Bacteriology. — Merkwaardige voor de eigen individualiteit van den
bacteriophaag pleitende eigenschappen van drie uit grachtwater
geisoleerde bacteriophagen. Door Prof. P. C. FLu. (Aangeboden
door Prof. Dr. J. v. D. HOEVE.)

(Communicated at the meeting of June 30, 1934).

In 1928 beschreef ik de eigenschappen van enkele bacteriophagen (A,
B, C en E) door mij uit het water van de Doelengracht te Leiden ge-
isoleerd. De stammen A en C verkreeg ik door het door papier gefiltreerd
grachtwater met coli, den stam B door dit water met Flexner en den stam E
door het met choleravibrionen vermengd 24 uur bij 37° C. te bebroeden.

A en C werden nauwkeurig onderzocht en beschreven. Deze bacterio-
phagen hadden de eigenaardigheid, dat zij zoowel op pestbacterién als
op Shiga- en colibacterién lytisch werkten. Vooral A en C vertoonden
dit duidelijk. B en E hadden spoedig na de isolatie reeds een minder
krachtige werking op coli- en Shigabacterién.

Behalve deze eigenschap vertoonden zij het merkwaardige verschijasel,
dat zij na verwarming gedurende een uur bij 56° C. de eigenschap pest-
bacillen op te lossen behielden, maar niet meer in staat bleken, coli- of
Shigabacterién op te lossen. Had men de verwarmde, op coli- en Shiga-
bacterién inactieve phagen, één a tweemaal op pestbacterién overgeént,
dan werd het vermogen om behalve pest- ook coli- en Shigabacterién op te
lossen herkregen.

Deze eigenschap behielden de phagen A en C ook, nadat men hen
20 maal hetzij op pest, hetzij op coli- of op Shigabacterién overentte.

Ik concludeerde, dat deze phagen een eigenschap vertoonden, die voor
hen en niet voor de bacterién waarop zij werden voortgekweekt kenmer-
kend was. Daar zij deze eigenschap onafhankelijk van het milieu waarin
zij zich vermeerderden behielden, besloot ik tot hun autonoom zijn en
beschouwde ik ze als soortvreemd aan de bacterién waarop zij zich ver-
meerderden 1).

Na een voordracht van DEN DOOREN DE JONG, waarbij bleek dat hij
phagen uit grachtwater verkregen niet als echte phagen meende te moeten
beschouwen, besloot ik de phagen A, B, C, die ik sedert 1928 geregeld
op pestbacillen had overgeént, opnieuw te bestudeeren en te onderzoeken

1) Die Natur des Bakteriophagen von Prof. P. C. FLU. Nederl. Tijdschr. voor
Hygiene, Microbiologie en Serologie. Deel 2. 1928.

Zentralbl. f. Bakt. Parasit. und Inf. krank. Orig. Bd. 113. 1929.

Acta Leydensia Edita etc. Scholae Medicinae Tropica. Deel III. p. 193—202.
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of zij de vroeger voor hen kenmerkende eigenschappen nog behouden
hadden.

Bij dit onderzoek bleek reeds spoedig, dat A alle onderzochte Shiga-
stammen (6 in getal) goed oploste; B werkte alleen op een der 6 stam-
men en wel op Shiga 150, terwijl C op geen der 6 stammen werkte.

Door enkele passages via Shiga 150 werd B veranderd in een op alle
overige 5 stammen krachtig werkenden phaag.

De vloeistof in de buis met phaag C en Shiga 150 werd gefiltreerd en
het filtraat nog eens onderzocht op Shiga 150. Pas na de 4e passage was
een lichte lysis te bespeuren, die na nog enkele passages via Shiga 150
krachtiger werd. Toen loste de phaag niet alleen Shiga 150, maar ook
de 5 andere Shigastammen op. Een nader onderzoek leerde dat het lang
niet steeds gelukte den phaag C voor Shiga te regenereeren. Pas later werd
duidelijk, dat de ouderdom van het filtraat hierop van invloed was.

Zes jaren na hunne isolatie en geregelde onafgebroken voortkweeking
op pestbacillen, hadden dus de phagen A, B en C zich niet onbelangrijk
van elkaar gedifferentieerd.

Bij het verdere onderzoek kwamen nog meer verschijnselen en ver-
schillen voor den dag.

Het bleek, dat het lysaat van pestbacillen verkregen door middel van
de phagen A en B zoowel! ongefiltreerd als gefiltreerd op Shiga 150 werkte.
Van den phaag C loste het ongefiltreerd lysaat van pestbacillen, niet alleen
pestbacillen maar ook Shiga 150 krachtig op. Filtreerde men dit lysaat
door een kaars van Chamberland L. 3, door een Berkefeld of door een
Seitz filter, dan verloor het filtraat de eigenschap Shiga 150 op te lossen
maar bleef krachtig op pest werken. Terwijl 10—8 cc. van het filtraat
pestbacillen oploste, bleken 8 cc. van het filtraat in refracta doses van
0.2 cc. onderzocht zonder eenigen invloed op Shiga 150.

Het bleek, dat men de phagen A, B en C door ze snel achtereen, met
tusschenpoozen van een dag, op pestbacillen over te enten zoo virulent
kon maken tegenover Shiga 150 en andere Shigabacterién, dat ook het
filtraat van C nog op Shiga 150 werkt, en deed zich dus de inactiveerende
werking van de filtratie op den phaag C niet meer gelden.

Laat men dergelijke snel op pest voortgekweekte phagen lang bij kamer-
temperatuur (15° C.) staan, dan blijft voor alle drie de werking op pest-
bacterién behouden; phaag C verliest de werking op Shiga 150 reeds na
enkele dagen, B na weken en soms na maanden, terwijl A niet constant
maar soms na maanden staan eveneens tegen Shiga 150 onwerkzaam
wordt.

Ent men A, B en C gedurende tijden geregeld op Shiga 150 over, dan
heeft ook nu de filtratie door kaarsen geen inactiveerende werking op
den phaag van C tengevolge en kan men de phagen, ook die van C weken
na de filtratie laten staan, zonder dat de activiteit tegen pest of Shiga
verandert,

Nog een andere merkwaardige eigenschap kwam aan het licht. A en B
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vertoonden nog steeds het verschijnsel om na verwarming gedurende een
uur bij 56° C. onwerkzaam te worden op Shigabacterién.

Het verschijnsel kan nu echter in tegenstelling met wat in 1928 gecon-
stateerd was alleen worden gedemonstreerd als men gefiltreerde lysaten
verwarmt. Verwarmt men de ongefiltreerde lysaten, dan is de invloed der
verwarming op de phagen A en B niet duidelijk uitgesproken, soms in het
geheel niet waarneembaar.

Bij den op pest overgeénten, maar niet gefiltreerden phaag C was de in-
activeerende werking na 56° C. ten opzichte van de lysis van Shiga 150 wel
te bespeuren. De gefiltreerde phaag C kon niet op inactiveering door ver-
warming tot 56° C. worden onderzocht, daar deze phaag reeds door de
filtratie onwerkzaam werd voor Shiga 150.

Vergelijkt men het gedrag der phagen A, B en C thans, 6 jaren na
hunne isolatie en na geregelde overenting op pestbacterién met hetgeen
omtrent hun gedrag zes jaar geleden werd geconstateerd dan blijkt:

a. dat de phaag A het meest constant gebleven is;

b. dat de phaag B in zijn vermogen Shigabacterién op te lossen is achter-
uitgegaan, maar toch nog zoo kan worden geactiveerd, dat hij alle
daarop onderzochte Shigabacterién oplost.

c. dat de phaag C het meest veranderd is en het vermogen Shigabacterién
op te lossen verliest:

1. Na lang staan van den herhaald op pest overgeénten phaag.

2. Na filtratie van een vooraf op Shiga werkend ongefiltreerd versch
lysaat door Chamberland, Berkefeld of Seitzfilters.

3. Na verwarming gedurende een uur bij 56° C.

Van dit merkwaardige gedrag van C zou men verschillende verklaringen
kunnen geven. Men zou kunnen veronderstellen dat de phaag C in afwij-
king van de conclusie, waartoe ik in 1928 kwam, toch nog een mengsel is
van pest en Shigaphagen; dat bij het ouder worden van den phaag de
concentratie van de Shigaphagen afneemt, terwijl die van de pestphagen
onveranderd blijft en dat bij filtratie door kaarsen de pestphagen worden
doorgelaten en de Shigaphagen worden tegengehouden.

Deze veronderstellingen zijn onhoudbaar. De phaag C is thans meer
dan 200 X op pestbacterién overgeént, zonder gedurende dien tijd ook
maar een enkele maal met Shigabacterién te zijn samengebracht.

Bestond hij uit een mengsel der beide phagen, die elk slechts specifiek
op de bij hen behoorende bacillen kan worden overgeént, dan zou reeds
lang een reiniging van den pestphaag moeten zijn opgetreden. Dit is niet
het geval, zooals het onderzoek van een verschen niet gefiltreerden phaag C
leert. Een dergelijke ongefiltreerde phaag heeft een hooge lytische werking
ten opzichte van Shigabacterién.

Het vermogen van ouden of gefiltreerden phaag C om Shigabacterién
op te lossen kan men regenereeren b.v., door den phaag op pestbacillen te
doen inwerken. Ent men daarna den ongefiltreerden phaag herhaaldelijk op
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Shiga over, dan blijkt hij ook na lang staan of na filtratie door de boven-
genoemde kaarssoorten lytisch op Shigabacterién te werken.

Zelfs het snel achter elkaar overenten met telkens ingeschakelde filtratie
door Chamberland L. 3 van den phaag C op pest, dus zonder dat men hem
in contact brengt met Shigabacterién, doet niet alleen de virulentie tegen
pest, maar ook die tegen Shiga toenemen en dan hebben noéch het lange
staan noch de filtratie een inactiveerenden invloed.

Vergelijkende titratie van pestbacteriophagen A en C die, nadat ze
sedert 1928 meer dan 200 X via pestbacillen zijn voortgekweekt, worden
onderzocht, nadat ze nog eens 10 en 20 X elk voor zich via pest en Shiga-

bacillen zijn gekweekt.

Naam van den phaag en wijze Titer van den Phaag ten opzichte van
van voortkweeken. de gevoelige microbe
na+200 na=+210 na = 220
passages passages passages
Pestphaag A via pest overgeént 10—8 10—9 10—
en onderzocht tegen pest.
Pestphaag A via pest overgeént 10—4 10—2 10—3
en onderzocht tegen Shiga.
Pestphaag A via Shiga overgeént 10—38 10—8 1) 10—s3
en onderzocht tegen pest.
Pestphaag A via Shiga overgeént 10—38 10— 10—3 3)
en onderzocht tegen Shiga.
Pestphaag C via pest oyergeént 10—8 10—9 10—s8
en onderzocht tegen pest.
Pestphaag C via pest overgeént 10— 10—2 4) 10—2 4)
en onderzocht tegen Shiga.
Pestphaag C via Shiga overgeént 10—8 10—9 2) 10—¢6
en onderzocht tegen pest.
Pestphaag C via Shiga overgeént 10—2 10—7 10—

en onderzocht tegen Shiga.

II. Een tweede verklaring zou men van het verschijnsel kunnen geven
door aan te nemen, dat de bacteriophaag van complexen aard is en dat
wij hier in de gelukkige omstandigheid verkeeren, dit aan den phaag C
te kunnen demonstreeren.

1) wvanaf 10—9 is de lysis niet volkomen.

2) wvanaf de verd. van 10—2 geen lysis.

3) van 10—9 af niet volkomen lysis.

4) N.B. Bij de zoo snel op elkaar volgende overenting en filtratie van Pestphaag C
via pest heeft de filtratie door CHAMBERLAND L3 geen volkomen inactiveerende werking
op de lysogeniteit ten opzichte van Shiga.
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Hij zou dan moeten bestaan uit een stabiele kern, die reeds blijkt pest-
bacterién te kunnen oplossen. Deze kern zou ook Shigabacterién kunnen
oplossen, indien zij geactiveerd wordt door een nog onbekende stof, die
door jonge zich deelende pestbacterién wordt gevormd. Men kan n.l. de
inactieve phagen weer regenereeren door ze slechts eens op pestbacillen
over te enten.

Deze substantie zou dan in oude filtraten te gronde gaan, worden
geinactiveerd door verwarming gedurende een uur tot 56° C. en door
filters worden geadsorbeerd.

Deze veronderstelling is niet nieuw.

BORDET en CiUCA wezen er op, dat lysabele microben eerst moeten
groeien voor zij door den phaag worden opgelost. Volgens hen moet de
microbe eerst iets van een oplosbare substantie afscheiden voor het ver-
schijnsel der lysis optreedt1).

PauL HAUDUROY verdedigde eveneens de stelling van den complexen
aard van den phaag. Men zou hebben een component, die zich ten koste
van de microbe vermeerderde en een door de lysabele microbe gesecer-
neerde substantie. Lysis zou alleen dan tot stand kunnen komen, indien
beide substanties zich vereenigden. Hij had een typhusphaag, die inactief
was voor colibacillen en die door verwarming tot een temperatuur die de
lysis ophief, typhus niet meer oploste. Na de verwarming kon hij in twee
van vijf proeven na 3 en 4 passages van den inactieven phaag op coli-
bacillen, die vooraf niet werden opgelost, een phaag verkrijgen, die coli-
bacillen oploste 2).

Wilde ik deze mogelijkheid onderzoeken, dan moest er een middel
worden gevonden om jonge pas en na 3, 6, 8 en 12 uur oude phagen te
bevrijden van de pestbacillen, buiten filtratie en verwarming om. Ik vond
deze methode in de behandeling der culturen met chloroform.

Werd een lysaat van pestbacterién door pestphaag C met chloroform
gesteriliseerd, dan loste 0.1 cc. van een dergelijk lysaat zoo wel Shiga als
pestbacterién op. Werd er dus door jonge pestbacterién een stof gesecer-
neerd die de lysis door den phaag zou moeten activeeren, dan werd zij
niet door chloroform vernietigd.

Jonge, 3, 4, 6 en 10 uur oude bouillonculturen van lysabele pestbacillen
werden met een overmaat van chloroform gemengd, goed omgeschud en
in gesloten reageerbuizen, gedurende 3 uur bij 37° C. in het waterbad
gebracht. De chloroform werd daarna onder de klok van de luchtpomp
verwijderd. Het steriele vocht werd in de hoeveelheid van 0.2 cc. bij de
buisjes gebracht. De proef werd volgens onderstaand schema viermaal.
steeds met hetzelfde resultaat herhaald.

1) BORDET et CIUCA. Sur la régénération du principe actif dans l'autolyse micro-
bienne. Comptes rendus de la Soc. de Biol. Tome 85. 1921. p. 1095.

2) PAUL HAUDUROY. Sur la constitution du Bacteriophage de d'Hérelle. C.R. Heba.
des Sc. d. 1. Soc. de Biol. Tome 88. 1923. p. 59—60.
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Oude op Shiga inactieve pestphaag C + Shiga 150 = geen lysis.
woo " " " ,» + Pest Suez = lysis.
B @ - % ,, + Shiga 150 - extr.

uit 3 uur oude

pestcult. == geen lysis.
s oW B ;o " ,, + Shiga 150 + extr.

uit 4 uur oude

pestcult. = geen lysis.

5 o@m g " " ,, + Shiga 150 + extr.
uit 6 uur oude
pestcult. = geen lysis.
5 " " ,» + Shiga 150  extr.

uit 10 uur oude

pestcult. = geen lysis.
Extr. uit jonge pestbacterién + Shiga 150 = geen lysis.
Extr. uit jonge pestbacterién + Pest Suez = geen lysis.
Contréle van Extr. jonge pestbacterién op steriliteit — steriel.

III. De derde verklaring, die het waarschijnlijkst is en waarvoor uit
mijn proeven vele bewijzen te halen zijn is deze, dat de phaag C (en dat
geldt ook voor A en B) een zelfstandige eenheid is, die in het bezit is
van verschillende valentie's: vroeger voor pest, Shiga en coli, thans alleen
maar onderzocht en aangetoond voor pest en Shiga. De valentie voor pest
is het krachtigst en zeer stabiel, die voor Shiga kan door verschillende
ingrepen: verwarming gedurende een uur tot 56° C. en bewaren gedurende
langen tijd bij kamertemperatuur, filtratie door verschillende filters, wor-
den verzwakt of zoo onwerkzaam worden gemaakt, dat het eerst na vele
kunstgrepen gelukt, hem zijn virulentie tegen Shiga te doen herkrijgen.

Is deze verklaring juist, dan moet het gelukken aan te toonen, dat elk
bacteriophaag partikeltje verkregen uit een voor Shiga onwerkzamen phaag
van C, wel in staat is pestbacterién en alleen deze op te lossen en pas
na groei op die pestbacterién in staat is Shigabacterién tot lysis te brengen.

Van de hoeveelheid van = 20 cc. van een voor pest krachtigen maar
voor Shiga 150 onwerkzamen phaag werd de uiterste verdunning bepaald,
waarbij nog van lysis van pestbacillen iets te bespeuren viel. Deze bleek
10—10 te bedragen. Van de verdunning 10—9 van dezen phaag komt in
elk van 100 buisjes met 10 cc. bouillon 0.1 ccm. en in elk van 100 andere
bouillonbuisjes 1 cc. van de verdunning 10—10. De rest van de 20 cc.
phaag C werd in hoeveelheden van 0.1 cc. in buisjes gebracht. Elk dezer
hoeveelheden (van 0.1 cc.) werd op lysis tegen Shiga 150 met volkomen
negatief resultaat onderzocht.

Van elk der serién van 100 buisjes worden 50 buisjes geinfecteerd met
pest, de 50 andere met Shiga 150.

Geen der 100 met Shiga geénte buisjes vertoont een spoor lysis en in geen
hunner is de phaag na overenting en passage op Shiga te regenereeren.
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Van de 100 met pest beénte buisjes vertoonen 4 der verdunning 10—1¢
en de 19 der verdunning 10—9 lysis.

Bij elk dezer 23 buisjes waarin de pestbacillen na 24 uur staan bij
37° C. volkomen helder waren opgelost, kwamen 2 druppels van een
suspensie van jonge Shigabacillen. De buisjes gaven reeds na 6 uur
volkomen heldere lysaten. Het blijkt dus, dat bij een verdunning, die zoover
is doorgevoerd dat men redelijkerwijs als zeker mag aannemen, dat telkens
hoogstens, één partikel van den phaag in de buisjes met 10 cc. bouillon komt
steeds weer alleen de lysis ten opzichte van pest tot uiting komt. Is dit
geschied, dan is het geregenereerde phaag partikeltje direct weer in staat
de Shigabacterién op te lossen.

Ik meen, dat uit deze proef geen andere conclusie mogelijk is, dan dat
elk phaagdeeltje voor zich de eigenschap bezit zijn lytische potenties voor
Shigabacterién door de inwerking van verschillende factoren te verliezen,
maar deze na passage op jonge pestbacillen snel te regenereeren.

Een dergelijk vermogen lijkt mij moeilijk te rijmen met die theorieén, die
den phaag beschouwen als een ferment geproduceerd door het bacterién-
protoplasma, is echter in volkomen overeenstemming met de opvatting van
den phaag als een autonoom wezen, parasiet van de microbe.

Leiden, Mei 1934.
Summary.

The author describes properties of some phages isolated by him out of
the water of Leyden canals.

These properties give as the author tries to prove evidence that the
phage is a substance absolutely strange to the microbe lysed by him.

This article will be fully published in German in the Acta Leydensia
Scolae Medicinae tropicae.

Bacteriology. — De bacteriophaag van bacterium megatherium en het
probleem van de genese van den bacteriophaag. Door Prof. P. C.
Fru. Uit het Instituut voor Tropische Geneeskunde der Rijks-
Universiteit te Leiden. (Directeur Prof. P. C. FLu). (Aangeboden
door Prof. Dr. J. v. D. HOEVE).

(Communicated at the meeting of June 30, 1934).

Voor de kennis van aard en wezen van den bacteriophaag is de beant-
woording der vraag, of hij soortvreemd of wel soorteigen is ten opzichte
van de microbe die er door wordt opgelost, van groot belang.



