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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.
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De onderzoekingen van en de resultaten door DEN DOOREN DE JONG
bereikt bij de studie van den bacteriophaag van Bact. megatherium schenen
er op te wijzen, dat de bacteriophaag door de bacterién wordt gesecer-
neerd 1).

Zooals bekend, gelukte het DEN DOOREN DE JONG enkele megatherium
stammen tot dissociatie te dwingen. Als resultaat van deze dissociatie
kwamen er op geschikte media kolonién op, die uit sporenlooze individuen
bestonden. Deze asporogene typen bleken gevoelig voor een bacteriophaag
geleverd door een andere megatherium, door hem 899 gedoopt.

Daar de megatherium bacteriophaag bij temperaturen boven 75° C.
onwerkzaam wordt gemaakt, de sporen van Bacterium megatherium een
temperatuur van 80° C. gedurende een uur, en zelfs temperaturen van
90° en 100° C. gedurende enkele minuten kunnen verdragen, had hij,
naar hij veronderstelde, een middel in de hand om de vraag of de bacterio-
phaag van bact. megatherium soortvreemd of soorteigen was, tot oplossing
te brengen.

Verwarmt men sporen van den lysogenen stam 899 gedurende een uur
tot 80° C. of gedurende enkele minuten tot 90° of 100° C., dan mag men
voor zeker aannemen, dat deze temperatuur in alle deelen van de spore
wordt bereikt. DEN DOOREN DE JONG neemt nu aan, dat tengevolge daar-
van de phaag, veronderstellende dat deze in of op de sporen bevat is,
wordt geinactiveerd. Geeft hij de aldus verwarmde sporen gelegenheid te
ontkiemen, dan krijgt hij een cultuur van megatherium, waarin wederom
de bacteriophaag wordt aangetroffen.

Deze proeven zijn door velen herhaald en bevestigd (SOHNGEN, FLu,
CowLES, RITSEMA vAN Eck, WOLMANN).

Voor DEN DOOREN DE JONG is het hiermee bewezen, dat de bacterio-
phaag soorteigen is aan de bacterién en door de microbe bij zijn groei
gevormd wordt., De phaag is dus geen zelfstandig wezen, geen parasiet
van de bacterie.

Men heeft er direct op gewezen, dat ook een andere verklaring van
het verschijnsel mogelijk was. Er moeten toch in het sporenlichaam factoren
van invloed zijn die het eiwit, het plasma der microbe, tegen de hooge
temperaturen waaraan men de sporen onderwerpt beschermen. De vegeta-
tieve vormen van sporenvormende microben worden bij temperaturen, die
om en bij 70° C. liggen, gedood. Nu mag men veronderstellen, dat de in
de sporen bevatte phagen ook van de bescherming door die zelfde factoren
zullen genieten.

Meer dan eene veronderstelling was dit niet en men stond daarmede
zeer zwak tegen de controleerbare en bevestigde feiten door DEN DOOREN
DE JONG geconstateerd.

1) Studien iiber Bakteriophage, Uber Bac. megatherium und die darin anwesenden
Bakteriophagen von Dr. L. E. DEN DOOREN DE JONG.

Zentralbl. fiir Bakteriologie, Parasitenkunde und Infektionskrankh. 120 Band. 23 Febr.
1931, p. 1—15.
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Over de thermoresistentie van bacteriophagen bestaat er een groote
litteratuur. Men is het algemeen eens, dat in vochtige omgeving alle tot
heden bekende phagen bij temperaturen schommelend tusschen 70° en
75° C. onwerkzaam worden gemaakt en niet meer zijn te regenereeren.

De hiervan afwijkende mededeeling van HAUDUROY, dat de aldus ge-
inactiveerde phagen weer zouden kunnen worden geactiveerd, is door
niemand bevestigd. 1) 2)

In gedroogden staat zouden de phagen aan veel hooger temperatuur
weerstand kunnen bieden. HAUDUROY, die de phagen in open buizen ver-
hitte, een handeling die de resultaten zijner proeven veel van hun bewijs-
kracht ontneemt, constateerde dat phagen in drogen staat verhit pas boven
135° C. onwerkzaam worden.

Ook VEDDER constateerde, dat watervrije phagen van B. megatherium,
B. coli, B. paracoli en B. typhosum temperaturen van 80° en 100° C.
gedurende resp. 10 en 30 minuten kunnen verdragen zonder onwerkzaam
te worden gemaakt 3).

RITSEMA VAN EcK bracht aan zijden draadjes gedroogde phagen en
sporen van megatherium in buisjes die met een stop van caoutchouc waren
afgesloten in het apparaat van KocH bij 100° C. De phaag was na
5 minuten verblijf bij 100° C. gedood, de sporen van megatherium konden
deze temperatuur onder dezelfde omstandigheden een uur lang verdra-
gen*).

De resultaten van de zoo juist genoemde onderzoekers wijzen er dus
op, dat de phagen in drogen staat temperaturen van 100° C. en misschien
hooger kunnen verdragen. Onmogelijk is het dus niet, dat indien zij in
de sporen bevat zijn, zij tegelijk met het sporenplasma tegen den invloed
van hooge temperaturen worden beschermd.

ADANT isoleerde uit kippenontlasting een bacteriophaag tegen Bact.
subtilis. Door verwarming tot 75° C. gedurende 30 minuten van de vloeistof,
waarin deze bacteriophaag naast bact. subtilis voorkwam, werd de phaag
onwerkzaam. Door de buisjes, waarin de phaag de subtilisbacterién had
opgelost lang te laten staan, werden culturen van subtilis verkregen, die
constant, ook na vele overentingen met den phaag geinfecteerd bleken.
Door verwarming van een sporendragende cultuur dezer stammen ge-
durende 15 minuten tot 95° C. of gedurende 5 minuten bij 100° C. werd

1) Influence du chauffage sur le Bacteriophage de D'HERELLE, par C. HAUDUROY.
Compt. Rend. Hebdomadaires des Séances de la Société de Biologie. Tome 87. 1922,
p. 1089—1090.

2) (Uber die Thermoresistenz von Bakteriophagen und die Frage ob Reaktivierung
von bis 100° C. erhitzten Bakteriophagen méglich ist, von Prof. P. C. FLU. Acta Leidensia
Edita etc. Scholae Medicinae Tropicae. Vol. I. p. 101—111. Tijdschr. v. Vergel. Geneesk.
etc. X. 1924.

3) The Heat Resistence of Dried Bacteriophage. Acta Brevia Neerlandica.

4) Is de Bacteriophaag een bacterieproduct? Acad. Proefschr. 1931.
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de phaag onwerkzaam, maar bleven de sporen leven. Ontkiemden deze,
dan gaven zij aanleiding tot een cultuur, die den phaag produceerde.

Hij wijst er op, dat men dit verschijnsel kan verklaren 6f door aan te
nemen dat de phaag door de bacterie bij zijn groei wordt gesecerneerd
of door te veronderstellen. dat de phaag in het plasma der microben drong
en zoo ook in het plasma van de sporen geraakte en aldaar tegen de
hooge temperatuur beschut werd ).

CowLES kon uit rioolvocht een op anthrax bacillen werkzamen phaag
isoleeren. Hij verkreeg secundaire culturen, die tegen den phaag resistent
bleken. Door de sporen gedurende 10 uur bij 80° C. te verwarmen en
deze daarna te doen ontkiemen en deze proef verschillende malen met
dezelfde bacterie te herhalen, kon hij kiemen verkrijgen, die steeds tegen
den phaag resistent waren. Hij trekt de conclusie, dat de phaag diep
ingrijpende veranderingen in het plasma van den bacil veroorzaakt 2).

Na de onderzoekingen van DEN DOOREN DE JONG, die door hem werden
bevestigd, zette hij zijn onderzoek met den anthraxphaag voort. Ook
werd een subtilisphaag in het onderzoek betrokken.

Hij kweekte secundaire culturen, die sporen vormden. De subtilis-
sporen konden eene verwarming gedurende 10 minuten bij 90° C. en
gedurende 5 minuten bij 100° C. verdragen. Sommige, maar niet alle
kolonién, die op de met de verwarmde sporen beénte platen groeiden,
gaven culturen die het lytisch principe bevatten.

Hij wijst er op, dat men uit zijn resultaten ook het besluit zou kunnen
trekken, dat de bacteriophaag niet zelf de verwarming overleefde, maar
dat hij de bacteriecel zoo verandert dat deze bij nieuwen groei de lytische
substantie produceert, maar in elk geval meent hij te mogen concludeeren,
dat de resultaten door DEN DOOREN DE JONG bereikt niet bewijzen, dat de
phaag spontaan door de bacterién geproduceerd wordt?3),

WOLLMANN, die een eigen theorie van de bacteriophaagvorming, waarbij
hereditaire verschijnselen te hulp worden geroepen, gesteld heeft en
getracht had met behulp van den phaag en de subtilisstammen van ADANT
het vraagstuk van het soorteigen of soortvreemd zijn van den phaag ten
opzichte der microbe op te lossen, had geen resultaat. Hij is DEN DOOREN
DE JoNG dankbaar voor zijn onderzoek en zegt, dat de door dezen onder-
zoeker bereikte resultaten ,,Apportent la condamination définitive de
I'hypothése parasitaire de la bactériophagie’ *).

Zoover zijn wij stellig zeker niet en het zal straks blijken, dat de uitkom-

1) Le Bacteriophage du bacilles subtilis sporulée, par M. ADANT. C. R. Hebd. des
Séances d. 1. Soc. d. Biol. Tome 111. 1932. p. 1055—1056.

2) A Bacteriophage for B. anthracis by PH. B. COWLES. Journ. of Bacteriology. Vol
XXI p. 161—~166. 1930.

3) The Recovery of Bacteriophage from filtrates derived from heated spore suspen:
sions by PH. B. COWLES. Journ. of Bacteriol. 1931. Vol. XXII. p. 119—123.

4) Recherches sur le Phénoméne de Twort-D'HERELLE (Bactériophagie) Ann. de
I'Inst. Past. Tome 49. 1932. p. 41—74 par E. WOLLMANN et Mme. E. WOLLMANN.
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sten van DEN DOOREN DE JONG hoe interessant op zich zelf, hiertoe ten
eenenmale niet in staat zijn.

Op de proeven van ADANT en COWLES zou men in zooverre critiek
kunnen oefenen, dat deze onderzoekers hun stammen niet op lysogeniteit
onderzochten. Zij vermelden althans in hunne publicatie's niets van een
onderzoek der door hen gebruikte stammen op ultrarein, op bacteriophaag-
vrij zijn.

DEN DOOREN DE JONG die, m.i. zeer ten onrechte een onderscheid wil
maken tusschen echte door sporenvormers spontaan gevormde phagen en
z.g.n. modderphagen, die men uit ontlasting, rioolvocht of grachtwater
isoleeren kan, zou de phagen, door de zoo juist geciteerde onderzoekers
gebruikt, niet als echte phagen willen erkennen, daar de subtilisphagen
uit kippenontlasting en rioolvocht, de anthraxphagen uit rioolvocht ge-
isoleerd werden.

Om deze critiek te ontzenuwen gebruikte ik voor de straks te beschrijven
proef, den bacteriophaag door Bact. megatherium 899 (DEN DOOREN DE
JoNG) geproduceerd en als lysabelen later resistent te maken stam de
phaaggevoelige 338b’, eveneens van DEN DOOREN DE JONG.

338b’, de phaaggevoelige varidant van Bact. megatherium, is niet lysogeen.
Dat blijkt uit speciaal door mij verrichte onderzoekingen nog eens, nadat
ook DEN DOOREN DE JoNG dit had geconstateerd. Trouwens, indien men
zou veronderstellen, dat deze stam zelf een phaag produceerde, dan zou
de geheele bewijsvoering van DEN DOOREN DE JONG als een kaartenhuisje
inéén storten. Immers de indicator van een bacteriophaag mag zelf geen
phaag vormen.

De phaag, door Bact. megatherium 899 geleverd, is volgens DEN DOOREN
DE JONG een echte, door een gepasteuriseerden sporenvormer geproduceer-
de phaag.

Door middel van den phaag uit 899 werden nu verschillende culturen
van 338b’ (phaaggevoelig) zoowel in peptonwater, als in peptonbouillon
tot lysis gebracht, waarna de vloeistof ongefiltreerd minstens 3 weken bij
kamertemperatuur werd bewaard. Was er na dezen tijd weer troebeling
opgetreden, dan werd op 1 % peptonagar uitgezaaid en reinculturen aan-
gelegd, die men weer weken liet staan. Die culturen, waarin de megatheri-
um sporen had gevormd, werden nu verzameld en voor onderzoek bewaard.

Behalve op deze wijze, verschafte ik mij ook secundaire culturen door
peptonagar en ook 1 % vleeschbouillonagar te bestrijken met jonge culturen
van 338b’ phaaggevoelig en daarover geconcentreerden megatherium 399
phaag te gieten. Er ontstaan na 24 uur steriele eilandjes, waarop zich na
twee dagen en later secundaire kolonién ontwikkelen. Secundaire kolonién
die sporen vormden, werden verzameld.

Door 338b’ phaaggevoelig, die niet met bacteriophaag megatherium in
contact was geweest, op schuin gestolde 1 % peptonagar te enten en

29
Proceedings Royal Acad. Amsterdam, Vol. XXXVII, 1934.
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gedurende weken bij kamertemperatuur te laten, verkreeg ik een groot
aantal sporenvormende stammen van 338, die nooit spontaan phaag pro-
duceerden.

Secundaire stammen van 338b’, die sporen hadden gevormd, werden in
peptonwater gesuspendeerd en hierin gedurende een uur bij 80° C. verhit.
De suspensie werd daarna gecentrifugeerd, het centrifugaat uitgestreken
op peptonagar en de gegroeide bacteriekolonién gemengd met 20 cc.
peptonwater en gedurende 4 dagen bij 38° C. bebroed, waarna door
CHAMBERLAND L. 3 werd gefiltreerd. Het steriele filtraat werd op de
aanwezigheid van phaag onderzocht, waarbij de phaaggevoelige 338b" als
indicator diende.

Hierbij bleek het volgende:

van 5 secundaire sporenvormende 338b’ uit peptonwater boden 3 aan
de verwarming gedurende een uur tot 80° C. weerstand. Onder deze drie
was er een, die na de verwarming een phaag leverde;

van 8 secundaire sporenvormende 338b’ uit bouillon boden 5 aan de
verwarming gedurende een uur tot 80° C. weerstand. Geen enkele leverde
na de verwarming een phaag;

van 9 secundaire sporenvormende 338b’ op peptonagar boden 6 aan
de verwarming gedurende een uur tot 80° C. weerstand. Onder deze was
er een, die na de verwarming een phaag leverde;

van 13 secundaire sporenvormende 338b’ op gewone 1 % vleesch-
bouillonagar, boden 12 aan de verwarming gedurende een uur tot 80> C.
weerstand. Onder deze waren er 5, die na de verwarming een phaag
leverden.

Onder de 12 sporenvormende variéteiten, die zich uit 338b’ ,,phaag
sensibel” hadden ontwikkeld, maar vooraf niet met den phaag uit Bacterium
meg. 899 in contact kwamen, waren er 11 die weerstand boden aan de
verwarming gedurende een uur bij 80° C. en onder deze was er geen
die phaag leverde.

Onder de 35 sporenvormende variéteiten van 338, die zich uit 338b’
,.,phaagsensibel” ontwikkelden, nadat deze de lysis door een Bacteriophaag
megath. 899 hadden ondergaan, waren er dus 26, die weerstand boden
aan de verwarming gedurende een uur tot 80° C. en onder deze waren
er 7, die na de ontkieming een cultuur opleverden waaruit een Bacterio-
phaag megatherium was te isoleeren.

Uitzaaiing der met phaag gemengde 338 (lysabel) op 1 % vleesch-
bouillonagar schijnt een zeer geschikte methode om secundaire met phaag
geinfecteerde kolonién te doen opkomen.

Deze resultaten geven n.m.m. recht tot de volgende conclusies:

1. Dat de vooraf zeker lysinvrije variant 338b’ phaagsensibel na lysis
door een Bacteriophaag megatherium 899 secundaire kolonién vormt,
die soms tot sporenvormende typen terugkeeren.
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2. dat zulke sporenvormende secundaire typen soms in een groot percentage
met den phaag besmet zijn.

3. dat de phaag in de sporen bevat is en

4. daardoor profiteert van de bescherming door factoren, die ook het
sporeneiwit beschermen, zoodat dit door die bescherming een tempera-
tuur van 80° C. gedurende een uur verdragen kan zonder te worden
geinactiveerd.

5. dat dus het door DEN DOOREN DE JONG beschreven gedrag van den
phaag in de sporenvormende Bacterium megatherium 899 niet bewijst,
dat de phaag een product is van het protoplasma en door Bacterium
megath. bij zijn groei gevormd wordt.

6. dat het zeer waarschijnlijk is, dat evenals ik 338b met den bacteriophaag
van 899 infecteeren kon, ook 899 in de periode van zijn vrij leven in
den grond met een in dien grond voorkomenden phaag geinfecteerd
werd en sedert dien in symbiose met dien phaag leeft.

Leiden, Mei 1934.
Summary.

The author shows that the experiments of Dr. DEN DOOREN DE JONG on
B. Megatherium and proving according to his opinion that the phage activ
on Megatherium is produced by B. Megatherium and is not a virus are not
conclusive.

He was able to ,,infect” a non lysogenic, non phage producing B. Mega-
therium employed by DEN DOOREN DE JONG to demonstrate the activity of
the Megatherium phage, with the phage of B. Megatherium ; thus showing
that non lysogenic strains of B. Megatherium can be infected with
B. Megatherium phage and develop into resistant spore bearing varieties.
In those varieties the phage is preserved, just as found by DEN DOOREN DE
JonNG for the B. Megatherium 899 after heating the spores for an hour
at 80° C.

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