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Prace bakteryjologiczne i ich wykonywanie. Przygotowanie §rodkéw odzywczych

i bulionu, zelatyny, agar-agar. Hodowle metoda PASTEURA w bulionie. Ho-

dowle metodg KOCHA na o$rodkach stalych. Rozdzielanie na plytkach. Ba-

danie pod mikroskopem. Barwienie. Przygotowanie statego preparatu. Przygo-

towanie innych osrodkéw stalych: surowicy krwi, kartofla i chleba. Badanie

wlasnosci — szczepienie na zwierzetach. Przygotowanie skrawkéw. Badanie
powietrza i wody.

Przedewszystkim dla sztucznego hodowania bakteryj musimy przygotowa¢ dla nich
odpowiednie $rodki odzywcze. Bulion z wotowego migsa, jakeSmy widzieli nadaje si¢
do tego zupelie dobrze, trzeba go jednakze przygotowaé tak, aby byt zupeie
wyjatowionym t.j. nie zawierat zadnych zarodnikéw, i mégt wskutek tego byC diugo
przechowywanym w stanie zdatnym do uzytku, bez rozkladu.

W tym celu przyrzadzamy go w nastepujacy sposob.

Funt $wiezego wolowego miesa, wolnego od nadmiaru tluszczu i drobno posie-
kanego, nalewamy litrem (kwarta) wody w mocnym szklanym stoju, migszamy pateczka
szklana 1 stawiamy na lodzie na 15 — 20 godzin. Po uplywie tego czasu cedzimy sok
przez ptétno i otrzymujemy w ten spos6b wodnisty czerwony plyn, stanowiacy wyciag
rozpuszczalnych czeSci z migsa.

Plyn ten zlewamy do kolby, t.j. do szklanego naczynia w ksztalcie kuli z szyja,
(przypomina karafke do wody) dodajemy dofi 10 graméw suchego migsnego peptonu
(rozpuszczalnej materyi biatkowatej) i 5 graméw soli kuchennej. Nastepnie zobojet-
niamy plyn, ktéry posiada do$§¢ kwasny odczyn, barwi bowiem papierek lakmusowy na
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czerwono. W tym celu dolewamy potrosze nasyconego roztworu weglanu sody dopoty,
dopdki plyn nie bedzie nadawal papierkowi lakmusowemu lekko niebieskiego odcienia.

Nastepnie gotujemy plyn. Gotowanie wprost na ogniu jest niedogodnem, gdyz kolby
tatwo pekaja, dlatego tez lepiej jest gotowac bulion w parowym aparacie, ktory opi-
szemy ponizej.

Jest to mianowicie rodzaj wysokiego na 1/2 do 1 metra kociotka z przykrywka,
obtozonego ze wszystkich stron warstwa wojloku dla zatrzymania ciepta. Na spdd
kociotka leje si¢ woda, po nad nig znajduje druciany ruszt lub kratka, na ktore;
umieszcza si¢ kolby lub w ogdle wszystko, co ma by¢ gotowanem nad para. Kociotek
ogrzewa sie¢ z pod spodu gazem, woda zaczyna gotowac si¢ i wydziela¢ obtoki pary, w
ktérej zostaja ugotowane plyny, umieszczone w naczyniach szklanych, stojacych na
ruszcie. W takim tedy przyrzadzie gotujemy nasz bulion w ciagu godziny. Po ugotowa-
niu przystepujemy do cedzenia. W tym celu umieszczamy w szklanym lejku bibutowe
filtry sporzadzone w nastepujacy sposéb. Cwiartke biatej bibuly, zwykle do filtrowania
uzywanej, sktadamy we czworo, tak, ze po obcigciu brzegéw otrzymujemy czwartg czesS¢
kota o kacie prostym; dalej sktadamy bibute do mozliwie ostrego kata, poczem rozkta-
damy ja, wyrownujemy faldki i uktadamy na lejku tak, aby brzegi fald opieraly si¢
o powierzchni¢ lejka. Po przecedzeniu bulionu przez taki filtr bibutowy, zlewamy go
do prébéwek (inaczej epruwetek), t.j. szklanych rurek zaopatrzonych dnem z jednej
strony, sterylizowanych uprzednio i zatkanych wata.

Co to jest sterylizacja i jak si¢ dokonywa, postaramy si¢ zaraz objasni¢. Wiadomo,
ze w powietrzu unosza si¢ zarodniki bakteryj, — razem z powietrzem przenikajg one
wszedzie, znajdowac si¢ wigc moga i w probéwkach, do ktérych bulion zlaé zamierzamy.
Poniewaz, jak wiemy, bulion jest odpowiednim gruntem dla bakteryj, zlany zatem do
probowek zawierajacych przypuszczalnie zarodniki bakteryj zepsulby sie i zmetniat w
krotkim przeciggu czasu. Dla tego tez powinniSmy przygotowaé prébdwki tak, azeby
w nich zywych zarodnik6w nie byto. W tym celu starannie wymyte i wysuszone proé-
bowki zatykamy wata i w drucianym czworobocznym koszyku wstawiamy w piecyk
blaszany. Ogrzewamy piecyk gazem z pod spodu do cieptoty 150°C wéwczas mamy
pewnosc, ze wszelkie zarodniki znajdujace sie w prébdwkach zostaty zabite. Ta czynnosé
ogrzewania do wysokiej temperatury, w celu zabicia zarodnikéw bakteryjalnych nazywa
si¢ sterylizacja, po polsku ubezptadnianiem, lub wyjatawianiem.

Do takich tedy sterylizowanych probéwek zlewamy nasz bulion. Ze jednak podczas
nalewania w probéwki, do bulionu zarodniki przenikngé mogg, potrzeba go po zlaniu
w probowki jeszcze raz sterylizowad, gotujac na parze przez kwadrans. Dla pewnosci
taka 15 minutowsg sterylizacja mozna po ostygnigciu bulionu po kilku godzinach raz
lub dwa razy powtérzyc.

Tak przyrzadzony bulion na pewno si¢ nie zepsuje i nic sie W niem nie rozwinie,
zdatny jest zatem do uzytku, t.j. mozemy w nim hodowac bakteryje sztucznie. W tym
celu, jesli zechcemy wyhodowa¢ np. bakteryje karbunkutu, dotykamy do kropli krwi
zwierzecia padtego na te chorobe koficem platynowego drucika, wypalonego uprzednio
w ptomieniu dla zabicia przypuszczalnie istniejacych na nim zarodnikéw z powietrza,
a dotykamy po ostudzeniu drucika, aby nie zabi¢ bakteryj karbunkulowych ktére badaé
mamy; drucik ten z kropelka krwi na koficu zanurzamy w czysty bulion. Po uplywie
kilkunastu godzin, bakteryje karbunkutowe rozwing sie obficie, jezeli cate postepowanie
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bylo ostroznem, w bulionie rozwing si¢ tylko bakteryje karbunkutowe, gdyz we krwi
zwierzat znajdujg si¢ one zwykle bez domieszki zadnych obcych. Taki bulion zawie-
rajacy litylko zadane bakteryje, nazywa si¢ czysta hodowlg. Czyste hodowle jednakze
otrzymac¢ w bulionie nadzwyczaj trudno: przy wszelkich ostroznoSciach dostac si¢ moze
do prébdéwki jaki§ obcy zarodnik, wowczas dwa lub kilka gatunkow bakteryj rosnac
bedzie obok siebie. Odosobni¢ jedne od drugich bedzie nadzwyczaj trudno, a nawet
niepodobna; dla tego tez dla otrzymywania czystych hodowli lepsze sa oSrodki nie
ptynne lecz state, jak np. galaretka z zelatyny kuchennej bialej lub wodorostu japofiskie-
go agar-agar. Hodowania na oS§rodkach plynnych nauczyt nas PASTEUR, za$ na
osrodkach statych KOCH. Temu gléwnie zawdzigczamy nasze postepy bakteryjologii.

Chcac takg galarete przygotowaé — robimy naprzdd bulion tak jak opisaliSmy wyzej,
z ta tylko rdznica, ze przed rozpoczeciem przygotowania dodajemy dofi 10% zelatyny,
(t.j. 100 graméw na litr bulionu) lub 2% agar-agaru (20 gr. na litr bulionu).

Po ugotowaniu, przefiltrowaniu i wysterylizowaniu, otrzymujemy z zelatyny galarete
zupelnie przezroczystg o ztotawym polysku, cokolwiek za§ metniejszg z agar-agaru,
majaca jednak te przewage, ze nie rozpuszcza si¢ przy podwyzszonej cieptocie tak fatwo
jak zelatyna.

Jezeli teraz zamiast bulionu przeniesiemy czastke krwi karbunkulowej do zelatyny,
wkiuwajac w nig umaczany drucik, wowczas bakteryje karbunkutowe rozwijac si¢ beda
skupieniami, czyli kolonijami, w tej tylko czeSci zelatyny, gdzieSmy drucikiem dotkneli.
Nadzwyczaj wazng jest okoliczno$¢, ze na zelatynie kazdy gatunek bakteryj rosnie
odmiennie, jedne np. majg wlasno$¢ rozrzedzenia zelatyny, inne wytwarzania na niej
barwnikéw np. czerwonego, zielonego, z6ltego, fioletowego, inne rosng w postaci metu
lub obtoczkéw, inne wreszcie puszczaja w zelatyne jak gdyby korzonki (ztozone z catych
skupiefi bakteryj).

Jezeli zatem przypadkowo oprécz zadanej, wkradnie si¢ do Zelatyny obca jakas$
domieszka, fatwo bedzie jej obecnos¢ juz gotym okiem odr6znié, a to po odmiennem
ro$nigciu. Wowczas za pomoca tegoz drucika przenosimy do prébéwki z czysta zelatyna
ten tylko gatunek, ktéry nam jest potrzebny, starajac si¢ o ile moznoSci drugiego
drucikiem nie dotkngl. W ten sposéb tatwo hodowle oczy$cié mozna. Jezeli jednak
dwa lub kilka gatunkéw bakteryj rosng przy sobie tak blisko i tak sg zmigszane, ze
dotykajac drucikiem niepodobiefistwem jest wzia¢ jedne, nie dotknawszy drugich, -
wowczas hodowle oczyszczamy w inny sposéb.

Probowke z zelatyng ogrzewamy do 37°C, azeby zelatyng¢ rozpuscié. Do tak rozrze-
dzonej zelatyny, wprowadzamy za pomocg drucika bakteryje, ktére rozdzieli¢ zamie-
rzamy. Migszamy nastepnie starannie Zelatyng, obracajac ja szybko w palcach, azeby
bakteryje rozeszly si¢ po calej zelatynie jednostajnie.

Nastepnie wylewamy Zelatyng na szklana plytke czyli tafelke, uprzednio w piecyku
wysterylizowang, a umieszczong poziomo na tafli ozigbionej lodem z pod spodu. Po
kilku sekundach, zelatyna na plytce zastyga. Wéwczas kladziemy plytke do dzwonu
szklanego, przykrywamy drugim takimze dzwonem, przystajacym do pierwszego w ten
sposéb, ze z powietrza z zewnatrz mikroby opasé nie moga. Po kilku dniach, zelatyna
rozlana na plytce pokryje si¢ bialemi lub tez barwnemi punkcikami, lezacemi jedne od
drugich w pewnej odlegtosci, tak ze si¢ z soba nie stykaja.



Kazdy taki punkcik jest to oddzielna kolonija bakteryj, sktada si¢ ona z tysiecy
pojedynczych rozwingta si¢ za$ z pojedyficzej bakteryi lub zarodnika, ktéreSmy do
zelatyny wprowadzili. W ten sposéb kazdy gatunek bakteryj rozwinie si¢ oddzielnie
w osobng kolonija. Zbadawszy pod mikroskopem ktéry z punkcikoéw jest kolonijg
bakteryj zagdanych, za pomocg drutu dotykamy si¢ do tego punkcika i wktuwamy wzigta
czastke, czyli szczepimy do probéwki z zelatyng. Woéwczas mozemy by¢ pewni, ze
w Zelatynie rozwinie si¢ tylko ten gatunek, ktérySmy zaszczepili.

Wspomnieli§my przed chwila: ,,badamy pod mikroskopem”, musimy obecnie powie-
dzie¢ jak si¢ to badanie dokonywa. Bierzemy male kwadratowe szkietko, cieniutkie jak
papier; zmywamy je wodg i wycieramy starannie, azeby kurzu na niem nie bylo.
Tylokrotnie juz przez nas wspomnianym drucikiem (ma si¢ rozumie¢ wypalonym)
puszczamy na szkietko kropelke destylowanej wody lub sterylizowanego bulionu, na-
stepnie tymze na nowo wypalonym drucikiem dotykamy kolonii kt6rg zbadac chcemy,
i rozcieramy bakteryje, ktére do drucika przystaly, na szkietku. W tym celu drucik
powinien posiadaé na koficu mate kéteczko. Po wysuszeniu przeprowadzamy szkietko,
trzymajac je w szczypczykach (pincette) przez plomienl dla lepszego przytwierdzenia
bakteryj, nastgpnie zabarwiamy bakteryje dla tatwiejszego rozpatrywania (same one
bowiem sg bezbarwne, przezroczyste). W tym celu na szkietko z bakteryjami, czyli na
preparat, puszczamy kilka kropel mocnego wodnego roztworu jakiegokolwiek anili-
nowego barwnika np. rézowego, fuksyny, poruszamy szkietkiem w jedng i drugg strone,
oplukujemy szkietko woda destylowana, ktadziemy je na inne wigksze i rozpatrujemy
pod mikroskopem.

Chcac preparat na stale zachowad, zdejmujemy cienkie szkietko z bakteryjami,
osuszamy na powietrzu, na wigksze za$ szkietko puszczamy krople balsamu kanadyjskie-
go, przechowywanego w blaszanej kapsli, kladziemy nafi wysuszony preparat, ktory
utrwala si¢ w ten sposob, ze jedno szkietko od drugiego juz odpas¢ nie moze.

Oprocz bulionu, zelatyny 1 agar-agaru, dobrym gruntem dla rozwoju niektorych
szczegOlnie bakteryj jest surowica krwi, jak réwniez kartofle i chleb.

Surowica winna pochodzi¢ z krwi wolowej lub owczej i musi by¢ zbierana bez-
posrednio na miejscu zabicia zwierz¢cia. W tym celu podstawiamy pod strumiefi krwi
bijacy z przecietych naczyf szyjowych stéj szklany, po napelieniu ktérego przykrywamy
go 1 stawiamy na lodzie na 24 lub 36 godzin. W ciagu tego czasu surowica wydzieli si¢
w postaci przezroczystego zottawego ptynu, ktéry nalezy zla¢ ostroznie, aby czerwonych
cialek nie wpuSciC: zaraz tez porozlewaé w sterylizowane probéwki.

Napetnione do 1/3 objetosci probéwki przenosimy do przyrzadu ogrzewanego woda,
majacego postac prostokatnej skrzynki, umieszczonej na ruchomych nézkach.

Dno przyrzadu ustawiamy uko$nie, aby surowica w prébéwkach rozlata si¢ po
mozliwie duzej powierzchni i zaczynamy ogrzewanie do 70°C. Po uptywie 1 — 2 godzin,
surowica Scina si¢ i zawartoScig przypomina biatko jajka kurzego, ugotowanego na
twardo.

Surowica przyrzadzona w ten sposob, jesli tylko byla czysto i w zimnie otrzymana,
nie psuje si¢ po najduzszym czasie: sterylizacja jest tu niepotrzebna, chyba jezeli
przypuszczamy, ze moga si¢ znajdowaé niewylezone zarodniki bakteryj, wiadomo bo-
wiem, ze cieplota 70° nie zabija zarodnik6éw. Jezeli wigc po 1 — 2 godzinowem ogrzewa-
niu do 60 - 70°, pozostaly jeszcze zarodniki, to w ciggu 24 godzin rozwing si¢ z nich
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bakteryje, te za$ przez ponowne ogrzewania dnia nastgpnego do tejze cieploty, zostang
zabite, bakteryje bowiem juz przy 50° zy¢ nie moga. Gdy za$ jeszcze jakie zarodniki
powstana, to wszystkie bakteryje z nich powsta¢ mogace zostang zabite takiem kilka-
krotnem, codziefi powtarzanem ogrzewaniem.

Kartofle, majace by¢ uzyte pod hodowle bakteryj, powinny by¢ przygotowane réw-
niez we wlaSciwy sposdb.

Przede wszystkim nalezy je uwolni¢ od wszelkich zanieczyszczefi. Uskuteczniamy to,
obmywajac je szczoteczka w ciaglym strumieniu wody, nastgpnie moczymy kartofel
w roztworze sublimatu 1: 1000 przez pét godziny, aby zabi¢ zarodniki bakteryj, mogace
sie na naskorku kartofla znajdowaé. Nastepnie gotujemy kartofle przez pét godziny
w strumieniu pary wodnej w przyrzadzie opisanym przez nas, przy przygotowywaniu
bulionu i zelatyny. Po ostudzeniu bierzemy kartofel dwoma palcami umaczanemi
w roztworze sublimatu, Swiezo wypalonym lecz nie gorgcym nozem przekrawamy na
dwie potowy i ktadziemy przekrojem do géry do szklanego klosza. Nastgpnie za pomocg
wypalonego nozyka lub drucika platynowego rozcieramy po powierzchni kartofla czg-
stke zadanych bakteryj i klosz przykrywamy drugim podobnym tak, jake$my to robili
przy hodowlach na ptytkach. Wszystko nalezy robi¢ szybko, aby zarodnikéw z powietrza
nie dopusci¢. Po uplywie 1 - 2 dni, powierzchnia kartofla pokryta zostaje obficie
kolonijami zasianych bakteryj. Niektére gatunki rosng na kartoflach bardziej charakte-
rystycznie niz na zelatynie lub agar-agar dlategotez uzywamy kartofla do hodowli dosé
czesto 1 pod r6znemi postaciami. Tak np. przygotowuje si¢ z nich kasza w ten mia-
nowicie sposob, ze gotowane kartofle rozciera si¢ na massg, wklada sie po trosze takiej
massy do kolbek ERLENMAYER’a (szklane flaszeczki, stozkowatej formy) dolewa sie
wody, azeby massa nie byla zbyt gesta i na dnie kolbki réwno roztozy¢ si¢ mogta, zatyka
korkiem 1 sterylizuje na parze. W ostatnich czasach, zaczeto przygotowywaé kartofle
jeszcze inaczej, a to w ten sposdb, ze obrane i pokrajane w plasterki kartofle umieszcza
si¢ w szklanych ptaskich naczyfikach z przykrywkami szczelnie przystajacemi i w tych
naczynkach gotuje na parze przez 1/2 godziny, a nastepnie jeszcze kilkakrotnie stery-
lizuje.

Azeby skoniczy¢ ze Srodkami odzywczymi dla bakteryj, wspomnieé jeszcze musimy,
jak przygotowywuje sie chleb pod hodowle.

Wysuszony 1 miatko utarty chleb, wsypujemy do kolbki ERLENMEYER’a, do-
lewamy wody do otrzymania niezbyt gestej kaszy, zatykamy watg i gotujemy w parowym
przyrzadzie, przez 2 lub 3 dni po pét godziny. OSrodek chlebowy jest réwniez bardzo
dobrym gruntem dla niekt6rych bakteryj, przewaznie jednak stuzy do hodowli plesni.

Znajac grunta odzywcze dla bakteryj odpowiednie, znajac réwniez sposoby szcze-
pienia i oczyszczania bakteryj, otrzymaé mozemy tatwo rézne gatunki drobno-ustrojéw
w czystych hodowlach.

Posiadajgc tedy zywe, i rozwijajace si¢ bakteryje, uwiezione, ze tak si¢ wyrazimy,
w probéwkach mozemy przystapi¢ do badania ich wlasnosci.

Niektore z tych wasnoSci poznaliSmy juz uprzednio. Wiemy np., Ze wysoka tempe-
ratura zabija je i niszczy, dowiemy si¢ teraz, ze zbyt niska cieptota réwniez niekorzystnie
wplywa na ich rozwdj, chociaz przy 0° jeszcze doskonale zy¢ moga, czego dowodem,
ze w lodzie np. znaleZ¢ ich mozna mnéstwo. Réwniez zabéjczo — jak wysoka lub zbyt
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niska cieptota, dziataja na bakteryje rézne substancje chemiczne, jak to chlorek rteci,
sublimatem zwany, kwas karbolowy, solny, azotny it.p.

Dalej styszeliSmy kilkakrotnie, ze bakteryje powstaja z zarodnikow i domySlaliSmy
sie, prawdopodobnie, ze zarodniki sa mniej wigcej tem dla bakteryj, czem np. jajka lub
nasiona dla istot wyzszych. Obecnie mamy mozno$¢ blizszego zbadania tych za-
rodnikéw. dowiedzenia sie czem one sg wtaSciwie i jak i wskutek czego powstaja. Jezeli
do prébéwki z zelatyng zaszczepimy, jakiekolwiek bakteryje np. karbunkutowe, pozo-
stawimy je na czas dhuzszy np. 3 lub 4 tygodnie, a po uplywie tego czasu zrobimy z
nich preparat i rozpatrzymy pod mikroskopem, spostrzezemy, ze bakteryje nie przed-
stawiajg nam si¢ w postaci laseczek réwnej grubosci, tak jak to widzieliSmy u bakteryj
karbunkutowych, branych wprost ze krwi lub z hodowli §wiezej na drugi lub 3-ci dzien
po zaszczepieniu. lecz wewnatrz niektérych widaé zgrubienie, w ktérem znajduje si¢
owalne mocno potyskujace ziarnko. Jestto zarodnik bakteryi karbunkutowej, w kazdej
bakteryi jeden tylko taki zarodnik znajdowac si¢ moze.

Jezeli po uplywie jeszcze dwoch tygodni, ponownie bedziemy mikroskopowo badali
naszg karbunkutowa hodowle, — zobaczymy ze laseczki znikly, a przynajmniej pozostata
ich nadzwyczaj mala ilo§¢, natomiast potworzyto si¢ mnostwo owalnych potyskujacych
ciatek, t.j. zarodnikéw inaczej sporami zwanych. Jak wytlémaczy¢ zniknigcie bakteryj
a utworzenie si¢ zarodnikow? Oto bakteryje przez kilkatygodniowy przeciag czasu,
wyczerpaly wszystkie pozywne czeSci zelatyny na ktérej rosly, tak, ze do dalszego
rozwoju brakio im wprost pozywienia i obumarcie koniecznie nastgpi¢ by musialo; ze
jednak w calym Swiecie istot organizowanych spostrzegamy dazno$¢ do utrwalenia
gatunku, a dgzno$¢ ta objawia si¢ tem silniej, im bardziej byt komérek macierzystych
jest zagrozonym, — wiec 1 bakteryje karbunkutowe wobec zblizajacej sie chwili zagtady,
zaczely produkowad zarodniki. Zarodnik bowiem. jestto postaé bakteryi, nie potrze-
bujaca pozywienia, nadzwyczaj wytrzymata na wszelkie wplywy zewnetrzne 1 posia-
dajaca zdolno$¢ przetrwania w tym stanie kilku miesiecy a nawet lat. WidzieliSmy np.
ze kiedy bakteryje wszelkie zabite by¢ moga juz przy cieptocie 50°, zarodniki potrzebuja
na to 150°.

Niewszystkie jednak bakteryje, rozmnazajg si¢ zapomoca zarodnikéw; wiele ga-
tunkOw mnozy sie przez dzielenie: komdrka macierzysta wydtuza si¢, przeweza naste-
pnie w Srodku i rozpada na dwie czgSci, z ktérych kazda w podobny sposéb rozmnaza
sie dalej. Dla innych wreszcie gatunkéw bakteryj, sposob rozmnazania dotychczas
jeszcze okreSlonym nie zostat: by¢ moze, ze i one formujg zarodniki, muszg te ostatnie
by¢ jednak tak drobne, ze je spostrzedz trudno, lub tez tworzg si¢ w jakich$ szczegdl-
nych dotychczas niezbadanych warunkach.

Nastepna wiasnoScia bakteryj, o ktérejSmy takze styszeli, jest whasnoé¢ produkowania
barwnik6w na Srodkach odzywczych, na ktérych sg zasiane. Temi wtasno$ciami obda-
rzone sa szczegOlniej niektore rodzaje bakteryj znajdowanych w powietrzu i w wodzie.
PrzeSliczny purpurowy barwnik, wytwarza np. pewien gatunek bakteryj w powietrzu
znajdowany t. zw. micrococcus prodigiosus t j. mikrokok cudowny, — (wtasnie dla barwy
ktéra tworzy); inne pospolicie w wodzie znajdowane bakteryje, wytwarzaja zielony
fluoryzujacy barwnik i sa wskutek tego nazwane fluoryzujacemi (bacillus fluorescens).

Ta wlasnoS¢ pozwala wyrdznia¢ bakteryje w hodowlach i nawet bez pomocy mikro-
skopu o rodzaju bakteryj orzec nieraz daje.
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Najwazniejszg, rowniez juz omawiang przez nas wlasnoscig bakteryj jest ich zdolnos¢
wywolywania rozmaitych spraw i przemian w materyi organicznej do ktérej przenikna,
jako to gnicia, fermentacyi i rozmaitych choréb. Ta ostatnia wilasno$¢ bakteryj jest
moze najwazniejszg z punktu lekarskiego, dla tego tez zwykle, skoro jaki§ nowy gatunek
bakteryj wyosobnionym zostanie, najpierwsza czynnoscig jest przekonanie si¢ 0 jego
szkodliwo$ci. Dokonywa si¢ tego za pomocg szczepienia na zwierzgtach.

Najpodatniejszemi zwierzetami do szczepieni sg takie, z ktéremi operacyje tatwo
odbywaé mozna. a zatem nie wielkie. a co wazniejsza, ustrdj ich powinien by¢ o ile
moznosci do ludzkiego zblizonym. wybiera¢ zatem nalezy zwierzeta ssace. Najpow-
szechniej uzywanemi bywaja kroéliki, Swinki morskie, myszy biate.

Szczepi sie rozmaicie, badz to wprowadzajac pod skore czes¢ hodowli z zelatyny lub
kartofla, badZ to wstrzykujac podskdrnie hodowle bakteryj w bulionie, lub tez wstrzy-
kujac bakteryje wprost w naczynia krwionosne.

W pierwszym wypadku, w miejscu, w ktérem bakteryje zaszczepi¢ zamierzamy,
wystrzyga si¢ sierS¢ nozyczkami, czystym, wymytym w roztworze sublimatu nozykiem
przecina skore 1 wprowadza si¢ za pomocy igietki plaskiej czasteczke hodowli baktery;j.
U myszy szczepienie dokonywa si¢ najczeSciej na gérnej powierzchni ciata, tuz nad
ogonem, u $§winek morskich na brzuchu.

Jezeli bakteryje, ktéreSmy zaszczepili sa chorobotwdrcze, zwierze po 1 lub kilku
dniach umiera. Wowczas robi si¢ sekcyja, bada zmiany, jakie zaszly i poszukuje sie
mikroskopowo zaréwno plyny jak i tkanki rozmaitych organéw ciata. Nie kazde bakte-
ryje wszedzie znalez¢ mozna. Jedne znajdujemy we krwi, inne w plucach, nerkach,
watrobie: jeszcze inne w kanale pokarmowym, do ktérego zaszczepiane bywaja te, ktére
w krwi zy¢ nie moga.

Azeby zadang tkanke zbadaé¢ pod mikroskopem potrzeba porobi¢ z niej skrawki
mozliwie najciefisze 1 takowe nastepnie zabarwié. Przedewszystkiem nalezy stwardnié
tkanke, majacg by¢ badana: w tym celu ktadziemy cze$¢ ptuca, watroby, Sledziony lub
innego organu do mocnego alkoholu (spirytusu) i trzymamy w nim okoto 24 godzin.
Nastepnie przyklejamy stwardniong w ten sposéb tkanke za pomocg zelatyny przygo-
towanej z gliceryna do korka 1 jeszcze raz ktadziemy w alkohol dla ponownego stwar-
dnienia. Po kilkunastu godzinach przystepujemy do robienia skrawkéw. Dokonywaé
tego mozna brzytwa wprost reka, lub tez za pomoca przyrzadu zwanego mikrotomem.
W przyrzadzie tym brzytwa umieszczona jest na podpdrce, przesuwajac ktéra po-
ruszamy i brzytwe, ta za$ natrafiajac w drodze na tkanke robi skrawki, grubos§¢ ktérych
dowolnie urzadzi¢ mozna.

Chcac zabarwi¢ skrawki 1 to w ten sposob, aby bakteryje byly dobrze widzialne i od
samej tkanki odréznione by¢ mogly, najlepiej jest barwi¢ je podwdjnie. Dla osiagniecia
tego celu mamy kilka sposobdw, tutaj podamy tylko wzér wedhug ktérego mniej wiece]
zwykle sie postepuje. Najprzéd umieszcza si¢ skrawki w stezonym roztworze anilinowe-
go barwnika, np. w fijoletowym, gencyjang zwanym, na kilka Iub kilkanascie godzin,
stosownie do rodzaju bakteryj; nastepnie odbarwiamy je, oplukujac zlekka w wodzie z
dodaniem kilku kropel kwasu octowego lub nieco potazu; pdZniej umieszczamy skrawki
na 1/4 lub 1/2 godziny w roztworze innego barwnika np. pikrokarminu (czerwony),
dalej optukujemy alkoholem, wreszcie ktadziemy do olejku terpentynowego, gozdzi-
kowego lub cedrowego, majacych wlasnos$¢ sprzezroczyszczania skrawkow, nakoniec
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umieszczamy pomiedzy dwa szkietka w kropli balsamu kanadyjskiego. Badajac pod
mikroskopem, zobaczymy iz tkanka bedzie zabarwiong czerwono, a bakteryje fijole-
towo.

Poszukiwanie bakteryj w tkankach najlepiej dokonywaé w tkankach natychmiast po
Smierci, inaczej, moga si¢ w nich rozwing¢ obce bakteryje powstale z zarodnikéw z
powietrza spadtych.

Skoro mowa o zarodnikach w powietrzu istniejacych, powiedzie¢ musimy stéw pare
o sposobach jakiemi si¢ bakteryjologiczne badanie powietrza odbywa. Jezeli idzie nam
tylko o zbadanie jakie rodzaje bakteryj w danem powietrzu si¢ znajdujg, dos¢ jest
wypetnic jakiekolwiek ptaskie naczyfiko o szerokiej powierzchni sterylizowang zZelatyna
odzywcza 1 wystawiC ja na dzialanie powietrza na przecigg kilkunastu minut, lub
1/2 godziny. Potem naczynko nalezy szczelnie zakry¢ przystajaca przykrywka i pozosta-
wi¢ w spokoju.

Po paru lub kilku dniach, zaleznie od tego czy badanie robimy w lecie lub w zimie,
powierzchnia zelatyny pokryje si¢ znanemi juz punkcikami t.j. kolonijami baktery;.
Z kazdego pojedynczego zarodnika spadlego z powietrza na zelatyne, rozwingta si¢
taka kolonia. Gdy si¢ takowe dostatecznie rozwing, mozna przystapi¢ do ich badania,
rozpatrujac najprzod mikroskopowo, przenoszac nastepnie do zelatyny w probowce,
a skoro si¢ w nich bakteryje rozwing, — szczepigc zwierzetom dla przekonania sie, czy
znalezione bakteryje sa chorobotwoércze lub nieszkodliwe. W zwyklem powietrzu wszy-
stkie prawie gatunki bakteryj sa nieszkodliwe, — podczas epidemij jednak, lub tez
w mieszkaniach przez chorych zajmowanych, moga sie unosi¢ w powietrzu zarodniki
bakteryj chorobotworczych.

Jezeli teraz zechcemy dowiedzied sig ile bakteryj, a raczej ich zarodnikéw znajduje
si¢ w powietrzu danego miejsca, dokonywamy tego zapomocg przyrzadu pomystu
HESSE’go. Sktada on si¢ ze szklanej rury dlugiej na 70 a szerokiej na 3 — 4 ctm.,
zatkanej z jednej strony kapka t.j. czapeczkg kauczukows z drugiej takim ze korkiem
z otworem, w ktOrym umieszczono wazkg szklang rurke zatkang wata. Rure taka,
starannie wymyta sterylizujemu na parze, nalewamy don 75 ctm. sze$¢. zelatyny, ste-
rylizujemy powtérnie, a nastgpnie umieszczamy na stoliku poziomo do zastygniecia
zelatyny.

Dla zbadania danego powietrza, zdejmujemy z jednego kofica rury kauczukowa
kapke, drugi za$ koniec zakoficzony ciefisza rurka taczymy za pomoca rurki gumowe;j
z aspiratorem przeciagajacym litr powietrza w przeciggu 5 minut. Aspirator skiad sie
z dwoch kolb litrowych zawieszonych na statywie w ksztalcie tréjnoga jedna nad druga
i potgczonych z sobg kauczukowa rurks. Powietrze przechodzi przez rure napetniong
zelatyna, a komunikujac za pomoca gumowej rurki, z gérna kolbg zostaje wciggnietem
przez wode, z kolby gbrnej spadajaca, do kolby umieszczonej ponize;.

Poniewaz kolby majg objetos¢ 1 litra, dla przeciggnigcia zatem catej iloSci wody
z jednej kolby do drugiej, przej§¢ musi przez rure z zelatyng 1 litr powietrza. Skoro$my
zadang iloS¢ powietrza przez rure przepuscili naktadamy na jej koniec napowr6t kapke
kauczukowa i czekamy pare dni na rozwéj kolonii. Zarodniki w powietrzu istniejace,
przeplywajac prze rure, opadly na powierzchni¢ zelatyny, a trafiajac na grunt o-
dpowiedni rozwing sie po pewnym czasie, kazdy w oddzielng bakteryjalng kolonija. Ile
zatem kolonij w rurze naliczymy, tyle zarodnikéw bakteryj bylo w badanem powietrzu
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w objetosci 1-2-3 litréw, zaleznie od tego ile litréw powietrza przepusciliSmy przez
rurg, podczas analizy.

Zwykle powietrze mieszkalne w Warszawie, ma si¢ rozumie¢ w pokojach o dobrej
wentylacji, zawiera bakteryj niezbyt wiele, od 60-100 w 10 litrach, natomiast powietrze
sali teatralnej, lub tez sali wyktadow po wyjéciu stuchaczy, zawiera bakteryj 300 lub
wiecej. Powietrze wilgotnej sutereny w takiejze objetosci zawiera ich przeszio 900.
Podczas silnego mrozu ilo$¢ bakteryj spada do minimum, w 10 litrach znaleZ¢ ich
mozna zaledwie 14-20.

A teraz powiemy w krotkoSci, jak si¢ dokonywaja bakteryjologiczne analizy wody.

Do prébowki zawierajacej 10 ctm. sterylizowanej zelatyny, rozpuszczonej przy 30°C,
dolewamy 1 kub. ctm., t.j. okoto 20 kropel wody, ktérg zbada¢ mamy. Rozmigszawszy
starannie wylewamy zelatyn¢ na szklang plytke, umieszczong poziomo na tafli ozigbia-
nej z dotu lodem, tak jakeSmy to robili uprzednio, gdySmy chcieli nieczyste hodowle
oczySci€; zelatyna zastyga, a na jej powierzchni po uplywie 2-3 dni, rozwijaja si¢ znane
juz nam punkciki czyli kolonie bakteryj. Ile kolonij naliczymy na plytce, tyle bakteryj
znajdowalo si¢ w 1 kub. ctm. wody, tj. w iloSci, jakaSmy do zelatyny doleli. Nie
potrzebujemy chyba dodawal, ze plytka z zelatyng po zastygnigciu, powinna by¢
umieszczong w kloszu szklanym z przykrywa, azeby spadania zarodnikéw bakteryjal-
nych z powietrza niedopuscic.

Czasami ilo§¢ bakteryj w 1 kub. ctm. bywa tak wielka, ze kolonij na plytce potworzy
sie takie mnostwo, iz z powodu blizkosci jednej przy drugiej, policzenie ich stanie sig
niepodobienstwem. Azeby to umozliwi¢ postepujemy tak: Po wlaniu do prébéwki z
9 kub. ctm. zelatyny, 1 kub. ctm. wody i po starannem zamigszaniu, bierzemy z niej 1
kub. ctm. i wlewamy do drugiej takiejze probowki. Poniewaz w prébéwee 1-¢j byto 9
kub. ctm. zelatyny 1 1 kub. ctm. wody, a wziglismy 1 kub. ctm. czyli 10-t3 cz¢$c,
w probowce 2-ej zawieraC si¢ bedzie 10-ta cze$¢ kubicznego ctm. wody. Wéwczas
wylewamy zawartoS¢ obu prébéwek na plytki. Rzecz prosta, Ze na plytce mieszczacej
na sobie zawartoS¢ 2-ej probowki kolonij wyrosnie 10 razy mniejsza ilo$¢, zliczy¢ je
zatem juz bedziemy w moznoSci. Pomnozywszy otrzymang cyfre przez 10 dowiemy si¢
ile bakteryj bylo w calym kub. ctm. wody.

Woda niefiltrowana z Wisly zawiera od 400 — 600 bakteryj, czerpana jednak ponizej
Sciekéw, a raczej tuz za niemi, mianowicie na ul. Dobrej, tam gdzie zaopatruje si¢
w wode stary wodociag — zawiera ich niekiedy 120000.

Woda wprost z filtrow na koszykach jest bardzo czysta, znaleZzé w niej mozna
zaledwie 60-100 bakteryj. Wody bez bakteryj przy zwyktem urzadzeniu filtréw otrzymad
niepodobna.

Sa jednak filtry pomystu PASTEUR’a wykonane przez MALIC i CHAMBER-
LAND’a z glinki porcelanowej, dajace wode zupelnie czysta. Urzadzone sa w ten
sposéb, ze umieszczane by¢ moga w rurach wodociggowych przy samym kranie: woda
sita cinienia przeciska si¢ przez pory glinki i w ten spos6b oczyszcza od wszelkich
czesci stalych zawieszonych, oraz bakteryj.

Woda zawierajaca duzo bakteryj, moze by¢ czasem szkodliwa z powodu rozkladéw
jakie pociagnaé moze za sobg jej uzywanie. Obecnos¢ wielkiej ilosci bakteryj, wskazuje
rowniez na obfite zanieczyszczenia, pomigdzy ktéremi mogg by¢ i zarazki choro-
botwoércze. Taka bardzo woda, przed uzyciem winna byé gotowana.
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Woda ze studzien warszawskich zawiera bardzo mato bakteryj, gdyz ziemia przez
ktorg przedostaje si¢ na powierzchnie shuzy dla niej za filtr naturalny. W wodzie takiej
znajduja sie jednak produkta po bakteryjach pozostate, dla tego tez analiza chemiczna
wode ze studzien za nieczysta uwazaé kaze, jednakowoz produkta te s3a najczesciej
nieszkodliwe i dlatego woda taka uzywang by¢ moze.

Komentarz do drugiego odczytu prof. Odona Bujwida

W odczycie II poSwigconym ,,pracom bakteryjologicznym i ich wykonywaniu” nie
znajdziemy dzi§ niczego, co mogtoby budzi¢ zainteresowanie. Wéwczas, przed 100 laty
byly to wskazowki bezcenne dla polskich bakteriologéw uczacych si¢ nowej sztuki
badania 1 diagnozowania bakterii. Warto zauwazy¢, ze hodowle w bulionie nazywa
Bujwid metodg Pasteura, a hodowle na podiozu staltym — metodg Kocha. W zwigzku
z ta druga metoda opisuje wazny problem tzw. czystych kultur bakterii. W czasach
Bujwida w uzyciu byly jeszcze hodowle na gotowanym ziemniaku, pochodzace z czaséw
przed Kochem. Na nich zauwazono pierwsze kolonie bakteryjne. Bujwid opisuje juz
zestalanie podfozy zelatyna, ale takze agarem. Nie znal natomiast jeszcze plytek
Petriego, stosowanych juz przez Kocha, ale nieco pézniej. Poczatkowo podtoze z aga-
rem lub zelatyna wylewano na plyty szklane i nakrywano takze szklanymi kloszami.
Powszechne natomiast byly hodowle w prébéwkach w bulionie, na mleku i na ziem-
niaku oraz w kolbkach, w tych ostatnich migdzy innymi na otartym i zmielonym chle-
bie. Wzorem Kocha, ktéry nauczyt si¢ tej metody od Ehrlicha, Bujwid opisuje metody
barwienia bakterii, takze zarazkéw gruzlicy. Bujwid opisal sposoby liczenia bakterii
wyhodowanych z powietrza i z wody, takze z warszawskich studni i z Wisty. Ciekawe
bylyby poréwnania liczebnosci bakterii sprzed 100 lat z obecnymi. W Wisle, przed ulica
Dobra, gdzie wpadaly do rzeki Scieki miejskie — w 1 ml byto 400 — 600 bakterii !!!

Prof. dr hab. Zbigniew Kwiatkowski

Instytut Mikrobiologii
Uniwersytetu Warszawskiego
ul. Nowy Swiat 67

00-046 Warszawa



