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VOORWOORD

In 1962 deelden Gyorgyen 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 voorbehandeliﬁg met staphylococcen alleen, noch voor-
behandeling met uitsluitend moedermelk resulteerde 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 Gyorgy en
medewerkers (1962), Wij hebben onderzocht, of fracties uit moeder-
melk eenzelfde effect uitoefenden als ongefractioneerde moedermelk.
Het onderzoek werd voor het grootste deel verricht onder leiding van
Prof. Dr F,W.Zilliken. Het gelukte ons niet dec stof te isoleren, die
verantwoordelijk was voor de beschermende werking.

Tijdens deze experimenten verkregen wij echter enige gegevens over
de werkingswijze van moedermelk, Bovendien verwicrven wij een beter
inzicht in het mechanisme van de bescherming tegen staphylococcen.
Daarom besloten wijde pogingen omde 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 moedermeclk bij muizen worden vermeld,
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HOOFDSTUK I

HUIDIG INZICHT
IN DE IMMUNITEITSONTWIKKELING
TEGEN STAPHYLOCOCCEN

§ 1.1 Inleiding

Staphylococcus auveus wordt in Bergey's manual of determinative
bacteriology gerekend tot het geslacht Staphylococcus, dat behoort tot
de familie Micvococcaceae (Breed e.m., 1957). Dit micro-organisme
is bolvormig met een diameter van 0,8-1,0 4 en komt afzonderlijk, in
paren, in kortc ketens en in onregelmatige klompjes voor. De bacterie
groeit goed op gewone voedingsbodems en in bouillon, De optimale
temperatuur voor de groei is 370C, Ook onder anaérobe omstandighe-
den grocit het micro-organisme goed. Bij de bespreking van de eigen-
schappen van Staphylococcus auveus beperken wij ons tot cen samen-
vatting van enkele gegevens uit de literatuur, die betrekking hebben
op eigenschappen, die voor ons onderzock van belang zijn,

§ 1.2 Antigcne eigenschappen

Uit serologische onderzoekingen van Oeding (1960) is gebleken, dat
het oppervlak van staphylococcen bestaat uit een mozaiek van antigenen.
Een klassificatie van de antigenen op grond van localisatie, functie en
chemische opbouw is nog niet mogelijk. Dc onderzoekingen van Oeding
zijn gebascerd op antigeen-antilichaamreacties, Hij maakt onderscheid
tussen groep- en typespecifieke antigenen.

Lnige groepspecifieke antigenen zijn nader geidentificeerd, De cel-
wanden kunnen, nadat de cellen op mechanische wijze kapot gemaakt
zijn, eenvoudig door middel van gefractioneerde centrifugatie worden
geisoleerd. Uit de celwanden is door Il.ofkvist en Sjoquist (1962) een
eiwit geisoleerd, 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 precipitatiereacties worden aangetoond
(Oeding, 1965). Door de laatstgenoemde auteur is nog een ander groep-
specifiek eiwitantigeen beschreven, dat in staat is met tannine behandel-

11



de schapeérythrocyten zodanig te modificeren, dat zij met immuunse-
rum agglutineren (Ocding, 1965).

Na behandeling van de celwanden met protcolytische enzymen blijft
er ecn mucopeptide~teichomezuurcomplex over (Strominger, 1963),
Teichoinezuur is een polymeer van ribitolfosfaat, Aan het C-4 atoom
van de ribitolecnheden is N-acetylglucosamine gekoppeld in a- of f-
glycosidische binding. Aan het C-2 of C-3 atoom is alanine gebonden
door cen labicle esterbinding (Baddiley e.m., 1962), Het teichomezuur
met N-acetylglucosamine in p-glycosidische binding is identiek aan
polysacharide A, een groepspecifieck antigeen, dat door middel van pre-
cipitatiereacties aantoonbaar is. et teichoinezuur met N-acetylglucos-
amine in a-glycosidische binding is identiek aan polysacharide 263,
ook beschreven als polysacharide B (Davison e.m., 1964), Het is even-
cens cen groepspecifiek antigeen, dat door middel van precipitatie-
reacties aantoonbaar is,

Lr bestaan cen groot aantal typespecifieke antigenen, waarvan er ten-
minste 30 bekend zijn (Haukenes, 1963, 1964; llofstad, 1964). De che-
mische opbouw is onbekend, maar Oeding (1965) veronderstelt, dat de
meeste ciwitten zijn en enige polysachariden, Omdat de meeste stam-
men twee of mecer typespecificke antigenen bezitten en het antigenen-
patroon ingewikkeld is, is Oeding er niet in geslaagd Siaphylococcus
auveus in te delen in duidelijk omschreven serologische typen.

§ 1.3 Extracellulaire produkten

Staphylococcen vormen vele extracellulaire produkten, Bernheimer
en Schwartz (1961) onderscheidden na zetmeelgelectrophorese van een
kiemvrij gemaakt groeimedium 14 eiwitbandjes. Enige van deze pro-
dukten zijn uitgebreid onderzocht,

Coagulase is cen 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 vanprothrombine (Tager
en Drummond, 1965). C.R.F. is een nict geidentificeerde stof, die in
serum en ook in verschillende wecfsels voorkomt en zeker niet het-
zelfde is als prothrombine,

Bovendien inactivecrt coagulasec een factor in het serum, dic verant-
woordelijk is voor de lethale werking van serum op Staphylococcus
epidermis (Elek, 1939), De rol, die door coagulase gespceld wordt bij
het ziekmakende vermogen van staphylococcen, is niet bekend. Mis-
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schien wordt onder invloed van coagulase een fibrinemantel om sta-
phylococcen gevormd, waardoor de phagocytose wordt belemmerd, Op
serologische gronden is vastgesteld, dat de antigene structuur van co-
agulases van verschillende stammen niet identiek is.

Sommige stammen vormen een stof, de zogenaamde 'clumping fac-
tor', waardoor de bacterién 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
precursor is (Tager en Drummond, 1965).

Staphylococcen kunnen verschillende haemolysines vormen, a-hae-
molysineis een eiwit met een moleculair gewicht van ongeveer 44000,
De stof is lethaal voor muizen, konijnen en andere dieren, veroorzaakt
necrose vande huid na intracutane inspuiting bij verschillende species,
met name bijhet Guinees biggetje en veroorzaakt lysis van de erythro-
cyten van verschillende species, vooral van die van het konijn, Het is
een enzym, dat waarschijnlijk inwerkt op celmembranen, maar waarvan
het werkelijke substraat nogonbekend is (Bernheimer, 1965). Er bestaat
geen verschil in antigene eigenschappen tussen het o-haemolysine van
de cne stam en a-haemolysine van andere stammen.

B-haemolysine lyseert erythrocyten van konijnen niet, maar wel die
van anderediersoorten, onder .andere van schapen, Het mist de dermo-
necrotische en lethale eigenschappen van het a-haemolysine en is
daarvan serologisch te onderscheiden. Door afkoelen van 37°C tot 4°C
neemt de lyserende werking van p-haemolysine op erythrocyten van
schapen toe: het zogenaamde 'hot-cold-lytic effect’,

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

Naast het leucocidine, dat waarschijnlijk identiek is aan 6-haemoly-
sine, bestaat er nog een ander leucocidine. Dit leucocidine werkt op
polymorphonucleaire leucocyten en macrophagen van mens en konijn
(Woodin en Wieneke, 1966). De cellen lysercn niet, maar er treedt wel
eendestructie van granulae op onder invloed van het leucocidine, Ver-
der neemt de doorlaatbaarheid van de cel voor kationen en water toe en
tredende 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 chromatografie op 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). Casman (1958, 1960) heeft aangetoond, dat er warmte-
resistente en warmte-labiele enterotoxines voorkomen, Op serologi-
sche gronden kunnen enterotoxine A, B, C en D worden onderscheiden
(Casman e.m., 1963).

§ 2 Antibacteriele immuniteit

Smith en medewerkers (1960) hebben het verloop van een fatale in-
fectie met 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 afthankelijk van de weg
van besmetting, De proefdieren stierven in het algemeen 6 - 12 uren
na het toedienen van de staphylococcen, Smith en medewerkers hebben,
evenals Gorrill en McNeil (1963) muizen langs intraveneuze, intra-
peritoncale 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 bacterien, 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 bacteriénconcentratie een bepalende factor was voor de dood van
procfdieren, Door muizen te besmetten met zeer veel bacterien konden
Smith en medewerkers (1960) de periode tussen toedicning van bacte-
rien 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 bacterién 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
bacterien,

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 bacterien zou er voldoende a-haemolysine in het lichaam van
proefdieren gevormd worden om de dood te kunnen veroorzaken,

Indeze paragraafzullen 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 kumnen overleven,
Natocdiening van een immuniserende dosis staphylococcen vermenig-
vuldigen de bacterién zich in het lichaam van de gastheer en komen
bacteriéle produkten vrij. Zowel de bacteriecellen als de bacteri€le
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 bacteriéle produkten, Daarom
hebben wijhieronder 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 koni jnen een lethale dosis van de homologe stam;
deze werd 84-98 dagenna de laatste injectie van het vaccin toegediend.
Deze auteur kon de immuniteit met behulp van serum van geimmuni-
seerdedierenop 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 bacterien,
Acht van 17 gevaccineerde proefdieren overleefden een lethale dosis
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van de homologe stam,

Na toediening van 6 intraveneuze injecties van door formol gedode
staphylococcen aan konijnen konden Kitching en Farrell (1936) bij deze
dieren geen immuniteit waarnemen, Geen van 6 onderzochtc proefdieren
overleefde een lethale dosis van de homologe stam, Subcutane toedie-
ning van vaccin aankonijnen en muizen veroorzaakte evenmin immuni-
teit, Wel overleefden alle van 6 onderzochte konijnen en 42 van 50 on-
derzochte muizen ecn 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 bacterien, die door formol waren gedood.
Tien van 12 onderzochte proefdieren overleefden een lethale dosis bac-
terien, indien voor vaccinbereiding en 'challenge' een stam werd ge-
bruikt, die weinig a-haemolysine produceerde, Werd evenwel een stam
gebruikt, die vecl a-haemolysine produceerde, dan leidde vaccinatie
daarmee niet tot bescherming tegen een lcthale 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 wcrd gebruikt, kon Stamp een immuniteit opwekken,
ondanks het feit, dat de stam veel a-haemolysine producecrde. In het
laatste geval werden vanzelfsprekend minder bacterién in het lichaam
van het procfdier gebracht bij de 'challenge' dan bij gebruik van een
minder virulente stam. Bij zeer hoge virulentic van de bacterien zou
volgens Stamp de gevormde hoeveelheid a-hacmolysine een minder
belangrijke rol spelen bij het bepalen van de sterfte van proefdieren na
een lethale dosis staphylococcen, Deze auteur mecende derhalve, dat bij
immuniteit tegen staphylococcen immuniteit tegen de bacteriecellen
in eerste instantie de belangrijkste rol speelde, maar dat deze immu-
niteit door toxineproduktie kon worden doorbroken,

Behalve met door formol gedode bacterien kon Stamp eveneens met
succes immuniseren met een oplosbare fractie van cellen, die ultra-
soon gedesintegreerd waren, De immuniteit was alleen aantoonbaar,
indien voor de 'challenge' gebruik werd gemaakt van een zeer virulente
stam of van een minder virulente stam, die niet veel a-haemolysine
produceerde, Geen immuniteit kon worden opgewekt tegen een stam,
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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: A, B en C. Fractie B was het neerslag, dat
ontstond na extractie met trichloorazijnzuur, Na vaccinatie met fractie
B 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 metdoor warmte gedode bacterien van een stam, die
cen kapsel bezat, Vier en twintig van 32 gevaccineerde proefdieren
overlecfden een lethale dosis van de homologe stam, De dieren waren
ookimmuun tegen 4 hetcrologe 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-
debactericn waren beschermd, omdat de bacterien, die als 'challenge’
werden toegediend, efficient 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
staphylococcenbijdieren, die waren gelmmuniseerd, was toegenomen,

Uit het kapsel van een staphylococcenstam is door Morse (1962) een
phagocytose remmend antigeen geisoleerd. 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.A.). Na toediening van een
dosis antigeen overleefden 18 van 20 onderzochte muizen 50-100 LDsgg
vande homologe stam, indien deze was gesuspendeerd in mucine, (Vol-
gens grove schatting werden per muis 107 bacterién toegediend). Geen
immuniteit bestond voor 5-10 LDs( van in fysiologisch zout gesuspen-
deerde bacterien. (Volgens grove schatting werden per muis 109 bac-
terien toegediend). In 1 LD100 zijn ongeveer 1000 keer zo weinig sta-
phylococcen aanwezig, als de bacterién zijn gesuspendecrd in mucine,
als in 1 LDy, indien de bacterién zijn gesuspendeerd in fysiologisch
zout, Volgens Morse kon het grotere aantal bacterien, dat in fysiolo-
gisch zout was gesuspendeerd, niet efficient worden gephagocyteerd,
De phagocytose zou wel voldoende bacterién kunnen elimineren, als de
bacterién in mucine waren gesuspendeerd.

Morse isoleerde het phagocytose remmende antigeen (S.S.A.) uit het
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grocimedium. Naar de mening van deze enook 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 geimmuniseerd met door warm-
te gedode bacteriecellen, na intradermaleinjectie van geringe hoeveel-
heden van S.S5.A.

Door Fisher en medewerkers (1963) is uit de cellen van een kapsel
bezittende stam, een stof geisoleerd, die ‘Staphylococcal Polysacharide
Antigen' (S.P.A.)werd genoemd, Het antigeen is waarschijnlijk identiek
aan het antigeen van Morse (5.S.A.). Ook dit antigeen was in staat im-
muniteit op te wekken tegen in mucine gesuspendeerde staphylococcen,

Fisher (1962) immuniseerde muizen met kiemvrij gemaakt medium,
waarin staphylococcen waren gegroeid. De dieren waren immuun tegen
ongeveer 100 LDs(, als de 'challenge' bacterien waren gesuspendeerd
in mucine; ze waren niet immuun tegen 20 LDg(, als de 'challenge’
bacterién in fysiologisch zout waren gesuspendeerd. Misschien heeft
Fisher niet met het cellulaire 'S.S.A.'-antigeen geimmuniseerd, maar
met een extracellulair produkt, De auteur merkte echter zelf op, dat
het verantwoordelijke antigeen mogelijk identiek was aan dat van Morse
(S.5.A.).

Na immunisatie met cen phagocytose remmend antigeen waren proef-
dierenalleen beschermdtegen een lethale dosis staphylococcen, indien
debacterien gesuspendeerd waren in mucine, Na immunisatie met ge-
dode bacterién overleefden proefdieren ook een lethale dosis staphy-
lococcen, die gesuspendcerd waren in fysiologisch zout, Dat het pha-
gocytose remmende antigeen niet alleen van belang was bij het opwek-
ken van immuniteit door gedode bacterien, werd door Ekstedt (1963 a,b,
¢) duidelijk aangetoond. Deze auteur bevestigde, dat proefdieren door
vaccinatie met door warmte gedode bacterien beschermd konden wor-
den tegen een lethale dosis van de homologe stam, zowel tegen bacte-
rien, die in mucine waren gesuspendeerd, als tegen bacterién, die in
fysiologisch zout waren gesuspendecrd. 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 me-
chanische wijze gedesintegreerd en werd uit de oplosbare fractie met
ammoniumsulfaat een eiwit geprecipitecerd, 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 mecr aanwezig, maar wel tegen
staphylococcen in mucine, De auteur concludeerde, dat tenminste twee
antigenen immuniteit konden opwekken en wel: een polysacharide an-
tigeen tegen bacterien, die in mucine zijn gesuspendeerd, en een eiwit
antigeentegen bacterien, die in fysiologisch zout of in mucine zijn ge-
suspendeerd. Ook antilichamen tcgen celwanden verleenden muizen
berscherming tegen staphylococcen, die in mucine waren gesuspen-
dcerd (Ekstedt, 1965). Zowel teichoinezuur als het antigeen van Morse
(5.5.A.) konden de beschermende antilichamen uit het serum wegvan-
gen, De eiwitantigenen van Jensen en Verwey bleken hiertoe niet in
staat. Uit immunodiffusie- en immunoclectrophorescproeven bleck,
dat teichoinezuur en S.S.A, in antigecn opzicht identiek waren,

Tenslotte moge nog hetonderzoek van Gyorgy en 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 rceds 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 partiéle 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-hacmolysine opgewekte immuniteit be-~
schermde proefdieren evenwel niet tegen ecn 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 integenstelling tot antilichamen tegen a-haemolysine de pha-
gocytose van bacterien 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 is.

Andere auteurs menen, dat antilichamen tegen a-haemolysine proef-
dieren onder bepaalde omstandigheden welkunnen beschermen tegen
een lethale dosis staphylococcen, North (1959)diende aan muizen serum
tegen a-haemolysine toe, Het serum was bereid bij een paard. De procf-
diercn overleefden hierna 4 LD5q 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 bacterien 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 Farrell (1936)
konden met 'antilysines' 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 intracerebraal werd ingespoten. De
onderzoekers telden het aantal staphylococcen bij de injectieplaats en
in het perifere bloed op verschillende tijdstippen na de toediening van
de bacterién, De vermenigvuldiging van de bacterien werd door de
serumprophylaxe niet beinvloed, De auteurs meenden, dat de mortali-
teit bijdeniet geimmuniseerdedieren veroorzaakt werd door toxine(s),
dat (die) in vivo werd(en) geproduceerd. Passief germmuniseerde diercn
zoudende lethale dosis overleven door neutralisatie van toxine(s) door
antilichamen., De auteurs merkten echter op, dat het antiserum naast
antilichamen tegen a-hacmolysine ook anderc antilichamen bevatte,

Fisher (1937) vaccineerde muizen met kiemvrij gemaakt medium,
waarin staphylococcen waren gegroeid en waarin a-haemolysine aan-
wezig was, Dedieren waren beschermd tegen een lethale dosis levende
staphylococcen, Uit het medium isolecrden Robson en Fisher (1965)
twee fracties. De cne 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 geimmuniseerd 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 ecnzelfde dosis staphylococcen was toegediend, stierven reeds
na gemiddeld 1,5 dag., Het prcparaat wekte geen immuniteit op tegen
een coagulase negatieve stam (Boake, 1956),

Lominski en medewerkers (1962) immuniseerden konijnen met kiem-
vrijgemaakt 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 gein-
fecteerd met stammen van de phaaggroep 1 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 IIl staphylococcen wekte alleen
immuniteitop tegen staphylococcen van phaaggroep IlI, 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 IIl 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 bacterién zich aan phagocytose onttrekken door
een kapselantigeen, dat de phagocytose remt. Bovendien beschikken
sommige stammenover leucocidine, waardoor zij phagocyterende cel-
len kunnen elimineren,

Souckova-Stépanova 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 cen 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 stierven, 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 nie-
ren gevonden, waaruit staphylococcen werden gekwecekt, Niettemin gin-
gen na vaccinatie minder dieren dood, werden micro-organismen uit
het bloed sneller geelimineerd en was er een geringer gewichtsverlies
dan bij niet gevaccineerde dieren, In dit verband moge bij wijze van
uitzondering een onderzoek bijmensen worden genoemd. Bfinffe}‘ (1961)
vond, dat bij kraamvrouwen, dic in een ziekenhuis waren bevallen, de
frequentie van mastitis puerpcralis kleiner was, naarmate de initiale
anti-leucocidine titer hoger was,

Tenslotte willen wij nog wijzcn 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 serum een lethale dosis staphylococ-
cen, die langs intracerebrale weg werd toegediend, overleefden. Dit
werd bevestigd door Fisher (1959) en Fisher (1960a, 1961). De laatst-
genoemde auteur toonde aan, dat er geen relatie bestond tussen bacteri-
cide eigenschappen van menselijk serum in vitro en de beschermende
werking in vivo. De beschermende factor was waarschijnlijk aanwezig
in de y-globulinefractie van menselijk serum, doch niet in het serum
van niet geimmuniseerde muizen, konijnen, Guinese biggetjes en geiten,

Samenvattend kan gezcegd worden, dat staphylococcen immuniteit
kunnen opwekken bij proefdieren. De bescherming berust op een com-
plex mechanisme. De immuniteit blijkt op de eerste plaats af te han-
gen van de hoeveelheid toxine(s), die bacterien, 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
bacterién, dat als 'challenge' wordt toegediend, en van de samenstel-
ling van de vloeistof (fysiologisch zout, mucine), waarin de bacterien
gesuspendeerd zijn.

Op de derde plaats blijkt immuniteit niet alleen door bacteriecellen
te kunnen worden opgewekt, maar ook door extraccllulaire produkten,
Men kan evenwel niet met zckerheid zeggen, dat in het laatste geval
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immuniteit steeds door ¢én extracellulair produkt werd opgeweckt, om-
dat bijmenging van anderc 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 extraccllulaire
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
partiele immuniteit, die onder bepaalde omstandigheden weliswaar ef-
fectief kan zijn, maar onder andere omstandigheden kan worden door-
broken.

In dit proefschrift zullen resultaten van immunisatic 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 I1

MATERTALEN EN METHODEN

Micro-organisme: Staphylococcus auveus, Fritchie stam, gelsoleerd
uit een granuloom (Bass en Higgingbotham, 1960). De stam behoort tot
phaag type 44 A, llij produceerde a- en &-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.Gyorgy ter
beschikking gesteld.

Groeimedia: Voor het bereiden van ecn 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 gesterilisecrd en na 24 uren incubatie bij 37°C ge-
controleerd op steriliteit, De groeimedia werden tenminste een keer
per maand opnieuw bereid,

Kweken en oogsten: De staphylococcenstam werd bij 4°C op een vaste
bodem in leven gehouden, waarbij hij iedere maand werd overgeent op
eennieuwe bodem, die na 14-16 uren incubatie bij 37°C opnieuw in een
ijskast werd bewaard. Voor gebruik werd een subcultuur van de vaste
bodem in bouillon gemaakt, die gedurende 14 uren werd geincubecrd
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 bacterien in een waterbad bij 37°C geincubeerd,
totdat de optische dichtheid bij 640 mp gelijk was aan 0,70 (Coleman
spectrofotometer). De inwendige diameter van de buis was 16,8 mm.
In het algemeen werd dit bereikt na 3% uur, Daarna werden de bactericn
gedurende 30 minuten gecentrifugeerd bij 2700 omwentelingen per mi-
nuut {ongeveer 1200 x g), vervolgens gewassen met fysiologisch zout
en gesuspendeerd in fysiologisch zout,
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Bepaling van de concentratie van de bacteriesuspensie: Als maat werd
de minimale dosis gebruikt, die lethaal was voor 1009 der procfdieren
binnen 24 urenna intraperitoneale injectie. Deze dosis wordt aangeduid
met 1 LDjgo en werd bepaald met behulp van cen virulentietest, Bac-
tericn, dic 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-
teriesuspensies met opcenvolgende concentraties werden intraperito-
necaal bij muizen ingespoten. Voor iederc 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 LDj g bevatte,

Werd aande gestelde voorwaarde niet voldaan, dan werd de virulen-
tictest herhaald met suspensies met andere concentraties, Voor de
bereiding van 1 1.Dgg was in het algemeen het benodigde volume fysio-
logisch zout 3/2 x het volume bouillon, waarin de bacterien waren ge-
groeid. Bij incidentele telling bleek het aantal bacterien per 1 LDjqg
ongeveer 108 te zijn,

Voor de bereiding van andere concentraties werd het volume fysio-
logisch zout, waarin de bacterién uiteindelijk werden gesuspendeerd,
gevarieerd, Onder 1/100 I.Djgg werd cen dosis verstaan, die 100 maal
zo weinig bacterien bevattcals een dosis van 1 LDjg. Als 'challenge’-
dosis is steeds 1 LID1go gebruikt,

Moedermelk: Amerikaanse moedermelk werd ons toegezonden door
bemiddeling van Professor P.Gyorgy en Nederlandse moedermelk werd
ons gratister 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 de mclk geautoclaveerd en subcutaan of intraperitoneaal bij mui-
zen ingespoten in een volume van 0,3 ml. Indien moedermelk en sta-
phylococcen tesamen werden ingespoten, werden de staphylococcen in
cen 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 ver-
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 ecn
Beckman model L preparatieve ultracentrifuge. Kolomchromatografie
werd uitgevoerd met kiezelgel (Mallinckrodt), 100 mesh,

Proefdieren: Er werd gebruik gemaakt van mannelijke Swiss-muizen
met ecn gewicht van 18-20gram, Dedieren waren gehuisvest in het cen-
trale dierenlaboratorium van de Medische Faculteit van de Katholicke
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 (LKK2g-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 geckatetheriseerd,

Chemicalién: Behalve van eenvoudige chemicalién werd gebruik ge-
maakt van runderserumalbumine (Behringwerke), Na-penicilline G
(Mycofarm), thiomersal, Staphylococcus a-haemolysin (Wellcome Re-
search Laboratories) en endotoxine van Escherichia Coli 09¢ : B¢ 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 Elteren). Hierbij is gebruik gemaakt van de volgende methoden:

1. De X2-toets voor onafhankelijkheid in een k x r tabel, d.w.z. in een
tabel met twee ingangen met respectievelijk k 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 P opgegeven, met vermelding of deze significant
was (P < 5%)of niet (P > 5%), eventueel met extra nadruk (‘zecr signi-
ficant')als P zeer klein was, Indien deze toets een significant resul-
taatoplevert, wijstdit erop, dat de twee indelingen zeer waarschijn-
lijk niet onafhankelijk zijn.
De toets is in de tekst kortweg aangeduid met 'X2-toets',

2, De exacte toets voor 2 x 2 tabel. Voor deze toets zij verwezen naar
Rumke 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 interpretatie 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 Leden, kort-
weg de "trendtoets van Van Eeden' genoemd, Voor deze toets zij ver-
wezen naar Rumke en Van Eeden (1961), p. 87-89, Deze toets kan
allecn worden toegepast op een 2 x k tabel, waarin de indeling in k
klassen betrekking hecft op een kwantitatieve grootheid en de ande-
re op ecn ja/neen criterium. Als deze tocets tot een significant re-
sultaat leidt, kan men concluderen, dat het percentage der volgens
het criterium met 'ja' beoordeelde gevallen een systematisch (stij-
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
verwezennaar Rumke en Van Eeden (1961), p. 60-66, Deze toets kan
worden gebruikt, indien men wil onderzocken 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
dezetoets werd tweezijdig getoetst, Bij gebruik van deze toets wer-
den de tabellen van Wabeke en Van Leden (1955) geraadplecgd.

Bijdetoetsen, genoemd onder 3. en 4., werden voor 'significant' de-
zclfde criteria gebruikt als genoemd onder 1.
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HOOFDSTUK IIT

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 Gyorgy en medewerkers
(1962) te bevestigen en waar mogelijk uitte breiden. Zoals reeds eer-
der is vermeld, waren dc laatstgenoemde auteurs erin geslaagd mui-
zente beschermentegen ecn lethale dosis levende staphylococcen door
voorbehandeling met sublcthale doses levende staphylococcen en moe-
dermelk, Muizen werden een keer per dag gedurende 7 achtereenvol-
gende dagen subcutaan ingespoten met 1/100 LD, g staphylococcen en
moedermelk, Na zeven dagen rust ontvingen de proefdieren een intra-
peritoneale injectie van 1 LDjgg. 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 > 'CHALLENGE'

alle dieren ontvangen
ralledierenontvangen 1 LD g langs
1 maal per dag een intraperitoneale weg

injectie langs subcu- . . .
tane weg Registratie van hét aantal
dieren, dat de lethale do-
v sis heeft overleefd

4 v

T Y T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 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

Gaarna 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 procfopstelling

Zoals reeds in het voorwoord is vermeld, hebben wij aanvankelijk
getracht cen stof uit moedermelk teisoleren, die verantwoordelijk zou
kunnen zijn voor de beschermende werking van moedermelk, Met het
oog hierop hcbben wij de experimenten van Gyorgy en medewerkers
(1962) herhaald met fracties van moedermelk, Als controles bij deze
en andere experimenten werden steeds drie groepen proefdieren, elk
van 10 muizen, voorbchandeld met respecticvelijk a) moedermelk,
b) staphylococcen en ¢) staphylococcen en moedermelk, Een experiment
werd alleen dan als geslaagd beschouwd, indien minder dan 309 der
proefdiercn, dic waren voorbehandeld met staphylococcen alleen of met
moedermelk alleen en meer dan 709, 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 cen virulentietest bepaald cn was gelijk aan die dosis, die
24 uren na toedicning de dood veroorzaakt had van tenminste 8 van 10
proefdicren, Slechts zeer weinig experimenten moesten worden her-
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 wecrgegeven in tabel 1. De
tabel laat zien dat 240 van 282 proefdiercn een lethale dosis staphylo-
coccen overleefdenna voorbehandeling met staphylococcen en moeder-
melk. Na voorbchandeling met staphylococcen alleen of moedermelk
alleen overleefden respecticvelijk 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 proefdicren,
die waren voorbehandeld met staphylococcen alleen (P < 10‘6). Boven-
dien was het percentage van dieren, die cen 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 X 2-tocts voor een 2 x 2 tabel toegepast,

Men magdus concluderen, dat muizen, die waren voorbehandeld met
staphylococcen (7 doses, ieder van 1/100 LDjgp) en moedermelk, in
tegenstelling tot muizen die met moedermelk alleen of staphylococcen
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Tabel 1

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

Groep | Voorbehandeling n] |ni4-nj| njg4 njs |nps/np4.100

Moedermelk 270 4 266 40 17
Staphylococcen 225 2 223 52 23
Moedermelk en
Staphylococcen 307 25 282 240 85

n aantal proefdieren bij de aanvang van de voorbehandeling

nj4-n] aantal proefdieren, dat gestorven is tijdens de voorbehandeling

ni4 aantal proefdieren, dat een lethale dosis staphylococcen ontving, 14 dagen
na de aanvang van de voorbehandeling

nis 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 Kolommen P
CenB n)js  metnj4 <1076
Ben A njs met n)4 0,02
CenB nj4-ny met nj 2,10-4
Cen A nj4-nj met n) 3.10-4
Ben A nj4-nj met n) 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 stierven in de voorbehandelingsperiode, was zeer significant
hoger dan het ovcreenkomstige percentage der dicren, die werden
voorbehandeld met staphylococcen alleen (P = 2.10"4). Tussen de per-
centages van de dieren, die tijdens de voorbehandelingen met respec-
tievelijk moedermelk alleen en met staphylococcen alleen stierven,
was geen verschil aantoonbaar (P = 0,70), Bij de berckening werd ge-
bruik gemaakt van de X2-toets voor een 2 x 2 tabel,

Dc ontwikkeling van bescherming tegen staphylococcen door moe-
dermelk en staphylococcen ging dus gepaard met verhoogde sterfte
onder de procfdiercen,

Naast sterftecijfers werdenook andere criteria toegepast ter verge-
lijking van de verschillende groepen muizen, Bij iedere muis werd op
de 3e, 6¢, 9e en 13e dag door punctie van de retro-orbitale plexus een
druppel bloed afgenomen. Het bloed werd per grocp muizen samenge-
voegd., Van ieder monster 'gepoold' bloed werd het aantal leucocyten
per mm3 bepaald. Ilet gemiddelde aantal leucocyten per mm* bloed was
bij de proefdieren, die werden voorbehandeld met staphylococcen en
mocdermelk, op de genoemde dagen respecticvelijk: 6800, 10600, 10900
cn 15500, Het aantal leucocyten per mm3 bloed was op de 3e dag bij de
muizen, die werden voorbehandeld met staphylococcen, significant ho-
gerdanbijde dieren, die werden voorbechandeld met staphylococcen en
moedermelk, respectievelijk 8100 en 6800 (P = 0,03). Op de 6e en 9e
dag was er 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, respectie-
velijk 8800 en 15500 (P = 0,03), Overigens was er op geen der tijdstip-
pen cen verschil aantoonbaar tussen de aantallen leucocyten per mm
blocd bij vergelijking van de drie groepen muizen, die op verschillen-
de wijzc waren voorbehandeld. Hiervoor werd de toets van Wilcoxon
voor twee steekprocven toegepast,

Door de muizen bij de aanvang en bij het einde van de voorbehande-
lingsperiode te wegen, kon voor iedere grocp de gemiddelde gewichts-
toename per muis worden bepaald. [r was statistisch geen verschil
aantoonbaar tussende gewichtstoenamen vandedieren, 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-toets,

Bij visuele inspectie vandeproefdieren tijdens de voorbehandelings-
periode werden in het gebied van de injectieplaatsen macroscopisch
waarnecmbare afwijkingen gevonden. De afwijkingen ontstonden enige
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dagenna de aanvang van de voorbehandeling en verdwenen langzamer-
hand na de 7e dag bij de proefdieren, die werden voorbehandeld met
moedermelk of staphylococcen. Bijdeze dieren waren op de dag, waar-
op de lethale dosis werd toegediend, geen afwijkingen meer waar te
nemen, Bij de muizen, dic werden voorbehandeld met staphylococcen
en moecdermelk, namen de afwijkingen na de 7e dag nog steeds toe en
verdwenen niet voor het toedicnen van de lethale dosis. In figuur 2
zijndrie 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-
menopde Se dag van de voorbehandelingsperiode en laat zien, dat alle
muizen een geringe afwijking vertoonden, In figuur 3 is een muis af-
gebeeld, die voorbehandcld 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 tocname 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 aanproefdieren,die waren voorbehandeld met staphylococcen
enmoedermelk en opde 14e dag na de aanvang van de voorbchandeling
een lethale dosis hadden overleefd, een tweede lethale dosis werd toe-
gediend, bleek, dat dcze dieren dit wederom overleefden. In tabel 2 is
weergegeven, dat op de 25e, 45¢e, 75¢ 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 cen lethale dosis opde 14e dag hadden over-
leefd, eentweede lethale dosis overleefden, Bijtoepassing van de trend-
toets van Van Eeden bleck, dat het percentage der dieren, die de le~
thaledosis overleefden, geen aantoonbaar verloop met de termijn ver-
toonde (P = 0,14),

Het blijkt dus, dat proefdieren, die een lethale dosis staphylococcen
op de l4e dag na de aanvang van de voorbchandeling met moedermelk
en staphylococcen hadden overleefd, tenminste tot op de 105e dag na de
aanvang van de voorbchandeling waren beschermd.,

Indien aan proefdieren, dic 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).

Tabel 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 Aantal
werd toegediend na aanvang| dieren

van de voorbehandeling

Aantal dieren,
dat een 2e lethale dosis
staphylococcen overleefde

25 6 6
45 28 27
75 44 42
105 23 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, 45¢, 75¢ en
105e dag na de aanvang van de voorbehandeling een tweede lethale do-
sis overleefden (tabel 2),

Uit deze gegevens blijkt,datdieren, die onmiddellijk na het beéindi-
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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Tabel 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 .
” Aantal dieren,
van de voorbehandeling, Aantal .
i ) dat een lethale dosis
waarop een lethale dosis dieren
. overleefde
werd toegediend
15 20 19
30 20 20
40 20 12
50 19 11
70 19 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-
wcekte immuniteit berustte op de vorming van antilichamen, hebben wij
onderzocht ofde immuniteit door middel van serum van voorbehandel-
de dieren kon worden overgedragen op niet-voorbehandelde diercn.

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 gescpareerd, 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 ecn 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 overlcefden, zecr significant hoger was dan
het percentageder dieren, dic niets of fysiologisch zout hadden ontvan-
gen (P < 10-6). Tussen de proecfdicren, die nict waren voorbehandeld
en de proefdieren, waarbij fysiologisch zout was ingespoten, was geen
verschil aantoonbaar. Evenmin was er enig verschil aantoonbaar tus-
sen de beide met serum behandelde groepen, welke op de 3le dag na
hettoedienen van het serum een lethale dosis staphylococcen was toe-
gediend (P = 1).

Tabel 4

Passieve immunisatie van muizen met behulp van antiserum
van met sublethale doses levende staphylococcen en moedermelk
geimmuniseerde dieren

. Aantal
Groep | Voorbehandeling dicren nj n31
A fysiologisch zout 10 1 n.g.
B antiserum 21 21
C geen 21 2 n.g.
D [|antiserum 20 n.g. 0

ng aantal proefdieren, dat werd voorbehandeld

n]  aantal proefdieren, dat een lethale dosis 1 dag na toediening van antiserum
overleefde

n3) aantal proefdieren, dat ecn 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 Kolommen P
Ben A nj met ng <10-6
BenC nj met ng <10-6

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

Deze proeven toonden aan, dat de door voorbehandeling met staphy-
lococcen en moedermeclk opgewekte immuniteit met behulp van serum
van voorbehandelde dieren was over te dragen op niet-voorbehandelde
dieren.
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2,5 Invloed van verschillende doses staphylococcen

Uit de literatuur is het bekend, dat toediening van alleen staphylo-
coccen aan proefdieren immuniteit kan opwekken, Het leek ons van be-
lang na tegaanof er - 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 nict met gelijktijdig toedienen van moeder-
melk, De verschillende concentratics werden bereid door een suspen-
sie staphylococcen, die overeenkwam met 1 LDjgg, 10, 100 of 1000
maal te verdunnen,

Na voorbehandeling met 1/1000, 1/100 en 1/10 LDj g overleefden
respectievelijk 4 van 20, 6 van 20 cn 13 van 18 proefdieren cen lethale
dosis. De gegevens zijn samengevat in tabel 5,

De relatieve overlevingsfrequentic van de lethale dosis na voorbe-
handeling met 1/10 LDy was significant hoger dan die na voorbehan-
deling met 1/100 LDjgg (P = 0,02), doch cr was geen verschil aan-
toonbaar tussen de overlevingsfrequenticsna voorbehandeling met 1 /100
en 1/1000 LDy gg. Na voorbechandeling met dezelfde concentraties sta-
phylococcen, maar gecombineerd met moedermelk, overleefden res-
pectievelijl. 10 van 20, 15 van 18 cn 11 van 11 proefdieren een lethale
dosis,

De relatieve overlevingsfrequentic van de lethale dosis na voorbe-
handeling met 1/100 LDjgg en moedermelk was significant hoger dan
die na voorbehandeling met 1/1000 LDjgg en moedermelk (P= 0,04 ),
Tussen de voorbehandelingen met 1/100 en 1/10 I.D1gq was in dit op-
zicht geen verschil aantoonbaar, llet percentage proefdiercn, dat de
lethale dosis overleefde, was na voorbehandeling met 1/100 LDjgg en
moedermelk significant hoger dan na voorbehandeling met dczelfde
dosis staphylococcen zonder moedermelk (P = 10-3). Bij de andere
gebruikte doses staphylococcen was het effect van de toevoeging van
moedermelk op de overlevingsfrequentie wel aanwezig, doch statistisch
niet significant, Bovendien zijn in tabel 5 dc aantallen proefdieren
weergegeven, die zijn gestorven tijdens de voorbehandelingsperiode,
Tijdens de voorbehandeling met 1/1000, 1/100, 1/10 en 1 LDj g sta-
phylococcen zonder moedermelk sticrven respectievelijk 0, 0, 2 en 20
proefdieren, Tijdens de voorbehandeling met dezelfde concentratics
staphylococcen, maar gecombincerd met mocdermelk, stierven res-
pectievelijk 0, 2, 9 en 20 proefdiercn. In tabel 1 is weergegeven, dat
bij voorbehandeling met 1/100 LD g staphylococcen 2 van 225 en bij
voorbehandeling met dezelfde concentratie staphylococcen en moeder-
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melk 25 van 307 proefdieren sticrven in de voorbehandelingsperiode.
Deuitkomsten vande in deze paragraaf vermelde proeven komen hier-
mee overeen,

Tabel 5

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

Groep| Voorbehandeling | n1 |ny4-n)| nj4 n)s |nps5/nj4-100
Al | 1/1000 LDjog 20 0 20 4 20
A2 moedermelk en

1/1000 LDjqg 20 0 20 10 50
B1l |1/100 LDjgo 20 0 20 6 30
B2 moedermelk en 20 2 18 15 80

1/100 LDjqo
Cl |1/10 LDigo 20 2 18 13 72
c2 moedermelk en

1/10  LDjgo 20 9 11 11 100
D1 |1 LDjgo 20 20 0 n.g.
D 2 moedermelk en

1 LDjoo 20 20 0 n.g.

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 Kolommen P
BlenB2 njs met njy4 10-3
ClenB1l nis met nj 4 0,02
B2enA2 n)s met nj 4 0,04
C2enCl nj4-n] met n) 0,03
ClenD1 nj4-n] met nj <10-6
B2enC2 nj4-nj metnj 0,03
C2enD2 ny4-n) metnj 10-4

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 LDjgg staphylococcen en moedermelk, was
significant hoger dan die van dieren, die uitsluitend met 1/10 LD100Q
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staphylococcen werden voorbehandeld (P=0,03). Bij hogere en lagere
concentraties staphylococcen kon geen inviced van het al of niet toe-
vocgen van moedermelk worden aangetoond. Het percentage der dieren,
dic tijdens de voorbehandeling stierven, steeg met de concentratie
staphylococcen, zowel zonder als met toediening van moedermelk.
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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 achterecnvolgens de le, 2e, 3e en 4e dag van de voorbchandeling,
Van boven naar beneden zijn deze percentages aangegeven voor verschillende
doses staphylococcen, respectievelijk A:1, B:1/10, C: 1/100 en D: 1/1000 LDj (0.

o staphylococcen ®m staphylococcen en moedermeik

De stijging was significant bij de overgang van 1/10 op 1 LD10(, bij
voorbehandcling met staphylococcen zonder moedermelk (P < 10-6),
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De stijging was eveneens significant bij de overgang van 1/100 op 1/10
LDjgo (P = 0,03) en de overgang van 1/10 op 1 LDjgg (P = 10-%) bij
voorbchandeling met staphylococcen en mocdermelk, 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 le, 2e, 3e en 4e dag van de voorbehande-
lingsperiode. Van de 53 dieren, die de voorbehandeling niet overleef-
den, stierf 729 op de le 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 ecn sterkere immuniteit, Een aantal
dicren 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 hcbben 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 procfdieren een le-
thale dosis overleefden, Werd tijdens de voorbehandeling moedermelk
subcutaan en staphylococcen intraperitioncaal 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 wecrgegeven, dat, indien 10 proefdieren tijdens de voor-
behandeling slechts cen injectie staphylococcen in een concentratie van
1/100 LDj gg ontvingen, geen ervan een lethale dosis overleefde, Indien
tegelijkmet de toediening van staphylococcen of op verschillende tijd-
stippen erna, moedermelk werd gegeven, en wel 7 doses op 7 achter-
ecnvolgende dagen, overleefden meer dan 709 der procfdieren de le-
thale dosis, als de ecrste injectie van moedermelk was gegeven op de
Sedagof eerder. Indien de eerste injectie van moedermelk op de 6e of
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Tabel 6

Invloed van moedermelk
op dec ontwikkeling van immuniteit tegen staphylococcen bij muizen,
indien stahylococcen en moedermelk op verschillende plaatsen
werden ingespoten

Groep Voorbehandeling Route ny Njy4 njsg
mocedermelk sc

A 1/100 L.D|go ip 10 10 8
moedermelk ip

B 1/100 LD} 0o sc 10 10 7

C moedermelk sc 10 10 0

D 1/100 LDjgo sc 10 10 2
moedermelk sc

E 1/100 LD1go sc 10 10 o

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

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

Groepen Kolommen P Toets
AenB Nnjs5 met nl4 0,023 exacte toets

(2 x 2 tabel)
A,BenE ny5 met nj4 0,54 X2-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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Tabel 7

Invloed van moedermelk op de ontwikkeling van immuniteit
tegen staphylococcen bijmuizen, indien staphylococcen en moedermelk
op verschillende tijdstippen werden ingespoten

Groep Voorbchandeling op de dagen ny |nyalngs
1| 2| 3| 4] 5{ 6 7| 8| 9|10(11]12]13
A MSMIMIM|MIM|M 10 (10|10
B SIMIMIM(IM|M|M|M 10 |10 | 10
Cc S M(IM|IM|IM|M[{M|M 1010} 9
D S MIM|IM|IM(M|MM 10110 8
E S MIM|IM(M|IM|M|M 10|10 9
F S MIM|IM|[M|IM|M|M 10 (10| 1
G S MIMIMIM|IM|\M{M|10}] 9| O
H S 1010} O
I MIM[(M|M{M{M|[M 1010 1
J S| S| S|S|{S|S}sS 10|10 2
K [MS|MS |MS MS |MS MS [MS 10|10 |10

S 1/100 LDy g0

M moedermelk

SM  1/100 LDjgp 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 ondcrzoeken of ecn bepaaldc 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 x g) konden room, een waterige
laag en eenneerslag worden gesepareerd. Indien de room vervolgens in
de preparatieve ultracentrifuge werd gecentrifugeerd bij 100000 x g,
konden een 'gele' laag, een 'witte' laag, een 'waterige’ laag en een neer-
slag worden gesepareerd. Berckend naar drooggewicht vormdede room
18% en de 'witte' laag van de room 7% van de hele melk, In daarmede
overeenkomstige concentraties werden de room en de 'witte' laag van
de room getest evenals de andere fracties, waarvan de concentraties
cveneens op basis van de verhouding van het drooggewicht werden ge-
kozen,
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Tabel 8§

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

Groep Voorbehandcling nj |np4|nys
A Moedermelk 10| 10 1
B 1/100 LDy o 10110} 2
C 1/100 LDjgg en moedermelk 10| 10| 8
D 1/100 LDjgg en room van de melk 20| 20| 15
E 17100 LDj g en de ontroomde melk 20| 20} 2
F 1/100 LDjqq en de gele laag van de room 20| 20 12
G 1/100 L.Dj g en de witte laag van de room 20| 20| 20
H 1/100 LD g en de waterige laagvanderoom | 20| 20| 3
1 1/109 L.Djpg en het CM- oplosbare deel van 20! 201 13

de witte laag
] (11/109 LD'100 en het CM- onoplosbare deel van 20| 20| 2
e witte laag

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 njg en nj4

Groepen P
A,BenC 0,002
F,GenH <10-5
DenE <10-4
FenG 0,0033
G en H <10-6
F en H 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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denna vaccinatie met staphylococcen en moedermelk of met staphylo-
coccen en room, Wel werd een significant verschil gevonden tussen de
aantallen proefdieren, dic een lethale dosis overleefden na voorbehan-
deling met staphylococcen en room of met staphylococcen en waterige
laag (P < 10-4). Ookwaser 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 = 10-9), en na 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 diercnex-
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 geequilibreerd
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 geclueerd. Derhalve lijkt het waar-
schijnlijk, dat de verantwoordelijke factor(en) geinactiveerd 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 diercnexperimenten, Bij herhaling bleken verschillende
fracties enige bescherming te kunnen opwekken,

Verder werd de melk zonder voorafgaande bewerking na ontdooien
geextraheerd met althanol-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-cther bij40C aan mclk was toegevoegd, werd het geheel na 24 uren
gefiltreerd. 'Activiteit’ werd in wisselende mate zowel in het neerslag
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-
risecerd en daarna gedroogd. Hierna werd dit poeder tot de verzending
gedurende langere of kortere tijd bij kamertemperatuur bewaard. In-
dienproefdieren metdezemelk en 1/100 LDjgg staphylococcen werden
ingespoten, kon geen immuniteit worden aangetoond. Op verzock werd
ons ook enige melk toegezonden onmiddellijk na het drogen, Deze
melk had ecnzelfde 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) gemactiveerd,

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

§ 3 Beschouwingen

Na voorbehandeling van muizen met staphylococcen (7 doses, ieder
van 1/100 LD o) overleefde 23% der dieren een lcthale dosis staphy-
lococcen. Werden de proefdieren voorbehandeld met eenzelfde dosis
staphylococcen gecombincerd met moedermelk, dan overleefde 859
der dieren. Na voorbehandeling met alleen mocdermelk 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 bacterién, die
proefdieren op aspecifieke wijze beschermen tegen een lethale do-
sis staphylococcen. Springer en medewerkers (1961) hebben vast-
gesteld, dat niet-geimmuniseerde muizen een lethale dosis staphy-
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lococcen, dic 16-48 uren na inspuiting van endotoxines werd toege-

diend, overlecefden, Geen of slechts weinig proefdieren overlcefden

een lethale dosis staphylococcen, indien hét endotoxine meer dan

72 of minder dan 5 uren voor de bacterien werd toegediend. De ny-

pothese, dat de beschermendc werking van moedermelk op dit me-

chanisme berust, kan op grond van de volgende waarnemingen wor-

den uitgesloten:

a, Proefdicren overleefden cecn lethale dosis, die 24 of 48 uren na
het inspuiten van moedermelk werd toegediend, niet (tabel 7).

b, Proefdiercnoverleefden wel een lethale dosis, als deze 3 of meer
dagen na het inspuiten van moedermelk werd toegediend.

. Moedermelk bevat ecn 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.

. Moedermelk bevat antistoffen tegen staphylococcen, die proefdieren

tegen een lethale dosis staphylococcen beschermen. Antilichamen

kunnen in moedcrmelk aanwezig zijn, zoals onder andere door Mi-

chaels (1963) voor antilichamentegen 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 vande 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 algemcen 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 beschcrming tegen een lethale do-
sis staphylococcen (tabel 7).

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 1V worden onderzocht,

Moedermelk bevordert de vermenigvuldiging van staphylococcen
en/of de vorming van toxines door staphylococcen, ten gevolge waar-
van deimmuniserende werking groter wordt en de virulentie hoger,
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Het aangrijpingspunt ligt in dit geval bij de bacterien. Dcze 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
effectenkan sorteren. Gyorgy en medewerkers (1962) vermeldden, dat
koemelk weliswaar geen gelijkwaardig, maar wel enig effect had. Uit
ongcpubliceerde waarnemingen van Dr [E,.Schmidt en van schrijver
dezes bleck, dat een identick effect op het immuniserende vermogen
van staphylococcen eveneens kon worden opgewekt met betrckkelijk
ecnvoudige chemische verbindingen,

Samenvatting

Muizen, die waren voorbehandeld met staphylococcen (7 doses, icder
van 1/100 LD] g ) ecn mocdermelk, waren, in tegenstelling tot muizen,
die met moedermeclk alleen of met staphylococcen alleen waren voor-
behandeld, beschermd tegen een lethale dosis levende staphylococcen
vande homologe stam, Dc ontwikkeling van de bescherming tegen sta-
phylococcen door staphylococcen en moedermelk ging gepaard met
verhoogde sterfte onder dc 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, Proefdicren, die een lethale dosis staphylococcen op de
l4e dag na de aanvang van de voorbehandeling met staphylococcen en
mocdermelk hadden overleefd, waren tenminste tot de 105e dag na de
aanvang van de voorbehandeling beschermd, Ook dieren, die onmid-
dellijk na het beeindigen 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 tocgediend,
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. Ecn aantal dieren stierf tijdens de voorbehande-
lingsperiode. De sterfte tijdens de voorbehandelingsperiode hield ver-
band met de grootte van de dosis toegediende staphylococcen, llet ef-
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fect 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 LDj() afzonderlijk werden tocge-
diend, mits het interval tussen het toedienen van beide inocula kleiner
was dan 6 dagen, Proefdieren konden door staphylococcen en bepaalde
fracties van moedermelk geimmuniseerd worden tegen staphylococcen.
De voor het effect van mocdermelk 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 bacterien 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 onderzocknaar de werking van moedermelk
en endotoxines vermeld. Bovendien werd onderzocht, of moedermelk
de vorming van antistoffen tegen albumine zou kunnen stimuleren.

§ 2 Resultaten

2,1 Vergelijking van cffecten 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 sorteren.
Het effect van moedermelk en endotoxines op de lichaamstemperatuur
en de bezinkingssmelheid van de erythrocyten werd bepaald. Konijnen
werden subcutaan ingespoten met endotoxine (50y per injectic) en/of
moedermelk volgens het schema, dat in tabel 9 is aangegeven. Bij alle
dieren werd enige tijd voor de injccties en 8 uren erna de lichaams-
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 statistische analyse wel-
iswaar niet onmogelijk, doch weinig zinvol,
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Tabel 9

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

rll(l(;;l BSg| BSz2 | BS3| BS4 | BSs | BSg |[BS36|BS37|BS38|BS39|BS40{| THo|THg'|THg"
Al 3 4 5 7 S 7 3 4 S 7 5 |]38,8]38,6|38,9
A2 3 2 2 4 3 3 2 4 4 4 2 |1 38,8(38,4(39,0
A3| 2 3| 2] 2] 2| 3| 3| s| 3| 3|39038,6/39,1
Bl 3 2 3 2 3 2 1 6| 38 | 27 23 (1 39,1}38,9]39,7
B2 4 3 4 4 3 2 1 8 15 16 12 || 38,5/38,3{39,3
B3 4 2 2 4 2 2 1 3 5 4 5 ||38,7| 38,6( 39,2
Cl 1 3 4 5 4 2 1 8 11 12 23 ||38,7|39,4| 39,4
C2 2118 35]| 40| 15 3 1 3 5 4 8 |[|38,4| 39,5} 39,0
C3 2112 24| 28| 37 3 2 6 S| 11| 18 |}38,6(39,4]39,3
D1 2 4119 | 18} 25 39,4
D2 2 91 32| 40 | 51 39,3
D3 2 7 10 16 | 20 39,4

BS,, 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 B1, B2 en B3 ontvingen op dag 1 moedermelk en op dag 36 endotoxine,
De konijnen C1, C2 en C3 ontvingen op de dagen 1 en 36 endotoxine,

De konijnen D1, D2 en D3 ontvingen op dag 36 endotoxine,

Het bleek, dat na toediening van endotoxine de lichaamstemperatuur
ende bezinkingssnelheid van de crythrocyten stegen. Vijf van de 6 ko-
nijnen reagcerden op de eerste injectie endotoxine met een verhoogde
bezinkingssnelheid (groepcn C 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 O van 3 (P = 0,095).
De lichaamstemperatuur liep evenmin op na toediening van moeder-
melk,

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

De antistoftiters werden door middel van een passieve haemaggluti-
natiereactie volgens Boyden (1951), zoals beschreven in Campbell
(1963), bepaald, Albumine werd geabsorbeerd aan de oppervlakte van
met tannine behandelde schapeerythrocyten, Daarna werden deze ery-
throcyten toegevoegd aan een tweevoudige verdunningsserie van serum,
dat tevoren 30 minuten bij 56°C was geinactiveerd, Uiteindelijk werd
een 0,15%-ige suspensie van erythrocyten verkregen, Ook buisjes voor
het opsporen van spontanec agglutinatie werden steeds ingezet, De titer
was hetomgekeerde van de hoogste verdunning van het serum, waarbij
nog cen 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 geimmuniseerd
met albumine en moedermelk, Een hoge antistoftiter werd gevonden
bijmuizen, die waren geimmuniseerd met albumine en adjuvans, Daar-
entegen waren er geen antistoffen aantoonbaar in een verdunning van
1 : 4 in sera van muizen, die waren geimmuniscerd met albumine of
met albumine en moedermelk,
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Tabel 10

Invloed van moedermelk
op de ontwikkeling van antistoffen tegen runderserum albumine

1 1]dst.1p' . Titer van agglutinerende antistoffen
na eerste injectie
van albumine A B C D E

(dagen)
15 16 32 - - 64
20 270 220 - - 2048
25 320 320 n.g. n.g. n.g.
30 380 350 - - 9012

n.g. niet getest

A gemiddelde antistoftiter van 3 konijnen, die waren geimmuniscerd met albumine

B gemiddelde antistoftiter van 3 kenijnen, dic waren geimmuniseerd met albumine
en moedermelk

C gemiddclde antistoftiter van 25 muizen, die waren geimmunisecrd met albumine

D gemiddelde antistoftiter van 25 muizen, dic waren geimmuniseerd met albumine
cn moedermelk

E gemiddelde antistoftiter van 25 muizen, die waren geimmuniseerd met albumine
en adjuvans

Uit deze procven 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 moedermelk, waarvan bckend 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, maaropdecaanwezigheid 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 ende 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 hocveelheid antilichamen tegen albumine vor-
men, indien dedieren 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 vande lichaamstemperatuur, noch van de bezinkingssnclheid
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
dezebacterién of op produkten ervan, Wij hebben daarom nagegaan, of
staphylococcen een toxinec 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 ecigenschappen 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 heparine, Een hoeveelheid van 4 ml muizenbloed werd ge-
durende 2 uren in een schudbad bij 37°C geincubeerd 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 LDy . Na de incu-
batiepcriode werd het gehele incubatiemengsel gecentrifugeerd bij
100 000 x 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 LDjp van staphylococcen werden bij de bepaling van de sterkte
van het toxine 3 verdunningen intraperitoneaal bij muizen ingespoten.
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Het volume van hetinoculum was 0,5 ml, Voor iedere verdunning wer-
den 10 muizen gebruikt, Wij hebben aangenomen, dat de verdunning,
diededood van 8 van 10 procfdieren veroorzaakte, 1 LDjgg per 0,5 ml
bevatte, De registratie van het aantal dieren, dat een injectie van toxi-
nc overleefde, geschiedde na 24 uyxen. Voor de bereiding van 1 LDjqg
moest de bovenstaande vlocistof in het algemeen worden aangevuld tot
10 ml,

Tabel 11

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

Bestanddelen van medium .
.. . s Aantal proefdieren
tijdens incubatie in vitro
Staphylo- Bloed Moedermelk | Ingespoten | Gestorven
coccen

- + - 10 0
- - + 10 0
+ - - 10 0
- + + 10 0
+ - + 10 0
+ + - 10 1
+ + + 10 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: O van 10 en 1 van 10 ten
opzichte van 10 van 10 (tabel 11) zo cvident was, werd hierop niet ge-
toetst. De exacte betrouwbaarheidsgrenzen 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).

Deproeven toonden aan, dat er tijdens de incubatie van staphylococ-
cen met moedermclk en muizenbloed gedurende 2 uren bij 37°C 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,

Tabel 12

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

Groep in]é)lil;;i‘e’ar(ln?; ) Aantal prgefdieren
) Ingespoten Gestorven
A 0 10 0
B 15 10 1
C 30 10 1
D 60 10 5
E 120 10 10
F 180 10 0

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

Groepen P
DenE 0,03
CenD 0,14
DenF 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. Metde exactetoets (2 x 2 tabel) werden alleen de kritieke ver-
schillen tussende 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 959 be-
trouwbaarheidsgrenzen voor een steekproef van 10 proefdieren per
tijdsinterval kon geconcludeerd worden, dat na een incubatieperiode
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van 120 minuten zovecl toxine was gevormd, dat 69,2-100% der proef-
dieren stierven. Indien wordt aangenomen, dat alle proefdieren, die na
een incubatieperiode van 120 minuten gestorven waren, ook gestorven
zouden zijnna een incubatie gedurende 180 minuten, dan zouden na 180
minuten 19 van 20 proefdieren door het toxine zijn gestorven, De 959
betrouwbaarheidsgrenzen hiervan zijn: 75,1-99,9%,.

Tabel 13

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

Groep pHy pip pHy-pHy, Aantal proefdieren
ingespoten| gestorven

A 4,1 4,8 -0,7 8 0
B 5,5 5,7 -0,2 10 3
C 6,1 6,1 0 10 4
D 6,6 6,3 0,3 10 4
i 7.1 6,7 0,4 10 6
F 7,5 6,9 0,6 10 8
G 8,0 7,2 0,8 10 10
I 8,5 7,4 1,1 10

I 10,0 8,1 1,9 10 1

pHy pH voor de aanvang van de incubatie
pHn pH na afloop van de incubatic

Overschrijdingskansen bij vergelijking van telkens twee groepen
wat betreft de sterftepercentages

Groepen P
EenG 0,09
GenH 0,01
Den G 0,01

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

Uit tabel 13 blijkt, datde sterfte van proefdieren afhankelijk is van
dezuurgraad van het incubatiemedium, De exacte toets werd toegepast
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op cen 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 cn 8,0 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: 0,3 na instelling op 6,6 en 1,9 na instelling op 10,0, Het
omgekeerde gebeurde, indiende pH lager dan op 6,1 werd ingesteld. De
rangorde volgens zuurgraad bleef voor en na de incubatie dezelfde, Het
verband tussende lethaliteit van de toxines en de zuurgraad van de in-
cubatiemedia is weergegeven in figuur 3,

STERFTE (%) 100

]

80

60

w0

20
0 : : . . —~——— ZUURGRAAD
4 5 6 7 8 9 10 (pH)

Figuur 5
Verband tussen de hoeveelheid staphylococcentoxine
gevormd gedurende incubatie in vitro
en de zuurgraad van het incubatiemedium
Staphylococcen werden geincubeerd 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 ende 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 cn
8,5.
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2.3 Invloed van haecmoglobine op toxincvorming

IIlet bleek, dat, wanneer muizenblocd en moedermelk tesamen werden
geincubeerd, er lysis van de erythrocyten optrad. In deze gevallen
moest na centrifugeren de bovenstaande vloeistof tenminste 200 x ver-
dund worden, alvorens de extinctie bij 410 mp bij eenoptische 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,

|
|

A B C D

Figuur 6
Papierelectrophorese van staphylococcentoxine
De volgende mengsels werden gedurende 2 uren bij 37°C geincubeerd en daarna
gecentrifugeerd bij 100.000 x g.

A moedermelk en muizenbloed
B staphylococcen en muizenbloed
C 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 doo:
haemoglobine van muizenerythrocyten. Haemoglobine werd bereid doot
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 bij90000x 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,
Daarma werd de haemoglobine-oplossing gesteriliseerd door filtratie
door een milliporefilter,

Tabel 14

Invloed van moedermelk, muizenbloed, muizenplasma

en muizenhaemoglobine op de vorming in vitro van toxine
door staphylococcen

Bestanddelen van medium .
. ) c s Aantal dieren
tijdens incubatie in vitro
Groep
Staph, | Bloed |Plasma Haerrxo- Moeder | inge- |gestor-
globine | melk | spoten ven
A + - + - + 10 0
B + + - - + 10 9
C + - - + + 10 10
D + - - + - 10 1
E - - - + + 10 0
F - - - + - 10 0

Overschrijdingskansen bij vergelijking van de sterftecijfers

Groepen P
BenC 1
BenD 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
cn Solomon (1961). Bij toepassing van de exacte toets bleck, dat in
plaats van bloed haemoglobine kon worden toegevoegd met hetzelfde
cffect (I’ = 1).

i A B C
E260 0 8 0
' i [
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1200 -
1000
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200

0 . . ~ Buisno,

} 1'01 20 30 4o'f 50 60
1 11 I

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 geélueerd 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 mp . De getallen boven de haken (¢ ?) geven het
aantal gestorven dieren aan na inspuiting van toxine, dat was bereid door staphy-
lococcen metdeovereenkomstige fractie in plaats van met haemoglobine van mui-
zenerythrocyten te incuberen, leder toxine-preparaat werd aan 10 dieren toege-
diend.

Verder hebben wij het haemoglobine gezuiverd volgens Wagner en
Ieinecke (1965), De auteurs maakten gebruik van CM-Sephadex en elu-
eerden met oplopende concentraties NaCl, Het hacmoglobine werd even-
wel gedialyseerd tegen een Na-fosfaatbuffer (0,005 M) pH 6,5 en 0,1
M NacCl. De voorbehandeling van de Sephadex en het wassen van de ge-
stapelde kolommen geschiedden metdezelfde buffer. Een clutiediagram
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 mp. werden de fracties
A, B en C verzameld, gedialyseerd engevriesdroogd. De hoeveelheid
eiwit inde fracties B en C wisselde, naar onze.mening, met de ouder-
dom van het hacmoglobine, Wij hebben hiervoor de juiste verklaring
niet gezocht, omdat bleek, dat slechts de fractie B in staat was tot
toxineproduktie,

Dezec proeven toonden aan, dat voor de bereiding van staphylococcen-
toxine muizenbloed vervangen kon worden door haemoglobine van mui-
zcnerythrocyten, Het bleek, dat de werking ecrvan berustte op cen frac-
tie.

2.4 Invloed van verschillende doses staphylococcen en moedermelk
op toxinevorming

Indien staphylococcen uitsluitend met muizenbloed werden geincu-
becrd, werd er toch toxine gevormd (zie tabel 11), Daarom hebben wij
nader onderzocht, of moedermeclk 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 proefdiercn werden dezelfde bovenstaande vloeistoffen en
bovendien 0,3 ml moedermelk intraperitoneaal ingespoten, Verder wer-
den suspensies staphylococcen in dezelfde concentraties geincubeerd
met haemoglobine en moedermelk en vervolgens gecentrifugeerd, De
bovenstaande vloeistoffen werden evencens bij muizen ingespoten, De
bovenstaande vloeistoffen werden in alle proeven steeds aangevuld tot
10 ml, voordat zij bij de procfdieren werden ingespoten.

De sterfte van de muizen is wecrgegeven in tabel 15, De vorming
van toxine nam in alle gevallen toe met de dosis staphylococcen. Sta-
tistisch 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 LDjgg (P = 0,057), Indien staphylococcen uitsluitend met
haemoglobine werden geincubeerd en de bovenstaande vloeistof hier-
van tesamen met moedermelk werd ingespoten, was de sterfte van
proefdieren voor iederc dosis staphylococcen het grootst (kolom 3).
Het verschil tussen de aantallen gestorven dieren was bij vergelijking
van kolom 3 metkolom 1 en kolom 2 voor de dosis 1 LLDj g significant
(P =0,003), |

Uit deze proeven kan men concluderen, dat er 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 procfdieren tevens moedermelk
werd toegediend.

Tabel 15

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

Dosis Kolom
staphylococcen 1 9 3
1/100 LDjqq 0 0 1
1/10 LDjqpg 2 0 4
1 LDjigo 3 3 10
10 LDjigo 9 4 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 vande sterftecijfers in steeds 2 kolommen
per dosis staphylococcen

. Kolommen
Dosis staphylococcen
1len2 len3 2end
1/100 LDy oo - - 1
1/10 LDjgpo 0,47 0,63 0,09
1 LDjoo - 0,003 0,003
10 LDjoo 0,057 - 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 millipore filter,

Voor deze proeven hebben wij toxine gebruikt, dat bereid was door
staphylococcen met hacmoglobine te incuberen; het toxine werd tesa-
men mct moedermelk bij muizen ingespoten,

Acht ml toxine werd gedialyseecrd tegen cen 50-voudig volume fysio-
logisch zout gedurende 24 uren bij 4°C. Daarna werd de inhoud van de
dialyschuls aangevuld tot 10 ml. Het niet dialyseerbare deel van het
toxine veroorzaaktededood van 9 van 10 onderzochte proefdicren, Het
dialysecrbarcdeel bleek niet toxisch te zijn. Dit werd getest, nadat de
buitenvlocistof, na dialyse tegen gedestilleerd water, was geconcen-
treerd tot 10 ml. Het toxine werd gedurende 10 minuten geincubecrd
bij 0°, 379, 56° of 100°C. Na incubatie bij 0° of 37°C ging het toxine
niet verloren, Na toediening vande bij 0° en 37°C geincubeerde toxines
stierven respectievelijk 10van 10 en 9 van 10 proefdieren, Na incuba-
tie bij 56° of 100°C was geen toxine meer aantoonbaar.

Het toxine werd gefiltreerd door cen millipore filter en daarna bij
procfdieren ingespoten. Geen van de proefdieren stierf na toediening
van het gefiltreerde toxine, Het leck 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 geincubeerd met en zonder haemoglobine en het aantal bac-
tericn geteld voor en na de incubatieperiode en na het centrifugeren,

Intabel 16 zijn de aantallen micro-organismen vermeld, In dezelfde
tabel is ook weergegeven, dat de bovenstaande vloeistof van het me-
dium, waarin staphylococcen en hacmoglobine waren geincubeerd, le-
thaal was voor 9 van 10 proefdieren, terwijl de bovenstaande vloeistof
van het medium, waarin staphylococcen zonder haemoglobine waren
geincubeerd, geen sterfte veroorzaakte. De vloeistoffen bevatten res-
pectievelijk 2,8 x 104 en 2,5 x 104 bacterién per 0,5 ml (d.i. de dosis,
die per muis werd ingespoten),

Uit deze proeven bleek, dat het toxine niet dialyseerbaar was. Het
toxine werd geinactiveerd tijdens incubatie gedurende 10 minuten bij
560 of 100°C, Incubatie bij 0° of 37°C had geen invloed op het toxine,
Na filtratie door een millipore filter was geen toxine meer aantoon-
baar,
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Tabel 16

Aantallen staphylococcen in onderscheiden stadia van toxinebereiding

Aantal Aantal
. staphylo- | Sterfte [staphylo- | Sterfte
Stadia . . . .
coccen |bij muizen| coccen |bij muizen
per ml (1) per ml (2)

Voor incubatie 2.10° n.g. 1,4.109 n.g.

Na incubatie 3,4.109 n.g. 2,4.109 n.g.

Na centrifugeren 5.5.104 9/10 4,9.104 0/10

Na filtratic

door millipore n.g. 0/10 n.g. 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 naar 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 naar de invlocd van
moedermelk cn haemoglobine op de virulentie van staphylococcen.

Muizen werden intraperitoneaal ingespoten met staphylococcen al-
leen (grocp A), met staphylococcen cn moedermelk (grocp B), met
staphylococcen en hacmoglobine (groep C) en met staphylococcen,
moedermelk en haemoglobine (groep D). De proef werd uitgevoerd met
verschillende concentratics staphylococcen. Per muis werden 36 mg
moedermelk en 20 mg haemoglobine ingespoten. Het volume van ieder
inoculum was 0,3 ml.

Tabel 17 geceft een overzicht van de sterftecijfers voor iederc cate-
gorie. Het bleek, dat de virulentie van de staphylococcen tocnam door
toevoeging van moedermelk en/of haemoglobine, Voor muizen, die wa-
ren ingespoten met 1/10 I.Djpg staphylococcen was het verschil in
sterfte tussen dicren van groep A cn dieren van achtereenvolgens de
groepen B, C en D significant, De overschrijdingskans bij vergelijking
van O van 10 en 7 van L0 proefdieren met de exacte tocts (2 x 2 tabel)
is 0,003.
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Tabel 17

Invloed van toediening van moedermelk en haecmoglobine aan muizen
op de virulentie van staphylococcen

Dosis Aantal gestorven muizen
staEZl(;i(l)icSccn A B C D
1 LDioo 10 10 10 10
1/3 LDjgo 7 10 10 9
1/10 LDjgg 0 9 7 10
1/30 LDjgp 0 6 3 10
1/100 I.D1gg 0 2 1 7
1/300 LDjgg 0 0 0 3

muizen ingespoten met staphylococcen alleen

muizen ingespoten met staphylococcen en moedermelk (36 mg/muis)

muizen ingespoten met staphylococcen en haemoglobine (20 mg/muis)

muizen ingespoten met staphylococcen, moedermelk (36 mg/muis) en haemo-
globine (20 mg/muis)

ledere groep bestond uit 10 muizen,

ooz >

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 bijvergelijking vande sterftecijfers in horizontale richting

Dosis staphylococcen Kolommen P
1/10 LDjoo AenC 0,003
1/30 LDjgo AenB 0,005
1/100 LD10g0 AenD 0,003
1/100 L.D1go BenD 0,06
1/100 LDjoo CenD 0,02

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

2.7 Invloed van bacterién in het toxine

Uit de in paragraaf2.5 beschreven proeven bleek, dat er in toxine-
preparatenna 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 er onder dieren, dic met penicilline zijn behandeld en daarna
met toxine zijn ingespoten, geen of minder sterfgevallen voorkomen.

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

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

§ 3 Beschouwingen

Na incubatiec van staphylococcen met muizenbloed en moedermelk
bij 379C werd een stof *) gevormd, die toxisch was voor muizen. Er
werd cenonderzoek verricht naar de invloed van enkele factoren op de
vorming van deze stof (toxine).

Na filtratie door een millipore filter bleek in het filtraat gcen toxi-
sche werking meer aantoonbaar te zijn. Gebhardt (1962) vond, dat
coagulase door filtratic door een millipore filter werd geinactiveerd,
Aangezien het toxine tijdens filtratie werd geinactiveerd, moest een
ongcfiltreerd toxinepreparaat worden gebruikt. lierin waren nog le-
vende staphylococcen aanwezig. Het is echter onwaarschijnlijk, dat
deze bacterién verantwoordelijk waren voor het toxische effect op
grond van de volgende waarnemingen:

a, Het toxine werd door een incubatie gedurende 10 minuten bij 56°C
gemactiveerd, Staphylococcen worden onder dergelijke omstandig-
heden niet gedood.

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

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

* Door het ontbreken van een chemisch zuiver preparaat kon niet worden uitge-
.o
maakt of er sprake was van een of meer toxines. Eenvoudigheidshalve wordt
slechts gesproken over ecn 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 haemoglobinede virulentie van staphylococcen verhoogde, Dit
zou kunnen berusten op ecn stimulercnde werking van moedermelk en
haemoglobine op de vorming van toxine in vivo, of op de toxische wer-
king van toxine, of op beide. Mocdermelk bleek bovendien invloed uit
te ocfenen 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 37°C werd cen toxine gevormd, dat lethaal
was voor muizen, De vorming van het toxinc was afhankelijk van de in-
cubatieduur en de zuurgraad van het medium. De toxineproduktie was
hoger na incubatie gedurcende 2 uren dan na incubatie gedurende 1 uur
of korter. Het pH-optimum voor de toxincproduktie lag tussen 6,6 en
8,5. Voor de bereiding van staphylococcentoxine kon muizenbloed ver-
vangen worden door het haemolysaat van muizenerythrocyten. Het
bleek, datde werking ervan berusttc op eén 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 geinactiveerd tijdens incubatie gedurende 10 minuten bij 56°
of 100°C, Incubatie bij 0° of 37°C 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.
Bovendicn hebben wijonderzocht, of het toxine identiek was aan a-hae-
molysine, een extracellulair produkt van staphylococcen.

§ 2 Resultaten

2.1 Actieve immunisatie met toxine

Muizen werden op de gebruikelijke wijze geimmuniseerd met sta-
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 LD, go- De verdunningen werden gemaakt
met fysiologisch zout, Eén week na de laatste injectie ontving een deel
van de proefdieren ecn lethale dosis staphylococcen of toxine, terwijl
de overige dieren werden verbloed,

In tabel 18 is weergegeven, dat 9 van 10 muizen, die waren geimmu-
niseerd met staphylococcen en moedermelk, een lethale dosis staphy-
lococcenoverlecfden, Vijftien van 15 proefdieren, die op dezelfde wijze
waren geimmuniseerd, overleefden een lethale dosis toxine. Indien
proefdieren met toxine waren geimmuniseerd, dan overleefden 19 van
20 proefdieren een lethale dosis staphylococcen en 17 van 20 ecn le-
thale dosis toxine, Van de 3 dieren, die de lethale dosis toxine niet
overleefden, sticrven er 2 door een overgevoeligheidsreactie.

Toetsing van de in de tabel vermelde gegevens met de exacte toets
toonde aan, dat er 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 249,

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

Tabel 18

Immuniserend vermogen van toxine van staphylococcen bij muizen

Groep | Voorbehandeling Ng ng Ngo ng N¢g

1/100 LDjgg

1 en moedermelk 25 10 ? 15 15
2 toxine 40 20 19 20 17
3 geen 20 10 1 10 0

ng aantal proefdieren, dat werd voorbehandeld

ng aantal dieren, dat ecn lethale dosis staphylococcen ontving
ngo aantal diercn, dat een lethale dosis staphylococcen overlecfde
ny aantal dieren, dat een lethale dosis toxine ontving

ny, 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 249, gevonden,

2.2 Passieve immunisatic met toxine

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

Inde vorige paragraaf is reeds vermeld, dat enige dieren, die waren
geimmuniseerd met toxine, werden verbloed. Ook enige muizen, die op
de gebruikelijke wijze waren geimmuniseerd met levende staphylococ-
cen en moedcrmelk, werden 7 dagen na dc laatste injectie verbloed,
Vandit serum of van serum van muizen, die waren geimmuniscerd met
toxine, werd 0,2 ml bij niet-voorbehandelde dieren intraveneus inge-
spoten. Eén dag later ontvingen de muizcn een lethale dosis levende
staphylococcen of toxine. De gegevens over passieve immunisatie te-
gen staphylococcen met antiserum tegen staphylococcen zijn reeds
vermeld in hoofdstuk I1I (tabel 4).

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

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

Tabel 19
Passieve immunisatie met toxine van staphylococcen bij muizen
Groep | Voorbehandeling No Ng Ngo ng Nto
, |antiserum tegen 41 21 21 20 20
staphylococcen
9 ant}serum tegen 40 20 11 20 17
toxine
3 |fysiologisch zout 20 10 1 10 0
4 |geen 41 21 2 20 0

no aantal proefdieren, dat werd voorbehandeld

ng aantal proefdieren, dat een lethale dosis staphylococcen ontving
ngo aantal proefdieren, dat een lethale dosis staphylococcen overleefde
ny aantal proefdieren, dat een lethale dosis toxine ontving

Ny aantal proefdieren, dat een lethale dosis toxine overleefde

Overschrijdingskansen bij vergelijking van verschillende sterftecijfers

Groepen Kolommen P
len2 Ngo 0,0005
len2 N¢o 0,23

2 Ngo Met ngo 0,08
2enl Ngo 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 onderzocken, of het
in vitro gevormde toxine identick was aan a-haemolysine. Op de eer-
ste plaats hebben wij de haemolytische cigenschappen van het toxine
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onderzocht,

Aan ecn tweevoudige verdunningsserie van het toxine in fysiologisch
zout in een volume van 0,5 ml werd 0,5 ml van ecn 2%-ige suspensie
van erythrocyten toegevoegd. De hoogste concentratie van toxine kwam
overeen met 1 LDjgg. De erythrocyten waren afkomstig van mensen,
schapen, konijnen en muizen.De buisjes werden gedurende een uur bij
kamertemperatuur geincubeerd en daarna nog ecn 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 sta-
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 titer was niet dezelfde voor
verschillende soorten erythrocyten.

Tabel 20

Onderzoek op lytische werking van g-haemolysine en toxine
van staphylococcen met erythrocyten van verschillende specics

Species Verdunningen, die 1009, lysis veroorzaakten
a-haemolysine Toxine
Mens 1:2 geen lysis
Schaap 1:8 geen lysis
Konijn 1:32 geen lysis
Muis 1:4 geen lysis

Opde 2e plaats hebben wij onderzocht, of antiserum tegen staphylo-
coccen en antiserum tegen toxine antilichamen bevatten tegen a-hae-
molysine van staphylococcen. Hiervoor werden dezelfde sera 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 konijneerythrocyten, 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 37°C werd aan alle buisjes 0,5 ml van een
2%,-ige suspensie van konijneérythrocyten toegevoegd. Na cen uur in-
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cubatie bij 37°C werd delysis afgelezen, Ook controlebuisjes voor het
opsporcn van spontane lysis werden in alle gevallen ingezet,

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

Tabel 21

Lysis van konijnecrythrocyten na incubatie met een mengsel
van a-haemolysine en antiserum tegen staphylococcen
of antiscrum tegen toxine

Antiserum Antiserum

Serumverdunningen A
tegen staphylococcen tegen toxine

1/1 -
1/2 -
1/4 -
1/8 -
1/16 -
1/32 -
1/64 -
1/128
1/256 +
1/512 +

I+
+ + + + + + + + o+ o+

Verder hebben wij toxine en a-haemolysine tesamen geélectropho-
reerd. Een clectropherogram van a-hacmolysine 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-haemolysine dermonecrose veroorzaakte, Het bleek, dat intra-
cutaan toegedicnd toxine in cen concentratie van 1/5 LDjgg geen der-
monecrose bij konijnen veroorzaakte,

Uit deze procven bleck, 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)
B a-haemolysine

C haemoglobine van muizenerythrocyten
De electrophorese geschiedde bijconstante 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 literatuur wordt gewezen op verschillende mechanismen, die
verantwoordelijk kunnen zijn voor de lethaliteit door staphylococcen.
Zoals reeds in het cerste hoofdstuk is opgemerkt, kan in vitro gepro-
duceerd o.-haemolysine dedood van muizen veroorzaken. Kapral (1965)
heeft aangetoond, dat na toediening van een lethale dosis staphylococ-
cen zoveel a-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-
opstelling was 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 eén fractie zijn te localiseren. Antiserum tegen
a-haemolysine is steeds in staat de 3 eigenschappen te neutraliseren
{(Bernheimer, 1965), Bovendien zijn alle 3 eigenschappen even gevoelig
voor warmte (Manohar e.m., 1966). Het door ons beschreven toxine
veroorzaakte in tegenstelling tot o.-haemolysine geen lysis van erythro-
cyten van verschillende diersoorten. Qok bleek a-haemolysine niet
gencutraliseerd te worden door antiserum tegen toxine, Verder ver-
oorzaakte het toxine in tegenstelling tot a-hacmolysine geen dermone-
crosebijkonijnen, Niettemin is het denkbaar, dat het toxine toch gelijk
was aan a-haemolysine, doch dat de concentratie te laag was om lysis
van schapecrthrocytente geven. Bernheimer (19635) heeft met een voor
ongeveer 709 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 LDjgg 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 a-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 o - 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 verantwoordclijk waren voor de bescher-
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ming. Elek (1959) staat, mijns inziens terecht, zeer kritisch ten op-
zichte vande opvatting, dat acticve of passieve immunisatic met a-hae-
molysine bescherming kan verlenen tegen staphylococcen, 1ij meent,
datimmunisatie met a-hacmolysine slechts resulteert in cen verleng-
de overlevingstijd van de muis, Karpal (19635) kon na toedicning van
antiscrum tegen a-haemolysine slechts een verlengde overlevingstijd
na toedicning van een lethale dosis staphylococcen vaststellen.

Indienwij op grond van bovengenoemde gegevens aannemen, dat im-
munisatie met a-haemolysine niet leidt tot cen 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.

c. Bercidingswijze

Voor optimale vorming van a-haemolysine in vitro worden in de li-
teratuur verschillende methoden aangegeven (zie Elek, 1939; Bern-
heimer en Schwartz, 1963). Goede resultaten werden verkregen, indien
de bactericn gedurende 72 uren in een medium bij neutrale pli, waar
CO9 door werd geleid, werden gekweekt.

Het door ons beschreven toxine was rceds gevormd na een korte
incubatie (tabel 12) bij 37°C bij een hoge pH (tabel 13),

Op grond van bovengenoemde gegevens mag het hoogst onwaarschijn-
lijk geacht worden, dat het toxine identiek is aan a-haemolysinc. Geen
der andcre extracellulaire 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 massale intravasale stolsels (Tager cn Drummond, 1948),
Op grond van de bereidingswijze en de werking van het toxine mogen
we aanncmen, dat het waarschijnlijk evenmin identiek is aan éen der
andere extracellulaire 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 neutrali-
seerde a-haemolysine van staphylococcenniet, Het toxine had geen der-
monecrotische eigenschappen. Op het electropherogram waren geen ge-
meenschappelijke eiwitbandjes van toxine en a-hacmolysine aanwezig,
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BESCHOUWINGEN EN SAMENVATTING

Muizen, die waren voorbehandeld met staphylococcen (7 doses, ieder
van 1/100 LDjqq) 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 allcen waren
voorbehandeld. De ontwikkeling van de bescherming tegen staphylococ-
cen door dit micro-organisme cn moedermelk ging gepaard met ver-
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, Proefdiercn, die een lethale dosis staphylococcen
op de l4e 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 voorbchandeling beschermd. Ook dieren, die on-
middellijk na het be€indigen van de voorbehandelingsperiode geen le-
thale dosis hadden ontvangen, waren tot ongeveer de 30e dag in sterke
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 Gyorgy e.m.
(1962) over hct 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 serum van voorbehandelde dieren over te dragen op niet-voorbe-
handelde dieren. Vaccinatie met allcen 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 resul-
teerde in een sterkere immuniteit. Een aantal dieren stierf tijdens de
voorbehandelingsperiode, De sterfte tijdens de voorbehandeling hield
verband met de grootte van de dosis toejediende staphylococcen. Het
effect van moedermelk trad ook op, indien staphylococcen en moeder-
melk in plaats vantesamen langs verschillende wegen werden ingespo-
ten. Het effect van moedermelk op de immuniteit tegen staphylococcen
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bleef cvenecns behouden, indien moedermelk (7 doses) en staphylococ-
cen (1 dosis van 1/100 LDjg) afzonderlijk werden toegediend en het
interval tussen het toedienen van beide inocula kleiner was dan 6 da-
gen, Proefdicren konden door staphylococcen cn bepaalde fracties van
moedermelk eveneens beschermd worden tegen een lethale dosis sta-
phylococcen. De voor het cffect van moedermelk verantwoordelijke
stof(fen) was (waren) waarschijnlijk aanwezig in cen 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 bacterien kun-
ncn bevatten, dic procefdieren 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, nict overleefden, maar
wel een lethale dosis, alsdeze 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 inspuitcn 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
naeen injectie van 1/100 LD]gg staphylococcen werd toegediend, ont-
stond er geen bescherming tegen ecn lethale dosis staphylococcen,

Moedermelk zou als adjuvans bij de ontwikkeling van immuniteit
kunnen fungeren. Moedermelk veroorzaakte, in tegenstelling tot endo-
toxines van gram negatieve bactericn, 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 allecn., 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 aanwczigheid van endotoxines in de moedermelk, welke
de vorming van antistoffen tegen verschillende antigenen kunnen sti-
muleren, Evenmin was het waarschijnlijk, dat de werking van moeder-
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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 37°C werd een stof (toxine)
gevormd, die lcthaal was voor muizen, De vorming van het toxine was
afhankelijk van de incubaticduur en de zuurgraad van het medium, Dec
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 bleeck 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 geinactiveerd tijdens
incubatie gedurende 10 minuten bij 56° of 100°C. Incubatie gedurende
10 minuten bij 0° of 379C had geeninvloed 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 moedermeclk en hacmoglobine op de
vorming van toxine in vivo, of op de toxische werking van toxine, of op
beide. Muizen, die met penicilline waren bchandeld om de vermenig-
vuldiging van in toxinepreparaten aanwezige staphylococcen te rem-
men, waren even gevoelig voor toxine als niet-bchandelde muizen,

In vitro gevormd toxine was in staat bij muizen immuniteit op te
wekken tegen levende staphylococcen. Evenzo wckten levende staphy-
lococcen immuniteit op tegen toxine. De immuniteit tegen toxine kon
passief worden overgedragen. let in vitro gevormde toxine lyseerde
geen erythrocyten, Antiserum tegen toxinc ncutraliseerde a-haemoly-
sine van staphylocccen niet. Het toxine had geen dermonecrotische
eigenschappen. Op het electropherogram warcn geen gemeenschappe-
lijke eiwitbanden van toxine cn 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 is aan a-haemolysine. Op grond van bereidingswijze en werking
mag worden aangenomen, dat het waarschijnlijk evenmin identiek is
aan ¢cén van de andere extracellulaire produkten,

Concluderend moge gesteld worden, dat de invloed van moedermelk
op de ontwikkeling van immuniteit tegen staphylococcen niet toege-
schrcven kon worden aan de werking van daarin voorkomende endo-
toxines. Antilichamentegen staphylococcen, die in moedermelk zouden
kunnen voorkomen, waren evenmin verantwoordelijk voor het effect,
Hetzelfde gold voor bactericide stoffen. Moedermelk speclde waar-
schijnlijk niet de rol van adjuvans bij de ontwikkeling van immuniteit,
Daarcntegen was de werking van moedermelk waarschijnlijk te danken
aan de invloed van moedermeclk op de vorming en/of werking van een
staphylococcentoxine, Dit toxine zou niet alleen in staat zijn immuni-
teit op te wekken, maar ook oorzaak kunnen zijn van de verhoogde vi-
rulentie, die werd waargenomcen, indien staphylococcen tesamen met
moedcrmelk aan muizen werden toegediend.
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SUMMARY

Pretreatment with staphylococci (7 sublethal doses of 1/100 LDjgg
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 lcast 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
Gyorgy 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 betransferred 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 prctreatment. The death
rate increcased 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 pretrcatment with human milk alone did not result in protec-
tion against staphylococci; the cream of human milk had the same
cffect 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 arose,

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-
teria. 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 stimulate 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,

[Tuman 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 37°C for 2 hours a toxin
which was lethal for mice, was formed. The production depended on
timeof incubation and pH of the medium. More toxin was formed after
incubation for 2 hours than for 1 hour or less, 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 sti-
mulated the effect of toxin in vivo, This could be explained by assum-
ing that human milk stimulated the toxic cffect 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 100°C. Incubation at 0° or 37°C 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 inthetoxin had no influcnce on
the toxicity.

Immunization with toxin protected mice against a Iethal challenge with
viable staphylococci or toxin. The immunity could be transferred with
the serumof immunized animals to non-immunized ones, Toxin caused
no lysis of erythrocytes. Antibodies against toxin did not neutralize
staphylococcal a-hemolysin. Toxin had no dermonecrotic potency. No
identical protein lines from a-hemolysin and toxin were observed after
electrophoresis, Therefore it seemed unlikely that the toxin was
identical with staphylococcal a-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 partofan 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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STELLINGEN

[

Moedermelk bevordert bijmuizende ontwikkeling van immuniteit tegen
staphylococcen.

Gyorgy, P. et al., Science, 137 (1962) 338,

Dit proefschrift,

I

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

111

Het isonjuist te stellen, dat "messenger RNA" in bacterien steeds in-
stabiel is.
Takagi, M. et al,, J.Gen.Appl.Microbiol,, 11 (1965) 71,

v

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,

Vv

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 cerebri dient er serologisch onderzoek op toxoplasmosis te
worden verricht bij iedere patient met een cerebraal 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-
induceerd 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

Dewijze waarop de "Nationaldemokratische Partei Deutschlands”, een
politieke partij met een nationalistisch beginselprogramma, zich dis-
tancieert van het nationaal socialisme, is zeer laakbaar.

Das Manifest der NPD,

"Grundsatze" van de NPD.

R.C.A. Sengers, 17-2-1967
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