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VOORWOORD 

In 1962 deelden Györgyen medewerkers mede, dat muizen door een 
voorbehandeling met sublethale doses levende staphylococcen en moe
dermelk tegen een lethale dosis levende staphylococcen werden be
schermd. Noch voorbehandeling met staphylococcen alleen, noch voor
behandeling met uitsluitend moedermelk resul teerde in een even grote 
bescherming. Wij achtten het nuttig om te onderzoeken of een of meer 
stoffen uit moedermelk verantwoordelijk kon (konden) worden gesteld 
voor dit effect. Daarom hebben wij muizen voorbehandeld met fracties 
van moedermelk en staphylococcen volgens de methode van György en 
medewerkers (1962). Wij hebben onderzocht, of fracties uit moeder
melk eenzelfde effect uitoefenden als ongefractioneerde moedermelk. 
Het onderzoek werd voor het grootste deel verr icht onder leiding van 
Prof. Dr F.W.Zilliken. Het gelukte ons niet de stof te isoleren, die 
verantwoordelijk was voor de beschermende werking. 

Tijdens deze experimenten verkregen wij echter enige gegevens over 
de werkingswijze van moedermelk. Bovendien verwierven wij een beter 
inzicht in het mechanisme van de bescherming tegen staphylococcen. 
Daarom besloten wij de pogingen om de verantwoordelijke stof uit moe
dermelk te isoleren voorlopig te staken. In dit proefschrift zullen de 
uitkomsten van het onderzoeknaar het mechanisme van de beschermen
de werking van moedermelk bij muizen worden vermeld. 
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HOOFDSTUK I 

HUIDIG INZICHT 

IN DE IMMUNITEITSONTWIKKELING 

TEGEN STAPHYLOCOCCEN 

§ 1 . 1 Inleiding 

Staphylococcus aureus'wordt, in Bergey's manual of determinative 
bacteriology gerekend tot het geslacht Staphylococcus, dat behoort tot 
de familie Micrococcaceae (Breed e.m., 1957). Dit micro-organisme 
is bolvormig met een diameter van 0,8-1,0 μ en komt afzonderlijk, in 
paren, in korte ketens en in onregelmatige klompjes voor. De bacterie 
groeit goed op gewone voedingsbodems en in bouillon. De optimale 
temperatuur voor de groei is 37 0 C. Ook onder anaërobe omstandighe
den groeit het micro-organisme goed. Bij de bespreking van de eigen
schappen van Staphylococcus aureus beperken wij ons tot een samen
vatting van enkele gegevens uit de l i teratuur , die betrekking hebben 
op eigenschappen, die voor ons onderzoek van belang zijn. 

§ 1.2 Antigene eigenschappen 

Uit serologische onderzoekingen van Oeding (1960) is gebleken, dat 
het oppervlak van staphylococcen bestaat uit een mozai'ek van antigenen. 
Een klassificatie van de antigenen op grond van localisatie, functie en 
chemische opbouw is nog niet mogelijk. De onderzoekingen van Oeding 
zijn gebaseerd op antigeen-anti l ichaamreacties. Hij maakt onderscheid 
tussen groep- en typespecifieke antigenen. 

linige groepspecifieke antigenen zijn nader geïdentificeerd. De cel-
wanden kunnen, nadat de cellen op mechanische wijze kapot gemaakt 
zijn, eenvoudig door middel van gefractioneerde centrifugatie worden 
geïsoleerd. Uit de celwanden is door Löfkvist en Sjöquist (1962) een 
eiwit geïsoleerd, dat identiek bleek te zijn met 'protein antigen' van 
Verwey (1940) en het 'antigen A' van Jensen (1958). Dit antigeen kan 
door middel van agglutinatie- en precipi tat iereact ies worden aangetoond 
(Oeding, 1965). Door de laatstgenoemde auteur is nog een ander groep-
specifiek eiwitantigeen beschreven, dat in staat is met tannine behandel-
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de schapeërythrocyten zodanig te modificeren, dat zij met immuunse-
rum agglutineren (Oeding, 1965). 

Na behandeling van de celwanden met proteolytische enzymen blijft 
er een mucopeptide-teichoïnezuurcomplex over (Strominger, 1965). 
Teichomezuur is een polymeer van ribitolfosfaat. Лап het C-4 atoom 
van de ribitoleenheden is N-acetylglucosamine gekoppeld in α- of β-
glycosidische binding. Лап het C-2 of C-3 atoom is alanine gebonden 
door een labiele esterbinding (Baddiley e.m., 1962). Het teichoïnezuur 
met N-acetylglucosamine in ß-glycosidische binding is identiek aan 
polysacharide A, eengroepspecifiekantigcen, dat door middel van p r e -
cipitat iereacties aantoonbaar i s . I Iet teichoïnezuur met N-acetylglucos
amine in α-glycosidische binding is identiek aan polysacharide 263, 
ook beschreven als polysacharide В (Davison e.m., 1964). Het is even
eens een groepspecifiek antigeen, dat door middel van precipitat ie-
react ies aantoonbaar i s . 

Er bestaan eengroot aantal typespecifieke antigenen, waarvan e r ten
minste 30 bekend zijn (Haukenes, 1963, 1964; Hofstad, 1964). De che
mische opbouw is onbekend, m a a r Oeding (1965) veronderstelt, dat de 
meeste eiwitten zijn en enige polysachariden. Omdat de meeste s tam
men twee of m e e r typespecifieke antigenen bezitten en het antigenen-
patroon ingewikkeld is, is Oeding er niet in geslaagd Staphylococcus 
aureus in te delen in duidelijk omschreven serologische typen. 

§ 1.3 i ìxtracellulaire produkten 

Staphylococcen vormen vele extracel lulaire produkten. Bemheimer 
en Schwartz (1961) onderscheidden na zetmeelgelectrophorese van een 
kiemvrij gemaakt groeimedium 14 eiwitbandjes. Enige van deze p r o 
dukten zijn uitgebreid onderzocht. 

Coagulase is een eiwit met een moleculair gewicht van ongeveer 
44000. Samen met 'coagulase reacting factor ' (C.R.F.) zet coagulase 
fibrinogeen om in fibrine op een wijze, die niet te onderscheiden is 
van de omzetting van fibrinogeen onder invloed van prothrombine (Tager 
en Drummond, 1965). C.R.F, is een niet geïdentificeerde stof, die in 
se rum en ook in verschillende weefsels voorkomt en zeker niet het
zelfde is als prothrombine. 

Bovendien inactiveert coagulase een factor in het serum, die verant
woordelijk is voor de lethale werking van serum op Staphylococcus 
epidermis (Elek, 1959). De rol , die door coagulase gespeeld wordt bij 
het ziekmakende vermogen van staphylococcen, i s niet bekend. Mis-
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schien wordt onder invloed van coagulase een fibrinemantel om s ta-
phylococcen gevormd, waardoor de phagocytose wordt belemmerd. Op 
serologische gronden is vastgesteld, dat de antigene structuur van co
agulases van verschillende stammen niet identiek i s . 

Sommige stammen vormen een stof, de zogenaamde 'clumping fac
to r ' , waardoor de bacteriën samenklonteren in de aanwezigheid van 
fibrinogeen. Deze factor werd door Duthie (1954) beschreven als 'ge
bonden coagulase ' . Het verschilt echter, onder andere in antigeen op
zicht, van het bovengenoemde 'vrije coagulase' , waarvan het ook geen 
p recur so r is (Tager en Drummond, 1965). 

Staphylococcen kunnen verschillende haemolysines vormen, a -hae 
molysine is een eiwit met een moleculair gewicht van ongeveer 44000. 
De stof is lethaal voor muizen, konijnen en andere dieren, veroorzaakt 
necrose van de huid naintracutane inspuiting bij verschillende species, 
met name bij het Guiñees biggetje en veroorzaakt lysis van de ery thro-
cyten van verschillende species , vooral van die van het konijn. Het is 
een enzym, dat waarschijnlijk inwerkt op celmembranen, maar waarvan 
het werkelijke substraatnogonbekend is (Bemheimer , 1965). Er bestaat 
geen verschil in antigene eigenschappen tussen het a-haemolysine van 
de ene stam en a-haemolysine van andere s tammen. 

β-haemolysinelyseerterythrocyten van konijnen niet, m a a r wel die 
van andere diersoorten, onder andere van schapen. H e t m i s t d e d e r m o -
necrotische en lethale eigenschappen van het a-haemolysine en is 
daarvan serologisch te onderscheiden. Door afkoelen van 37 0 C tot 4 0 C 
neemt de lyserende werking van ß-haemolysine op erythrocyten van 
schapen toe: het zogenaamde 'hot-cold-lytic effect'. 

ô-haemolysine lyseert onder meer de erythrocyten van de mens, 
in tegenstelling tot α- en ß-haemolysine. Het zou volgens Gladstone 
en Van Heyningen (1957) identiek zijn aan een leucocidine, dat leuco-
cyten van verschillende diersoorten aantast, echter niet die van het 
schaap. Dit leucocidine zou inwerken op de kern van de cel. 

Naast het leucocidine, dat waarschijnlijk identiek is aan ô-haemoly
sine, bestaat e r nog een ander leucocidine. Dit leucocidine werkt op 
polymorphonucleaire leucocyten en macrophagen van mens en konijn 
(Woodin en Wieneke, 1966). De cellen lyseren niet, maar er treedt wel 
een destruct ie van granulae op onder invloed van het leucocidine. Ver
der neemt de doorlaatbaarheid van de cel voor kationen en water toe en 
treden de cytoplasmatische granulae naar buiten. Bovendien heeft men 
een verandering in het fosformetabolisme geconstateerd (Wooding, 
1965). Door Woodin zijn twee leucocidines onderscheiden, die F(fast) 
en S(slow) leucocidine werden genoemd op grond van hun verschillende 
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elutiesnelheid bij chromatografieop een ionenwisselaar. Gecombineerd 
is hun activiteit tien maal zo groot als afzonderlijk. De beide leuco-
cidines tonen een antigene werking. 

Fibrinolysine en hyaluronidase zijn enzymen, die eventuele barrieres 
van de gastheer (fibrine en hyaluronzuur) kunnen afbreken. Daarnaast 
onderscheidt men nog andere extracellulaire producten zoals proteases, 
lipases, ribonucleases, waarvan men aanneemt, dat zij geen of een on
beduidende rol spelen bij het ziekmakende vermogen (Elek, 1959). 

Tenslotte moge vermeld worden, dat staphylococcen enterotoxines 
kunnen vormen. Ze kunnen in het voedsel worden gevormd, maar komen 
ook wel in het lichaam vrij bij langdurige behandeling met antibiotica 
(Dearing, 1956). Gasman (1958, 1960) heeft aangetoond, dat er warmte-
resistente en warmte-labiele enterotoxines voorkomen. Op serologi
sche gronden kunnen enterotoxine А, В, С en D worden onderscheiden 
(Gasman e.m., 1963). 

§ 2 Antibacteriële immuniteit 

Smith en medewerkers (1960) hebben het verloop van een fatale in
fectiemet staphylococcen bij muizen beschreven. Deze auteurs merk
ten op, dat de dieren aanvankelijk dicht bij elkaar gingen liggen. Na 
enige tijd ontstond er een dyspnoe. Vervolgens ontstond er een hyper
activiteit en tenslotte stierven de dieren na enige convulsies in een 
ernstige cyanose. Het klinisch verloop was niet afhankelijk van de weg 
van besmetting. De proefdieren stierven in het algemeen 6 - 1 2 uren 
na het toedienen van de staphylococcen. Smith en medewerkers hebben, 
evenals Corrili en McNeil (1963) muizen langs intraveneuze, intra
peritoneale en intracerebrale weg besmet. De laatstgenoemde auteurs 
bepaalden op verschillende tijdstippen na de besmetting het totale aan
tal in het lichaam aanwezige staphylococcen. Er werd vastgesteld, dat 
de dosis, die lethaal was voor 50% van de dieren, voor verschillende 
wegen van besmetting aanzienlijk verschilde. Het aantal bacteriën, dat 
op het moment van sterven in het lichaam van de muizen aanwezig was, 
verschilde echter veel minder. De auteurs meenden, dat de uiteinde
lijke bacteriènconcentratie een bepalende factor was voor de dood van 
proefdieren. Door muizen te besmetten met zeer veel bacteriën konden 
Smith en medewerkers (1960) de periode tussen toediening van bacte
riën en de dood van de proefdieren reduceren tot 60 minuten. Laatst
genoemde auteurs menen derhalve, dat de dood van proefdieren onaf
hankelijk is van het al of niet gevormd worden van abcessen; vooral 
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het aantal in het lichaam aanwezige bacteriën zou van belang zijn. Op 
grond hiervan en van het klinisch verloop veronderstelden deze onder
zoekers, dat de dood veroorzaakt werd door een of meer toxische 
stoffen. De produktie ervan zou vooral afhankelijk zijn van het aantal 
bacteriën. 

Morse (1962) en Kapral (1965) menen, dat a-haemolysine uiteindelijk 
verantwoordelijk kan zijn voor de dood van proefdieren na besmetting 
met een lethale dosis levende staphylococcen, omdat het in vitro gepro
duceerde a-haemolysine lethale eigenschappen heeft. Na toediening van 
voldoende bacteriën zou er voldoende a-haemolysine in het lichaam van 
proefdieren gevormd worden om de dood te kunnen veroorzaken. 

In deze paragraaf zullen verder enige gegevens uit de literatuur wor
den genoemd, over immunisatie van proefdieren met staphylococcen 
of produkten ervan. Wij hebben ons beperkt tot gegevens, die betrek
king hebben op onderzoekingen naar bescherming tegen een lethale 
dosis levende staphylococcen of staphylococcentoxines. Onderzoekingen 
over immunisatie tegen een niet lethale dosis blijven buiten beschou
wing, omdat een dergelijke dosis door ons niet werd gebruikt. 

Het blijkt, dat proefdieren door immunisatie met levende stapylo-
coccen een lethale dosis levende staphylococcen kunnen overleven. 
Na toediening van een immuniserende dosis staphylococcen vermenig
vuldigen de bacteriën zich in het lichaam van de gastheer en komen 
bacteriële produkten vrij. Zowel de bacteriecellen als de bacteriële 
produkten kunnen in antigeen opzicht actief zijn. Het is zeer moeilijk 
uit te maken, welke antilichamen verantwoordelijk zijn voor de immu
niteit tegen een lethale dosis staphylococcen. Dit is minder moeilijk 
vast te stellen, indien proefdieren gevaccineerd worden met dode bac
teriecellen of fracties daarvan, of met bacteriële produkten. Daarom 
hebben wij hieronder meer gedetailleerd gegevens over laatstgenoemde 
onderzoekingen vermeld. 

Forssman (1937, 1938) meende, dat de immuniteit tegen staphylo
coccen gericht was tegen de bacteriecellen en berustte op de aanwe
zigheid van antilichamen. Na immunisatie door 6 intraveneuze injec
ties van staphylococcen, die door formol waren gedood, overleefden 
13 van 14 onderzochte konijnen een lethale dosis van de homologe stam; 
deze werd 84-98 dagen na de laatste injectie van het vaccin toegediend. 
Deze auteur kon de immuniteit met behulp van serum van geïmmuni
seerde dieren op controledieren overdragen. De titer van antilichamen 
tegen lysines bleek van geen betekenis te zijn. Cowan (1939) vaccineer
de konijnen langs intraveneuze weg met door warmte gedode bacteriën. 
Acht van 17 gevaccineerde proefdieren overleefden een lethale dosis 
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van de homologe s tam. 
Na toediening van 6 intraveneuze injecties van door formol gedode 

staphylococcen aan konijnen konden Kitching en Fa r r e l l (1936) bij deze 
dieren geen immuniteit waarnemen. Geen van 6 onderzochte proefdieren 
overleefde een lethale dosis van de homologe s tam. Subcutane toedie
ningvan vaccin aan konijnen en muizen veroorzaakte evenmin immuni
teit. Wel overleefden alle van 6 onderzochte konijnen en 42 van 50 on
derzochte muizen een lethale dosis met de homologe stam na vaccina
tie met kiemvrij gemaakt medium, waarin staphylococcen waren ge
groeid en dat met formaline was behandeld. Bij deze onderzoekingen 
werd gebruik gemaakt van een stam, die grote hoeveelheden a-haemo
lysine produceerde. 

Een mogelijke verklaring voor deze tegenstrijdige uitkomsten werd 
door Stamp (1961, 1964) gegeven. Deze auteur vaccineerde konijnen 
door 7 subcutane injecties van bacteriën, die door formol waren gedood. 
Tien van 12 onderzochte proefdieren overleefden een lethale dosis bac
teriën, indien voor vaccinbereiding en 'challenge' een stam werd ge
bruikt, die weinig a-haemolysine produceerde. Werd evenwel een stam 
gebruikt, die veel a-haemolysine produceerde, dan leidde vaccinatie 
daarmee niet tot bescherming tegen een lethale dosis . Aangezien de 
vaccinbereiding en vaccinatie in beide gevallen identiek geschiedde, 
meendedeze auteur, dat de immuniteit minder was, naarmate de stam 
meer a-haemolysine vormde. De immuniteit bleek evenwel ook af te 
hangen van de virulentie van de staphylococcenstam. Indien een zeer 
virulente stam werd gebruikt, kon Stamp een immuniteit opwekken, 
ondanks het feit, dat de stam veel a-haemolysine produceerde. In het 
laatste geval werden vanzelfsprekend minder bacteriën in het lichaam 
van het proefdier gebracht bij de 'challenge' dan bij gebruik van een 
minder virulente s tam. Bij zee r hoge virulentie van de bacteriën zou 
volgens Stamp de gevormde hoeveelheid a-haemolysine een minder 
belangrijke rol spelen bij het bepalen van de sterfte van proefdieren na 
een lethale dosis staphylococcen. Deze auteur meende derhalve, dat bij 
immuniteit tegen staphylococcen immuniteit tegen de bacteriecellen 
in ee rs te instantie de belangrijkste rol speelde, m a a r dat deze immu
niteit door toxineproduktie kon worden doorbroken. 

Behalve met door formol gedode bacteriën kon Stamp eveneens met 
succes immuniseren met een oplosbare fractie van cellen, die ul t ra
soon gedesintegreerd waren. De immuniteit was alleen aantoonbaar, 
indien voorde 'chal lenge 'gebruik werd gemaakt van een zee r virulente 
stam of van een minder virulente stam, die niet veel a-haemolysine 
produceerde. Geen immuniteit kon worden opgewekt tegen een s tam, 
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die niet zeer virulent was, maar veel a-haemolysine produceerde. 
Door de pH van de fractie in stappen te verlagen en door extractie met 
trichloorazijnzuur volgens de methode van Verwey (1940) ontstonden 
3 onderscheiden fracties: А, В en С Fractie В was het neerslag, dat 
ontstond na extractie met trichloorazijnzuur. Na vaccinatie met fractie 
В overleefden 14 van 28 onderzochte konijnen een lethale dosis met de 
homologe stam (Stamp en Edwards, 1964). 

Koenig en medewerkers (1962, 1962a) vaccineerden muizen langs 
intraveneuze weg met door warmte gedode bacteriën van een stam, die 
een kapsel bezat. Vier en twintig van 32 gevaccineerde proefdieren 
overleefden een lethale dosis van de homologe stam. De dieren waren 
ook immuun tegen 4 heterologe stammen, die eveneens een kapsel be
zaten. Indien voor vaccinbereiding een stam zonder kapsel werd ge
bruikt, was er geen immuniteit tegen stammen met kapsel aantoonbaar. 
Deze auteurs meenden, dat de proefdieren na vaccinatie met gekapsel-
de bacteriën waren beschermd, omdat de bacteriën, die als 'challenge' 
werden toegediend, efficiënt werden gephagocyteerd, dank zij de aanwe
zigheid van antilichamen tegen een kapselantigeen, dat de phagocytose 
remde. 

Ook andere auteurs hebben op het belang van de phagocytose gewezen 
voor het verloop van de infectie na het toedienen van een lethale dosis 
levende staphylococcen. Cohn (1963) toonde aan, dat de phagocytose van 
staphylococcen bij dieren, die waren geïmmuniseerd, was toegenomen. 

Uit het kapsel van een staphylococcenstam is door Morse (1962) een 
phagocytose remmend antigeen geïsoleerd. Het bestaat voor 70% uit 
suikers, waarvan 30-35% glucosamine. Het bevat geen muraminezuur. 
Bovendien komen er enige aminozuren in voor. Het antigeen is bekend 
als 'Staphylococcal Surface Antigen' (S.S.Α.). Na toediening van een 
dosis antigeen overleefden 18 van 20 onderzochte muizen 50-100 LD50 
van de homologe stam, indien deze was gesuspendeerd in mucine. (Vol
gens grove schatting werden per muis 10? bacteriën toegediend). Geen 
immuniteit bestond voor 5-10 LD50 van in fysiologisch zout gesuspen
deerde bacteriën. (Volgens grove schatting werden per muis 10^ bac
teriën toegediend). In 1 LDiQO zijn ongeveer 1000 keer zo weinig sta
phylococcen aanwezig, als de bacteriën zijn gesuspendeerd in mucine, 
als in 1 LDiQO» indien de bacteriën zijn gesuspendeerd in fysiologisch 
zout. Volgens Morse kon het grotere aantal bacteriën, dat in fysiolo
gisch zout was gesuspendeerd, niet efficient worden gephagocyteerd. 
De phagocytose zou wel voldoende bacteriën kunnen elimineren, als de 
bacteriën in mucine waren gesuspendeerd. 

Morse isoleerde het phagocytose remmende antigeen (S.S.A.) uit het 
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groeimedium. Naar de mening van deze en ook andere auteurs (Oeding, 
1965) verschijnen verschillende cellulaire antigenen in het groeime
dium. Morse toonde door absorptieproeven aan, dat het antigeen inder
daad van de bacteriecellen afkomstig was. Er ontstond een overgevoe
ligheidsreactie bij konijnen, die waren geïmmuniseerd met door warm
te gedode bacteriecellen, na intradermale injectie van geringe hoeveel
heden van S.S.A. 

Door Fisher en medewerkers (1963) is uit de cellen van een kapsel 
bezittende stam, een stof geïsoleerd, die 'Staphylococcal Polysacharide 
Antigen1 (S.P.A.) werd genoemd. Het antigeen is waarschijnlijk identiek 
aan het antigeen van Morse (S.S.A.). Ook dit antigeen was in staat im
muniteit op te wekken tegen in mucine gesuspendeerde staphylococcen. 

F isher (1962) immuniseerde muizen met kiemvrij gemaakt medium, 
waarin staphylococcen waren gegroeid. De dieren waren immuun tegen 
ongeveer 100 LD50, als de 'challenge' bacteriën waren gesuspendeerd 
in mucine; ze waren niet immuun tegen 20 LD5Q, als de 'challenge' 
bacteriën in fysiologisch zout waren gesuspendeerd. Misschien heeft 
Fisher niet met het cellulaire 'S.S.A.'-antigeen geïmmuniseerd, maa r 
met een extracellulair produkt. De auteur merkte echter zelf op, dat 
het verantwoordelijke antigeen mogelijk identiek was aan dat van Morse 
(S.S.A.). 

Na immunisatie met een phagocytose remmend antigeen waren proef
dieren alleen beschermd tegen een lethale dosis staphylococcen, indien 
de bacteriën gesuspendeerd waren in mucine. Na immunisatie met ge
dode bacteriën overleefden proefdieren ook een lethale dosis staphy
lococcen, die gesuspendeerd waren in fysiologisch zout. Dat het pha
gocytose remmende antigeen niet alleen van belang was bij het opwek
ken van immuniteit door gedode bacteriën, werd door Ekstedt (1963 a,b, 
c) duidelijk aangetoond. Deze auteur bevestigde, dat proefdieren door 
vaccinatie met door warmte gedode bacteriën beschermd konden wor
den tegen een lethale dosis van de homologe s tam, zowel tegen bacte
riën, die in mucine waren gesuspendeerd, als tegen bacteriën, die in 
fysiologisch zout waren gesuspendeerd. Werd het vaccin echter met 
trypsine behandeld, dan was nog slechts immuniteit tegen staphylococ
cen in mucine aantoonbaar. De auteur heeft getracht het antigeen, dat 
verantwoordelijk was voor de immuniteit tegen staphylococcen in fysio
logisch zout, te isoleren. Met het oog hierop werden de cellen op m e 
chanische wijze gedesintegreerd en werd uit de oplosbare fractie met 
ammoniumsulfaat een eiwit geprecipiteerd. Door vaccinatie met dit 
antigeen werden muizen immuun tegen staphylococcen in mucine en 
tegen staphylococcen in fysiologisch zout. Werd het antigeen echter 
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gekookt of met trypsine behandeld, dan was geen immuniteit tegen 
staphylococcen in fysiologisch zout meer aanwezig, maar wel tegen 
staphylococcen in mucine. De auteur concludeerde, dat tenminste twee 
antigenen immuniteit konden opwekken en wel: een polysacharide an-
tigeen tegen bacteriën, die in mucine zijn gesuspendeerd, en een eiwit 
antigeen tegen bacteriën, die in fysiologisch zout of in mucine zijn ge
suspendeerd. Ook antilichamen tegen celwanden verleenden muizen 
berscherming tegen staphylococcen, die in mucine waren gesuspen
deerd (Ekstedt, 1965). Zowel teichoïnezuur als het antigeen van Morse 
(S.S.A.) konden de beschermende antilichamen uit het serum wegvan
gen. De eiwitantigenen van Jensen en Verwey bleken hiertoe niet in 
staat. Uit immunodiffusie- en immunoëlectrophorescproeven bleek, 
dat teichoïnezuur en S.S.A. in antigeen opzicht identiek waren. 

Tenslotte moge nog het onderzoek van Györgyen medewerkers (1962) 
worden vermeld. Deze onderzoekers konden muizen beschermen tegen 
een lethale dosis staphylococcen door vaccinatie met staphylococcen 
en moedermelk. Hierop komen wij later terug. 

§ 3 Antitoxische immuniteit 

Omdat a-haemolysine misschien een belangrijke rol speelt bij het 
ziekmakende vermogen van staphylococcen, hebben verschillende 
auteurs getracht proefdieren met a-haemolysine te immuniseren tegen 
een lethale dosis staphylococcen. Zoals reeds is vermeld, heeft Forss-
man(1938) gevonden, dat antilichamen tegen lysines geen rol speelden 
bij de immuniteit tegen een lethale dosis staphylococcen. Kapral (1965) 
toonde aan, dat antilichamen tegen a-haemolysine slechts partiële be
scherming verlenen tegen een lethale dosis staphylococcen; de overle-
vingstijd was verlengd, maar de dieren stierven uiteindelijk toch. 

Koenig en medewerkers (1962b) waren in staat proefdieren te im
muniseren tegen een lethale dosis a-haemolysine door toediening van 
toxoid. Het toxoid werd bereid door medium, waarin a-haemolysine 
aanwezig was, kiemvrij te maken en daarna te behandelen met forma
line. De door toxoid tegen a-haemolysine opgewekte immuniteit be
schermde proefdieren evenwel niet tegen een lethale dosis staphylo
coccen. Na vaccinatie met bacteriecellen waren proefdieren wel be
schermd tegen een lethale dosis staphylococcen maar niet tegen een 
lethale dosis a-haemolysine. Het bleek, dat antilichamen tegen bacte
riecellen in tegenstelling tot antilichamen tegen a-haemolysine de pha
gocytose van bacteriën bevorderden. Versterkte phagocytose ging ge-
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paard met bescherming tegen een lethale dosis staphylococcen. Deze 
auteurs concludeerden, dat antilichamen tegen a-haemolysine van on
dergeschikte betekenis zijn en dat phagocytose van meer belang i s . 

Andere auteurs menen, dat antilichamen tegen a-haemolysine proef
dieren onder bepaalde omstandigheden wel kunnen beschermen tegen 
een lethale dosis staphylococcen. North (1959) diende aan muizen serum 
tegen a-haemolysine toe. Het serum was bereid bij een paard. De proef
dieren overleefden hierna 4 LD50 staphylococcen, die in 1% menselijk 
fibrinogeen en 1% menselijk plasma (het z.g. 'clotting mixture ' van 
Boake, 1956) waren gesuspendeerd. De dieren waren beschermd, indien 
het serum 24 uren voor de toediening van staphylococcen was ingespo
ten. Er was geen immuniteit aantoonbaar, als het interval 2 uren be
droeg. Werden de bacteriën evenwel gesuspendeerd in fysiologisch zout, 
dan waren de proefdieren zowel 2 als 24 uren na toediening van serum 
beschermd. Deze auteur merkte op, dat het niet zeker was, dat de im
muniteit uitsluitend te danken was aan antilichamen tegen a-haemoly
sine, want serum tegen diphtherie-toxine, waarin geen antilichamen 
tegen a-haemolysine aantoonbaar waren, verleende ook bescherming 
tegen een lethale dosis staphylococcen. Ook Kitching en Far re l l (1936) 
konden met 'anti lysines ' van een paard muizen beschermen tegen een 
lethale dosis staphylococcen, doch niet met antilysines, die waren op
gewekt bij konijnen of muizen. 

Frappier en Sonea (1956) dienden aan muizen antilichamen tegen 
a-haemolysine toe. Er werd niet aangegeven bij welk dier de antilicha
men waren opgewekt. De dieren waren hierna beschermd tegen een 
lethale dosis staphylococcen, die in t racerebraal werd ingespoten. De 
onderzoekers telden het aantal staphylococcen bij de injectieplaats en 
in het per ifere bloed op verschillende tijdstippen na de toediening van 
de bacteriën. De vermenigvuldiging van de bacteriën werd door de 
serumprophylaxe niet beïnvloed. De auteurs meenden, dat de mor ta l i 
teit bij de niet geïmmuniseerde dieren veroorzaakt werd door toxine(s), 
dat (die) in vivo werd(en) geproduceerd. Passief geïmmuniseerde dieren 
zouden de lethale dosis overleven door neutral isat ie van toxine(s) door 
antilichamen. De auteurs merkten echter op, dat het antiserum naast 
antilichamen tegen a-haemolysine ook andere antilichamen bevatte. 

Fisher (1957) vaccineerde muizen met kiemvrij g e m a a l medium, 
waarin staphylococcen waren gegroeid en waarin a-haemolysine aan
wezig was. De dieren waren beschermd tegen een lethale dosis levende 
staphylococcen. Uit het medium isoleerden Robson en Fisher (1965) 
twee fract ies . De ene fractie was niet toxisch, warmtestabiel en niet 
identiek met a-haemolysine, coagulase, leucocidine, dermonecrotoxine, 
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lecithinase, fibrinolysine, staphylokinase, protease en ribonuclease. Na 
immunisatie met deze fractie overleefden 35 van 71 behandelde muizen 
een lethale dosis levende staphylococcen, die gesuspendeerd waren in 
het 'clotting mixture' van Boake. De andere fractie was een gedeelte
lijk gezuiverd a-haemolysinepreparaat. Hoge, reeds toxische doses 
hiervan waren noodzakelijk om immuniteit op te wekken. De auteurs 
wezen er op, dat in de laatste fractie misschien ook niet toxisch anti-
geen aanwezig was. 

Ook coagulase, een ander staphylococcenprodukt, kan onder speciale 
omstandigheden immuniteit tegen staphylococcen opwekken. Konijnen, 
die geïmmuniseerd waren met een gedeeltelijk gezuiverd coagulase 
preparaat, bleven gemiddeld 9,3 dagen na toediening van een lethale 
dosis coagulase positieve staphylococcen in leven. Controledieren, 
waaraan eenzelfde dosis staphylococcen was toegediend, stierven reeds 
na gemiddeld 1,5 dag. Het preparaat wekte geen immuniteit op tegen 
een coagulase negatieve stam (Boake, 1956). 

Lominski en medewerkers (1962) immuniseerden konijnen met kiem-
vrij gemaakt medium, waarin staphylococcen waren gegroeid en waarin 
coagulase en andere antigenen aanwezig waren. Zij gebruikten staphy-
lococcenstammen, die behoorden tot phaaggroep I, en een stam, die 
behoorde tot phaaggroep III. Na immunisatie werden de dieren geïn
fecteerd met stammen van de phaaggroep I en met stammen van de 
phaaggroep III. Vaccinatie met antigenen van groep I staphylococcen 
verleende geen bescherming tegen staphylococcen van de groepen I en 
III. Vaccinatie met antigenen van groep III staphylococcen wekte alleen 
immuniteit op tegen staphylococcen van phaaggroep III, niet tegen sta
phylococcen van groep I. Coagulase was waarschijnlijk verantwoorde
lijk voor de beschermende werking. De konijnen werden tenminste 
twee maanden na het toedienen van de lethale dosis geobserveerd. 

Harrison (1964) kon bevestigen, dat coagulase van staphylococcen van 
phaaggroep III immuniteit opwekte tegen staphylococcen van phaaggroep 
III. Hierbij werd echter opgemerkt, dat er wel immuniteit werd waar
genomen na 4 dagen, maar niet meer na 21 dagen. 

Phagocytose is een belangrijk mechanisme, waardoor een gastheer 
zich kan verdedigen tegen staphylococcen. Zoals boven reeds is ver
meld, kunnen sommige bacteriën zich aan phagocytose onttrekken door 
een kapselantigeen, dat de phagocytose remt. Bovendien beschikken 
sommige stammen over leucocidine, waardoor zij phagocyterende cel
len kunnen elimineren. 

Souckova-Stëpanova en medewerkers (1965) hebben onderzocht, of 
antilichamen tegen leucocidine konijnen kunnen beschermen tegen sta-
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phylococcen. Konijnen werden gevaccineerd met een toxoid, waarvan de 
belangrijkste antigene bestanddelen de F en S componenten van leuco-
cidine waren. Als 'challenge' werd een stam gebruikt, die weinig a-hae-
molysine produceerde. De concentratie van de suspensie werd zodanig 
gekozen, dat controledieren niet voor de derde dag na een intraveneu
ze injectie st ierven. Tien dagen na de 'challenge' werden alle dieren 
gedood. De auteurs merkten op, dat in geen enkel geval een volledige 
bescherming werd verkregen. Bij alle dieren werden laesies in de n ie
rengevonden, waaruit staphylococcen werden gekweekt. Niettemin gin
gen na vaccinatie minder dieren dood, werden micro-organismen uit 
het bloed sneller geëlimineerd en was er een geringer gewichtsverlies 
dan bij niet gevaccineerde dieren. In dit verband moge bij wijze van 
uitzondering een onderzoek bij mensen worden genoemd. Bänffer (1961) 
vond, dat bij kraamvrouwen, die in een ziekenhuis waren bevallen, de 
frequentie van mast i t is puerperal is kleiner was, naarmate de initiale 
anti-leucocidine t i ter hoger was. 

Tenslotte willen wij nog wijzen op enkele onderzoekingen over de 
beschermende werking van menselijk serum tegen staphylococcen. 
Sonea en medewerkers (1956) toonden aan, dat muizen na een intrape
ritoneale injectie van menselijk se rum een lethale dosis staphylococ
cen, die langs int racerebrale weg werd toegediend, overleefden. Dit 
werd bevestigd door Fisher (1959) en Fisher (1960a, 1961). De laats t
genoemde auteur toonde aan, dat e r geen relat ie bestond tussen bacter i 
cide eigenschappen van menselijk serum in vitro en de beschermende 
werking in vivo. De beschermende factor was waarschijnlijk aanwezig 
in de γ-globülinefractie van menselijk serum, doch niet in het se rum 
van niet geïmmuniseerde muizen, konijnen, Guinese biggetjes en geiten. 

Samenvattend kan gezegd worden, dat staphylococcen immuniteit 
kunnen opwekken bij proefdieren. De bescherming berust op een com
plex mechanisme. De immuniteit blijkt op de eers te plaats af te han
gen van de hoeveelheid toxine(s), die bacteriën, die als 'challenge' 
worden gebruikt, produceren. Als maat voor toxineproduktie wordt door 
vele onderzoekers (al of niet terecht) de hoeveelheid geproduceerde 
a-haemolysine gehanteerd. 

Op de tweede plaats blijkt de immuniteit af te hangen van het aantal 
bacteriën, dat als 'challenge' wordt toegediend, en van de samenste l 
ling van de vloeistof (fysiologisch zout, mucine), waarin de bacteriën 
gesuspendeerd zijn. 

Op de derde plaats blijkt immuniteit niet alleen door bacteriecellen 
te kunnen worden opgewekt, maar ook door extracel lulaire produkten. 
Men kan evenwel niet met zekerheid zeggen, dat in het laatste geval 
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immuniteit steeds door een extracellulair produkt werd opgewekt, om
dat bijmenging van andere stoffen niet kon worden uitgesloten. 

Indien men aanneemt, dat proefdieren na toediening van een lethale 
dosis staphylococcen sterven tengevolge van de werking van een of 
meer toxines, waarvan de produktie afhankelijk is van het aantal sta
phylococcen, dat in het lichaam aanwezig is, dan volgt hieruit, dat im
muniteit tegen staphylococcen kan berusten op anticellulaire antistof
fen, antitoxines of op beide soorten antistoffen. Een optimale immuni
teit is aanwezig, indien antilichamen in voldoende hoge concentratie 
aanwezig zijn zowel tegen bacteriecellen als ook tegen extracellulaire 
Produkten van het micro-organisme. Het lijkt erop, dat voor de ont
wikkeling van een optimale immuniteit toediening van levende staphy
lococcen noodzakelijk is. Toediening van dode cellen of van afzonder
lijke extracellulaire produkten resulteert waarschijnlijk slechts in een 
partiële immuniteit, die onder bepaalde omstandigheden weliswaar ef
fectief kan zijn, maar onder andere omstandigheden kan worden door
broken. 

In dit proefschrift zullen resultaten van immunisatie met levende 
staphylococcen worden vermeld en gegevens over de invloed, die hier
op wordt uitgeoefend door moedermelk. Om de invloed van moedermelk 
te verklaren zijn enige hypothesen opgesteld, die aan een kritisch on
derzoek zijn onderworpen. 
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HOOFDSTUK II 

MATERIALEN EN METHODEN 

Micro-organisme: Staphylococcus aureus, Fritchie stam, geïsoleerd 
uit een granuloom (Bass en Higgingbotham, 1960). De stam behoort tot 
phaag type 44 A. Hij produceerde a- en ô-haemolysine, coagulase, fi-
brinolysine, gelatinase en DNA-se. Hij vormde een gelige kleur op 
glycerol-mono-acetaat agar en veroorzaakte een troebeling in een 
plaat met menselijk serum. Hij vormde geen penicillinase en was ge
voelig voor penicilline, streptomycine, chlooramphenicol, erythromy-
cine en tetracycline. De stam werd ons door Professor P.György ter 
beschikking gesteld. 

Groeimedia: Voor het bereiden van een vloeibaar medium werd 37 gram 
gedehydreerd 'brain-heart-infusion' opgelost in 1000 ml gedestilleerd 
water volgens het voorschrift van de fabrikant (Difco). Voor het berei
den van een vaste bodem werd aan bovengenoemde bouillon 15 gram 
'nutrient agar' (Difco) toegevoegd. Daarna werd het geheel verwarmd 
tot een goede menging was opgetreden. Beide groeimedia werden op de 
gebruikelijke wijze gesteriliseerd en na 24 uren incubatie bij 370C ge
controleerd op steriliteit. De groeimedia werden tenminste een keer 
per maand opnieuw bereid. 

Kweken en oogsten: De staphylococcenstam werd bij 40C op een vaste 
bodem in leven gehouden, waarbij hij iedere maand werd overgeènt op 
een nieuwe bodem, die na 14-16 uren incubatie bij 370C opnieuw in een 
ijskast werd bewaard. Voor gebruik werd een subcultuur van de vaste 
bodem in bouillon gemaakt, die gedurende 14 uren werd geïncubeerd 
bij 370C in een broedstoof. Daarna werd een nieuwe subcultuur gemaakt 
in verse bouillon (1 druppel bacteriesuspensie in 1 ml bouillon). Ver
volgens werden deze bacteriën in een waterbad bij 370C gemcubeerd, 
totdat de optische dichtheid bij 640 ταμ gelijk was aan 0,70 (Coleman 
spectrofotometer). De inwendige diameter van de buis was 16:8 mm. 
In het algemeen werd dit bereikt na Зт uur. Daarna werden de bacteriën 
gedurende 30 minuten gecentrifugeerd bij 2700 omwentelingen per mi
nuut (ongeveer 1200 χ g), vervolgens gewassen met fysiologisch zout 
en gesuspendeerd in fysiologisch zout. 
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Bepaling van de concentratie van de bacter iesuspensie: Als maat werd 
de minimale dosis gebruikt, die lethaal was voor 100% der proefdieren 
binnen 24 uren na intraperitoneale injectie. Deze dosis worrtt aangeduid 
met 1 LDioo e n werd bepaald met behulp van een virulentietest. Bac
teriën, die waren gegroeid in 8 ml bouillon, werden na wassen gesus
pendeerd in 6, 8, 10, 12, 14, 16 en 18 ml fysiologisch zout. Drie bac-
ter iesuspensies met opeenvolgende concentraties werden intraperi to-
neaal bij muizen ingespoten. Voor iedere suspensie werden 10 muizen 
gebruikt. Het volume van het inoculum was steeds 0,3 ml . Indien de 
meest verdunde bacteriesuspensie binnen 24 uur de dood van minder 
dan 8 van de 10 proefdieren veroorzaakte en indien de beide andere 
suspensies de dood van tenminste 8 van de 10 proefdieren ten gevolge 
hadden, werd de minst geconcentreerde suspensie van de 2 laatstge
noemde beschouwd als de suspensie, die per 0,3 ml (de dosis , die aan 
ieder proefdier werd toegediend) 1 LD^QO bevatte. 

Werd aan de gestelde voorwaarde niet voldaan, dan werd de virulen
tietest herhaald met suspensies met andere concentrat ies . Voor de 
bereiding van 1 LD^QO w a s in het algemeen het benodigde volume fysio
logisch zout 3/2 χ het volume bouillon, waarin de bacteriën waren ge
groeid. Bij incidentele telling bleek het aantal bacteriën per 1 LD^QQ 
ongeveer 10" te zijn. 

Voor de bereiding van andere concentraties werd het volume fysio
logisch zout, waarin de bacteriën uiteindelijk werden gesuspendeerd, 
gevarieerd. Onder 1/100 LD^oo werd een dosis verstaan, die 100 maal 
zo weinig bacteriën bevatte als een dosis van 1 LD^QO- Als 'chal lenge '-
dosis is s teeds 1 LD^QO gebruikt. 

Moedermelk: Amerikaanse moedermelk werd ons toegezonden door 
bemiddeling van Professor P.György en Nederlandse moedermelk werd 
ons gra t is t e r beschikking gesteld door de Moedermelkcentrale van het 
Nederlandse Rode Kruis (hoofd: Dr G.A.A. Mastenbroek). De melk, die 
wij ontvingen, was gecontroleerd op bederf en bevroren. Na ontdooien 
werd demelkgeautoclaveerd en subcutaan of intraperitoneaal bij mui
zen ingespoten in een volume van 0,3 ml . Indien moedermelk en s ta -
phylococcen tesamen werden ingespoten, werden de staphylococcen in 
een zodanige verdunning aan de moedermelk toegevoegd, dat uiteinde
lijk de gewenste concentratie staphylococcen werd verkregen. Door 
toevoeging van bacteriesuspensie werd de moedermelk in geringe mate 
verdund. Inocula van moedermelk alleen werden in dezelfde mate ve r 
dund met fysiologisch zout. 

De wijze van fractioneringen wordt in hoofdstuk III beschreven. Hier -
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bij werd onder meer gebruik gemaakt van een Stock centrifuge en een 
Beekman model L preparatieve ultracentrifuge. Kolomchromatografie 
werd uitgevoerd met kiezelgel (Mallinckrodt), 100 mesh. 

Proefdieren: Er werd gebruik gemaakt van mannelijke Swiss-muizen 
met een gewicht van 18-20gram. De dieren waren gehuisvest in het cen
trale dierenlaboratorium van de Medische Faculteit van de Katholieke 
Universiteit (hoofd: Dr M.J. Dobbelaar), waar zij op de gebruikelijke 
wijze werden gevoederd (RMH-voeder (Hope Farms) en water, ad lib.). 
Bloed werd afgenomen volgens de methode van Sorg en Buckner (1964). 
Voor algemene verbloeding werd ook enucleatie toegepast. Bovendien 
werd gebruik gemaakt van Witte Nieuw Zeelander konijnen. Deze die
ren waren eveneens gehuisvest in het centrale dierenlaboratorium en 
werden volgens de daar gebruikelijke methode gevoederd (LKK20- voe
der (Hope Farms) en water, ad lib.). Bloed werd afgenomen door mid
del van punctie van een oorvene. Voor algehele verbloeding werden de 
arteriae carotides gekatetheriseerd. 

Chemicaliën: Behalve van eenvoudige chemicaliën werd gebruik ge
maakt van runderserumalbumine (Behringwerke), Na-penicilline G 
(Mycofarm), thiomersal. Staphylococcus α-haemolysin (Wellcome Re
search Laboratories) en endotoxine van Escherichia Coli O26 : B5 be
reid volgens Westphal (Difco). 
Eiwit werd bepaald volgens de methode van Lowry en medewerkers 
(1951). 

Statistische analyses: Deze werden uitgevoerd in het instituut voor wis
kundige dienstverlening van de Katholieke Universiteit (hoofd: Drs P. 
van Eiteren). Hierbij is gebruik gemaakt van de volgende methoden: 
1. De X^-toets voor onafhankelijkheid in een к χ r tabel, d.w.z. in een 

tabel met twee ingangen met respectievelijk к en r klassen. Voor 
deze toets zij verwezen naar De Jonge (1958) en wel voor de geval
len, waarin k=2 en/of r=2 naar p. 193-208. Als toetsresultaat is de 
overschrijdingskans Ρ opgegeven, met vermelding of deze significant 
was (P < 5%) of niet (P > 5%), eventueel met extra nadruk ('zeer signi
ficant') als Ρ zeer klein was. Indien deze toets een significant resul
taat oplevert, wijst dit erop, dat de twee indelingen zeer waarschijn
lijk niet onafhankelijk zijn. 
De toets is in de tekst kortweg aangeduid met 'X^-toets'. 

2. De exacte toets voor 2 x 2 tabel. Voor deze toets zij verwezen naar 
Rümke en Van Eeden (1961) p. 74-78. Bij de toepassing werden de 
tabellen van Lieberman en Owen (1961) geraadpleegd. Overigens is 
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de interpretat ie hetzelfde als van de vorige toets . Bij toepassing 
van de exacte toets werd tweezijdig getoetst. 

3. De toets tegen verloop van een aantal kansen van Van Eeden, kort
weg de ' t rendtoe ts van Van Heden' genoemd. Voor deze toets zij ver 
wezen naar Rümke en Van Eeden (1961), p . 87-89. Deze toets kan 
alleen worden toegepast op een 2 χ к tabel, waarin de indeling in к 
klassen betrekking heeft op een kwantitatieve grootheid en de ande
r e op een ja/neen cr i ter ium. Als deze toets tot een significant r e 
sultaat leidt, kan men concluderen, dat het percentage der volgens 
het cr i ter ium met 'ja' beoordeelde gevallen een systematisch (sti j
gend of dalend) verloop vertoont met de beschouwde kwantitatieve 
grootheid. De verdeling van de toetsingsgrootheid werd benaderd 
door middel van de normale verdeling. 

4. De toets van Wilcoxon voor twee steekproeven. Voor deze toets zij 
verwezen n a a r Rümke en Van Eeden (1961), p . 60-66. Deze toets kan 
worden gebruikt, indien men wil onderzoeken of twee steekproeven 
afkomstig zijn uit eenzelfde populatie. Indien deze toets een signi
ficant resultaat oplevert, wijst dit erop, dat de twee steekproeven 
zeer waarschijnlijk uit verschillende populaties afkomstig zijn. Met 
deze toets werd tweezijdig getoetst. Bij gebruik van deze toets wer
den de tabellen van Wabeke en Van Eeden (1955) geraadpleegd. 

Bij de toetsen, genoemd onder 3. en 4., werden voor 'significant' de 
zelfde c r i te r ia gebruikt als genoemd onder 1. 
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HOOFDSTUK III 

DE INVLOED VAN MOEDERMELK 

OP DE ONTWIKKELING VAN IMMUNITEIT 

TEGEN STAPHYLOCOCCEN 

§ 1 Inleiding 

In dit hoofdstuk zullen gegevens worden vermeld van onderzoekingen, 
die werden uitgevoerd om de resultaten van György en medewerkers 
(1962) te bevestigen en waar mogelijk uitte breiden. Zoals reeds eer
der is vermeld, waren de laatstgenoemde auteurs erin geslaagd mui
zen te beschermen tegen een lethale dosis levende staphylococcen door 
voorbehandeling met sublethale doses levende staphylococcen en moe
dermelk. Muizen werden een keer per dag gedurende 7 achtereenvol
gende dagen subcutaan ingespoten met 1/100 LD^QQ staphylococcen en 
moedermelk. Na zeven dagen rust ontvingen de proefdieren een intra
peritoneale injectie van 1 LDIQO· Na 24 uren werd het aantal proefdie
ren, die de lethale dosis hadden overleefd, geregistreerd. Wij hebben 
bij onze experimenten dezelfde werkwijze aangehouden volgens de 
technische instructructies ons alhier verstrekt door Mejuffrouw S.Dha-
namitta M.D., medewerkster van Prof. P.Gyorgy. Schematisch is de 
methode weergegeven in figuur 1. Indien hiervan werd afgeweken, wordt 
dit in de tekst vermeld. 

VOORBEHANDELING -

alle dieren ontvangen-| 
1 maal per dag een 
injectie langs subcu
tane weg 

- 'CHALLENGE' 
alle dieren ontvangen 
1 LD 1 0 0 langs 
intraperitoneale weg 

I Registratie vanhët aantal 
dieren, dat de lethale do
sis heeft overleefd 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 Tijd (dagen) 

Figuur 1 
Schematische weergave van de methode 

toegepast ter vaststelling van de invloed van moedermelk 
op de ontwikkeling van immuniteit tegen staphylococcen 

Gaama wil ik de Heer J.Reitsma en zijn medewerkers bedanken voor hun steeds 
bereidwillig verleende medewerking. 
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§ 2 Resultaten 

2.1 Bevestiging vande resultaten van Gyorgy en standaardisering van 
de proefopstelling 

Zoals reeds in het voorwoord is vermeld, hebben wij aanvankelijk 
getracht een stof uit moedermelk te isoleren, die verantwoordelijk zou 
kunnen zijn voor de beschermende werking van moedermelk. Met het 
oog hierop hebben wij de experimenten van Gyorgy en medewerkers 
(1962) herhaald met fracties van moedermelk. Als controles bij deze 
en andere experimenten werden steeds dr ie groepen proefdieren, elk 
van 10 muizen, voorbehandeld met respectievelijk a) moedermelk, 
b) staphylococcen en c) staphylococcen en moedermelk. Een experiment 
werd alleen dan als geslaagd beschouwd, indien minder dan 30% der 
proefdieren, die waren voorbehandeld met staphylococcen alleen of met 
moedermelk alleen en meer dan 70% der dieren, die waren voorbehan
deld met staphylococcen en moedermelk, de lethale dosis staphylococ
cen overleefden. De lethale dosis staphylococcen werd steeds door 
middel van een virulentietest bepaald en was gelijk aan die dosis , die 
24 uren na toediening de dood veroorzaakt had van tenminste 8 van 10 
proefdieren. Slechts zeer weinig experimenten moesten worden he r 
haald, omdat niet aan de gestelde voorwaarde was voldaan. De gege
vens van deze experimenten zijn dus verkregen na enige voorafgaande 
ijking. De uitkomsten van de proeven zijn weergegeven in tabel 1. De 
tabel laat zien dat 240 van 282 proefdieren een lethale dosis staphylo
coccen overleefden na voorbehandeling met staphylococcen en moeder
melk. Na voorbehandeling met staphylococcen alleen of moedermelk 
alleen overleefden respectievelijk 52 van 223 en 40 van 266 proefdie
ren de lethale dosis . 

Het bleek, dat het percentage der dieren, die een lethale dosis over
leefden na voorbehandeling met staphylococcen en moedermelk, zeer 
significant hoger was dan het overlevingspercentage van proefdieren, 
die waren voorbehandeld met staphylococcen alleen (P < 10""). Boven
dienwas het percentage van dieren, die een lethale dosis staphylococ
cen overleefden na voorbehandeling met staphylococcen alleen signi
ficant hoger dan het overlevingspercentage van dieren, die waren voor
behandeld met moedermelk alleen (P = 0,02). Voor de berekeningen is 
de x2_toets voor een 2 x 2 tabel toegepast. 

Men mag dus concluderen, dat muizen, die waren voorbehandeld met 
staphylococcen (7 doses , ieder van 1/100 LD^QO)

 e n moedermelk, in 
tegenstelling tot muizen die met moedermelk alleen of staphylococcen 
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T a b e l 1 

Invloed van toediening van moedermelk op het immuniserende vermogen 
van sublethale doses levende staphylococcen bij muizen 

Groep 

Λ 

В 

С 

Voorbehandeling 

Moedermelk 

Staphylococcen 

Moedermelk en 

Staphylococcen 

n i 

270 

225 

307 

n i 4 - n i 

4 

2 

25 

пи 

266 

223 

282 

n 1 5 

40 

52 

240 

ηΐ5/ η 14·100 

17 

23 

85 

ni aantal proefdieren bij de aanvang van de voorbehandeling 
n 1 4 - n l aantal proefdieren, dat gestorven is tijdens de voorbehandeling 
n^4 aantal proefdieren, dat een lethale dosis staphylococcen ontving, 14 dagen 

na de aanvang van de voorbehandeling 
ni5 aantal proefdieren, dat een lethale dosis staphylococcen overleefde 

Overschrijdingskansen bij vergelijking van telkens twee groepen 
wat betreft de aantallen proefdieren in de onderscheiden kolommen 

Groepen 

С en В 
В en А 
С en В 
С en A 
В en A 

Kolommen 

nis met пц 

nis met n u 
n 1 4 " n l ^ 1 6 ^ n l 
n 14~ n l п1 6^ n l 
n 14" I l l r n e t n l 

Ρ 

< i o - 6 

0,02 
2.10-4 

3.10-4 

0,70 *) 

*) De verdeling van de toetsingsgrootheid werd in dit geval benaderd met behulp 
van de binominale verdeling. 

Voor de berekeningen werd gebruik gemaakt van de x2-toets ( 2 x 2 tabel). 

alleen waren voorbehandeld, beschermd waren tegen een lethale dosis 
levende staphylococcen van de homologe stam. 

2.2 Reacties van muizen in de voorbehandelingsperiode 

In tabel 1 is weergegeven, dat 25 van de 307 proefdieren, die werden 
voorbehandeld met staphylococcen en moedermelk, stierven in de voor
behandelingsperiode. In dezelfde periode stierven 4 van de 270 en 2 
van de 225 proefdieren, die werden voorbehandeld met respectievelijk 
moedermelk alleen en staphylococcen alleen. Het percentage der proef
dieren, die werden voorbehandeld met staphylococcen en moedermelk 
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en die st ierven in de voorbehandelingsperiodc, was zee r significant 
hoger dan het overeenkomstige percentage de r dieren, die werden 
voorbehandeld met staphylococcen alleen (P = 2.10" ). Tussen de p e r 
centages van de dieren, die tijdens de voorbehandelingen met r e spec 
tievelijk moedermelk alleen en met staphylococcen alleen st ierven, 
was geen verschil aantoonbaar (P = 0,70). Bij de berekening werd ge 
bruik gemaakt van de X^-toets voor een 2 x 2 tabel. 

De ontwikkeling van bescherming tegen staphylococcen door moe
dermelk en staphylococcen ging dus gepaard met verhoogde sterfte 
onder de proefdieren. 

Naast sterftecijfers werden ook andere cr i te r ia toegepast t e r verge
lijking van de verschillende groepen muizen. Bij iedere muis werd op 
de 3e, 6e, 9e en 13e dag door punctie van de re t ro-orbi ta le plexus een 
druppel bloed afgenomen. Het bloed werd per groep muizen samenge
voegd. Van ieder monster 'gepoold' bloed werd het aantal leucocyten 
per mm^ bepaald. Het gemiddelde aantal leucocyten per mm bloed was 
bij de proefdieren, die werden voorbehandeld met staphylococcen en 
moedermelk, op de genoemde dagen respectievelijk: 6800, 10600, 10900 
en 15500. Het aantal leucocyten per mm^ bloed was op de 3e dag bij de 
muizen, die werden voorbehandeld met staphylococcen, significant ho
ger dan bij de dieren, die werden voorbehandeld met staphylococcen en 
moedermelk, respectievelijk 8100 en 6800 (P = 0,03). Op de 6e en 9e 
dag was e r geen verschil aantoonbaar. Op de 13e dag was het gemid
delde aantal leucocyten per mm3 bloed bij de dieren, die werden voor
behandeld met staphylococcen, significant lager dan bij de dieren, die 
werden voorbehandeld met staphylococcen en moedermelk, respec t ie 
velijk 8800en 15500 (P = 0,03). Overigens was e r op geen der t i jdstip
pen een verschil aantoonbaar tussen de aantallen leucocyten per mm 
bloed bij vergelijking van de dr ie groepen muizen, die op verschi l len
de wijze waren voorbehandeld. Hiervoor werd de toets van Wilcoxon 
voor twee steekproeven toegepast. 

Door de muizen bij de aanvang en bij het einde van de voorbehande
lingsperiode te wegen, kon voor iedere groep de gemiddelde gewichts-
toename per muis worden bepaald. Er was stat ist isch geen verschil 
aantoonbaar tussen de gewichtstoenamen van dedieren , die waren voor
behandeld met a) moedermelk (6,9 g), b) staphylococcen (6,5 g) en c) 
staphylococcen en moedermelk (5,6 g). Hiervoor werd gebruik gemaakt 
van de Student t - toe ts . 

Bij visuele inspectie van de proefdieren tijdens de voorbehandelings
periode werden in het gebied van de injectieplaatsen macroscopisch 
waarneembare afwijkingen gevonden. De afwijkingen ontstonden enige 
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dagen na de aanvang van de voorbehandeling en verdwenen langzamer
hand na de 7e dag bij de proefdieren, die werden voorbehandeld met 
moedermelk of staphylococcen. Bij deze dieren waren op de dag, waar
op de lethale dosis werd toegediend, geen afwijkingen meer waar te 
nemen. Bij de muizen, die werden voorbehandeld met staphylococcen 
en moedermelk, namen de afwijkingen na de 7e dag nog steeds toe en 
verdwenen niet voor het toedienen van de lethale dosis. In figuur 2 
zijn drie muizen afgebeeld, die representatief zijn voor de proefdieren, 
die voorbehandeld werden met respectievelijk a) moedermelk, b) sta
phylococcen en c) staphylococcen en moedermelk. De foto werd geno
men op de 5e dag van de voorbehandelingsperiode en laat zien, dat alle 
muizen een geringe afwijking vertoonden. In figuur 3 is een muis af
gebeeld, die voorbehandeld werd met staphylococcen en moedermelk. 
De foto werd 2 dagen voor het toedienen van de lethale dosis genomen. 
Duidelijk blijkt bij vergelijking van figuur 2 en 3 een toename van de 
afwijking. 

Uit deze gegevens blijkt dus, dat muizen, die met staphylococcen en 
moedermelk waren behandeld, haematologische veranderingen (leuco-
cytose op de 13e dag) en langdurige afwijkingen op de injectieplaats 
vertoonden. 

2.3 Duur van bescherming 

In deze paragraaf worden resultaten vermeld van onderzoekingen 
naar de duur van bescherming door staphylococcen en moedermelk. 

Indien aan proefdieren, die waren voorbehandeld met staphylococcen 
en moedermelk en op de 14e dag na de aanvang van de voorbehandeling 
een lethale dosis hadden overleefd, een tweede lethale dosis werd toe
gediend, bleek, dat deze dieren dit wederom overleefden. In tabel 2 is 
weergegeven, dat op de 25e, 45e, 75e en 105e dag na de aanvang van de 
voorbehandeling respectievelijk 6 van 6, 27 van 28, 42 van 44 en 19 van 
23 proefdieren, die reeds een lethale dosis op de 14e dag hadden over
leefd, een tweede lethale dosis overleefden. Bij toepassing van de trend-
toets van Van Eeden bleek, dat het percentage der dieren, die de le
thale dosis overleefden, geen aantoonbaar verloop met de termijn ver
toonde (P = 0,14). 

Het blijkt dus, dat proefdieren, die een lethale dosis staphylococcen 
op de 14e dag na de aanvang van de voorbehandeling met moedermelk 
en staphylococcen hadden overleefd, tenminste tot op de 105e dag na de 
aanvang van de voorbehandeling waren beschermd. 

Indien aan proefdieren, die waren voorbehandeld met staphylococcen 
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Figuur 2 
Huidafwijkingen van muizen 

op de 5e dag na de aanvang van de voorbehandelingsperiode 
De muizen werden respectievelijk voorbehandeld met 

staphylococcen en moedermelk (M + S), staphylococcen (S) en moedermelk (M). 
T a b e l 2 

Duur van bescherming na immunisatie van muizen 
met sublethale doses levende staphylococcen en moedermelk. 

De dieren ontvingen twee maal een lethale dosis staphylococcen, 
respectievelijk op de 14e dag na de aanvang van de voorbehandeling 

en op een later tijdstip. 

Dag, 
waarop de 2e lethale dosis 

werd toegediend na aanvang 
van de voorbehandeling 

25 
45 
75 

105 

Aantal 
dieren 

6 
28 
44 
23 

Aantal dieren, 
dat een 2e lethale dosis 

staphylococcen overleefde 

6 
27 
42 
19 

Met de trendtoets van Van Eeden kon geen verloop met de termijn worden aange
toond (P = 0,14). 
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Figuur 3 
Huidafwijkingen van een muis 

op de 12e dag na de aanvang van de voorbehandeling 
met staphylococcen en moedermelk 

en moedermelk, in plaats van op de 14e dag na de aanvang van de voor
behandeling, de lethale dosis op een later tijdstip werd toegediend, 
bleven verschillende dieren in leven. Tabel 3 laat zien, dat op de 15e, 
30e, 40e, 50e en 70e dag na de aanvang van de voorbehandelingsperiode 
respectievelijk 19 van 20, 20 van 20, 12 van 20, 11 van 19 en 4 van 19 
proefdieren een lethale dosis staphylococcen overleefden. Het aantal 
proefdieren, dat een eerste lethale dosis staphylococcen op de 70e dag 
na de aanvang van de voorbehandeling overleefde was significant klei
ner (P < 0,0024) dan de aantallen dieren, die op de 25e, 45e, 75e en 
105e dag na de aanvang van de voorbehandeling een tweede lethale do
sis overleefden (tabel 2). 

Uit deze gegevens blijkt, dat dieren, die onmiddellijk na het beëindi
gen van de voorbehandelingsperiode geen lethale dosis hadden ontvan
gen, tot ongeveer de 30e dag in sterke mate waren beschermd. Daarna 
nam de immuniteit af en was duidelijk minder dan die van dieren, 
waaraan 2 maal een lethale dosis was toegediend. 
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T a b e l 3 

Duur van bescherming na immunisatie van muizen 
met sublethale doses levende staphylococcen en moedermelk. 

De dieren ontvingen een maal een lethale dosis staphylococcen. 

Dag na de aanvang 
van de voorbehandeling, 
waarop een lethale dosis 

werd toegediend 

15 

30 

40 

50 

70 

Aantal 
dieren 

20 

20 

20 

19 

19 

Aantal dieren, 
dat een lethale dosis 

overleefde 

19 

20 

12 

11 

4 

Met de trendtoets van Van Eeden werd een dalend verloop met de termijn aange
toond (P = 0,0003). 

2.4 Passieve immunisatie 

Om aan te tonen dat de door staphylococcen en moedermelk opge
wekte immuniteit berustte op de vorming van antilichamen, hebben wij 
onderzocht of de immuniteit door middel van serum van voorbehandel-
de dieren kon worden overgedragen op niet-voorbehandelde dieren. 

Enige proefdieren, die waren voorbehandeld met staphylococcen en 
moedermelk, ontvingen 14 dagen na de aanvang van de voorbehandeling 
geen lethale dosis, doch werden verbloed. Het bloed van verschillende 
muizen werd samengevoegd en het serum daarvan op de gebruikelijke 
wijze gesepareerd. Hiervan werd 0,2 ml intraveneus bij niet-voorbe
handelde dieren ingespoten, waarna aan deze proefdieren 1 en/of 31 
dagen later een lethale dosis staphylococcen werd toegediend. In tabel 
4 is weergegeven, dat 21 van 21 proefdieren een lethale dosis, die 1 dag 
na het inspuiten van het serum werd toegediend, overleefden. Van deze 
21 proefdieren overleefde slechts een een tweede lethale dosis 30 dagen 
daarna. Geen van 20 proefdieren overleefde een lethale dosis, die 31 
dagen na het inspuiten van het serum werd toegediend. Na toepassing 
van de exacte toets ( 2 x 2 tabel) bleek, dat het percentage van de met 
serum ingespoten dieren, die een lethale dosis staphylococcen 1 dag 
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na het toedienen van serum overleefden, zeer significant hoger was dan 
het percentage der dieren, die niets of fysiologisch zout hadden ontvan
gen (P < 10"6). Tussen de proefdieren, die niet waren voorbehandeld 
en de proefdieren, waarbij fysiologisch zout was ingespoten, was geen 
verschil aantoonbaar. Evenmin was e r enig verschil aantoonbaar t u s 
sen de beide met serum behandelde groepen, welke op de 31e dag na 
het toedienen van het se rum een lethale dosis staphylococcen was toe
gediend (P = 1). 

T a b e l 4 

Pass ieve immunisatie van muizen met behulp van antiserum 
van met sublethale doses levende staphylococcen en moedermelk 

geïmmuniseerde dieren 

Groep 

A 

В 

С 

D 

Voorbehandeling 

fysiologisch zout 

ant iserum 

geen 

antiserum 

Aantal 
dieren 

10 

21 

21 

20 

Щ 

1 

21 

2 

n.g. 

П31 

n.g. 

1 

n.g. 

0 

П0 aantal proefdieren, dat werd voorbehandeld 
ni aantal proefdieren, dat een lethale dosis 1 dag na toediening van antiserum 

overleefde 
П31 aantal proefdieren, dat een lethale dosis 31 dagen na toediening van anti

serum overleefde 
n.g. niet getest 

Overschrijdingskansen bij vergelijking van telkens twee groepen 
wat betreft de aantallen proefdieren in de onderscheiden kolommen 

Groepen 

В en А 
В en С 

Kolommen 

ni met no 
nj met ng 

Ρ 

< i o - 6 

< i o - 6 

Voor de berekeningen werd gebruik gemaakt van de exacte toete ( 2 x 2 tabel). 

Deze proeven toonden aan, dat de door voorbehandeling met staphy
lococcen en moedermelk opgewekte immuniteit met behulp van s e r u m 
van voorbehandelde dieren was over te dragen op niet-voorbehandelde 
dieren. 
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2.5 Invloed van verschillende doses staphylococcen 

Uit de l i teratuur is het bekend, dat toediening van alleen staphylo
coccen aan proefdieren immuniteit kan opwekken. Het leek ons van be 
lang na te gaan of e r - en in welke mate - verband bestond tussen ont
wikkeling van immuniteit en de dosis staphylococcen, die werd toege
diend. Wij hebben daarom proefdieren gevaccineerd met verschillende 
doses staphylococcen al of niet met gelijktijdig toedienen van moeder
melk. De verschillende concentraties werden bereid door een suspen
sie staphylococcen, die overeenkwam met 1 LD^QO» 10, 100 of 1000 
maal te verdunnen. 

Na voorbehandeling met 1/1000, 1/100 en 1/10 LD^QQ overleefden 
respectievelijk 4 van 20,6 van 20 en 13 van 18 proefdieren een lethale 
dosis . De gegevens zijn samengevat in tabel 5. 

De relat ieve overlevingsfrequentie van de lethale dosis na voorbe
handeling met 1/10 LD^oü was significant hoger dan die na voorbehan
deling met 1/100 L D I Q O (P = 0>02), doch er was geen verschil aan
toonbaar tussen de overlevingsfrequentiesna voorbehandeling met 1/100 
en 1/1000 LD^oo· N a voorbehandeling met dezelfde concentraties s ta 
phylococcen, maar gecombineerd met moedermelk, overleefden r e s -
pectievelijL 10 van 20, 15 van 18 en 11 van 11 proefdieren een lethale 
dosis . 

De relat ieve overlevingsfrequentie van de lethale dosis na voorbe
handeling met 1/100 LD^QO en moedermelk was significant hoger dan 
die na voorbehandeling met 1/1000 LD^QQ en moedermelk (P= 0,04 ). 
Tussen de voorbehandelingen met 1/100 en 1/10 L D I Q O w a s i r i dit op
zicht geen verschil aantoonbaar. Het percentage proefdieren, dat de 
lethale dosis overleefde, was na voorbehandeling met 1/100 LD^oo e n 

moedermelk significant hoger dan na voorbehandeling met dezelfde 
dosis staphylococcen zonder moedermelk (P = 10-3). BJJ ¿e andere 
gebruikte doses staphylococcen was het effect van de toevoeging van 
moedermelk op de overlevingsfrequentie wel aanwezig, doch stat ist isch 
niet significant. Bovendien zijn in tabel 5 de aantallen proefdieren 
weergegeven, die zijn gestorven tijdens de voorbehandelingsperiode. 
Tijdens de voorbehandeling met 1/1000, 1/100, 1/10 en 1 LD^QO s t a -
phylococcen zonder moedermelk stierven respectievelijk 0, 0, 2 en 20 
proefdieren. Tijdens de voorbehandeling met dezelfde concentraties 
staphylococcen, maar gecombineerd met moedermelk, stierven r e s 
pectievelijk 0, 2, 9 en 20 proefdieren. In tabel 1 is weergegeven, dat 
bij voorbehandeling met 1/100 LD^QO staphylococcen 2 van 225 en bij 
voorbehandeling met dezelfde concentratie staphylococcen en moeder-
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melk 25 van 307 proefdieren stierven in de voorbehandelingsperiode. 
De uitkomsten van de in deze paragraaf vermelde proeven komen hier
mee overeen. 

T a b e l 5 

Invloed van toediening van moedermelk op het immuniserende vermogen 

van verschillende do 

Groep 

Λ 1 

A 2 

В 1 

B 2 

С 1 

С 2 

D 1 

D 2 

Voorbehandeling 

1/1000 LDioo 

moedermelk en 
1/1000 LDioo 

1/100 LDioo 
moedermelk en 
1/100 LDioo 

1/10 LDioo 
moedermelk en 
1/10 LDioo 

1 LDioo 
moedermelk en 

1 L D 1 0 0 

ses lev« 

ni 

20 

20 

20 

20 

20 

20 

20 

20 

:nde sta 

n i 4 - n i 

0 

0 

0 

2 

2 

9 

20 

20 

phylococcen bi. 

ПХ4 

20 

20 

20 

18 

18 

11 

0 

0 

n 1 5 

4 

10 

6 

15 

13 

11 

n.g. 

n.g. 

muizen 

η ΐ 5 / η ΐ 4 · 1 0 0 

20 

50 

30 

80 

72 

100 

n.g. niet getest 
Voor verklaring van overige symbolen, zie tabel 1. 

Overschrijdingskansen bij vergelijking van telkens twee groepen 
wat betreft de aantallen proefdieren in de onderscheiden kolommen 

Groepen 

В 1 en В 2 
С 1 en В 1 
В 2 en А 2 
С 2 en С 1 
С 1 en D 1 
В 2 en С 2 
С 2 en D 2 

Kolommen 

nis met П14 
П15 met n ^ 
n 15 m e t n 14 
n 1 4 " n l m e t n l 
П14-П1 met ni 
n 1 4 - n l m e t n l 
n 1 4 " n l те* n l 

Ρ 

IO" 3 

0,02 
0,04 
0,03 

< i o - 6 

0,03 
IO" 4 

Voor de berekeningen werd gebruik gemaakt van de exacte toets ( 2 x 2 tabel). 

De sterfte tijdens de voorbehandelingsperiode van dieren, die werden 
voorbehandeld met 1/10 LD^oo staphylococcen en moedermelk, was 
significant hoger dan die van dieren, die uitsluitend met 1/10 LDiOO 
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staphylococcen werden voorbehandeld (Ρ =0,03). Bij hogere en lagere 
concentraties staphylococcen kon geen invloed van het al of niet toe
voegen van moedermelk worden aangetoond. Het percentage der dieren, 
die tijdens de voorbehandeling stierven, steeg met de concentratie 
staphylococcen, zowel zonder als met toediening van moedermelk. 

Figuur 4 
Percentages der proefdieren, 

die werden voorbehandeld met verschillende doses staphylococcen, 
al of niet gecombineerd met moedermelk 

Van links naar rechts zijn de percentages van de dieren aangegeven, die in leven 
waren op achtereenvolgens de Ie, 2e, 3e en 4e dag van de voorbehandeling. 

Van boven naar beneden zijn deze percentages aangegeven voor verschillende 
doses staphylococcen, respectievelijk A: l , B: 1/10, C: 1/100 en D: 1/1000 LDioO· 

staphylococcen staphylococcen en moedermelk 

D e s t i jg ing w a s s igni f icant bij d e o v e r g a n g van 1/10 op 1 LDioOt bij 

v o o r b e h a n d e l i n g m e t s t a p h y l o c o c c e n z o n d e r m o e d e r m e l k (P < 10-6). 
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De stijging was eveneens significant bij de overgang van 1/100 op 1/10 
L D 100 ( p = 0 ' 0 3 ) e n d e overgang van 1/10 op 1 ЬОюо (Ρ = Ю - 4 ) bij 
voorbehandeling met staphylococcen en moedermelk. Voor de bereke
ningen werd de exacte toets voor 2 x 2 tabellen toegepast. 

In figuur 4 zijn de percentages proefdieren aangegeven, die in leven 
waren op respectievelijk de Ie, 2e, 3e en 4e dag van de voorbehande
lingsperiode. Van de 53 dieren, die de voorbehandeling niet overleef
den, stierf 72% op de Ie dag, 20% op de 2e dag en 8% op de 3e dag na 
de aanvang ervan. 

De proeven toonden aan, dat vaccinatie met alleen staphylococcen 
immuniteit opwekte. De graad van immuniteit nam toe met de grootte 
van de dosis toegediende staphylococcen. Hetzelfde gold voor vaccina
tie met staphylococcen en moedermelk. Toevoeging van moedermelk 
aan staphylococcen resulteerde in een sterkere immuniteit. Een aantal 
dieren stierf tijdens de voorbehandelingsperiode. De sterfte tijdens de 
voorbehandelingsperiode hield verband met de grootte van de dosis 
toegediende staphylococcen. 

2.6 Invloed van plaats en tijdstip van injectie van moedermelk 

Wij hebben nagegaan, of het effect van moedermelk ook optrad, in
dien staphylococcen en moedermelk in plaats van tesamen, apart wer
den ingespoten en wel a) langs verschillende wegen en b) langs een
zelfde weg doch op verschillende tijdstippen. 

In tabel 6 is weergegeven, dat, indien staphylococcen en moedermelk 
tesamen subcutaan werden ingespoten, er 9 van 10 proefdieren een le-
thale dosis overleefden. Werd tijdens de voorbehandeling moedermelk 
subcutaan en staphylococcen intraperitioneaal ingespoten of omgekeerd, 
dan overleefden respectievelijk 8 van 10 en 7 vanlO proefdieren de 
lethale dosis. Statistisch kon tussen bovengenoemde aantallen geen 
verschillen worden aangetoond. Hieruit blijkt dus, dat het effect van 
moedermelk ook optrad, indien staphylococcen en moedermelk langs 
verschillende wegen werden ingespoten. 

In tabel 7 is weergegeven, dat, indien 10proefdieren tijdens de voor
behandeling slechts een injectie staphylococcen in een concentratie van 
1/100 LDioo ontvingen, geen ervan een lethale dosis overleefde. Indien 
tegelijk met de toediening van staphylococcen of op verschillende tijd
stippen erna, moedermelk werd gegeven, en wel 7 doses op 7 achter
eenvolgende dagen, overleefden meer dan 70% der proefdieren de le
thale dosis, als de eerste injectie van moedermelk was gegeven op de 
5e dag of eerder. Indien de eerste injectie van moedermelk op de 6e of 
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T a b e l 6 

Invloed van moedermelk 
op de ontwikkeling van immuniteit tegen staphylococcen bij muizen, 

indien stahylococcen en moedermelk op verschillende plaatsen 
werden ingespoten 

Groep 

A 

В 

С 

D 

E 

Voorbehandeling 

moedermelk 

1/100 L D 1 Ü 0 

moedermelk 
1/100 LDioo 

moedermelk 

1/100 LDioo 

moedermelk 
1/100 LDioo 

Route 

se 

iP 

iP 
SC 

SC 

SC 

SC 

SC 

n l 

10 

10 

10 

10 

10 

n 14 

10 

10 

10 

10 

10 

"15 

8 

•7 / 

0 

2 

9 

se subcutaan 
ip intraperitoneaal 
Voor verklaring van overige symbolen, zie tabel 1. 

Overschrijdingskansen bij vergelijking van sterftecijfers van verschillende groepen 
wat betreft de aantallen proefdieren in onderscheiden kolommen 

Groepen 

A en В 

А, В en E 

Kolommen 

n i s m e t n i 4 

nis metni4 

Ρ 

0.023 

0,54 

Toets 

exacte toets 
( 2 x 2 tabel) 

X 2-toets 
( 3 x 2 tabel) 

7e dag werd toegediend, overleefde minder dan 30% der dieren de le
thale dosis. Het verschil in de aantallen proefdieren, die onder deze 
voorwaarden een lethale dosis overleefden, was statistisch significant 
(P < 0,023). 

Uit deze proeven bleek dus, dat het effect van moedermelk op im
muniteit tegen staphylococcen behouden bleef, indien moedermelk en 
staphylococcen afzonderlijk aan proefdieren werden toegediend, mits 
het interval tussen de toediening van beide inocula kleiner was dan 6 
dagen. 
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T a b e l 7 

Invloed van moedermelk op de ontwikkeling van immuniteit 
tegen staphylococcen bij muizen, indien staphylococcen en moedermelk 

op verschillende tijdstippen werden ingespoten 

Groep 

A 

В 

С 
D 
E 
F 

G 
H 

I 

J 
К 

Voorbehandeling 

1 

MS 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
M 

s 
MS 

2 

M 

M 

M 

s 
MS 

3 

M 

M 
M 

M 

S 

MS 

4 

M 

M 
M 

M 

M 

S 

MS 

5 

M 

M 
M 

M 
M 

M 

s 
MS 

6 

M 

M 
M 

M 
M 

M 

M 

s 
MS 

7 

M 

M 
M 

M 
M 

M 
M 

M 

s 
MS 

op de dagen 

8 

M 
M 

M 
M 

M 
M 

9 

M 

M 

M 
M 
M 

10 

M 

M 
M 

M 

11 

M 

M 
M 

12 

M 
M 

13 

M 

n
l 

10 

10 

10 
10 

10 
10 

10 
10 

10 

10 

10 

n
14 

10 

10 
10 

10 
10 

10 

9 
10 

10 

10 

10 

"IS 

10 

10 

9 

8 

9 
1 

0 

0 

1 
2 

10 

S 1/100 LDwo 
M moedermelk 
SM 1/100 LDxoo moedermelk 
Voor verklaring van overige symbolen, zie tabel 1. 

2.7 Invloed van verschillende fracties van moedermelk 

Wij hebben muizen voorbehandeld met fracties van moedermelk en 
staphylococcen om te onderzoeken of een bepaalde stof(fen) uit moe
dermelk verantwoordelijk kon(den) worden gesteld voor de bescher
mende werking van moedermelk. 

Na centrifugatie van moedermelk gedurende 60 minuten bij 2700 om
wentelingen per minuut (ongeveer 7000 χ g) konden room, een waterige 
laag en een neers lag worden gesepareerd. Indien de room vervolgens in 
de preparat ieve ultracentrifuge werd gecentrifugeerd bij 100000 χ g, 
konden een 'gele ' laag, een 'witte ' laag, een 'waterige ' laag en een n e e r 
slag worden gesepareerd. Berekend naar drooggewicht vormdede room 
18% en de 'witte ' laag van de room 7% van de hele melk. In daarmede 
overeenkomstige concentrat ies werden de room en de 'witte ' laag van 
de room getest evenals de andere fracties, waarvan de concentrat ies 
eveneens op basis van de verhouding van het drooggewicht werden ge
kozen. 
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T a b e l 8 

Invloed van verschillende fracties van moedermelk 
op de ontwikkeling van immuniteit tegen staphylococcen bij muizen 

Groep 

A 

В 

С 

D 

E 

F 

G 

H 

I 

J 

Voorbehandeling 

Moedermelk 

1/100 L D 1 0 o 

1/100 LDioO e n moedermelk 

1/100 LDioo e n room van de melk 

1/100 LDioo en de ontroomde melk 

1/100 LDioo e r i d e ë e ^ e l a a S v a n ^ e r o o m 

1/100 LDioo e n d e w i t t ; e l a a g v a n d e room 

1/100 LDioo e n d e waterige laag van de room 

1/100 LDioo en het CM- oplosbare deel van 
de witte laag 

1/100 LD^oo en het CM-onoplosbare deel van 
de witte laag 

n i 

10 

10 

10 

20 

20 

20 

20 

20 

20 

20 

n 1 4 

10 

10 

10 

20 

20 

20 

20 

20 

20 

20 

n 15 

1 

2 

8 

15 

2 

12 

20 

3 

15 

2 

CM chloroform methanol 
Voor verklaring van overige symbolen, zie tabel 1. 

Overschrijdingskansen bij vergelijking van verschillende groepen 
wat betreft de aantallen proefdieren in de kolommen П15 en П14 

Groepen 

А, В en С 
F, G en H 
D en E 
F en G 
G en H 
F en H 

Ρ 

0,002 
<10-5 
< i o - 4 

0,0033 
< i o - 6 

0,004 

Voor de berekeningen werd gebruik gemaakt van de X2-toets ( 3 x 2 tabel) en de 
exacte toets ( 2 x 2 tabel). 

De uitkomsten van proeven met de genoemde fracties zijn weerge
geven in tabel 8. Er kon geen verschil worden aangetoond tussen de 
aantallen proefdieren, die een lethale dosis staphylococcen overleef-
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den na vaccinatie met staphylococcen en moedermelk of met staphylo
coccen en room. Wel werd een significant verschil gevonden tussen de 
aantallen proefdieren, die een lethale dosis overleefden na voorbehan
deling met staphylococcen en room of met staphylococcen en waterige 
laag (P < 10~4). Ook was er een verschil aantoonbaar na voorbehande
ling met respectievelijk 'witte' laag en 'gele' laag van de room (P = 
0,0033), na voorbehandeling met respectievelijk 'witte' en 'waterige' 
laag (P = 10-6), e n n a voorbehandeling met respectievelijk 'gele' en 
'waterige' laag van de room (P = 0,004). 

Indiende'witte'laag werd opgenomen in chloroform-methanol ( 2 : 1 , 
v/v), ging hierin 90% in oplossing. Indien dit materiaal wederom werd 
gedroogd en opgenomen in water en op analoge wijze in een dierenex
periment werd getest, werden hierdoor 15 van 20 proefdieren be
schermd tegen een lethale dosis. Het in chloroform-methanol onop
losbare gedeelte van de 'witte' laag gaf geen bescherming. Het ge
droogde deel van de witte laag werd opgenomen in petroleum-ether 
(40-60) en op een kiezelgelkolom gebracht. Deze was geèquilibreerd 
in petroleum-ether (40-60). Na elutie in stappen met oplopende volu
me-concentraties ether (1, 4, 8, 25 en 100%) werden 5 afzonderlijke 
fracties verkregen, die afzonderlijk en gerecombineerd in het dieren
experiment werden getest in concentraties, berekend aan de hand van 
drooggewichten. In geen van deze gevallen werd een 'bescherming' 
groter dan 30% gevonden. Omdat ook bij de uiteindelijke elutie van de 
kolom met 100%-ige methanol geen materiaal meer werd verkregen 
en in de vijf fracties (op basis van drooggewicht) vrijwel al het mate
riaal werd teruggevonden, is het zeer onwaarschijnlijk, dat de actieve 
component(en) niet zou(den) zijn geëlueerd. Derhalve lijkt het waar
schijnlijk, dat de verantwoordelijke factor(en) geihactiveerd is (zijn) 
tijdens deze chromatografie. 

De 'witte' laag werd met oplopende volume-concentraties alkohol in 
fracties neergeslagen. Ondanks het zo constant mogelijk houden van 
verschillende omstandigheden als temperatuur, duur, tijd van toevoe
gen van alkohol etc., werden geen reproduceerbare uitkomsten ver
kregen met dierenexperimenten. Bij herhaling bleken verschillende 
fracties enige bescherming te kunnen opwekken. 

Verder werd de melk zonder voorafgaande bewerking na ontdooien 
geëxtraheerd metalthanol-ether volgens Bloor (1921), in de modifica
tie van Kaufmann en Garloff (1960) en met chloroform-methanol vol
gens Folch-Pi en medewerkers (1956) om de tijdrovende centrifugatie 
te kunnen vermijden. Voor deze extracties gold hetzelfde als reeds 
boven is gezegd in verband met de alkohol-fractionering. Nadat etha-
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nol-ether bij 40C aan melk was toegevoegd, werd het geheel na 24 uren 
gefil treerd. 'Activiteit ' werd in wisselende mate zowel in het neers lag 
als in het filtraat gevonden. Na extractie met chloroform-methanol 
werd weliswaar geen activiteit gevonden in de waterphase, doch wel 
in wisselende mate in de 'fluffy-layer' en/of de chloroformphase. 

Tenslotte moge nog worden opgemerkt, dat moedermelk, die ons in 
gedroogde toestand bereikte, geen activiteit meer vertoonde. Deze 
melk had op de Moedermelkcentrale van het Nederlandse Rode Kruis 
de volgende bewerkingen ondergaan: na controle op bederf werd de 
melk van verschillende moeders samengevoegd, vervolgens gepasteu
r i seerd en daarna gedroogd. Hierna werd dit poeder tot de verzending 
gedurende langere of kortere tijd bij kamertemperatuur bewaard. In
dien proefdieren met deze melk en 1/100 LDioo staphylococcen werden 
ingespoten, kon geen immuniteit worden aangetoond. Op verzoek werd 
ons ook enige melk toegezonden onmiddellijk na het drogen. Deze 
melk had eenzelfde effect op de immuniteit tegen staphylococcen als 
de melk die uitsluitend was bevroren. Het verschil in effect kan wor
den verklaard, door aan te nemen, dat de verantwoordelijke factor(en) 
door auto-oxydatie was (waren) geïnactiveerd. 

Uit deze proeven bleek, dat proefdieren door toediening van staphy
lococcen en bepaalde fracties van moedermelk geïmmuniseerd konden 
worden tegen staphylococcen. De voor het effect van moedermelk ver 
antwoordelijke stof(fen) was (waren) waarschijnlijk aanwezig in een 
l ipo-proteine-actige fractie van de moedermelk. 

§ 3 Beschouwingen 

Na voorbehandeling van muizen met staphylococcen (7 doses , ieder 
van 1/100 LD^QQ) overleefde 23% der dieren een lethale dosis staphy
lococcen. Werden de proefdieren voorbehandeld met eenzelfde dosis 
staphylococcen gecombineerd met moedermelk, dan overleefde 85% 
der dieren. Na voorbehandeling met alleen moedermelk was het over-
levingspercentage slechts 17%. De invloed van moedermelk op de ont
wikkeling van immuniteit tegen staphylococcen kan op verschillende 
wijzen worden verklaard: 

1. Moedermelk bevat endotoxines van gram negatieve bacteriën, die 
proefdieren op aspecifieke wijze beschermen tegen een lethale do
s is staphylococcen. Springer en medewerkers (1961) hebben vast 
gesteld, dat niet-geïmmuniseerde muizen een lethale dosis staphy-
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lococcen, die 16-48 uren na inspuiting van endotoxines werd toege
diend, overleefden. Geen of slechts weinig proefdieren overleefden 
een lethale dosis staphylococcen, indien hot endotoxine meer dan 
72 of minder dan 5 uren voor de bacteriën werd toegediend. De ny-
pothese, dat de beschermende werking van moedermelk op dit me
chanisme berust, kan op grond van de volgende waarnemingen wor
den uitgesloten: 
a. Proefdieren overleefden een lethale dosis, die 24 of 48 uren na 

het inspuiten van moedermelk werd toegediend, niet (tabel 7). 
b. Proefdieren overleefden weleen lethale dosis, als deze 3 of meer 

dagen na het inspuiten van moedermelk werd toegediend. 

2. Moedermelk bevat een of meer stoffen, die staphylococcen doden, 
zoals beschreven door Wilson en Rosenblum (1952) met betrekking 
tot bepaalde stammen Streptococcen. Op grond van de onder 1 ge
noemde waarnemingen kan worden uitgesloten, dat de beschermen
de werking van moedermelk op bactericide stoffen berust. 

3. Moedermelk bevat antistoffen tegen staphylococcen, die proefdieren 
tegen een lethale dosis staphylococcen beschermen. Antilichamen 
kunnen in moedermelk aanwezig zijn, zoals onder andere door Mi
chaels (1965) voor antilichamen tegen poliovirus is aangetoond. Dat 
antilichamen tegen staphylococcen een rol spelen bij de invloed van 
moedermelk op de ontwikkeling van immuniteit tegen staphylococ
cen, kan op grond van de volgende waarnemingen worden uitgesloten: 
a. Inspuiten van moedermelk alleen leidde niet tot bescherming te

gen staphylococcen (tabel 1). 
b. De room van moedermelk had dezelfde invloed op de ontwikkeling 

van immuniteit tegen staphylococcen als ongefractioneerde moe
dermelk. In het algemeen wordt aangenomen, dat antilichamen 
vooral aanwezig zijn in de waterige laag na het ontromen van 
melk (in melkwei). 

c. Indien moedermelk meer dan 5 dagen na de staphylococcen werd 
toegediend, ontstond er geen bescherming tegen een lethale do
sis staphylococcen (tabel 7). 

4. Moedermelk fungeert als adjuvans bij de ontwikkeling van immuni
teit. Het aangrijpingspunt ligt in dit geval bij de gastheer. Deze hy
pothese zal in hoofdstuk IV worden onderzocht. 

5. Moedermelk bevordert de vermenigvuldiging van staphylococcen 
en/of de vorming van toxines door staphylococcen, ten gevolge waar
van de immuniserende werking groter wordt en de virulentie hoger. 
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Het aangrijpingspunt ligt in dit geval bij de bacteriën. Deze moge
lijkheid wordt in de hoofdstukken V en VI onderzocht. 

Ofschoon in dit proefschrift uitsluitend effecten van moedermelk 
zijn vermeld, staat niet vast, dat uitsluitend moedermelk dergelijke 
effecten kan sorteren. György en medewerkers (1962) vermeldden, dat 
koemelk weliswaar geen gelijkwaardig, maar wel enig effect had. Uit 
ongepubliceerde waarnemingen van Dr lï.Schmidt en van schrijver 
dezes bleek, dat een identiek effect op het immuniserende vermogen 
van staphylococcen eveneens kon worden opgewekt met betrekkelijk 
eenvoudige chemische verbindingen. 

Samenvatting 

Muizen, die waren voorbehandeld met staphylococcen (7 doses, ieder 
van 1/100 LDioO ) e n moedermelk, waren, in tegenstelling tot muizen, 
die met moedermelk alleen of met staphylococcen alleen waren voor-
behandeld, beschermd tegen een lethale dosis levende staphylococcen 
van de homologe stam. De ontwikkeling van de bescherming tegen sta
phylococcen door staphylococcen en moedermelk ging gepaard met 
verhoogde sterfte onder de proefdieren. Bovendien vertoonden de mui
zen, die met staphylococcen en moedermelk waren behandeld haema-
tologische (leucocytosc op de 13e dag) en langdurige afwijkingen op de 
injectieplaats. Proefdieren, die een lethale dosis staphylococcen op de 
14e dag na de aanvang van de voorbehandeling met staphylococcen en 
moedermelk hadden overleefd, waren tenminste tot de 105e dag na de 
aanvang van de voorbehandeling beschermd. Ook dieren, die onmid
dellijk na het beëindigen van de voorbehandelingsperiode geen lethale 
dosis hadden ontvangen, waren tot ongeveer de 30e dag in sterke mate 
beschermd. Daarna nam de immuniteit af en was duidelijk minder dan 
die van dieren, waaraan twee maal een lethale dosis was toegediend. 
De door voorbehandeling met staphylococcen en moedermelk opgewek
te immuniteit was met behulp van serum van voorbehandelde dieren 
over te dragen op niet-voorbehandelde dieren. Vaccinatie met alleen 
staphylococcen wekte eveneens immuniteit op. De graad van immuni
teit nam toe met de grootte van de dosis toegediende staphylococcen. 
Hetzelfde gold voor vaccinatie met staphylococcen en moedermelk. 
Toevoeging van moedermelk aan staphylococcen resulteerde in een 
sterkere immuniteit. Een aantal dieren stierf tijdens de voorbehande
lingsperiode. De sterfte tijdens de voorbehandelingsperiode hield ver
band met de grootte van de dosis toegediende staphylococcen. Het ef-
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feet van moedermelk trad ook op, indien staphylococcen en moeder
melk in plaats van tesamen langs verschillende wegen werden inge
spoten. Het effect van moedermelk op de immuniteit tegen staphylo
coccen bleef eveneens behouden, indien moedermelk (7 doses) en sta
phylococcen (een dosis van 1/100 LD^QQ) afzonderlijk werden toege
diend, mits het interval tussen het toedienen van beide inocula kleiner 
was dan 6 dagen. Proefdieren konden door staphylococcen en bepaalde 
fracties van moedermelk geïmmuniseerd worden tegen staphylococcen. 
De voor het effect van moedermelk verantwoordelijke stof(fen) was 
(waren) waarschijnlijk aanwezig in een lipoproteine-achtige fractie 
van de moedermelk. 
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HOOFDSTUK IV 

ONDERZOEK NAAR ADJUVANS WERKING 
VAN MOEDERMELK 

§ 1 Inleiding' 

Het valt buiten het bestek van dit proefschrift om een overzicht te 
geven van stoffen, die de ontwikkeling van immuniteit kunnen bevorde
ren (adjuvans effect). Het staat vast, dat endotoxines van gram nega
tieve bacteriën als adjuvans kunnen werken (Munoz, 1964). Het effect 
treedt op, indien endotoxines 7 dagen voor of 6 dagen na het antigeen 
aan muizen worden toegediend (Merritt en Johnson, 1963). Op grond 
van de experimenten, die in het vorige hoofdstuk zijn vermeld (zie 
vooral tabel 7), is het niet uitgesloten, dat het effect van moedermelk 
identiek is aan dat van endotoxines. In dit hoofdstuk worden de uitkom
sten van een vergelijkend onderzoek naar de werking van moedermelk 
en endotoxines vermeld. Bovendien werd onderzocht, of moedermelk 
de vorming van antistoffen tegen albumine zou kunnen st imuleren. 

§ 2 Resultaten 

2.1 Vergelijking van effecten door endotoxines en moedermelk 

Omdat endotoxines, die mogelijk in moedermelk aanwezig zijn, ver 
antwoordelijk zouden kunnen zijn voor de invloed van moedermelk op 
de ontwikkeling van immuniteit tegen staphylococcen, hebben wij onder
zocht, of moedermelk dezelfde effecten als endotoxines kon sor te ren . 
Het effect van moedermelk en endotoxines op de l ichaamstemperatuur 
en de bezinkingssirelheid van de erythrocyten werd bepaald. Konijnen 
werden subcutaan ingespoten met endotoxine (50 γ per injectie) en/of 
moedermelk volgens het schema, dat in tabel 9 is aangegeven. Bij al le 
dieren werd enige tijd voor de injecties en 8 uren erna de l ichaams
temperatuur gemeten. Bovendien werd op verschillende dagen een klein 
monster bloed afgenomen voor bepaling van de bezinkingssnelheid van 
de erythrocyten. In tabel 9 zijn de resultaten van de proeven weerge
geven. Het kleine aantal dieren maakte een stat ist ische analyse wel
iswaar niet onmogelijk, doch weinig zinvol. 
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T a b e l 9 

Bezinkingssnelheid van de erythrocyten en lichaamstemperatuur 
van konijnen, die een of twee maal werden ingespoten met endotoxine 

en/of moedermelk 

Ko

nijn 

Λ1 

A2 

A3 

BI 

B2 

B3 

C l 

C2 

C3 

D l 

D2 

D3 

BSQ 

3 

3 

2 

3 

4 

4 

1 

2 

г 

BS2 

4 

2 

1 

2 

3 

2 

3 

18 

12 

BS3 

5 

2 

3 

3 

4 

2 

4 

35 

24 

BS4 

7 

4 

2 

2 

4 

4 

5 

40 

28 

BSs 

5 

3 

2 

3 

3 

2 

4 

15 

37 

BS9 

7 

3 

2 

2 

2 

2 

2 

3 

3 

BS36 

3 

2 

3 

2 

2 

2 

2 

BS37 

4 

4 

3 

6 

8 

3 

8 

3 

6 

4 

9 

7 

BS38 

5 

4 

5 

38 

15 

5 

11 

5 

5 

19 

32 

10 

BS39 

7 

4 

3 

27 

16 

4 

12 

4 

11 

18 

40 

16 

BS40 

5 

2 

3 

23 

12 

5 

23 

8 

18 

25 

51 

20 

THo 

38,8 

38,8 

39,0 

39,1 

38,5 

38,7 

38,7 

38,4 

38,6 

T H 8 ' 

38,6 

38,4 

38,6 

38,9 

38,3 

38,6 

39,4 

39,5 

39,4 

TUS" 

38,9 

39,0 

39,1 

39,7 

39.3 

39,2 

39,4 

39,0 

39,3 

39,4 

39,3 

39,4 

BSn bezinkingssnelheid op de aangegeven dag (n) na de injectie 
Thg lichaamstemperatuur voor het inspuiten 
Thg' lichaamstemperatuur 8 uren na de eerste injectie 
Thg" lichaamstemperatuur 8 uren na de tweede injectie 

De konijnen Al, A2 en A3 kregen geen injecties. 
De konijnen BI, B2 en B3 ontvingen op dag 1 moedermelk en op dag 36 endotoxine. 
De konijnen Cl, C2 en C3 ontvingen op de dagen 1 en 36 endotoxine. 
De konijnen Dl, D2 en D3 ontvingen op dag 36 endotoxine. 

Het bleek, dat na toediening van endotoxine de lichaamstemperatuur 
ende bezinkingssnelheid van de erythrocyten stegen. Vijf van de 6 ko
nijnen reageerden op de eerste injectie endotoxine met een verhoogde 
bezinkingssnelheid (groepen С en D). Een verhoogde bezinkingssnelheid 
trad niet op na het inspuiten van moedermelk. Met een exacte toets is 
echter geen verschil aantoonbaar tussen 5 van 6 en 0 van 3 (P = 0,095). 
De lichaamstemperatuur liep evenmin op na toediening van moeder
melk. 

De proeven toonden dus aan, dat in tegenstelling tot endotoxines toe
diening van moedermelk aan konijnen geen verhoging van de lichaams
temperatuur noch van de bezinkingssnelheid van de erythrocyten ver
oorzaakte. 
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2.2 Invloed van moedermelk op de antistoftiter tegen albumine 

Om te onderzoeken of moedermelk de vorming van antistoffen tegen 
andere antigenen als staphylococcen zou kunnen stimuleren, hebben wij 
aan proefdieren runderserumalbumine toegediend, al of niet tesamen 
met moedermelk, en daarna de titer van antistoffen tegen albumine 
bepaald. 

Bij ieder van 6 konijnen werd 40 mg albumine intraveneus ingespo
ten. Op dezelfde dag werd bij drie van deze proefdieren 1 ml moeder
melk subcutaan ingespoten. Twee en 4 dagen later ontvingen deze die
ren nog een injectie moedermelk (1 ml) langs dezelfde weg. Op ver
schillende tijdstippen werd bij alle konijnen de antistoftiter bepaald. 

Vijf en twintig muizen ontvingen 1 x 4 mg albumine langs intraperi
toneale weg. Vijf en twintig andere muizen ontvingen eveneens 1 x 4 mg 
albumine langs dezelfde weg en bovendien 4 χ 0,3 ml moedermelk sub
cutaan. De injecties werden om de andere dag toegediend. Een derde 
groep van 25 muizen ontving een eenmalige injectie van 4 mg albumine 
in het incomplete adjuvans van Freund langs subcutane weg. Op ver
schillende ti jdstippen werd bij iedere muis 1-2 druppels bloed afgeno
men. Het bloed werd per groep samengevoegd en het serum gesepa
reerd. 

De antistoftiters werden doormiddel van een passieve haemaggluti-
natiereactie volgens Boyden (1951), zoals beschreven in Campbell 
(1963), bepaald. Albumine werd geabsorbeerd aan de oppervlakte van 
met tannine behandelde schapeërythrocyten. Daarna werden deze ery-
throcyten toegevoegd aan een tweevoudige verdunningsserie van serum, 
dat tevoren 30 minuten bij 560C was geïnactiveerd. Uiteindelijk werd 
een 0,15%-ige suspensie van erythrocyten verkregen. Ook buisjes voor 
het opsporen van spontane agglutinatie werden steeds ingezet. De titer 
was het omgekeerde van de hoogste verdunning van het serum, waarbij 
nog een granulaire agglutinatie was opgetreden, of waarbij een diffuse 
film van geagglutineerde cellen op de bodem van de buis aanwezig was. 
De titers werden in triplo bepaald. De gemiddelde antistoftiters zijn 
weergegeven in tabel 10. 

Sera van konijnen, die waren ingespoten met albumine, vertoonden 
geen verschil in titer met sera van konijnen, die waren geïmmuniseerd 
met albumine en moedermelk. Een hoge antistoftiter werd gevonden 
bij muizen, die waren geïmmuniseerd met albumine en adjuvans. Daar
entegen waren er geen antistoffen aantoonbaar in een verdunning van 
1 : 4 in sera van muizen, die waren geïmmuniseerd met albumine of 
met albumine en moedermelk. 
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T a b e l 10 

Invloed van moedermelk 

op de ontwikkeling van antistoffen tegen runderserum albumine 

Tijdstip 

na eer s te injectie 

van albumine 

(dagen) 

15 

20 

25 

30 

T i t e r van agglutinerende antistoffen 

A 

16 

270 

320 

380 

В 

32 

220 

320 

350 

С 

n.g. 

D 

n.g. 

E 

64 

2048 

n.g. 

9012 

n.g. niet getest 

A gemiddelde antistoftiter van 3 konijnen, die waren geïmmuniseerd met albumine 
В gemiddelde antistoftiter van 3 konijnen, die waren geïmmuniseerd met albumine 

en moedermelk 
С gemiddelde antistoftiter van 25 muizen, die waren geïmmuniseerd met albumine 
D gemiddelde antistoftiter van 25 muizen, die waren geïmmuniseerd met albumine 

en moedermelk 
E gemiddelde antistoftiter van 25 muizen, die waren geïmmuniseerd met albumine 

en adjuvans 

Uit deze proeven bleek, dat moedermelk geen invloed uitoefende op 
de ontwikkeling van antistoffen tegen albumine. 

§ 3 Beschouwingen 

De in het vorige hoofdstuk genoemde hypothese, dat moedermelk zou 
fungeren als adjuvans bij de ontwikkeling van immuniteit, kan op twee 
manieren nader worden omschreven: 
a. De invloed van moedermelk op de ontwikkeling van immuniteit tegen 

staphylococcen zou kunnen berusten op de aanwezigheid van endo-
toxines in rtioedermelk, waarvan bekend is, dat zij de vorming van 
antistoffen tegen verschillende antigenen kunnen stimuleren (Munoz, 
1964). 

b. De werking berust niet op de aanwezigheid van endotoxines in moe
dermelk, maar op de aanwezigheid van andere stoffen, die een soort
gelijk effect uitoefenen. 
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De onder a. genoemde hypothese is onwaarschijnlijk, omdat moeder
melk in tegenstelling tot endotoxines geen effect uitoefende op de li
chaamstemperatuur en de bezinkingssnelheid van erythrocyten van ko
nijnen (tabel 9). Het is evenwel niet uitgesloten, dat in moedermelk 
zeer kleine hoeveelheden endotoxines aanwezig zijn, die in de door 
ons gebruikte proefopstelling niet aantoonbaar waren. 

Houdayer en medewerkers (1964) hebben aangetoond, dat muizen 
alleen een aantoonbare hoeveelheid antilichamen tegen albumine vor
men, indien de dieren worden ingespoten met albumine en een adjuvans. 
De onder b. genoemde hypothese is derhalve minder waarschijnlijk, 
omdat moedermelk geen stimulerende werking uitoefende op de ont
wikkeling van antistoffen tegen albumine, noch bij konijnen, noch bij 
muizen. 

Samenvatting 

Moedermelk veroorzaakte, in tegenstelling tot endotoxines, geen 
verhoging van de lichaamstemperatuur, noch van de bezinkingssnelheid 
der erythrocyten bij konijnen. Na toediening van albumine en moeder
melk aan konijnen werd ongeveer een even hoge titer van antistoffen 
tegen albumine gevonden als na toediening van albumine alleen. Bij 
proeven op muizen kon evenmin een stimulerend effect van moedermelk 
op de ontwikkeling van antistoffen tegen albumine worden waargenomen. 
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HOOFDSTUK V 

VORMING VAN TOXINE DOOR STAPHYLOCOCCEN 

§ 1 Inleiding 

In hoofdstuk I is erop gewezen, dat de dood van proefdieren na be
smetting met staphylococcen misschien veroorzaakt wordt door een 
of meer toxines. In hoofdstuk III is de veronderstelling geuit, dat de 
werking van moedermelk op de ontwikkeling van immuniteit tegen sta
phylococcen zou kunnen berusten op een invloed van moedermelk op 
deze bacteriën of op produkten ervan. Wij hebben daarom nagegaan, of 
staphylococcen een toxine vormen, dat lethaal is voor muizen, en of 
moedermelk invloed uitoefent op de vorming of werking van een der
gelijke stof. 

De uitkomsten van onderzoekingen hierover worden in dit en het vol
gende hoofdstuk vermeld. Bovendien worden in deze hoofdstukken en
kele eigenschappen van het gevonden toxine beschreven. 

§ 2 Resultaten 

2.1 Vorming van toxine in vitro 

Onderzoek naarde vorming van toxine werd als volgt verricht. Ver
schillende muizen werden verbloed; het bloed werd onstolbaar ge
maakt met héparine. Een hoeveelheid van 4 ml muizenbloed werd ge
durende 2 uren in een schudbad bij 370C geïncubeerd met 2 ml moe
dermelk in een concentratie van 120-130 mg/ml en 2 ml van een sta-
phylococcensuspensie in een concentratie van 10 LD^QQ. Na de incu
batieperiode werd het gehele incubatiemengsel gecentrifugeerd bij 
100 000 χ g en de bovenstaande vloeistof afgepipetteerd. Het bleek, dat 
de bovenstaande vloeistof een stof (toxine) bevatte, die lethaal was voor 
muizen. De bovenstaande vloeistof van het incubatiemengsel (ongeveer 
7 ml) werd aangevuld tot 8, 9, 10, 11 en 12 ml. Evenals bij de bepaling 
van 1 LD^oo v a n staphylococcen werden bij de bepaling van de sterkte 
van het toxine 3 verdunningen intraperitoneaal bij muizen ingespoten. 
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Het volume van het inoculum was 0,5 ml. Voor iedere verdunning wer
den 10 muizen gebruikt. Wij hebben aangenomen, dat de verdunning, 
diededoodvan 8 van 10 proefdieren veroorzaakte, 1 LD^QQ per 0,5 ml 
bevatte. De regis t ra t ie van het aantal dieren, dat een injectie van toxi
ne overleefde, geschiedde na 24 uren. Voor de bereiding van 1 L D I Q O 

moest de bovenstaande vloeistof in het algemeen worden aangevuld tot 
10 ml . 

T a b e l 11 

Invloed van moedermelk en muizenbloed 
op de vorming in vitro van toxine door staphylococcen 

Bestanddelen van medium 
tijdens incubatie in vitro 

Staphylo
coccen 

-

-

+ 

-

+ 

+ 

4-

Bloed 

+ 

-

-

+ 

-

+ 

+ 

Moedermelk 

-

+ 

-

+ 

+ 

-

+ 

Aantal proefdieren 

Ingespoten 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

Gestorven 

0 

0 

0 

0 

0 

1 

10 

Tabel 11 laat zien, dat slechts 1 van 10 proefdieren stierf, indien in 
het incubatiemengsel moedermelk werd vervangen door een gelijk vo
lume fysiologisch zout. Indien bloed en/of staphylococcen door fysio
logisch zout werden vervangen, was geen toxiciteit aantoonbaar. 

Omdat het verschil tussen de sterftecijfers: 0 van 10 en 1 van 10 ten 
opzichte van 10 van 10 (tabel 11) zo evident was, werd hierop niet ge
toetst . De exacte betrouvvbaarheidsgrenzen van de sterftepercentages 
waren voor het toxine, dat was bereid met staphylococcen, bloed en 
moedermelk: 69,2-100% en voor het toxine, bereid zonder moedermelk: 
0,3-44,5% (Geigy, 1960). 

De proeven toonden aan, dat e r tijdens de incubatie van staphylococ
cen met moedermelk en muizenbloed gedurende 2 uren bij 370C een 
toxine werd gevormd, dat lethaal was voor muizen. 
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2.2 Invloed van incubatieduur en zuurgraad op toxinevorming 

Toxineproduktie is in het algemeen sterk afhankelijk van de duur 
van incubatie en van de omstandigheden van het milieu. Met het oog 
hierop hebben wij een onderzoek verricht naar de invloed van de incu
batieduur van de pH van het medium op de vorming van toxine. 

T a b e l 12 

Invloed van incubatieduur 
op de vorming in vitro van toxine door staphylococcen 

Groep 

A 

В 

С 

D 

E 

F 

Duur van de 

incubatie (min.) 

0 

15 

30 

60 

120 

180 

Aantal proefdieren 

Ingespoten 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

Gestorven 

0 

1 

1 

5 

10 

9 

Overschrijdingskansen bij vergelijking van telkens twee groepen 
wat betreft de aantallen proefdieren, die zijn gestorven 

Groepen 

D e n E 
С en D 
Den F 

Ρ 

0,03 
0,14 
0,14 

Bij de berekeningen werd gebruik gemaakt van de exacte toets ( 2 x 2 tabel). 

Uit tabel 12 blijkt, dat de toxinevorming met de duur van incubatie 
toenam. Met de exacte toets (2 χ 2 tabel) werden alleen de kritieke ver
schillen tussen de sterftecijfers getoetst. Het verschil in de uitkomsten 
na incubatie gedurende respectievelijk 60 en 120 minuten mocht signi
ficant geacht worden (P = 0,03). De verschillen in de sterftecijfers na 
incubatieperioden van 30 en 60 minuten en van 60 en 180 minuten waren 
niet significant (P = 0,14 in beide gevallen). Op grond van de 95% be-
trouwbaarheidsgrenzen voor een steekproef van 10 proefdieren per 
tijdsinterval kon geconcludeerd worden, dat na een incubatieperiode 
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van 120 minuten zoveel toxine was gevormd, dat 69,2-100% der proef
dieren st ierven. Indien wordt aangenomen, dat alle proefdieren, die na 
een incubatieperiode van 120 minuten gestorven waren, ook gestorven 
zouden zijn na een incubatie gedurende 180 minuten, dan zouden na 180 
minuten 19 van 20 proefdieren door het toxine zijn gestorven. De 95% 
betrouwbaarheidsgrenzen hiervan zijn: 75,1-99,9%. 

T a b e l 13 

Invloed van de zuurgraad 
op de vorming in vitro van toxine door staphylococcen 

Groep 

A 

В 

С 

D 

E 

F 

G 

II 

I 

PHV 

4,1 

5,5 

6,1 

6,6 

7,1 

7,5 

8,0 

8,5 

10,0 

pHn 

4,8 

5,7 

6,1 

6,3 

6,7 

6,9 

7,2 

7,4 

8,1 

p H v - p H n 

-0,7 

-0,2 

0 

0,3 

0,4 

0,6 

0,8 

1.1 

1,9 

Aantal proefdieren 

ingespoten 

8 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

gestorven 

0 

3 

4 

4 

6 

8 

10 

4 

1 

pHv pH voor de aanvang van de incubatie 
pHn pH na afloop van de incubatie 

Overschrijdingskansen bij vergelijking van telkens twee groepen 
wat betreft de sterftepercentages 

Groepen 

lì en G 
Gen H 
D en G 

Ρ 

0,09 
0,01 
0.01 

Voor de berekeningen werd gebruik gemaakt van de exacte toets (2x2 tabel). 

Uit tabel 13 bl i jkt,datde sterfte van proefdieren afhankelijk is van 

dezuurgraad van het incubatiemcdium. De exacte toets werd toegepast 
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op een aantal paren sterftecijfers, waarvan de gevonden overschrij
dingskansen bij tabel 13 zijn vermeld. De verschillen tussen de sterf
tecijfers door toxines bereid bij pH 6,6 en S,0 en bij pH 8,0 en 8,5 
waren significant. 

Na afloop van de incubatie was de pH van het medium, dat bij de aan
vang ervan op 6,1 gebracht was, onveranderd. Werd bij de aanvang van 
de incubatie de zuurgraad op een hoger niveau gebracht, dan bleek na 
afloop de pH steeds gedaald te zijn en wel meer, naarmate de pH hoger 
werd ingesteld: 0,3na instelling op 6,6 en 1,9 na instelling op 10,0. Het 
omgekeerde gebeurde, indien de pH lager dan op 6,1 werd ingesteld. De 
rangorde volgens zuurgraad bleef voor en na de incubatie dezelfde. Het 
verband tussen de lethaliteit van de toxines en de zuurgraad van de in-
cubatiemedia is weergegeven in figuur 5. 

STERFTE (%) 100 

ZUURGRAAD 

(PH) 

Figuur 5 
Verband tussen de hoeveelheid staphylococcentoxine 

gevormd gedurende incubatie in vitro 
en de zuurgraad van het incubatiemedium 

Staphylococcen werden geïncubeerd met muizenbloed en moedermelk. 

Deze proeven toonden aan, dat de vorming van toxine bij incubatie 
van staphylococcen, muizenbloed en moedermelk afhankelijk is van de 
incubatieduur en de zuurgraad van het medium. De toxineproduktie was 
hoger na incubatie gedurende 2 uren dan na incubatie gedurende 1 uur 
of korter. Het pH-optimum voor de toxineproduktie lag tussen 6,6 en 
8,5. 
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2.3 Invloed van haemoglobine op toxinevorming 

I Iet bleek, dat, wanneer muizenbloed en moedermelk tesamen werden 
geïncubeerd, er lysis van de erythrocyten optrad. In deze gevallen 
moest na centrifugeren de bovenstaande vloeistof tenminste 200 χ ver
dund worden, alvorens de extinctie bij 410 πιμ bij een optische wegleng
te van 1,0 cm meetbaar werd. Indien geen moedermelk in het incubatie-
medium aanwezig was, ontstond er geen lysis van erythrocyten en was 
de extinctie steeds < 1 bij deze golflengte. Een electropherogram van 
de verschillende preparaten is schematisch weergegeven in figuur 6. 

Figuur 6 
Papierelectrophorese van staphylococcentoxine 

De volgende mengsels werden gedurende 2 uren bij 370C geïncubeerd en daarna 
gecentrifugeerd bij 100.000 χ g. 

A moedermelk en muizenbloed 
В staphylococcen en muizenbloed 
С staphylococcen en moedermelk 

D staphylococcen, muizenbloed en moedermelk 
De bovenstaande vloeistof van ieder mengsel werd aan electrophorese onderwor
pen bij een constante spanning van 240 V in pyridine: ijsazijn: water (100:10:890), 
pH 6,5. Tijdsduur 180 minuten. Kleuring: amidozwart. De horizontale pijl geeft de 
opbrengplaats aan. 
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Wij hebben nagegaan, of muizenbloed kon worden vervangen dooi 
haemoglobine van muizenerythrocyten. Haemoglobine werd bereid dooi 
met fysiologisch zout gewassen erythrocyten te lyseren met een ever 
groot volume gedestilleerd water en een half volume tolueen. Na schud
den werd de suspensie in een ijskast geplaatst en de volgende dag ge
centrifugeerd bij 90 000 χ g. De tolueenlaag en het geprecipiteerde ma
teriaal op het grensvlak tussen tolueen en water werden verwijderd. 
Vervolgens werd de haemoglobine-oplossing verzadigd met koolmon
oxide en gedialyseerd tegen gedestilleerd water gedurende 24 uren. 
Daarna werd de haemoglobine-oplossing gesteriliseerd door filtratie 
door een milliporefilter. 

T a b e l 14 

Invloed van moedermelk, muizenbloed, muizenplasma 
en muizenhaemoglobine op de vorming in vitro van toxine 

door staphylococcen 

Groep 

A 

В 

С 

D 

E 

F 

Bestanddelen van medium 
tijdens incubatie in vitro 

Staph. 

+ 

+ 

+ 

+ 

Bloed 

+ 

Plasma 

+ 

Haemo
globine 

+ 

+ 

+ 

+ 

Moeder 
melk 

+ 

+ 

+ 

+ 

Aantal dieren 

inge
spoten 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

gestor
ven 

0 

9 

10 

1 

0 

0 

Overschrijdingskansen bij vergelijking van de sterftecijfers 

Groepen 

В en С 
В en D 

Ρ 

1 
0,001 

Bij de berekeningen werd gebruik gemaakt van de exacte toets ( 2 x 2 tabel). 

Tabel 14 laat zien, dat muizenbloed niet vervangen kon worden door 
muizenplasma.maar wel door haemoglobine van muizenerythrocyten in 
een concentratie van 75-80 mg/ml. Overigens is deze tabel vergelijk-
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baar met tabel 11. In plaats van fysiologisch zout werd een synthetisch 
samengesteld medium gebruikt, zoals dat beschreven is door Schultz 
en Solomon (1961). Bij toepassing van de exacte toets bleek, dat in 
plaats van bloed haemoglobine kon worden toegevoegd met hetzelfde 
effect (P = 1). 

A B С 
E
260 0 8 0 

2000 

1800 

1600 

1400 

1200 

1000 -

800-

600-

400-

200 

0 . . - - г- — τ , , -

Ι 10 f 20 30 40 f 50 60 
I II III 

Figuur 7 
Zuivering van haemoglobine door chromatografie 

over CM-sephadex C-50 
Kolomafmetingen 23x2 cm, fractievolume 10 ml 

Het eiwit (haemoglobine van muizenerythrocyten, 200 mg) werd geëlueerd met I: 
0,1 M NaCl in 0,05 M Na-fosfaatbuffer, pH 6,5; II: 0,2 M NaCl in dezelfde buffer; 
III: 0,3 M NaCl in dezelfde buffer. 

UV-absorptie bij 260 Γημ . De getallen boven de haken (* *) geven het 
aantal gestorven dieren aan na inspuiting van toxine, dat was bereid door staphy-
lococcen met de overeenkomstige fractie in plaats van met haemoglobine van mui
zenerythrocyten te incuberen. Ieder toxine-preparaat werd aan 10 dieren toege
diend. 

Verder hebben wij het haemoglobine gezuiverd volgens Wagner en 
IIeinecke(1965).De auteurs maakten gebruik van CM-Sephadex en elu-
eerden met oplopende concentraties NaCl. Het haemoglobine werd even
wel gedialyseerd tegen een Na-fosfaatbuffer (0,005 M) pH 6,5 en 0,1 
M NaCl. De voorbehandeling van de Sephadex en het wassen van de ge
stapelde kolommen geschiedden met dezelfde buffer. Een elutiediagram 
en gegevens over de toxiciteit zijn weergegeven in figuur 7. Na de ei-
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witbepaling door meting van de extinctie bij 260 τημ werden de fracties 
А, В en С verzameld, gedialyseerd en gevriesdroogd. De hoeveelheid 
eiwit i n d e fracties В en С wisselde, naar onze-mening, met de ouder
dom van het haemoglobine. Wij hebben hiervoor de juiste verklaring 
niet gezocht, omdat bleek, dat slechts de fractie В in staat was tot 
toxineproduktie. 

Deze proeven toonden aan, dat voor de bereiding van staphylococcen-
toxine muizenbloed vervangen kon worden door haemoglobine van mui-
zenerythrocyten. Het bleek, dat de werking ervan berustte op een frac
tie. 

2.4 Invloed van verschillende doses staphylococcen en moedermelk 
op toxinevorming 

Indien staphylococcen uitsluitend met muizenbloed werden geïncu-
beerd, werd e r toch toxine gevormd (zie tabel 11). Daarom hebben wij 
nader onderzocht, of moedermelk noodzakelijk was voor de vorming 
van toxine in vitro. 

Staphylococcensuspensies in verschillende concentraties werden ge -
incubeerd met haemoglobine en daarna gecentrifugeerd. De boven
staande vloeistoffen werden zonder moedermelk bij muizen ingespoten. 
Bij andere proefdieren werden dezelfde bovenstaande vloeistoffen en 
bovendien 0,3 ml moedermelk intraperitoneaal ingespoten. Verder wer
den suspensies staphylococcen in dezelfde concentraties geïncubeerd 
met haemoglobine en moedermelk en vervolgens gecentrifugeerd. De 
bovenstaande vloeistoffen werden eveneens bij muizen ingespoten. De 
bovenstaande vloeistoffen werden in alle proeven steeds aangevuld tot 
10 ml, voordat zij bij de proefdieren werden ingespoten. 

De sterfte van de muizen is weergegeven in tabel 15. De vorming 
van toxine nam in alle gevallen toe met de dosis staphylococcen. Sta
t is t isch kon geen verschil worden aangetoond tussen toxinevorming in 
een incubatiemedium zonder en in een medium met moedermelk, hoe
wel hiervoor wel een aanwijzing werd gevonden bij de dosis staphylo
coccen 10 L D J O O ( f = 0,057). Indien staphylococcen uitsluitend met 
haemoglobine werden geïncubeerd en de bovenstaande vloeistof h ier 
van tesamen met moedermelk werd ingespoten, was de sterfte van 
proefdieren voor iedere dosis staphylococcen het grootst (kolom 3). 
Het verschil tussen de aantallen gestorven dieren was bij vergelijking 
van kolom 3 met kolom 1 en kolom 2 voor de dosis 1 L D I Q O significant 
(P = 0,003). 

Uit deze proeven kan men concluderen, dat e r ook toxine werd ge-
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vormd, indien geen moedermelk aan het incubatiemedium werd toege
voegd. Indien wel moedermelk aan het medium werd toegevoegd, werd 
er meer toxine gevormd. Tenslotte bleek het, dat het toxine een ster
kere werking uitoefende, indien aan de proefdieren tevens moedermelk 
werd toegediend. 

T a b e l 15 

Sterfte van muizen na toedienen van staphylococcentoxines 
bereid met verschillende doses staphylococcen 

Dosis 
staphylococcen 

1/100 LDioo 

1/10 LD! oo 

1 LD! oo 

10 LDioo 

Kolom 

1 

0 

2 

3 

9 

2 

0 

0 

3 

4 

3 

1 

4 

10 

9 

kolom 1 aantallen proefdieren van groepen van 10 muizen, die zijn gestorven na 
toediening van toxine bereid met haemoglobine en moedermelk 

kolom 2 idem toxine bereid met haemoglobine zonder moedermelk 
kolom 3 idem toxine bereid met haemoglobine zonder moedermelk - wel toediening 

van melk aan proefdieren 

Na toepassing van de trendtoets van Van Eeden kon op grond van de geringe over
schrijdingskansen besloten worden tot een significante toename van het aantal die
ren dat stierf met de toename van de doses staphylococcen in de 3 kolommen. 

Overschrijdingskansen bij vergelijking van de sterftecijfers in steeds 2 kolommen 
per dosis staphylococcen 

Dosis staphylococcen 

1/100 LDioo 
1/10 LDioo 

ι иэюо 
10 LDioo 

Kolommen 

1 en 2 

0,47 

0,057 

1 e n 3 

0,63 
0,003 

2 en 3 

1 
0,09 
Q,003 
0.057 

Bij de berekeningen werd gebruik gemaakt van de exacte toets ( 2 x 2 tabel). 

2.5 Enkele eigenschappen van het toxine 

Om een indruk te krijgen over de moleculair grootte van het toxine 
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hebben wij het gedialyseerd. Verder hebben wij nagegaan, wat de in
vloed was van incubatie van het toxine bij verschillende temperaturen. 
Tenslotte hebben wij onderzocht of het toxine· gefiltreerd kon worden 
door een mill ipore filter. 

Voor deze proeven hebben wij toxine gebruikt, dat bereid was door 
staphylococcen met haemoglobine te incuberen; het toxine werd t e sa -
men met moedermelk bij muizen ingespoten. 

Acht ml toxine werd gedialyseerd tegen een 50-voudig volume fysio
logisch zout gedurende 24 uren bij 4 0 C. Daarna werd de inhoud van de 
dialysehuls aangevuld tot 10 ml. Het niet dia lyseerbare deel van het 
toxine veroorzaakte de dood van 9 van 10 onderzochte proefdieren. Het 
d ia lyseerbare deel bleek niet toxisch te zijn. Dit werd getest, nadat de 
buitenvloeistof, na dialyse tegen gedestilleerd water, was geconcen
t ree rd tot 10 ml . Het toxine werd gedurende 10 minuten geïncubeerd 
bij 0°, 37°, 56° of 100oC. Na incubatie bij 0° of 370C ging het toxine 
niet ver loren. Na toediening van de bij 0° en 370C geïncubeerde toxines 
stierven respectievelijk 10 van 10 en 9 van 10 proefdieren. Na incuba
tie bij 56° of 100oC was geen toxine meer aantoonbaar. 

Het toxine werd gefiltreerd door een millipore filter en daarna bij 
proefdieren ingespoten. Geen van de proefdieren stierf na toediening 
van het gefil treerde toxine. Het leek ons van belang na te gaan, of in 
het ongefiltreerde toxinepreparaat nog staphylococcen aanwezig waren 
en of eventueel deze staphylococcen verantwoordelijk zouden kunnen 
zijn voor de toxische werking. Met het oog hierop hebben wij staphy-
coloccen geïncubeerd met en zonder haemoglobine en het aantal bac
teriën geteld voor en na de incubatieperiode en na het centrifugeren. 

In tabel 16 zijn de aantallen micro-organismen vermeld. In dezelfde 
tabel is ook weergegeven, dat de bovenstaande vloeistof van het m e 
dium, waarin staphylococcen en haemoglobine waren geïncubeerd, l e -
thaal was voor 9 van 10 proefdieren, terwijl de bovenstaande vloeistof 
van het medium, waarin staphylococcen zonder haemoglobine waren 
geïncubeerd, geen sterfte veroorzaakte. De vloeistoffen bevatten r e s 
pectievelijk 2,8 χ 10^ en 2,5 χ 10^ bacteriën per 0,5 ml (d.i. de dosis , 
die per muis werd ingespoten). 

Uit deze proeven bleek, dat het toxine niet d ia lyseerbaar was. Het 
toxine werd geïnactiveerd tijdens incubatie gedurende 10 minuten bij 
56° of 100oC. Incubatie bij 0° of 370C had geen invloed op het toxine. 
Na filtratie door een mill ipore filter was geen toxine meer aantoon
baar . 
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T a b e l 16 

Aantallen staphylococcen in onderscheiden stadia van toxinebereiding 

Stadia 

Voor incubatie 

Na incubatie 

Na centrifugeren 

Na filtratie 

door mil l ipore 

Aantal 

staphylo
coccen 

per ml (1) 

2.109 

3.4.109 

5,5.104 

n.g. 

Sterfte 
bij muizen 

n.g. 

n.g. 

9/10 

0/10 

Aantal 

staphylo
coccen 

per ml (2) 

1,4.109 

2,4.109 

4,9.10 4 

n.g. 

Sterfte 

bij muizen 

n.g. 

n.g. 

0/10 

0/10 

Aant.staph.per ml (1): toxine bereid met haemoglobine 
Aant.staph.per ml (2): 'toxine' bereid zonder haemoglobine 
n.g. niet getest 

2.6 Onderzoek n a a r de invloed van moedermelk en haemoglobine op 
de virulentie van staphylococcen 

Naar aanleiding van de bevinding, dat er in toxinepreparaten na cen-
trifugatie nog staphylococcen aanwezig zijn (zie vorige paragraaf), 
leek het ons van belang een onderzoek te doen n a a r de invloed van 
moedermelk en haemoglobine op de virulentie van staphylococcen. 

Muizen werden intraperitoneaal ingespoten met staphylococcen al
leen (groep A), met staphylococcen en moedermelk (groep B), met 
staphylococcen en haemoglobine (groep C) en met staphylococcen, 
moedermelk en haemoglobine (groep D). De proef werd uitgevoerd met 
verschillende concentraties staphylococcen. P e r muis werden 36 mg 
moedermelk en 20 mg haemoglobine ingespoten. Het volume van ieder 
inoculum was 0,3 ml. 

Tabel 17 geeft een overzicht van de sterftecijfers voor iedere cate
gorie. Het bleek, dat de virulentie van de staphylococcen toenam door 
toevoeging van moedermelk en /of haemoglobine. Voor muizen, die wa
ren ingespoten met 1/10 L D ^ Q O staphylococcen was het verschil in 
sterfte tussen dieren van groep A en dieren van achtereenvolgens de 
groepen В, С en D significant. De overschrijdingskans bij vergelijking 
van 0 van 10 en 7 van 10 proefdieren met de exacte toets ( 2 x 2 tabel) 
is 0,003. 
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T a b e l 17 

Invloed van toediening van moedermelk en haemoglobine aan muizen 

op de virulentie van staphylococcen 

Dosis 

staphylococcen 

per muis 

1 L D 1 0 0 

1/3 LDioo 

1/10 LDioo 

1/30 LDioo 

1/100 LDioo 

1/300 LDioo 

Aantal gestorven muizen 

A 

10 

7 

0 

0 

0 

0 

в 

10 

10 

9 

6 

2 

0 

С 

10 

10 

7 

3 

1 

0 

D 

10 

9 

10 

10 

7 

3 

A muizen ingespoten met staphylococcen alleen 
В muizen ingespoten met staphylococcen en moedermelk (36 mg/muis) 
С muizen ingespoten met staphylococcen en haemoglobine (20 mg/muis) 
D muizen ingespoten met staphylococcen, moedermelk (36 mg/muis) en haemo

globine (20 mg/muis) 
ledere groep bestond uit 10 muizen. 

Bij vergelijking van de sterftecijfers met de trendtoets van Van Eeden werd bij 
alle groepen een toename van de virulentie met de dosis staphylococcen gevonden. 

Overschrijdingskansen bij vergelijking van de sterftecijfers in horizontale richting 

Dosis staphylococcen 

1/10 LDioo 
1/30 LDioo 
1/100 LDioo 
1/100 LDioo 
1/100 LDioo 

Kolommen 

A en С 
A en В 
A e n D 
В en D 
С en D 

Ρ 

0,003 

0,005 
0,003 
0,06 
0,02 

Voor de berekeningen werd gebruik gemaakt van de exacte toets ( 2 x 2 tabel). 

2.7 Invloed van bacteriën in het toxine 

Uit de in paragraaf 2.5 beschreven proeven bleek, dat er in toxine-
preparaten na centrifugatie nog staphylococcen aanwezig waren. Indien 
men aanneemt, dat deze staphylococcen geheel of gedeeltelijk verant
woordelijk zijn voor de toxische werking, dan zou men mogen verwach-
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ten, dat e r onder dieren, die met penicilline zijn behandeld en daarna 
met toxine zijn ingespoten, geen of minder sterfgevallen voorkomen. 

Staphylococcen werden met haemoglobine geïncubeerd. Het gevormde 
toxine werd samen met moedermelk ingespoten bij 10 muizen, waaraan 
ongeveer 15 minuten tevoren intraperi toneaal 1000000 E penicilline 
per dier was toegediend, en aan 10 proefdieren, waaraan geen penicil
line was toegediend. Alle proefdieren van beide groepen stierven. 

Uit deze proef mag worden geconcludeerd, dat vermenigvuldiging in 
vivo van staphylococcen, die in het toxinepreparaat aanwezig waren, 
zeer waarschijnlijk niet - althans niet op aantoonbare wijze - verant
woordelijk was voor de toxische werking. 

§ 3 Beschouwingen 

Na incubatie van staphylococcen met muizenbloed en moedermelk 
bij 370C werd een stof *) gevormd, die toxisch was voor muizen. Er 
werd een onderzoek verr icht naar de invloed van enkele factoren op de 
vorming van deze stof (toxine). 

Na filtratie door een millipore filter bleek in het n i t raa t geen toxi
sche werking meer aantoonbaar te zijn. Gebhardt (1962) vond, dat 
coagulase door filtratie door een mill ipore filter werd geïnactiveerd. 
Aangezien het toxine tijdens filtratie werd geïnactiveerd, moest een 
ongefiltreerd toxinepreparaat worden gebruikt. Hierin waren nog le 
vende staphylococcen aanwezig. Het is echter onwaarschijnlijk, dat 
deze bacteriën verantwoordelijk waren voor het toxische effect op 
grond van de volgende waarnemingen: 
a. Het toxine werd door een incubatie gedurende 10 minuten bij 560C 

geïnactiveerd. Staphylococcen worden onder dergelijke omstandig
heden niet gedood. 

b. Uitschakeling van de vermenigvuldiging van de bacteriën in vivo 
door penicilline ging niet samen met een aantoonbare vermindering 
van de toxische werking van het toxine. 

De virulentie van staphylococcen kan worden verhoogd door de bac
teriën in mucine in plaats van in fysiologisch zout te suspenderen 
(Schneierson en Amsterdam, 1956). Tevens wordt de virulentie ve r 
hoogd door inspuiting van cortisonacetaat, cholesterol, lecithine (Am-

* Door het ontbreken van een chemisch zuiver preparaat kon niet worden uitge
maakt of er sprake was van een of meer toxines. Eenvoudigheidshalve wordt 
slechts gesproken over een toxine. 
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sterdam en Schneierson, 1960) of malonaat (Cohn, 1963a), en door in
spuiten met een corpus alienum (Elek, 1956). Wij hebben waargenomen, 
dat moedermelk een stimulerende werking uitoefende op de toxische 
werking van toxine. Verder hebben wij vastgesteld, dat toediening van 
moedermelk alleen of haemoglobine alleen en toediening van moeder
melk en haemoglobine de virulentie van staphylococcen verhoogde. Dit 
zou kunnen berusten op een stimulerende werking van moedermelk en 
haemoglobine op de vorming van toxine in vivo, of op de toxische wer
king van toxine, of op beide. Moedermelk bleek bovendien invloed uit 
te oefenen op de produktie van toxine in vitro. Dit zou wellicht het ge
volg kunnen zijn van het stimulerende effect van moedermelk op de 
toxische werking van toxine in vivo (tabel 15). 

Samenvatting 

Tijdens de incubatie van staphylococcen met moedermelk en muizen-
bloed gedurende 2 uren bij 370C werd een toxine gevormd, dat lethaal 
was voor muizen. De vorming van het toxine was afhankelijk van de in-
cubatieduur en de zuurgraad van het medium. De toxineproduktie was 
hoger na incubatie gedurende 2 uren dan na incubatie gedurende 1 uur 
of korter. Het pH-optimum voor de toxineproduktie lag tussen 6,6 en 
8,5. Voorde bereiding van staphylococcentoxine kon muizenbloed ver
vangen worden door het haemolysaat van muizenerythrocyten. Het 
bleek, dat de werking ervan berustte op een fractie ervan. Toxine werd 
ook gevormd, indien geen moedermelk aan het incubatiemedium werd 
toegevoegd. Indien wel moedermelk aan het medium werd toegevoegd, 
werd er meer toxine gevormd. Ook bleek moedermelk de toxische wer
king van het toxine te stimuleren. Het toxine was niet dialyseerbaar. 
Het werd geïnactiveerd tijdens incubatie gedurende 10 minuten bij 56° 
of l00oC. Incubatie bij 0° of 370C had geen invloed op het toxine. Na 
filtratie door een millipore filter was geen toxine meer aantoonbaar. 
De virulentie van staphylococcen voor muizen nam toe, indien tevens 
moedermelk en/of haemoglobine werd(en) toegediend. Muizen, die met 
penicilline waren behandeld om vermenigvuldiging van in toxinepre-
paraten aanwezige staphylococcen te remmen, waren even gevoelig 
voor toxine als niet-behandelde muizen. 
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HOOFDSTUK VI 

IMMUNOGENE EIGENSCHAPPEN 

VAN STAPHYLOCOCCENTOXINE 

§ 1 Inleiding 

Wij hebben onderzocht, of het in vitro gevormde toxine in staat was 
immuniteit op te wekken tegen levende staphylococcen en omgekeerd. 
Bovendien hebben wij onderzocht, of het toxine identiek was a a n a - h a e -
molysine, een extracellulair produkt van staphylococcen. 

§ 2 Resultaten 

2.1 Actieve immunisatie met toxine 

Muizen werden op de gebruikelijke wijze geïmmuniseerd met s ta 
phylococcen en moedermelk. Het voor de immunisatie gebruikte toxine 
werd steeds vers bereid. Het toxine werd intraperitoneaal bij muizen 
ingespoten. Toxine werd 2 maal per week gedurende 3 weken toege
diend. De concentratie van toxine nam per keer toe met een factor 2 
en wel van 1/100 tot 32/100 L D I Q Q . De verdunningen werden gemaakt 
met fysiologisch zout. Een week na de laatste injectie ontving een deel 
van de proefdieren een lethale dosis staphylococcen of toxine, terwijl 
de overige dieren werden verbloed. 

In tabel 18 is weergegeven, dat 9 van 10 muizen, die waren geïmmu
niseerd met staphylococcen en moedermelk, een lethale dosis staphy
lococcen overleefden. Vijftien van 15 proefdieren, die op dezelfde wijze 
waren geïmmuniseerd, overleefden een lethale dosis toxine. Indien 
proefdieren met toxine waren geïmmuniseerd, dan overleefden 19 van 
20 proefdieren een lethale dosis staphylococcen en 17 van 20 een le 
thale dosis toxine. Van de 3 dieren, die de lethale dosis toxine niet 
overleefden, s t ierven er 2 door een overgevoeligheidsreactie. 

Toetsing van de in de tabel vermelde gegevens met de exacte toets 
toonde aan, dat e r geen verschil kon worden aangetoond tussen de aan
tallen proefdieren, die een lethale dosis staphylococcen of een lethale 
dosis toxine hadden overleefd na immunisatie met staphylococcen en 
moedermelk of met toxine. De minimale overschrijdingskans bij ver -
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gelijking van deze aantallen zowel in horizontale als in vertikale rich
ting was 24%. 

De proeven toonden aan, dat het toxine immuniteit opwekte tegen le
vende staphylococcen en omgekeerd. 

T a b e l 18 

Immuniserend vermogen van toxine van staphylococcen bij muizen 

Groep 

1 

2 

3 

Voorbehandeling 

1/100 LDioo 
en moedermelk 

toxine 

geen 

"o 

25 

40 

20 

n s 

10 

20 

10 

n s o 

9 

19 

1 

n t 

15 

20 

10 

n to 

15 

17 

0 

n 0 aantal proefdieren, dat werd voorbehandeld 
n s aantal dieren, dat een lethale dosis staphylococcen ontving 
n s o aantal dieren, dat een lethale dosis staphylococcen overleefde 
nt aantal dieren, dat een lethale dosis toxine ontving 
n t o aantal dieren, dat een lethale dosis toxine overleefde 

Bij vergelijking van de sterftecijfers met de exacte toets ( 2 x 2 tabel) in de groe
pen 1 en 2, in horizontale en in verticale richting, werd een minimale overschrij
dingskans van 24% gevonden. 

2.2 Passieve immunisatie met toxine 

Wij hebben onderzocht, of de immuniteit tegen toxine door middel 
van serum kon worden overgedragen op niet-geïmmuniseerde dieren. 

Inde vorige paragraaf is reeds vermeld, dat enige dieren, die waren 
geïmmuniseerd met toxine, werden verbloed. Ook enige muizen, die op 
de gebruikelijke wijze waren geïmmuniseerd met levende staphylococ
cen en moedermelk, werden 7 dagen na de laatste injectie verbloed. 
Van dit serum of van serum van muizen, die waren geïmmuniseerd met 
toxine, werd 0,2 ml bij niet-voorbehandelde dieren intraveneus inge-
spoten. Een dag later ontvingen de muizen een lethale dosis levende 
staphylococcen of toxine. De gegevens over passieve immunisatie te
gen staphylococcen met antiserum tegen staphylococcen zijn reeds 
vermeld in hoofdstuk III (tabel 4). 

Tabel 19 laat zien, dat passieve immunisatie met antiserum tegen 
staphylococcen muizen beschermde tegen een lethale dosis levende 
staphylococcen en tegen een lethale dosis toxine. Evenzo beschermde 
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antiserum tegen toxine de proefdieren tegen staphylococcen en toxine; 
de bescherming tegen toxine was significant groter dan die tegen sta
phylococcen (Ρ =0,0005). Niettemin was het aantal dieren, dat een 
lethale dosis overleefde, significant groter na toediening van antise
rum tegen toxine dan na toediening van fysiologisch zout (P = 0,024). 

De proeven toonden aan, dat de immuniteit tegen toxine passief kon 
worden overgedragen. 

T a b e l 19 

Passieve immunisatie met toxine van staphylococcen bij muizen 

Groep 

1 

2 

3 

4 

Voorbehandeling 

ant iserum tegen 

staphylococcen 

ant iserum tegen 

toxine 

fysiologisch zout 

geen 

" o 

41 

40 

20 

41 

" s 

21 

20 

10 

21 

n s o 

21 

11 

1 

2 

n t 

20 

20 

10 

20 

n t o 

20 

17 

0 

0 

n 0 aantal proefdieren, dat werd voorbehandeld 
n s aantal proefdieren, dat een lethale dosis staphylococcen ontving 
n s o aantal proefdieren, dat een lethale dosis staphylococcen overleefde 
n t aantal proefdieren, dat een lethale dosis toxine ontving 
n t 0 aantal proefdieren, dat een lethale dosis toxine overleefde 

Overschrijdingskansen bij vergelijking van verschillende sterftecijfers 

Groepen 

1 en 2 
1 en 2 

2 
2 en 3 

Kolommen 

nso 
nto 

n s o met nto 
nso 

Ρ 

0,0005 
0,23 
0,08 
0,024 

Bij de berekeningen werd gebruik gemaakt van de exacte toets ( 2 x 2 tabel). 

2.3 Vergelijking van het toxine met a-haemolysine 

Omdat a-haemolysine lethaal is voor muizen en bovendien in anti-
geen opzicht actief is, achtten wij het nuttig om te onderzoeken, of het 
in vitro gevormdç toxine identiek was aan a-haemolysine. Op de eer
ste plaats hebben wij de haemolytische eigenschappen van het toxine 

75 



onderzocht. 
Aan een tweevoudige verdunningsserie van het toxine in fysiologisch 

zout in een volume van 0,5 ml werd 0,5 ml van een 2%-ige suspensie 
van erythrocyten toegevoegd. De hoogste concentratie van toxine kwam 
overeen met 1 LD^QQ. De erythrocyten waren afkomstig van mensen, 
schapen, konijnen en muizen. De buisjes werden gedurende een uur bij 
kamertemperatuur geïncubeerd en daarna nog een uur bij 370C. Ver
volgens werden zij in de ijskast geplaatst en de volgende morgen defi
nitief afgelezen. Op geheel analoge wijze werd a-haemolysine van s ta-
phylococcen onderzocht. Uit tabel 20 blijkt, dat het toxine geen haemo-
lyse veroorzaakte van de erythrocyten van de genoemde species . Het 
a-haemolysine veroorzaakte daarentegen wel lysis van de erythrocy
ten van de verschillende diersoorten; de t i ter was niet dezelfde voor 
verschillende soorten erythrocyten. 

T a b e l 20 

Onderzoek op lytische werking van a-haemolysine en toxine 
van staphylococcen met erythrocyten van verschil lende species 

Species 

Mens 

Schaap 

Konijn 

Muis 

Verdunningen, die 100% lysis veroorzaakten 

a-haemolysine 

1 : 2 

1 : 8 

1 : 32 

1 : 4 

Toxine 

geen lysis 

geen lysis 

geen lysis 

geen lysis 

Opde2e plaats hebben wij onderzocht, of ant iserum tegen staphylo
coccen en antiserum tegen toxine antilichamen bevatten tegen a -hae 
molysine van staphylococcen. Hiervoor werden dezelfde se ra gebruikt 
als voor de passieve immunisatie, zoals beschreven in paragraaf 2.2 
van dit hoofdstuk. Met behulp van een tweevoudige verdunningsserie 
werd de laagste concentratie a-haemolysine bepaald, die 100% lysis 
gaf van een 2%-ige suspensie van konijneërythrocyten. Een zodanige 
concentratie werd in een volume van 0,2 ml toegevoegd aan 0,3 ml van 
verdunningen van antiserum tegen staphylococcen en eveneens aan ver 
dunningen van antiserum tegen toxine. Na incubatie gedurende 60 mi 
nuten in een schudbad bij 370C werd aan alle buisjes 0,5 ml van een 
2%-ige suspensie van konijneërythrocyten toegevoegd. Na een uur in-
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cubatie bij 37 С werd de lysis afgelezen. Ook controlebuisjes voor het 
opsporen van spontane lysis werden in alle gevallen ingezet. 

Uit tabel 21 blijkt, dat α -haemol.ysine werd geneutraliseerd door 
1/128 verdund antiserum tegen staphylococcen. a-haemolysine werd 
niet geneutraliseerd door antiserum tegen toxine. 

T a b e l 21 

Lysis van konijneërythrocyten na incubatie met een mengsel 
van a-haemolysinc en antiserum tegen staphylococcen 

of antiserum tegen toxine 

Serumverdunningen 

1/1 

1/2 

1/4 

1/8 

1/16 

1/32 

1/64 

1/128 

1/256 

1/512 

Antiserum 
tegen staphylococcen 

-

-

-

-

-

-

-

+ 

+ 

+ 

Antiserum 
tegen toxine 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Verder hebben wij toxine en a-haemolysine tesamen geëlectropho-
reerd. Een electropherogram van a-haemolysine en toxine is weerge
geven in figuur 8. Er bleken geen gemeenschappelijke eiwitbandjes 
aantoonbaar te zijn. Tenslotte hebben wij onderzocht, of toxine even
als a-haemo]ysine dermonecrose veroorzaakte. Het bleek, dat intra-
cutaan toegediend toxine in een concentratie van 1/5 LD^QO geen der
monecrose bij konijnen veroorzaakte. 

Uit deze proeven bleek, dat het in vitro gevormde toxine geen ery-
throcyten lyseerde. Antiserum tegen toxine neutraliseerde a-haemo
lysine van staphylococcen niet. Het toxine had geen dermonecrotische 
eigenschappen. Tenslotte bleken geen overeenkomstige eiwitbandjes 
op het electropherogram aanwezig te zijn. 
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A B C 

Figuur 8 
Papierelectrophorese van a-haemolysine 

A toxine (staphylococcen, muizenbloed en moedermelk) 
В α-haemolysine 

С haemoglobine van muizenerythrocyten 
De electrophorese geschiedde bij constante spanning van 240 V in 0,05 M veronal-
buffer, pH 8,6. Tijdsduur 180 minuten. Kleuring: amidozwart. De horizontale pijl 
geeft de opbrengplaats aan. 

§ 3 Beschouwingen 

In de l i teratuur wordt gewezen op verschillende mechanismen, die 
verantwoordelijk kunnen zijn voor de lethaliteit door staphylococcen. 
Zoals r e e d s in het eer s te hoofdstuk is opgemerkt, kan in vitro gepro
duceerd α-haemolysine de dood vanmuizen veroorzaken. Kapral (1965) 

heeft aangetoond, dat na toediening van een lethale dosis staphylococ

cen zoveel α-haemolysine in het lichaam wordt gevormd, dat het ver

antwoordelijk zou kunnen zijn voor de dood van proefdieren. Daarom 
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achtten wij het nuttig het toxine, dat in de door ons beschreven proef
opstellingwas gevormd, van a-haemolysine te onderscheiden op grond 
van: 

a. Toxische eigenschappen 
Aan a-haemolysine worden 3 biologische activiteiten toegekend, 

namelijk haemolyse, dermonecrose en de potentie de dood van proef
dieren te kunnen veroorzaken. Het is nog niet vastgesteld, dat deze 
3 eigenschappen onderscheiden manifestaties zijn van een toxische 
entiteit. Voor deze veronderstelling zijn echter verschillende argu
menten aan te voeren (zie Elek, 1959). Hier zij slechts vermeld, dat 
bij zuivering van het a-haemolysine de 3 eigenschappen steeds in 
verschillende stadia in een fractie zijn te localiseren. Antiserum tegen 
a-haemolysine is steeds in staat de 3 eigenschappen te neutraliseren 
(Bemheimer, 1965). Bovendien zijn alle 3 eigenschappen even gevoelig 
voor warmte (Manohar e.m., 1966). Het door ons beschreven toxine 
veroorzaakte in tegenstelling tot α-haemolysine geen lysis van erythro-
cyten van verschillende diersoorten. Ook bleek α-haemolysine niet 
geneutraliseerd te worden door antiserum tegen toxine. Verder ver
oorzaakte het toxine in tegenstelling tot α-haemolysine geen dermone
crose bij konijnen. Niettemin is het denkbaar, dat het toxine toch gelijk 
was aan α-haemolysine, doch dat de concentratie te laag was om lysis 
van schapeërthrocyten te geven. Bemheimer (1965) heeft met een voor 
ongeveer 70% zuiver a-haemolysinepreparaat de dosis bepaald, die 
lethaal was voor 50% van de ingespoten muizen. Veel kleinere hoeveel
heden waren reeds lytisch voor erythrocyten van schapen. Daarentegen 
veroorzaakte een dosis van 1 LD^QQ van het door ons bereide toxine 
geen lysis van erythrocyten van schapen. 

b. Immunologische eigenschappen 
Koenig en medewerkers (1962 b) hebben vastgesteld, dat muizen na 

toediening van antiserum tegen α-haemolysine niet beschermd waren 
tegen staphylococcen. In het eerste hoofdstuk is echter ook vermeld, 
dat andere onderzoekers meenden, dat antiserum tegen a-haemolysine 
proefdieren wel kon beschermen tegen staphylococcen: Frappier en 
Sonea (1956) en North (1959). Deze auteurs merkten hierbij op, dat 
naast antilichamen tegen α - haemolysine ook andere antilichamen in 
het gebruikte antiserum aanwezig waren. Fisher (1959) gebruikte een 
gedeeltelijk gezuiverd a-haemolysinepreparaat voor de bereiding van 
antiserum. Het antiserum verleende bescherming tegen een lethale 
dosis staphylococcen. Hij kon echter niet uitsluiten, dat antilichamen 
tegen andere antigenen niet verantwoordelijk waren voor de bescher-
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ming. Elek (1959) staat, mijns inziens terecht, zeer krit isch ten op
zichte van de opvatting, dat actieve of passieve immunisatie met a-hae-
moiysine bescherming kan verlenen tegen staphylococcen. Hij meent, 
dat immunisatie met a-hacmolysine slechts resu l teer t in een verleng
de overlevingstijd van de muis . Karpal (1965) kon na toediening van 
antiserum tegen a-haemolysine slechts een verlengde overlevingstijd 
na toediening van een lethale dosis staphylococcen vaststel len. 

Indien wij op grond van bovengenoemde gegevens aannemen, dat im
munisatie met α -haemolysine niet leidt tot een bescherming tegen 
staphylococcen, verschilt het door ons beschreven toxine in dit opzicht 
van a-haemolysine. Immers immunisatie met het door ons beschre
ven toxine leidde wel tot bescherming tegen een lethale dosis staphy
lococcen. 

с Bereidingswijze 
Voor optimale vorming van a-haemolysine in vitro worden in de l i

teratuur verschillende methoden aangegeven (zie Elek, 1959; Bern-
heimer en Schwartz, 1963). Goede resultaten werden verkregen, indien 
de bacteriën gedurende 72 uren in een medium bij neutrale pil, waar 
CO2 door werd geleid, werden gekweekt. 

Het door ons beschreven toxine was reeds gevormd na een korte 
incubatie (tabel 12) bij 370C bij een hoge pH (tabel 13). 

Opgrond van bovengenoemde gegevens mag het hoogst onwaarschijn
lijk geacht worden, dat het toxine identiek is aan a-haemolysine. Geen 
der andere extracel lulaire produkten is lethaal voor muizen. Een uit
zondering hierop maakt misschien het coagulase, dat, in hoge dosis 
intraveneus ingespoten, zeer snel de dood van konijnen kan veroorza
ken door massa le intravasale stolsels (Tager en Drummond, 1948). 
Op grond van de bereidingswijze en de werking van het toxine mogen 
we aannemen, dat het waarschijnlijk evenmin identiek is aan een der 
andere extracel lulaire produkten. 

Samenvatting 

In vitro gevormd toxine was in staat bij muizen immuniteit op te 
wekken tegen levende staphylococcen en omgekeerd. De immuniteit 
tegen toxine kon passief worden overgedragen. Het in vitro gevormde 
toxine lyseerde geen erythrocyten. Antiserum tegen toxine neutra l i 
seerde a-haemolysine van staphylococcen niet. Het toxine had geen d e r -
monecrotische eigenschappen. Op het electropherogram waren geen ge
meenschappelijke eiwitbandjes van toxine en a-haemolysine aanwezig. 
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BESCHOUWINGEN EN SAMENVATTING 

Muizen, die waren voorbehandeld met staphylococcen (7 doses , ieder 
van 1/100 LDTQQ) en moedermelk, waren beschermd tegen een lethale 
dosis levende staphylococcen van de homologe stam in tegenstelling tot 
muizen, die met moedermelk alleen of met staphylococcen alleen waren 
voorbehandeld. De ontwikkeling van de bescherming tegen staphylococ
cen door dit micro-organisme en moedermelk ging gepaard met ve r 
hoogde sterfte onder de proefdieren. Bovendien vertoonden de muizen, 
die met staphylococcen en moedermelk waren behandeld, haemotolo-
gische (leucocythose op de 13e dag) en langdurige afwijkingen op de 
plaats van injectie. Proefdieren, die een lethale dosis staphylococcen 
op de 14e dag na de aanvang van de voorbehandeling met staphylococ
cen en moedermelk hadden overleefd, waren tenminste tot de 105e dag 
na de aanvang van de voorbehandeling beschermd. Ook dieren, die on
middellijk na het beëindigen van de voorbehandelingsperiode geen l e 
thale dosis hadden ontvangen, waren tot ongeveer de 30e dag in s terke 
mate beschermd. Daarna nam de immuniteit af en was duidelijk min
der dan die van dieren, waaraan 2 maal een lethale dosis was toege
diend. Deze waarnemingen bevestigden de bevindingen van György e.m. 
(1962) over het beschermende effect van moedermelk tegen infecties 
door staphylococcen. 

Verder onderzoek leidde tot de volgende resultaten. De bescherming 
na voorbehandeling met staphylococcen en moedermelk was met behulp 
van se rum van voorbehandelde dieren over te dragen op niet-voorbe-
handelde dieren. Vaccinatie met alleen staphylococcen wekte eveneens 
immuniteit op. De graad van immuniteit nam toe met de grootte van de 
dosis toegediende staphylococcen. Hetzelfde gold voor vaccinatie met 
staphylococcen en moedermelk. Toevoeging van moedermelk r e su l 
teerde in een s t e rke re immuniteit. Een aantal dieren st ierf tijdens de 
voorbehandelingsperiode. De sterfte tijdens de voorbehandeling hield 
verband met de grootte van de dosis toegediende staphylococcen. Het 
effect van moedermelk trad ook op, indien staphylococcen en moeder
melk in plaats van tesamen langs verschillende wegen werden ingespo
ten. Het effect van moedermelk op de immuniteit tegen staphylococcen 
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bleef eveneens behouden, indien moedermelk (7 doses) en staphylococ-
cen (1 dosis van 1/100 LD^QQ) afzonderlijk werden toegediend en het 
interval tussen het toedienen van beide inocula kleiner was dan 6 da
gen. Proefdieren konden door staphylococcen en bepaalde fracties van 
moedermelk eveneens beschermd worden tegen een lethale dosis sta
phylococcen. De voor het effect van moedermelk verantwoordelijke 
stof(fen)was (waren) waarschijnlijk aanwezig in een lipoproteine-ach-
tige fractie van de moedermelk. 

Voor het effect van moedermelk op de ontwikkeling van immuniteit 
tegen staphylococcen kunnen verschillende verklaringen gegeven wor
den. Moedermelk zou endotoxines van gram negatieve bacteriën kun
nen bevatten, die proefdieren op aspecifieke wijze zouden beschermen 
tegen een lethale dosis staphylococcen. Deze hypothese kon worden 
uitgesloten, omdat proefdieren een lethale dosis, die 24 of 48 uren na 
het inspuiten van moedermelk werd toegediend, niet overleefden, maar 
wel een lethale dosis, als deze 3 of meer dagen na de moedermelk werd 
toegediend. Op dezelfde gronden kon worden uitgesloten, dat de be
schermende werking van moedermelk berustte op erin aanwezige bac
tericide stoffen. 

Moedermelk zou antilichamen kunnen bevatten, die tegen staphylo
coccen gericht zijn en die proefdieren tegen een lethale dosis staphy
lococcen zouden beschermen. Deze hypothese kon worden uitgesloten, 
omdat het inspuiten van moedermelk alleen niet resulteerde in een 
bescherming tegen staphylococcen; de room van moedermelk had de
zelfde invloed op de ontwikkeling van immuniteit tegen staphylococcen 
als ongefractioneerde melk; en indien moedermelk meer dan 5 dagen 
na een injectie van 1/100 LDIQO staphylococcen werd toegediend, ont
stond er geen bescherming tegen een lethale dosis staphylococcen. 

Moedermelk zou als adjuvans bij de ontwikkeling van immuniteit 
kunnen fungeren. Moedermelk veroorzaakte, in tegenstelling tot endo
toxines van gram negatieve bacteriën, geen verhoging van de lichaams
temperatuur noch van de bezinkingssnelheid van de erythrocyten van 
konijnen. Na toediening van albumine en moedermelk aan konijnen wer
den ongeveer even hoge antistoftiters gevonden als na toediening van 
albumine alleen. Bij proeven op muizen kon evenmin een stimulerend 
effect van moedermelk op de ontwikkeling van antistoffen tegen albu
mine worden waargenomen. Op grond van deze gegevens kon het on
waarschijnlijk worden geacht, dat de invloed van moedermelk zou be
rusten op de aanwezigheid van endotoxines in de moedermelk, welke 
de vorming van antistoffen tegen verschillende antigenen kunnen sti
muleren. Evenmin was het waarschijnlijk, dat de werking van moedcr-
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melk berustte op de aanwezigheid van andere stoffen, die een soortge
lijk effect kunnen sorteren. 

Moedermelk zou de vermenigvuldiging van staphylococcen en/of de 
vorming van toxine(s) door staphylococcen kunnen bevorderen, ten ge-
gevolge waarvan de immuniserende werking groter zou worden en de 
virulentie hoger. Tijdens de incubatie van staphylococcen met moeder
melk en muizenbloed gedurende 2 uren bij 370C werd een stof (toxine) 
gevormd, die lethaal was voor muizen. De vorming van het toxine was 
afhankelijk van de incubatieduur en de zuurgraad van het medium. De 
toxineproduktie was hoger na incubatie gedurende 2 uren dan na incu
batie gedurende 1 uur of korter. Het pH-optimum voor de toxinepro
duktie lag tussen 6,6 en 8,5 met een maximum bij pH 8. Voor de be
reiding van dit staphylococcentoxine kon muizenbloed vervangen wor
den door haemoglobine van muizenerythrocyten. Toxine werd ook ge
vormd, indien geen moedermelk aan het incubatiemedium werd toege
voegd. Indien wel moedermelk aan het medium werd toegevoegd, werd 
er meer toxine gevormd. Ook bleek moedermelk de toxische werking 
van het toxine te stimuleren. De invloed van moedermelk op de produk-
tie van toxine in vitro zou wellicht het gevolg kunnen zijn van het stimu
lerende effect van moedermelk op de toxische werking van toxine in 
vivo. Het toxine was niet dialyseerbaar. Het werd geïnactiveerd tijdens 
incubatie gedurende 10 minuten bij 56° of 100oC. Incubatie gedurende 
10 minuten bij 0° of 370C had geen invloed op het toxine. Na filtratie 
door een millipore filter was geen toxine meer aantoonbaar. De viru
lentie van staphylococcen voor muizen nam toe, indien tevens moeder
melk en/of haemoglobine werd(en) toegediend.Dit zou kunnen- berusten 
op een stimulerende werking van moedermelk en haemoglobine op de 
vorming van toxine in vivo, of op de toxische werking van toxine, of op 
beide. Muizen, die met penicilline waren behandeld om de vermenig
vuldiging van in toxinepreparaten aanwezige staphylococcen te rem
men, waren even gevoelig voor toxine als niet-behandelde muizen. 

In vitro gevormd toxine was in staat bij muizen immuniteit op te 
wekken tegen levende staphylococcen. Evenzo wekten levende staphy
lococcen immuniteit op tegen toxine. De immuniteit tegen toxine kon 
passief worden overgedragen. liet in vitro gevormde toxine lyseerde 
geen erythrocyten. Antiserum tegen toxine neutraliseerde a-haemoly
sine van staphylocccen niet. Het toxine had geen dermonecrotische 
eigenschappen^ Op het electropherogram waren geen gemeenschappe
lijke eiwitbanden van toxine en a-haemolysine aanwezig. Op grond van 
toxische en immunologische eigenschappen en bereidingswijze kan het 
hoogst onwaarschijnlijk geacht worden, dat het beschreven toxine iden-
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tiek i s aan α-haemolysine. Op grond van bereidingswijze en werking 

mag worden aangenomen, dat het waarschijnlijk evenmin identiek i s 

aan een van de andere extracel lulaire produkten. 

Concluderend moge gesteld worden, dat de invloed van moedermelk 

op de ontwikkeling van immuniteit tegen staphylococcen niet toege

schreven kon worden aan de werking van daarin voorkomende endo-

toxines. Antilichamen tegen staphylococcen, die in moedermelk zouden 

kunnen voorkomen, waren evenmin verantwoordelijk voor het effect. 

Hetzelfde gold voor bactericide stoffen. Moedermelk speelde waar

schijnlijk niet de rol van adjuvans bij de ontwikkeling van immuniteit. 

Daarentegen was de werking van moedermelk waarschijnlijk t e danken 

aan de invloed van moedermelk op de vorming en/of werking van een 

staphylococcentoxine. Dit toxine zou niet alleen in staat zijn immuni

teit op te wekken, m a a r ook oorzaak kunnen zijn van de verhoogde vi-

rulentie, die werd waargenomen, indien staphylococcen tesamen met 

moedermelk aan muizen werden toegediend. 
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SUMMARY 

Pretreatment with staphylococci (7 sublethal doses of 1/100 LDJOO 

each) and human milk protected mice against a lethal callenge with 
living staphylococci of the homologous strain. Pretreatment with sta
phylococci in the same dosage or with human milk only did not give 
protection to the same degree. The development of protection by sta
phylococci against this micro-organism involved a higher death rate 
of mice. During pretreatment with staphylococci and human milk the 
mice also showed leucocytosis on the 13th day after the beginning of 
the pretreatment and moreover long-lasting disorders on the sites of 
injection. Mice which were protected against a lethal challenge on the 
14th day, were also protected till at least the 105th day after the be
ginning of the pretreatment. The mice were still protected against a 
first lethal challenge on the 30th day. Thereafter the immunity de
creased and became less than the immunity at the 14th day after the 
start of the experiment. These observations confirmed the findings of 
György et al. (1962) concerning the protective effect of human milk 
against staphylococcal infection. 

Further investigations led to the following additional findings. The 
protection of mice acquired by vaccination with staphylococci and human 
milk could be transferred via the serum of immunized animals to non-
immunized ones. Immunization with staphylococci alone also resulted 
in immunity. The latter increased with the dose of staphylococci, used 
for vaccination, regardless of whether human milk was present or not. 
Simultaneous administration of human milk with staphylococci resulted 
in higher immunity. Some animals died during pretreatment. The death 
rate increased with an increasing dose of staphylococci. The influence 
of human milk was affected neither by injecting staphylococci and 
human milk via different routes, nor by injecting only one dose of sta
phylococci and 7 doses of human milk. In the latter case the interval 
between the injection of both inocula should not exceed 6 days. Some 
fractions of human milk had the same effect as whole milk. It was 
suggested, that the responsible factor(s) could be localized in a lipo-
protein-like fraction of the milk. 
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Several explanations for the effect of human milk in the development 
of antistaphylococcal immunity suggested themselves. Human milk 
would contain endotoxins of gram negative bacteria and the endotoxins 
might protect mice in a non-specific way against a lethal challenge. 
This hypothesis could be excluded, because mice did not survive a 
challenge injected 24 or 48 hours after inoculation of human milk, but 
they survived a challenge injected 3 or more days after such inocula
tion. For the same reasons the occurrence of bactericidal substances 
in human milk could not be responsible for the protective effect of 
human milk. 

Human milk might contain antibodies against staphylococci, which 
could protect mice against a lethal challenge. This could be excluded, 
because pretreatment with human milk alone did not result in protec
tion against staphylococci; the cream of human milk had the same 
effect in the development of antistaphylococcal immunity as whole 
milk; and when human milk (7 doses) was inoculated more than 5 days 
after a single injection of staphylococci, no protection a rose . 

Human milk could act as an adjuvant. However, human milk caused 
no increase either of body temperature or of erythrocyte sedimenta
tion rate in rabbits , in contrast to endotoxins of gram negative bac
ter ia . Immunization of rabbits with albumin and human milk led to the 
same antibody level as immunization with albumin. Human milk had 
no demonstrable influence on the antibody production by mice against 
albumin. It was therefore unlikely that the effect of human milk could 
be grounded on endotoxins which could be present in human milk and 
might st imulate antibody production. It is also less probable, that the 
effect of human milk could be due to one or more other substances 
stimulating antibody production. 

Human milk would promote the multiplication of staphylococci and/or 
the production of staphylococcal toxins. When staphylococci were in
cubated with human milk and mouse blood at 370C for 2 hours a toxin 
which was lethal for mice, was formed. The production depended on 
t ime of incubation and pH of the medium. More toxin was formed after 
incubation for 2 hours than for 1 hour or l e s s . The pll-optimum was 
between 6,6 and 8,5 with a maximum at pH 8. Whole mouse blood could 
be replaced by mouse hemoglobin. The presence of human milk in the 
medium was not necessary for toxinproduction. Nevertheless more 
toxin was formed when human milk was added. Human milk also s t i 
mulated the effect of toxin in vivo. This could be explained by assum
ing that human milk stimulated the toxic effect of toxin in vivo. The 
toxin could not be dialyzed; it was inactivated during incubation for 
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10 minutes at 56° or lOCPC. Incubation at 0° or 370C did not exert an 
influence on the toxicity. The toxicity was lost by filtration through a 
millipore filter. The virulence of staphylococci increased when sta
phylococci were injected with human milk and/or hemoglobin. This 
could be explained by assuming that human milk stimulated the pro
duction of toxin in vivo or the toxic effect of toxin or both. Multipli
cation in vivo of the bacteria present in the toxin had no influence on 
the toxicity. 

Immunization with toxin protected mice against a lethal challenge with 
viable staphylococci or toxin. The immunity could be transferred with 
the serum of immunized animals to non-immunized ones. Toxin caused 
no lysis of erythrocytes. Antibodies against toxin did not neutralize 
staphylococcal α-hemolysin. Toxin had no dermonecrotic potency. No 
identical protein lines from α-hemolysin and toxin were observed after 
electrophoresis. Therefore it seemed unlikely that the toxin was 
identical with staphylococcal α-hemolysin. Based on preparation and 
working the toxin is probably not identical with one of the other extra
cellular products of staphylococci. 

In conclusion it may be stated, that the effect of human milk in the 
development of anti-staphylococcal immunity could not be attributed to 
the effect of endotoxins present in milk. Neither bactericidal substances, 
nor antibodies against staphylococci, present in human milk, could be 
responsible for the effect. It was also unlikely that human milk played 
the part of an adjuvant in the development of immunity. The most likely 
explanation of the effect was that human milk stimulated the production 
and/or the toxic effect of toxin. This toxin would not only be capable of 
promoting immunity but would also be responsible for the increased 
virulence of staphylococci, when staphylococci and human milk were 
inoculated in mice. 
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S T E L L I N G E N 

I 

Moedermelk bevordert bij muizen de ontwikkeling van immuniteit tegen 
staphylococcen. 

Gyó'rgy, P . et al . , Science, 137 (1962) 338. 
Dit proefschrift. 

II 

De virulentie van staphylococcen voor muizen wordt door parenterale 
toediening van moedermelk verhoogd. 

Dit proefschrift. 

III 

Het is onjuist te stellen, dat "messenger RNA" in bacteriën steeds in
stabiel i s . 

Takagi, M. et al . , J.Gen.Appl.Microbiol., 11 (1965) 71 . 

IV 

Bij een erosie van de portio uteri verdient cytologisch onderzoek de 
voorkeur boven proefexcisie voor het opsporen van een carcinoma 
cervicis . 

Engel, F . , Academisch proefschrift, Utrecht, 1965. 

V 

De enigszins verhoogde infectiekans bij niet acidotische diabetes mel
litus berust geheel of gedeeltelijk op een hyperglucosaemie. 

Drachman, R.H. et al . , J.Exp.Med., 124 (1966) 227. 

VI 

De bepaling van het glucosegehalte in plasma of serum verdient de 
voorkeur boven de bepaling in onstolbaar gemaakt bloed. 

Henry, R.J., Clinical Chemistry, New York, 1964. 





VII 

In verband met het wisselende karakter van de symptomen van toxo
plasmosis cerebr i dient e r serologisch onderzoek op toxoplasmosis te 
worden verr icht bij iedere patient met een cerebraa l lijden, met name 
waar de witte stof is aangedaan. 

Hommes, O.R. et al. , Psychiat.Neurol.Neurochir. , 69 (1966) 241. 

VIII 

Een experimentele nephritis van het Masugi-type kan niet worden ge
ïnduceerd met autoloog gamma-globuline of complement. 

Pfeiffer, E .F . , Verh.Deutsch.Ges.Inn.Med., 68 (1962) 413. 

IX 

Een onderzoek naar de stand van zaken in de onderwijzersopleiding 
volgens de nieuwe kweekschoolwet is noodzakelijk. 

Carpay, J., Ons eigen blad, 47 (1963) 438. 

X 

De wijze waarop de "Nationaldemokratische Par te i Deutschlands", een 
politieke part i j met een nationalistisch beginselprogramma, zich d i s -
tancieert van het nationaal social isme, is zeer laakbaar. 

Das Manifest der NPD. 
"Grundsätze" van de NPD. 

R.C.Α. Sengers, 17-2-1967 








