zuur, den 6% dag zeer duidelijk
zuur en hleef dit gedurende 10 dagen. De 4 volgende
dagen werd de reactie aldus opgeteckend: licht zuur,
zeer licht zuur, zeer licht alkalisch, licht alkalisch. Een
14 dagen ongeveer duurde die zwakke alkaliciteit. Toen
werd de cultuur flink alkalisch en als zoodanig nog een
paar weken gecbserveerd. De proef duurde 50 dagen.

De intensiteit der alkalische reactie in den bouillon uit
oud vleesch werd in de eerste dagen niet minder,
integendeel na verloop van 12 dagen ongevecr was zc
reeds duidelijk toegenomen cn bleef nu vrij sterk alka-

lisch gedurende de geheele proef, namelijk 43 dagen.
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Het door P#rE, bij cultuur van bac. typhi abdom. en
bac. coli comm., verkregen resultaat bleek dus ook te
gelden voor den diphtheriebacil en we konden hierin
een bewijs te meer zien voor den inviced van de glucose
op het ontstaan der aciditeit.

Uit de resultaten der voorgaande proeven was dus
met zekerheid vastgesteld, dat de zure reactic van
diphtherie-bouilloncultures afhankelijk is van de aan-
wezigheid van glucose of glycerine of beide.

Door een eigenschap, dic de diphtheriebacil met vele
anderc bacterién gemeen heeft, is hij in staat genoemde
stoffen in zuur om te zetten. Naar analogic met vele
van die andere bacterién, die door SCHARDINGER, NENCKI,
REROWSKT, BiscHIER, BLACHSTRIN, PERDRIX, Bourrovx,
Piré e. a. onderzocht zijn, is het nu hoogst waarschijnlijlk,
dat hij, behalve uit glucose, ook uit de verdere suikers
zuur kan vormen. Ik achtte het echter niet noodzakelijk
het onderzoek van den bacil in die richting voort te
zetten, daar men toch bij de bereiding van voedings-
bodems gewoonlijk alleen met glucose en met glycerine
te doen heeft.

De door PirE aangegeven methode om het vleesch
oud te laten worden bleek, volgens de laatste proecf,
geschikt om een bouillon te verkrijgen, die niet zuur
wordt en waarin de bacil uitstekend groeit. De uitkom-
sten van proef VII hadden ons wel reeds geleerd steeds
alkalisch blijvende bouillons te vervaardigen uit ver-
schillende vleeschextracten, maar de groei van de meeste
exemplaren van diphtheriebacillen in laatstgenoemde,
hoewel vrij krachtig, was toch altijd minder intensi-
tief, dan in bouillons nit rundvieesch of kalfsvleesch,



vooral wanneer in deze laatste bouillons een weinig

glucose was.

In het algemcen heb ik bemerkt, dat de beste groei te
verkrijgen is in kalfs- of rundvleeschbouillons met zooveel
glucose, dat de reactie slechts enkele dagen zuur bleef;
na weder intreden der alkaliciteit werd dan de groei
weldra zoo sterk, dat hij dien in even oude cultures, die
geen reactieverandering vertoond hadden, overtrof. Het
glucose is dus op zichzelf voordeelig voor den groei,
maar nadeelig door het daaruit gevormde zuur, hetwelk
tovens volgens Roux en Ymrsiv een slechten invloed
heeft op de gifproductie. Men moest dus trachten het
gevormde zuur weg te nemen niet door eliminatie der
oorzaak : het glucose, maar op een andere manier,

Proeven over het alkalisch houden van cultures
in willekeurige bouillons.

In den loop der beschreven proeven was reeds
meermalen de vraag gerezen, of het mogelijk zoude zijn
de zure reactie te voorkomen door te zorgen voor een
voldoende hoeveelheid alkali in de cultuur, om het zuur
te neutrabseeren. Men zoude daartoe den bouillon cen
sterkere, oorspronkelijke alkalische reactie kunnen geven,
voor dat men de bacterien er in entte. Nu is het
echter een bekend feit, dat cen hoog alkaligehalte, even-
goed als een hoog zuurgehalte, voor de bacterién scha-
delifk is. De grenzen, binnen welke verschillende
parthogene microben zich nog ontwikkelen , heeft Bozr ')

) Borr. Ueber die Leistungsfihigkeit mehrerer chemischer Des-
infectionsmittel bei einigen fiir den Menschen pathogenen Bacterién,
Zeitschr. f. Hygiene u. Infectionskrankh. Bd. IX. 1890,
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vastgesteld volgens een door BeHrING gegeven methode.
Zoo vond hij, dat de diphtheriebacil gedood werd bij een
gehalte van 0,06/, normaalzoutzuur indien versche, en
van 0,16 9, als 24 uur oude bloedserumcultures werden
gebezigd, bij een inwerking gedurende 2 uren. Dat
gehalte komt overeen met 17 resp. 42 cm® normaalzuur
pro liter bouillon. Van zwavelzuur heeft men iets
grootere hoeveelheden noodig. De uiterste grens naar
de alkalische zijde bedroeg: 0,3°/ resp. 0,35/, normaal-
natronloog of 75 resp. 88 em? pro liter.

De diphtheriebacil verhield zich in dit opzicht ongeveer
als de miltvuurbacil, terwijl b. v. de typhusbacil veel
grootere hoeveelheden zuur, de choleraspiril zeer veel
grootere hoeveelheden alkali kon verdragen.

Men is dus aan zekere grenzen gebonden. Naarmate
het oorspronkelijke alkaligehalte meer stijgt boven het
juist voordeelige voor de ontwikkeling, zal deze laatste
ook minder worden en aldus een voor de gifproductie
nadeeligen factor doen ontstaan.

Om nu na te gaan, in hoeverre het mogelijk was in
een bepaalden bouillon de zure reactie te doen uitblijven
zonder te veel schade aan den groei toe te brengen,
nam- ik volgende proef:

Proef XIV.

11 gelijke buisjes werden gevuld met 10 cm® van
den bouillon uit proef I, die dus even zuur werd.

Uit een buret droppelde men nu een verzadigde
oplossing van carbon. natric. in die buisjes, zoodat
aan buigje n°. O niets, n°. 1 één droppel, n°. 2 twee
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droppels, enz. tot aan buigje n° 10 tien droppels alkall
werden toegevoezd. 10 droppels vormden juist %, cm?

Allen werden geént met diphtheriebacil n°. 101 uit een
8 dagen oude Liebig-bouilloncultuur. Al de cultures
waren den volgenden dag opgekomen, maar in verschil-
lende mate: buisie n°. 0 het sterkst en zoo afnemend
tot buisje ne. 10. De groei in n° 8 tot en met ne. 10
wag al heel zwak. Na 8 dagen ongeveer waren de
buisjes n°. 0 fot en met no 7 allen bijna even troebel,
tusschen de twee uitersten was alleen een gering ver-
gchil merkbaar. Neo. 8 tot en met n°. 10 vertoonden
nog slechts zeer weinig groei.

Het buisje n°e. 0 was den dag na de enting zuur, bleef
dit 3 dagen lang en werd toen weer alkalisch. Buisje
n°. 1 vertoonde den volgenden dag amphotere rcactie,
en bleef deze 8 dagen behouden. Vervolgens werd het
licht alkalisch en eindelijk alkalisch. In buisje n° 2
was, gedurende dezelfde drie dagen, de intensiteit
der alkalische reactic verminderd. Alle volgende ver-
toonden geen afname der alcaliciteit.

Had men dus bij dien bouillon uit proef I, per 10 cm?
slechts 1 droppel carbon. natric.-oplossing meer toege-
voegd, dan ware de reactie slechts amphoteer geworden,
2 droppels of 1/,, cm? meer op de 10 cm?® bouillon =
4 cm?® pro liter, hadden veroorzaakt, dat de zure reactie
heelemaal nict te voorschijn ware gekomen. De groel in
den bouillon zou dan toch nog een voldoende geweest zijn;
immers, die in buisje n°. 2 vertoonde na enkele dagen
geen merkbaar onderscheid meer met dien in buisje n°. 0.

Het i evenwel duidelijk, dat deze methode alleen toe-
passelijk zoude zijn op houillons, die zoo kort zuur
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dat met toename der alkalische reactie de zoo labiele toxal-
buminen der bacterién meer cn meer vernietigd worden.
Hij bepaalde de hoeveelheid van deze geproduceerde
bases in tetanusbouillon, waarmede hij zich speciéel
bezig hield, en vond dat 1 L. tetanusbouillon in 7
dagen zooveel bases gevormd had, dat 17-38 cm?
normaalloog noodig waren om ze te neutraliseeren,

Dezen schadelijken invloed der basische producten,
onder wclke het koolzure ammoniak wel een eerste
plaats bekleedt, trachtte hij nu op te heffen door aan
1 L. van den voedingsbodem ongeveer 20 grm. gips toe
te voegen; aldus grijpt er, volgens hem, van het cerste
oogenblik af aan een constante omzetting plaats van
het versch ontstane, schadelijke ammoniumcarbonaat
in het onschuldige ammoniumsulfaat. Het gelukte hem
zoo werkelijk zcer giftige tetanuscultures te verkrijgen.
Ammoniumsulfaat praecipitecrt het tetanusgif, maar
allesn door meeslepen met de gepraccipiteerde albumosen
uit de cultuur en zooals Briecur en Comx ') aangetoond
hebben wordt het tetanusgift gevormd ten koste der
albumosen, zoodat, wanneer men een zecr giftige cultuur
heeft, de albumosen daaruit grootendeels of gcheel ver-
dwenen zijn en dus ook het ammoninmsulfaat in een
dergelijke cultuur het gif niet meer ncerslaat,

Volgens Briecer is de diphtheriebacil niet in staat de
albumosen in zijn cultuur gehcel om te zetten en het
diphtheriegif wordt ook door middel van deze stoften
door het ammoniumsulfaat gepraecipiteerd, zoodat men

1) Brigaer und ComN. Untersuchungen ueber das Tetanusgift
Zeitschr. f. Hygiene u. Infectionskrankh. Bd. XV. 1893. 8. 1.
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door neerslaan met dit zout uit diphtheriecultures een
veel grootere hoeveelheid gif kan verkrijgen, dan uit
tetanuscultures.

‘Wilde men nu ook in diphtheriecultures, op de manier
van Brieeer, de volgens hem zoo schadelijke bages in
het onschuldige ammoniumsulfaat omzetten, dan had
men misschien te vreezen, dat er vecl gif neergeslagen
werd en men dus een zwak toxisch filtraat zou ver-
krijgen. In hoeverre deze vrees bewaarheid werd zal
later blijken.

Ik beproefde nu een bouillon, waarin de bacillen goed
groeiden, alkalisch te houden door bijvoeging van carbonas
calcicus en tevens den schadelijken invloed der gevormde
bases te neutraliseeren door gips. Daartoe werd de
volgende proef ingericht:

Proef XV.

4 medicijnfleschjes van 200 grm. inhoud werden gevuld
met een bouillon, op de gewone manier bereid, uit versch
kalfsvleesch.

Carbonas calcicus en sulfas calcicus, beide chemisch
zuiver , werden op de volgende wijze aan enkele fleschjes
toegevoegd.

N¢ 1 150 grm. kalfsvleeschbouillon.

N 2 150 grm. kalfsvleeschbouillon met 3 grm, carb.

cale,

N° 3 150 grm. kalfsvieeschbouillon met 2 grm, sulf.

cale.

N° 4 150 grm. kalfsvleeschhouillon met 3 grm. carb.

calc. en 2 grm. sulf. calc.
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Een flesch n°. 5 van eenigszins anderen vorm was
ingericht als in proef XII om onder H. gezet te worden.
Ze werd gevuld met 200 grm., van denzelfden kalfvleesch-
bouillon, waaraan toegevoegd: 4 grm. carb, cale.

Door deze inrichting der proef kon men verwachten
een antwoord te krijgen op de vraag, welke invloed
het voordeeligste is voor de gifproductie, die van het
carb. calc., als houdende het medium alkalisch, die van
het sulf. calc., als vernietigende de schadelijke bases, of
die van beiden te samen. Eindelijk zou men ook nog de
gifproductie onder anaérobiose in een alkalische cultuur
kunnen nagaan. Daar bij afsluiting der Ilucht geen
alkali in de cultuur werd gevormd (volgens proef XTI en
XIl) was het ook niet noodig er sulf. calc, bij te voegen.

De voor dit doel bereide kalfsvleeschbouillon werd,
zooals gezegd is, uit versch vleesch vervaardigd en zon
dus wel, volgens proef XIII, een zure reactie gaan
vertoonen. Om dit te onderzoeken werd eerst een
buisje er mede gevuld en geént met hacil n° 101. De
cultuur kwam goed op en was den volgenden dag
reeds zuur. Bijna dagelijks werd nu een maand lang
de reactie opgenomen, maar ze bleef steeds zuur. Na
verloop van dien tijd kwam bij uitzaaiing niets meer op,
zoodat men de proef afbrak. Er scheen dus veel glucose
in dit versche vleesch aanwezig te zijn en de bouillon
was wel geschikt, om den invloed van het carb. cale, te
vertoonen, ‘

Ter controle werd verder een bouillon genomen, die
alkalisch bleef, bereid uit Cibils-vieeschextract volgens
het vroeger gegeven voorschrift. Op geheel overeen-
komstige manier werden nu met dezen bouillon wecer

o
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gevuld: 4 medicijnfleschjes van 200 g'rm en 1 flesch
geschikt voor de cultuur onder H. Ze bevatten dus:

N° 1 150 grm. Cibils-bouillon.

No, 2 150 grm. Cibils-bouillon met 3 grm. carb. cale.

N°, 8 150 grm. Cibils-bonillon met 2 grm. sulf, cale.

N°. 4 150 grm. Cibils-bouillon met 3 grm. carb. calc. en

2 grm. sulf. cale.

No, 5 200 grm. Cibils-bouillon met 4 grm. carb. calc.

De hoeveelheden carb. cale. en sulf. calc. waren zoo
genomen, dat de bodem der fleschjes met een flinke laag
van die stoffen Dbedeki was en er dus zcker nict te
kort kwam. Overmaat kon hier nict schaden.

Behalve deze fleschjes, waren nog 3 buisjes gevuld
resp. met: kalfsvleeschbouillon met carb. cale., kalfsvieesch-
bouillon met sulf. cale. en kalfsvleeschbouillon met carb.
cale. en sulf. cale, en 3 andere buisjes resp. met: Cibils-
bouillon met carb. cale. Cibils-bouillon met sulf. cale.
en Cibils-bouillon met carb, calc. en sulf. cale.

Deze buisjes konden dienen voor de reactie hepaling.

Alle floschjes en buisjes werden geént met bacil n® 101
uit de stamcultuur. In allen kwam de cultuur op.

Beide flessehen n’. 5 werden 24 uar na de enting onder
H gezet.

Reeds spoedig nu zag men onderling cen duidelijk ver-
sehil ontstaan in het uiterlijk der cultures in kalfsvleesch-
bouillon in de buisjes en ook in de fleschjes. Diein kalfs-
vleeschbouillon met carb. cale. en in denzelfden bouillon
met carb. ecale. en sulf cale. werden sterk troebel en
bleven dit, terwijl die in kalfsvleeschbouillon alleen en
in denzelfden bouillon met sulf cale. nict zoo troebel
werden en spoedig ophelderden. Ook hier vertoonde
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dus de groei de meermalen beschreven kenmerken, daar
Zooals men zal zicn de reactie er mee in overeenstemming
was. De groei in de Cibils-bouillons was in allen onge-
veer even sterk. De beide flesschen onder H vertoonden
slechts een zeer zwakken groei; het meest troebel werd
nog wel de cultuur in kalfsvleeschbouillon met carb. calc.

De reactie in het buisje met kalfsvleeschbouill. -+ carb.
cale. bleef alkalisch; die in het buisje met kalfsvleesch-
bouill. + sulf. cale. bleet zuur; die in het buisje met kalfs-
vieeschbouill. 4+ carb. cale. 4+ sulf. calc. bleef alkalisch,

Alle buisjes met de Cibils-bouillons bleven alkalisch.

Gedurende 14 dagen werden ze geobservecrd. Toen
was dus reeds duidelijk, dat men door toevoeging van
carb. cale. in staat is een anders zuur wordcnde bouillon
steeds alkalisch te houden, terwijl de groei er beter op
wordt.

De intensiteit der reactie in kalfsvieeschbouillon met
carb. calc. en in denzelfden bouillon met carb. cale. en
sulf. cale. was dezelfde, evenzoo was er geen merkbaar
verschil in intensiteit der reactie tusschen de verschillende
Cibils-bouillons.

De cultures in kalfsvleeschbouillon werden gefiltreerd
toen ze 20 dagen oud waren; de reactie bleek toen
geheel overeen tc komen met die in de buisjes, namelijk:
cultuur in kalfsvleeschbouill.: zuur.

» in kalfsvl. bouill. -+ carb. calc. : alkal.

» in kalfsvl. boulll, ++ sulf. calc. : zuur,

” in kalfsvl. bouill, - carb. cale. 4- sulf. calc. : alkal.

Cultuur onder H: alkalisch; dus hier ook was het
carh. cale. geschikt gebleken, om de vloeistof alkalisch
te houden.
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De cultures in Cibils-bouillon waren 21 dagen oud,
toen men ze filtreerde. In allen bleek de reactie
alkalisch. ,

Nadat we aldus de oorzaak van het zuur worden
van diphtheriebouillons hadden leeren kennen en het ons
gelukt was, hetz door eliminatie dier oorzaak, hetzij
door vernietiging van het geproduceerde zuur, diphtherie-
bouillons naar willekeur alkalisch te houden, konden we
ons wenden tot het onderzoek van de gifproductie in
dergelijke alkalische of zure voedingsbodems.

Vooreerst echter wil ik in het volgende hoofdstuk
nog enkele proeven beschrijven, die ik genomen heh
over de reactieverandering van voedingsbouillon, wan-
neer daarin pseudo-diphtheriebaciﬂen worden gekweekt.




HOOFDSTUK IIL

Reactieverandering der bouilloncultares van den
pseudo-diphtheriebacillus.

Naar aanleiding van de beroemde onderzoekingen van
LourrLER in 1884, trachtte ook vox HoFMANN-W ELLENHOF ')
den Klebg-Loefflerschen bacil uit de pscudomembranen
van diphtherielijders te isolecren. Hij verkreeg daarhij
in reincultuur cen bacillus, die geheel beantwoordde
aan de beschrijving, welke LorrrLER van zijn bacil had
gegoven, maar niet virulent was.

Het gelukte vox HorMany- WELLENIIOF dikwijls (n
15 onderzochte gevallen 26 maal) dienzelfden bacil te
isoleeren bij controlconderzoekingen, die hi] verrichtte
in gevallen van diphtherieachtige ontsteking van den
pharynx  hij scarlatina cn morbilll, in gevallen van
cenvoudige pharynx-katarrh en eindelijk ook bij onder-
zoek van geheel normale slijmvliezen.  Aldus kwam hij
er toc om aan te nemen, dabt de door hem gevonden

1) Vo ITorvavs-WELLENHOF, 1 ¢. D. 6.
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bacil een regelmatige bewoner van de keelholte is, die
met diphtherie nicts te maken heeft.

Bij gelegenheid van ecn samenkomst met Lorrrr
te Berliln werden de cultures van voy HOFMANK-
WELLENHOF vergeleken met de oorspronkelijke  van
LoerrLer. Men kon daarbij geen morphologisch onder-
scheid tusschen beiden constateeren. Daarom werden
met beider cultures cavia’s geént. Het resultaat beant-
woordde evenwel in het geheel niet aan de verwachting,
daar alle cavia’s gezond bleven. Later bleek het, dat
het negatieve resultaat, met de cultuur van LozrrLER
verkregen, moest worden geweten aan de omstandig-
heid, dat met een zeer oude cultuur was gedxperimen-
teerd, in welke de virulentie der bacillen sterk was
afgenomen,

Von HorsanN-WasLLENHOF verrichtte vele infectie.
proeven met zijn bacillen, doch kon nooit cavia’s er
mede dooden. Later gelukte het hem cchter ook viru.
lente diphtheriebacillen te isoleeren, en Lomrrirr had
intusschen ook, evenals vown Horvax-WELLENHOF , uit
pseudo-membranen, naast virulente, morphologisch geheel
daarmede overeenkomendc, avirulente bacillen kunnen
verkrijgen. Hij noemde deze laatste: pseudo-diphtherie-
bacillen.

Von Iorwany-WeLLENHOK kon door nauwkeurige vorge-
lijking van cultures van beide bacillen op bhlocdscrum,
gelatine en agar, enkcle punten van verschil opmerken,
maar deze waren zoo gering en zoo inconstant, dat ze
niet praktisch bruikbaar waren voor de onderscheiding

van beide bacterién,
D¢ schrijver zegt dan ook: »Meine Bemdhungen,




zwischen virulenten und nicht-virulenten Kulturen ver-

werthbare morphologische Unterschicde auf zu finden,
waren hisher erfolglos; mehrmals glaubte ich, solche
schon gefunden zu haben, aber dieselben erwiesen sich
als nicht constant oder noch innerhalb der Varations-
breite fallend, welche den Kulturen eines jeden einzelnen
Falles zukommt, oder doch als keine anderen, als sie
die virulenten Fille unter einander oder die nicht-
virulenten Falle unter einander auch zcigen.”

LorrriEr ') vond in hoofdzaak ook dezcfde punten van
verschil tusschen beide bacillen als vox Hormann-
WELLENIIOF, maar wijst er eveneens op, dat verreweg
het voornaamste onderscheld is gelegen in de algehecle
onschadelijkheid van den pseudo-, in tegenstclling tot
den cchten diphthericbacil,

ZarNIko vindt geen bruikbaar onderscheid in den groei
van beide bacillen op LOEFFLER’S serum, op agar en op
gelatine, ook niet in de temperatuurgrenzen van dcn
groei van beiden, of in den vorm der staafjes. Daaren-
tegen, zegt hij, vertoont de groei in bouillon een zeer
groot ondcrscheid. De pseudo-diphtheriebacil maakt den
bouillon van den 34" dag af aan duidelijk troebel. Het
praccipitaat op den hodem is compacter en witter.
Tin terwijl de diphtheriebacil na korten tijd den bouillon
zuur maakt, zou de bouilloncultuur van den pscudo-
diphtheriebacil steeds hare alkalische reactic bchouden.

Roux cn YersN %) wezen op het velgend onderscheid

Yy Lorrrimr, 1 ¢ p. 6.
2) Roux et Yewrstn.  Contribution & '"étude de la diphtérie. Ann.
de PlInst. Pasteur n®. 7. 1890. p. 385. 3¢ wémoire.
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tusschen beide bacillen: De pseudo-diphtheriebacil is in
de kolonies op serum dikwijls korter, dan de echte bacil.

. De cultures in bouillon zijn weliger en gaan nog voort te
i § ‘ ' groeien bij 20°—22°, bij welke temperatuur de cchte
‘ bacil maar zeer zwak groeit. Zaait men ter vergelijking
beide bacterien in houillon, dan ziet men, dat beiden
den bouillon eerst zuur en later weeor alkalisch doen
worden, maar de reactieveranderingen ontstaan veel snel-
ler in de cultures van den pseudo-diphtheriebacil. Evenals
de echte groeit ook de pseudo-diphtheriebacil onder
afsluiting der lucht, maar minder krachtig dan de eerste.

F | BscrErIcH ') constateerde op bloedserum in hetalgemeen
e ecn minder sterke ontwikkeling van den pseudo-diph-
theriebacil, dan van den echten diphtheriebacil. Op glyce-
rineagar en op gelatine vond hij daarentogen den groel
van den ecrsten krachtiger.

De cultuur van den pseudo-diphtheriebacillus in bouillon
is volgens LscmemricH na 24 uur sterk troebel, veel
sterker dan dic van den diphtheriebacil, en ze wordt
‘l!. later helder. Op den bodem vindt men meestal een
slijmerig, wit neerslag, in veel grooter hoeveelheid dan
bij den cchfen bacil. Maar ecn wezenlijk, constant
onderscheid is volgens hem, evenals volgens ZARNIKO,
gelegen in de verschillende verhouding der rcactie van
den bouillon, welke bij den psendo-diphtherichacil nooit
hepaald zuur wordt en reeds na weinig dugen een
duidelijke toename der alkaliciteit vertoont. Bovendien
zegt LscurricH nog: de toevoeging van druivensniker

aan den bouillon verandert niets aan die verhouding.

1y Fsciuwwrcr, L c.
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Den groei onder afsluiting van zuurstof vond hij als
Roux en YERSIN.

Ziedaar nu in hoofdzaak, hctgeen tot heden gepubli-
ceerd is over de morphologische en biologische cigen-
schappen van den pgeudo-diphtheriebacil in tegenstelling
tot den echten Klebs-Loefflerschen bacil. Speciaal met
het oog op de verhouding der bouilloncultures heb ik
het, VOI‘igO. weergegeven, omdat ik alleen daarover
cnkele proeven heb verricht, Verschillende onderzoekers
geven nog minutienze en uitgebreide beschrijvingen van
den groei van beide bacillen op andere voedingsbodems,
maar geen enkel onderscheid, uitgezonderd het gemis
aan virulentie, was zoo constant en zoo sterk als dat,
hetwelk in de verhouding der houillon-cultures door
bhovengenoemde onderzoekers werd opgemerkt; hoowel,
zooals “we gezien hebben, hunne meecningen over dat
laatste onderscheid zeer uiteenloopen.

Ik wil hier ook niet nader op de interessante quaestie
ingaan, of de pseudo-diphtheriebacil, zooals 0.a. EscHERICH
meent, een afzonderlijke soort van bacil vertegenwoor-
digt, dan of hij, volgens Roux en YERSIN ¢ BAUMGARTEX,
slechts een geattenuéerde diphtheriebacil is.

Voor mijn proeven gebruikte ik cen in het laborato-
rinm aanwerzigen pseudo-diphtheriebacil, bekend als
ps.-diphtheriebacil ne. 115, Deze was 30 Jan. '95
geisoleerd uit het exsudaat van een kind lijdende aan
verdachte angina in het ziekenhuis alhier.

Die pseudo-diphtheriebacil ontwikkelde zich op glyce-
rineagar zeer veel krachtiger, dan de doer mij gebruikte
diphtheriebacillen. Op LorrrLER's serum was de groei
ook nog icts sterker dan dic der echte diphtheriebacillen,




70

terwijl de kolonies zich meer in de vlakte uitbreidder.
Een duidelijk verschil in kleur was cchter niet op te
merken. Schoon de bacil morphologisch de grootste
overeenkomst bezat met den echten diphtheriebacil, en
nog wel met de lange vari¢teit, was hij voor de cavia
avirulent.

Proef A.

Met bovengenoemden pseudo-diphtheriebacillus werd
geént een buisje met denzelfden kalfsvieeschbouillon als
in proef I was gebezigd. Een ander buisje met denzelfden
bouillon, geént met diphtheriebacil n°. 101, werd ter
vergelijking daarnaast "geplaatst. Terwijl nu de diph-
theriecultuur gedurende ongeveer 4 dagen zuur reageerde,
bleef de reactie van de pseudo-diphtheriecultuur steeds

alkalisch gedurende de 21 dagen, dat ze geobserveerd
werd. Alleen den dag na de enting wag de intensiteit
der alkalische reactie iets afgenomen, later echter nam
z¢ sterk toe. De groei van den pseudo-diphtheric-

bacillus was van den beginne af aan veel krachtiger,
dan die van den diphtheriebacil, en de bouillon, waarin
de eerste grocide, bleef steeds flink troebel, klaarde alleen
in de laatste dagen der proef een weinig op, terwijl zich
een. volumineus praecipitaat op den bodem verzamelde.
: : Dat resultaat komt dus gcheel overeen met de bevin-
' dingen van ZArNIKO ¢n ESCHERICH.

= : Proef B.

. Van twee buisjes met kalfsvleeschbouillon wit proet I,
: | die door den diphtheriebacil niet zuur werd gemaakst,
’ f entte men het eene met den pseudo-, het andere met




71

een echten diphtheriebacil, n°. 101. Beide cultures bleven
gedurende 21 dagen de alkalische reactie behouden,
welke in de eerste dagen niet afnam, maar later wel
toenam in intensiteit, het meest in de cultuur van
den pseudo-diphtheriebacil. 7 uur na de enting was de
cultuur van den laatsten reeds licht troebel. De troebel-
heid en het praecipitaat, dat werd gevormd, bleven
steeds die in de diptheriecultuur overtreffen.

Proef C.

Met de bouillons uit vleeschextractsoorten en de pepton-
keukenzoutoplossing werden, zooals in proef VII is
vermeld, eveneens buisjes gevuld, die geént werden met
den pseudo-diphtheriebacil.

Al deze cultures bleven ook alkalisch reageeren en
de groei was in allen duidelijk sterker, dan die der
diphtheriebacillen in de overeenkomstige voedingsbodems.
Het sterkst groeiden de pseudo-diphtheriebacillen in
Lichig, iets minder in Kemmerich en Cibils en verreweg
het minst sterk in de pepton-keukenzoutoplossing.

Proef D.

Zooals reeds in proef V werd medegedeeld, plaatste
men naast de buisjes gevuld met alkalisch blijvenden
bouillon (uit proef IT), waaraan was toegevoegd: resp.
0,2%, 0,4°%, 0,6%, 0,8%, en 1°, glucose, en geént
met diphtheriebacil n". 101, ook 5 buisjes ieder met een
dier verschillende bouillons gevuld, doch geént met
den pseudo-diphtheriebacil.

De cultures van beide bacillen werden gedurende

denzelfden tijd geobserveerd, Terwijl nu de reactie in
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alle diphtheriecultures zuur werd en bleef, merkte men
bij de cultures van den pseudo-diphtheriebacil het
volgende op:

de bouillon met 0,2, glucose bleef steeds alkalisch;
hij vertoonde geen vermindering der intensiteit van die
reactie in de eerste dagen;

de bouillon met 0,4 %, glucose reageerde den eersten
dag na de enting licht alkalisch, den 2% dag licht zuur,
den 8%n dag weer duidelijk alkalisch en bleef nu in het
vervolg deze laatstc reactie behoudené

de bouillon met 0,6 % glucose reagecrde den dag na
de enting licht zuur, den volgenden dag duidelijk zuur
en bleef dit gedurende 5 dagen. Later werd hij eerst
licht en vervolgens duid'elijk alkalisch;

de bouillon met 0,8% glucosc reageerde den dag na
de enting licht zuur, den volgendon dag duidelijk zunr
en bleef nu gedurende 25 dagen aldus. Vervolgens
werd hij opeens licht (cultuur bleek zuiver) en verder
duidelijk alkalisch;

de bouillon met 1°, glucose reageerde den dag na de
enting licht, den {rolgen(iell dag duidelijk zuur en bleef
26 dagen zuur, voordat hij weer alkalisch werd. .

7 uur na de enting warcn alle pseudo diphtheriecul-
tures reeds licht troebel. De bouillon met 0,2°% glucose
bleef troebel, helderde slechts op het laatst op. De
bouillon met 0,4 °, glucose hleef eveneens troehel, was
misschien iets, maar niet duidelijk helderer gedurende
den dag, dat hij zuar rcageerde. Toen echter de zurc
reactie in den houillon met 0,6 °/, glucosc was ingetreden,
begon deze gaandeweg geheel op te helderen en werd
eerst opnieuw troebel, toen de alkalische reactie te voor-
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schijn kwam. Hetzelfde merkte men op bij den bouillon
met 0,8°%, en 1%, glucose.

De bouilloncultures van onzen pseudo-diphtheriebacil
vertoonden dus een uiterlijk, dat evenzoo van de reactie
afhankelijk was, als we dat reeds bij de diphtheriebouil-
loncultures opmerkten.

De groei in de pscudo-diphtheriecultures was weer
duidelijk krachtiger dan die in de diphtheriecultures.
Gedurende het bestaan der zure reactie was het praeci-
pitaat, gedurende dat der alkalische reactie waren de
troebelhcid en het praecipitaat sterker.

Uit het verkregen resultaat blijkt dus, in strijd met
de bevindingen van ZARNIKO en [scHErIcH, dat onze
pseudo-diphtheriebacillus in staat was om in bouillon-
cultures een zure reactic te doen verschijnen en dat
die zure reactie hier, evenals in cultures van dcn
diphtheriebacil, door omzetting van glucose ontstaat;
alleen schijnt het voor den pseudo-diphtheriebacil noodig
te zijn, dat de bounillon een hooger gehalte aan glucose
bezitte, om een zure reactie daarin door zijn groei te
voorschijn te kunnen roepen. Dit onderscheid staat
waarschijnlijk in verband met den krachtigeren groei
van den pseudo-diphtheriebacil.

Wanneer men aanneemt, dat ZARNIKO en ESCHERICH
bij hun cultuur van den pseudo-diphtheriebacillus, bouil-
lons bezigden met betrekkelijk weinig glucose, zooals
wij er b.v. een gebruikt hebben bhij onze proef A.,
waarin de zure reactie niet te voorschijn komt bij cultuur
van den pscudo-diphtheriebacil, daarentegen wel bij cul-
tuur van den diphtheriebacil, dan kan men hun resul-

taten zeer gocd verklaren.
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Onderstelt men eveneens, dat de bouillons van Roux
en YERSIN meer glucose bevatten dan die van ZArNiko
en HscuericH, altijd onder geheel dezelfde omstandig-
‘ heden van cultuur, dan kan men zich, volgens onze
* bevindingen, zeer goed voorstellen, dat eerstgenocmde
onderzoekers, zoowel bij cultuur van den pseudo- als van
den echten diphtheriebacil, de zure reactie zagen intreden
en dat de reactieveranderingen in de cultures van den
pseudo-diphtheriebacil veel sneller ontstonden.

Zoo gelukte het dus de uiteenloopende resultaten, die

verschillende onderzoekers bij hun bouilloncultures ver-
) j kregen, geheel bevredigend te verklaren.
{




HOOFDSTUK IV.

Proeven over de gifproductie in diphtherie-
bouilloncultures,

De diphtheriecultures , gckweekt in kolfjes en fleschijes
en in de vorige hoofdstukken beschreven, werden, gelijk
boven vermeld, mede op haar vergiftigheid onderzocht.

Alle cultures werden daartoe op gelijke wijze behan-
deld. Wijl gebleken was, dat de diphtheriebacil, onder
voor gifproductie gunstige voorwaarden gekweekt, reeds
binnen circa 20 dagen een vrij groote hoeveelheid vergif
in bouillon kon vormen, bezigde ik, waar het belangrijk
scheen den voor gifvorming meest gunstige voedings-
bouillon te leeren kennen, bijna uitsluitend cultures, die
slechts 19 —22 dagen oud waren. Zoodoende zouden meer
evidente verschillen van vergiftigheid voor den dagkomen ,
dan bij oudere cultures.

‘Wannecr de tijd voor de filtratie was gekomen werd
de cultuur, na voorafgegane controle-uitzaaiing op
glycerineagar cn op LOEFFLER’S serum, gemeten in een
zuiver en droog maatglas, om na te gaan hoeveel van
het oorspronkclijk volumen was verdampt. Die indam-

ping bedroeg voor alle culturcs van ecn serie ongeveer
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evenveel, daar altijd kolfjes of fleschjes van denzelfden
vorm en gelijke grootte waren genomen, die een gelijlke
hoeveelheid bevatten en in derzelfde broedstoof ston-
den. Overigens was ook het verschil in de kelfjes
en fleschjes, die voor toxiciteitsonderzoek worden
gebruikt, van geen beteckenis. De vermindering door
indamping van een cultuur met een ocorspronkelijk
volumen van 200 cm?® bedroeg in 19—22 dagen lioozstens
10 em®  Men kon dus dezen factor bij vergelijking van
de cultures onder elkaar wel verwaarloozen,

Na meting en rcactiebepaling werd nu aan de cultuur
0,5 %, carbol toegevoegd, om bederf van het filcraat te
voorkomen, wanneer nog microdrganismen mochten
binnendringen door fouten in de asepsis na het filtreeren.
Alle verkregen filtraten hleven dan ook helder. Vaolzens
de onderzoekingen van Roux en YERSIN hecft carbol
wel een vertragenden invloed op de werking van het
gif', maar deze is, volgens de ervaring in het laboratorium
aliier verkregen, bij cen hocvcelheid van 0,59, van
weinig beteekenis,

Nadat het carbol door licht schudden geheel in
de vloeistof was opgelost, werd deze gefiltreerd door
cen dubbel filtrum van gewoon filtreerpapier. Het aldus
verkregen filtraat, dat altijd al bijna volkomen helder
was, werd dan opzettelijk door een cn dezelfde bougie van
CHAMBERLAND geperst, omdat, zelijk men weet, de verschil-
lende bougics niet altijd hetzelfde filtraat leveren.,  De
hougie werd eerst bevochtigd door er een kleine hoeveel-
heid physiologische  keukenzoutsolutic door te persen.
Het spreckt echter van zelf, dat men het filtraat eerst
opving, wanneer het reeds eenigen tijd cven intensief
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was gekleurd als de vloeistof, die door de hougie heen-
gedreven werd, zoodat men zeker kon zijn, dat al de
keukenzoutsolutie er uit was. Om nu in staat te zijn
dezelfde hougie meermalen te kunnen gebruiken, werd
er tusschen de filtratie van twée cultures 1---2 liter
physioclogische keukenzoutsolutie door heen geperst; aldus
kwamen wel geen bestanddeclen der vorige calbuur in
het filbraat der tweede, terwijl de permecabiliteit van de
bougie ook niet merkbaar verminderde, omdat de over-
groote meerderhieid der bactericn door de voorafgaande
filtratie door filtreerpapier was teruggehouden. Het filtraat
uit de bhougic werd opgevangen in znivere, droge cn
gesteriliseerde fleschjes, die daarna bchoorlijk gelakt op
eent koele plaats In het duister werden bewaard. Al die
manipulaties geschicdden zoo snel mogelijk en het
filtraat werd daarbij zoo weinig mogelijk aan het licht
blootgesteld.

Elk fleschje diende slechts voor dééne injectie.  Als
proefdier werd uitsluitend gebruik gemaakt van de cavia
cobaya en men injiciecrde alleen subeutaan aan den
buik.  Vooraf werd zorgvuldig geknipt en gercinigd
met alcohol en sublimaat. De verdunningen van het
filtraat, noodig voor dc injectie van kleine onderdeclen
van 1 ¢M?, maakle men met gesteriliscerde, physiologische
keukenzoutsolutic. De steekopening werd afgesloten mel
collodium.

Om de toxiciteit direct te kunnen vergelijken met die,
welke i de enltuar, in de inleiding vermeld, was ver-
kregen, ontvingen mijn procfdieren steeds 0,3 ¢M?® pro

T

kilo subcutaan,  Van de bedoelde culbunr toch bezat het

fileraat de  elgenschap om cavia’s, hoogstens 600 grm.
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wegende, na subcutane injectie van 0,3 em?® pro kilo
binnen 48 uren te dooden. Dic graad van gifticheid
zou 00K in mijn proeven binnen circa 20 dagen moeten
worden bereikt, ja zoo mogelijk overschreden.

De bijzonderheden omtrent de dierprocven vindi men
in de verschillende protocols hicrachter medegedeeld;
een kort overzicht er van laat ik hier volgen.

Procven. met de filtraten wvon cultures in denzelfden
kalfsvleeschbouillon , waarann toegevoegd , 0,01 %/, , 01,
resp. 0,6°f, glucose.

Vergelijk proef IV en V. Protocol A.

Deze cultures waren geént met bacil no, 101, De dieren,
welke men had ingespoten met het alkaliseh filtraat der
bouillons met 0,01 */, en met 0,1 %, glucose, (cavian®. 1,
2, 3,) vertoonden een sterke zwelling moet opvolgende
necrose op de plaats van injectie, maar succombeerden
niet. Ilet necrotisch gedeelte werd langzamerhand afge-
stooten.  Ook namcn die dieren niet in gewicht af en
waren overigens niet merkbaar ziek.

De cavia n°. 4, welke het zure filtraat der bouillon met
0,6%, glncose had gekregen, vertoonde alleen op den
dag na de injectie een zeer lichte zwelling, welke den
volgenden dag reeds was verdwencn.

Duidelijk blijkt uit die proef, dat toevoeging van glucose
aan denzelfden bouillon in z66 groote hoeveelheid (0,6 )
dat de reactie zuur blecl, de vergifproductic aanmerke-
lijk vermindert. Schoon de bouillons, waaraan slechts
0,01%; en 0,1 %, glucose was toegevorgd, alkalisch waren

gebleven, was hun filtraat toch op verre na niet 7260
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giftig, dat 0,3 cm?® pro kilo subcutaan cavia’s binnen
48 wuren doodde. Wellicht was die kleine hoeveelheid
suiker reeds nadcelig voor de gifproductie, of er waren
andere omstandigheden in het spel, gelijk daar zijn:
vermindering van de virulentie van den bacil, trager
vermenigvuldiging in den gebezigden bouillon , mocielijker
toetreden van de lucht, cnz. In elk geval bevestigen
die proeven het door Roux c¢n YErsIN e.a meermalen
geconstateerde feit, dat de gifproductic niet van hetee-
kenis is, zoolang de cultuur zuur reageert.

De tocname in gewicht van alle cavia's, den ecersten
dag na de injectie gelijk men in dit protocol opmerkt
is te wijten aun minder goede voeding daags voor de
proef, terwijl de dieren in de kleine hokjes, waarin zij
daarna ter observatie overgingen, flink werden gevoced.

Proeven met de filtraten van cultiures tn bouillons bereid
uit: Liebig-, Kemmerich- en Cibils-viceschextract en in
pepton-keukenzoutoplossing.

Vergeliyjh proef V1I.  Protocol B.

Al deze culturcs waren geént met hacil n® 101, De
dieren met de filtraten der bouillons uit vieeschextract-
soorten ingespoten, gingen allen een flinke zwelling met
opvolgende necrosc vertoonen. Die, welke de filtraten
van Kemmerich- en Cibils-bouillon hadden gekregen
(cavia. n°. 6 en 7), namen bovendien langzamerhand
in gewicht af ¢n stierven na 8 dagen. In deze had
dus de sterkste gifproductie plaats gegrepen.

Overcenkomstie met den zeer swakken groei in de
pepton-keukenzoutoplossing  werd de weoerking van het
filtraat daarvan ook uiterst zwak bevonden (cavia n® 8)
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De dood der beide cavia’s n®, 6 en no. 7 was zonder
twijtel toe te schrijven aan het ingespoten vergif. Andere
oorzaken van den dood werden niet gevonden.

Do aanvankelijk toename in gewicht van alle dieren
op den ecrsten dag na de injectie is ook hier weecr te
wijten aan minder - overvloedige voeding vodr dien tijd.

Om na tc gaan, of de gifproductie in Kemmerich- on
Cibils-bouillon mettertijd, dat wil zegeen na meer dan
20 dagen, nog aanmerkelijk toenam, werden de volgende
twee proeven genomen,

Proeven wmet het filtraut van 45 dagen oude cultires in
denzelfden bowillon bereid wit Kemmerich-vleeschert raat,

Vergelijl; Protocol. (.

Volgens het vrocger gegeven voorschrift’ werd houillon
uit Kemmerich-vleeschextract vervaardigd en dagrmede
literflesschen hoog gevuld.  Na sterilisatie en controle
bezaaide men allen met bacil n®. 100 uit de starnealtuur.
De bacil groeide mnict heel sterk, een wantal flesschen
moesten een tweede maal geént worden.  De cultures
bleven staan van 10 Maart, tot 24 April, waren dus 45
dagen oud toen ze gefiltreerd worden. Yoor de filtratic
werden de cultures uit alle flesschen bij elkaar zezoten,
gemengd, daarin 0,5 %, carbol opgelost en op de gewone
manier gefiltrecrd.

Van het filtraat ontvingen twee cavia's me. 9 en 10)
weer 0,3 ¢m® pro kilo subentaan met heb vaolgende
resultaat: Beiden gingen cen flinke zwelling vertoonen
op de plaats van injectic, namen progressief in cewicht

af, werden al zieker en zieker en succombecrden op
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den 49" dag na de injectie. De obductie toonde duidelijk
aan, dat de dood door het diphtheriegif was veroorzaakt.

Hoewel men de cultures van bacil n° 100 vrij oud
had laten worden, bleck dus de gifproductie daarin bij
deze twoede proef nog niet zoo sterk, dat 0,3 em? pro
kilo subcutaan binnen 48 uren doodde. Door eultuur
in dezen bouillon konden we het gewcenschie resultaat
nog niet bereiken.

Procven met filtraten van cultures in denzelfden bowillon
wit  Cibils-vleeschextract, maar op verschillende tijden
gefiltreerd.

Vergelijk Protocol D.

Een hoeveelheid bouillon werd op de gewone manier
uit  Cibils-vleeschextract bereid en daarmede gevuld
medicijnfleschjes van 500 grm. inhoud, zoodat elk fleschjc
450 em® bevatte. Na sterilisatie en contrdle werden
ze bezaald op 14 Maart met bacil n® 102 uit stamcultuur.
De bacil groeide zeer intensgief. Op 30 Maart, dus na
16 dagen, werd één fleschje gefiltreerd op de gewone
manicr en van het verkregen filtraat direct bij een
cavia 0,3 em® pro kilo subcutaan ingespoten (cavia n® 11).
Dit dier vertoondc den volgenden dag een weinig zwel-
ling, welke weldra verdween zonder necrose, en bleef
gezond.

Op 9 April, dus na 26 dagen, werd een tweede flesch
gefiltrecerd en dezelfde dosis van het filtraat bij cen
andere cavia subcutaan ingespoten (cavia n". 12). Dit
dier vertoonde in de eerste dagen een vrij flinke zweclling
op de plaats van injectie, gevolgd door nccrose. Het

6
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nam ook in de eerste dagen een weinig in gewicht af,
maar word overigens niet ziek. Het necrotische gedeelte
werd dan ook later afgestooten en het dier genas.

Op 4 Mei werd een derde flesch gefiltreerd. De
cultuur was dus toen 51 dagen oud.

De gewone dosis van het filtraat werd bij cavia
n°, 13 subcutaan ingespoten, Dit dier nam in de eerste
dagen een weinig in gewicht af, vertoonde een flinke
zwelling gevolgd door necrosc; maar het necrotisch
gedeclte werd later afgestooten en de cavia genas.

Zelfs na 51 dagen was or dus in de cultures van dien
bacil in Cihils-bouillon niet genoeg gif geproduceerd, om
in een hoeveelheid van 0,3 em?® pro kilo subeutaan
toegediend, cen cavia te dooden,

Proeven met de filtraten van cultures in Liebig-bowillon
aan de lucht en onder waterstof.
Vergel. proef XII. Protocol E.

Deze bouillon was geént et bacil n°. 101 uik
stamecultuur,

Het filtraat der Liebig-bouilloncultuur aan de lucht
doodde het dier (cavia no. 14) in 8 dagen. Hier had
men dus, volgens deze proef, een gif van vrij groote
sterkte. Of men nu met een bijzonder gevoelige cavia
te doen had, moet ik in het midden laten; de bonillon
was gehecl op dezelfde manier alg vroeger uit Tidebig-
vleeschextract bereid, de cultuur had onder dezelfde
voorwaarden verkeerd en (e groci daarin was nict

opvallend sterk geweest,

De cavia’s ne, 15 en no, 16 die met de filtraten der
H
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cultures onder H waren ingespoten ondervonden daarvan
niet het minste letsel.

Uit het resultaat van deze procven zou men dus
geneigd kunnen zijn aan te nemen, dat de anaérobiose
een nadeeligen invloed heeft op de toxiciteit; echter
dient men in het oog te houden, dat dc¢ onwerkzaam-
heid van het filtraat hier ook kan worden verklaard
uit den zeer geringen groci en het ontbreken der alkali-
sche reactie.

Proeven wmet de filtraten van cultures in bouillon bereid
wit versch, en in bowillon wit oud rundvleesch.
Vergel. proef X111, Protocol F.

Alle cultures waren geént met bacil n. 102 uit stam-
cultuur. De cultuur in bouillon uit oud vlecsch was
21 dagen, die in houillon uit versch vleesch 22 dagen
oud, tocn ze gefiltrcerd werd. Door het filtraat van
den bouillon uit versch vleesch, dic gedurende 12 dagen
ongeveer zuur was gewecst, werd de cavia n°. 17 niet
gadood. ITet dier vertoonde slechts ecn geringe zwelling,
gevolgd door een lichte, oppervlakkige necrose. Het
gcheen niet ziek en nam niet in gewicht af.

De cavia n°, 18, die met het filtraat van den bouillon uit
oud vleesch, welke steeds alkalisch had gereageerd, was
ingespoten, vertoonde daarentegen den volgenden dag
een  sterke gewichtsafhame, terwijl er ccn  geringe
zwelling op de plaats van injectie aanwexig was. et
dier was toen reeds zeer ziek, at niet mcer en zat
incengedoken in een hoek van zijn kooi. Den tweeden
dag na de injectic vond men het ’s morgens dood. De
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scctie bracht de typische afwijkingen voor den dag.
Die sterke gifproductic was dus verkregen in ecn bouillon-
cultuur, die steeds alkalisch had gereageerd en zelfs
gedurende verscheldene dagen ccn storke infensiteit
dier reactie had vertoond, zooals in proef XIII is
gemeld. Dit resultaat pleet dus sterk voor den gunstigen
invioed der alkalische reactic en aan den anderen kant
tegen de schadelijke werking van de gevormde hasische
producten, zooals die door BRIEGER wordt aanzcnomen.

Intusschen zou men Kkunnen meenen, dat hicr,
behalve de werking van het diphtherietoxine, ook dic
van ptomainen in het spel was geweest, daar het
vleesch eenigen tijd bij 20° was bewaard en dus in een
lichten graad van bederf had verkeerd. IHet vleesch
was wel verkleurd, maar liet slechts cen geringe rottings-
lucht waarnemen, toen het voor de bouillonbereiding
werd gebruikt, Daarom trachtte ik na te gaan of die
ptomainen eenigszing tot den dood van het dier hadden
kunnen bijdragen. Zooals reeds door de beroemde onder-
zoekingen van Paxuy ') bekend is geworden, vernietigt
men de ptomainen niet door koken, zelfs niet wanneer
dit uren lang wordt voortgeset. Daarentegen wordt,
zooals Roux en Yersix hebben gevonden, het diphtheriegit
reeds onwerkzaam door een kortdurende verhitting
hoven 60°. Ten gedeelte van het filtraat van den bouillon
uit oud vleesch werd nu gedurende een half uur in
kokend water gedompeld on daarvan 3 cM’® subcutaan
geinjiciderd bij eavia ne. 19. Zooals uit het protocol

1) PanuM. Das putride Gift der Bacterien, die putride Infection
oder Intoxication und die Septicimie. Virchow’s Archiv. t. LX. 1874.
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blijkt, ondervond het dier hiervan niet het minste letsel;
het werd niet zick en kreeg slechts in de eerste dagen
een zoer geringe zwelling op de plaats van injectic.

Proeven met de filtraten van cultures in kalfsvieesch-
bowillon en in denzelfden kalfsvleeschbouitlon inet carb.
cale., — met sulf. cale., — mel carb. en sulf. cale. en
met carb. cale. onder waterstof.

Vergel. progf XV. Prolocol G.

Deze bouillons waren weder allen geént met bacil
n® 101 uit stamcultuur.

Bij de filtratie waren de cultures allen 20 dagen oud.

Van de cavias met de filiraten van deze bouillons
ingespoten  succombeerde alleen die, welke het filtraat
van kalfeviecschbouillon met carb. cale. had ontvangen
(cavia n". 22) en wol biunen 48 uren na de injectie, en
zonder twijfel aan intoxicatie met diptheriegif, zooals
de sectie leerde.

De dieren, welke de beide andere alkalische filtraten
hadden gokregen, namelijk dat van bouillon met carb.
en sulf. cale. en dat van bouillon mct carb. cale.
onder H. (cavia n°. 23 en n° 24), gingen beiden een lichte
zwelling met opvolgende necrose vertoonen, maar bleven
in leven.

De zure filiraten, namelijk dat van bouillon met sulf.
cale. on dab van kalfsvleeschbouillon alleen, veroorzaak-
ten slechts in de cerste twee dagen cen zcer lichte zwel-
ling (cavia n° 20 en n°. 21).

Uit dit resultaat blijkt dug duidelijk de voordeclige

invioed van het alkalisch Dlijven der reactic en tevens
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de mnadeelige werking van het sulfl. cale. Bij cavia
n°. 21 kan men de geringe toxiciteit nog toeschrijven
aan de zure reactie, maar bij cavia n°. 23 had de cultiur
steeds alkalisch gereagecrd en lag het dus voor de hand
om aan te nemen, dat het, door de aanwezigheid van
sulf calc. volgens BriecEr gevormde, ammoniumsulfaat
een nadeeligen invloed op de gifproductie uitoefende.
Door den gunstigen invloed der alcaliciteit vertoonde het
filtraat, bij cavia n°. 23 ingespoten, toch nog meerdere
werkzaamheid dan dat bij cavia n. 21 ingespoten.

Proeven met de filtraten van cultures tn Cibils-bouillon
en th denzelfden Cibils-bouillon wmet carb. cale., - ret
swlf. cale., — wmet carb. en sulf. cale. en — wmet curb,
cale. onder waterstof.

Vergel. proef XV. Protocol H.

Al deze bouillons waren geént met diphtheriebaciln®. 101
uit stamcultuur. De cultures waren 21 dagen oud, toen
ze gefiltreerd werden. Zooals wij receds in proef XV
vermelden, rcageerden allen alkalisch en wel zonder
duidelijk verschil in intensiteit. Volgens dc resultaten
der vorige proeven konden we nu verwachten, dat het
filtraat van Cibils-bouillon allcen, en dat van Cibils-houil-
lon met carb, cale. niet belangrijk in workzaambeid zou-
den verschillen.

De giftighcid van de filtraten van den bouillon met
sulf. cale. zou cchter volgens de aangenomen werking
van dit zout minder groot zijn.

Het filtraat der cultuur onder M. zou, afhankelijk van
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den geringen groei, eveneens maar zwak toxisch zijn.
Laat ons zien in hoeverre de resultaten aan onze
verwachtingen beantwoordden.
De cavia me. 25, met het filtraat der culbuur in
Cibils-bouillon alleen ingespoten, stierf binnen 48 uren.
De cavia n'. 27, welke het filtraat van Cibils-bouillon met
carh. cale. gekregen had, vertoonde een progressicve ge-
wichtsvermindering met sterke zwelling, gevolgd door
necrose op de plaats van injectic, en stierf op den 7den
dag na de inspuiting. Volgens de obductie moest men
den dood aan intoxicatie mot diphtheriegif toeschrijven.
Het is mij niet gehecl duidelijk geworden, waaraan
dat belangrijk verschil in giftigheid te wijten is. Uit
het resultaat, dab de sectie van cavia n® 25 leverde,
valt echter niet met voldoende zekerheid den dood door
diphtheriegif op te maken. Het dier vertoonde geen
liyperaemie der bijnjeren cn had een zeer sterk door gas
nitgezette maag. Den dag na de injectie was het niet
merkbaar ziek, terwijl het slechts zcer weinig in ge-
wicht was afgenomen. Den 2¢" dag na de injectie
echter, werd het plotseling ‘s morgens dood gevonden.
Tet is dus nict onmogelijk, dat de dood van het dier
door een andere oorzaak, waarschijnlijk met de sterk
witgezette maag in verband staande, was verhaast.
Tegen mijn  verwachting ging na ook de cavia
n'. 26, welke met het filtraat van (tibils-houillon met sulf.
cale. was ingespoten, cen progressiove gewichtsvermin-
dering vertoonen en werd al zieker en zieker, zonder
plaatselijke xwelling. Op den Bden dag na de injoctie werd
het dier dood gevonden.

Do sectie bracht licht. Het hleek daarbif, dat hij de
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inspuiting de canule te diep was ingestooten en in de
buikholte was terechtgekomen. 1Iet dier had dus, in plaats
7an een subcutang, cen intraperitoneale injectie ontvangen.
Men vond subeutaan volstrekt geen oedeem , maar aan het
peritoneum parietale, overeenkomende met de plaats
van injectie, afzetting van fibrine. De geheele peri-
toneaalholte en ook de pleuraholten waren met een sterk
haemorrhagische vloeistof gevuld. Do bijnieren waren
licht hyperaemisch.

De cavia n°. 28, welke het filtraat van Cibils-bouillon
met carb. en sulf. cale. ontvangen had, reageerde daarop
totaal niet. N° 29, welke het filtraat van de cultuur
onder H. gekregen had, vertoonde slechts enkele dagen
een lichte zwelling,

Bij nadere beschouwing waren dus de resultaten van
deze proeven met Cibpils-bouillons, wat betreft den gunsti-
gen invloed der alkalische reactie , niet in tegenspraak met
onze bevindingen in de vorige proeven.

De resultaten bij cavia n°. 24 en no. 29 verkregen
Dleiten zeer voor den gunstigen invloed der anadrobiose
op de giftigheid ecnor cultuur, wannecr deze slochts
alkalisch blijft reageercn. Immers den gzeer geringen
groei in aanmerking genomen, welke in de cultures onder
H had plaats gegrepen, was de werkzaamheid van de
filtraten dier cultures bepaald een sterke te noemen.

Nadat uit de voorafgeganc proeven was gebleken, dat
de sterkste giftproductie had plaats gegrepen in den
alkalischen bouillon bereid uit ond randvleesch on
in den, door toevoeging van carbonas calcicus , alkalisch
gehouden bouillon, bereid uit versch kalfsvleesch, nam
ik een houillon hereid uit oud rundvleesch, waaraan ik
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ten overvloede nog carbonas calcicus toevoegde, om, indien

er nog eenig zuur werd gevormd, ook die kleine quan-
titeit dadelijk te binden. Zoodoende, meende ik, zouden
de omstandigheden zoo gunstig mogelijk moetcn zijn.

Proeven met de filtraten van cultures in bouillon bereid
wit oud rundvieesch, waaraan carb. cule. was foegevoeyd.
Vergelijk Protocol 1.

Geheel op dezclfde wijze, als in proef XII is
beschreven, liet men ecn stuk versch rundvleesch
cenigen tijd bij ongeveer 20° staan en bereidde toen
daaruit bouillon. Deze bouillon werd verdeeld in medi-
cijnfleschjes van 500 c¢M?® inhoud zoo, dat clke flesch
450 ¢M? bevatte, dus hoog was gevuld. In elke flesch
werd een voldoende hoeveelheid carb. cale. gedaan.

De bouillon werd hezaaid op 3 Mei met diphtherie-
bacil n°. 102. De bacterién groeiden uitstekend.

Op 27 Mei, dus na 24 dagen, werd de cultuur uit
één dor flesschen gefiltreerd. Op 28 Mei, te 11 ure v.m.,
werd van het filiraat 0,3 ¢M?® pro kilo bij een cavia
van 660 grm., dus bijzonder zwaar, subcutaan inge-
spoten (cavia n°. 30). Dat dier was den volgenden dag
ziek, vertoonde ecn weinig zwolling op de plaats van
injectie cn was sterk in gewicht afgenomen; het stierf
dan ook nog op denzelfden dag ’s avonds te 6 ure,
dus binnen 36 uren na de injoctie.

De obductie bracht de typische pleuritis serosa en
sterke hyperaemie der bijnieren aan het licht.

Op 8 Juni werden de cultures uit de overige flesschen
hijeengegnten en daarna gefiltreerd.  Om den graad van
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giftigheid van dit filtraat tc leeren kennen, werd nu hij
een cavia 0,2 ¢M® pro kilo (cavia no. 31) en bij een
andere 0,1 cM?® pro kilo ingespoten (cavia n°. 32).

De eerste, welke 0,2 ¢M?® pro kilo had ontvangen,
was den volgenden dag ziek, vertoonde een duidelijke
zwelling en stierf op den tweeden dag na de injectie,
dus binnen 48 uren. De scctie toonde weer pleuritis
serosa en hyperaemie der bijnieren aan.

De tweede, welke 0,1 ¢M? pro kilo had ontvangen,
vertoonde op den dag na de injectie eveneens cen duide-
lijke zwelling en was ziek. Den volgende dagen blecf
het dier die zwelling behouden, werd al zieker en zieker,
ham in gewicht af en sticrf op den 4%n dag na de
injectie.

0,2 ¢M® van het filtraat dier 31 dagen oude cultuur
doodde dus nog 1 kilo cavia hinnen 48 uren.




In korte trekken samengevat, luiden derhalve de uit-

komsten van mijn proeven, als volgt:

In licht alkalischen voedingsbouillon producecert de
diphtheriebacil alleen dan een zoo groote hoeveelheid
zuur, dat de voedingsvlocistof een zure reactie agnneemt,
als zich in dien bouillon zckere hoeveelheid glucose of
glycerine bevindt.

In bouillons bereid uit versch rund- of kalfsvleesch
is, naar de ervaring leert, bijna altijd een zoo groote
hoeveelheid glucose aanwezig, dat de reactie, onder
invlocd van de ontwikkeling van den bacil, zeer duide-
lijk zuur wordt.

Daarentegen is volstrekt geen omslag der reactie te
constateeren, als men den bacil kweekt in bouillons uit
vieeschextracten (Liebig, Kemmerich, Cibils) bereid.
Voegt men nu aan dergolifke bouillons, dic dus blijkbaar
zeer weinig of geen glucose bevatten, cen zekerc hoc-
veelheid druivensuiker toe, dan trecdt de zure reactie




na zekeren tijd in, terwijl de intensiteit dier reactie
afhankelijk is van de toegevocgde hoeveelheid suiker.

De zure reactic, die in bouillons uit versch vleesch
bereid is ingetreden, maakt in zeer vele gevallen weder
plaats voor een alkalische; voor dien tweeden omslag
der reactic is des te meer tijd noodig, naarmate het
vleesch een grootere hoeveclheid glucose bevat. Door
tocvoeging van verschillende hoeveelheden druivensuiker
aan cen bouillon, dic zonder die toevoeging bleck alka-
lisch te blijven, kan men in dien bouillon een tijdelijke
of een blijvende zure reactie docn ontstaan.

In suiker- en eiwitvrije urine produceert de diphtherie-
bacil geen zuur. In urine van een diabeticus of in
oorspronkelijk suikervrije urine, waaraan een weinig
glucose is toegevoegd. wordt zuur govormd,

Het fecit, dat af en toe in bouillons bereid uit rund-
of kalfsvicesch de zure reactie niet kan worden gecon-
stateerd, is zonder twijfel in de eerste plaats hicraan
toe te schrijven, dat het gebezigde vleesch reeds eenize
dagen oud was.

In bouillons, bereid uit een en hotzelfde stuk vleesch,
doch 7zoo, dat men cen deel daarvan in verschen toe-
stand, een ander deel nadat het eenige dagen is bewaard
geworden, voor die bereiding bezigt, kan men den in-
vioed van het oud =zijn van het vleesch gemalkielijk
constateeren.

De pseudo-diphtheriebacil verhoudt zich, mot betrek-
king tot de zuurproductie in genocmde bouillons, geheel
als de echte diphtheriebacil. Alleen valt op te merken,
dat, in tegenstelling tot den echten diphthericbacil, de
pscudo-diphtberiebacil ecn ictwat grootere hoceveclheid
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suiker behoeft, om een omslag van de oorspronkelijke,
alkalische reactie teweeg té brengen. Daarom blijft dien
omslag wit (Zarntko en EscrisricH), als toevalligerwijze
de gebezigde Louillon een relatief kleine quantiteit glucose
bevat.

Het tostreden der dampkringslucht oefent op de reactie
der diphtheriecultuur een manifesten invloed uit: de
eenmaal zuur geworden diphtheriecultuur blijtt die zure
reactie behouden, als het toetreden der lucht is verhinderd.
Door rijkelifken toevoer van lucht aan de zuur geworden
cultuur slaat de reactie in betrekkelijk korten tijd weder
in een alkalische om en wel door snellere oxydatie der
N-houdende stoffen (Roux).

Wat de gifproductic van den diphtheriebacil betreft,
700 lijdt het geen twijfel, dab de zure reactie der
voedingsvloeistof daarvoor nadeclig is. Zoo lang de zure
reactie bestaat, bezit het filtraat der cultuur nagenoeg
geen vergiftige eigenschappen. Om snel en zeker een
sterk diphtheriegif te verkrijgen, moet dus, in de aller-
ecrste plaats, op de reactic worden gelet en hot zuur
worden van den bouillon tegengegaan. Daar om anderc,
nict nader bekende oorzaken, doch waarschijnlijk in
vorband staande met do inconstante samenstelling der
vleeschextracten, in bouillons daaruit bercid, de gifpro-
ductic meestal veel geringer is, dan in bouillons uit
rund- en kalfsvieesch vervaardigd, zal men van eerstge-
nocmde, schoon zij alkalisch blijven, nict met succes
gebruik kunnen maken.

Men ig dus genoodzaakt met vieeschbouillon te arbeiden
en kan nu den schadelifken invloed der zure reactic

eliminceren, vooreerst door het vleesch owl te laten
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worden en ten tweede door aan bouillon , hetzij wt verseh
vleesch, hetzij uit oud vleesch bereid, carbonas calcicus
toe te voegen. Om zeker te gaan verdient het aanbe-
veling het vlecsch oud te laten worden on aan den
daaruit bereiden bouillon desniettemin carbonas calcicus
toe te voegen. Deze methode verdient de voorkeur
boven die, welke de ingetreden zure reactic snel neu-
traliseert door toevoer van lucht en wel om deze reden,
dat de lucht dc werkzaamheid van het diphtheriegif
vermindert,

Om die reden ook is het waarschijnlijk, dat een
diphtheriecultunr onder waterstof gekweekt een sterk
giftig filtraat zoude leveren, indien men slechts den
diphtheriebacil onder die omstandigheden krachtig konde
laten groeien.

Het bovenstaande geeft ecn plausiebele verklaring
van de vroeger besproken tegenstrijdige resultaten,,
welke verschillende betrouwbare onderzoekers bij de
gifberciding hadden verkregen.

Vooreerst is de sterke gifproductie, welke in de inlei-
ding is vermeld, zcer zeker te wijten aan het feit, dat
de gebezigde bouillon door cultuur van den diphtherie-
bacil niet zuur werd gemaakt.

Evenzoo zijn de schijnbaar zoo onverklaarbare resul-
taten, welke Kurrranow verkreeg, ons duidelijk. Immers
hij constatecrde de sterkste gifproductic in den bouillon ,
die oorspronkelifk een vrjj sterk alkalische reactie
bezat, terwijl in zijn andere bouillons, dic aanvan-
kelijk neutraal of zuur reageerden, resp. cen veel
zwakker of in het geheol geen gif werd gevormd.
Kuprrianow  gebruikte bouillons, die zonder toevoeging
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van glucose werden vervaardigd; hij had dus bjj die
proeven den bouillon toevallig bereid uit vlecsch, waarin
zeer weinig of geen glucoée voorkwam. Het vermoeden,
dat hij opperde naar aanleiding van bovengenocmd
resultaat, namelijk, dat afgezien van de virulentic der
cultuur, de graad van alcaliciteit van den bouillon het
voornaamste moment bij de gifproductie zoude zijn, heb
ik dus in zooverrc bewaarheid gevonden,

Dat Kuprianow in een bouillon, welke schijnbaar
geheel op dezelfde wijze was bereid als die, waarin
hij vrocger zoo sterke gifproductie kon constateeren,
bij ecn tweede proef slechts een vecl zwakker gif' kon
verkrijgen, is ook weer te verklaren door aan te nemen,
dat hij, in dit laatste geval, tocvalligerwijze vleesch
met een betrekkelilk hoog glucoscgehalte voor zijn
bouillonbereiding bezigde.

Blijkhaar zijn ook de ongunstige resultaten, die BenriNG
bij zijn gifbereiding in het groot verkreeg, hieraan te
Wijteﬁ, dat hij niet heeft gelet op de reactie zijner cul-
turcs. Volgens onze bevindingen is de zure reactie van de
overgroote meerderheid dier cultures, wel waarschijnlijk
de oorzaak, dat daarin geen gif werd gevormd, dat
de sterkte van zijn normaalgif bereikte.

‘Wat betreft de resultaten, dic in het laboratorium
alhier warcn verkregen hbij toepassing van de door
Roux aanhevolen methode om een sterke gifproductie te
verkrijeen, welke resultaten, zooals ik in de inleiding
heb vermeld, geheel in strijd waren met die van Roux,
zoo wil ik in de ecrste plaats herinneren aan den ver-
zwakkenden invloed van den ruimen luchttoevoer op de
werkzaamheid van het diphtheriegif. Immers het is
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bekend, dat het diphtheriegif veel van zijn kracht verliest,
wanneer het geruimen tijd in contact blijft met de
lucht. In de tweede plaats dient men ook ie letten
op den voordeeligen invloed, die de me‘rhode kan hebben,
omdat, door de meecrdere oxydatic van \Thoudend@
stoffen in de cultuur, een sterkere alkaliproductie en
aldus een sneller omslag van een eventuiel ontstane
zure reactie plaats grijpt. In hoofdzaak moet dan ook
door den korten duur der zure reactie, de sterke gif-
productie, welke Roux met zijn mcthode verky ijgt,
worden verklaard. et is echter duidelijk, dat in
cultures, waarin de diphtheriebacil geen znur vor mt,
ook de bovengenoemde voordeelige invioed van den
ruimen luchttoevoer zich niet kan doen gelden. Intezen-
deel, in zulke cultures moet men  den nadeeligen
Invloed nameljjk het vernietigen van het git’ door het,
ruime contact met de lucht, in zijn volle kracht
waarnemen. Wanneer men nu onderstelt, dat in de
cultures, die voor de proef in de inleiding vermeld
dienden, de diphtheriebacil goon zuur produceerde, dan
kan men begrijpen, wasrom in dit geval de volgens
Roux’s methode behandelde cultures een zwakkere
giftigheid vertoonden, dan die, waarover geen lacht
werd gevoerd. Het was mdezddad geconstateerd, dat
beide soorten van cultures na korten tijd alkalisch
reageerden,

Zoo ben ik dus door mijne nitkomsten in staat
de soms zoo tegenstrijdige resultaten te verklaren van
alle vroeger gencemde onderzockers, behalve (He van
SCHEURLEN.

Al mijne bevindingen zijn in lijnrechte tegenspraak
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met de opvatting van SCHEURLEN, zoowel wanncer hij
meent, dat de toevocr van lucht in het geheel geen
invloed heeft op de gifproductie, als wanncer hij zegt,
dat de cultures juist zuur moeten reageeren om een
hoogen graad van giftigheld te bezitten.

<1
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Protocol A.

Proeven met de filiraten van cuitures in denzelfden kaifsvieesch-
Vergelijk

99

houillon, waaraan tocgevoegd: 0,01%,, 0,1 % > resp. 0,6 Y, elucose.
proef IV en V.

s =

. ———— e - -

T

Dosis |
Cavia ‘ T TOXINE 0,3 pro kilo|
no. \. i injectie. cavia, \
; ] i
1. \w 260 grm. l 5 Maart 95 filtraat der cultuur in houillon, ‘ 0,075
‘ ‘ 5o om. | waaraan toegevoegd: N
i] I I 0,01 9/, elucose. |
: 19 dagen oud. i \
\ l |
| |
|
| i |
2. | 405 grm. 1 5 Maart 95 | filtraat dor cultuur in bouillon, 0,121
§ 5 n. m. wuaraan toegevoegd : i
| . , !
i “ 0,01 "/, glucose. I
! : © 19 dagen oud.
: | } ;
! ‘ | !
i 1 !
|
‘ ‘
|
3. 265 grm. 5 Maart 95 | filtraat dev eultuwr in bouillon, | 0,079
5 n. . waarnan toegevoesd :
0,19, glucose.
i ‘ i 19 dagen oud.
i I
|
3 |
1 . ) )
. . 180 g, 5 Maart ".)5‘ filtraad der eultie in boudllon, 0,054
‘ "5 oweowm. | waaraan foogevoegd :

0,6 9, zlucos:.

19 dagen oud.

— —

| RESULTAAT

6 Maart, lichte zwelling op de plaats van injeetie. gew. 265 grm

7 »  sterke zwelling, gew. 250 grm.
9 » » » gew. 270 grm.

9 »  lichte zwelling, necrose, gew. 280 grm,
10 » » » » gew. 290 grm
11 »  necrose, gew. 290 grm,

13 »  boginnende demarkatie. gew. 290 grm,

Het necrotiseh gedeelte werd later afgostooten en de cavia bleef gezoud.

6 Maart, vri] sterke zwelling op de plaats van injeciic. gew. 415 grm,

7 »  sterke awelling, gew, 395 grm.
8 » » » gew. 400 grm.
9 » v sterke zwelling, necrose, gew. 400 grm.

10 »  lichte zwelling, necrose, gew. 400 grm.

1N »  neerose, gew. 405 grm.

.‘ 14 »  beginnende demarkatie, gew. 425 grm.

ITet ncerotiseh gedeelte stoot zich later af en de cavia blijft gezond

6 Maat, lichte zwelling op de plaats van injeetic, gew. 280 grw.

7 v sterke zwelling, gew. 265 grm.

§ » sterke wwelling, lichte neerose, gew. 290 gvm.
9 » lichte zwelling, neerose, gew. 305 gr.

10 » » » » gow. 300 grm.

11 »oneerose, gew, 300 grn.

13 »  heginnende demarkatic, gew. 310 g
Het neerotiseh gedeclte stoot zich later af en de cavia blijft gezond

6 Maart, zeer liehie wwellng, gew. 195 grm.

7 » geen zwelling, gew. 195 prm.
8 » » » gew. 215 gr.

De eavin verfoonde verler ok geen awelling of noerose en bleef gezond.
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Protocol B.

Proeven met de filtraten van cultnres in bouillons bereid uib: Lichig-, Kemmerich- en Cibils-vieeschextract en in pepton-keuken-

zoutoplossing. Veraolifle proef VIL
i .
Cavia ' . Datum van Dosis
0 (Gewicht. . ) TOXINE 0,3 pro kilo RESULTAAT
nt.oo njeetie. .

cav i,

' T J

| 5. 270 grm. |26 Febr. '05! [itraat der cultuur in Ziekiy- 0,031 27 Tebr., geringe rwelling op de plaats van injectie, gew. 250 grm.
: 4 om § bouillon. 98 »  flinke zwelling, gew. 280 grm.
19 dagen ond. 1 Maart, » » gew. 290 grm.
' 2 » lichte zwelling, neecrose, gew. 300 grm.
3 » » » gew. 300 grm.
4 [ uecrose, gew. 310 grm,
9 »  beginnende demarkatic, gew. 310 gru.
et nerotisch gedectte wordi later afgestooten en het dier bljft gezond.
6. 1 210 grm. |26 Febr. '95 | filfraat dev cultuur in Kemmerich- 0,053 27 Febr., zeer lichie zwelling op de plaats vin Injeetie, gew. 220 grn.
| 4 n, m. bouillon, 28 »  sterke zwelling, gew. 206 grm.
1% dagen oud. 1 Maarl, » » gew. 200 grm.
9 »  vrij sterke zwelling, neerose, gew. 200 gun.
3 »  lichte sxwelling, neerose, gew. 200 grm.
| 4 » neerose, gew. 195 grm.
i 5 » » Dier is zick. gow. 190 grm.
6 »  Het dier wordt ’s morgens dood gevouden. gew. 185 grm.
Sectie: diopgaande necrose op de plaals van injectic. Geeu peritonitis, geen
exsudaat in de borstholte, alle organen normaal.
7. 215 grm. |26 Febr., *05 | filtraat der culluur in  Cibds- 0,064 97 Wobr., zeer lichte zwelling op de plaats van injectie. gew. 225 grm.
4 n. m. bouillon. 28 »  sterke zwelling, gew. 225 grm.
19 dagen oud. 1 Maart, » » gew. 230 grm.
2: » vrij sterke zwelling, neerose, gew. 200 g,
! 3 » » B » gew. 190 grin.
‘ ‘! 4 » LECLOSC, {.g(f\\'. 'l‘\)(). orm.
' b » » Dier is zick. gew. 185 grm.
‘ ‘ 6 » » Dier is ziek. gow. 170 grm
Het dier stexft s avonds.
Sectie: diepgaande necrose, geon perifonitis, geen cxsudaat in de horstholte,
. alle orgauen normaal.
8. 215 grm. 26 Feby, "95 0 filtraat der enltunr in peplon- 064 97 Febr., zeer Hehte zwelling op de plaats van incetic, gow. 235 gri.
4 n. m. keukenzoutoplossing. 28 » geen zwelling, gow. 210 ori. |
19 dagen oud. 1 Mamd, » » gew. 250 grm. |
2 » » » gew. 255 grm. |
Het dier gaat ook verdor geen zwelling en necrose vertoonei el DLijit gesond.
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Protocol C.

Proeven met het filtraat van 45 dagen onde cultures in denzelfden | bouillon bereid uit Kemmerich-vlecschextract.

—_— —— % ——— e e s
R e — — —

99 »  wordt °s morgens dood in het hok gevonden. gew. 310 grm.

Cavia Gowiokt | Datum van . i . DOSLS_ :
o, 15| injectic. 3 1O XTNE 0,3 pro kllol RESULTAAT
CGiavia. '
| | i
9. | 400 grm. 25 April *95  flltraat  der ounder clkaar ge- 0,120 | 26 April, duidelijke swelling op de plaats van injectie, gew. 370 grm.
‘ | 12 . mengde cultures in bounillon- 97 » flinke zwelling. gow. 340 grm. Dier is stil:
‘ Kemmerich. i 28 » » » Het dier is ziek. gew. 325 grm.
| 45 dagen oud. : 20 » » ITet dicr is zecr ziek. gew. 320 grm.
‘ Sterlt s namiddags ten 3 ure.
i i Sectie: pleuvitis serosa. Hyperaemia gland. supraren. Vrij sterk oedeem op
;~ \\l | do pluats van injectic, overigens alle organen normaal.
1 10. 415 grm. 25 April 95 filtraat  der onder eclkaar ge- 0124 ) 1 . 26 April, duidelijke zwelling op de plaats van injectic. gow. 385 grm,
i!; 12 m. mengde cultures in houillon- | 97 v  flinke zwelling. Dier is stil. gew. 345 grm.
?§ Kemmerich. ‘ ‘ 28 » » » Dier is zick. gew. 325 grm.
H

45 dagen oud. ‘
: ; Sectie: als van cavia n°. 9.
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Protocel D. ’

2p, (17, | &Y 1Y . 7 - T M . RNy - N : - . . + s .
Proeven met de filtraten van cultures in denzalfden houillon it Cibils-vleeschextract. maar op verschillende tijden wefilirecrd

ST o
Cavia Gewicht " Datum van 1 " e ‘DOSIS. 3 o
. cetie, | OXINE 0.3 prokilo, ‘ RESULTAAT
; ! cavia, | ‘
T ; : 1 “
11. 400 grm. 30 Maart’95 i filkrant van cen enltuur in bouil- * 0,120 j 31 Maart, weinig zwelling op de plaats van injectie
4,30 . m. | lon-Cibils. ] : 1 April, zcer weinig zwelling.
§ 16 dagen oud. ‘ 2 »  geen zwelling.
‘ Het dier bleef gezond.
12, i 465 grm. 1 9 April *95 | filtraat van een cultuur in houil- 0,139 10 Aypril, duidelijke zwelling op de plaals van injectie, gew. 450 grm
12 m. " lou-Cibils. ‘ 11y » » gew. 440 grm.
‘ ; 28 dagen oud. 12 » » » neerose, gew. 445 g,
: : Het necrotisch gedeclte werd later afgestooten cn het dicr geuas.
13. ¢ 3840 grm. J 4 Mei 95 ' filtraat van een enltuur in houil- 0,102 5 Mei, duidelijke zwelling op plaats van injectic, gew. 340 grm.
‘f 10,30 v. m.  lon-Cihils. P 6 » sterke zwelling, gew. 335 grm.

v zwelling, ncerose, gew. 320 grm.
Het necrotisch gedeelte werd later afgesiooten eun let dier geuas.

51 dagen oud.
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Protocol E.

Proeven met de filtraten van cultures in Liebig-

Gewicht, |
i Injectie.

Vergelijk

107

bouillon aan de lucht en onder waterstof.
proef XII.

TOXINE :0,3 pro ki]o1

| | cavia.
| H

465 grm. | 28 Maart ’95

3 n. m.

525 grm. | 28 Maart 95

3 nom.

30 Maart 95
12 m.

|
‘ fltraat der cultour in lLiebie-

0,139
bouillon aan de lucht.

19 dagen oud.

filtraat der cultuur in Liebig-
bouillon,

0,157
welke gedur. 16
dagen onder H had gestasn.

19 dagen oud.

(iltraat der cultuur in Liebig-
bouillon, welke gedur. 18
dagen onder II had gestaam.

19 dagen ound.

. ‘ e
| Dosis | |

. Datum van |

RESULTAAT

29 Maart, vrij stevke zwelling op de plaats van injectie, gew. 415 grm.
30 » flinke zwelling. Het dier is zick, gew. 350 grm.
31 » » » Ilet dier is zecr ziek, gew. 365 grm.
Sterft s namiddags ten 4 ure. ‘
TTyperaemia gland. supraren. Vrij sterk ocdcem op
de plaats van iujectie, overigens alle organen normaal.

Sectie: pleuritis scrosa.

Maart, geen zwelling, gow. 475 grm,

» » » gew. grm.

» » » gew. 530 grm.

De cavia blijft gezond.

Maart, geen zwelling, gew.

April, » »

gew.

De cavia blijft gezond.




Protocol F.

Procven met

108

de filtraten van cultures in bouilion bereid uit

cy

Vergelijk
| Cavia Gewicht Datum van Dosis
wicht. T . N K : i
a L mjoctie, | FOXINXNE 0,3 pro kilo,
: cavia. |
I 17 395 grm. 22 April *95 filtraat der enltnur in bouillon 0,120
S11,30 v . bereld it zerseh rundvleesch.
22 dagen oud.
18. 395 grm. 22 Apuil *95  filtraat der cultuur in bouillon 0,120
i 11.30 v. m. bereid uil oxd rundvlecscl.
?, ; 21 dagen oud.
19, | 580 grm. |25 April *05. hefrelfds filivaat als cavia n° 3,0
| 12 m. 18, nadat het gedurende ééu

half uur in kokend water was
gedompeld.

104

verseh en in houillon bereid uit owd rundvieesch,

proef XIIL
RESULTAAT
23 April, geen zwelling, gew. 410 grmn.
24 »  zoer lichle zwelling, gew. 400 grin.
@ » » » » gew. 410 gru.
260 » » » » gew. 400 grm.
927 »  oppervlakkige necrose, gew. 400 grm.
Tlet ncerofisch gedeelte sioot zich weldra af en de cavia blijfi gezond.
23 April, geringe zwelling. et dicv is ziek, gew. 350 grm,
94 » et dicr wordt 's morgens dood gevonden, gew. 300 grm.
Sectie: lieht oedeem op de plaats van injectie.
oy In beide pleuraholten veel licht haemorrhagiseh vocht.
De beide bijnieren zin sterk hyperacmiseh.  Overigens alle organen normaal.
26 April, zeer lichtc zwelling, gew. 580 grm.

27 » » » » gew. 580 grm.
28 » » » » gew. 580 grm.
29 »  geen zwelling, gew. 530 grm.

Hot dier gaat ook verder goon zwelling vertoonen en hlijft gexond.
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Protocol G.

Proeven met de filtraten van cultures in kalfsvleeschbouillon en in

wet carb, en sulf. cale., — met carb. cale onder waterstof.

——————————

Cavi \ | Dat Dosis
e Vel TOXLINE 0 pro kil

Gewicht. L
nh. l injectie.

cavia.

T

.29 April °95 | filtraat der cultuur in kalfs- 0,144

5 n. m. vleesehbouillon.

! 20 dagen oud.
i

f129 April 95| filtraat der culiuur in Kalfs-
vleesehbouillon met sulf. cale.
: 20 dagen oud.

5 n. m.

'

29 April ’95‘\ filtrast der eultunr in kalfs-
‘ vleeschibouillon met carb. cale.
20 dagen oud.

505 grm.

5 n. .

|
29 April 95
5 n. m.

520 grm. filtraat der cultuur in kalfs-
vlecsehbouillon met carh. cn
sulf. cale.

20 dagen oud.

filiraat der cultunr v kalfs-

vleesehbouillon mef earb. cale.,

520 grm. 29 April *95

5 n. m.
l wolke gedur. 19 dagen onder
| H had gestann.

20 dagen oud.
|

111

denzelfilen kalfsvleeschbouillon, met carh. cale., — met sulf.
Vergelijk proct XV,

——

RESULTAAT

30 April, zcer lichte zwelling op de plaats van injectie, gew. 460 grm.
1 Mei, » » »
2 »

Het dier gaat ook verder geen zwelling meer vertooncn cu blijft gezond.

gew. 450 grm.

geen zwelling, gew. 470 grm.

30 April, zeer lichte zwelling, gew. 470 grm.
1 Mei, » » »
2

Tlet dier gaat ook verder geen zwelling mecr vertoonen en blijft gezond.

zew. 490 grin.
geen zwelling, gew. 300 grm.

30 April, geringe zwelling.
1 Mei.
Sectie: gering oedeem op de plaats van injectie.

et dier is ziek, gew. 470 grm.

Het dier wordt ’s morgens vroeg dood gevonden, gew. 410 gram.
In heide pleuraholten veel heldere vlocistof. Sterk hyperaemische bijuicren,
Overigens alle organen normaal.

30 April, zeer lichte zwolling, gew. 510 grm.
1 Mei, lichle zwelling, gew. 500 grm.

21 D

2 » » gew 515 grm.
3 » » » gew, 505 grm.

zeer lichie zwelling, necrose, gew. 520 grm.
» necrose, gow. b5 grm.

Het necrofiseh gedeelte stooi zieh later af en de cavia blijft gezond.

30 April, zeer lichte zwelling, gew. 510 grm.
1 Mei, lichte zwelling , gew. 500 grm.

2 » » » gow. 505 grm,
3 » »

4 »
Het necrotisch gedeclte stoot zich laler af en de cavia blyft sezond.

gew. 5135 grm.

necrose, gew. 515 grm,
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Protocol H. . ' _ _
Proeven met de filtraten van cultuwres in Cibels-bouillon en in | denzelfden Cibels-bouillon met carb. cale., — met sulf. cale., —
“ mot carb. en sulf cale, - met carb cale. onder waterstof. | Vergelijk proef XV.
— —— - s - e —— S —
: o " Dosis ‘
Cavia | Gowicht. " Datum .van 1 TOXINE 0,3 pro kilo’l . RESULTAAT
i, ! injectie. i 1 cavia. |
l i
9 90 or | 1 Mei 95 | filtraat der cultunr in Cihils- | 0,147 2 Mei, zeer geringe zwelling op de plaats van injeetie, gew. 480 grm.
2. : 490 grn- 3 om houitlon. 3 » Het dier wordt ’s morgens dood gevonden, gew. 460 grm.
e 91 dagen oud. Sectie: Zeer weinig ocdeem op de plaats van injectie. Veel heldere vioei-
| stof in de pleuraholten. Geen hyperaemie der bijnieren. Zeer sterk door
gas nitgezette maag.
\
26. 430 grm. ‘ 1 Mei 95 ‘ filtraat der cultuur in Cibils- | 0,129 2 Mei, geen awelling, gew. 435 grn,
) 3n. m  bouillon met sulf. cale. ; 3 » oy » gew. 405 grm,
i 21 dagen oud. 1 4 » » » Het dier is ziek, gew. 400 grm,
3 ‘ 5 » > » » » » »  gew. 380 grm.
i i 6 » Het dicr wordt ’s morgens dood gevonden, gew. 380 grm.
i } Sectie: Geen oedeem op de plaats van injectie. De peritoneaalholte en de
i beide pleurahiolten bevatten zeer veel, sterk hacmorrhagische vlceistof. Op de

|
plaats van injectis aan het peritoneum parietale vindt men een afzetting van
} i fibrine. De bijnieren zijn licht hyperacmisch, de nieren bleck. Tot filtraat
\ |
‘ |

: schijnt direct iu de peritoneaalholte gespoten te zijn,

o7 530 grm. & 1 Mei *95 | fltraat der cultuwr in Cibils- = 0,159 2 Mei, geringe zwel.ling, gew. 530 grm.
: ) 3 m. bouillon met carb. cule. 3 » sterke zwelling, gew. 480 grm,
21 dagen oud. : 4 » » » gew. 455 grm, ‘
1 5 » geringe zwelling, necrose, gew. 430 grm.
‘ 6 » geringe zwelling, nccrose, gew. 410 grm.
i 8 » Het dier wordt ’s morgens dood gevouden, gew. 380 grm,
| Sectie: Diep gaande necrose op de plaats van injectie. Geen vlocistof in
‘ pleura- en peritoneaalholten. Geen hyperaemische bijnicren.
98 . 540 grm. ‘ 1 Mei 795 " Bltraat der cultuur in Cibils- 0,162 2 Mei, geen zwelling, gew. 555 grm.
! bouillon met carh. ensulf. eale. 3 » » » gew. 580 grm,
: 21 dagen oud. ; Het dier gaat ook verder geen zwelling vertoonen en blijft gezond.
29. | 520 grm. w 1 Mci *95 ' filtrast der cultuur in Cibils- 0156 | 2 Mei, geen zwelling, gew. 540 grm.
' 3 n m bouillon, welke gedur. 20 3 »  lichte zwelling, gew. 545 grm.
| ‘ dagen onder H had gestaan. ; 4y » ) gew. 545 grm.
! ; 21 dagen oud. | b » » » gew. 560 grm.
: 6

» geen zwelling, gew. 580 grm.
| De cavia gaat ook verder geen zwelling vertoonen cn blijft gezond.

8
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Protocol L

Proeven met de filtraten van cultures in bouillon bereid uit

115

oud rundvleesch, waaraan carbonas calcicus was toegevoegd.

e —

Cavia . Datum van .
Gewicht. L. TOXINE Dosis.
. injectie.

RESULTAAT

30. 660 grm. | 28 Mei ’95 | filtraat der cultuur in bouillon |0,3 pro kilo
11 v. m. uit oud rundvleesch met carb. | = 0,198
cale.

24 dagen oud.

31. 535 grm. 4 Juni 95 | filtraat der onder elkaar ge- |0,2 prokilo
mengde cultures in bouillon | = 0,107
uit oud rundvleesch met carb.
cale.

31 dagen oud.

32. 540 grm. 4 Juni 95 | hetzelfde filtraat als cavian®, 31. 0,1 pro kilo
= 0,054

29 Mei, weinig zwelling op de plaats van injectic, gew. 610 grm,
Het dier, dat den geheelen dag al ziek was, sterft ’savonds tegen 6 ure.
Sectie: Pleuritis serosa. Hyperaemia + hacmorrhagia gland. supraren. Licht
ocdeem.

5 Juni, duidelijke zwelling. Het dier is zick, gow. 525 grm
6 » » » » » » » gew. 510 grm.
1,45 n. m. wordt het stervende gevonden.
2,30 n. m. Het dier ligt dood in het hok.

= Sectie: Pleuritis serosa. Ilyperaemia -+ hacmorrhagia gl. snpraren. Ocdeem.

5 Juni, duidslijke zwelling. Het dier is ziek, gew. 560 grm.
6 » » » » » » » gew. 540 grm.
T » » » » » » » gew, 510 grm.
8§ » » » » » » » gew. 495 grm,
9 »  Het dicr sterft in den voormiddag, gew. 480 grm.
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STELLINGEN.

Het onderscheiden van diphtherische en diphtheroide
slijmvliesaandoeningen op grond van het bacteriologisch
onderzoek is voorhands gevaarlijk en dus te verwerpen.

1L

Koorts en leucocytose bij infectieziekten zijn als ver-
dedigingsmiddelen van het organisme tegen de infeetic
op te vatten.

111

De moeening van CHATENAY, volgens welke bij inspui-
ting van diphtheriegif bij konijnen en cavia’s het aantal
leucocyten constant progressief zou dalen tot aan den
dood van het dier, is, wat konijnen betreft; niet juist.

Iv,

De genezing van luecs blijkt helaas alleen uit een
nieuwe luetische infectie.
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V.

Aderlating is een machtig, soms levensreddend thera-
peuticum, in het bijzonder in zekere gevallen van
pneumonie. Dat het meerendeel van de medici onzer
dagen hare waarde niet kent of minacht is tc betreuren.

VL

In vele opzichten wordt men omtrent de functie van
het hart voortreffelijk ingelicht door de studic van den
venapols, vaak heter dan door dic van den arteriepols.
Daarbjj verdient aanbeveling dc onderscheiding van een
auriculairen en een ventriculairen venapols.

VIL

»J'Inclinerais 4 penser que le bromure de potassium
doit rester pour ainsi dire un aliment pour I'épileptique
quil a guéri, ou dont il a suspendu la maladie.”
(Vorsiv,  De Pemploi du bromure de potassium dans les
maladies nerveuses).

VIIL

Het afvloeien van meconium mag ook bij hoofd en
dwarsligging niet zonder meer als cen teeken van
dreigende of bestaande asphyxie van het kind opgevat
worden.
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IX.
Het onderzock per vaginam bij parturientes beperke

men tot die gevallen, waar door uitwendig onderzoek of
door onderzoek per rectum het doel niet wordt bereikt.

X.

Bij de bchandeling van perforeercnde wonden der
borstholte immohiliseere men allereerst absoluut.

XI.

De operatiemsthoden bij strictura urethrae, genaamd :
»Cathétérisme forcé” en ,gcewaltsame Dilatation” Zijn
geheel te verwerpen.

XII.

Dat de z. g. vermoeidheid van de retina zou zijn te
beschouwen nict als een gevolg van een alteratie dezer
laatste, maar van den lobus occipitalis der hersenen,
zooals SoHIELE beweert, is door hem niet bewezen.

XIIIL

Uraemie ontstaat door retentie van toxische stoffen
en door suppressic of vermindering van de ,Sécrétion
interne” der nicren.




XIV.

Dat de extirpatic der bijnieren zou dooden door
intoxicatie is onwaarschijnlijk.

XV.

De bij iritis, als ook de bij diabetes somwijlen voor-
komende myopic is zeer goed te verklaren uit cen toename .
van den brekingsindex van het waterachtig vocht.

XVL

Indien eenigszins mogelijk, verrichte men een optische
iridectomie aan de temporale zijde.

XVIL

Het aannemen van een ontstaan van cellen uit
tusschenstof is een schrede achterwaarts.

XVIII.

De macroscopisch zichtbare karteling, de z. g. ora
serrata vormende, ontstaat gedurende het cxtrauterine
leven,

XIX.

Het weefsel der Zonula Zinnii behoort tot het netvlies,
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XX.

De door Durots beschreven ,Pithecanthropus erectus”
heeft uit een vergelifkend anatomisch oogpunt niet die
beteekenis, welke de schrijver hem toekent,

XX

Dat het licht de hoofdoorzaak zoude zijn van de
spontane reiniging der rivieren, zooals Buonner beweert,
Is zecr onwaarschijnlijk.

XXIIL

Bij de uitbreiding van infecticziekten zijn niet alleen
van invlood: plaatselijke en tijdelijke geschiktheid in den
zin der localisten, maar ook vele anderc factoren, als
daar zijn: verkeer, levenswijze en graad van immuniteit.

XXII.

Poklijders behandele men in een ziekenkamer, waarin
slechts roode lichtstralen worden toegelaten.

XXIV.

De retromediastinale ecchymosen hebben voor de
diagnose van den dood door stikking geen beteekenis.
Zij zijn kunstproducten door de obductie ontstaan.
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XXV.

»Es kann von moralischem Irrsinm nur dann ge-
sprochen werden, wenn die durch verbrecherische
Handlungen sich documentirende movralische Gefiihllosig-
keit sich auf eine pathologische Ursache, respective auf
eine fehlerhafte psychische Organisation zurickfithren
lasst’” (v. Hormaxw, Gerichtliche Medicin).

16841
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