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VOORWOORD 

De toepassing van voor de onderzoeker nieuwe methoden van onderzoek, 
welke hij moet ontlenen aan andere takken van wetenschap zal vooral in de 
aanvang bijzondere moeilijkheden meebrengen. Dit is stellig ook her geval met 
de toepassing van de serologie bij her phytopathologisch onderzoek. 

Hoewel het reeds 15 jaar is geleden, dat DVORAK her eerst de serologie toepaste 
bij de bestudering van virus-ziekten van aardappelen en sedert in de phyto- 
pathologisehe literatuur een lange reeks van belangrijke publicaties over de 
onderzoekingen op dit gebied is verschefien, wordt toch in vele kringen de be- 
tekenis van de serologie voor her virus-onderzoek bij onze planten nog niet vol- 
doende gewaardeerd. Hier kan sleehts gelden: niet voldoende bekend, maakt 
onbemind! 

M.i. moet dit voorai worden toegeschreven aan de volgende feiten: 
le. de handboeken over de serologie behandelen voornamelijk de toepassing 

op medisch- en veterinair gebied. Op dit gebied werken reeds vele jaren een 
groot aantal speeialisten en daar bier reeds een ruime ervaring bestaat is de stof 
te uitgebreid en te moeilijk te verwerken voor een phytopatholoog, die zich ~vil 
ori~nteren omtrent de mogelijkheden, welke de serologie hem voor de oplossing 
van zijn problemen kan geven. 

2e. De phytopathologiseh-serologisehe literatuur, waarin zeer belangrijke 
resultaten door bekwame onderzoekers bereikt, veronderstelt bij-hare lezers een 
grotere kennis van de grondslagen der serologie, dan in de meeste gevallen aan- 
wezig is. 

De terminologie is te moeilijk en zo blijft de toepassing der serologisehe-onder- 
zoekingsmethoden beperkt tot een. kleine kring van specialisten op dit gebied. 

Het hiervolgende artikel bevat de tekst van een voordracht door mij gehouden 
voor de phytopathologisehe settle der Nederlandsche Botanische Vereniging. 
Daar de stof te uitgebreid is om in de tijd beschikbaar voor ~ n  voordracht vol- 
doende duidelijk te maken, heb ik gaarne de gelegenheid aanvaard om deze in 
druk te doen versehijnen. 

lk hoop hiermee uiteindelijk de toepassing van de serologie als een hoogst be- 
langrijke en in her tegenwoordige stadium van onze kennis der virus-ziekten on- 



misbare hulpwetenschap voor het phytopathologisch virus-onderzoek te be- 
vorderen. 

Het ligt voor de hand, dat zij, die tot deze toepassing willen overgaan, er niet 
aan kunnen ontkomen zich in de bijzondere moeilijkheden van deze t a k  van 
wetenschap te verdiepen. Zonder moeite kan geen enkele techniek worden ge- 
leerd. 

Het volgende kan en wil dan ook niet meer zijn dan een poging om de ori~n- 
tering op dit gebied te vergemakkelijken voor de phytopatholoog voor wie dit 
gebied terra incognita is. 

De serologic is stellig geen panacee voor de oplossing van aUe moeilijkheden 
van her virus-onderzoek. In vele gevallen zal ze ook niet kunnen helpen, of zal 
aan andere methoden voorkeur moeten worden gegeven. 

Alleen, na eerst kennis te hebben genomen van de serologische methoden 
van onderzoek, zal de onderzoeker zich echter kunnen afvragen of wellicht langs 
serologische weg een betere of snellere oplossing kan worden verwacht van  zijn 
eigen problemen, dan langs de tot nu toe gevotgde wegen mogelijk was. 

INLEIDING 

Bij elk phytopathologisch ziektegeval stelt de onderzoeker zich in de eerste 
plaats de vraag, waardoor wordt deze ziekte veroorzaakt. Nog meer dan het 
ziekte-beeld is de zekerheid hieromtrent de basis voor een juiste diagnose, wa3r- 
mee elk onderzoek wordt aangevangen. 

Hebben we met een parasitaire ziekte te doen, b.v. veroorzaakt door een 
bacterie of een zwam, dan moeten we voldoen aan de drie zgn. postulaten van 
KOCH. 

1. De parasiet moet in het zieke individu worden aangetoond. 
2. We moeten deze parasiet in reincultuur isoleren en vermenigvuldigen. 
3. Met deze reincuttuur moeten we bij een volkomen gezond individu de ty- 

pische ziekteverschijnselen kunnen opwekken en uit het ziekgemaakte organisme 
de parasiet wederom in reincultuur isoleren. 

Daarnaast komt her probleem de ziekteverwekker te identificeren en te classi- 
ficeren. 

Voor de onderzoeker, die tegenover een virusziekte staat, is her onmogelijk 
aan deze eisen te voldoen, daar het ziekteverwekkende agens niet in de plant 
is zichtbaar te maken en evenmin in een reincultuur buiten de levende p lant  is te 
vermenigvuldigen. De meeste essenti~le moeilijkheden, welke het virus-probleem 
verder hog voor ons oplevert, hangen mede samen met deze onmogelijkheid om 
her virus direct waar te nemen of om her buiten de plant in vitro te verrnenig- 
vuldigen. 

Deze moeilijkheden hebben geleid tot het te hulp roepen van vele methoden 
van onderzoek, welke voor een groot deel berusten op bet bepalen van de physio- 
logische en chemische eigenschappen van het virus, en dit onderzoek zodanig heb- 
ben gebracht onder de invloed van physici en chemici, dat wij biologen slechfs 
angstig hog een enkel woordje durven meespreken. 

Voor velen is bet virus reeds ,,slechts" een ,,dode stof" geworden en dit is zeer 
sterk belnvloed door de ontdekking van STANLnV, die het eerst het virus in een 
kristallijne gedaante afscheidde. STANLEY zelf toonde zich enigszins ontzet  door 
deze reactie en heeft onlangs verklaart, dat hijzelf niet gaarne de ui tspraak voor 
zijn rekening wilde nemen, dat bet virus ,,slechts" een ,,dode stof" zou zij n. We 
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zijn hier volgens hem t~ na aan de grens tussen de levende en dode materie, om, 
bij onze gebrekkige kennis van de aard van her leven, hier een uitspraak te kun- 
nen doen. Ook in dit gedeelte van ' s  levens nevels, zoals KLuYVER dit ui tdrukt,  
is het licht hog niet voldoende opgegaan. 

Bestaat er thans in ruime kringen een zeer grote belangstelling voor bet  pro- 
bleem betreffende her wezen van het virus in het algemeen, het probleerrt van her 
virus, dat ons phytopathologen ten zeerste moet interesseren, hiernaast s taan wij 
als plantendol<ters tegelijk tegenover de virus-problemen van onze land- en tuin- 
bouwgewassen, welker oplossing van de allergrootste eeonomisehe betekenis is. 
Deze oplossing kan en behoeft gelukkig ook niet te wachten, totdat het algemene 
probleem een voor allen bevredigende oplossing heeft gevonden. 

Door ons onderzoek als biologen zullen wij wellicht ook nog lets mogen blijven 
bijdragen voor de oplossing van het algemene probleem, dat we, hoezeer we ons 
ook rnogen verheugen in de voor ons zo waardevolle en onmisbare s teun der 
physica en biochemie, toch, zowel op wetenschappelijke als op psychologische 
gronden, niet gaarne geheel aan de physici en biochemici willen overlaten. I-[et 
virus-probleem blijft toch in de eerste plaats een probleem van de levende plant 
of van het levende diet en het schijnt mij allerminst gewenst, dat, ook bij de be- 
studeering van het algemene virus-probleem, dit levend wezen te veel uit het 
oog wordt verloren door een t~ eenzijdige bestudering van het virus in reageer- 
buis, ultra-centrifuge enz. 

Intussen blijven wij bij ons onderzoek voornamelijk ernstig gehandicapt door 
de moeilijkheden om het virus in de plant aan te tonen en de viren te identifi- 
ceren en te classificeren. Dit heeft geleid tot het te veel op de vo0rgrond plaatsen 
van uiterJijke ziekteverschijnselen, daar verschiUende viren bij dezelfde planten 
gelijke of bijna gelijke symptomen te voorschijn kunnen roepen en deze verschijn- 
selen bij de zgn. carriers zelfs geheel kunnen ontbreken. 

Voor de identificatie van de viren zoekert wij dus de hulp van versehillende 
methoden van onderzoek. 

De pogingen om door het electronen-mieroseoop het onzichtbare virus aan te 
rouen, schijnen in enkele gevaUen tot het ,,zichtbaar maken" van virus-lichaam- 
pies te hebben geleid. Van ,,zien" is bier feitelijk geen sprake meer en voor de 
normale onderzoeker kunnen we deze methode voorlopig nog wel uitsluiten. 

We bepalen dan b.v. het weerstandsvermogen van her virus tegen hoge tempe- 
raturen, uitdroging, bewaring in vitro, verdunning, tegen Rt}ntgenstralen; kun- 
hen met de kataphorese-toestellen de electrische lading bepalen, bepalen de 
grootte van her virus door verschillende filters, bepalen bet moleculair-gewicht 
door middel van ultracentrifuge's en trachten door methodeu, verwant aan die 
der eiwitchemie, het virus in meer of mindere zuiverheid uit her zieke plantensap 
af te zonderen. Op deze wijze is het gelukt in vele gevallen verschillende viren 
met meet of mindere zekerheid te identificeeren en in groepen in te delen. 

Ook hier speelt de immunologie reeds een rol voor de identificatie en groepering 
der viren, doordat, zoals uit de onderzoekingen van THUNQ, PRXCV., OORTWUN 
BOTJ~S e.a. is gebleken, verwante viren, of verwante strains van hetzelfde virus, 
een beschermende werking voor de aantasting door een ander naverwant lid van 
de familie kunnen uitoefenen. 

Bij al deze proefnemingen geldt het infectie-experiment en bet ziektebeeld als 
maatstaf voor de uitwerking op het virus. Ook een bepaalde vector, of de wijze, 



waarop de ziekte mechanisch kan worden overgebracht, kunnen mede dienen voor 
de identificatie van bet virus, maar bij bet uitblijven.van symptomen bij een be- 
paalde gastheer, mag stellig niet tot een afwezigheid van het virus in het als 
infectie-bron gebruikte plantensap worden besloten, terwijl ook bij een lange 
incubatie-tijd het onderzoek zeer wordt bemoeilijkt. Persoonlijk hebben we dit 
zeer sterk ondervonden bij her werk met de gewassen, welke wij het genoegen 
hebben als onze pati~nten te mogen beschouwen, nl. onze bloembolgewassen, 
waarbij men bijna steeds ongeveer een jaar moet wachten om het resultaat van 
een.infectie-proef te kunnen vaststellen. 

Voor tal van moeilijkheden van bet virus-onderzoek is her nu gelukt een op- 
lossing te vinden door het toepassen van de methoden der serologie, welke thans 
in vele opzichten een zeer vooraanstaande plaats bij het virus-onderzoek heeft 
ingenomen. Deze methoden hebben we te danken aan de medische en veterinaire 
wetenschappen en ze spelen daar een hoogst belangrijke rol bij de immunologie, 
die reeds zo onschatbare diensten aan de mensheid heeft bewezen. Voor de phyto- 
patholoog bevat dit terrein vele moeilijkheden, die echter niet groter zijn clan die 
op het gebied der andere hulp-wetenschappen, waarvan we ons tot nu toe hebben 
bediend. 

De serologie is ook nog een betrekkelijk jonge wetenschap en zij, die een beter 
inzicht in hare problemen willen krijgen, dan ik bier in een korte bespreking kan 
geven, beveel ik ten zeerste aan het m.i. uitstekende handboek van TOPLEY en 
WILSON, ,,The principles of bacteriology and immunity", te bestuderen. Wanneer 
we echter in dit handboek van ruim 1600 pag. lezen, dat her woord , , immunity" 
eigenlijk is een etiket voor een begrip, waarvan we feitelijk niet meet weten, dan 
dat het bestaat, en tevens zien hoe ontzaglijk reel toch op dit gebied is bereikt, 
dan durven wij ook de hier gevolgde methoden toepassen voor ons onderzoek, 
zonder eerst de eis te stellen, dat wij een volledige verklaring moeten kunnen 
geven van het mechanisme der serologische reacties. De zijketen-theorie van 
EHRLICH, de theorie van BORDST en die van ARRHVNIUS, die gezamenlijk t rachten 
her inzicht in de processen te verdiepen, maar waarover de specialisten hog strij- 
den, kunnen we thans hier laten rusten. 

Wel is her noodig U een kort overzicht te geven van de geschiedenis en de 
techniek van de serologische reacties, v66rdat we de toepassing hiervan op  ons 
virus-onderzoek bespreken. Ook de gebruikte terminologie moet ik eerst in het 
kort toelichten. 

DE SEROLOGI$CHE METHODEN VAN ONDERZOEK. 

De grote diensten door de serologie aan de mensheid bewezen, heeft voor  de 
niet-specialisten op dit gebied het begrip serologie zeer eng gebonden aan her 
begrip therapie. Niet slechts in de kringen van de practische beoefenaars der 
tuinbouw ontmoeten we vaak de mening, dat wi] door de serologie een directe 
therapie voor de virus-ziekten van onze gewassen willen zoeken. 

Tot nu toe is echter her uitzicht op een directe therapie door toepassing der 
serologie op ons gebied niet groot en voor ons ligt het belang in de diagnostiek. 
Maar ook voor de medische wetenschap ligt de betekenis der serologie voor  een 
belangrijk deel op her terrein der diagnostiek en we moeten, om enigszins een 
denkbeeld van de mogelijkheden op dit gebied te krijgen, enkele onderdelen van 
de historische ontwikkeling tier serologie de revue laten passeren. 
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In 1888 toonde NUTTAL aan, dat gedefibrineerd bloed van zekere dieren de 
eigenschap bezat, bepaalde bacteri~n te doden. In 1889 vond BUCHN~R, dat deze 
eigenschap berustte bij het celvrij-bloedserum en verloren ging als dit 1 uur 
werd verhit bij 55 °C. In 1890 ontdekten yon B~HRING en KILISATO, dat bet 
bloedserum van dieren, die herhaaldelijk werden ingespoten met sub-letale doses 
van tetanus-toxinen of diphterie-toxinen de eigenschap bezat deze toxinen te 
neutraliseren. In 1895 gaf BO~DVT hieraan de naam antiserum of immunserum en 
vond, dat dit antiserffm, hetwelk bacteri~n kon vernietigen (bacteriolyse), be- 
staat uit 2 bestanddelen: 

1. Het complement, een niet specifiek en thermolabiel gedeelte, dat door het 
inspuiten der dieren (immunisatie) niet toeneemt. 

2. een specifiek deel, dat meer thermostabiel is en dat onder de invloed van 
de inspuitingen toeneemt. 

Hiertegenover heet het bloed-serum van een dier, dat niet is ingespoten en de 
specifieke antistoffen niet bevat: normaal serum. 

Uit deze ontdekkingen heeft zich het begrip immuniteit en de immunologie 
ontwikkeld. 

Men onderscheidt een natuurlijke immuniteit, die aangeboren is en een ver- 
worven immuniteif, welke een diet bezit tegen een bepaalde infectie, nadat het 
een ziekte, door deze infectie veroorzaakt, eenmaal heeft doorgemaakt. 

Zoals reeds eerder door mij medegedeeld, is her mechanisme, waarop deze 
verschijnselen berusten, feitelijk onbekend, maar men weet, dat bet doormaken 
van een ziekte gepaard gaat met het ontstaan, respectievelijk vermeerderen in 
her bloed van de patient van stoffen, die of indirect de verwekker van de infectie 
of zijn producten in hun pathologische werking remmen. 

Deze stoffen heten anti-stoffen of immuun-stoffen en zijn meestal specifiek. Men 
noemt deze stoffen agglutininen, precipitinen, amboceptoren, bacteriolysinen, 
opsoninen, antitoxinen enz. 

De stoffen, die deze ,,antibodies" doen ontstaan, noemen we een ,,antigeen" 
en dit kan zijn elke stof, die, onveranderd in dierlijke weefsels gebracht, daarin 
de vorming van antibodies stimuleert, en, indien gemengd met deze antistoffen, 
hiermee op de een of andere waarneembare wijze reageert. 

Een antigeen heeft dus twee eigenschappen: 
1. het stimuleert de vorming van antibodies, 
2. her moet tiiermee specifiek reageren. 
Er zijn ook onvolledige antigenen, zgn. haptenen, die w61 specifiek met de 

antibodies reageren, maar de vorming hiervan niet stimuleren. 
Antigenen zijn meestal stoffen, bestaande uit grote moleculen of moleculaire 

aggregaten en bestaan gewoonlijk, maar niet noodzakelijk, geheel of gedeeltelijk 
uit eiwitten. Aan hun oppervlak bezitten ze zgn. determinerende groepen, welke 
de specificiteit van de reacties bepalen. 

Een antibody is elke stof, die in her bloed of her lichaamsvocht van een dier 
verschijnt in antwoord op de stimulus van de invoer van een antigeen in de weefsels. 

Hoe antibodies ontstaan is geheel onbekend. Die, welke zijn onderzocht, ge- 
lijken op serumglobulinen, maar zijn zodanig gewijzigd, dat ze zich specifiek 
verenigen met de een of andere determinerende groep van de antigenen. 

Vereniging van ~tibodies en antigenen wordt gevolgd door een aantal reacties, 
die in vitro kunnen worden waargenomen en op deze readies berust de betekenis van 
de serologie, ook voor her virusonderzoek. 



Voordat ik deze reaeties bespreek zullen we ons nog vertrouwd moeten maken 
met de voornaamste terminologie van de serologie. 

War is her verschil tussen een serum en een vacein? 
We weten reeds, dat het mogelijk is het weerstandsvermogen van een pati/~nt 

te verhogen, hem zelfs geheel te immuniseren door bet verhogen van de specifieke 
antistoffen tegen de infectie (her antigeen) in zijn bloed. 

We spreken hierbij van een passieve immunisatie, wanneer de patient wordt 
ingespoten met het bloedserum van een mens of dier, dat de ziekte heeft  door- 
gemaakt en rijk is aan antistoffen; dit is het zgn. antiserum: 

Actieve immanisatie noemen we, indien de patient a.h.w, zelf het werk doet, 
doordat de vorming van antistoffen in zijn bloed wordt bevorderd, door hem te 
vaccineren. Dit is mogelijk door hem in te spuiten: 

a. met een verzwakte stare van bet antigeen. 
b. door gebruik te maken van het product van een levende bacterie (toxine), 

dat op de een of andere wijze geheel of gedeeltelijk is ongiftig gemaakt. 
b.v. her diphterie-toxine kan met formaline ongiftig worden gemaakt. W e  noe- 

men dit dan een anatoxine, dat, hoewel niet meer giftig, toch zijn antigene, anti- 
bodyvorming stimulerende werking heeft behouden. 

c. door het inspuiten van gedode bacteria, die ook hun antigene werking heb- 
ben behouden en hun pathologische werking hebben verloren. 

Zoals reeds is gezegd, moeten we voor het virus-onderzoek voorlopig tevreden 
zijn met het gebruik van de serologic voor de diagnostiek, evenals in de rnedische 
wetenschap, afgezien van elke therapie, ook veel gebruik wordt gemaakt van de 
specificiteit van de antistoffen, die door een bepaald antigeen worden opgewekt, 
voor her herkennen van speciale ziekten. 

Ik heb zoeven enkele van deze antistoffen genoemd en voor ons zijn hiervan 
liet belangrijkst de agglutininen, lysinen en preeipitinen. De serologen hebben 
zich reeds tang de vraag gesteld of deze alle verschillende soorten van antibodies 
zijn, of eenzelfde soort, die verschillende dingen doet. Het laatste wordt  thans 
meet aangenomen, maar bij de hieronder nader beschreven reacties hebben we hier 
meer direct met de verschillende uitingen te doen. 

De zijketen-theorie van EHRLICH dwingt tot de zgn. pluraliteit der anti-licha- 
men. Voor elk antigeen (ook van de kunstmatig bereide!) zou in het lichaams- 
vocht reeds het antibody aanwezig moeten zijn. 

We moeten vooral in het oog houden, dat bij alle serologische reacties, welke we 
uitvoeren, her telkens weex gaat om de onderlinge reactie tussen her antigeen 
(dus het stimulerende agens, dat de specifieke antibodies in het serum heeft  doen 
ontstaan) en de specifieke antibodies. We spreken bij deze reacties van "een homo. 

b 

loog antiserum, indien we dit laten reageren met her specifieke antigeen, dat de 
stimuleerende werking op her serum heeft uitgeoefend en van een heteroloog anti- 
serum, indien het wordt onderzocht t.o.v, een ander antigeen. 

In de eerste plaats maken we dan gebruik van de precipitati'e~reactie, welke ont- 
staat tussen her antigeen i.c. precipitinogeen en de stof in het serum: preeipitine. 
Aan de ontdekking van deze reaetie is voorafgegaan de zgn'. agglutinatie-reactie, 
welke hiermee-nauw samenhangt en ontstaat door de binding van bet aggluti- 
nogeen en agglutinine. 



Vermoedelijk zijn de preeipitinen en de agglutininen identiek en treden de 
eerste op, indien de stoffen zieh in oplossing bevinden, en de laatste, wanneer ze 
zieh als een emulsie voordoen. 

De aggtutinatie-reaetie is her eerst besehreven door GRUBER eli-DURHAM in 
1896. Zij hadden een konijn ingespoten met typhusbaeillerz en voegden bij een 
suspensie van typhusbaeillen in 0,85 % NaCI war serum van het ingespoten 
konijn. De baeillen kleefden nu, na toevoeging van her serum, zodra ze tegen 
elkaar aankwamen, aan elkaar en er ontstonden vlokken en korrels. Bloedserum 
van dit met typhusbacillen ingespoten konijn deed b.v. pneumococcen en cholera- 
vibrionen niet samenklonteren. 

Omgekeerd deed her serum van een konijn,~ingespoten met choleravibrionen, 
w~l cholera-vibrionen samenklonteren, maar typhusbacillen niet. Het verschijn- 
sel bleek dus speeifiek te zijn voor bacteri~n en voor her onder hun invloed ge- 
vormde anti-serum. 

Dit samenklonteren noemen we agglutineren en de reactie: de agglutinatie- 
reaetie. De stof in het serum, die voor de agglutinatie verantwoordelijk is, is het 
agglutinine en de stof in de baeterie of de bacterie zelf (bet antigeen), die de ag- 
glutinine in bet serum kan doen ontstaan: agglutinogeen. We hebben dus in de 
agglutinatie-reaetie een prachtmiddel voor her herkennen van bacteri~n. WZDAL 
gebruikte deze reaetie her eerst als diagnose-middel, voor pati~nten, die verdaeht 
werden te lijden aan typhus en deze reactie heet dan ook de reactie van Widal .  

Nu komt her eehter voor, dat bet serum van een typhus of van een paratyphus- 
patient zowel typhus als paratyphus-baeillen agglutineert. 

We kunnen bier te maken hebben met drie versehillende mogelijkheden: 
1. de patient heeft een:dubbele of meng-infectie, heeft dus zowel typhus als 

paratyphus-baeillen. 
2. de pati.~nt heeft typhus, maar daar de typhus-baeil nauw verwant is aan 

de paratyphus-baeil hebben ze 66n of meer antigenen (bier dus agglutinogenen) 
gemeen en dus wordt de typhus-baeil ook door her paratyphusserum geaggluti- 
neerd. 

3. de patient heeft paratyphus, maar door dezelfde oorzaak-als onder 2 ge- 
noemd, wordt de paratyphus-baeil ook door het typhusserum geagglutineerd. 

We spreken in de gevallen 2 en 3 van mee-agglutinatie of eo-agglutinatie. 
Met de reaetie van WIDAL kunnen we dus niet uitmaken met welke van de drie 

gevallen we te doen hebben en hiervoor moeten we gebruik maken van de vei'- 
zadigingsreactie van Castellani. 

Dat ik bier zover inga op deze sehijnbaar alleen voor de medisehe kant  be, 
langrijke diagnose, is, omdat we bij her onderseheiden van de versehillende strains 
van hetzelfde virus: die ook 66n of meer antigenen gemeen hebben, prineipieel 
dezelfde weg moeten volgen, al wordt to t  mijn verbazing in de botanische lite- 
Tatuur over de virus-serologisehe diagnostisering de naam van CASTeLLAt~I niet 
genoemd. 

Bij de verzadigingsreaetie van CAST~LT-ANZ gaat men uit van bet serum van 
de patient, waarvan een deel wordt verzadigd met typhusbaeillen en een ander 
deel met paratyphusbaeillen. De antigenen uit deze baeillenstammen binden trit 
her pati~ntenserum de eorresponderende homologe agglutininen. 

Typhus en paratyphusbaeillen hebben 66n of meer antigenen gemeen an deze 
gemeensehappelijke antigenen worden in beide geyallen gebonderr. 
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VERZAD IG INGS-REACT IES VAN CASTELLAN I 

Noemen we de antigenen van typhus a + b en die van paratyphus b + e, dan doen 
deze ontstaan de antibodies A + B en B + C 

II 
We nemen,drle mogelijkheden nl.[[ 

de patient heeft: ir 
Zijn serum heeft dan de anti-~ 

bodies . . . . . . . .  II 

Men neemt telkens twee 
buisjespati~ntenserum . . 
Verzadigd telkens I met ty- 
phus- en I I met paratyphus- 
baeillen . . . . . . . . .  
Mengsel bevat dus . . . .  

De homologe antibodies wor- 
den neergeslagen en er reste- 
ren de heterogene antibodies: 
Hierna eerst reageren met 
typhus-baeillen (a+b) . . 
resultaat reaetie . . . . .  
Daarna reageren met para- 
typhus bat. (13 +e) . . . .  
resultaat reaetie . . . . .  

Typhun P a r a t y p h ~  

A÷B B÷C 

II J I I I! 

b÷e  II a+b  [ b+e 
A ÷ B ÷ H B ÷ C ÷  / B+C-t 

,÷;÷b 0÷a÷ 

Meng-i1~ectie 
typhul +l~aratyphus 

A + B + C  

II 

A+] .+( A + B + C  

a- i b  b+e  
A+--~ A + B +  

+b C + b + e  

( A 

:+2 -kb A + a + b  - + 
: + l : + e  A + b + e  

Nemen we b.v. aan voor typhus de antigenen a + b, waarmee in het serum 
eorresponderen de antibodies A + B en 

voor paratyphus de antigenen b + e, waarmee in her serum eorresponderen 
de antibodies B + C. 

In beide buisjes wordt door her antigeen, her antibody B gebonden en daarna 
worden beide buisjes afgeeentrifugeerd en bewaard. 

Stel nu dat de patient typhus heeft, (antibodies A + B), dan hebben d e  anti- 
genen der typhusstam (a + b) de beide antibodies A + B gebonden en her  ver- 
zadigde serum zal nu in tweede instantie niet meer reageren met typhus o f  para- 
typhusbaeillen. 

Het pati~nten-serum, dat verzadigd is geworden met paratyphusbaeillen (anti- 
genen" b + e) bezit nh de eerste reaetie geen paratyphus-antibody meer  (B is 
gebonden), maar nog wel een deel van de typhus-antibodies A en zo zal in tweede 
instantie her buisje met pa[i~nten-serum nog w~l met typhusbaeillen, maar  niet 
meer met paratyphusbaeillen reageren. 

Men zegt nu: her typhusagglutinine is hoofdagglutinine en het paratyphus-  
agglutinine is bij-agglutinine (zie tabel). 

lndien de patient paratyphus had, dan zijn de uitkomsten der aggluiinine- 
reaeties juist andersom (zie tabel). 

Indien er eehter een dubbele of meng-infeetie is, waarbij de patient dus zowel 
door typhus als door paratyphusbacillen is gelnfecteerd, dan zullen er na de 



verzadiging met typhusbaeillen hog agglutininen voor paratyphusbaeillen over- 
blijven en omgekeerd zullen er na verzadiging met paratyphus nog agglutininen 
voor typhusbaeillen overblijven, die dan beide met de reaetie van W~DAL kunnen 
worden aangetoond (zie tabel). 

Zeer na verwant met de hiervoor beschreven agglutinatie-reactie, is de precipi- 
tatie-reactie, in 1897 ontdekt door K~AUS. Hij voegde bij serum van een konijn, 
ingespoten met choleravibrionen, een filtraat van een bouillon-cultuur van 
cholera-vibrionen en zag hierbij een troebeling ontstaan, die gevolgd werd door 
een preeipitaat. 

Ook deze reactie bleek specifiek te zijn voor baeterie en serum. De factor in 
her serum voor de reactie verantwoordelijk noemen we precipitine en die in her 
filtraat precipitinogeen; de reactie: precipitatie-reactie. Het precipitinogeen is 
weer het a'ntigeen of maakt daarvan een deel uit. 

Nu kurinen echter niet alleen bacteri~n in her serum van proefdieren precipi- 
tinen opwekken, doeh elke andere als antigeen werkende stof kan dit doen en 
dit heeft geleid tot een zeer veelzijdige toepassing van de precipitatie-reactie op 
zeer verschillend gebied. 

Ik heb reeds een definitie van een antigeen gegeven, en het typerende en het 
belangrijkste voor de serologische reactie is nu, dat ze in hoge mate specifiek zijn. 

Zelfs optische isomeren van dezelfde stof kunnen als versehillende antigenen 
werken, elk hun eigen speeifieke antibodies vormen en met behulp van hun ho- 
moloog serum worden aangetoond. 

Hebben we tegen een bepaald antigeen eenmaal een antiserum gemaakt, dan 
kunnen we van elk onbekend antigeen, door het al of niet speeifiek reageren met 
her bekende antiserum uitmaken of her al of niet identiek is met her bekende. 

Reeds in 1902 gebruikte BERTACELLI deze reactie om verontreinigingen van 
meel met Vicia ]aba vast te stellen en de reactie geeft de mogelijkheid orn de ver- 
valsing van-levensmiddelen en veevoer door vreemde stoffen aan te  tonen; 
(worst, vlees, vleespasteien, melk, melkprodueten, eieren en eiproducten). 

Meel verontreinigd door Agrostemma Githago, moederkoren in roggerneel, alles 
in hoeveelheden, welke chemisch niet meer waren aan te tonen, zijn door de 
preeipitatie-reactie ontdekt. Het meest bekend is misschien nog wel de mogelijk- 
heid van de herkenning van de oorsprong van bloedvlekken, stellig bekend aan 
de lezers van verslagen van reehtszittingen en detective-romans. 

Ook voor de bepaling van verwantsehap tussen versehillende diergroepen: 
paard - ezel, scbaap - geit, mens - mensaap zijn serologische reaeties gebruikt 
en onder leiding van MEz ~s, door de KSningsbergersehool, een stamboom van her 
plantenrijk opgesteld m verband met serologisehe verwantschap tussen de syste- 
matiseh bij elkaar behorende planten. 

Ook bet eiwitmetabolisme van planten werd bestudeerd door serotogische 
reaeties, waarb~ kon worden aangetoond, dat planten eiwitstoffen door de wor- 
tels hadden opgenomen. 

En zo heeft ook de serologic een rol kunnim spelen voor bet virus-onderzoek, 
waarbij het virus, of liever meestal her sap van viruszieke planten, wordt gebruikt 
als antigeen om bij de ingespoten dieren een antiserum tegen deze ingespoten 
stoffen te verkrijgen. 

Voor het virus-onderzoek is wel het meest gebruik gemaakt van de precipitatie- 
reactie, die relatief her gemakkeli]kst is uit te voeren, maar er zijn nog enkele 
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andere serologische reacties, die in enkele gevallen de voorkeur verdienen, omdat 
ze nbg meeT specifiek zijn of n6g gevoeliger zijn en in de serologische l i teratuur 
over her virus-onderzoek telkens weer worden genoemd. 

Ik ben daarom verplicht deze reacties nog even in het kort te bespreken. De 
eerste is de zgn. anaphylactische reactie en de tweede de zgn. complement- 
bindingsreaetie. 

War is de anaphylaxis? Ook hierover bestaat een zeer uitgebreide l i teratuur 
en meeT dan 66n theorie, die tezamen nog veel onverklaard latch. 

Serologisch komt de anaphylactische reactie hierop neer, dat een dieT (vooral 
cavia's worden voor deze proefnemingen reel gebruikt, omdat dit dieT bijzonder 
gevoelig is voor deze reactie) ingespoten met een kleine hoeveelheid eiwit (her 
antigeen, bier dus anaphylactogeen) na ongeveer 3 weken een zeer grote gevoelig- 
heid krijgt tegen dit bijzondere eiwit, waarmee het is ,.gesensibiliseerd". 

Een tweede enting met ditzelfde eiwit veroorzaakt na de genoemde periode van 
ongeveer 3 weken hevige contracties van de spieren, welke dikwijls in enkele 
minuten de dood veroorzaken kan. 

Deze reaetie is hoogst specifiek en hoogst gevoelig. Het nadeel, dat een cavia 
slechts 66nmaal kan worden gebruikt voor een dergelijke reactie, wordt verrneden 
door de techniek van SCHULTZ-DALE, die gebruik maakt van de contracties van 
de uterushorens van een cavia, welke in een bepaalde vloeistof in een waterbad 
worden gebracht en na zgn. desensibilisatie opnieuw kunnen worden gebruikt.  
1 ce van 1 : 1/I0.000.000 oplossing van paardenserum in 150 ce vloeistof geeft 
een zeer scherpe reactie. 

De reactie SCHULTZ-DALE is zeer gevoelig voor zgn. gezonde planten-ei~itten, 
maar ongevoelig voor virus-eiwitten. Hieruit heeft men ook willen concluderen, 
dat de molecuul-grootte van de virus-eiwitten groter is dan die der gezonde nor- 
male eiwitten, waardoor bij de teehniek van SCHULrZ-DALE de moleculen rrainder 
goed door diffusie in de spierweefsels van de uterushorens kunnen binnendringen. 
Bij de anaphylactische shock, waarbij her antigeen direct in de weefsels v a n  her 
levende dieT wordt ingespoten, treedt de reactie door virus-eiwitten T e l  zeer 
scherp op. 

De gevoeligheid van de anaphylactische reactie wordt ook hog duidelijk door- 
dat het CHESTER is gelukt door deze reactie in de zgn. viruseiwitkristallera van 
STANLEY nog resten van de normale eiwitten der gezonde planten aan te tonen.  

Complement-bindingsreactie : 
Een andere zeer belangrijke serologische reactie is de zgn. complementsbin- 

dingsreactie, welke eveneens zeer gevoelig is. 
Hiermee kreeg CHESTER met de virus-eiwitkristallen van STANLEY een react ie  

bij een verdunning van 1 : 10.000.000 en. met zgn. ruw-planten-virus-sap bij 
1 : 2.500.000. 

De complementbindingsreactie is veel gevoeliger dan de precipitatie-reactie, 
welke met de kristallen van STANLEY een positieve reactie gaf bij eeri verdunning 
van 1 : 200.000, tegenover de complementbindingsreactie, zoals zo juist gezegd 
bij 1 : I0.000.000, dus een verhouding van 1 : 50. 

De complementbindingsreactie is echter in uitvoering zo veel meeT gecornpli- 
ceerd, dat voor niet ervaren serologen de teehniek niet aanmoedigend is. Iradien 
men echter eenmaal voldoende routine bezit, zullen de voordelen van hogere ge- 
voeligheid en zeer sterke specificiteit haar meeT op de voorgrond brengen. De 
bekende Wassermannreactie is b.v. ook een complementbindingsreactie. 
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Her is een indicator-reaetie, welke psychologisch dit nadeel heeft, dat een posi- 
tieve reactie betekent, dat het virus, of in her algemeen her ghzochte antigeen, 
niet aanwezig is en omgekeerd. 

Het complement is bet a-specifieke thermolabiele bestanddeel van her anti- 
serum. 

Bij een positieve reactie tussen antigeen en antibody wordt complement gebonden. 
Mengen we dus een onbekend antigeen en antibody bij. aanwezigheid varreen 

bekende hoeveelheid complement, dan kunnen we, uit bet al of niet binden van 
dit complement, vaststetlen of er een positie~ce reactie tussen antigeen en anti- 
body heeft plaats gehad, m.a.w, of antigeen en antibody homoloog zijn. 

Hoe kunnen we nu dit verbruik of deze binding van complement vaststelten? 
Indien we een konijn inspuiten met rode bloedlichaampjes van een schaap, 

dan krijgen we in bet antiserum als antistoffen: haemolysinen. Deze haemolysinen 
hebben de eigensehap rode bloed_lichaampjes te ontleden, maar kunnen dit al- 
l~n,  indien er vrij complement aanwezig is. 

Is er bij een mengsel van antischapenbloedserum en rode schapenbloed- 
lichaampjes vrij complement aanwezig, dan treedt dus lysis in (~loeistof wordt 
rood) - -  is er geen vrij complement aanwezig, dan blijft de lysis uit (de vloeistof 
verandert niet van kleur). 

We kunnen dus een mengsel van antischapenbloedserum en rode sehapenbloed- 
lichaampjes als indicator voor her al of niet aanwezig zijn van vfij complement 
gebruiken. Dit mengsel noemen we bet haemolytisch systeem. 

De reactie geschiedt als volgt: 

complement ~ binding: homoloog 
A: Antigeen + Antibody + (vers cavia serum) f geen binding: heteroloog 

Bx: geinactiveerd antischaapserum + bloedlichaampjes --+ geen lysis. 
(13 . :  . . . .  + ,, + vers carla 

complement -+ lysis.) 
lysis (positiel): heteroloog, dus b.v. niet virus-ziek of gezocht virus niet 

aanwezig (negatie0 
C: A + B~ geen lysis: (negaffe~): homoloog, dus.b.v.w~l virus-ziek of gezocht virus 

w~l aanwezig (positief) 

TOEPASSING VAN DE SEROLOGISCHE METHODEN VOOR HET PHYTOPATHOLOGISCH 
VIRUS-0NDERZOEK 

Na deze lange, maar voor een juist begrip van het volgende, noodzakelijke 
inleiding komt dan de vraag: 

Wat kunnen we nu hiermee bereiken voor bet phytopathologisch virus-onder- 
zoek? 

Zoals ik reeds heb gezegd: voorlopig geen therapie van de individuele plant, 
maar wel een zeer grote steun voor een snelle en objectieve diagnose, die de basis 
moet zijn voor de oplossing van het virus-probleem van onze planten. 

Hoe belangrijk dit ook is, hiermee aIIeen is de grote betekenis van het serolo- 
gische v/rus-onderzoek echter verre van voldoende belieht. 

Ik zeide reeds in her begin, dat de serologie een oplossing geeft voor vele voor 
bet virus-onderzoek karakteristieke moeilijkheden en waar deze ook ~arLgs andere 
wegen kan worden gevonden, heeft de serologische methode voor z66r veel ge- 
vallen nog her voordeel, dat ze reel sheller tot een resultaat leidt en tevens, dat 
haar uitspraak meer ol~]eaiet is. 
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Behalve de identificatie van bet betreffende virus, vinden we hiermee tegelijk 
de natuurlijke verwantschap en hierdoor een zeer waardevolle steun voor de  elassi- 
ficatie der viren. 

Deze classificatie berustte tot nu toe vrijwel geheel op een kunstmatig systeem 
sterk afhankelijk van het subjectieve oordeel der samensteller. 

We kunnen verder serologisch het virus quantitatief bepalen in verschillende 
planten en in verschillende weefsels van dezelfde planten of in planten-extracten, 
de invloed van allerlei chemische en physische invloeden op her virus controleren 
en ons inzicht in het algemene-virus-probleem belangrijk verdiepen. 

Ik zal hieronder een kort resum6 geven van de belangrijkste literatuur op dit 
gebied; uit de aard der zaak moet dit zeer beknopt en onvolledig zijn, daar  b.v. 
CHESTER een lijst geeft van meet dan 400 titels van verhandelingen, welke met 
dit onderwerp in verband staan. 

Voornamelijk zal ik trachten de hoofdlijnen aan te geven en voor de details 
verwijs ik naar de speciale literatuur. 

Na d e v e l e  toepassingen, welke ik zo juist beschreef, van de serologische 
reacties ook op plantensystematisch en plantenphysiblogisch gebied, is he t  niet 
vreemd, dat ook de phytopathologie hierin werd betrokken en in 1927 opende 
DVORAK de reeks van onderzoekers op dit gebied. Hij stelde vast, dat de globuli- 
nen in mosaTc-zieke aardappelen door bet virus zodanig werden veranderd, dat 
hun precipitatie-reactie t.o.v, homoloog mosaic-antiserum en heteroloog gezond 
antiserum sterk verschilde. 

Her zijn verder vooral HELEN A. PURDY-BEALE (1928-1934), MATSOMOTO en 
SOMAZAWA (1930--1934), GRATIA (1933), BIRKELAND (1934), BAWDEN en PIRIE 
(1936), STANLEY en vooral CHESTER (1934--1937) geweest, die belangrijke bijdra- 
gen op het gebied van het serologische planten-virus-onderzoek hebben geIeverd. 

Behalve de identificatie van verschillende viren stelde CHESTER b.v. een lijst 
op van 8 groepen van viren, samen met in totaa134 strains, in elke groep vari~rend 
van I tot 9, die alle serologisch door hem werden onderscheiden. 

MATSOMOTO en SOMAZAWA bepaalden de concentratie van het virus in verschil- 
lende gedeelten van dezelfde plant en vonden meer in het blad dan in de wortel 
en meer in de wortel dan in de stengels. Zij werkten een micro-methode uit, waar- 
door ze her virus konden vaststellen in zeer kleine weefselgedeelten en meenden 
hierdoor een oordeel te kunnen uitspreken over de wijze van vervoer v a n  het 
virus door de plant. Een vervroegde diagnose was mogelijk, doordat ze bij in- 
fectie-proefnemingen, enige dagen v66r her optreden van enig ziek'te-symptoom 
serologisch de aanwezigheid van her virus konden vaststellen. 

CHESTER wiJst in het bi]zonder op de voordelen van het serologische quanti ta-  
tieve virus-onderzoek t.o.v, de methoden der local-lesions van HOLMES. Her 
antiserum toch kan worden bewaard zonder in werkzaamheid a.chteruit te gaan, 
waardoor ten alien tijde hiermee kan worden gewerkt en het resultaat niet behoeft 
te wachten op de geschikte planten voor de infeetie-proeven, terwijl de invloeden 
van milieu op het infectie-resultaat ook geen rol spelen. Het belang van de rnoge- 
lijkheid van het vaststellen van het virus in geheel symptoomloze carriers is voor 
elk virus-onderzoeker vanzelf duidelijk. 

Tenslotte is het van groot belang, dat naast de hiervoor besproken serologische 
reacties, welke in de reageerbuis worden waargenomen, de antigeen-antibody 
reactie ook aan de levende plant kan worden bestudeerd. 

Her is nl. gebleken, dat de viren door hun homologe antisera worden geTnacti- 
veerd of geneutraliseerd en ook deze reactie is zowelsterk specifiek als quantit  ariel. 
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Voor neutralisatie van een 2 × grotere, hoeveelheid virus is ook een 2 × 
grotere hoeveelheid homoloog antiserum nodig. 

Door toevoeging van voldoende antiserum kan zo bet infectie-vermogen van 
een infectieus plantensap geheel worden weggenomen. Deze reactie is eveneens 
gebruikt voor de bepaling van verwantschap tussen zekere plantenviren en biedt 
mogelijkheden van verdere toepassing bi] de studie van de fundamentele proble- 
men van het planten-virus onderzoek. (CHESTER. Phytopathology 1934). 

Her is verder van grote principiele betekenis, dat hi] de binding van virus 
en antibody n6ch her virus, n6ch bet antibody wordt vernietigd, daar u it her 
geneutraliseerde mengsel her virus weer kan worden vrijgemaakt door vernietig- 
ging van de antibodies met pepsin, terwi]l door aanzuring van het geneutra~i- 
seerde mengsel her virus kan worden vernietigd en de antibodies vri] komen. 
Zowel virus als antibody, vrijgemaakt uit her geneutraliseerde mengsel, bli]ken 
hun karakteristieke eigenschappen hog te hebben behouden. 

Nu oefenen ook normaal serum en andere eiwitten, b.v. melk een invloed uit 
op her infectie-resultaat door her virus veroorzaakt. Volgens CHESTER is dit toe 
te schrijven aan de invloed van het normale serum en andere eiwitten op de 
gastheer en niet op het virus zelf. 
STANLEY en CALDWELL verklaren, dat normaal serum w~l direct op het virus 
werkt en niet op de gastheer. 

BAWDEN is van oordeel, dat zowel de specifieke als de aspecifieke werking van 
antiserum en normaal serum direct op her virus en niet op de gastheer inwerken. 
Her is onbekend, war er geschiedt, maar hi] acht her waarschijnli]k, dat het virus 
niet-infectieuse complexen vormt door zich te verbinden met de serumeiwitten. 
De binding van bet virus met her antibody is sterker dan de binding met de serum- 
eiwitten. 

Beide parti]en geven een verklaring, toegelicht met grafische voorstellingen, 
welke in gedaante reel overeenkomen, maar verschillend worden gelnterpreteerd. 

Het geheel van tot nu toe vermelde resultaten moet stellig de virus-onderzoeker 
erg aanlokkelijk toeschijnen. Een dergelijk menu wekt de eetlust o p e n  daarom 
stellen we bier terstond de vraag voorop, of dat nu allemaal kan worden klaar- 
gestoofd volgens bet gegeven recept, of d a t e r  hog bi]zondere keukengeheimen 
zijn, die de zaak hog meer ingewikkeld maken, dan bet oppervlakkig wellicht 
reeds schi]nt. 

Dit laatste is eigenlijk met elke techniek her geval en evenmin als men uit een 
kookboek alleen zonder veel schade bet koken kan leren, is her gemakkelijk de 
serologie uit een korte handleiding of zelfs uit een uitvoerig handboek te leren, 
zelfs waar het betreft de practische toepassing daarvan. 

De techniek is niet eenvoudig, maar toch ook niet weer vee! moeilijker dan enig 
andere techniek en enige leerjaren, liefst onder een ervaren leermeester, heeft 
men steeds nodig. Elke waar is echter naar hetgeen men er voor moet betalen en 
de uitkomsten der serologie rechtvaardigen in vele gevallen ruimschoots de moeite 
hieraan te besteden. De technische moeilijkheden zijn voor een groot deel ,,les 
defauts de ses qualit~s". De buitengewoon grote gevoeligheicl geeft in enkele ge- 
vallen last, die slechts door de uitzonderlijke specificiteit wordt opgeheven. De 
toepassing van elke techniek, ontleend aan een andere tak van wetenschap, moet 
zich instellen op de omstandigheden en de eisen van de eigen problemen en de 
bijzondere eigenschappen van het eigen materiaal. 

Een zeer belangrijk punt is daarbij voor ons, dat, indien we werken met planten 
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of plantenextracten en hiermee een antiserum willen bereiden, we niet met  een 
enkelvoudig antigeen werken, maar met een groot complex van antigenen tegelijk, 
die elk voor zich weer eigen specifieke antibodies opwekken, zodat in be t  ver- 
kregen antiserum bet complex van antibodies even samengesteld is als bet 
complex van antigenen, waarmee we zijn begonnen. We kunnen ze a.h.w, als 
een spiegelbeeld tegenover elkaar stellen. 

Indien we nu een konijn inspuiten met gezond plantensap, dan krijgen we in 
bet antiserum antibodies, tegen alle stoffen in het gezonde sap aanwezig, die als 
antigeen werken, b.v. x-soorten van antibodies. 

Bi j  her inspuiten van sap van een zieke plant in her bloed van een konijn krijgen 
we nu, behalve het gehele eerste complex van x-antibodies, hog bovendien de 
antibodies tegen die antigenen, welke karakteristiek zijn voor de zieke plant,  dus 
her complex x-antibodies + d e  virusantibodies. Het verkregen antiserum 
(x-antibodies + virus-antibodies), zal dus zowel met een gezonde als met  een 
zieke plant een positieve reactie moeten geven. 

Onze redding ligt nu in her felt, dat al deze antibodies zeer specifiek zijn, waar- 
door we ze door de zgn. verzadigingsreactie, volgens her principe van de reeds 
eerder uitvoerig beschreven reaetie van CASTELLANI, kunnen scheiden. 

Ons thans beperkende tot de precipitatie-reactie, dan weten we dus dat. we 
door bet inspuiten van een konijn met sap van een virus-zieke plant een anti- 
serum verkrijgen met precipitinen tegen gezond l~lantensap, benevens precipi- 
tinen tegen de karakteristieke antigenen van bet zieke sap. 

We moeten nu beschikken over volkomen gezonde planten, die, behalv-e war 
her virus-gehalte betreft, met de zieke plant geheel overeenkomen. We zullen 
dan bet antiserum eerst samenbrengen met dit gezond sap en krijgen dan  een 
positieve reactie, welke zich uit in een precipitaat. We centrifugeren dit preeipi- 
taat  af en voegen zolang gezond plantensap toe, totdat er tegen dit gezonde 
plantensap geen precipitaat meer in her antivirusserum ontstaat. 

Her anti-virusserum is dan zgn. verzadigd met gezond plantensap en in dit 
serum bevinden zich dan alleen nog de antistoffen tegen de virus-fractie v a n  bet 
zieke sap. Indien we daarna een positieve r.eactie verkrijgen met een verdaehte 
plant, dan mogen we aannemen, dat de plant, waarvan her sap afkomstig is, is 
aangetast door betzelfde antigeen (virus) als waarmee het antiserum indertijd is 
bereid. 

Indien we een negatieve reactie verkrijgen, dan moeten we nog rekening hou- 
den met de mogelijkheid, dat her zgn. gezond materiaal, voor de verzadiging 
van her antiserum gebruikt, een ,,masked strain" van her virus bevatte. In  dat 
geval is bet virus mee uitgevlokt en moet de volgende reactie tussen viren en 
antiserum wel negatief zijn. 

Is bet sap voor de verzadiging gebruikt inderdaad volkomen g.ezond, dan is de 
verdachte plant 6f gezond, bf aangetast door een ander virus, bf, wat oot< hog 
mogelijk is, de verbouding tussen concentratie van antigeen (virus) en ant ibody 
(antiserum) is niet gunstig voor een positieve reactie. 

Er bestaat in her algemeen een optimale verhouding tussen concentratie van 
virus en antibody voor een maximale reactie en dit eist een nader onderzoek 
betreffende deze verhoudingen, v66rdat men de eindconclusie mag trekken. Her 
gehalte aan specifieke antistoffen in bet antiserum wordt terstond na de bereiding 
van her antiserum vastgesteld, door te bepalen in welke verdunning bet serum 
nog een positieve reactie geeft met een vaste hoeveelheid van her homologe anti, 
geen. We noemen dit gehalte de titer van her serum en deze titer hangt af vart  ver- 
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schillende factoren, zooaIs: de aard van het antigeen, de eoncentratie hiervan in 
bet ingespoten sap, her aantal inspuitingen, dat her konijn heeft gehad, de wijze, 
waarop het proefdier reageert, enz. 

Bi] de tabaksplant krijgen we een titer van 1 : 9 met gezond sap, tegen 1 : 2000 
met ziek sap. Hierdoor is slechts een zeer geringe verzadiging nodig om de anti- 
gezond-antibodies te verwijderen, maar bij zwak serologisch werkende viren is 
deze verhouding vaak minder gunstig en is een veelvoudige verdunning van het 
antiserum met gezond sap voor de verzadiging nodig. Hierdoor Ran, mede, 
omdat we ook reeds de verdunning van het virus in her plantensap hebben, de 
titer zo laag worden, dat we geeo of geen behoorlijke reactie meer kunnen ver- 
krijgen. Het ligt daarom voor de hand, dat we als immuniserend antigeen (dat bij 
her konijn wordt ingespoten) gaarne met zo sterk mogelijke virusconcentratie en 
met zo reel mogelijk uitschakeling van alle niet essentieel voor bet onderzoek 
noodzakelijke antigenen werken. 

Volgens de methoden, welke de eiwitchernie leert en ook bij de zuivering der 
viren met zoveel succes zijn toegepast, trachten we daarom zowel uit antiserum 
als uit antigeen alle overtollige ballast te verwijderen, maar rnoeten natuurlijk, 
evenals bij de virus-zuivering, er voor zorgen niet met her badwater tegelijk het 
kind te verliezen. 

Voor een gedeelte kunnen we de moeilijkheden ondervangen door voor onze 
viren als gastheer planten te zoeken, die systematisch zover mogelijk uiteen 
liggen, en geen serologisch werkzame antigenen gemeen hebben. 

DOUmN en PoPOVA hebben een oplossing hierin gezocht, dat ze een antiserum 
bereiden tegenover het gezonde plantensap. Met dit anti-gezond serum verzadi- 
gen ze nu her zieke sap, waardoor ze alle antigenen van her gezonde sap konden 
neutraliseren en nu spuiten z~ her konijn in met her heldere gedeelte van her 
mengsel: ziek sap + gezond antiserum, nadat het precipitaat is afgecentrifu- 
geerd. 

Hebben we alles gedaan om de resultaten der reacties niet door lastige anti- 
genen, buiten het virus-antigeen, te doen vertroebelen, dan blijven hog de moei- 
lijkheden, welke we samenvatten onder spontane uitvlokkingen. Dit zijn dus uit- 
vlokkingen, die in serum of plantensap ontstaan buiten de serologische reacties 
ore, en in enkele gevallefi de resultaten onzeker kunnen maken. Deze geven ook" 
aan ons sores nog moeilijkheden, die voor enkele in dit opzicht bijzondere lastige 
gewassen wellicht voorlopig hog een grens aan de bruikbaarheid der serologische 
methode van onderzoek zullen ste'llen. 

Om zeker te weten, dat we niet hiermee te doen hebben, is uit de aard der 
zaak bij elk onderzoek een zeer sterk letten op de controle-proeven met het ge- 
zonde sap en her normaal serum noodzakelijk. Overal waar er lets aan deze con- 
troles hapert, mogen we geen conclusies trekken uit her experiment. 

Zijn we de moeilijkheden van de complexen van antigenen en corresponderende 
antibodies van her gezonde sap en ook de artefact-reacties der spontane uit'vlok- 
kingen ontzeild, dan staan we voor de kwestie, dat ook het virus niet een enket- 
voudig antigeen is, maar eveneens een complex van antigenen. 

AUe viren, die antigenen gemeen hebben met her homologe antigeen, waarmee 
het antiserum is gemaakt, geven met dit antiserum een positieve.reactie. Hoe 
meer deze viren verwant zijn, des te meer antigenen hebben ze gemeen en zo i~ 
de sterkte der reactie een maat voor de natuurlijke verwantscha p der antigenen. 

Ook weer volgens het principe van de verzadigingsreactie van CASTELLANI zijn 
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deze verwante viren te scheiden, indien ze niet serologisch geheel identiek zijn, 
en zo kon CHESTER zijn 8 groepen van viren opstellen, met in totaal 34 verschil- 
lende strains. 

A1 zijn dus de serologische reacties in eerste instantie groep-reacties, het  be- 
zwaar, hog vaak in de literatuur genoemd, dat hiermee niet de verschillende 
rassen van hetzelfde virus zouden zijn te onderscheiden, gaat in vele gevatlen niet 
op. De resultaten van CHESTER bewijzen dit afdoende. Hij geeft hog uitdrukkelijk 
aan, dat hij wel eens een negatief resultaat heeft verkregen, maar nog nimmer is 
gebleken, dat hij bij een positief resultaat een virus of een strain van een virus 
onjuist had geclassificeerd. 

Een groot voordeel van de serologische methode is, dat de volkomen (serolo- 
gische) identiteit van twee viren kan worden vastgesteld door de door BAWDEN 
beschreven ,,mirror-tests". Hiervoor worden tegen beide viren antisera gernaakt 
en daarna wordt elk virus verzadigd met het heterologe antiserum. Zijn ze vol- 
komen identiek dan mogen ze geen van beiden, na de verzadiging met her hetero- 
loge antiserum, een positieve reactie meer geven tegen hun homologe antiserum. 

Indien we hier tegenover stellen, dat om dit langs de weg van bepaling der 
infectie-verschijnselen en symptomen te bereiken, van elk virus de host-range zo 
volledig mogelijk moet worden vastgesteld, wat telkens weer opnieuw tot nieuwe 
series infectie-experimenten met alle daaraan verbonden zorgen moet leiden, 
dan komt ook hierdoor het belang van de serologische methode duidelijk naar 
voren. 

Bij de infectie-methode is her vaak zeer moeilijk om de zwak-infectieuse viren 
van de sterk infectieuse te scheiden. Ook hier zou de serologie hulp kunnen 
bieden, daar de sterke infectieusiteit meestal gepaard gaat met een sterke sero- 
logische activiteit. Her zou dan mogelijk zijn door de behandeling van het ~,irus- 
mengsel met het antiserum tegen bet sterk infectieuse virus in het mengsel her 
sterke virus te neutraliseren en zo her zwakke virus af te zonderen. We hebben 
dit geprobeerd met de hypothetische tulpenviren I en II, maar tot nu toe is ons 
dit niet gelukt, al geven we de strijd nog geenszins op. 

Kunnen we nu aUe moeilijkheden met de serologie oplossen? Dat zou inder- 
daad te mooi zijn en elke methode heeft zijn eigen grenzen. Het is niet mogelijk 
gebleken tegen alle viren een antiserum te verkrijgen en hierbij komt weer naar 
voren eefi parallel tussen de weinig stabiele en zwak-infeetieuse viren en de zwak- 
serologisch-actieve viren. 

De natuur komt ons hierbij in enkele gevallen te hulp, doordat vaak moeilijk 
mechanisch over te brengen viren, die ook bij alle in vitro reaeties te instabiel 
blijken, door hun speeiale vectors voldoende worden geldentifieeerd, terwijl die 
viren, welke door hun wijde verspreiding en uitgebreide kring van gastheren her 
moeilijkst te identificeren zijn, wel bruikbare antisera leveren. 

CHESTER geeft, als betrekking tussen serologische activiteit en infectieusiteit, 
het r6sultaat aan van zijn onderzoekingen betreffende 25 verschillende viren:  

Serologisch actief 
a. gemakkelijk mechanisch over te bren- 

gen. 
b. betrekkelijk stabiel in vitro. 

Serologisch inactief 
moeilijk of niet mechanisch ov'er te 
brengen. 
betrekkelijk onstabiel in v i t ro ;  
gewoonlijk vernietigd in 2 dagen 
of korter bij kamertemperatu~r. 
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c. Thermaal inactivatie-punt relatief hoog, 
gewoonlijk stabiel bij 55 °C of hoger. 

d. Spoedig (Systemic) aantasting van de 
gehele plant 

Thermaat inactivatie-punt 
den 55 °C. 
dikwijls zeer zwak systemic. 

bene- 

Een reden van de moeilijkheden met deze viren kan zijn de zeer zwakke con- 
centratie van bet virus in de plant en dan moeten we trachten dit op de hiervoor 
genoemde wijzen te concentreren. Wellicht heeft de bloedtemperatuur v a n  het 
konijn een nadelige invloed op her thermolabiele virus en zo wordt de mogelijk- 
heid genoemd om voor de bereiding der antisera een koud-bloedig dier te nemen. 
We moeten echter bedenken, dat de serologic ook hog een jonge wetenschap is en 
de beperkingen van het plant-serologisch-virus-onderzoek zijn voor een groot 
deel nog die van de serologie in het algemeen. 

De plantserologen hebben tot nu toe hoofdzakelijk gebruik gemaakt van de 
betrekkelijk minst gecompliceerd~ methode der precipitatie-reacties. Het zal 
wellicht mogelijk zijn de resultaten hog meet te verbeteren door bet toepas- 
sen van de meet gecompliceerde techniek der anaphylactische- en van de comple- 
mentbindingsreactie. De resultaten zijn echter ook nu reeds zeer belangrijk en 
volgens mijn oordeel onmisbaar voor bet virus-onderzoek en ik verwaeht voor 
de toepassing bij verdere verbetering tier techniek een grote toekomst. 

Maar bovenal de serologic wil, noch mag vragen een monopolie van het  virus- 
onderzoek. Ze wil zijn een hulp-wetenschap, in de eerste plaats voor het  virus- 
probleem van onze zieke planten, en daarnaast voor her algemene probleem van 
het virus. 

Maar wij blijven biologen, voor ons zijn de levende planten bet voornaarnste 
en nu heeft de serologic ons toch weer in de armen der chemic geworpen. 

We lezen bij TOPLEY en WILSON, pag. 184: 
,,Clearly we must not press analogies too far, or accept uncritically the attrac- 

tive but perhaps misleading resemblances that present themselves between cer- 
tain of the concepts evolved by the organic or physical chemist and those to 
which our immunological studies have led us. But whatever the ultimate findings 
may be, the line of advance has been clearly laid down. 

So far as the antigen-antibody reactions are concerned, immunology has be- 
come a branch of chemistry." 
en CHeSTeR schrijft: 

,,de serologie is tot nu toe de voornaamste basis voor het onderzoek der speci- 
ficiteit". 

Meer dan de nog bestaande onvolkomenheden en beperkingen van de serolo- 
gische methoden moet ons daarom tenslotte, juist in verband met de beoordeling 
van de waarde van de positieve resultaten, de prineipiele vraag interesseren: wat 
doen we eigenlijk bij de serologische reacties? Ook al kunnen nSch wij, nbch de 
ervaren immunologen en serologen het mechanisme van de reacties verklaren, 
we moeten ons toch wel de vraag stellen: 

Is het antigeen = het virus? 

Deze vraag hebben bijna alle onderzoekers zich eveneens gesteld en alles 
bijeengenomen komen ze tot de conclusie, dat er geen reden is om er aan te twij- 
felen, dat het virus zelf is bet zeer sterke antigeen in infectieus plantensap. 
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CHESTER heeft de vragen gesteld (1935): 
Is het antigeen: 
1. her virus zelf? 
2. een veranderd planten-eiwit ? 
3. een derivaat van her virus? 
4. een complex van eiwit en virus? 
Hi] voert een aantal feiten aan, welke door het serologisch onderzoek zijn vast- 

gesteld: 
I. Tabaks-mosaic-virus gezuiverd zoveel als enigszins mogelijk van alle andere 
antigenen of andere verontreinigingen blijft gelijk antigenisch. 
Zelfs indien 95°/o van de niet-virus bestanddelen zijn verwijderd, verandert 
de antigene-werking niet. 

2. Viren door collodium filters van ddn grootte gefiltreerd, laten tegelijk het 
pathologisch werkzame en h et serologisch actieve deel door. 

3. De sterkte van de precipitatie-reactie varieert rechtstreeks met de hoeveelheid 
infectief materiaal, onverschillig van welke gastheer het virus afkomstig is. 

4. Hi] heeft voor 4 verschillende viren vastgesteld, dat de temperatuurdoseringen, 
Welke het infectie-vermogen inactiveren ook in dezelfde verhouding de sero- 
logische reactie doet verdwijnen. 

5. Veran.dering der Ph geeft dezelfde reacties van pathologische werking e n sero- 
logische activiteit. 

6. Reactie op chemische inactivatie: geheel als onder 4 en 5 genoemd. 
7. In zeer ver van elkaar verwante plantensoorten, waarin normaal in her geheel 

geen gemeenschappelijke antigeen + eiwitten voorkomen, behouden de viren 
hun normale specifiek serologische reacties. Er bestaat dus geen noodzakelijk 
verband tussen gastheer en virus-serum-reacties: 

a. indien verschillende viren in dezelfde gastheer worden vermenigvuldigd, geeft 
toch ieder zijn eigen specifieke serologische reacties. 

b. indien hetzel/de virus-in systematisch zeer ver uiteenliggende gastheren wordt 
gekweekt, behoudt bet onafhankelijk van de gastheer zijn eigen specifieke 
serologische reactie. 

Zijn conclusie is dan ook, dat er bewijsmateriaal genoeg is om aan te nemen, 
dat het antigeen, verantwoordelijk voor de serologische reactie, tussen her plant- 
virus en homoloog antiserum, is het virus-zelf en niet normale of veranderde be- 
standdelen-van de zieke planten. 

O0k BAWDEN en BAWDEN en PIRIE (1936) spreken zich zeer beslist in dezelfde 
geest hierover Uit: Als her virus geInactiveerd wordt door proteolytische enzy- 
men: Trypsin, pepsin en papain, dan is de vermindering in activiteit van  het 
infectie-vermogen evenredig aan de verzwakking der serologische activiteit. Ook 
zij hebben vastgesteld, dat bi] inactivatie door hitte of chemische middelen van 
her virus de serologische activiteit zolang blijft bestaan, zolang het virus actief 
blijft. De afname in infectievermogen en serologische aetiviteit neemt in dezelfde 
verhouding af en als her infectievermogen geheel verloren gaat, dan houdt ook de 
serologisehe activiteit op. 

Volgens BAWDEN is het feit, dat de sterkst gezuiverde viren het sterkst sero- 
logisch actief zijn, ook het sterkste bewijs voor de aanname, dat her antigeen her 
virus zelf is, en er bestaat dan ook volgens hem geen reden om er aan te twijfelen, 
dat her virus-zelf is het zeer sterk actieve antigeen a~anwezig in infectieus planten- 
sap. 

Er is door enkele onderzoekers als bezwaar tegen deze opvatting aangevoerd, 
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dat het is gelukt door middet van formaline en trypsine het infectie-vermogen 
geheel of gedeeltelijk te vernietigen, zonder dat de antigeen-werking verloren 
gaat. 

CAeSTER v0ert hiertegen aan, dat de uitwerking van de trypsine berust op een 
uitwerking op de gastheer waardoor volgende infectie-proeven negatief worden. 

Het feit, dat ge~rnactiveerde viren niet als antigeen werken, terwijl dode bac- 
teria hun antigeen eigenschappen behouden, zou e r o p  kunnen wijzen, dat de 
viren verschillen van zekere lagere vormen van leuen. Het is echter niet bewezen, 
dat de protoplast van de bacteria de antigene werking uitoefent en recente onder- 
zoekingen suggereren, dat de periphere structuur van de bacteri~n serologisch 
van belang is. Nu is de oppervlakte-structu'ur van de bacteria meer stabiel, dan 
de protoplast, waardoor her mogelijk is, dat de bacteria hun serologische eige- 
schappen na hun dood behouden. Hi~ concludeert hieruit: 

,,Findings with the plant-viruses, on such a basis, offer no ground for objection 
to a biotic conception of these agents." 

Voor mij is her als bioloog, ook als we werken met een serologische methodiek, 
die dan tot het terrein der chemic moet worden gerekend, een terrein, waar  ik mij 
allesbehalve als deskundig zou durven beschouwen, een voordeel, dat we telkens 
weer teruggrijpen op de reactie van de levende plant en telkens weer ann deze 
levende plant het resultaat van het onderzoek verifieren. 

A1 is het wellicht slechts een fictie, toch heb ik het gevoel, dat ik me daarbij 
meer op vertrouwd en eigen terrein bevind. 

We zullen ook bij de serologie daarom een voortdurend contact met de zieke 
en gezonde planten niet kunnen ontberen en onze conclusie moeten toetsen aan 
reacties, welke we tussen de levende plant en her virus kunnen waarnemen. 

EIGEI~ ONDERZOEK 

Tenslotte een zeer kort woord over ons eigen werk met de serologische methoden 
voor bet virus-onderzoek van onze bloembolgewassen. 

In de eerste plaats past me hier een woord van dank aan Dr. J. P. IBUI ~ die 
ons door zijn daadwerkelijke hulp bij onze eerste stappen op dit gebied, en daarna 
door zijn raadgevingen bij optredende moeilijkheden, grote diensten heeft be- 
wezen. Dat we iets hebben bereikt, hangt verder voornamelijk af van de bekwaam- 
heid en toewijding van mijn medewerksters Mej. Dr. DE BRUYN OUBOTER en Me]. 
CREMER. 

Nu moet U niet denken, dat wij nu reeds alle fijne schoteltjes, U juist van het 
menu der serologic voorgezet, geheel foutloos kunnen bereiden. Ook onze gewas- 
sen stellen weer hun bijzondere eisen, maar wel kan ik U mededelen, dat we tot 
nu toe een antiserum met een behoorlijk hoge titer hebben kunnen bereiden van : 
Narcissen, Tulpen, Hyacinthen en Irissen. Met de Lelie's hadden we nog geen 
voldoende succes, war voor een deel moet worden toegeschreven aan-de moeilijk- 
heden om volkomen gezond en betrouwbaar vergelijkings- en verzadigingsmateri- 
aal te verkrijgen en verder door storende, spontane uitvlo kkingen". Met de Nar- 
eissen hebben we her langste gewerkt en tot nu toe bet meeste bereikt. 

Her is moeilijk een positief infectie-resultaat met Narcissen door het mecha- 
nisch overbrengen van het virus te verkrijgen. Het is Mej. OE BRUYN OIJBOTER 
enige jaren geleden gelukt dit in betrouwbare percentages te verkrijgen en nu we 
ook de zekerheid hebben, welke luizen de ziekte kunnen overbrengen, zullen we 
vermoedelijk nog wel een hoger percentage positieve resultaten verkrijgen. 
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Maar... tot nu toe moesten we ongeveer een jaar wachten om enig resultaat  te 
kunnen waarnemen. 

Thans stellen we een diagnose met zekerheid in enkele uren! 
Wat dit zeggen wil voor de bestudering van her ziekteprobleem, behoef ik 

verder hier niet uiteen te zetten. 
Alle moeiten tot nu toe aan her serologisch onderzoek besteed, de leerjaren 

inbegrepen, zijn hiermee ruimschoots beloond. 
Met de zgn. veld-methode, door CHESTER uitvoerig beschreven en door ons 

ook meermalen toegepast, is her thans mogelijk te velde in twijfelgevallen ter 
plaatse in korte ti]d een diagnose te stellen. Ook voor de land- en tuinbouw opent 
dit ruime mogelijkheden, welke van grote economische betekenis kunnen zijn, 
vooral doordat ook de carriers op snelle wijze als dragers van bet virus kunnen 
worden herkend. 

In dit verband wil ik nog wijzen op de uitwerking welke CHESTER van zijn zgn. 
veld-methode heeft gegeven. 

Her komt vaak voor, dat voor een speciale cultuur een bepaalde virus-ziekte 
grote, economische verliezen Ran opleveren, indien de besmette planten Met 
vroegtijdig worden verwijderd. 

Een vroeg herkennen van de virus-dragers, een snelle en vooral zekere diagnose 
bij de zgn. ,,twijfelplanten" is hiervoor onmisbaar. In dergelijke gevallen is bet 
mogelijk een grotere hoeveelheid antiserum tegen zieke planten van bet bepaalde 
gewas te doen bereiden en dit te voren met sap van gezonde planten te verzadigen. 

Zij, die belast zijn met bet opsporen der zieke planten kunnen buisjes met dit 
verzadigde antiserum bij zich dragen en zullen in bepaalde gevallen door bet toe- 
voegen van enkele druppels sap van de verdachte planten ter plaatse kunnen uit- 
maken of de plant aan de betreffende ziekte lijdt. 

Natuurlijk is ook hierbij ervaring nodig voor her herkennen van de reacties, 
maar deze kan elke enigszins intelligente controleur in betrekkelijk korte tijd ver- 
krijgen, zonder dat hij de techniek van de bereiding der antisera en de verdere 
laboratorium techniek behoeft te beheersen. 

Ook onderzoekers die zelf niet in staat zijn, door bet ontbreken van de hiervoor 
noodzakelijke installaties, konijnenstallen en alles wat daarmed~ samenhangt,  
zullen van elders bereide antisera een zeer dankbaar gebruik kunnen maken  voor 
de diagnose hunner viren en voor her verloop van hun onderzoek. 

In onze cultuur is bet in vele gevallen een zeer belangrijke factor geweest, dat 
we op grond van onze serologische reacties, de kweker, ook in zgn. twijfelgevallen 
bij bet alleen afgaan op de symptomen, met stelligheid konden verzekeren, dat 
de plant inderdaad ziek was. Dit was een zeer sterke morele steun voor her  krach- 
tig ter hand nemen van de ziektebestrijding in het te velde staande gewas.*) 

De techniek van de bereiding der antisera is door mij niet besproketa. Na de 

*) Sedert her uitspreken van deze voordracht in Maart 1942 is het mijn medewerkers, 
waarbij thans ook Dr H. L. Booy, in enge samenwerking met her Instituut voor suiker- 
bietenteelt te Bergen op Zoom, Directeur: Dr P. ' j .  H. van Ginniken, gelukt een sero- 
logisch actief antiserum te bereiden met vergelingszieke suikerbieten. 

Hiermee hebben we reeds in enkele gevallen bij ,,twijfelplanten" bet ziek'zijta kunnen 
vaststellen en we hopen, dat de serologic ook voor de bestudering en bestrijding van 
deze voor onze voedselvoorziening vooral in deze tijden zo bijzonder belangrijke ziekte 
haar nut zal bewijzen. Onze onderzoekingen hieromtrent zullen we zo spoedig mogelijk 
publiceren. 
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voordracht is een serologische film gedraaid, waarin deze techniek en de precipi- 
tatie reactie werden vertoond. 

De bereiding van het antiserum moet zich aanpassen aan het gebruikte mate- 
riaal en de eisen van her onderzoek. Zeer beknopt volgt hier hog de bereiding 
van antisera, zoals deze door ons wordt uitgevoerd. 

De planten worden fijngesneden en in een Carver-pets onder hoge druk (300 ~. 
700 atm.) uitgeperst. Her sap wordt :k 10 minuten gecentrifugeerd (5000 om- 
wentelingen per minuut) en van het sap wordt 5-8 cc intraveneus in een oor vene 
van een konijn ingespoten. 

Dit wordt met een tussenruimte van 2/t 3 dagen 9 tot 12 maal herhaald, waarna 
een proefreactie wordt verricht met een weinig vooraf genomen bloed en de titer 
van het serum bepaald. Is deze proef bevredigend, dan wordt na 8 dagen, waar- 
van de laatste 24 uur het konijn niet meer gevoed mag worden, het bloed onder 
narcose uit de carotis afgenomen. 

Na enige uren bewaren bij kamertemperatuur gaat het bloed in de ijskast en 
de volgende dag wordt het serum afgeschonken, waarbij de btoedkoek in de buis 
achterblijft. Het antiserum wordt bij zo laag mogelijke temperatuur in de ijskast 
bewaard en staat dan steeds ter beschikking voor de verschillende onderzoekin- 
gem Wij hebben bet serum zo reeds meer dan twee jaren kunnen bewaren zonder 
al te grote achteruitgang van de titer. 


