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HOOFDSTUK I

ECOLCGIE VAN DE DARMFLORA VAN DE MUIS

De ecologie houdt zich bezig met de onderlinge beinvloeding van groe-
pen van organismen, dus van populaties en hun milieu. Een ecologische
beschouwing is erop gericht, begrijpelijk te maken waarom populaties
van een bepaalde samenstelling zich in een bepaald milieu in stand
kunnen houden. Heeft men populaties van micro-organismen op het oog
dan spreekt men over de residente flora van het desbetreffende milieu.
De soortenrijkdom van een residente flora is meestal beperkt en de
verhouding tussen de aantallen van de verschillende scorten betrekke-
1ijk stabiel. Daar micro-organismen op grote schaal worden verplaatst
vindt men tussen de residenten altijd vertegenwoordigers van niet-
residente soorten. Dergelijke transi¥nten komen meestal in kleine aan-
tallen voor en verdwiJnen in korte tijd.

De samenstelling van een residente flora hangt in de eerste plaats af
van de kenmerken van het milieu en van deze kenmerken zijn er vaak
enkele die een overheersende selecterende invloed uitoefenen. Bij de
hierna volgende beschouwingen over de residente darmflora wordt eerst
nagegaan welke kenmerken dit vermoedelijk zijn. Daarbij wordt een
onderscheid gemaakt tussen die milieukenmerken die niet door de resi-
dente flora worden beinvlced (zozls temperatuur, zoutgehalte en voch-
tigheidsgraad) en kenmerken waarop deze flora wel invloed uitoefent
(zoals motiliteit van het darmkanaal, zuurgraad, gasfase, redoxpoten-

tiaal en beschikbare veoedingsstoffen). Door competitie om deze voe-



dingsstoffen, door remming en door begunstiging oefenen de micro-orga-

nismen van de darmflora een onderlinge invloed uit. Heeit men eenmaal

de milieukenmerken vastgesteld, dan kan daaruit worden afgeleid aan

welke eisen een soort moet voldoen om tot de residente flora van het

milieu te kunnen behoren. De samenstelling van deze flora wordt ver-

volgens besproken, waarblj wordt nagegaan of de kenmerken van de ver-

tegenwoordigde soorten inderdaad in overeenstemming zijn met de eisen

die het milieu stelt. Ten slotte wordt de invloed besproken die de

residente flora op het milieu (i.c. de gastheer) heeft. Hierbij is een

vergelijking van conventionele en germ—free dieren van grootit belang.

De gegevens die in dit hoofdstuk worden vermeld hebben in de eerste

plaats betrekking op de muis en worden als volgt ingedeeld:

Al

Selectie door milieufactoren die niet door de residente flora worden
beinvloed.

Selectie door milieufactoren die door de residente flora worden he-
invloed.

Hesidente darmflora van de muis.

Betekenis van de residents flora voor de gastheer.

Selectie door milieufactoren die niet door de residente flora worden

beinvloed

De temperatuur in het darmkanzal van de muis bedraagt ongeveer 3800

en de residente flora bestaat derhalve uit mesofielen. Op zouttole-

rantie wordt niet geselecteerd omdat de conceniratie van de Na+ en

Cl~ ionen laag is (< 1% NaCl). Uiteraard wordt evenmin op resisten-

tie tegen uitdroging geselecteerd. Het behoeft geen nader betoog

dat de darmflora uit heterotrofen bestaat,

Selectie door milieufactoren die door de residente flora worden be-

Invloed

1. Motiliteit van het darmkanaal

De peristaltiek wvan de dunne darm zorgt voor een snelle passage
van de inhoud en men mag deze als de belangrijkste ocorzaak voor
het lage bacterie-aantal in dit darmgedeelte beschouwen. Be ver-
blijftijd in coecum en colon is lang en de bacterieaantallen zijn
zeer hoog. De flora zelf versnelt de peristaltiek; Abrams en

Bishop (1967) toonden aan dat de passage van darminhoud



bij kiemvrije muizen minder snel is dan bij conventionele. In het
algemeen mag men zeggen dat de micro-organismen die de verschil-
lende delen van het darmkanaal bevolken een vermenigvuldigings-—
snelheid moeten bezitten die groter is dan de verdunningssnelheid
omdat zij anders worden "uitgewassen'.

Zuurgraad

De zuurgraad in het darmkanaal (pH 6,5 - 7,5) ligt vrijwel ner-
gens in een selectief gebiled, hehalve in de maag en het direct
daarop aansluitende deel van het duodenum (pH 3 - 7); deze waar-
den zijn voor verschillende diersoorten ongeveer dezelfde
{(Williams Smith, 1965). In de maag is de hoge zuurgraad de be-
langrijkste selecterende factor. In de muizemaag wordt nog een
tamelijk hoog aantal micro-organismen, 109 per gram maaginhoud,
gevonden (Savage e.a., 1968). Begrijpelijkerwijze zijn dit
hoofdzakelijk lactobacillen en gisten.

Algemeen wordt aangenomen dat de darmflora door zuurproduktie de
pH in het darmkanaal verlaagt. Zo heeft bijvoorbeeld het coecunm
van een conventionele rat een pH van 6,6, bij kiemvrije dieren is
deze 7,5 (Wostmann & Bruckner-Kardess, 1966); bij muizen is het
verschil in zuurgraad van de coecuminhoud van conventionele en
kiemvrije dieren een halve pH eenheid (Meynell, 1963). Uit het
gemak waarmee de zuur-intolerante bacteriesocorten behorende

tot de residente darmfiora zich in het darmkanaal van kiemvrije
dieren vestigen (Morishita e.a., 1972; Raibaud e.a., 1966;
Schaedler e.a., 196%) blijkt dat de maag niet een barridre vormt
met een beslissende invlced op de samenstelling van de darmflora.

Gasfase en redoxpotentiaal

Het gas in de maag heeft vrijwel dezelfde samenstelling als die

van lucht (ongeveer 78% N 21% 02, 1% argon, 0,03% 002). Mede

57
door de hoge zuurstofconcentratie in de maag en de dunne darm is
het milieu ongeschikt voor strikt anaeroben. In het coecum is de
zuurstofconcentratie zeer laag daar facultatief anaeroben zuur-

stof verbruiken; de kooldioXyde-concentratie is hoog door bacte-
ridle produktie en deordat kooldioxyde vrijkomt bij de neutrali~
satie van maagzuur door bicarbonaat uit de dunne darm. Vooris

kan men in het dikke darm-gas waterstof als eindprodukt van fer~

mentaties aantreffen. Methaan, dat door de darmflora van herbi-



voren en soms ock van de mens wordt gevormd, is bij de muis nooit
aangetoond.

Samen met uit bacterién vrijkomende stoffen met een reducerend
vermogen geeft de lage zuurstofspanning in coecum en dikke darm
aanleiding tot een lage redoxpotentiaal wvan de darminhoud. Voor
een verdere beschrijving van de redoxpotentiazl zie men hoofdstuk
IT B 2.

Het milieu in het darmkanaal begunstigt dus facultatief en strikt
anaeroben.

Beschikbare voedingsstoffen

Hieronder verstaan wij ten eerste de koolstof- en stikstofbronnen
die voor de energielevering en de opbouw van celmateriaal dienen
en ten tweede al die stoffen die wellicht op een meer specifieke
manier bepaalde scorten begunstigen of andere in hun groei remmen.

Voor heide groepen geldt dat zij van drigrlel herkomst zijn: wvan

‘de gastheer zelf, van het voedsel dat de gastheer opneemt en van

de darmflora.

a) nutrignten afkomstig van de gastheer zelf, ook wel "endogeen”
materiaal genoemd, bestaan uit bestanddelen van afgestoten
epitheelcellen, wvan speeksel, maagsap, gal, pancreassap, darm-
sap en uit mucopolysacchariden en glycoproteinen. Hoeveel hier-
van het coecum bereikt is niet nauwkeurig bekend; veel van het
materiaal wordt in de dunne darm gehydrolyseerd en teruggere-
sorbeerd.

Dat het endogene materiaal een belangrijke voedingsbron voor
de darmflora is valt af te leiden uit de verschillen in samen-
stelling van het endogene materiaal in faeces van kiemvrije en
conventionele dieren. %0 scheiden conventionele ratten ruim
tweemaal zoveel neutrale sterolen uit als kiemvrije dieren.
Deze neutrale sterolen (coprosterol en chelestanol) worden
door bacteri&n uit cholesterol gevormd (Kellog, 1971;
Lindstedt e.a., 1965). De totale hoeveelheid stikstof (o.a.
hexosaminen) die in de faeces van kiemvrije dieren wordt ge-
vonden is groter dan in conventionele dieren, daar geen bac-
teriéle afbraak plaatsvindt en terugresorptie in het terminale
ileum aldus niet mogelijk is (Thompson & Trexler, 1971). Van

mucine is bekend dat het in vivo en in vitro door darmbacterién



b}

wordt afgebroken. In vitro wordt door bacteri&n weinig van de
eiwiifractie van mucine gebruikt, maar de koolhydraat-component
is een belangrijke voedingsbron (Hoskins & Zamcheck, 1968).

Het endogene materiaal bevat ook stoffen met een specificke
groelbevorderende of groeiremmende werking, zoals galzure zou-
ten; het merendeel hiervan wordt echter teruggeresorbeerd in

het ileum, Bacteroides, Bifidobacterium (Shimada e.a., 1968)

en ook Clostridium perfringens zijn in staat de Goor de lever

in geconjugeerde vorm uitgescheiden galzuren te deconjugeren.
Dat dit een zeer actief proces is blijkt wel ulit het feit dat
in faeces vrijwel alleen gedeconjugeerde galzure zouten worden
gevonden (Kellog, 1971). Gal kan ook remmend werken. Floch e.a.
(1970) vonden in vitro dat lactobacillen in hun groei werden
geremd door cholzuur.

de eiwitten, koolhydraten en vetten uit het opgenomen voedsel
worden in de dunne darm zo snel gehydrolyseerd en de gevormde
aminozuren, peptiden, hexosen, vetzuren, glycerol en monogly-
ceriden worden zo snel geresorbeerd dat alleen die voedselbe-
standdelen het coecum kunnen bereiken die in de dunne darm niet
worden gesplitst omdat de daarvoor nodige enzymen niet worden
gevormd. Dergelijke voedselbestanddelen zijn: cellulose (Poly-
meer van glucose); pectine (polymeer van galacturonzuur, gedeel-
telijk veresterd met methylalcohol); raffinose, stachyose, meli-
biose (oligosacchariden); lignine (het niet-koolhydraat-bestand-
deel van houtachtig weefsel, een polymeer dat o.a, uit fenyl-
propaaneenheden bestaat) en hemicellulosen. Bij hydrolyse met
b.v. verdund zuur worden hemicellulosen gesplitst tot suikers,
waarnaar ziJ worden gencemd {(glucaan, Xylaan, galactaan).

Deze voedselbestanddelen, dus voornamelijk poly- en oligo-
gsacchariden, en het endogene materiaal vormen de voornaamste
bron van voeding voor de darmflora. De samenstelling van de
darmflora is in het algemeen zeer stabiel en kan alleen worden
veranderd door het dieet zeer sterk te wijzigen. Blij een dieet
dat zeer veel vet of veel niet resorbeerbare (plantaardige)

koolhydraten bevat, kan men bovendien een verandering verwach-



c)

ten in de aard en de hoeveelheld van het endogene materiaal
zoals gal.

Wilkins en Long (1971) vonden bij muizen die een dieet kregen
dat geheel resorbeerpaar was, dus met een zeer laag residu,
dat het totale aantal bacteri®n onveranderd bleef (5_1010 per
gram), maar dat grote verschuivingen in de samenstelling op-
traden. Tapered anaerobes (mie dit hoofdstuk, C}, die in mui~
zeCoeca overheersen en dikke lagen tegen de mucosa vormen,
verdwenen geheel; slechts kleine gram—positieve staafjes en
kokken bleven over, Het totale aantial aeroben nam ioe van 107
tot 109 per gram door de toename van lLactose-fermenterende
coliformen (van 104 naar 109 per gram).

voor nutridnten afkomstig van de darmflora zie men onder 5b en

5c.

5. Onderlinge beInvloeding

a)

b)

Competitie betekent dat organismen "strijden" om een voedings-
bron die slechts in beperkte mate aanwezig is (Brock, 19686).
Hoewel competitie een zeer veel voorkomend verschijnsel is, is
er weinig over competitie in het darmkanaal bekend. Waarschijn-
1ijk is koolstofbroncompetitie een belangrijke selecterende
factor. Competitie kan dikwijls ten gunste van een socort uit-
vallen die ondanks precies dezelfde voedingsbehoeften een iets
grotere groeisnelheid heeft dan een andere soort. Het is be-

kend dat een residente stam van Escherichia c¢oli in het darm-

kanaal niet kan worden gewisseld tegen een andere stam van
dezelfde soort, zelfs niet door het proeidier een groot aantal
per os te geven. Ozawa en Freter (1964) concludeerden dat dit
verschijnsel berust op koolstofbroncompetitie; dat deze strijd
in het algemeen wordt gewonnen door de residente stam zou zijn
oorzaak vinden in het feit dat hij reeds aanwezig is en beter
is aangepast, terwijl de "nieuwe” stam wordt uitgewassen tij-
dens de periode van adaptatie,

Inhibitie of antagonisme wil zeggen dat bepaalde micro-organis-
men een zodanige invlioed op het milieu uitcefenen dat andere
micro-organismen daarvan een nadelige invioced ondervinden. Zo-
als reeds eerder is opgemerkt worden de aeroben in het darm-

kanaal onderdrukt door de facultatief anaeroben die de zuur-



stof verbruiken en samen met de striki anaeroben, die veelal
reducerende stofwisselingsproducten vormen (verbindingen met
SH-groepen, waterstofgas), een lage redoxpotentiaal in stand
houden. Tot de stoffen die remmend kunnen werken behoren
vluchtige vetzuren, waarvan Meynell (1963) aantoonde dat zij
in een gereduceerd milieu (en bij een lage pH) een remmende
werking op Salmonella hebben.

Over de productie van antibiotica door de darmflora is weinig

bekend; een aantal Enterobacteriaceae kan bacteriocinen vormen

die echter zeer soortspecifiek zijn.

c) Begunstiging kan plaatsvinden door het scheppen van een milieu
door bepaalde bacterién dat voor andere gunstig is (zoals een
lage redoxpotentiaal) of door vorming van bepaalde stofwisse-
lingsproducten die groeibevorderend kunnen werken. Een karak-
teristiek voorbeeld vinden we in het rumen van herkauwers waar
de strikt anaerobe methaanbacteri&n zich kunnen vermenigvuldi-
gen door de lage redoxpotentiaal en de aanwezigheid van kool-
dioxyde en waterstof (als substraat), gevormd door andere ru-
menbacterién; methaanbacterién verkrijgen hun energie immers
door oxydatie van waterstof en reduceren kooldioxyde tot methaan
{(Bryant, 1270). Verder hebben vele rumenbacteriBn als groei~
factor nodig korte, vertakte vetzuren (b.v. isovaleriaanzuur,
isoboterzuur) die aanwezig zijn in de rumenvloeistof (Brock,

1966}).

Uit deze bespreking van de milisukenmerken van het darmkanaal kunnen
we concluderen dat de residente darmflora zal bestaan ult mesofiele,
facultatief anaerobe en sirikt anaerobe micro-organismen waaraan
niet de eis wordt gesteld dat zij zout~ of zuurtolerant zijn. Verder
mag men aannemen dat de peristaltiek selectief werkt: alleen rela-
tief snelle groeiers kunnen zich in het darmkanaal vestigen. De be-
schikbare voedingsstoffen en de daarmee samenhangende koolstofbron-
competitie zijn waarschijnlijk van groot belang voor de stabiliteit
en de samenstelling van de residente flora. De opbrengst aan micro-
organismen in het coecum is maximaal te noemen (ongeveer 10% van de
faeces bestaat uit bacteri®n}, de groeisnelheid is echter tamelijk

laag. De generatietijd in muizen is ongeveer 4 delingen per dag



(Meynell & Subbaiah, 1863), E. coli groeit in een kiemvrije muis in
10

een enorm tempo tot cen maximaal aantal (109 - 5,10 per gram darm-

inhoud) om dan te stabiliseren op een lage groeisnelheid van 1,2 de-

lingen per dag (Gibbons e.a., 1964; Gibbons & Kapsimalis, 1967).

hesidente darmflora van de muis

De darmflora van muizen wordit vrijwel alti)d onderzocht bij dieren
die onder laboratoriumcomstandigheden zijn gehuisvest en op een pel-
letdi®et staan, hetgeen wil zZeggen dat de condities zeer constant
zijn, Tot veoor kort werden toit de voornaamste vertegenwoerdigers van
de residente darmflora gerekend: bacteroidessoorten (109 - 1010 per
gram coecuminhoud), anaerobe lactobacillen en anaerobe streptokokken
(108 - 109 per gram). Tevens komen altijd coliformen (103 - 107 per
gram) en enterokokken (103 - 104 per gram) voor (Schaedler e.a.,
1965a; Smith, 1961; Smith, 1965; Williams Smith & Crabb, 1961}. Voorts

worden Pseudomonas, Proteus, E. colil, clostridia (Schaedler e.a.,

1965a), gisten (Williams Smith, 1965), stafylokokken en Sphaerophorus
necrophorus (Hagen e.a., 1968) vaak gevonden.

Onderzoekingen van Dubos en medewerkers (Lee e.a., 1968; Savage &
Dubos, 1268) wezen echter uit dat de overheersende soorten van de
residente flora niet Bacteroides, lactobacillen en streptokokken,
mazr staafjes met spits toelopende uiteinden zijn. Deze "tapered
rods"” zijn zowel gram-positief als gram—negatief en verschillen in
vorm en grootte; ze zijn strikt anaeroob en komen voor in aantallen
van 1010 - 1011 per gram coecum. Om twee redenen is deze groep lang
over het hoofd gezien; zij zijn strikt anaerocob en stellen hoge eisen
aan de voedingsbodem,

Een aantal van deze tapered rods zijn door Gordon en Dubos (1%70) be-

schreven; zij worden door hen bij de geslachten Eubacterium, Fuso-

bacterium en Clostridium ingedeeld. Twee soorten tapered rods, beide

clostridia, werden door Wensinck en Ruseler-van Embden (1971) uit
CRF (Colonization Resistance Factor) muizen geisoleerd. CRF muizen
zijn de nakomelingen van kiemvrije dieren die besmet waren met de
flora van gedecontamineerde conventionele muizen (Van der Waay e.a.,
1971). Mogelijk zijn de voedselresiduen een belangrijke voedingsbron
voor de tapered rods. Wilkins en Long (1971) namen waar dat zij ver-

dwenen wanneer proefdieren werden gevoerd met sen geheel absorbeer-



haar, residuloos dieet.

Het is nog niet mogelijk alle bacterién die zich in het coecum bevin-
den te kweken. Metl de roll-tube techniek van Hungate gelukie het
Spears en Freter (1967) 20% van het totale aantal te kweken; het
totaal werd in een Petroff-Hauser kamer geteld. Aranki e.a. (13692)

kweekten 20 - 40%,

Betekenis van de residente flora voor de gastheer

De residente darmflora heeft directe en indirecte effecten op de
gastheer. Deze kunnen worden afgeleid uit gegevens over dieren die
onder kiemvrije condities worden gehouden.

1. Kienvrije dieren

Het meeste onderzoek aan kiemvrije dieren is gedaan bij knaag-

dieren.

a) Anatomische afwijkingen worden bij uitstek gevonden in organen
die normaliter intensief met de microflora in contact komen,
zoals het maagdarmkanaal en het lymfatische systeem. De wand
van het darmkanazal is dunner en lichter in gewicht door een
reduktie van de cellulaire infiltratie van de lamina propia
en een afname van het lymfatische en reticuloéndotheliale
weefsel, Bij muizen is het oppervlak van de mucosa 30% kleiner
dan in conveniionele dieren; de regeneratie van de mucosa is
langzamer (Abrams e.a., 1963). Bij ratten daarentegen zijn de
villi dunner maar langer dan in conventionele dieren (vVan der
Meer-Fieggen, 1973), Deze afwijkingen verdwijnen snel na be-
smetting met een normale flora. Het lymfatische systeem is
slecht ontwikkeld en dit wordt toegeschreven aan een geringe
stimulatie door antigenen. Hoewel langere tijd nodig is dan
bij conventionele dieren, reageeri het systeem normaizl na sti-
mulatie met micro-organismen (Abrams e.a., 1963; Gordon &
Bruckner-Kardess, 1961; Philips & Smith, 1959; Thompson &
Trexler, 1971).

De meest opvallende afwijking bij knaagdieren is wel het grote
coecum. Het kiemvrije muizecoecum neemt ongeveer 5% van het
totale lichaamsgewicht voor zijn rekening tegen 1 - 2% bij
conventionele dieren (Freter & Abrams, 1972). Bij een cavia

vormt het coecum in het algemeen 8,6% van het lichaamsgewicht,



in kiemvrije toestand is dit 22%, maar het kan oplopen tot 50%,
hetgeen meestal de dood van het dier tot gevolg heefit (Lev,
1963).

De inhoud van het coecum is vloeibaar en hypotonisch, de Cl~

en HCOE ionenconcentratie is lager dan normaal, de pH is hoger

en het reducerende vermogen is minder (Thompson & Trexler, 1971).

Men neemt aan, dat de coecumvergroting op een gestoorde water-

absorptie berust. Hoe de flora de regulatie van de water- en

zouthuishouding beinvloedt is niet precies bekend., Asanc (1969),

die ervan uitging dat de beschikbaarheid van het chloride-ion

in het coecum van groot belang is voor de volume-reductie,

voerde ratten chloride in de vorm van anion-uitwisselingshars.

Hierbij bleek dat naast afname van de coecumgrootte o.a. het

watergehalte in het coecum en in de wand afnam, de Cl  en H00;
ionenconcentratie sterk toenam en de coscumwand voor een deel
(histologisch) het aanzien kreeg van een conventionele wand.
Gorden (19%65) en Wiseman en Gordon {1965} toonden aan dat zich
in het coecum een toxische musculo-actieve stof bevindt, die
in kiemvrije ratten en muizZen in 6 - 8 maal zo grote concen-
tratie voorkomt als in conventionele dieren. De afname van deze
substantie bij besmetting van de proefdieren met Salmonella
typhimurium ging gepaard met een reductie van de coecumgrootte.
Loesche (1969} veronderstelt dat de coecumvergroting zijn oor-
sprong vindt in de dunne darm waar veel endogeen materiaal
(o.a. eiwitten, glycoproteInen en mucopolysacchariden) en on-—
verieerde voedselresten vrijkomen die niet door bacterién
worden afgebroken tot verbindingen die nog geresorbeerd kunnen
worden, zodat deze stoffen zich ophopen in het coecum en water
vasthouden. Het coecum is snel tot normale proporties terug te
brengen door een proefdier te besmetien met een conventionele
flora (Schaedler e,a., 1265b) of met een mengsel van een groot
aantal verschillende reincul turen (Freter & Abrams, 1972).

b) Van de fysiologische afwijkingen is de gestoorde water- en
zouthui shouding reeds genoemd. Een aantal endogene producten
en voedselresiduen worden in het darmkanaal van kiemvrije
dieren niet door bacteri&n gemodificeerd (zie A 4a van dit

hoofdstuk). Verder kunnen deficigntieverschijnselen worden



waargenomen door het onthreken van productie van vitaminen
door de darmflora zoals vitamine K (Gustafsson, 1959), panto-
theenzuur en folinezuur (Daft e.a., 1863}.

Hiernaast zijn nog een aantal andere verschillen met conventio-
nele dieren waar te nemen, zoals verhoging van de gevoeligheid
voor infecties, een langere overlevingstijd na bestraling en
het later optreden en langzamer groeien van tumoren (Matsuzaura
& Wilson, 1965)}.

2_ Energievoorziening

Ook monogasirische dieren die in het bezit zijn van een groot coe-
cum zijn in staat energie te verkrijgen uit oxydatie van vluchtige
vetzuren, die door micro-organismen worden gevormd. De concentratie
van vluchtige vetzuren in het coecum van een aantal knaagdieren
(cavia, hamster, stekelvarken, rat, konijn) is ongeveer even groot ds,
zo niet groier dan in het rumen van een herkauwer. Ook de onder-
linge verhouding van de drie belangrijkste vluchtige veizuren is
vrijwel gelijk bij al deze dierscorten: ongeveer 70% azijnzuur,

20% propionzuur en 10% boterzuur. Bij knaagdieren wordt een gedeel-
te van deze vetzuren met de faeces uiltgescheiden, de rest wordi in
het coecum én het colon geabsorbeerd. Bij de rat is het percentage
geabsorbeerde vetzuren ongeveer 60% (Elsden, 1946). Bij een diget
waaraan extra cellulose was toegevoegd bleck de hoeveelheid vet-
zuren in het coecum van de rat toe te nemen, waarschijnlijk

door afbraak van cellulose (Yang e.a., 1969), Bij herkauwers
zijn vrijwel geen vetzuren in de faeces aanwezig.

De energie die ratten verkrijgen uit vluchtige vetzuren, gevormq
door darmbacterién, kan oplopen tot 4,7% van de calorische opname;
bij herkauwers is dit ongeveer 70% (Yang e.a., 1970).

Bij een aantal diersocorten (muis, rat, cavia, konijn) komt copro-
fagie voor, De faeces ondergaat in de maag een microbigle fermen-
tatie tot preoducten waarvan een deel weer op normale manier in de
dunne darm kan worden verteerd (T-W-Fiennes, 1972). Bij verhinde-
ring van coprofagie kan pantotheenzuur—-defici&ntie ontstaan (Daft,

1963).

3. Weerstand tegen infecties

Een ander, voor de gastheer belangrijk effect van de residente

darmflora is het elimineren van transiénten, in het bijzonder van
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pathogene micro-organismen, uit het darmkanaal, Worden muizen

6
orzal besmet met Salmonella enteritidis dan zijn 10 micro-orga-

nismen nodig om 50% van de muizen te infecteren. Bij een lagere
dosis passeren de bacterién het darmkanaal zonder zich te verme-
nigvuldigen (Miller & Bohnhoff, 1962); dit geldt niet alleen voor
Salmonella maar ook voer andere pathogenen. Na toediening van an-
tibiotica, waardoor de residente darmflora wordt verstoord, =ijn
zeer kleine inocula voldoende om muizen te bhesmetten, Na een strep-
tomycine—- (of penicilline) behandeling kon 8. enteritidis zich
reeds vestigen wanneer 10 bacterién per os werden toegediend

(Bohnhoff & Miller, 1962), De letale dosis van Salmonella typhi-

murium voor muizen liep na decontaminatie met streptomycine terug
van 106 naar 1 {(Meynell & Subbaiah, 1963), Ashburner en Mushin

{1962) konden muizen infecteren door 10 of minder bacteri®n (Esche-

richia coli) te voeren aan met streptomycine behandelde muizen.

Uit bovenstaande gegevens blijkt dat de darmflora omstandigheden
schept waardoor de vestiging van pathogene bacterién in de darm
wordt belemmerd. Wat precies het mechanisme is waardcor de resi-
dente darmflora zo stabiel Blijft en waardoor invasie door deze
pathogenen wordt tegengewerkt is nog niet duidelijk. Meynell (1963)
nam wzar dat viuchtige vetzuren, in eenzelfde concentratie als
waarin zij in het coecum voorkomen, in combinatie met een lage

pH en anaerobe omstandigheden in vitro een onderdrukkend sffect

hadden op Salmonella typhimurium, Bohnhoff e.a. (1964a) konden

5. enteritidis in vitro onderdrukken met behulp van geautoclaveer-
de coecum-, colon-~ en faecessuspensies. Azijnzuur en boterzuur
konden daaruit worden geisoleerd in concentraties die Salmonella
onderdrukten. Ook zij vonden dat de werking het sterkst was bij
cen lage pH (6,2 of lager) en onder anaerobe condities. Werden
daarentegen muizen behandeld met streptomycine, waardoor Salmo-
nella gemakkelijk kon invaderen, dan bleek ook de pll van het co-
lon iets te zijn gestegen en de hoeveelheid vluchtige vetzuren te
zijn afgenomen (Bohnhoff e.a., 1964b). Freter en Abrams (1972)
menen echter dat de viuchiige vetzuren, hoewel zeer belangrijk,

niet alleen verantwoordelijk zijn voor de weerstand tegen Salmo-

nella-invasie. Bij experimenten met E. coli vonden zij lang niet

altijd een correlatie tussen de concentraties van vetzuren in het



coecum en de aantallen E, coli. Freter en medewerkers veronder-
stellen dat het antagonisme van de darmflora gedeeltelijk berust
op koolstofbroncompetitie. Een residente stam van E. coli bleek
niet te kunnen worden verdrongen door een andere stam van dezelfde
soort, Deze laatste had, zowel in vivo als in continue cul tuur,
een adaptatietijd nodig van 1 - 3 dagen; tijdens deze tijd nam

hij langzaam in aantal af om op een laag niveau te stabiliseren.
Indien aan deze stam, bij het kweken in continue cultuur, onmid-
dellijk na be&nten van het medium een koolstofbron (hiervoor werd
o.a. duleitol gebruikt) werd toegevoegd waaraan hij reeds tevoren
was gewend en die niet door de residente stam kon worden gebruikt,
dan bleek de adaptatietijd zeer kort te zijn. Ook wanneer deze
stam via de darmwand in het darmkanaal van een proefdier (muis)
werd gebracht vestigde hij zich snel en gemakkelijk (Freter, 1962;
Freter & Ozawa, 1963; Ozawa & Freter, 1964). Zoals ter sprake is
gekomen hangt de eliminatie van bacteri&n af van het aantal dat
oraz]l aan muizen wordt toegediend, Van der Waay e.a, (1971) defi-
nieerden het begrip CR als maat voor de "colonization resistance"
als volgt: CR is de logaritme van de orale dosis die tot gevelg
heeft dat 50% van de muizen wordi gekoloniseerd. De normale CR van
muizen tegen K. coli is 7; tijdens een periode van 2 weken waarin
niet resorbeerbare antibiotica oraal werden toegediend daalde de
CR tot minder dan 2, maar keerde tot normale waarden terug tijdens
de periode van repopulatie van het darmkanaal deoor organismen die
de behandeling hadden overleefd.

Entercbacteriaceae, enterokokken, stafylokokken en gisten waren

in het geheel niet meer aanwezig en de flora bleek nog slechts

uit anaercben te bestaan. Bij nakomelingen van kiemvrije muizen die
besmet waren met dere anaerobe flora was de CR groter. Deze muizen
werden CRF (CR Factor)-muizen genoemd en wareh in alle opzichten
normaal (ook wat betreft de coecumgrootte). Niet alleen de resis~

tentie tegen E. coli, maar ook tegen Klebsiella pneumoniae en

Pseudomonas aeruginosa was verhoogd, Het is duidelijk dat de

anaerobe flora voor de kolonisatie resistentie veraniwoordelijk is.
Deze CRF-muizen met hun vereenvoudigde flora en verhoogde CR ziJjn
uitermate geschikt om te onderzoeken welke mechanismen ten grond-
slag liggen aan kolonisatie resistentie en welke organismen daar-
voor verantwoordelijk zijn.
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HOQOFDSTUEK II

DOELSTELLING EN QPZET VAN HET ONDERZQEK

Doelstelling en opzet van het onderzoek

In dit hoofdstuk worden doelstelling en opzet van het onderzoek be-
sproken en wordt nader ingegaan op de bepaling van de redoxpotentiaal
en op de waarden die in het darmkanaal worden gevonden.

In het vorige hoofdstuk zijn de ecologie van de darmflora van de muis
en de milieukenmerken beknopt besproken die de samenstelling van de
darmfiora bepalen. In dit proefschrift wordt één van deze milieufac-
toren, de redoxpotentizal, in zijn relatie tot enkele vertegenwoor-
digers van de residentie darmfleora nader onderzocht. De aanleiding

tot dit onderzoek was de volgende. De darmflora van CRF-muizen be-
siaat uitsluitend uit strikt anaerobe bacteri&n. Om na te gaan welke
van deze micro-organismen verantwoordelijk zijn voor de resisten-

tie werden kiemvrije muizen besmet met stammen die geisoleerd waren
uit het coecum van CHF-muizen; bij deze gnotobionten werd de CR be-
paald. Tijdens deze proeven bleek dat enkele strikt anaeroben niet

in staat waren zich te vestigen in het coecum van kiemvrije muizen.
De oorzaak hiervan zou het feit kunnen zijn dat de redoxpotentiaal

in het coecum van kiemvrije muizen veel hoger is dan in dat van con-
ventionele,

Om de juistheid wvan deze veronderstelling te kunnen toetsen werd een
methode ontwikkeld om de redoxpotentizal in het darmkanaal van muizen

te meten. Daarmee werden de volgende experimenten uitgevoerd,



De redoxpoetentizal werd in verschillende delen van het darmkanaal
van kKiemvrije en conventionele muizen gemeten om een indruk te
krijgen in hoeverre de darmflora de redoxpotentiaal beinvloedt.
Kiemvrije muizen werden besmet met reinculturen van bacterign die
uit CRF-muizen waren gelsoleerd; nadat was vasigesteld of deze
stammen zich in de muizecoeca hadden gevestigd, werd de redox-
potentiaal in heti coecum gemeten. Enkele sirikt anaeroben, beho-
rende tot de tapered rods, die zich niet konden vestigen in kiem—
vrije muizen, werden tosgediend san muiren waarvan de redoxpoten-—
tiaal in het coecum was verlaagd door de dieren tevoren te besmet-
ten met één van de gemakkelijk groeiende anaeroben. Deze experi-
menten {1 en 2) worden in hoofdstuk IV beschreven,

In jonge muizen vestigen de strikt anaerobe tapered rods zich on-
geveer 12 dagen na de geboorte; het is mogelijk dat deze vestiging
samenhangt met een geleldelljke daling van de redoxpotentiazl. Om
na te gaan of er een relatie bestaat tussen de opkomst van de ta-
pered rods en de waarde van de redoxpotentiaal werd in conventio-
nele muizen van 4 - 20 dagen de potentiaal in het coecum gemeten.
Deze experimenten worden beschreven in hoofdstuk V.

Ook kiemvrije muizen worden na conitact met CRP-muizen pas door
tapered rods gekoloniseerd als andere darmbacteri®&n zich reeds
hebben genesteld. Het is mogelijk, dat evenals in het coecum van
jonge conventionele muizen (het milieu eerst door andere bacterie—
soorten geschikt moet worden gemaakt) o.a. door het verlagen van
de redoxpotentiazal, voordat de tapered rods zich kunnen vestigen,
De resultaten van de experimenten die hierover zijn uitgevoerd,
zijn beschreven in hoofdstuk VI.

In verband met deze experimenten leek het van belang, het gedrag
van de tapered rods en enkele andere uit CRF-muizen gefisoleerde
soorten in vitro te hestuderen. Hiertoe werd een vaatje ontwikkeld

wadrin strikt anaercbe condities konden heersen en waarin, tijdens

de groel van de stam, de pH en redoxpotentiaal konden worden gemetien,

Bij dewe proeven werd nagegaan in hoeverre het gedrag van de CRF-
stammen in cultuur overeenkwam met hun gedrag in de muis.

Tevens werd van de stammen die niet konden aanslaan in kiemvrije
muizen bepaald, welke de potentiaal is waarbij zij zich nog juist

kunnen vermeerderen (de beperkende potentiaal). Zie voor deze
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proeven hoofdstuk VII.

B. Redoxpotentiaal

Gezien de betekenis van de redoxpotentiaal voor ons onderzoek volgt

hier een korte bespreking van de grootheid redoxpotentiaal en van

literatuurgegevens daarover voorzover zij betrekking hebben op het

darmkanaal .

1. De fysisch-chemische redoxpotentiaal
Met de redoxpotentiaal kan men de graad van oxydatie of reductie
van een chemisch systeem zangeven. De redoxpotentiaal (meestal
uitgedrukt in m¥) kan worden bepaald door het potentiaalvefschil
te meten tussen een inerte elektrode van een edel metaal en een
refereniie-elektrode die zijn geplaatst in een oplossing welke
een redoxsysteem bevat. Als referentie-elektrode werd oorspronke-
1ijk gebruik gemaakt van de waterstof-elektrode, d.i. een platina-
staaf met daarop aangebracht elektrolytisch fijn verdeeld platina
(platina-zwart), die in contact wordt gebracht met waterstofgas;
de platinastaaf adsorbeert heti gas, In redoxmengsels worden po-
tentiaalverschillen, niet absolute waarden, gemeten. De waterstof-
elektrode (pH2 = 1 atm; pH = 0) wordt daarom als nulpunt gekozen,
Bij PH = 7 en bij 30°¢ is de redoxpotentiaal van de waterstof-
elektrode -420 mV, daar Eh = B0 log (H+). Het potentiaalverschil
tussen de te meten oplossing en de standaard waterstof-elektrode

kan worden uitgedrukt door de formule van Nernst;

Eh = F'o + %% Ln Eiz;)

R = gasconstante

T = temperatuur in ° Kelvin

n = aantal elektronen dat aan het proces deelneemt
F = constante van Faraday

(ex) = concentratie van de stof in geoxideerde vorm
(red) = concentratie van de stof in gereduceerde vorm
E = redoxpotentiaal van een stof die 50% geoxydeerd

en 50% gereduceerd is, gebaseerd op de standaard
waterstof-elektrode. Deze potentiaal heet
standaard redoxpoientiaal

De redoxpotentiaal kan bij redoxmetingen worden berekend uit:

s Eh = E (gemeten) + E (referentie-elektrode)
1



In de praktijk wordt veel gebruik gemaakt van een calomel-elektrode
als referentie-elektrode; deze elektrode bestaat uit Hg in een ver-
zadigde Hg2C12 oplossing, maar omdat calcmel zeer weinig oplosbaar
ig (en zijn verzadigde oplossing daarom een slecht geleidingsver-
mogen heefi) voegt men een (verzadigde) KC1 oplossing toe.

De potentiaal van de calomel-elektrode is t.o.v. de standaard
waterstof-slektrode bij 30°C + 241 mV. Messtal drukt men de 5
uit bij pH = 7 en geeft dit aan met Eﬁ. De eigen potenfiaal van

de calomel-elektrode is niet afhankelijk van de pH, de potentiaal
van de standaard waterstof-elektrode echter wel, zodat de poten-—
tiaal van de calomel-elektrode t.o.v. de standzard waterstof-elek-
trode voor pH verschillen moet worden gecorrigeerd. Eﬁ (in mV) =

E + 241 + 60 (pHX - 7) waarin pHx de pH is van de vloeistof.

Naast het elektrometrisch bepalen van de redoxpotentiaal is het
ook mogelijk redoxpotentialen te meten met behulp van indicator-
kleurstoffen. Deze redexindicatoren zijn organische stoffen die
door oxydatie of reductie van kleur veranderen, Bij 50% reductie
{en oxydatie) hoort een hepaalde potentiaal (Eo)' bij gegeven pH.
Aan het al dan niet plaatsvinden van kleuromslag kan men dus vast-
stellen of de te onderzoeken oplossing een hogere of lagere redox-—
potentiaal heeft dan het kleuromslagtraject van de indicator.
Colorimetrische bepalingen worden meestal ter origntatie gebruikt,
in het bijzonder bij het meten van de intracellulaire redoxpoten-
tiaal (Clark, 1961; Hewitt, 1950; Jacob, 1970 & 1971; Kruyt &
Overbeek, 1958; Rabotnova, 1963).

Redoxpotentiaal in het darmkanaal

In hoofdstuk I is uiteengezet dat de redoxpotentiaal een belang-
rijke selecterende factor is in het darmkanaal, Strikt aerohe
micro-organismen, die zijn aangewezen op zuurstef als terminale
elektronen-acceptor, kunnen zich in dit milieu waar een lage zuur-
stof-spanning heerst niet vermenigvuldigen. Aerobe, faculiatief
anaercbe micro-organismen kunnen zich echter goed handhaven in
het darmkanaal daar zij ook kunnen fermenteren, waarbi] organische
stoffen terminale elektronen-acceptoren zijn.

Uiteraard is het zuurstofarme milieu van het darmkanaal bijZonder
geschikt voor anaerobe micro-organismen, HBij de muis heeft de

redoxpotentiaal in het coecum een veel lagere waarde dan in het
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overige deel van het darmkanaal; hier bevinden zich zeer grote
aantallen micro-organismen die de zuurstof welke het coecum be-
reikt via de dunne darm (afkomstig van ingeslikte lucht) en door
diffusie door de coecumwand, zo snel reduceren dat de zuurstof-
spanning op een constant laag niveau blijft. Tevens worden orga-
nische elekironen-acceptoren gereduceerd,

De invloed van micro-organismen op de redoxpoientiaal in het coe-
cum blijkt duidelijk wanneer gegevens van conventionele en kiem-
vrije dieren met elkaar worden vergeleken, In tabel I zijn de in
de literatuur opgegeven waarden vermeld.

Is het nu mogelijk dat de relatief hoge redoxpotentiaal in kiem—
vrije dieren een belemmering vormt voor de kolonisatie van strikt
anaeroben? Uit de literatuur blijkt dat de meest anaerobe darm—
bacterig&n zich gemakkelijk in kiemvrije muizen en ratten vestigen.
Gnotobiconten konden worden verkregen door kiemvrije muizen of rat-
ten te hesmetien met vertsgenwcordigers van de geslachten Clostri-
dium (Raibaud e.a., 1972; Skelly, 1962), Baciercides (Schaedler

e.a,, 1965p), Catenabacterium, Bubacterium (Raibaud e.a., 1966),

en met anaerobe streptokokken (Schaedler e.a., 1965b)., Enkele
niet geldentificeerde stzafjes (waarschijnlijk behorend tot de
tapered rods) uit het muizecoecum bleken niet in staat te zijn
kiemvrije mulzen te kKoloniseren; zij sloegen wel aan in gnoto-
bionten van E. coli. Het is mogelijk dat E. coli, deoor het ver-
lagen van de redoxpotentiaal in het coecum, het milieu geschikt

maakt voor de groei van deze staafjes (Syed e.a., 1970)}.



HOCOFDSTUX III

MATERIAAL. EN METEODEN

In dit hoofdstuk wordt een beschrijving gegeven van de proefdieren, de
gebruikte bacteriesocorten, de media, de bepaling van bacterieaantallen
in faeces en coecum, het meten van de redoxpotentiaal in het coecum en

in culturen ¢n het calibreren en de behandeling van de elektroden.

A, Proefdieren
Bij de experimenten werd gebruik gemaakt van conventionele, kiemvrije,
gnotobiotische en CRF-muizen.
Conventionele dieren waren Swiss ND2 muizen, afkomstig van het Radio-
biologisch Instituut T.N.0. te Rijswijk, A/J muizen en C57 B1l/A mui-
zen van het Centraal Proefdieren Bedrijf van de Medische Faculteit
Rotterdam; de laatste twee stammen waren ingeteeld. De muizen van
4 - 20 dagen oud, die voor experimenten beschreven in hoofdstuk V
nodig waren, werden zelf gefokt uit Swiss ND2 ouders, De muizen wer-
den gevoed met pellets (AM 2, Hope Farms)., Het drinkwater werd, ifen .

einde een eventugle vermenigvuldiging van Pseudomonas aeruginosa te

voorkomen, met HCl aangezuurd tot pH 2,3 - 2,7,

Kiemvrije muizen, Swiss ND2, werden gedeeltelijk ter beschikking ge-
steld door het Radiobiologisch Instituut T.N.O., en gedeeltelijk ver-
kregen uit eigen fok. De muizen die afkomstig waren van het Radio-
biologisch Instituut werden vervoerd en gehuisvest in separatiebak-

ken ("isolation cages", Van der Waay, 1968). De uit eipgen fok verkre-
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gen muizen waren gehuisvest in plastic isolatoren (Trexler % Reynolds,
1257). Bij de in- en uitvoer van materiaal werden de sluizen van de
isolator met een 2% - ige perazijnzuuroplossing (Laporte Chem. Ltd.,
Luton, England), waarin 0,5% natriumalkylarylsulfonaat, ontsmet.
Gnotobiotische muizen werden verkregen door kiemvrije dieren te be-
smetten met suspensies van verschillende bacteriestammen, die aan .
het drinkwater werden toegevoegd. Het voedsel en het drinkwater van
de gnotobionten was gelijk aan dat van de kiemvrije muizen.

De gnotobionten werden met maximaal 5 tezamen gehuisvest in separa-
tiebakken. Eenmaal per week werden de muizen in een schone bak over-
gebracht. Dit overzetten vond plaats in een laminar flow 'cabinet
("stofvrije werkbank", 91/122, Pielkenrood Vinitex N,V.), waarin be-
smettigg via de lucht wordt voorkomen (¥an der Waay & Andreas, 1970).
CRF (Colonization Resistance Factor)-muizen werden verstrekt door

Dr. van der Waay, Radiobiologisch Instituut T.N.0., Rijswijk. De
muizen werden vervoerd in separatiebakken en gehuisvest in plastic

isolatoren en in separatiebakken.

Bacteriesoorten

De stammen die in de experimenten werden gebruikt waren, op Escheri-
chia coli na, geisoleérd uit CRF-muizen. Hieronder volgt een korte

beschrijving en in tabel II zijn de belangrijkste eigenschappen van

deze stammen weergegeven; zie ook Wensinck en Ruseler-van Embden {(1971).

Clostridium ramosum. Halfcirkelvormig, gram-positief, sporevormend

staafje; de sporen zijn rond en terminzal; strikt anaerocb, catalase
negatief; saccharolytisch, zuur maar geen gas uit koolhydraten,.

Clostridium innccuum, Recht of lichtgebogen, gram-positief, spore-

vormend staafje; de sporen zijn ovaal en terminasl; striki anaeroob,
catalase negatief; saccharolytisch, zuur en gas uit koolhydraten.

Propionibacterium acnes. Gram-positief staafje; aerotolerant, catala-

se positief; saccharolytisch, zuur maar geen gas uit koolhydraten;
vormt propionzat uit lactaat,

Soort D. Fusiform, gram—negatief, sporevormend staafje; sporen zijn
ovaal en subterminaal; strikt anaeroob, catalase negatief; saccharo-
lytisch, zuur en gas uit koolhydraten.

Soort E. Grote, sigaarvormige, gram-positieve, sporevormende staaf;

sporen zijn ovaal en subterminaal; strikt anaercob, catalase negatied;



C.

saccharolytisch, zuur maar geen gas uit koolhydraten.

Bacteroides fragilis, Gram-negatief staafje; strikt anaeroob, cata-

lase negatief; saccharolytisch, zuur maar geen gas uit koolhydraten;
groei wordt gestimuleerd door 5% rundergal.

Escherichia coli.

De eerste 5 bacteriescorten werden door Wensinck en Ruseler-van Emb-
den (1971) uit CRF-muizen geisoleerd en met de letters A - E aange-

geven. A werd later geldentificeerd als Clostricium ramosﬁm, B als

Cleostridium innocuum.  was reeds als Propionibacierium acnes geiden-

tificeerd. D is een closiridium die niet tot een beschreven soort be-
hoort en E wordt waarschijnlijk, tezamen met Wilkins, beschreven on-

der de naam Clostridium cecinum,

Medium I, De eerste vier soorten werden gekweekt op het medium van
Hamilton en Zahler (1957): glucose, 0,5%; trypton, 2%; gistextract,
0,2%; NaCi, 0,5%; K2HPO4.3H20, 1%; natriumthioglycollaat, 0,1%. Het
medium waaraan 0,0002% resazurine werd ioegevoegd als indicator om
te zien of anaerobiose gehandhaafd blijft, werd op pH 7,2 gebracht
en gedurende 13 minuten op 12000 geautoclaveerd. Voor het kweken van

Bacteroides fragilis werd 5% verse rundergal, gesteriliseerd door

filtratie, aan het medium toegevoegd.

Medium II. Soort E, de sigaarvormige sporevormer, werd gekweekt op
het volgende medium: glucose, 0,5%; trypton, 1,5%; gistextract, 0,3%;
NaCl, 0,5%; KQHPO4.3H20, 0,3%; KH2P04, 0,05%; cysteine HCL, 0,05%;

MgSO4.7H 0, 0,05%; resazurine ©,0002%. De pH werd op 7,2 gesteld en

2
het medium werd 15 minuten op 12000 gesteriliseerd. Na afkoeling tot
ongeveer SGOC werd de volgende vitamine-oplossing toegevoegd (1 ml
op 100 mL): p-aminobenzogzuur, 100 mg; biotine, 0,03 mg; calciumpan-
tothenaat, 1,2 g; folinezuur, 100 mg; niacine, 100 mg; pyridoxalfos-
faat, 100 mg; riboflavine, 100 mg; thiamine HCl, 100 mg; agua dest.,

1 1. De oplossing werd op PH 6,8 gebracht en gesteriliseerd door fil-
tratie. De stammen, behalve scort E, werden aangehouden door ze &é&n-
maal per week over te enten op buizen met medium I waarin 0,3% agar
(met, voor B. fragilis, 5% rundergal). Soort E werd tweemaal per
week overgeént op anaerobe flessen (Wensinck & Ruseler-van Embden,

1271) waarin medium II met 1,5% agar.
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Bepaling van bacterieaantallen in faeces en coecuminhoud

Faeces (of coecuminhoud) werd gewogen en in 50-voudig volume fysio-
logisch zout gesuspendeerd met behulp van een "whirl mixer" (Fisons
Sci.App) nadat glasparels waren toegeveegd. Bij muizen van 4 - 20
dagen werd coecum met inhoud gehomogeniseerd door het met fysiologisch
zout en fijn zand in een mortier fijn te wrijven. Eén standaard drup-
pel (1/40 ml) werd zorgvuldig over 4 an op een objectglaasje uitge-
streken., In de gebruikte opstelling (Feiss, olie-immersie-objectief
100 x en oculair 8 x) correspondeert &én bacterie per gezichtsveld
met 3.107 bacteri&n per gram faeces of coecuminhoud. Men kan met deze
methode vanaf ongeveer 106 bacteri®dn per gram tellen. Minimazl wer-—
den 10 representatieve gezichtsvelden geteld, waarvan het gemiddelde
werd genomen. Ter controle van dez¢ methode werden enkele van de ge-
makkelijk te kweken anaeroben geteld met de plaat" methode. In
plaats van media in petrischalen werden anaerobe flessen gebruikt
met medium I waarin 1,5% agar, De verdunningen die voor de telling
nodig waren werden gemaakt in buisjes waardoor N2/002 gas stroomde

(zie fig. 1). In de buisjes bevond zich medium I.

Meten van de redoxpotentizal in het coecum

Voor het meten van de redoxpotentiaal in het darmkanaal werden de

volgende elektroden gebruikt:

1. platina-elektrode met een bladvormig oppervlak (P 101, Radiometer).

2. naaldvormige platina-elektroden van eigen fabrikaat., Hiervoor
werd platinadraad van 0,3 en 0,8 mm diameter gebruikt. Een pla-
tinadraadje van ongeveer 1 cm lengte werd aan het koper van een
soepel montagedraadje gesoldeerd., In de lengterichting van een
staafje PVC (polyvinylchloride) van ongeveer 1 cm werd een gat
geboord; het zo ontstane buisje werd over het soldeerpunt gescho-
ven en aan de uiteinden opgevuld met twee-componentenlijm (Araldiet-
Scotch) in een verhouding van 1 : 1. Het uiteinde van de platina-
draad werd puntig gemaakt.

3, als referentie-elektrode werd een calomel-elekirode (K 401, Radio-
meter) gebruikt die werd aangepast aan het meten in het darmkanaal.
De elektrode werd verlengd met een rubber slangetje en een daaraan
bevestigd glascapillair, dat met 2% agar in verzadigde KCl-oplos-

sing werd gevuld. De diameter van het capillair varigerde van 1



tot 0,3 mm, Het voordeel van deme "agar-zout-brug" is dat het
fijne, gemakkelijk te verontreinigen membraan van de calomel-
elektrode niet in contact komt met de darminhoud; de agar¥zout—
brug kan na gebruik worden weggegooid.

4, om de pH in het darmkanaal te meten gebruikten wij een .staaf-
vormige gecombineerde glas-calomel-elektrode (GK 2322C, Radio-
meter). De elektroden werden aangesloten op een pH met;r (28,
Radiometer).

Het is moeilijk de redoxpotentiaal in de intacte levende muis te

bepalen; men moet genocegen nemen met dieren die worden genarcoti-

seerd of gedood, waarbij de meting direct na de dood plaatsvindt,

Wostmann en Bruckner-Kardoss (1966) narceotiseerden kiemvrije en

conventionele raiten. De dieren werden ongeveer 55 minuien onder

narcose gehouden met natrium-pentobarbital, De redoxpotentizal in
het coecum werd tijdens de hele narcose gemeten nadat de platina-
en de referentie-elektrode via een kleine opening in de wand naar
binnen waren gebracht. De redoxpotentizal bleef geleidelijk zakken
tot halverwege het experiment een dieptepunt was bereikt (Eﬁ kiem-

vrije ratten ong. — 25 mV; conventionele ratten ong. - 340 mV}.

De laagste waarden Komen overeen met het dieptepunt van de narcose

hetgeen werd toegeschreven aan de geringere zuurstofvoorziening van

het bloed en daarmee van het darmweefsel. Wostmann en Bruckner-

Kardoss nemen azan dat de waarden die tijdens het einde van het

experiment werden gemeten (op het moment dat de ratten uit hun

narcose begonnen bij te komen) de waarden zijn die het meest over—

eenkomen met die in een levend dier (Eﬂ kiemvrije ratten ong. + 60 mV;

conventionele ratten ong. - 185 mv).

Meynell (1963} bracht de coecuminhoud, samen met vers uitgekookt

agua dest,, in een bakje dat onder stikstof werd geplaatst en mat

dan de potentiaal. Hij vermeldt echter niet, hoelang na de dood de
metingen werden verricht.

Hoewel de methode van Wostmann en Bruckner-Kardoss misschien de meest

betrouwbare waarden van de redoxpotentiaal geeft, kozen wij toch de

proefopsielling waarbij de proefdieren vlak voor de aanvang van het
experiment werden gedood. Wij wilden nl. alle redoxmetingen mei el-
kaar vergelijken, ook degene die bij muizen van 4 - 20 dagen oud

werden verkregen en bij deze jonge dieren konden de metingen niet
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onder narcose worden verricht. De tijd tussen het doden van de muis
en het einde van het experiment bedroeg niet meer dan 5 & 10 minuten,
Hoewel deze pericde zesr kort is, moeten wij rekening houden met en-
kele invloeden waarvan we de uitwerking niet precies kennen.

Ten eerste wordt de zmuurstofvoorziening van het darmweefsel stopgezet
waardoor minder zuurstof naar de coecuminhoud diffundeert zodat de
redoxpotentiaal zou kunnen dalen. Een goede elektrode geeft echter
binnen enkele minuten een vaste waarde aan en het bleek dat bij voort-
zetting van het meetexperiment (gedurende ca. 1 uur) deze waarde niet
of nauwelijks (enkele mV) veranderde.

Ten tweede werden de proeven aan de lucht gedaan, waarbij de Iucht-
zuurstof via de darmwand naar binnen kan dringen waardoor de redox-
potentiaal zou kunnen stijgen. Bij vergelijkende experimenten in een
zuurstofvrije werkkast (vriendelijk ter beschikking gesteld door

Drs. J. Koopman, Proefdierlaboratorium, Katholieke Universiteit
Nijmegen) bleek dat de redoxpotentiaal in het coecum van conventio-
nele muizen niet verschilde van de potentiazal die aan de lucht werd
gemeten. Werden daarentegen kiemvrije muizen in een dergelijke kast
gemeten dan begon de redoxpotentiaal op hetzelfde niveau als werd
gemeten buiten de kast, maar bleef gedurende lange tijd makken tot
ongeveer 150 mV lager dan de beginwaarde, De oorzaak hiervan zou kun-
nen zijn dat de in het coecum azanwezige zuurstof in een zuurstofvrije
omgeving zo snel door de darmwand naar buiten diffundeert dat de re-
doxpotentiaal zakt. Indien men de muizen aan het begin van het expe-
riment doodt kan men de redoxpotentiazal van de coecuminhoud op

de volgende manieren meten:

Ten eerste kunnen de elektroden, nadat de buikwand van de muis is
opengeknipt, direct in het coecum worden gebracht door in de wand

cen kleine opening te knippen of de elektroden er doorheen te prik-
ken. Deze methode is door ons gevolgd omdat de tweede manier, waar-
bij coecuminhoud gemengd met agua dest. in een. bakie wordt gebracht
waarin dan de potentiaal wordt gemeten (Meynell, 1963), grote nadelen
oplevert, De redoxpotentiaal van coecuminhoud van kiemvrije muizen
bleek bij meten in het bakje veel hogere waarden aan te geven dan
wanneer de elektroden direct in het coecum werden gebracht. Bij het
overhrengen van het coecuminhoud-agua dest. mengsel (aqua dest. zelf

kan al geen lage potentiaal hebben) naar het bgkje kan zuurstof uit



de lucht naar binnendringen; waarschijnlijk is dit de reden waarom
de potentiaal zoveel hoger is. Meten we echter de coecuminhoud van
conventionele muizen op twee verschillende manieren dan blijkt er
geen verschil in potentiaal op te treden, kennelijk heeft de coecum-
inhoud van conventionele dieren zulke sterk reducerende eigenschap-
pen dat de zuurstof uit de lucht (tijdens de duur van het experiment)
er geen invioed op heeft. Ook het direct in het coecum meten van de
pH heeft grote voordelen boven hét meten in een mengsel van coecurn-—
inhoud en fysiologisch zout (Meynell, 1263), daar er tijdens het
overbrengen on mengen kooldicxyde ontsnapt en de pH hoger wordt,

Het meten van de redoxpotentiaal in het muizecoecum werd als volgt
uiltgevoerd:

Vlak voor het begin van het experiment werd de muis gedood met ether;
met een grote snede werd de buikwand geopend. Door een kleine snede
in de coecumwand kunnen de platina-elektrode en de calomel-elektrode
tezamen worden ingebracht. Is het coecum nogal klein (in conventio-
nele en zeer jonge muizen) dan is het handiger om het coecum tezamen
met een stuk dunne en dikke darm uit de buikholte te lichten en de
referentie-elektrode in de dunne (of dikke) darm te brengen en de
platina-elektrode, die een scherpe punt heefti, door de coecumwand

te steken. Na ongeveer 2 minuten kan de redoxpotentiaal worden afge-
lezen. De pH werd gemeten door het coecum verder open te Kknippen en
de glas-calomel-elektrode in de inhoud te steken.

Bij het meten van de redoxpotentiaal in muizen van 4 - 20 dagen werd
gebruik gemaakt van de platina-elektroden met een diameter van 0,3 mm,
Bij de overige metingen gebruikten wij de elektroden met een diameter

van (¢,8 mm of de P 101 van Radiometer.

Meten van de redoxpotentiaal in cul turen

Om de veranderingen in redoxpotentiaal en pH tijdens de groei wvan een
bacteriecul tuur te kunnen vervolgen werd een vaatje gebruikt dat als
volgt was geconstrueerd (zie fig. 2).

Fen afgesloten cylindervormig glazen vat van ongeveer 500 ml werd aan ,
e bovenkant van 5 slijpstukken voorzien, waarin elektroden konden
worden geplaatst, Aan weerszijden van het vaatje bevonden zich op 3/4
van de hoogte twee afsluiikranen., Aan één kraan was een watersiot be-

vestigd gevuld met paraffine-olie. Werd de verandering van redoxpoten-
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tiaal en pH tijdens de groel van een cultuur bepaald, dan werden in
de bovenste openingen een platina-elektrode, 2 referentie-elektroden
en een glas-elektirode geplaatst, alle voorzien van siijpstukken. De
volgende elektroden (Ingold) werden gebruikt: platina-elektrode

{Pt 800 NS of Pt 805 NS); Argenthal-elektrode (363-90 NS); glas-
elektrode (265 NS). Alle elektroden waren autoclaveerbaar (toi 13000)
en voorzien van autoclaveerbare kabel (HT Koax 5 van 50 mm) en stek~
kers (8 962). De vijfde opening, die tijdens het experiment werd ge-
bruikt voor beénten en monstername, werd afgesloten met een geslepen
stopje. De afsluitkraantjes en de slijpstukken om de elektroden wer-
den gesmeerd met hoog-vacuum vet (Glisseal; PMC, Solothurn, Zwitser-
land). Het vaatje werd gevuld met 300 ml medium. Medium I werd voor
alle stammen, behalwe woor scort E, gebruikt; voor de groei wvan

Bacteroides fragilis werd 5% gal toegevoegd. Scort E werd gekweekt

op medium II. Het vaatje werd, met medium, elektroden en een magne-
tisch roerstazfie, geautoclaveerd. Tijdens sterilisatie stonden de
afsluitkraantjes aan de zijkanten van het vaatje open. Zodra de au-
toclaaf tot 10000 was afgekoeld werd het vaatje eruit genomen en met
¢e vrije kraan aangesloten op een NZ/CO2 cylinder om anaerobiose te
handhaven,

Het gas werd zeer langzaam over het medium geleid en kon ontsnappen
via het andere tuitje. Het daaraan bevestigde waterslot diende om
terugstroming van lucht te voorkomen. Het vaatje werd boven een mag-
neetroerder (Cenco G 505) geplaatst; door voortdurend roeren werd
tijdens de groei van de cultuur een homogene suspensie verkregen. De
elektroden werden verbonden met 2 pH meters zodat redoxpotentiszal
en pH konden worden afgelezen. Na afkoeling van het medium werd min-
stens 6 uur met beBnten gewacht; de redoxpotentiaal was dan reeds
enkele uren constant.

Het vaatje werd beé&nt met een ocogje van een verse bacteriecultuur,
gegroeid op een vaste voedingsbodem. Vlak voor en vlak na het beénten
en verder elk half uur werden redoxpotentiaal en pH geregistreerd en
werden monsters (2 mi) uit de cultuur genomen om de troebeling te
bepalen. Extincties werden spectrofotometrisch bepaald met een
Unicam SP 500 spectrofotometer, bij 625 nm, De gehele opstelling
bevond zich in een kamer van 370C. Na afloop van heti experiment werd

aercob uit het vaatje gekweekt om mogelijke besmetting tijdens het



experiment te achterhalen.

In bovenstaande opstelling was de beginpotentiaal ongeveer - 130 mV,
In die gevallen waarbij een hogere redoxpotentiaal gewenst was, na-
melijk in experimenten waarin werd bepaala wat de hoogste potentiaal
is waarbij een bactieriestam zich nog juist kan vermeerderen, werd de
opstelling enigszins gewijzigd (zie fig. 3).

Om de redoxpotentiaal te verhogen werd een mengsel van N2/CO2 gas en
perslucht gebruikt, Dit werd niet over de cultuurvloeistof geleid,
maar er doorheen, Met behulp van een titrator (11, Radiometer) en
een daarop aangesloten klep {"magnetic valve" MNV 1, Radiometier)
werd de persluchttoevoer zo geregeld dat zich sen constante redox—
potentiaal van de gewgnste waarde in het medium kon handhaven. Ret

NZ/CO gas en het mengsel van N2/CO en lucht werden door waterkolom-

men gileid om de gassen met waterdaip te verzadigen. De beide pH
meters werden op een 12 punts recorder (PR 3500, Philips) aangesloten
waarop pH en redoxpotentiaal werden geregistreerd.

Cysteine of thioglycollaat werden niet aan de media toegevoegd.
Aangenomen werd dat de gegnte bacteriestam greoeide wanneer de pH
daalde en de cultuurvioeistof troebel werd. In plaats van argenthal-
elektroden, die nogal kwetsbaar zijn, werd in &én opening van het
vaatje een agar-zout-brug (2% agar in verzadigde KCl oplossing) ge-
plaatst die in verbinding stond met een bekerglas gevuld met een
verzadigde KCl oplossing; hierin waren 2 calomel-elektroden geplaatst.

De agar-zout-brug werd apart gesteriliseerd.

Calibreren van de elektroden

Indien men hoge redoxpotentialen (hoger dan ongeveer + 100 tot + 200
mV) wil meten levert het calibreren geen probleem op. Men kan van

verschillende standaardoplossingen gebruik makenh zoals een verzadigde

guinhydronoplossing in sto4 (Leistner & Mirna, 1259), een mengsel
van ferri- en ferrocyanideoplossingen in KCl (Michaelis, 192%) of
een mengsel van ferri- en ferrosulfaatoplossingen in stO4 {(Light,
1972}. Deze oplossingen zijn zo geconcentreerd dat de Eh door zuur-
stof uit de tucht niet wordt beinvloed.

Bij het testen van verschillende elektroden met deze oplossingen
bleken zi] dezelfde Eh—waarden aan te geven. Werden zij echter in

een goed gegroelde bacteriecultuur (E. coli) gebracht, waarvan de
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potentiaal tamelijk laag was, dan lagen de waarden die de elektroden
aangaven soms zeer ver uiteen (meer dan 100 mV). Voor het meten van

lage redoxpotentialen moet men dus calibreren in een standaardoplos-
sing met zen lage potentiaal, Jacob (1970, 1971}, een van de weinige

auteurs die dit probleem signaleert, gebruikt als "standaardoplossing"

gen juist velgroeide cultuur van Proteus wvulgaris 5G2; de ECal hisrvan
is - 320 mV. Deze methode vonden wij echter nogal moeilijk te verwe-
zenlijken daar men wisselende potentialen vindt wanneer de proefom-—
standigheden ook maar de geringste afwijkingen vertonen. Een ander
nadeel is dat deze methode vergelijkend is; men werki niet met abso-
lute waarden. Kordatsky (1953) stelde voor om voor 50% gereduceerde
kleurstoffen te gebruiken. Hiermee krijgt men weliswaar absolute
waarden, maar het is buitengewoon moeilijk een oplossing in een
bepaalde gereduceerde toestand te houden.

Toch. . hebben wij onze elektroden gecalibreerd met redoxindicatoren,
maar hebben een eenvoudiger methode toegepast., De elektroden

werden getest met redoxkleurstoffen die voor 95 - 100% gereduceerd
waren, dus bij het kleuromslagpunt. De te testen elektroden

werden in een vaatje gezet (zoals in paragraafl F beschreven is).

In het vaatje werd 300 ml van medium I gebracht; de pH werd op

7 gesteld, Aan het medium werd een redoxindicator toegevoegd. Het
vaatje met inhoud werd in gereduceerde toestand gebracht door ver-
warming in een pressure cocker tot de kleur was verdwenen. Langrnaam
werd lucht door het medium geleid. Bij het kleuromslagpunt (25 - 100%
reductie) werden de waarden die de elektroden aangaven afgelezen.

Het kleuromslagpuni is tot op + 5 mV nauwkeurig af te lezen. Daarna
werd ter controle de luchttoeveoer afgesloten en de zuurstof uit het
medium verdreven door N2/CO2 gas door te leiden; opnieuw werd het
kleuromslagpunt (nu van gekleurd naar kleurloos) vastgesteld. Ook de
pH werd gemeten, daar dese onder invioed van kooldioxyde uit het gas-
mengsel iets daalt.

De volgende redoxindicatoren werden gebruikt:

- methyleenblauw {Kuhlman, Paris} in een concentratie van 0,001%;

Eé = 4+ 11 mV; de oplossing is kleurloos bij Eﬁ = - 49 mV

- resazurine (British Drug Houses) d.w.z, de gereduceerde vorm,
resofurine, in een concentratie van 0,0002%; Eé = - 50 mV; de
oplossing is kleurloos bij Eﬁ = - 110 mV.



- nijlblauw (B.D.H.) in een concentratie van 0,001%; Eé = — 142 nv;
de oplossing is kleurloos bij Eﬁ = - 202 mV. Deze lage waarde is
nog juist te bereiken in het vaatje met medium I.

Alleen de elektroden die bij deze lage Eh waarden op 10 mV nauwkeu-

rig aangaven werden bij de experimenten gebruikt. TusSsen de experi-

menten door werden ze steeds opnieuw gecalibreerd.

Behandeling van de elektroden

De platina-elektroden werden 's-nachts in geconcentreerd salpeterzuur
weggezet of gedurende 53 minuten in warm salpeterzuur gehouden. Daarna
werden zij grondig gespoeld met kraanwater en aqua dest. (Kordatsky,
1953). De elektroden werden niet gepolijst zoals Jacob (1971) aanraadt,
daar de meeste elektroden die wij gebruikten zo teer waren dat exr bij
een dergelijke behandeling gemakikelijk breuken konden optireden. Ter
voorkoming van fouten in de metingen werd tussen de experimenten

telkens gecalibreerd.
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HOOFDSTUK IV

REDOXPOTENTIAAL IN HET DARMKANAAL VAN KIEMVRIJE EN CONVENTIONELE MUIZEN
REDOXPOTENTIAAL EN KOLONISATIE VAN HET COECUM DOOR STRIKT ANAEROBEN

In

dit hoofdstuk worden allereerst proeven beschreven die betrekking

hebben op de redoxpoientiaal in verschillende delen van het darmkanaal

van kiemvrije en conventionele muizen. Daarna worden de kolonisatie van

het kiemvrije muizecoecum door strikt anaerobe bacteri®n en de verande-

ringen in redoxpectentiaal die daardocor cntstaan nagegaan.

30

De redoxpotentiaal in het darmkanaal van kiemvrije en conventionele

muizen

Om een indruk te krijgen in hoeverre micro-organismen de redoxpoten-
tiaal in de verschillende delen van het darmkanazl beinvloeden heb-
ben wij de potentiaal gemeten in conventionele en kiemvrije muizen.

Voor de teoegepaste methodiek wordt verwezen naar hoofdstuk III.

Resultaten

Conventionele muizen

Uit tabel 11T blijkt dat de redoxpotentiaal, die in de maag hoog is
{(+ 27 & 23,5 mV), steeds lager wordt naarmate we het darmkanaal in
de richting van het coecum vervoelgen; hier bereikti{ hij zijn laagste
waarde (~ 200 + 8,1 mV) om in het rectum weer op te lopen (- 77 % 11
mV). De pH is laag in de masag, doch in het overige deel van het darm-

kanzal ongeveer gelijk,



Kiemvrije muizen

Uit tabel IV blijkt dat de redoxpotentiaal in verschillende gedeelten

van het darmkanaal van kiemvrije muizen vrijwel gelijk is.

Bespreking van de resultaten

In de maag van conventionele en kiemvrije muizen is de redoxpotentiaal
ongeveer gelijk. Klaarblijkelijk heeft de flora van de maag van con-
ventionele dieren, die uit 109 lactobacillen en streptokokken per

gram bestaat (Schaedler e.a., 1%65a), geen invloed op de aanwezige
zuurstof. De zuurstof, die de maag samen met het voedsel binnenkomt,
vormt snel een evenwichtstoestand met de zuurstof uit het omringende
capillaire bloed (Davenport, 1961). Deze toestand handhaaft zich in
de rest van het darmkanaal van kiemvrije muizen, zmodat de redoxpoien-—
tiaal overal ongeveer dezelfde waarden heeft. Bij conventionele dieren
daarentegen begint de potentiaal in het ileum te dalen, waarschijnlijk
als gevolg van hegere azantallen van bacterién die zuurstef verbruiken.
In het coecum, colon en rectum bevinden zich de meeste micro-organis-
men, 1010 - 1011 per gram en wel voornamelijk anaeroben. In het coecum
vindt echter de grootste stofwisselingsactiviteit plaats, zodat be-
grijpelijk is dat daar de redoxpotentiaal lager is dan in het rectum.
Er is mij geen literatuur bekend over esn soortgelijk onderzoek bij
muizen. Bergheim e.a. (1%45), die de invloed van het digdet op de
redoxpotentiaal bestudeerden, maten de redoxpotentiaal in de verschil-
lende gedeelten van het darmkanaal bij ratten. Hun resultaten stemmen
in grote lijnen overeen mét die van onze experimenten met convenitio-
nele muizen. De redoxpotentiaal die wij vonden in het coecum van con-
ventionele muizen (- 200 * 8 mV) is gelijk aan de waarde die Meynell
(1963) vond in het coecum van eveneens conventionele muizen (ca. - 200

mv) .

Redoxpotentiaal en kolonisatie van het coecum van kiemvrije muizen

door strikt anaeroben

In deze paragraaf worden eXperimenten besproken die tot doel hebben .
na te gaan of strikt anaeroben zich kunnen vestigen in het darmkanaal
van kiemvrije muizen. Daarbl] wordt tevens nagegaan hoe de redox-
potentiaal in het coecum verandert onder invloed van de nesteling

van verschillende micro-organismen.
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Groepen van minimaal 10 kiemvrije muizen werden besmet met respectie-

velijk Clostridium innocuum, Clostridium ramosum, Bacteroides fragilis,

Propionibacterium acnes, scort D en soort E, alle gelsolesrd uit CRF-

muizen, en E. coli, Na drie weken werden de monogecontamineerde muizen
gedood en werden redoxpotentiaal en pH in het coecum gemeten; van de
coecuminhoud werden standaardpreparaten gemaakt en werd kwalitatiedf
gekweekt op anaerobe flessen door een druppel coecuminhoud en een
stukje van de coecumwand op de voedingsbodem uit te strijken. Op

deze manier werd bepaald of de kacteri€n die in de preparaten werden
waargenomen levensvatbaar waren en in reincul tuur in het coecum voor-
kwamen. E. coli werd kwantitatief gekweekt op boulllonagarplaten.

Voor verdere informatie over de gebruikte methoden zie men hoofdstuk

III.

Resul taten

Nesteling van micro-organismen en redoxpotentiaal

C. inneocuum, C., ramosum, B. fragilis, P. acnes en E. coli vestigden

zich zeer gemakkelijk in kiemvrije muizen. Reeds 2 tot 3 dagen na
besmetting waren in faecespreparaten veel bacteridn waar te nemen.
Uit tellingen in standaardpreparaten bleek dat deze scorten na 21
dagen in aantallen varidrend wvan 109 tot 1010 per gram coecuminhoud
voorkwamen, Uit tabel V blijkt dat de redoxpotentiaal in het coecum

van monognotobionten van €., innocuum, B. fragilis, (. ramosum en

E. coli sterk was verlaagd ten opzichte van de potentiaal in het

coecum van Kiemvrije muizen. De redoxpotentiaal in het coecum van
kiemvrije muizen die besmet waren met C. innocuum (- 242 * 10 mV)
bleek zelfs lager te zijn dan die in het coecum van CRF-muizen

(- 173 £ 7 mV). De kolonisatie van P. acnes bleek echter nauwelijks
effect te hebben op He redoxpotentiaal van het coecum. Soort D en
soort E vestigen zich veel moeilijker. Uit tabel VI blijkt dat scort
D in het geheel niet koloniseerde in kiemvrije muizen. Werd echter
de redoxpotentiaal in het coscum verlaagd door de muizen &én week
van tevoren te besmetten met B. fragilis, dan vestigde zich soort D
zeer gemakkelijk., De redoxpotentiaal bleek tot zZeer lage waarden

(- 286 + 10,2 mV) te zijn gedaald. In muizen die tevoren waren be-
smet met P. acnes, die zoals wij gemien hebben de potentiaal maar

zeer weinig verlaagde, vestigde soort D zich in 2/3 van de muizen.



Ook hier bereikte de potentiaal, indien soort D keloniseerde, zeer
lage waarden. Zoals in tabel VII te zien is werd een dergelijk expe-
riment uitgevoerd met soort E, Deze vestigde zich slechts in 1/3 van
het aantal muizen. De bacteri&n waren echter in de coecuminhoud nau-
welijks aanwezig, maar kwamen voor in de mucosa, Z1j het in kleine
aantallen. De redoxpotentiaal in het coecum van deze muizen was
slechts weinig gedaald (tot - 8 + 13 mV). Ook soort E bleek zich
gemakkelijk te vesiigen als de muizen tevoren waren bhesmet met een

van de gemakkelijk groeiende anaeroben (C., innocuum) of E. coli.

Niet alleen in de mucosa maar ook in de coecuminhoud werden grote
aantallen van soort E gevonden. De redoxpotentiaal in de coeca van
deze muizen stemde overeen met de waarde die gevonden werd in mono-

gnotobionten van C. innocuum of £, coli, Werden muizen tevoren be-

smet met P. acnes dan bleek soort E ongeveer in minder dan de helft
van de muizen te koloniseren en vrijwel alleen in de mucosa voor te

komen., Ook de redoxpotentiaal bleek slechts weinig te zijn gedaald.

Coecumgrootte

Zo op het oog geschat was in geen van de monognotobionten het coecum
verkleind, maar van de 15 muizen, waarin zich C. innocuum en soort E
bevonden, hadden er 3 een verkleind coecum, Dok in muizen met P, acnes
en soort E hadden 3 van de 11 een iets verkleind coecum. De muizen
echter die gekoloniseerd waren met E. coli en soort E hadden alle

een coecum dat tot de helft van de grootte van een kiemvrij coecum

was gereduceerd,

Aantallen bacteri&n in de gnotobionten

Uit tabel VIII blijkt dat de verschillende CRF stammen waarmes kiem-—
vrije muizen werden gecontamineerd zich meestal niet in dezelfde
aantallen vestigden als die waarin zij in een CRF-muis voorkomen.

C. ramosum, C. innocuum, P. acnes en B. fragilis konden zich op een

hoger niveau handhaven., Scort E vestigde zich, samen met E. coli of
C. innocuum, in ongeveer dezelfde aantallen als hij voorkomt in CRF-
muizen. Het is niet mogelijk om de zantallen van sSoort D in gnoto-
bionten te vergelijken met die in CRF-muizen, daar soort D morfolo-
gisch niet of nauwelijks is te onderscheiden van andere vertegenwoor-

digers van de groep micro-organismen die bekendstiaat onder de naam
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"tapered rods" of "tapered anaerobes" (Savage e.a., 1968). Dezme tape-

red rods vormen de dominante groep van de CRF flora, ongeveer 2,5.1010
per gram coecuminhoud. Worden CRF-muizen besmet met E, coli dan blijkt
deze soort zich slechts te kunnen handhaven op een niveau van 103— 105
per gram. In kiemvrije mmizen bereikt hij echter snel een hoge waarde,

10¥ - 3.10%°,

Bespreking van de resultaten

Nesteling van de micro—organismen en redoxpotentiaal

We hebben gezien dat ., innocuum, C. ramosum en B. fragilis de redox-

potentiaal in het coecum van een kiemvrije muis verlagen tot ongeveer
het niveau van conventionele en CRF-muizen. Er is nog weinig bekend
over de mechanismen die ten grondslag liggen aan het vermogen van
bepaalde anaeroben hun omgeving te reduceren. QOok E. coli, de enige
niet-anaerobe soort, verlaagt de redoxpotentiaal, hoewel minder sterk
dan bovengenoemde CRF stammen; deze verlaging wordt toegeschreven aan
zuurstofconsumptie. P. acnes daarentegen blijkt de poteniiaal slechts
zeer welinig te doen dalen. Het is mogelijk dat P. acnes niet het ver-
mogen bezit zijn milieu te reduceren; daarentegen kan het ook zijn
dat de relatief hoge redoxpotentiaal in het kiemvrije muizecoecum

een gunstige voorwaarde is voor een goede groei, daar P, acnes immers
gen micro-aerofiel micro-organisme is dat een vrij hoge zuurstofspan-
ning (doch niet die van lucht) tolereert. Soort D en soort E vestigen
zich niet of zelden in het coecum van kiemvrije muizen. Het milieu

in het kiemvrije muizecoecum is duidelijk ongeschikt voor het zich
handhaven van deze soorten waarschijnlijk omdat de redoxpotentiaal

te hoog is. Het bleek inderdaad dat zij zich goed konden vestigen
wanneer de potentiaal tevoren was verlaagd door een van de gemakkelijk
groeiende anaeroben, In monoghotobionten van P. acnes, waarin de po-
tentiaal stechts weinig verlaagd is, koloniseerden soort D en soort E
zich slechts in respectieveliik 1/2 en 2/3 van de muizen. Kennelijk
is de potentiaal niet genoeg verlaagd voor een gemakkelijk aanslaan.
In muizen gekoloniseerd door soort D en B. fragilis of sooert D en

P. acnes was de eindpectentiaal veel lager dan in monognotobionten van

B. fragilis of P. acnes, hetgeen betskent dat deze lage potentialen

door soort D veroorzaakt worden. Daarentegen was de eindpotentiaal

in muizen gekoloniseerd met soort E en C. innocuum of scort E en



E. coli gelijk aan de potentiaal in monognotobionten van €. innocuum
en E. coli; het reducerende vermogen van scort E is kennelijk minder

of even sterk als van E. coli.

Soort D en soort E blijken zich in tegenstelling tot vele andere
strikt anaercbe soorten moeilijk in het coecum van een kiemvrije muis
te vestigen. De meeste strikt anaeroben koloniseren kKiemvrije muizen
gemakkelijk, zoals Bacteroides (Schaedler e.a., 1965L), Ciostridium

(Skelly, 1962}, Bifidobacterium, Catenabacterium, Veillonella (Raibaud

e.a., 1966), Clostridium perfringens (Raibaud e.a., 1972), Fusobacte-

rium fusiforme en een bacteroidesstam (Gibbons e.,a., 1964)., Cok door
anderen is gevonden dat er bacterién zijn die niet in staat zijn zich
te vestigen in kiemvrije muizen, echter wel in mizen die reeds ¢en

flora hebben: Treponema microdentium (Gibbons e.a., 1964), Fusobacte-

rium nucleatum (Loesche, 1969), enkele ongelidentificeerde staafjes
(waarschijnlijk tapered rods) uit het muizecoecum (Syed e¢.a., 1970).
Er wordt gesuggereerd dat dit kan samenhangen met een tamelijk
beperkt gebied van de redoxpotentiaal waarbinnen deze stammen kunnen
gaan groeien (Socransky e.a., 1964; Syed e.a., 1970).

Opvallend was dat soort E zich onder ongunstige omstandigheden (hoge
redoxpotentiaal) vrijwel alleen in de mucosa bevond. De mucosa vormt
een typische niche voor bepaalde darmbacterign. In de mucosa van het
coecum en colon komt een dikke laag tapered anaerchbes voor (Savage
e.a., 1968). Het is mogelijk dat de tapered anaerobes en dus ook
soort E mucine als energilebron gebruiken; een conventioneles flora

is in staat om hexosaminen uit mucine af te breken (Lindstedt, 1965).
Ook glycopreteinen worden door darmbacterién afgebroken (Hoskins &

Zamcheck, 1968).

Coecumgrootte

Alleen de muizen waarin naast C, innocuum of E. coli ook soort E ge-

vestigd was, toonden een gedeelielijke verkleining van hei coecum.
Misschien is scort E daarvoor alleen verantwoordelijk, maar evengoed
is mogelijk dat scort F in combinatie met een andere bacteriestam
het coecum verkleint. Misschien zijn ook andere dan de door ons ge—
bruikte combinaties van CRF stammen hiertoe in staat. Uit de litera-

tuur zijn verschillende voorbeelden bekend van gedeeltelijke coecum—
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verkleining deoor de kiemvrije dieren te besmetten met micro—organis-
men (Freter & Abrams, 1972; Hudson & Lucky, 1964; Schaedler e.a.,
1965b; Skelly e.a., 1962).

Aantallen bacteri®n in gnotobionten

Het is een bekend werschijnsel dat een bacteriestam in monoghotobion=-
ten in grotere aantallen voorkomt dan wanneer hij deel uiltmaakt van
de residente flora in conventionele dieren (Ducluzeau & Raibaud, 1968;
Raibaud e.a., 1966). In monognotobionten vindt competitie om substra-
ten niet plaats; ook bacteri#le interacties die remmend zouden kunnen
werken komen niet voor., De meeste CRF micro-organismen blijken in
grotere aantallen voor te komeén in monognotobionten: dan in een CRF-
muis, E, coli die zich in een CHRF-muis slechts in geringe aantallen
kan handhaven bereikt een hoge waarde in kiemvrije muizen. Dit ver-
schijnsel wordt ook beschreven door Schaedler e,a. (1965b) en

Ducluzeau e.a. (1968).



HOOFDSTUK v

REDCXPOTENTIAAL EN KOLCNISATIE DOCR STRIKT ANAEROBEN VAN HET DARMKANAAT,
VAN CONVENTIONELE MUIZEN VAN 4 - 20 DAGEN

De residente flora van het darmkanazal van muizen bestaat vnl. uit ente-
rokokken, lactobacillen, coliformen, bacteroides-soorten en gram-nega-
tieve en gram-positieve fusiforme stazfjes, meestal aangeduid als
"tapered anaercbes" of '"tapered rods'", Dere laatiste groep is numerisk
het belangrijkst; de tapered rods zijn strikt anzeroobh en slechts
enkele vertegenwoordigers van deze groep zijn in reincul tuur gebracht.
Onder normale omstandigheden ziet men dat er na de geboorte een bepaal-
de volgorde in kolonisatie door de verschillende soorten bestaat.

De enterokokken en lactobacillen verschijnen reeds in de eerste 2 dagen
en de coliformen volgen snel. Bacteroides—soorten en de tapered anaero-
bes worden, tegelijkertijd, na 12 dagen voor het eerst waargenomen

(Lee e.a., 1971; Lee & Gemmell, 1971; Savage e.a., 1968). Zij nemen
zeer snel in aanial toe en zijn reeds enkele dagen na hun verschijnen
numeriek in de meerderheid.

Lee en Gemmell (1971) wezen erop dat de tapered anaerobes verschijnen
kort nadat de muizen voor het eerst, naast moedermelk, vast voedsel
nuttigen. Het milieu zou door de opname van vast voedsel geschikt worden
gemaakt voor de vestiging van de strikt anaeroben in grote aantallen.
Lee e.a. (1971) suggereerden dati naast een behcefte aan bepaalde voe—
dingsstoffen een verlaging van de redoxpotentiaal in het darmkanaal

door andere bacteri&n van essentieel belang voor de vestiging van
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tapered rods zou zijn. Uit een voorgaand experiment (hoofdstuk IV B) is
gebleken dat twee vertegenwoordigers van de tapered rods, soort D en
sgort E, die behoren tot de residente flora van conventionele muizen,
zich nauwelijks of niet konden vestigen in het darmkanaal van muizen
waarvan de redoxpotentiaal niet eerst was verlaagd door andere soorten.
In dit kader is het van belang te weien hoe de redoxpotentiaal na de
geboorte verandert bij conventionele muizen en bij welke potentizal

tapered anaerobes zich gaan vestigen.

Methode
Voor dit experiment werden C57 Bl./A muizen gebruikt. Zwangere vrouwtjes
werden in afzonderlijke kooien gehuisvest. In het coecum van muizen van
4 tot en met 20 dagen oud werd de redoxpotentiaal gemeten., Voor de leef-
tijdsgroep van 4 tot en met 12 dagen werden telkens 8 muizen gebruikt,
voor die van 13 tot en met 20 dagen steeds 4. De muizen die per leeftijds-
groep werden gebruikt waren afkomstig uit verschillende nesten. Na de
meting werd het coecum gehomogeniseerd en werden verdunningen op bouil-
lonagarplaten uvitgestreken om het totale aantal aseroben te tellen. Daar-
naast werd een standaardpreparasat gemaakt om het fotale gsantal aeroben
+ anaeroben te kunnen tellen. Met deze techniek kan men aantallen van

6 -
10 per gram coecum nog Jjuist aantonen.

Resultaten

De resultaten van deze experimenten zijn weergegeven in de tabellen IX
en X. Uit tabel IX blijkt dat de redoxpotentiaal in het coecum van mui-
zen tot een leeftijd van 14 dagen geleidelijk zakt om daarna weer iets
op te lopen. Terwijl de redoxpotentiaal in waarde daalt beginnen de
tapered anaerobes en de hacteroides-soorten in aantal toe te nemen,

Op grond van het microscopisch beeld kan men 4 groepen onderscheiden,
nl.-groep I waarin anaerobe micro-organismen niet worden waargenomen,
groep II waarin alleen kleine en middelgrote tapered rods en soort E,
groep II11 waarin daarnaast ook bacterocides—soorten voorkomen on groep
IV waarbij in alle muizen alle soorten aanwezig zijn. In tabel X zijn
de gegevens van tabel IX opnieu¥w weergegeven, waarbij de gemiddelde
waarden van de genoemde 4 groepen zijn vermeld. Daar de pH niet kon

worden gemeten is de redoxpotentiaal aangegeven met Eh.
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Groep I

De gemiddelde redoxpotentiaal in het coecum van muizen van groep I was

+ 27 + 4,6 mV en tapered rods werden nooit waargenomen. Het totale aan~
tal bacteri&n in het coecum was 5.107 per gram en bestond voornamelijk
uit enterokokken en lactobacillen, daarnaast waren ook coliformen aan-
wezig (105 per gram),

Groep I

De gemiddelde redoxpotentiaal van groep II was — 58 # 12,4 m& en in een
derde van het aantal muizen werden kleine en middelgrote tapered rods
gevonden in aantallen variérend van 5.106tot 108 per gram coecum. In 2
van de 24 muizen werd soort E gevonden. Het totale aantal bacteri®n in
het coecum was gestegen tot 108 per gram,

Groep III

In deze groep was de redoxpotentiaal gezakt tot - 163 £ 10 mV en alle
muizen bevatten kleine en middelgrote tapersd anaerobes. Hun aantal va-
rieerde van 10 tot 1010 per gram coecum, ok socrt E had zich nu in de
helft van alle muizen gevestigd (107 per gram coecum). Bacteroides-soor-
ten verschenen voor het eerst in deze groep in een derde van alle muizen.
Het totale aantal bacteri®n in het coecum varieerde van 5.108 tot 1010
per gram.

Groep IV

De redoxpotentiaal in het coecum van muizen behorende tot groep 1V was

- 183 + 5,3 mV; dit is niet verschillend van de potentiaal in groep I1I11.
In alle muizen uit deze groep hadden zich nu tapered rods en bacteroides-
soorten gevestigd. Het aantal kleine en middelgrote tapered rods liep

op tot 1010 per gram, hetzelfde gold voor bacteroides-soorten (1010 per
gram); Soort E kwam voor in aantallen van 5.107 - 108 en het totale
aantal bacteri&n bedroeg 1 - 5.1010 per gram, Uit het bovenstaande blijkt
dat de tapered anaercbes zich pasgaan vestigen wanneer de redoxpotentiazal
tot ongeveer 75 mV beneden de beginwaarde is gedaald; bij individuele
muizen was de hoogste redoxpotentiaal waarbij tapered anaerobes werden

waargenomen — 30 mv.

Een conirole-experiment werd uitgevoerd met jonge kiemvrije muizen van
4 tot en met 20 dagen oud. Van elke leeftijdsgroep werden 3 muizen ge-
bruikt waarin de redoxpotentiaal van het coecum werd bepaald. Uit tabel

A1 blijkt dat de gemiddelde redoxpotentiaal van groep I, muizen van 4,
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HOOFDSTUK VI

YOLGORDE VAN KOLONISATIE VAN KIEMVRIJE MUIZEN DOOR ANAEROBEN NA CONTACT
MET EEN CRF-MUEIS

Uit het vorige hoofdstuk is gebleken dat de tapered anaercbhes het coecun
van jonge conventionele muizen pas koloniseren nadat de redoxpotentiaal
door andere bacteri®n is verlaagd. In dit verband is het interessant te
bepalen op welk tijdstip tapered anaerobes zich vestigen in volwassen
kiemvrije muizen wanneer de mogelijkheid tot aerogene besmetting met

een muizeflora wordt geschapen. Als besmettingsbron werd een CRF-muis
gebruikt. De CRF flora biedt het voordeel dat redelijk goed bekend is
uit welke soorien zij bestaat; in microscopische preparaten zijn zi)j ge-
makkelijk te herkennen. Een ander voordeel is dat deze flora anaerooch
is; wij kunnen in dit experiment bepalen welke van deze anaerobe soorten
in staat zijn zich als eerste ("minst anaerohe") in een kiemvrije muis,
met een relatief hoge redoxpotentiaal in het gehele darmkanaal, ie ves-—

tigen.

Proefopstelling

In een steriele metalen kooi, voorzien van glazen zijkanten, werden 25
kiemvrije muizen gehuisvest. De muizen werden verdeeid over § plastic
kooien waarvan de bodem met zaagsel was bedekt, De dicht bij elkaar
staande kooien waren afgedekt met een open metalen ruif waarin zich het
voer bhevond en waarop een waterflesje stond. De muizen werden gemerkt

door op verschillende plaatsen een stukje van de vacht te knippen. Om
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de kolonisatie door de CRF flora in deze afgesloten ruimte via de lucht
te laten verlopen, werd een CRF-muis in een aparie kooi tussen de kiem-
vrije dieren geplaatst. De kooien met de kiemvrije muizen werden iedere
iwee dagen verschoond, de kooi met de CRF-muis eenmaal per week; hierbij
werd er zorgvuldig op gelet dat nief met zaagsel werd gemorst. Jedere
dag werd faeces verzameld. Telkens werd &én muis in een lege schone kooi
waarvan de bodem met filtreerpapier was bedekt, geplaatst met bebulp van
een steriele pincet, ter voporkoming van contactbesmeiting; de faeces
werd in een flesje gebracht. Voor de volgende muis werd weer schoon fil-
treerpapier in de kool gelegd. De 25 flesjes mei faeces werden tegelijk
uit de isolator gevoerd. Een gedeelte van de faeces werd gent in buizen
met BHI (Difce) + 5% verse rundergal en in buizen met medium I, beide
met 0,3% agar. De culturen werden ingezet om, voordat bacteri&n in stan-
daardpreparaten waren te zien, reeds kolonisatie te kunnen vaststellen.
Het BHI medium met gal diende om Bacteroides te kweken; medium I voor

Clostridium ramosum en de tapered anaerobes. De buizen werden na 1, 2,

3 en 7 dagen bekeken. Elke dag werd &én muis opgeofferd om redoxpoten-—
tizal en pH in het coecum te bepalen. Het experiment werd herhaald met
enkele kleine wijzigingen. Het aantal muizen dat in de iweede proef

werd gebruikt was 20. De kooi van de CRF-muis werd iedere twee dagen

verschoond zonder bijzondere voorzorgen, zodat af en toe mei zasgsel

werd gemorst. Pas nadat standaardpreparaten waren bekeken, werd besloten

in welke muizen redoxpotentiaal en pH van het coecum zou worden gemeten.

Resul taten

Volgorde van kolonisatie

In de eerste proef werden na 11 dagen voor het eerst bacteri&n in de
faeces waargenomen, in de tweede na 6 dagen. Bij de hierna te vermelden
gegevens zljn die van de eerste en de iweede proef gecombineerd, met
dien verstande dat met de eerste dag de elfde dag van de eerste proef
en de zesde dag van de tweede proef wordt bedoeld. In fig. 4 is de volg-
orde van kolonisatie aangegeven, Zoals ult deze figuur blijkt vestigt

Bacteroides zich het gemakkelijkst, dan volgt Clostridium ramosum; van

de tapered anaerobes vestigen de kleine en middelgrote zich gemakkelijker
dan soort E. Na 9 dagen hebben de 4 belangrijkste vertegenwoordigers

van de CRF flora zich in alle muizen genesield.
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Aantallen tijdens de kolonisatie

Uit fig. 5, waarin de aantallen (berekend als gemiddelde waarden voor
de muizen waarin bacteridn werden waargenomen) zijn uitgezet tegen de
expositietijd (gerekend vanaf het tijdstip dat bacteri&n voor het eerst
. werden waargenomen), blijkt allereerst dat Bactercides snel het maximum

bereikt. Clostridium ramosum doet dit bijna even snel doch de tapered

rods en soort E vermenigvuldigden zich duidelijk langzamer. Cpvallend

is dat zowel Bacteroides als Clostridium rameosum door de tapered rods

en soort E worden verdrongen; ongeveerd 14 dagen nadat deze verdring-
ing is begonnen is een evenwichtstoestand ontstaan die kenmerkend is voor
de CRF flora.

Redoxpotentiaal en kolonisatie

De redoxpotentialen, die werden gemeten in coeca van muizen op verschil-
lende dagen na kolonisatie door de eerste bacteriBn, staan vermeld in
tabel XiI. Uit deze tabel blijkt dat in muis a, waar Bacteroides die
dag voor het eerst werd waargenomen (in aantallen van 109 per gram) de
redoxpotentiaal (Eﬁ) in het coecum (+ 30 mV) nog gelijk was aan die van
de kiemvrije muizen. Muis ¢ en d die na 2 dagen beide Bacteroides bevat-
ten (4.109 en 9.109 per gram) hadden reeds een sterk verlaagde redox-
potentiaal (- 57 en - 73 mV). In muis h en k hadden zich na 3 dagen
respectievelljk 6.109 en 2.1010 Bacteroides en respectievelijk 6.108

en 7.109 C. ramosum gevestigd. Een combinatie van grote zantallen EEE_

teroides en C. ramosum ging wvrijwel altijd de vestiging van de tapered

anaerobes vooraf. De redoxpotentiaal van het coecum van deze muizen
was - 100 mV en - 186 mvV. Uit het bovenstaande blijkt dat Bacteroides

en BRacteroides plus C. ramosum uitstekend in staat zijn de redoxpoten-—

tiaal in het coecum te verlagen; dit was te verwachien gezien de resul-
taten van de experimenten uit hoofdstuk IV. De redoxpotentiaal werd in
coeca van 15 muizen gemeten, tijdens een periode van 1 t/m 5 dagen na

kolonisatie door de eerste bacteri&n., In 7 van deze muizen was het coe-—
cum iets verkleind t.o.v. kiemvrije muizen., In 2 muizen (b en 1) hadden

zich naast Bactercides en C. ramosum alleen kleine en middelgrote tape—

7 6
red rods gevestigd in betrekkelijk geringe aantallen (10 en 10 per
gram faeces). In de andere 5 muizen (f, g, 1, m en n) bevond zich ook

soort E,
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Bespreking van de resultaten

Werkwi jze

Wat reeds aan het begin van dit experiment opviel was dat hoe '"schoner”
wii werkten, hoe langer het duurde voor zich in de kiemvrije muizen een
flora vestigde. Het "via de lucht besmetten' houdt waarschijnlijk in
dat bacteri&n zich, gehecht aan kleine stof- en zaagseldeeltjes die op-
stuiven in de kooien, verplaatsen.

Kolonisatie en redoxpotentiaal

Bacteroides blijkt zich als eerste in kiemvrije muizen te vestigen;
direct daarop velgt C. ramosum. Zij verlagen de redoxpotentiaal waardoor
het milieu geschikt wordt gemaakt voor de kolonisatie van de tapered
rods. Zoals, gezien de resultaten van hoofdstuk IV en V, te verwachten
was, vestigden de tapered anaerobes zich nooit als eerste, Zodra de
kleine en middelgrote tapered anaerobes zich explosief gaan vermeerde-—
ren, gaat er zich een evenwicht tussen de verschillende floracomponenten
instellen. Terwijl het aantal kleine en middelgrote tapered anaerobes

nog langzaam toeneemt, vermindert het aantal Bacteroides en €, ramosum,

Coecumverkleining

Opvaliend is dai het coecum kleiner wordt zodra tapered anaerobes ver—
schijnen. Ook in hoofdstuk IV B vonden we dat combinaties van verschil-

lende bacteri&n (E. coli en C. innocuuwm met soort E) de coecumgrootte

reduceerde. Savage (1970) en Lee e.a. (1971) namen ook waar dat de
tapered anaercbes, die in 2ulk een nauw contact staan met de mucosa,

van belang ziJjn bij de reductie van het coecum in conventionele muizen.
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HCOFDSTTUK VII

DE BEPERKENDE POTENTIAAL VAN ENKELE STRIKT ANAEROBEN
VERANDERINGEN VAN DE REDOXPOTENTIAAL IN GROEIENDE BACTERIECULTUREN

In voorgaande experimenten {zie hoofdstuk IV) werd waargenomen dat soort
I en scort E zelden of nooit in staat waren zich in kiemvrije muizen te
vestigen., Hierbij gingen wij ervan uit dat de redoxpotentiazl in het
coecum van kiemvrije muizen (4+ 42 * 6,5 mV) te hoog Was voor kolonisatie
door deze anaeroben. De potentiaal waarbij deze stammen zich wel zouden
kunnen vestigen, zou dus in ieder geval lager moeten zijn dan ongeveer

+ 40 mV,

In dit hoofdstuk worden experimenten in vitro beschreven waarin de beper-
kende potentizal wvan socort D en E wordt bepaald. Met de beperkende poten-
tiaal ("limiting potential') wordt de hoogste potentiaal (Eﬂ) bedoeld
waarbij een bacteriestam zich nog Jjuist kan vermeerderen. Men zou kunnen
verwachten dat de beperkende potentiaal van soort D en E lager ligt dan onge-
veer + 40 mV, aangenomen dat de proefopstelling in vitro te vergelijken
is met de dierexperimenten.

Van €. innocuum en B. fragilis, die beide gemakkelijk kiemvrije muizen

koloniseren, werd ook de beperkende potentiaal bepaald; hier kan men een
potentiaal verwachten die hoger is dan ongeveer + 40 mv. Soort E vestigt
zich in combinatie met C. innocuum Zeer gemakkelijk in het coecum van
een kiemvrije muis. Hier bestaat de mogelijkheid dat naast het verlagen
van de redoxpotentiaal ook de vorming van hepaalde stofwisselingsproduc—
ten door C, innocuum de kolonisatie van socort E bevordert.

Om de mogelijke invloed van deze laatstgenoemde factor op de beperkende
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potentiaal van soort E na te gaan werd in een medium dat voor een deel
bestond uit bacterievrije cultuurvloeistiof van een goed gegroeide cul-
tuur van C. innocuum de beperkende poientiaal van soort E bepaald. Een-—
zelfde experiment werd uitgevoerd met soort D, gekweekt op medium waar-
aan cultuurvloeistof van B. fragilis was toegevoegd; soort D koloniseert
zeer gemakkelijk een kiemvrije muis in combinatie met B. fragilis,

De uitvoering en de resultaten van deze experimenten worden onder A
besproken. Tevens werden eXperimenten uitgevoerd om na te gaan of het

al dan niet verlagen van de redoxpotentiaal, zoals dat zich voordoet

in gnotobionten van CRF soorten, ook bij groei in vitro valt waar te
nemen, Ult de proeven die in hoofdsiuk [V werden beschreven is gebleken
dat, met uitzondering van P, acnes, alle CRF socorten die zich konden
vestigen in het coecum van kiemvrije muizen de redoxpotentiaal van de
coecuminhoud sterk verlaagden. Soort D in combinatie met B. fragilis of,
in een aantal gevallen, met P. acnes, deed de potentiaal het sterkst
dalen (tot ongeveer - 300 mV); aangenomen werd dati deze verlaging ver-
oorzaaki werd door soort D. . innocuum verlaagde de potentizal iets
minder sterk (tot - 242 mV) en hierop volgden B, fragilis (tot - 175 mv)
en C, ramosum (tot - 150 mV). In hoeverre scort E de potentiaal doet
dalen is ult de voorgaande proeven niet af te leiden, waarschijnlijk
niet lager dan - 79 mV; dit is de redoxpotentiaal van het coecum van
muizen waarin scort E en E. coli zich hadden gevestigd; deze waarde is
gelijk aan die in muizen met alleen E. coli. In hoeverre dit verschijn-
sel, het al dan niet verlagen van de redoxpotentizal en de mate waarin,

zich ook in vitro voordoet wordt onder B beschreven.

A, De beperkende potentiaal van enkele strikt anaeroben

In dit experiment werd de hoogste redoxpotentiaal waarbij de soorten
D en E zich nog juist kunnen vermeerderen bepaald; beide soorien ves-
tigen zich niet of nauwelijks in kiemvrije muizen. Tevens werd de

beperkende potentiaal bepaald voor C. innocuum en B. fragilis, soor-

ten die kiemvrije muizen snel en gemakkelijk koloniseren.

De stammen worden geént in een vaatje waarin elektroden waren aange~
bracht om pH en redoxpotentiaal te meten. Deor het medium werd een
mengsel van perslucht en NZ/COZ geleid, Met behulp van een automatische
titrator en een daarop aangesloten klep werd de persluchttoevoer zo
geregeld dat zich een vrijwel constante redoxpotentiaal van een ge-

wenste waarde in het medium kon handhaven; de potentiaal schom-
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melde niet meer dan + of - 5 mV om de ingestelde waarde. De redoxpo-
tentiaal en de pH werden geregistreerd op een recorder. Voor nadere
bijzonderheden over deze proefopstelling zie men hoofdsiuk III F. De
redoxpotentiaal in de cultuurvloeistof werd voor ieder experiment op
een andere waarde ingesteld; op deze wijze kon worden bepaald bij

welke redoxpotentiaal de stammen nog wel en niet meer groeiden.

Resultaten
De resultaten zijn weergegeven in tabel XIII. In deze tabel kan men
onderstaande gegevens terugvinden.
Soort D
Bij een redoxpotentiaal van 0 tot + 5 mV werd nog groei waargenomen,
bij een potentiaal van 0 tot + 16 mV echter niet meer. De beperkende
potentiaal van scort D ligt dus tussen + 5 en + 16 mV,
Scort E
Groel vond nog plaats bij een poitentiaal die lag tussen — 7 en + 1 mV,
maar bij een redoxpotentiaal tussen + 4 en + 13 mV niet meer. De be—
perkende potentiaal van scort E ligt dus tussen + 1 en + 13 mV.
C. innocuum
Bij een redoxpotentiaal die lag tussen + 190 en + 206 mV werd nog
groel waargenomen, maar tussen + 205 en + 215 mV niet meer. De beper-

kende potentiaal ligt dus tussen + 205 en + 215 mV.

B. fragilis

Tussen + 168 en + 178 mV vond nog groeli plaats, bij een potentiazal
tussen + 177 en + 185 mV en hoger echter niet meer, De beperkende

potentiaal van B. fragilis ligt dus tussen + 178 en + 185 mVv,

In de volgende proeven werd de beperkende potentiaal bepaald van
soort D echter met dit verschil dat cul tuurvloeistof van een goed
gegroeide cultuur van B, fragilis aan het medium werd toegevoegd.
Hetzelfde werd gedaan voor soort E met cultuurvloceistof van C. inno-
cuum. Het enige verschil met de proefopstelling uit het vorige expe-
riment was, dat dubbel geconcentreerd medium met een gelijke hoeveel-

heid cultuurvloeistof van B, fragilis of C. innocuum werd verdund.

Deze cultuurvloeistof werd verkregen door een goed gegroeide cultuur
te centrifugeren en de bovenstaande vloeistof met behulp van een mil-

liporefilter te steriliseren. De resultaten zijn weergegeven in tabel



X1V, Hieruit kan worden geconcludeerd dat de beperkende potentialen
nu een waarde hebben die ongeveer 50 mV hoger ligt dan wanneer cul-

tuurvloeistof niet was toegevoegd.

De wverandering van de redoxpotentiaal in groeiende bacteriecul turen

In groeiende culturen van C., innocuum, (. ramosum, P, acnes, B. fra-

gilis, soort D en soort E werden redoxpotentiaal, pH en extinctie
gemeten, De proefopstelling was ongeveer gelijk aan die vén het vori-
ge experiment met dit verschil dat perslucht niet werd doorgeleid maar
alleen NZCO2 ontinu) de beginpotentisal stelde zich op een vrij laag

nivezu, itussen — 100 en - 140 my in.

Resul taten
De resultaten van de proeven zijin weergegeven in de figuren 6 t/m 11.
Uit deze figuren blijkt dat in alle culturen behalve in die van
P. acnes ongeveer heizelfde plaatsvindt: de redoxpotentiaal wordt
tijdens de groei verlaagd en met het bereiken van de stationaire fase
in het groeiproces hebben de redoxpotentiaal en de pH hun laagste
waarde bereikt. P, acnes, de enige soort die de redoxpotentiaal in
het muizecoecum vrijwel niet verlaagde, blijkt ook in de cultuur de
potentiaal niet te doen dalen,
C. innocuum (fig. 6) blijkt van alle geteste stammen de grootste ver-
andering in potentiaal teweeg te brengen; de potentizal zakt van - 125
tot - 333 mV. Ook de andere stammen verlagen de redoxpotentiaal in
meerdere of mindere mate (met tenminste 100 mV), behalve P. acnes
{(fig. 11) die de potentiaal tijdens zijn groel met enkele tientallen
mV in geringe mate doet stijgen.
Soort E (fig. B), B. fragilis (fig. 9) en C. ramosum (fig. 10) ver-
lagen de redoxpotentiaal tijdens hun groei geleidelijk totdat deze,
aan het einde van de logaritmische fase, zijn laagste waarde heeft
bereiki. Daarentegen vertoont de redoxpotentiaal tijdens de groei
van C. innocuum en soort D (fig. 7) de snelste daling van zijn tra-
ject in de eerste uren na bheénten.
Bij de meeste stammen begint de potentiaal na het bereiken van de
stationaire fase in het groeiproces weer wat op te lopen. Dit is zeer

opvallend bij C. innocuum en C. ramosum.

Een verklaring veor dit verschijnsel zou kunnen zijn dat stofwisse-
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lingsprogucten met een reducerende werking (zoals waterstofgas) uit
de cultuur worden verdreven {door het NZ/CO2 gasmengsel dat continu
over het medium wordt geleid), wanneer de aanmaak na het beBindigen
van de groei stopt. In hoeverre de lazagste potentiaal die doer een
bepaalde stam wordt bereikt afhankelijk is van de waarde van de begin-

potentiaal valt niet uit deze proeven af te leiden.

Bespreking van de resultaten

Uit de onder A beschreven experimenten is gebleken dat de beperkende

potentizal wan B, fragilis en C. innocuum heoog ligt en die van soort

D en E laag. De beperkende potentiaal voor deze laatst genoemde socr-

ten wordt wat hoger, indien cultuurvloeistof van een goed gegroeide

cultuur van B. fragilis of C. innccuum aan het medium wordt toegevoegd.

C. innocuum en B. fragilis hebben, als zij in vitro worden gekweekt,

een beperkende potentiaal die zo hoog is (bij + 175 en + 200 mV) dat
het geen verwondering wekt dat zij het coecum van kiemvrije muizen
gemakkelijk koloniseren, De potentiaal wazarbij soort D en E daaren-—
tegen nog net groeiden, rond + 13 mV¥, ligt beneden de redoxpotentiaal
van het coecum van een kiemvrije muis en dit kan er de oorzaak van
zijn dat deze soorten zich zelden of noeit in kiemvrije muizen vesti-
gen.

Er is weinig bekend over de beprerkende poteniiaal van strikt anaerobe
darmbacterién. Smith en Hungate (1958) vonden dat voor het kweken van

Methanobactérium ruminantium de redoxpotentiaal zo laag moest zijn

dat de redoxindicator benzylviologeen (Eé = — 359 mV) ontkleurd was,
Dit is ecen extreem lage potentiaal, ook als wij deze vergelijken met
de beperkende potentiaal van socort D en E, die beide toch zeer zuur-
stofgevoelig zijn.

C. innocuum en B, fragilis hebben een hoge beperkende potentiazal. De

beperkende potentiaal van (. innocuum, rond + 200 mV, is ook hoog
als deze wordt vergeleken met die van andere clostridia zoals C. tetani
met een beperkende potentiaal van rond + 100 mv (Xnight & Fildes,

1930), C. histolyticum, beperkende poientiaal tussen + 60 en + 76 nV,

C. perfringens, beperkende potentiaal van + 90 mV (Hanke & Bailey,

1945), C. saccharvolyticum en C. sporogenes, beide een beperkende po-

tentiaal van 4 116 mV bij pH 6,8 (Aubel e.a., 1246). Ook de beper-
kende potentiaal van B, fragilis ligt zeer hoog, Eé = + 177 mV, het-



geen overeenkomt met de waarde die Vennesland en Hanke {1840) wvonden
voor B, vulgatus (de beperkende potentiaal was + 150 mV bij pH 6,6).
Bij het kweken van scort D en E op een medium waaraan cul tuurvloei-

stof van respectievelijk B. fragilis en C. innocuum was toegevoegd

bleek de beperkende potentiaal voor beide ongeveer 50 mV hoger te

liggen. Kennelijk is iets aan het medium toegevoegd, afkomstig wvan

B, fragilis en C, innocuum, dat de groei bij een hogere potentiaal
mogelijk maakt. Als dit ook plaats zou vinden in kiemvrije muizen

die besmet worden met B, fragilis of C. innocuum, zou dat kunnen be-

tekenen dat niet alleen het verlagen van de redoxpotentiaal door de-
ze stammen van belang is voor de vestiging van soort D en E maar ook

de productie van een andere factor.

Uit de onder B beschreven experimenten is gebleken dat alle soorten,
op P. acnes na, de redoxpoientiaal in cultuur verlagen. Dit verschijn-
sel vonden wij ook in eerder beschreven dierproeven: alle stammen,
uitgezonderd P. acnes, verlaagden de redoxpotentiaal in het coecum
van kiemvrije muizen. Het in vitro verlagen van de redoxpotentiaal

door een groeiende cultfuur is een anormaal verschijnsel dat o.a. wordt

beschreven voor Clostridium butyricum (Stelp, 1955), C. sporogenes

(Rabotnova, 1863), . paraputrificum, Proteus vulgaris (Jacob, 1970)

en gisten (Leman, 1963). Ook aercben verlagen de redoxpotentiaal,

doch tot een minder laag niveau.

De mate wazrin de stammen de redoxpotentizal in vitro wverlagen, komt
overeen met de verlaging in de coeca van kiemvrije muizen, met &én
ultzondering: in het muizecoecum verlaagt soori D de redoxpotentiaal
het sterkst, terwijl in ecultuur C., innocuum de potentiaal het sterkst
doet dalen.

Geconcludeerd mag worden dat ten aanzien van de redoxpotentiaal het
gedrag van deze 6 scorten tijdens hun groei in cultuurviceistof,
vrijwel hetzelfde is als in het coecum van muizen, De stammen die de
redoxpotentiaal in muizecoeca verlagen, blijken dit ook te doen in
cul tuur; de enige stam die geen invloed had op de potentiaal in het
coecum van een muis, blijkt ook de potentiaal in cultuur niet te ver-
anderen. Tevens komt de mate waarin de potentiaal wverlaagd wordt in

grote lijnen overeen.
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TABELLEN EN FIGUREN



Tabel I. Redoxpotentiaal in de coeca van conventionele en kiemvrije muizen,
ratten en caviae

Dierscort EB in mv Auteur
conventioneel kiemvrij
muis ca. - 150 ca. + 2007 Meynsll, 1963
rat - 275 + 12 + 46 = 8§ Eyssen e.a., 1972
-
- 207 % 35 + 90 + 15 Wostmann & Bruckner-
Kardoss, 1966

cavia - 367 - 90 Phillips e.a., 1938

¥ muizen die na decontaminatie vrijwel hun gehele flora hadden verloren

xx deze waarden zijn in het desbetreffende artikel in Eh gegeven, maar hier
omgerekend tot Eﬂ
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Tabel I1. Eimgenschappen van 6 uit CAF-~muizen gelsoleerde soorten

Scort Clostridium Clostridium Propionib. Scort Soort Bacteroides
Tamosum innocuum acnes D E fragilis
Gramkarakter + + + - + -
Beweeglijkheid - - - + + -
Zwermen - - - + + -
Kapsel + - - - - -
Sporen + + - + + -
4
Fermentaties :
pentosen - - - + + +
hexosen 4 + + o+ + +
disacchariden + + + + + -
trisacchariden - - - + [ +
polysacchariden - - - - - +
giycosiden + + - + + .
alkoholen - + + - + -
Findproducten: )
mlerezuur ' + - - - - -
azijnzuur + + + + + +
propionzuur - - + - + +
boterzuur - + - + + -
iso~boterzuur - - - - + -
valeriaanzuur - - - - - -
iso~valeriaanzuur - - - -~ + -
melkzuur - + + - - -
barnsteenzuur - - o+ - - +
ethanol + - - - - -
gas - + - + - -
Eind pH 5,5 4,8 5,6 4,9 5,3 5,4
Catalase - - + - - -
Indol - - + + - -
Gelatinase - - + - - -
Nitraat reductie - - - - - -
Lipase - - - - - -
Lecithinase - - - - - -

x Hierbij betekent + dat minstens &én en ~ dat geen van de diverse koolhydraten uit
de verschillende groepen werden gefermenteerd
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Tabel III.

Redoxpotentialen in het darmkanaal wan conventionele muirzen

1
Eh

(x + s.e. in mV)

rH

(; t s.e.)

aantal muizen

maag + 27 % 25,5
duodenum - 8 £ 12,5
terminale ileum - 57 £ 12,4
coecum - 200 £ 8,1
rectum - 77 £ 11,0

o
.

[+
w
=+ 1+

I+

0,17
0,05
0,08
0,07
0,08

16
16
16
32
186

Tabel IV, Redoxpotentialen in

het darmkanzal van kiemvrije muizen

1’
B Eh ) PH
(x £ s.e. in mV) (x & s.e.) aantal muizen

mnaag + 68 + 8,0 + 0,03 5

duodenum + 37 £ 5, 6 + 0,09 5

terminale ileum + 31 + 7,5 6,8 £ 0,03 5

coecumn + 42 + 6,5 6,8 £ 0,03 20

rectum + 60 + 4,6 6,8 * 0,04 5
Tabel V. Redoxpotentialen in het coecum van gnotobiotische, conventionele,

kiemvrije en CRF-muizen
) Eg ) pd aantal
(x £ s.e. in mV) (x * s.e.) muizen

kiemvrij + €. ramosum - 150 £+ 9,0 7,1 £+ 0,086 15
kiemvrij + C. innocuum - 242 + 10,0 7,1 0,05 15
kiemvrij + P. acnes + 18 + 8,0 7,0 * 0,03 15
kiemvrij + B. fragilis - 175 £+ 9,0 6,7 £ 0,06 11
kiemvrij + E, coli - 87 * 7,5 7,0 £ 0,03 13
conventioneel - 200 * 6,5 + 0,07 32
kiemvrij + 42 * 8 + 0,03 20
CRF - 173 = 7, 6,9 £ 0,04 18
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Tabel VI. Redoxpotentiaal in het coecum en kolonisatie door socort D

Eé pH soort Dxx
(x + s.e. in mV) (x + s.e.) gekweekt
kiemvrije muizen besmet met:
soort D (15)° + 32 % 5,0 7,1 't 0,05 0
B. fragilis + soort D (15) - 286 + 10,2 6,8 £ 0,04 15
P. acnes + soort D (&) + 24 + 3,5 7,2 £ 0,10 0
P. acnes + soort D (10) - 307 + 25,1 7,0 £ 0,10 10

¥ aantal muizen dat werd besmet
xx aantal muizen waaruit soort D werd gekweekt

Tabel VII. Redoxpotentiaal in het coecum en kolonisatie door scort E

XX
soort E

Eg pH
(x £+ s.e. in mV) (x £ s.e.) gekweekt

kiemvrije muizen besmet met:

soort E (8)" + 43 + 17 6,9 + 0,04 0
soort E (16) = 8 £ 13 6,9 £ 0,04 16
C. innocuum + soort E (15) - 229 + 8 6,8 £ 0,05 15
E. coli + soort E (13) - 9 £ -4 ,8 £ 0,04 13
P. acnes + soort E (11) + 30+ 7 6,9 £ 0,02 0
P. acnes + soort E (13) - 23+ 3 ,8 0,02 13

X aantal muizen dat werd besmet
xx aantal muizen waaruit soort E werd gekweekt

Tabel VIII. Bacterieaantallen in het coecum van met CRF stammen besmette

gnotobionten en van CRF-muizen

Aantal bacteri&n per gram coecum

gnotobionten CRF-muizen

C. ramosum 109 - 1010 .108
SeE——— 1 :
C. innocuum 109 - 2.10 2 106 - 108
P. acnes 8.108 - 5.109 <:105
soort D 500" = BB -
soort EXX i6* -~ 167 2,5.108
B. fragilis 2.1010 2.109

3
E. coli 16" - 2,005 I = g
X muizen bevatten ook B, fragilis

X muizen bevatten ook E. coli of C. innocuum
Xxx kan in CRF-muizen niet worden geteld
xxxx CRF-muizen besmet met E. coli
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TFabel IX, Redoxpotentialen en aantallen anaerobe bacteri®n in het coecum van jonge conventionele muizen

Groep Leeftijd Aantal Eh Kleine en middelgrote scort E Bacteroides
in dagen muizen (x * s.e, in mV} tapered rods
Aantal Aantal pesi- Aantal Aantal posi- Aantal Aantal posi-
tieve muizen tieve muizen tieve muizen

I 4 8 + 45 7,4 - - - - - -
5 8 + 20 £ 7,2 - - - - - -

6 8 + 15 + 4,5 - - - - - -

II 7 8 - 35 + 12,0 107 - 108 2 107 1 - -
8 8 - 75 * 24,9 5.106 - 5.107 4 5.106 1 - -

9 8 - 65 * 25,1 107 - IOB 3 - - - -

III 10 8 - 140 *+ 18,0 107 - 5.108 8 107 3 10?— 10B 4
11 8 - 170 * 16,0 f':».].O'S - 109 8 107 3 - -

12 8 - 180 * 16,0 5.}.08 - 1010 8 10 - 5‘107 5 109 3

v ° 13 4 - 180 + 11,0 5.109 - 1010 4 5.106 - 5-107 4 109 4
14 4 - 210 = 13,1 109 - 1010 4 106 - 107 4 5_1(}9 4

15 4 - 210 + 10,4 5,107 - 10%° 4 5.107 -  10° 4 10t? 4

16 4 - 210 + 4,8 5.109 - 1010 4 5.106 - 10B 4 1010 4

17 4 - 180 * 12,0 5,109 - 10ID 4 5.107 - 5,108 4 1010 q

18 4 -~ 160 * 7,4 5.109 - 1010 4 10"3 - 109 4 1010 4

19 4 - 150 + 7,6 1010 4 5.107 - 109 4 1010 4

20 4 - 155 £ 5,0 1010 4 5,107 - 108 4 1()10 4

’




Tabel X. Gemiddelde redoxpotentialen en anaerobe bacterign in het coecum
van jonge conventiconele muizen

]

Groep Leeftijd  Aantal E, Kleine en midael- Soort EY  Hactexcides.
in dagen muizen (x * s.e, in m¥) grote tapered rods.
1 4 7 24 + 27 * 4,6 - - -
11 7 - 10 24 - 58 12,5 9 2 -
111 10 - 13 24 - 163 * 10,0 24 11 7
v 13 - 21 32 - 183 & 5,3 32 32 32
x aantal muizen waarin deze bacteri&n werden aangetoond
-~ Tabel XI. Redoxpotentiaal in het ccecum van jonge kiemvrije muizen
Groep Leeftijd Aantal Eh Gemiddelde Eh
in dagen muizen (x * s.e. in nmv) {(x * s5.e. in nmv}
I 4 3 + 47 + 4,4
5 3 + 32 + 11,0 + 41 £ 6,1
G 3 + 45 £ 2,9
IT 7 3 0 + 15,3
8 3 + 15 £ 20,6 + 17 £ 9,2
9 3 + 35 + 6,5
11X 10 +32 + 1,6
11 3 + 35+ 8,5 + 28 £ 4,1
12 3 + 18 + 6,
v 13 3 + 28 + 9,2
14 3 + 35 + 8,6
15 3 + 45 + 2.8
16 3 + 42 + 13,0 + 31 £3,5
17 3 + 33 + 4,4
18 3 + 20 + 10,0
19 3 + 15 + 14,4
20 3 + 33 + 7,5
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Tabel XI1. Hedoxpotentiaal en kolonisatie van het coecum van kiemvrije mulizen

door CRF micro-—organismen bij indirect contact met CRF-muis

Muis DagX Eﬂ {in rnV)Xx Aantal bacteri&n per gram faecesxxx
Bacteroides C. ramosum kleine en soort E
middelgrote
tapered
anaerobes
a i + 30 109 - -
9
b 1 - 88 10'° 10 10" -
[ 2 - 57 4.109 - -
d 2 - 73 9.109 - -
8 7
e 2 . - 108 1010 7,5.10 3.10 -
10 3 6
£ 2 - 130 2.10 2.10 2.10
9 8 6
g 3 - 58 9.10 3.109 6.10 3.10
9
h 3 - 100 6.10 6.108 - -
9
i 3 - 142 1010 10 107 -
10 9 6
i 3 - 150 10 5.10° 2.10 3.10
K 3 - 186 2.1010 7,5.108 - -
9 6
1 4 - 137 2.1010 7.10 10 -
7
m 4 - 140 10'° 3.10"° 2.10° 6.10
9 10 9 8
n 4 - 153 5.10 10 7,5.10 2.10
7
o 5 - 86 1,5.1010 4.109 5.10 -
9 8 10 8
CRF O 28 - 173 £ 7 2.10 5.10 2,5.10 2,5.10
4 dag 1 is de dag waarop de eerste van de ge€xposeerde muizen positief
werd bevonden ’
XX pH varieert van 6,8 tot 7,3
XXX microscopische tellingen
xxxX 28 dagen nadat de muizen positief werden bevonden werd aangenomen dat
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Tabel XIII. De groei in vitro van soort D, scort E, B. fragilis
en C. innocuum blj verschillende redoxpotentialen

Bacteriescort Eﬂ (in mV) groei

soort D - 58 +
~ 24 +
- 17 +
- 16 tot - 8 +
o} tot + 5 +
0] tot + 16 -
+ 27

soort E - 14 tot - 6 +
- 7 tot + 1 “+
+ 4 tot 4+ 13 -
+ 10 tot + 15 -

C, innoccuum + 54 +
+ 111 tot 4+ 121 +
+ 104 tot + 126 +
+ 154 +
+ 178 tot + 181 +
+ 1%0 tot + 206 +
+ 205 tot + 215 -
+ 216 tot + 224 -

B, fragilis + 102 tot + 112 +
+ 127 tot + 134 +
+ 153 tot + 162 +
+ 168 tot + 178 +
+ 177 tot + 185 -
+ 183 tot + 189 -

Tabel XIV., De groei in vitro van soort D en soort E in een ver-~
rijkt medium®, bij verschillende redoxpotentialen

Bacteriesoort Eg (in mV) groeil

soort D + 27 tot + 40 +
+ 32 tot + 39 +
+ 39 tot + 47 +
+ 51 tot + 61 +
+ B0 tot + 70 +
+ B2 tot + T2 -
+ 67 tot + 77 -
+ 92 tot + 102 -

soort E + 33 tot + 41 +
+ 36 tot + 46 +
+ 42 +
+ 54 tot + 62 -
+ 57 tot + 67 -
+ 125 -

¥ aan het medium van soort D was cultuurvloeistof van een goed
gegroeide cultuur van B. fragilis toegevoegd en aan het medium
van soort E cultuurvloeistof van C. innocuum



fig. 1. Opstelling om anaeroch te verdunnen

N2/C02

fig. 2. Vaatje voor het meten van redoxpotentiaal en
pH fijdens de groei van bacterieculturen
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fig. 3. Opstelling voor het bepalen van de beperkende potentioal van anaeroben
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fig. 4. Het verschijnen van CRF micro-organismen in faeces van kiemvrije muizen
bij indirect contact met een CRF muis
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fig. 5. Aantallen CRF micro-organismen in faeces van kiemvrije
muizen bi] indirect contact met een CRF muis
(gemiddelde waarden)
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fig. 6. E', pH en Extinclie in een groefende cultuur van

Clostridium innocuum
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fig. 8. Eﬁ, pH en Extinctie in een groeiende cultuur van soorf E
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fig.9. E', pH en Extinctie in een groeiende cultuur van Bacteroides fragilis
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fig. 10. El';’ pH en Extinctie in een groeiende cultuur

van Clostridium ramosum
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fig. 17. EP:, pH en Extinctie in een groeiende cultuur van

Propionibacterium acnes
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SAMENVATTING

In dit proefschrift wordt, in hoofdstuk I, een overzicht gegeven van de
milieukenmerken die de samenstelling van de residente darmflora bepalen.
Vanuit ecologisch standpunt gezien is de redoxpotentiaal &én van de be-
langrijkste van deze factoren. De lage redoxpolentizal in het coecum
van conventionele dieren is ervoor verantwoordelijk dat de residente
flora uit facultatief anaerobe en strikt anaerobe micro—orgaﬁismen be-
staat, De darmflora zelf houdt de redoxpotentiaal op een laag niveau,
hetgeen blijkt uit het feit dat de potentiaal in het coecum van kiem-
vrije muizen ongeveer 200 mV hoger is dan in het coecum van conventio-
nele dieren, In hosverre de hoge redoxpotentiaal in het coecum van kiem—
vrije muizen bepalend is voor het al dan niet koloniseren van strikt
anaerobe darmbacterién en hoe de redoxpotentiaal verandert onder inviced
van de nesteling van deze micro-organismen wordi in dit onderzoek bhe—
studeerd. Deze doelstelling en een korte uiteenzetiing over de redox-

potentiaal vormen de inhoud van hoofdstuk IT.

In de meeste experimenten werd gebruik gemzakt van uit CAF-muizen ge-

isoleerde bacteriesoorten: Clostridium innocuum, Clostridium ramosum,

Bacteroides fragilis, Propicnibacterium acnes en iwee sporevormers

(soort D en scort E), beide behorend tot de groep micro-organismen, die
worden aangeduid met de naam "tapered rods'" of '"tapered anaerobes".
Alle stammen behoren tot de residente darmflora van de muis en zijn
strikt anaeroob, op P. acnes na, die aerotolerant is. Bij het kwekeén in
vitro behoeven scort D en soort E strikt anaerobe condities. Deze soor-

ten en de gebruikte proefopstellingen zijn in hoofdstuk III beschreven.

In hoofdstuk IV worden twee experimenten beschreven. In het eerste expe-
riment werd de redoxpotentiaal in verschillende delen van het darmkanaal
bepaald. Bij conventionele muizen is de potentiaal in de maag hoog en
deze wordt lager naarmate het darmkanaal in de richting van het coecum
wordt vervolgd; hier bereikt hij zijn laagste waarde (-200 % 8,1 mV).

In kiemvrije dieren is de redoxpotentiaal in verschillende gedeel ten
van het darmkanaal vrijwel gelijk (de potentiaal in het coecum is

+42 + 6,5 mV). In het tweede experiment werd nagegaan of de hoge redox-

potentiaal in het darmkanaal van kiemvrije muizen belemmerend werkt op
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de kolonisatie van anaerobe micro-organismen. Kiemvrije muizen werden

besmet met de 6 bovengenoemde CRF soorten en Escherichia coli. Na 3

weken werd nagegaan welke van deze soorten zich in de muizecoeca hadden
gevestigd en werd de redoxpotentiaal in het coecum gemeten, . innocuum,
C. ramosum, B, fragilis, P. acnes en E. coli vestigden zich zeer gemak-

.- . 9 10
kelijk en in grote aantallen (137 - 10 per gram coecuminhoud). De re-

doxpotentiaal in hetl coecum van monognotobionten van C. innocuum, B. fra-

gilis, C. ramosum en E. coli bleek met resp. 280, 220, 120 en 130 mV te

zijn verlaagd ten opzichte van de potentiaal in het coecum van kiemvrije
muizen. Kolonisatie van P. acnes bleek nauwelijks effect te hebben op

de redoxpotentiaal. Soort D en soort E koloniseerden niet of vrijwel niet
in kiemvrije muizen. Werd echter de potentiaal in het coecum tevoren ver-
laagd door de muizen te besmetten met één van de goed groeiende anaercben

(B. fragilis of C. innocuum), dan koloniseerden soort D en soort E ge-

makkelijk. Hieruit mag worden geconcludeerd dat de redoxpotentiazl in
het coecum van kiemvrije muizen te hoog is voor het aanslaan van deze
twee "tapered anaerobes', maar dat zij zich wel kunnen vestigen als het
milieu door een andere bacteriesoort daartoe geschikt is gemaakt door

het verlagen van de redoxpotentiaal.

In hoofdstuk V wordt nagegaan in welke volgorde de verschillende micro-
organismen zich in de darm van pasgeboren conventionele muizen nestelen.
Na één dag zijn reeds enterokokken en lactobacillen in het coecum aan-
wezig;, de eerste tapered anaerobes verschijnen echter pas 7 tot 8 dagen
na de geboorte, De redoxpotentiaal in de coeca van muizen van 4 tot 14
dagen oud bleek met de leeftijd geleidelijk te dalen van een waarde die
gelijk is aan die in het coecum van kiemvrije muizen tot een waarde die
overeenkomt met die in het volwassen, conventionele dier. De tapered
anaerobes vestigden zich pas wanneer de redoxpotentiaal tot ongeveer

75 mV beneden de beginwaarde was gedaald; de muizen waren dan 7 tot 10
dagen oud, De tapered anaerobes nemen daarna zeer snel in aantal toe om
op de 12¢ tot l4e dag reeds in aantallen van 1010 per gram coecuminhoud
voor te komen.

Naast de redoxpotentiaal die na verloop van tijd lager wordt en het
milieu geschikt maakt voor de vestiging van de strikt anaerobe tapered
rods, is waarschijnlijk ook het vaste voedsel dat na ongeveer 10 dagen

het melkdieet langzamerhand gaai vervangen, belangrijk voor de explosieve
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groei en het in stand houden van hoge aantallen van tapered rods,

In hoofdstuk VI wordt een experiment beschreven waarin werd nagégaan in
welke volgorde tot de CRF flora behorende micro-organismen zich in een
kiemvrije muis nestelen, wanneer indirect contact tussen kiemvrije en
CRF-muizen bestaat en overbrenging via de lucht mogelijk is. Uit de
resultaten van dit experiment bleek, dat B. fragilis zich als eerstie in
het kiemvrije muizecoecum vestigde en vrijwel onmiddellijk werd gevolgd
door C. ramosum, Beide soorten verlaagden de redoxpotentiaal binnen
enkele dagen met 100 tot 200 mV. Pas dan begonnen de eerste tapered
anaerobes (die hier werden onderscheiden in kleine en middelgrote tape-
red rods, waartoe soort D behoort en de veel grotere scort E) zich te
vestigen. Ook hier werd het milieu eerst door andere bacteri®n door het
verlagen van de redoxpotentiaal geschikt gemaakt voer de vestiging van

tapered anaerobes.

Hoofdstuk VII is gewijd aan een bestudering van het gedrag van de 6 uit
CRF-muizen geisoleerde soorten in vitro. Hiertioe werd een vaatje ontwik-
keld waarin strikt anaerobe condities konden heersen en waarin tijdens

de groei pH en redoxpotentizal konden worden gemeten. Alle scorten, op

P. acnes na, bleken de redoxpotentiaal te wverlagen. Dit verschijnsel

werd ook waargenomen in de eerder beschreven dierproeven: alle soorien,
uitgezonderd P. acnes, verlaagden de potentiaal in het coecum.

Tevens werd veoor de tapered rods {(soort D en soert E), voor B. fragilis
en C. innocuum bepaald wat de hoogste potentiaal ("beperkende potentizal™}
is waarbij deze siammen zich nog juist kunnen vermeerderen. B. fragilis
en {. innocuum, die zich beide gemakkelijk vestigden in het coecum van
kiemvrije muizen, hadden een beperkende potentiaal die zeer hoog lag
{ongeveer + 200 mV}. Soort D en soort E, die zich niet of nauwelijks
konden vestiigen in het kiemvrije coecum, bleken een beperkende potentiaal
te hebben die lager was dan de potentiaal in hei coecum van kiemvrije
muizen {ongeveer + 10 mV). Werd echter bacterievrije cul tuurvloeistof

van een goed gegroeide cultuur van B. fragilis of C. innocuum aan het

medium toegevoegd, dan lag de beperkende potentiaal voor soort D en

sgort E ongeveer 50 mV hoger,

78



SUMMARY

The environmental factors which determine the composition of the resident
intestinal flora are discussed in Chapter I. From an ecological point of
view, the redox potential is one of the most important of factors. Because
the redox potential in the cecum of conventional animals is low, the
resident flora consists of obligate and facultative anaerobes., The in-
testinal flora itself maintains a low redox potential as appears from

the fact that the potential in germ-free mice is 200 mV higher than

in conventional animals. This investigation deals with the relationship
between redox potential and colonization of obligately anaerobic bacteria
and with changes in redox potentials resul ting from colonization by these
bacteria, Chapter II presents the arguments for performing various expe-
riments and literature data on the calculation and measurements of

the redox potential.

In the experiment fthe following bacterial species, isolated from ChF-mice,

were used: Clostridium innocuum, Clostridium ramosum, Propionibacterium

acnes, Bacteroides fragilis and two spore-~-forming species (D and E),

bkoth belonging to the so-called "tapered anaerobes" or "tapered rods".
All species are members of the resident intestinal flora of mice and
obligately anaerobic with the exception of P. acnes, which is aerotole~
rant. Chapter III describes these species and the various eXperimental

designs.

Two experiments are described in Chapter IV, The first experiment was
carried out to determine the redox potential in various parts of the
gastrointestinal tract. In conventional mice the potential is high in
the stomach and decreases gradually towards the cecum; where the poten-—
tial reaches its lowest value i.e. - 200 mV. In germ-free animals the
redox potentials are more or less eqgual in various parts of the intes-
tinal tract. The potential in the cecum is + 40 mV. The second experi-
ment was performed to detemine if the high potential in the intestinal
tract of germ—free mice interferes with the colonization by anaerobes.
Germ-free mice were contaminated with the 6 bacterial CRF species as

well as with Escherichia coli. After 3 weeks, the cecal flora was

cultured and the redox potentials were measured. It was found that
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C. innocuum, C, ramosum, P. acnes, B. fragilis and E. coli had

colonized the animals and were present in large numbers in the cecum
(109 - lolo/g), The redox potentials in the cecum of these monocontami-
nated mice were 280 (C. innocuum), 220 (B. fragilis), 190 (C. ramosum)},
and 130 (E, coli) mV lower than in germ-free mice, The establishment of
P. acnes in the cecum had no effect on the redox potential. Species D
and E rarely colonized germ—free mice. However, if the cecal potential

had been decreased, by previous contamination with other anaerobes like

B. fragilis or . innocuum, species D and E colonized easily. This jus-

tifies the conclusion that the redox potential in the cecum of germ-free
mice 15 too high to meet the growth reguirements of the tapered anaerobes,
The order in which various bacteria settle in the gastrointestinal tract
of new- born conventional mice was investigated in the experiments des-
eribed in Chapter V. Shortly after birth, enterococci and laciobacilti
were present in the cecum. Tapered anaerobes, however, did not appear
before the 7th or 8th day. It was found that the redox potential in the
cecum of 4 to 14 day old mice gradually decreased with age from a level
equal to that of germ—free mice io values corresponding ‘o those in

adult conventional animals, Tapered anaerobes did not colonize until the
redox potential was lowered to values 75 mV below the initial value.

The mice were 7 to 10 days old at that time. The tapered anaerocbes
rapidly increased in number and 12 to 14 days after birth attained values
of 1010/g. In addition to the decrease of the redox potential solid food,
which gradually replaces milk in the second week after birth, probably
also contribuies to the explosive growih and the maintenance of large

numbers of tapered rods.

Chapter VI describes an experiment to determine the order in which CRF
hacteria colonize germ~free mice when the route of iransmission is by
air, B. fragilis first invaded the cecum of germ-free mice and was fol-
lowed almost immediately by C. ramosum. The establishment of these
species led to a decrease of 100 to 200 mV in the redox potential. Not
until then did the first tapered anaerobes appear. 11 was concluded from
this experiment that decrease of redox potentials is a prerequisite for
the establishment of tapered anasrobes when CRF organisms are transmitted

by air.
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A study of the in vitro behaviour of the 6 CRF species is dealt with in
Chapter VIiI. For this study a culture vessel was designed in which
anaerobic conditions could be maintained and pH and redox potential
¢ould be measured during growth. All species, except P. acnes, decreased

the redox potential of the medium and their in vitro and in vive behaviour,

with respect to redox potential was therefore similar. The limiting

potentials at which B. fragilis, C. ramosum and the tapered anaerobes

would starit te grow were also determined. The limiting potentials of

B, fragilis and C. ramosum were found to be high {(+ 200 mV}. The
potentials which permitted growth of the tapered anaerobes were much
lower i.e. c¢. + 10 mV. This value is well below the potential of the
germ~free cecum. The in vitro data thus support the conclusion that the
establishment of tapered anaercbes is determined to a large extent by

the redox hotential of the ecological niche. The limiting potential was
found to be influenced by cell-free materials, since for the tapered
anaerobes it was 50 mV higher when the medium was enriched with cell-free

extracts from cultures of B, fragilis or . innoccuum.
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