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MEDYCYNA DOSWIRDCIALNA § SPOLECTNA

(Dawniej Przeglad Epidemjologiczny).

TOM XVIL WARSZAWA 1933 ZESZYT 1-2

Welyngto 14.1X. 1932,

Z Pracowni Mikrobiologicznej Wolnej Wszechnicy Polskiej.
Kierownik Prof. Dr. A. Lawrynowicz,

SPOSTRZEZENIA NAD DROBNOUSTROJAMI TLENOWEMI
ROZKELADAJACEMI BLONNIK I AGAR.

(I. Metodyka hodowania drobnoustrojéw fermentujacych
blonnik. II. Rozklad agaru przez drobnoustroje).

Podata
R. TURNEROWNA.

Czesé 1. Metodyka hodowania drobnoustrojow
fermentujacych blonnik.

ozwoj badan nad drobnoustrojami fermentujacemi blonnik

jak tez dokladna charakterystyka tych drobnoustrojow na

podstawie danych z pismiennictwa i wlasnych badan przed-
stawione zostala przez Z. Judowicz (Med. Dosw. T. XV, s, 64).

Sprawa odpowiedniej pozywki, ktéraby byla latwa w sporza-
dzaniu i rownoczesnie umozliwila otrzymanie hodowli tych drob-
noustrojow nie jest dotad rozwiazana. Zastosowanie pozywek wy-
biérczych rowniez zawodzi, gdyz niektore towarzyszace bakterje
gleby réowniez zyja w podobnych warunkach.

Prob otrzymania odpowiedniego podloza bylo duzo. Naj-
czesciej stosowane podaje nizej.

Pierwsze podloza zblizone byly do stosowanych przy wzbo-
gacaniu hodowli w warunkach beztlenowych.

1) Do kolbki Erlenmeyera wlewa sie roztwor soli mine-
ralnych, dorzuca kawalki bibuly szwedzkiej i zasiewa sie ziemia.
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Nastepnie w celu otrzymania czystej hodowli, przesiewa sie zaa-
takowane przez bakterje kawalki bibuly do innych kolbek, w ten
sam sposéb przygotowanych. Metoda ta zawiodla — hodowli czy-
stych nie otrzymano, a opadajaca na dno naczynia bibula, zna-
lazla sie w warunkach, pod wzgledem dostepu tlenu niekorzyst-
nych (wedlug Bokora).

2) W celu ulatwienia otrzymania hodowli czystych, zaczeto
stosowaé podloza stale. Wlckna blonnika roztarte piaskiem 1 wy-
plukane wraz z roztworem soli mineralnych, niezbednych do
rozwoju drobnoustrojow fermentujacych blonnik, dodaje sie do
%l 2caru wodnego i po wyjalowieniu zasiewa sie ziemia. Pod-
loze to ma te zalete, ze jest stale 1 ze blonnik wystepuje w swej
postaci naturalnej. Jednakze blonnik ten jest niedostatecznie roz-
tarty i nierbwnomiernie w podlozu rozproszony (wedlug Bokora).

3) Pozywka Kellermanna. Blonnik rozpuszcza sie w odczyn-
niku Schweitzera nastepnie wytraca sie kwasem i plucze do
znikniecia odczynu kwasnego. Blonnik w ten sposéb otrzymany
wraz z solami mineralnemi o skladzie na 1000,0 cm® wody wodo-
ciagowej; 1,0 — KH,P O, 1,0 — MgSQC,.7H,0; 2,0 — (NH)),
SO,.7H,0; 2,0 — CaCO;; 1,06 — NaCl przy Pg = 6,8 — 7, do-
daje sie do agaru i wyjalawia. Posiany agar rozlewa sie na plytki.
Miejsca, gdzie rozwijaja si¢ bakterje rozkladajace blonnik, odzna-
czaja sie wicksza przejrzystoscia. Pozywka Kellermanna okazala
sie rowniez niedostateczna, mozliwe, ze dzialaja tu szkodliwie na
bakterje resztki miedzi lub kw. siarkowego. Blennik otrzymany
przez stracanie odczynnikiem Schweitzera swa postacia (bialego
proszku) rézni sie¢ od naturalnego.

Bokor podaje te pozywke w pewnej modyfikacji. Uzywa on
innego skladu soli mineralnych. Blonnik zas rozpuszcza w 70%
kw. siarkowym w t° 70 — 60°C, plucze woda i wytraca z powrotem
amoniakiem.

Celowosé¢ modytikacji takiej jest watpliwa, gdyz blonnik
w kw. siarkowym ulegaé moze hydrolizie (Hari).

4) Galaretka krzemionkowa Winogradskiego z blonnikiem
w formie krazkéw papieru do saczenia. Na plytki Petriego nale-
wa sie rowne iloéci krzemianu potasowego o c. wl. 1.05 i kw. sol-
nego oc. wl. 1.10 i po zmieszaniu pozostawia sie je na dobe dla
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stopniowego przejscia hydrosolu kw. krzemowego w hydrogel.
Nastepnie nalezy plytki plukaé woda przez 3 — 4 dni i gotowadé
w wodzie destyl. az do znikniecia chlorkow. Na plytki wypluka-
ne nasypuje sie po 0.036 g. azotanu potasu. W malych kolbach
gotuje sie¢ przez 3 — 5 minut, po 10 cm® wody destyl. z dodat-
kiem 0,02 g. CaCO; i 2 cm?® roztworu soli mineralnych skladu
nastepujacego 1,0 — KH,PO,; 0,5 — MgSO,.7H,0; 0,5 — NaC];
0.0l — MnSO..4H,0; 200 cm?® wody destyl. Ph = 7,2. Wrzaca
zawartos¢ kolbek wylewa sie¢ na plytki, po odparowaniu nadmiaru
wody naklada sie krazek jalowej bibuly i posiewa ziemia.

6) 1 7) Bokor podaje 2 metody sporzadzenia pozywki. Do
3000 cm. kolby Erlenmeyera wsypuje sie jalowe perelki
szklane $rednicy 5 mm na wysokoéé | cm. i polewa sie je roz-
tworem soli mineralnych: 1000,0 — wody destyl. 2,0 — KNOy;
05 — MgSO,.7H,0; 0,5 — K,HPO,; 0,1 — NaCl; 0,01 — FeSO,.
7H,0. Na perelkach umieszcza sie bibule, tak aby zostala zwil-
zona od dolu. Nadmiar wody po kilku dniach wyparowuje, nie-
zbedna wilgotnosé zostaje dzieki perelkom zachowana.

Drugiem podlozem Bokora sa plytki z gipsem: rowne ilosci
roztarte] bibuly 1 gipsu z dodatkiem 10% wody rozrabia sie
i dolewa roztworu soli min. az do utworzenia papki. Papke te
umieszcza sie na plytkach lub skosnie w probowkach i naklada
si¢ na powierzchnie papki bibule, po stwardnieniu wyjalawia sie
przez 1 godziny w autoklawie pod ci$nieniem dwu atmosfer. Pod-
loze to ma wiele zalet: a) jest stosunowo latwe w sporzqdzaniu;
b) jest porowate i dobrze nasiaka solami; ¢) mozna je wyjalawiaé
w kazdej temperaturze i pod cisnieniem. Prowadzac badania po-
rownawcze réwnolegle na galaretce krzemionkowej i plytkach
z gipsem, Bokor otrzymal wyniki jednakowe. W pracowni naszej
probowala posiewow na plytkach z gipsem Judowiczéwna, jednak
je] wyniki okazaly sie mniej pomyslne.

8) Krzemieniewska podaje sposéb sporzadzania podloza po-
dobny do Bokora z ta tylko réznica, ze zamiast szklanych peretek
uzywa piasku. Na warstwie piasku w plytkach Petri’ego umiesz-
cza sie saczek z bibuly. Piasek przed uzyciem zanurza sie w kw.
solnym, nastepnie przemywa sie w wodzie do znikniecia odczynu
kwasnego i poddaje dzialaniu ognia. Piasek zwilza sie¢ plynem
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mineralnym o skladzie wskazanym przez Hulchinsona i Claytona
lub przez Winogradskiego.

9) Bermanowa (pracownia mikrobiologiczna W. W. P.) zwro-
cila uwage, ze moznaby zamiast gal. krzemionkowej stosowaé
agar wodny z solami mineralnemi nakladajac na agar tak samo,
jak na podloze z gal. krzem. saczek bibuly.

Opracowanie techniki sporzadzania tego podloza i zbadania
jego wartoéci w porownaniu z gal. krem. zostaly przezemnie
podjete.

Spostrzezenia moje obejmuja 69 posiewow réwnoleglych.na
podlozu Winogradskiego i na agarze z blonnikiem oraz 10 rowno-
leglych posiewdéw na podlozu Krzemieniewskiej, Winogradskiego i mna
agarze. Podloze Winogradskiego sporzadzalam wedlug modyfikacji
podanej przez Judowiczéwne. 50 cm® krzemianu potasowego c. wl.
1, 25, 100 cm® wody destylowanej wlewa sie szybko do kolby
i mieszajac dolewa sie szybko 150 cm® HCl o c. wi. 1, 10, tak
aby sie nie utworzyl strat. Klarowny ten plyn wylewa si¢ na
plytki. W dalszym ciagu postepuje si¢ wedlug przepisu Wino-
gradskiego.

Agar z blonnikiem sporzadzalam w sposéb nastepujacy. Do
kolby Erlenmeyera wlewam 500 ¢cm?® wody wodociagowej, doda-
jac 10,0 g. agaru, 1 wyjalawiam w autoklawie pod cisnieniem
1,5 — 2 atmosfer przez } godziry. W mniejszej kolbie gotuje
3 minuty: 40 cm?® roztworu soli min. (wedlug przepisu Winograd-
skiego z dodatkiem 0,4 — CaCO,; 0,72—KNO,). Gotujacy sie roz-
twor soli wlewam do duzej kolby i sacze do niej agar wyjalowie-
ny w aparacie Kocha. Po przesaczeniu skléocam pozywke, roz-
lewam na plytki Petri'ego i po stezeniu przykrywam krazkiem
papieru do saczenia. W ten sposob sporzadzanie podloza nie
napotyka trudnosci i w przeciagu | — 1] godzin podloze jest
gotowe do uzytku. Proby ziemi posiewalam na podlozach grud-
kami w odstepach mniej wiecej dwu cm. Pozywka w ten spo-
s0b przygotowana posiada wiele zalet: latwa jest w sporzadzaniu,
przejrzysta, jalowa i przez dlugi czas nie wysycha. Unika sie tez
plynu na powierzchni, sprzyjajacego mieszaniu sie drobnou-
strojow.



Dla stwierdzenia, czy pozywka ta zdolna jest zastapi¢ po-
zywke Winogradskiego wykonalam badania poréwnawcze, réwno-
legle. W spostrzezeniach bralam pod uwage: 1) jak czesto wy-
rastaja drobnoustroje rozkladajace blonnik (Cytophaga Hutchin-
son’a, Cellvibrio i Cellfalcicula); 2) intensywno$é rozkladu blon-
nika przez drobnoustroje na pozywkach z gal. krzem. 1 z agaru;
3) szybko$é wzrostu na tych podlozach oraz 4) zdolno$é¢ wytwa-
rzania barwikow przez drobnoustroje.

Charakterystyka bakteryj. Z posrdd trzech wyzej
wymienionych grup drobnoustrojéw najczesciej wyrastala Spiro-
chaeta Cytophaga, nazwana przez Winogradskiego Cytophaga FHut-
chinsoni. Jest to drobnoustré] o ksztalcie wydluzonym 3 — 8p
dlugosci, na koncach zaostrzony, a w srodku nieco grubszy
03 — 0,4, lekko wygiety, czesto przyjmujacy ksztatt litery V
lub S, byé moze w wyniku znieksztalcenia przy utrwalaniu (plo-
nacy alkohol). Metoda Grama barwi si¢ ujemnie, sposobem Wino-
gradskiego (5 minut erytrozyna i 5— 10 minut rozcienczonym wod-
nym fioletem goryczkowym), mlode komoérki barwia sie na kolor
czerwony, zas pochodzace ze starych hodowli na fioletowy. Od
kretkéw rozni sie brakiem ruchu.

Kolonje wyrastaja na blonniku dokola grudek posianej ziemi
w temp. 19° po 10 — 14 dniach, w temp. 25° — 28° po 3 — 4
dniach. Wytwarzaja duzo sluzu i daja barwy: z6lta, brunatna,
morelowa, rézowa, czesto jednak otrzymywalam kolonje bezbarwne.
Bez wzgledu na zabarwienie kolonji Cytophaga Hutchinsoni
zawsze jednakowo energicznie atakowala blonnik. Mc. Beth i Kel-
lermann (wedlug Bokora) uznaja te ceche za fenotypowa (nie dzie-
dziczaca sie), gdyz wedlug nich Cytofagi, przesiane na inne pod-
loza, traca zdolnosé rozkladania blonnika.

W moich obserwacjach, po dwukrotnem przesianiu w dzie-
sieciodniowych odstepach czasu na agar z solami mineralnemi
bez blonnika, kolonje przeniesione z powrotem na blonnik rozkla-
daly go réwnie energicznie jak poprzednio.

Hodowle swoje obserwowalam w przeciaggu 4 — 8 tygodni
i zawsze moglam zauwazyé, ze w pierwszym okresie, 8 — 14 dni,
otrzymuje prawie czysta hodowle cytofag, w nastepnych dniach
obok cytofag wystepowal duzy ziarniak. Cytofagi stopniowo ule-
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galy autolizie i w starych hodowlach otrzymywalam ziarniaki
wylacznie, lub w przewazajacej ilosci. Mozliwe, ze mamy tu do
czynienia z cyklem rozwojowym i nie jest wykluczone, ze obie
te postacie — wydluzona paleczka i ziarniak — pozostaja w pew-
nym zwiazku.

Zdania badaczy co do istnienia cyklu rozwojowego cytofagi
sa jednak podzielone. Hutchison Clayton, ostatnio réwniez Krze-
mieniewska, przyjmuja istnienie cyklu rozwojowego, Winogradski
i Bokor — odrzucaja go.

Drugi z kolei drobnoustroj, Cellvibrio, to mala zgieta palecz-
ka dlugosci 2—5 p o koncach zaokraglonych, metoda Winogradskie-
go barwi sie fioletowo. Ruch posiada bardzo intensywny, na
blonniku wyrasta po 2—4 dniach, pokrywajac go barwnemi pla-
mami, najczesciej zoltemi i rdzawemi, rzadziej kremowemi, bru-
natnemi i innemi. Sluzu nie wytwarza, plamy barwne s3 suche
lub wilgotne. Cellvibrio atakuje blonnik mniej energicznie niz
Cytophaga Hutchinsoni, dzialanie jego obejmuje wieksza powierzchnie.

Cellfalcicula wyrasta rzadziej. Jest to drobroustréj dlugosci
2 u, zaostrzony na koncach i grubszy posrodku, prosty lub wy-
giety Jukowato. Barwi sie tak samo jak poprzednie, posiada
slaby ruch. Na blonniku wyrasta po 5—6 dniach dajac suche
plamy seledynowe lub zielone z zoltym odcieniem. Blonnik roz-
klada nieznacznie, daje sie latwo otrzymaé w hodowli czyste;j.

Wszystkie drobnoustroje, rozkladajace blonnik, dzialaja nan
zapomoca endoenzymu, wydzielajacego sie¢ nazewnatrz przy zet-
knieciu sie drobnoustrojow z wloknem blonnika (H. Pringsheim).

Dla zbadania wartosci podloia Krzemieniewskiej, przeprowa-
dzilam réwnolegle badanie poréwnawcze na dziesigciu plytkach
z gal. krzemionkowa, z agarem i piaskiem. Bralam piasek wisla-
ny i poddawalam go przez 24 godz. dzialaniu HCl o c. wi. 1,10,
dla rozpuszczenia substancyj organicznych, nastepnie piasek plu-
kalam w duzym strumieniu wody biezacej az do znikniecia od-
czynu kwasnego i chlorkow (trwalo to dwie doby). Wyjalawia-
lam przez godzing w suszarce w temp. 165°C, dodawalam roz-
tworu soli miner. (wedl. Winogradskiego), nakladalam krazek pa-
pieru do saczenia 1 posiewalam ziemia. Wzrost bakteryj okazal
sie bardzo powolny barwy kolonij mniej wyrazne niz na innych
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podlozach, na 10 plytek trzy zarosty grzybkami pleéniowemi.
Podloze jest nieprzejrzyste, chropawe i blonnik zle do niego
przylega.

Proby ziemi do posiewow pobieralam przez caly rok. Ogé-
lem posialam 69 prob ziemi, staralam sie uwzglednié tereny jak-
najdalej od siebie polozone i réznie uprawne. Z nich: 19 prob
pochodzilo z trawnikéw, 19—z kwietnikow, 11—z pol, 17—z ugo-
16w 1 4—z pol uprawnych, I1—z prob ziemi wykopanej z roznej
glebokosci podczas robot (kanalizacja, budowa doméw, naprawa
jezdni) 7—z doniczek i 2—z laséw. Wszystkie te posiewy obser-
wowalam nastepnie w przeciagu 4—8 tygodni.

Wyniki spostrzezen zestawia tabela.

TABLICA N4,

Ogélna intensywnoéé wzrostu i rozkladu blonnika.

Posiew wyjsciowy Przesiew
Ogélem préb ziemi . . . 60 50
Wzrost intensywniejszy na gal. krzem. 24 25
. s ,, agarze . 20 13
5 jednakowynagal krzem.iagarze 16 11

Wynik posiewéw {wzrost drobnoustrojow).

] - Posievllhvxyijic_if{vgiwi _P rzesiew ]

Ogoétem préb ziemi . . . ) 60 L 4?,, o
Rodzaj drobnoustrojéw gal. krzem ’ agar gal. krzem } ag’

Cytophaga . . .| 47 (78,3%,) | 48 (80%,) | 36 (73,4%,) | 37 /> /)

Cellvibrio . . L) 45 (75 %) | 48 (80%) | 33 (67,3%) | 37 ("¢ . /o)

Cellfalcicula . . 9 (15 %) 9 (15%) 7 (14,3%) | 8 ..6,3%)

Z powyzszej tabeli, obejmujacej 60 posiewow réwnoleglych
na podlozach z gal. krzem. i agaru wynika;
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1) Wzrost drobnoustrojéow fermentujacych blonnik na
podlozach z gal. krzem. i z agaru. W posiewie cyto-
fagi wyrosly na plytkach z gal. krzem. w 78,3%;, na agarze
w 80°,. W przesiewie na gal. krzem. w 73,4°/,, na agarze w 75,5/,.
Cellvibrio w posiewie na gal. krzem. 75%, na agarze w 807/,.
W przesiewie na gal. krzem. w 67,3%,, na agarze w 75,5°/, Cell-
falcicula prawie jednakowo czesto w posiewie i przesiewie. W po-
siewie na gal. krzem. w [5%,, na agarze w 15%.

Cytophaga Hutchinsoni i Cellvibrio prawie jednakowo czesto
wyrastaja na agarze z blonnikiem i na gal. krzemionkowe;j.

2) Ogédlna intensywnoséé wzrostui fermentacji
blonnika, notowana po uplywie 2-—3 tygodni od chwili uka-
zania sie wzrostu, na obu podlozach jest jednakowa, w 26,79,
lepsza na agarze.

W przesiewie intensywnosé wzrostu jest w 50°/; wieksza na
podlozu z gal. krzem, w 22%, jednakowa na obu podlozach,
a w 26%, lepsza na agarze.

3) Szybkoéé wzrostu drobnoustrojow na podlozach
rownoleglych. Najpierw, po 2—3 dniach, pojawiaja sie z6lte plamy
Cellvibrio prawie réwnoczesnie na obu podlozach. Wazrost Cyto-
phaga Hutchinsoni wystepuje wczeéniej i bujniej na podlozu z gal.
krzemionkowa. Cellfalcicula wyrasta prawie réwnoczesnie 1 pra-
wie jednakowo rosnie, moze nawet cokolwiek lepiej na agarze.

4) Wszystkie barwy wspomniane juz wyze] przy oma-
wianiu morfologji kolonij, sa jaskrawsze na podlozu z gal. krze-
mionkowej.

Ogolny wyglad plytek. W pierwszym okresie 2—3
tygodni od chwili ukazania sie kolonij intensywniejszy rozklad
blonnika i bujniejszy wzrost drobnoustrojow spostrzega sie na
podlozu z gal. krzemionkowej. Dodawanie podwojnej ilosci soli
mineral. wplywalo hamujgco na intensywnosé wzrostu.

W pozniejszym okresie (4 —8 tygodni po pojawieniu sie¢ ko-
lonij) obraz si¢ zmienia. Barwy na obu podlozach bledna i roz-
ktad intensywniej zaznacza sie na agarze, czesto az do zupelnego
rozpuszczenia blonnika.

W 27 przypadkach na 69, czyli w 39,19, =zauwazylam po
uplywie 3—4 tygodni rozrzedzenie agaru, przy uzyciu wickszej



— 9

koncentracji soli mineral. juz po uplywie tygodnia. Jest to oczy-
wiscie cecha ujemna pozywki z agaru. Jednak czas, jaki uplywa
do calkowitego rozplyniecia sie pozywki (2 — 3 miesiace) jest
dlugi. Rozrzedzenie agaru w poczatkowym okresie jest nieznacz-
ne i nie przeszkadza rozwojowi drobnoustrojow rozkladajacych
blonnik.

Bakterje rozkladajace agar omawiam w drugiej czesci swo-
jej pracy.

WNIOSKL

1) Podloze z agaru i soli miner. jest latwe w przygotowa-
niu, przejrzyste, jalowe, wysycha powoli i w odréznieniu od pod-
loza Winogradskiego pozbawione jest plynu na powierzchni.

2) Ogodlna intensywnosé¢ wzrostu drobnoustrojéw rozklada-
jacych blonnik jest lepsza na podlozu z gal. krzem.

3) Cytofagi i Cellvibrio wyrastaja na obu podlozach czesto
prawie jednakowo.

4) W przesiewach ogolna intensywnos¢ wzrostu drobnou-
strojéw na agarze jest mniejsza. Drobnoustroje daja wzrost nie
w kazdym przesiewie jednak czesciej wyrasta)a na pozywce
z agarem. Cellfalcicula wyrasta na obu podlozach zaréwno
w posiewie jak i przesiewie jednakowo czesto.

5) Cytophaga Hulchinsoni wyrasta prawie z kazdej proby
ziemi (w 92,75Y%), wszystkie 6 prob gliny daly wynik dodatni.

6) Cytofagi moga zachowywaé zywotnesé na podlozu z aga-
ru i soli miner. bez blonnika.

7) Podloze z agaru w 39,1°, ulega rozrzedzeniu przez dzia-
lanie drobnoustrojow.

PISMIENNICTW O.

1) Bermanowa P. rekopis. —2) Bokor R. Archiv, f. Mikr., Bd. .
5. 1930 r.—3) Clausen P. Centr. f. Bakt. Abt. II, Bd, 84, s. 20, 193] r.—4) H a-
ri P. Physiologische Chemies. 102, 1928 r—5) Hutchinson i Clayton. The
journal of. Agric. Science Vol.1X.1919 r. s. 173 (w/g Winogradskiego. Annales de
IInstitut Pasteur). — 6) Judowiczéwna Z. Med, Dosw. T. XV, s. 64 — 83,
1932 r.—7) Kellermann i Mc. Beth. Centr. f. Bakt. Abt. Il Bd. 34, s. 485—
494, 1912 r. (w/g Winogradskiego) .— 8) Krzemieniewska H. Acta Societatis
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Botanicorum Poloniae, Vol, VII, Nr. 4, s. 507—520, 1930/31 r.—9) Omelianski,
Centr. f. Bakt. Abt. 1], Bd. 9, 1902 r. (w/g Clausena Centr. f. Bakt. Abt. 1I, Bd. 84,
193} r.).—10) Winogradski. Annales de I'Institut Pasteur Nr. 4, 1925 r. i Nr. 5,
1929 r. s. 549—633.

Czesé II. Rozklad agaru przez drobnoustroje.

Drobnoustroje, rozkladajace agar, otrzymano z réznych sro-
dowisk: powietrza, gleby, wody morskiej i suszonych owocow
(winogrona malaga). Pierwszy wyosobnil bakterje rozkladajace
agar Gran (1902 r.) z wody morskiej brzegéw Holandji i Norwe-
gji. Wyosobnione przez niego gatunki byly to krétkie paleczki
tlenowe, szybko sie poruszajace, bardzo do siebie podobne. Gran
ujal je we wspodlny rodzaj Bacillus gelaticus i wyosobnil trzy
odmiany: genuina, energica i Bergensis. Wszystkie te bakterje
zmienialy spoisto$¢ agaru, dzieki dyfundujacemu enzymowi zwa-
nemu gelaza, przyczem dwie ostatnie wydzielaly réwniez diastaze.
Agar w miejscach, podlegajacych dzialaniu enzymoéw, nie barwil
sie roztworem Lugola na kolor czerwono-fioletowy.

Gran otrzymal czyste szczepy, stosujac podloza wybiodrcze.
Nie zawsze jednak stosowanie jednego i tego samego podloza
wybidrczego dla bakteryj rozkladajacych agar prowadzi do celu.
W Delft, wedlug Lundestadta, dla wzbogacenia hodowli w drob-
noustroje stosowano nastepujace podloze: 100,0 cm.®> wody wodo-
ciagowej; 0,3 — NaCl, 0,1 — fosforanu potasu, 0,1 — chlorku
amonowego, 0,1 — agaru i posiewano kilka kropli wody mor-
skiej. Bakterje, w tej hodowli otrzymane, przesiewane rysami
na agar, przygotowany na wyciagu z ryb, nastepnie izolowano
je z zaglebionych w agarze kolonij. W pracowniach w Bergen
i Aalesund (wedlug Lundestadta) musiano zastosowac inne pod-
loze gdyz poprzednie nie dalo z woda morska, tam pobrana, po-
zadanych rezultatow. Na wywar z glonéw i roslin morskich po
ostudzeniu, posiany byl $wiezy materjal. Dalsze przesiewy
wykonywano na agarze lub zelatynie z wywarem roslin morskich.
O. Richter (1903) otrzymal czyste hodowle dwu okrzemek Nitzschia
palea (Kitz W. Smith), i Navicula minuscula Grunow, ktére da-
waly zaglebienia w agarze. O polach enzymatycznych nie
wspomina.
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K. Panek (1905 r.), badajac drobnoustroje kwaszace barszcz,
wyosobnil drobna nieruchoma paleczke: Bacterium betae visco-
sum. Paleczka ta nie wytwarza zarodnikdéw, jest wzglednym
beztlenowcem, barwi sie sposobem Grama i barwnikami anilino-
wemi. W preparatach otoczki nie zauwazono, natomiast w kropli
wiszace] spostrzezono warstwe, silnie zalamujaca swiatlo. Na
pozywkach bez cukru paleczka ma dlugos¢ 0,8—~1 . i grubosé¢ 0,6 .
Optimum wzrostu w t* 18—20°C. Na zwyklym agarze daje drobne
kolonje, $luzu nie wytwarza. Na 1,5%, agarze z wyciggiem bura-
czanym 1 z cukrem trzcinowym (10°%,) daje zaglebienia, wydziela
obficie $luz i rozrzedza agar, nie czyniac go jednak plynnym.
Cukry zakwasza bez wydzielania gazow, mleko scina, serwatke
lakmusowa barwi na czerwono. Na zelatynie rosnie stabo, po
dodaniu wyciagu z burakéw wytwarza obficie $luz. [’aleczka ta
dostaje sie do barszczu z powietrza. Na 6 prob wykonanych
z jalowa nalewka buraczana w otwartych kolbach 4 daly wynik
dodatni. Nie jest wylaczone ze paleczki te dostaja sie do na-
lewki wraz z burakami.

W r. 1911 W. Biernacki, badajac mikroflore suszonych owo-
cow, znalazl na winogronach hiszpanskich (malaga) paleczke
przez niego nazwana Bacterium Nencki i Biernacki. Ksztalt i dlu-
gos¢ tej paleczki ulega zmianie w zaleznosci od podloza, na kto-
rem rosnie. Paleczka jest wzglednym beztlenowcem, zarodnikow
nie wytwarza. W preparatach uklada si¢ czesto w dwoinki
i krotsze tancuszki barwi sie barwnikami anilinowemi, sposobem
Grama odbarwia sie, w niebarwionych preparatach mozna zauwa-
zy¢ otoczke $luzowa. Dobrze roénie na agarze i zelatynie z do-
datkiem cukru trzcinowego (5%,) lub gronowego (2 — 5%,) w t°
35—38° C. Na zwyklym agarze w t° pokojowej roénie zle, w cie-
plarce—znacznie lepiej. Posiana przez wklucie w agarze z cu-
krem wytwarza obfity gaz, rwie podloze. Na plynnych pozyw-
kach daje po kilku dniach zapach owocowy, mleko zakwasza,
serwatke lakmusowa w t°37°C. zabarwia na kolor czerwono-zélty.
Pateczka rozklada glukoze, sacharoze, galaktoze, lewuloze, maltoze,
rafinoze, mannit z wytwarzaniem gazu.

W r. 1913 wspomina F. Fuhrmann (wedlug. Lundestadta),
o drobnoustroju rodzaju Spirillum, wyosobnionym z wody portu
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w Tryjescie, majacym zdolno$é wytwarzania gelazy. Blizszych da-
nych nie podaje.

K. Aoi (1924 r.) oglosil badania swoje nad bakterja, ktorej
nazwy narazie nie podal. Bakterja ta byla izolowana z obornika
i z ziemi, wystepowala obok drobnoustrojow fermentujacych
blonnik. Aoi otrzymal czyste szczepy przez wysianie na plynne
podloze Kellermanna z blonnikiem i agarem (0,1 — 0,2%,), jak row-
niez na podlozu wybidrczem Grana z dodatkiem 0,1°, NaCl za-
miast 3°/,. Na agarze miesnym i na buljonie drobnoustroje nie
wyrastaly. Paleczki te byly lekko wygiete, ruchliwe, tlenowe, za-
rodnikéw nie wytwarzaly, t° 45° zabijala je w ciagu 10 minut.
Z podldéz wybiorczych bakterje przesiane byly na 1%, agar z roz-
tworem soli mineralnych Kellermanna. Pojedyncze kolonje dawaly
lejkowate zaglebienia, wysiane rysami dawaly brézdy, w ktorych
po dluzszym czasie agar ulegal calkowitemu rozrzedzeniu. Plyn
z bruzd redukowal odczynnik Fehlinga, dokola kolonij tworzyly
sie strefy redukujace. Reakcja barwna agaru z roztworem Lugola
wypadala zgodnie z opisem Grana. Gray i Chalmers (1924 r.) opi-
sali Vibrio- Microspira agar-liquefaciens, wyosobniony z ziemi
ogrodowej. Hodowle otrzymali przez wzbogacenie szczepu na
plynnej pozywce z blonnikiem i dalsze izolowanie jej na plytkach
z agarem. (Szczegolow tej metody nie omawiaja). W mlodej ho-
dowli z plynnego podloza otrzymali typowa paleczke wygieta,
w starszych hodowlach paleczki byly krotkie, przypominaly ziar-
niaki. Przez przesianie starych szczepow otrzymywali znowu ty-
powy ksztalt przecinkowcow. Winogradski przypuszcza, ze wyzej
wspomniani autorzy nie otrzymali czystej hodowli. Microspira
agar liquefaciens byla réwniez izolowana z gleby w Delft przez
Leeflanga, szczepy jego zbadal i opisal van der Lek, ktory nazwal
je vibrio agar-liquefaciens (w/g P. H. H. Graya).

Aoi i Orikura (1928) opisali symbioze dwu bakteryj, rozkla-
dajacych agar. Jedna z nich rozkladala réwniez i ksylan. Auto-
rzy przypisali tej bakterji duze znaczenie, gdyz biorac udzial
w rozkladaniu blon komdrkowych, ulatwia ona dostep do nich
innym drobnoustrojom fermentujacym blonnik. Paleczki przez
autoréw tych opisane sa wygiete, wielkosé ich waha sie (zalez-
nie od uzytego do podloza zwiazku wegla) od 1,5—2,5 . dtugosci
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i05 — 0,8 p grubosci. Sa to tlenowce Gr., — posiadaja ruch,
zarodnikéw nie tworza. Optimum wzrostu lezy miedzy 25 a 28°C.,
w temp. 45—46° C. gina po 10 minutach. Optimum Ph=6,8—7,5.
Pozywki sporzadzali przez dodanie réinych zwiazkow wegla
i azotu do roztworu soli mineralnych o skladzie nastepujacym:
100,0 ecm.®* wody destyl; 0,05 K, HPO,; 0,05 — Mg SO,.7 H,0;
0,5— NaCl; 0,1 — CaCl, i slady Fe Cl;. Pozatem stosowali jeszcze
pozywki Graya, Kellermanna i inne.

J. Lundestadt (1928) wyosobnil z wody morskiej w Oslo pa-
leczki rozkladajace agar. Odréznil 8 odmian tych bakteryj.
Dlugos¢ ich waha sie od 1,2 — 4 p, grubos¢ 0,5 — 1,2 p. Wszyst-
kie naleza do tlenowych, Gr—, barwia si¢ barwnikami anilinowemi,
wydzielaja gelaze, tworzac pola enzymatyczne. Znosza dobrze
wyzsza koncentracje soli, nawet podczas wysychania podloza
do !/; poprzedniej objetosci, gdy koncentracja soli dochodzi
do 10,

Lundestadt otrzymal czyste szczepy, hodujac po 50 cm.? wody
morskie] z morskiemi roslinami w kolbach (100 cm.?) przez 2—3
tygodnie w temp. okolo 10° C. Z tak wzbogaconej hodowli bak-
terje byly przesiane na agar z wywarem z roslin morskich.

Spostrzezenia moje obejmuja: 35 posiewdw ziemi na agarze
z blonnikiem w ksztalcie krazkéw papieru do saczenia (ob. cz. 1),
9 posiewow na agarze z podwédjna dawka roztworu soli mineral-
nych i z blonnikiem 1 25 roéwnoleglych posiewow porownaw-
czych na agarze z blonnikiem i bez blonnika. Razem zbadano
69 prébek ziemi réznego pochodzenia. Agaru uzywalam wodnego
dodajac soli mineralnych w skladzie podanym przez Winogradskiego
(szczegdly ob. cz. I pracy).

Z 35 préb ziemi posianych na agarze z blonnikiem trzyma-
nych w temp. 25—27°C, w 15 przypadkach otrzymalam po 2—4
tygodniach widoczny rozklad i czesciowe rozrzedzenie agaru.
Dookola grudek posianej ziemi tworzyly sie zaglebienia.

Z préb wysianych na agarze o podwoéjnej dawce roztworu
soli mineralnych z blonnikiem w tej samej temperaturze rozklad
agaru nastepowal szybciej, niekiedy w 58 dniu po posiewie.
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Z 25-ciu posiewdéw rownoleglych na agarze z blonnikiem
i bez blonnika w 8 przypadkach wynik wypadl zgodny, 2 proby
rozlozyly tylko agar z blonnikiem, a 6 tylko agar bez blonnika.
Na agarze bez blonnika najslabszy nawet rozklad agaru wystepuje
wyraznie i latwo daje si¢ zauwazyé. Przesiewy rysami na agarze
bez blonnika dawaly glebokie brozdy, w ktorych plynal rozrze-
dzony agar. Zabarwienie hodowli na rysach bylo przewaznie
zolte. Hodowle wydzielaly zapach aromatyczny. Skala zapachow
byla dosé rozmaita, najczesciej byly to zapachy kwiatowe (cze-
remcha, jasmin, lipa), rzadziej zapach swiezej ziemi lesnej, miodu,
czosnku i przykry zapach kleju stolarskiego.

Hodowle pierwotne zawieraly liczne drobnoustroje towarzy-
szace z gleby. Niektéore z nich dawaly wzrost mglawicowy co
w znacznym stopniu utrudnialo, a niekiedy uniemozliwialo, wyo-
sobnienie baktery; rozkladajacych agar. Préby zahamowania
wzrostu mglawicowego zapomoca optochiny (Goldberzanka), spowo-
dowaly zahamowanie wzrostu na podlozach wogdle.

Ogrzewanie, stosowane w celu oddzielenia bakteryj towa-
rzyszacvch od rozkladajacych agar rowniez zawiodlo, gdyz wy-
trzymalosé drobnoustrojéow rozkladajacych agar na wyzsza cieplote
nie jest wieksza, niz innych bakteryj. Zawiesiny bakteryj w 2 cm.?
jalowe} wody wodociggowej ogrzewalam na lazniach wodnych
w t% 65% 60° 55°% 50° i 48°C, przez 20 minut, a nastepnie posie-
walam na agarze. W zadnym przypadku wzostu nie otrzymalam.

Posiewajac rozcieniczone zawiesiny na plytkach agarowych
otrzymywalam kolonje poszczegélne lecz zadna z nich nie dala
wzrostu i rozrzedzenia po przesianiu na agar z solami mineralnemi.

Z 10 posiewow, ktore poddalam dluzszej systematycznej ob-
serwacji, trzy szczepy, ktore moglam uwazaé za czyste (wyglad
hodowli i obraz mikroskopowy), okazaly sie¢ tak nietrwale, ze
przesiane nie wyrastaly. Przesiewalam je z hodowli macierzyste;j
kilkakrotnie z wynikiem ujemnym. Byly to drobne paleczki, tle-
nowe, Gr—, nieruchome, na agarze z solami miner. dawaly drobne
szare zaglebione kolonje. Z pozostalych 7 posiewdéw czystych
szczepow nie otrzymalam. Wszystkie obserwowane przezemnie
posiewy dawaly po 24—48 godzinach w t° 26 —29°C drobne sza-
rawo- lub zoélto-biale kolonje, zaglebiocne w agarze miseczkowato



albo lejkowato. Preparaty barwione z tych kolonij dawaly wy-
lacznie paleczki roznej wielkosci, niekiedy lekko wygiete, prze-
waznie proste. Po 4—5 dniach paleczki barwily sie niejednolicie,
pe 7 dniach barwily sie biegunowo lub wykazywaly kilka (3—4)
mocniej zabarwionych ziarenek. Niektore szczepy wykazywaly
ruch, wszystkie byly tlenowcami. Metoda Grama barwily sie
ujemnie. Barwione jodem (metoda Omelianskiego), po kilku go-
dzinach barwienia dawaly zaledwie kolor jasno-slomkowy. Dobrze
barwily si¢ na fioletowo sposobem Winogradskiego (5'—erytrozyna
kwaséna, 10'—wodnym roztworem fioletu goryczkowego po uprzed-
niem utrwaleniu preparatu w plonacym alkoholu). Zarodnikéow
nie wytwarzaly, t° 48°C zabijala je po 15 minutach. Posiewy
trzymane w cieplarce przez 2 doby w t° 38°C, po przesianiu na
éwieze podloze i przeniesieniu do t° 27 — 29°C rosly dobrze
Szczepy czyste byly b. nietrwale, natomiast hodowle mieszane
po 4—5 miesiacach wykazywaly jeszcze zywotnosé i1 przesiane
dobrze rosly. Wszystkie moje szczepy nie dawaly podanej przez
Grana barwnej reakcji agarowej i zmienialy spoistosé¢ agaru.
Cztery posiewy daly barwik brunatny, dyfundujacy do podloza,
i zapach $wiezo pieczonego chleba, Nr. 22 mial zas zapach kleju
stolarskiego. W polplynnej i w plynnej masie rozlozonego agaru
nie wykrylam cukru (odczynnikami Nylandera i Hejnesa).

Szczepy moje nie rozkladaly blonnika, umieszczonego na
agarze peptonowym lub agarze z solami mineralnemi. Natomiast
posiane na gal. krzemionkowej z blonnikiem, po szesciomiesiecz-
nych przesiewach na agarze, daly wzrost i obraz mikroskopowy
identyczny z Cytophaga Hutchinsoni, zabarwienie kolonij rézowe
i energiczny rozklad blonnika.

Pojawienie sie Cytofag w tych posiewach jest zjawiskiem
ciekawem. Posiewy swoje obserwowalam przeszlo pol roku. Prze-
siewy wykonywalam na poczatku co 2 — 3 tygodnie, a potem co
3—5 dni. Z kazdego posiewu robilam preparaty barwione
i nigdy nie spostrzeglam ksztaltéw przypominajacych Cytofagi.
Nie moge narazie okreslié w jakiej postaci Cytofaga przechowala
sie w ciagu 6 ciu miesiecy w przesiewach na agarze z solami
miner. bez blonnika. Te same szczepy z réznych posiewow nie
zawsze dawaly réwnie wyrazne rezultaty. Czesto wystepowaly
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zo6lte kolonje, wydzielajace malo sluzu, nie rozkladajace blonnika,
a obok nich pojedyncze rozowe kolonje Cytofagi. W paleczkach,
otrzymanych z tych 2zéltych kolonij, juz na czwarty dzien wi-
doczne byly wyrazne ziarenka. Obok paleczek moglam tez zau-
wazy¢é w preparatach pojedyncze Cytofagi. Stosunkowo najlepiej
zbadalam posiew Nr. 17. Stanowil on polaczenie dwoéch pale-
czek tlenowych, Gr.—: jednej dlugiej cienkiej 0,3 — 0,5 1 grubosci,
1,5—2,0 p. dlugosci, nieruchomej, oraz drugiej, przypominajacej
owalne ziarniaki, posiadajacej ruch. Proby oddzielnego otrzyma-
nia ich przez czeste przesiewy nie udaly sie. Z poczatku po
24—48 godzinach w temp. 27—29°C wyrastaly paleczki nierucho-
me, dajac drobne zaglebienia w agarze. Po 4 — 5 dniach prepa-
raty wykazywaly domieszke krotkiej grubej paleczki. Kolonje na
agarze tracily swe regularne kontury, rozszerzaly sie i dawaly
z6lty nieznaczny nalot sluzowy.

Wobec nieotrzymania czystych hodowli bakteryj rozkladaja-
cych agar nie moge podaé charakterystyki ich cech biochemicz-
nych.

Szereg hodowli mieszanych bakteryj rozkladajacych agar
poddalam systematycznym spostrzezeniom w ciagu 4—8 miesiecy.

Mimo nieotrzymania hodowli czystych spostrzezenia te daja mi
podstawe do wypowiedzenia si¢ co do niektorych ich cech i wlas-
nosci.

Wyniki swoich spostrzezen przedstawi¢ moge w postaci
wnioskéw nastepujacych.

WNIOSKL

l. Z 69 badanych prob ziemi w 39,1°, wyrosly drobno-
ustroje rozkladajace agar. Na 6 prob gliny paleczki wyrosly tylko
z jedne;.

2. Agaru uzywalam wodnego z dodatkiem soli miner. o skla-
dzie podanym przez Winogradskiego.

3. Drobnoustroje rozkladajace agar sa to paleczki tlenowe,
Gr—, barwia sie metoda Winogradskiego na fioletowo, zarodni-
kéw nie wytwarzaja, niektore z nich posiadaja ruch. Na agarze
z solami miner. rosna, dajac zaglebienia i zapachy aromatyczne.
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4. Drobnoustroje rozkladajace agar bardzo trudno daja sie
odosobni¢ od bakteryj towarzyszacych. Szczepy czyste sa nie-
trwale 1 predko gina.

5. Drobnoustroje te w ré6znym stopniu zmieniaja agar: a) czy-
nia go kruchym, lamliwym (Nr. 17), b) zamieniaja go na mase
przypominajaca miekki wosk lub zcukrzony miéd (18 i 19), ¢) do-
prowadzaja do zupelnego rozpuszczenia i czynia agar plynnym

(21, 22, 24, 32).

Laboratoire de Microbiologie de I'Université Libre de Pologne.
(Direct. Prof. Dr. A, Lawrynowicz)

OBSERVATIONS SUR LES MICROBES AEROBIES
DECOMPOSANTS LA CELLULOSE ET LA GELOSE.

par R. TURNER.

On a examiné 69 échantillons du sol a) en comparant la dé-
composition de la cellulose par les microbes sur le milieu de
Winogradsky (silico-gel) et sur gélose, b) en observant la dé-
composition de la gélose et les propriétés des microbes décom-
posants.

Lies résultats des nos observations sont suivants:

La gélose avec de sels mineraux est un milieu facile
a préparer,transparent, et ne séche que trés lentement. L’inten-
sit¢ de développement des microbes décomposants la cellulose
est plus grande sur le milieu de silico-gel. Les microorganismes
décomposants la gélose sont de bacilles aérobies, Gram-négatifs,
ne produisants pas de spores, parfois mobiles. Sur la gélose avec
les sels mineraux ils poussent en formant des faussettes, causant,
la liquéfaction et produisant des odeurs aromatiques. Il est dif-
ficile d'isoler les cultures pures des microorganismes décompo-
sants la gélose. L’action de ces microorganismes sur gélose est
trés variée: la gélose devient fragile, elle change en une masse
rappelant la cire ou bien le miel, elle devient liquide.
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Wplyneto 181.1933.

Z Instytutu Weterynaryjnego i Medycyny Doswiadczalnej Uniwersytetu Jagiellonskiego
(Dyr. Prof. Dr. J. Nowak).

Z Zakladu Bakterjologji Uniwersytetu Jagiellonskiego
(Dyr. Prof. Dr. M. Gieszczykiewicz).

KRZYWE ZMIAN PH NA WODZIE PEPTONOWE]

Z MANNITEM, MALTOZA, LAKTOZA | CUKREM

GRONOWYM POD WPLYWEM WZROSTU BAKTE-
RY)] Z GRUPY OKREZNICOWO-DUROWE].

Podata

ELZBIETA WALKOWSKA-WOZNIAKOWSKA.

pomiedzy zagadnien biologicznych bakteryj z grupy okrez-

nicowo-durowej na pierwszv plan wysuwaja sie zagadnienia

fermentacji cukrow i zwiazane} z tem produkcji kwasow.
Zagadnienia te sa nader interesujace. nietylko z powodu wartosci,
jaka przedstawiaia dla rozpoznawania 1 réznicowania choréb za-
kaznych, ale takze ze wzgledow czysto teoretycznych. Fermenta-ja
cukrow dzieki jaskrawemu uzewnetrznianiu sie (produkcja kwa<u—
zmiana pozywek barwnych, produkcija gazu — rozsadzan e pezy-
wek) pozwala nam bez wiekszych trudnosci na gatunkowa segre-
gacje baktery) z grupy bact. coli—bact. typhi. Oprécz tegn jednak
umozliwia nam w sposob stosunkowo latwy, wglad w skompl ko-
wane procesy przemiany materji wspomnianych drobnoustrojow.

W licznem pismiennictwie tego przedmiotu, opracowano skru-
pulatnie i zdefiniowano chemicznie produkty powstajace pod wply-
wem baktery) z wszelkich zoanych weglowodanow. Okreslono
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zaleznosé rozkladu weglowodanow od najrozmaitszych czynnikow
chemicznych i biologicznych. Oznaczono stopien zakwaszania
powstajacy pod wplywem fermentacji, zbadano wreszcie wplyw,
jaki produkty fermentacji na bakterje wywieraja.

W pracy niniejszej postawilam sobie za zadanie przesledzic,
o ile moznosci najdokladniej, proces rozkladu niektérych cukrow,
(najczesciej uzywanych w praktyce laboratoryjnej) w rozmaitych
ich stezeniach przez bakterje z grupy okreznicowo-durowej, z punktu
widzenia zakwaszania pozywki, a wigc biorac za wykladnik tych
zmian, zmiany w stezeniu jonéw wodorowych. Wychodzilam z za-
lozenia, iz nie tylko stezenie jonéow koncowe winno byé przedmio-
tem badania, lecz, ze 7najomosé poszczegdlnych faz tego procesu
dostarczyé moie wiele ciekawych danych. Kwasota koncowa wie-
lokrotnie nie wykazuje cech charakterystycznych dla danego ga-
tunku bakteryj, lub dla danego cukru, ewentualnie pozwala tylko
na grubsza orjentacje Normalne pozywki uzywane w praktyce
laboratoryjnej prawie zawsze zawieraja ciala (bialko, pepton) wply-
wajace w dzialaniu swojem na obraz koncowego Ph, tak, iz nie
zupelnie jestesmy w moznosci zorjentowania sie¢ co do przemiany
cukréow. Te niejasnosci i niedociagnienia znikaja w znacznej mie-
rze. jesli bierze sie pod uwage nie Ph koncowe, lecz sledzi sie
przebieg zmian Ph na pozywkach z weglowodanami. Krzywe uzy-
skane w ten sposdéb moga mieé znaczenie przy rozpoznawaniu
i roznicowaniu bakteryj grupy okreznicowo-durowej, przedewszyst-
kiem za$ rzucaja ciekawe $wiatlo na przemiang weglowodanow
pod wplywem bakteryj, na ich powinowactwo do poszczegélnych
cukrow, wreszcie na zaleznos¢ procesow tych od innych skladni-
kow pozywki (pepton).

Celem uzyskania przejrzystych krzywych zmian Ph, przyje-
lam w pracy mojej jako wartosé stala pozywke, (1% wode pepto-
nowa) zmienialam za$ stezenie cukrow. Wyniki uzyskane w ten
sposob maja wartos¢ po uwzglednieniu tego momentu. Jak to nizej
w pracy zaznaczam, zmieniajac stezenie innych skladnikéw, moz-
naby uzyska¢ inne wyniki, czem tlumaczyé mozna pewna roz-
bieznos¢ miedzy wynikami mojej pracy, a wynikami podanemi
w pismiennictwie. Wyniki mojej pracy dajg wartosci bezwzgledne
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w odniesieniu do pozostalych poza cukrami czynnikéw. (Tempe-
ratura, bialko, pepton).

Badania przeprowadzalam metoda kolorymetryczng, wedlug
Clarka. W rym celu sporzadzilam skale do oznaczania jonow
wodorowych Mac lllvaine’a podana przez Clarka (The determina-
tion of hydrogen ions). Rozpietosé jej wynosi od Ph 2.2 do 80.
Jako plynéw buforowych uzylam fosforanu sodowego zasadowego
i kwasu cytrynowego. Jako wskaznikow zieleni bromokrezolowej,
blekitu bromotymolowego i czerwieni fenolowej. Zmiana barw tych

indykatorow lezy w granicach:

dla zieleni bromokrezolowej . . . . . 42 — 56 Ph
. blekitu bromotymolowego . . . . 60 — 76 ,
. czerwieni fenolowej. . . . . . . 68 — 84

Granice, w ktorych obrebie nastepuja zmiany barwikéw, za-
chodza na siebie w ten sposéb, ze uzyskujemy ciaglosé obrazu
zmian Ph. Jedynie miedzy zielenia bromokrezolowa a blekitem
bromotymolowym jest mala przerwa. Mianowicie zmiana barw
u zieleni bromokrezolowej konczy sie przy Ph 56, zmiana u ble-
kitu bromotymolowego zaczyna sie od Ph 60 Pozostaje wiec luka
wynoszaca 0.4 réznicy. Poniewaz jednak cala skala tworzy tancuch
o interwalach 02, przy pewnej wprawie nie trudno jest zorjento-
waé sie. czy PH badane jest blizej Ph 5.6 czy tez 6.0. Blad zatem
moze wynosié¢ nie wyze] 0.2 roznicy.

Tak fosforan, jak i kwas cytrynowy rozpuszczalam swiezo
przegotowana (celem usuniecia C0,) woda destylowana. Pipety
i naczynia. w ktéorych miesza si¢ plyny buforowe, musza mieé
odczyn zupelnaie obojetny. Fosforan i kwas cytrynowy uzyty do
sporzadzenia skali pochodzil z fabryki Kahlbauma. Jest oznaczony:
»Zu Enzymstudien, nach Sérensen.” Prébowalam zrobi¢ skale
z preparatow innego pochodzenia, lecz stale dochodzilam do myl-
nych wynikéw. Poniewaz kwas cytrynowy latwo zarasta, skala
szybko sie psuje. Aby temu zapobiec, naczynia i pipety, ktoremi
si¢ poslugiwalam, byly uprzednio wyjalowione. To postepowanie
dalo dobre wyniki, gdyz skala zamiast, jak podaje Sierakowski,
przez | — 2 miesiecy, trzymala si¢ bez zmian blizko rok. Rurek
uzywalam tylko ze szkla jenajskiego, chemicznie czystego.
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Doswiadczenie przeprowadzalam w nastepujacy sposob:

Rozlewalem pozywke po 10 cm® do jalowych probowek. Do
jednej czesci probowek dodawalam po % cm?® zieleni bromokrezo-
lowej, do drugiej takaz ilos¢ blekitu bromatymolowego, do trzeciej
czerwieni fenolowej, czwarta pozostawala bez barwika dla kon-
troli wzrostu. Celem unikniecia rozkladu cukru w pozywce przy
temperaturze powyzej 100° sterylizowalam w aparacie Kocha
w ciggu trzech dni po 20'. Jak podaje Sierakowsk’, a co sama
stwierdzilam, sterylizacja barwika nie zmienia. Po sprawdzeniu
w cieplarce jalowosci, szczepilam materjalem z hodowli stalych,
starajac sie przenies¢ za kazdym razem taka sama ilo$é materjalu.
Co 24" sprawdzalam zmiany Ph w komparatorze Walpole'a wyze;]
opisana skala. Jako pozywki uzylam wody peptonowej l-procen-
towej, z odpowiednim cukrem w rozmaitych stezeniach od 0.01%—
2Y%. Szczepy mialam przewaznie muzealne, kultury agarowe, ktore
przeszczepialam mniej wiecej co dwa miesiace. Przebadalam po 14
szczepow bacterium coli, typhi, paratyphi A, B, C.

Do wyboru metody kolorymetrycznej sklonily mnie okolicz-
nosci nastepujace: Chcac badaé¢ zmiany Ph pozywki w przebiegu
wzrostu kultur, musialoby sie dla zastosowania metody elektrome-
trycznej przygotowac nieslychanie duza liczbe rurek z pozywkami,
albowiem przez badanie metoda elektrometryczna poszczegdlne
kultury ulegalyby zanieczyszczeniu. Niewatpliwie metoda elektro-
metryczna jest znacznie scislejsza. Pracujac jednak stale ta sama
metoda, otrzymywalam wyniki, w ktorych blad experymentalny
jesli byl, to zawsze byl ten sam. Skale kontrolowalem potem po-
tencjometrem, przyczem wyniki obu metod byly zgodne. Pozatem
wartosci Ph, ktore znalazlam, stoja posrodku miedzy wartoscia-
mi spotkanemi w pismiennictwie. Ewentualne roznice sa nie-
znaczne.

Sierakowski i Milejkowska podaja nastepujace minimalne
i maksymalne stezenia jonéw wodorowych:

Bact. coli. . . . . . 38 — 10,02 Ph
. typhi. . . . . 42 —1002 ,
» paratyphi A . . 40 — 1045
” » B . . 38 —1002 ,

" ” cC . . 41 =109 ,
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Wartosci te zmieniaja sie zaleznie od temperatury. W tempe-
raturze 45° C coli ginie pod wplywem Ph 4,8, zamiast 3,8, b. typhi
przy Ph 50 zamiast 4,2, Jak zaznaczylam w dalszym ciagu pracy,
doswiadczenia moje przeprowadzalam stale w temperaturze 37° C.

Cluzet, Rochaix, Kopman, podaja koncentracje jonéw wodoro-
wych korzystne dla wzrostu niektérych bakteryj z grupy okrezni-
cowo-durowej.

Bact. coli . . . . Ph 52 — 8,42
. paratyphiB. , 39 — 79
. typhi. . . . , 48 — 863

Wzrost b. coli ustawal ponizej Ph 4,67 i powyzej 9,53, pod-
czas gdy b. typhi mial granice wzrostu Ph 3,72 — 8,88.

Wedlug Michaelisa i Markory b. coli moze zakwaszaé pozywke
zawierajaca cukier do Ph 5,0.

Scheer przyjmuje, ze Ph 4,6 jest zabdjcze dla bact. coli, Ph
5,0 dla bact. typhi.

Dernby podaje nastepujace wartosci optymalne dla:

B.typhi . . . . . Ph68 —7.2
. paratyphi A . . , 64 — 7,0
» " B .. , 64—172
wocolic © . . .. , 60—72

Granice moznosci wzrostu dla:

B.typhi . . . . Ph62 —76
. paratyphi A, . , 45 — 178
» ” B. . , 45 — 8,0
», coli. . . . . , 44—178

Speyer podaje dolna granice wzrostu dla bact. coli Ph 4,5.

Szczegolowe wyniki pracy przedstawiaja sie jak nastepuje:

Zasadniczo przy dodatku 0,01% cukru, dzialanie cukru wyste-
puje najpierw jako opadanie Ph, wyzej, niz granica zyciowa bak-
teryj, nastepnie Ph idzie w gore, natomiast na wodzie peptonowej
bez cukru, Ph idzie tylko w gére (vide ktorakolwiek tablice). Fakt,
iz przy pewnych stezeniach cukru uzyskujemy Ph bardzo niskie
(4,5) poczem podnosi sie ono z powrotem do gory, przy wyzszych
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Rys.2. B.paratyphi A na wodzie peptonowej zmannitem.
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zas stezeniach cukru
to samo Ph osiagnie-
te juz sie nie podno-
si, mozna tlumaczyé
jak nastepuje:

[losé cukru w pier-
przypadku
wystarcza do wytwo-
rzenia Ph 4,5,

bakterje zywe jesz-

wszym
lecz

cze zaczynaja atako-
waé ciala bialkowe,
co powoduje alkali-
zacje podloza. W dru-
gim przypadku za$,
po uzyskaniu niskie-
go Ph (4,5—5,0) po-
zostaje jeszcze pewna
ilos¢ cukru, umozli-
wiajaca dalsza fer-
mentacje. Wynikiem
tego jest utrzymywa-
nie sie kwasnego od-
czynu przez tak dlu-
gi czas, iz bakterje
gina,
mniej staja sie nie-

albo przynaj-

zdolne do zaatakowa-
nia bialka i podnie-
sienia Ph. Przy wiek-
szych dodatkach cu-
kru nie widzimy zja-
wiska alkalizacji kon-
cowej. Ph spada bez-
posrednio,
od
cukru z rézna szyb-
koscia, osiagajac po
mniejszej lub wiek-

zaleznie

ilosci dodanego



szej ilosci dni kon-
cowe Ph. To wszyst-
ko odnosi sie do po-
zywek zawierajacych
1% peptonu. Istnieje
mozliwosé¢ uzyskania
ramienia wstepujace-
go krzywej przy kon-
centracji cukru po-
wyzej 0,1%, zwieksza-

jac ilo$¢ peptonu.

Capaldi i Proskauer po-
deja, ze w dwédch
kulturach  bakteryj,
{coli, typhi) zawie-
rajacych jedna 0,59,
druga 2% peptonu,
a te same ilosci cukru
0.1%) reakcje sa roz-
ne. Np. reakcja jest
kwasna na mannicie
przy 0,5% peptonu,
a zasadowa przy tej
same] ilosci cukru,
ale 2% peptonu. To
samo zjawisko obser-
wowal Gosio w od-
niesieniu do przecin-
kowca cholery azja-
tyckiej. Wedlug nie-
go w miare zwiek-
szania ilosci cukru
w pozywce, rozklad
cukru przez przecin-
kowce cholery i two-
rzenie sie  kwasu
wzmaga si¢; w mia-
1¢ dodawania pepto-

Ras.4. B. paratyphi B na wodzie peptonowej z mannitem.
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6. B. typhi na wodzie peptonowej z mannitem.

nu—obniza.Jako pod-
stawe tego zjawiska
nalezy przyja¢ wiek-
sze powinowactwo
szczepow tych do we-
glowodanow, anizeli
do biatka.

Dodajac weglowo-
danéw do wody pep-
tonowej w ilosciach
wzrastajacych od
0,01% do 0,1% 1 wy-
zej, obserwujemy na-
stepujace zjawiska.

Proporcjonalnie do

ilosci do lanego cu-
kru, uzyskujemy w
pierwszym dniu

mniejszy lub wiekszy
spadek Ph. Az do
pewnego stezenia
cukru, wlasciwego
dla poszczegolnych
szczepow 1 poszcze-
goinych cukiow, (vi-

de tablica) Ph po 48

godzinach zaczyna
sie¢ podnosi¢. Przy
wyzszem stezeniu

cukru i gorna grani-
ca ramienia wstepu-
jacego
obnizaé. Przy jeszcze

zaczyna sie

wyzszem stezeniu ra-
mie wstepujace krzy-
wej zanika. Ramie
wstepujace

wuje sie odwrotnie

zacho-

proporcjonalnie do



iloéci dodanego cu-
kru. Kat miedzy ra-
mieniem zstepujacem
a wstepujacem po-
wieksza sie, aby
wreszcie staé sie roz-
wartym. Mechanizm
wyprostowywania sie
krzywej, przedstawia
sie jak nastepuje:

Najpierw ramieg
zstepujace staje sie
bardziej strome, poz-
niej rainie wstepuja-
ce zaczyna zanikaé,
pozniej przediuza sie
czas, po ktorym pod-
nosi sie ramie wste-
pujace, wreszcie ra-
mie to zupelnie za-
nika.

Osiagnawszy gra-
nice stezenia cukru,
powyzej ktorego ra-
mie wstepujace krzy-
we] znika, obserwu-
jemy,zedalsze wzma-
ganie stezenia cukru,
nie wplywa na zmia-
ne koncowego Ph.
Ph koncowe jest dla
danego szczepu na
danym cukrze war-
toscia stala, niezalez-
na od wyjsciowego
Ph, oczywiscie po-
wyze] stezenia, przy
ktorem znika ramie
wstepujace. Z za-
strzezeniem, ze:

Rys. 8. B. paratyphi B na wodzie peptonowej z maltoza.
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I IO A

Rys. 10. B. coli na wodzie peptonowej z maltoza.

I, kultury trzy-
mano w ‘emperatu-
rze 37°C.

2. do pozywki do-
danego 1Y peptonu.

Co nie wyklucza,
ze wartosci I’h kon-
cowego w innej tem
peraturze i przy doda-
niu innej ilosci pep-
tonu moga byc¢ od-
mienne. Od stezenia
cukru zatem, zalezy
Ph tylko tak dlugo,
poki ramie jest wste-
pujace. Jest pozorna
rozbieznosé¢ miedzy
twierdzeniem wyzej
wypowiedzianem, a
wynikiempracy Stren-
gai Ryti, ktorzy twier-
dza, ze wartos¢ kon-
cowa Pl okreslajaca
bakterje nie istnieje,
poniewaz w rozmai-
tych roztworach cu-
kru (gronowego) osia-
ga sie rozmaite war-
tosci koncowe dla
Ph, zaleinie od roz-
norodnoséci pozywek;
nawet w obecnosci
dostatecznych ilosci
cukru.  Otrzymane
wartoéci koncowe sa
charakterystyczne
nie dla bakteryj, lecz
dla pozywekiod roz-
norodnosci ich zalez-
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ne. W badaniach mych przyjelam pozywke za wartos¢ stala i jak
zaznaczylam we wstepie, badania te maja wartos¢ tylko po
uwzglednieniu tego momentu.

W badaniach swych nad Ph koncowem dla bact. coli, Clark
podaje, ze réinice koncowgo Ph sa tak male, iz za Michaelisem
i Markorq, moina to Ph uwazaé za fizjologiczna stala dla bact. coli.

Zestawiajac procenty cukréw, przy ktérych osiaga sie naj-
nizsze Ph, oraz ilosci tychze, przy ktérych ramie wstepujace krzy-
wej zanika, otrzymujemy nastepujace zestawienie:

Bacterium typhi.

Najnizsze uzyskane Ph 45 . . . 0,08% maltozy rys. 6
Ramie wstepujace krzywej zanika 0,1 § ”

Najn. uzysk. Phd44 . . . 0,12% c. gron. rys. 11
R. wstep. krz. zanika .. 0,12% "

Najn. uzysk. Ph 45 . . . 0,04% mannitu rys. |
R. wstep. krz. zanika . . . 0,04% »

Bacterium paratyphi A

Najnizsze uzyskane Ph 45 . . . 0,2 %, maltozy rys. 7

R. wstep. krz. zanika .. 027, »

Najn. uzysk. Ph44 . . . 0,12, c. gron. rys. |2
R. wstep. krz. zanika ... 0,129, -

Najn. uzysk. Ph 44 . . . 0,04%, mannitu rys. 2
R. wstep. krz. zanika ... 0,099, "

Bacterium paratyphi B

Najn. uzysk. Ph44. . . 02 °, maltozy rys. 8
R. wstep. krz. zanika A | VARTA "
Najn. uzysk. Ph 44. . . 0,12% c. gron. rys. 13
R. wstep. krz. zanika ... 0,129, "
Najn. uzysk. Ph 44. . . 0,04°/, mannitu rys. 3

R. wstep. krz. zanika ... 0,04, ”
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Bacterium paratyphi C

/0

Najn. uzysk. Ph 44 . .

R. wstep. krz. zanika 02°
Najn. uzysk. Ph 4,4

R. wstep. krz. zanika 0,12,
Najn. uzysk. Ph 44

R. wstep. krz. zanika

0,04°/,

Bacter;um coli

Najn. uzysk. Ph 44 0,2 %
R. wst. krz. zanika .. 0,2 %
Nain. uzysk. Phd4 . . . 012%
R. wstep. krz. zanika .. 0,12%
Najn. uzysk. Ph 4,4 0,64
R. wstep. krz. zanika 0,04
Najn. uzysk. Ph 45

R. wstep. krz. zanika

0,02%

”»

"

”»

c. gron.

e

»

0,2 %, maltozy rys. 9

0.12, c. gron. rys. 14

»

0.04°/, manritu rys. 4

maltozy rys. 10

rys. 15

()

mannitu rys. 5

0,04% laktozy rys. 16

Zestawiajac stezenia poszczegdlnych gatunkow cukrow, przy
ktorych ramie wstepujace krzywej zanika, kolejnos$é¢ sily ich
dzialania jest nastepujaca:

TABLICA

I

Dla bact. typhi

Dla b. paratyphi A. B. C.

Dla bact. coli

I. Mannit

Il. Maltoza

— 0,04%
—0,16%
[ll. C. gronowy —0,12%

I. Mannit —_
II. C. gronowy —

III. Maltoza —

0.04%
0.12%
0.20%

[Laktoze fermentuje tylko bact. coli.

Laktoza — 0,02%
Mannit — 0.04%
C. grenowy ~- 0.12%
Maltoza — 0.201)

Zestawiajac minimalne ilosci danego cukru, potrzebne r6z-
nym gatunkom do uzyskania najnizszego PPh, otrzymujemy naste-

pujaca tabele:
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TABLICA I

Na mannicie Na c. gronowym Na maltozie Na laktozie
B. coli 0.04% — 0.12% — 0,20% — 0,04%
B. parat. A. B. C. 0,04% — 0.12% — 0.20%
B. typhi 0.04% — 0,12% — 0,10%

Dla bact. coli, najsilniej dzialajacym cukrem, jak to
wynika z tabeli, jest laktoza. Nastepnym z kolei jest mannit, trze-
cim gronowy, czwartym maltoza.

Dla bact. paratyphi A, B, C, ktore laktozy nie fermentuja,
kolejnosé jesttasama.

Dla bact ty-
phi mannit dziala
najsilnie] a gronowy
najstabiej. Na man-
nicie pomiedzy bact.
typhi, bact. paratyphi
A B, C, i bact. coli,

nie ma roznic co do

stezenia cukru, przy
ktorem ramie wste-
pujace krzywej zani-
ka. Podobniz i przy
cukrze gronowym. Na
maltozie natomiast
zachodzi rdznica po-
miedzy bact. typhi
a grupa obejmujaca
bact. paratyphi A B
C i bact. coli. Mia- Rys. 11. B. typhi na wodzie peptonowej z cukrem

nowicie ramie wste- gronowym.

pujace krzywej bact.

typhi zanika juz przy dodatku 0,1%, u bact. paratyphi A B C
i bact. coli zas przy 02.% maltozy.



Rys. 13. B. paratyphi B na wodzie peptonowejzc. gron,

Naogdél moment
zanikania ramienia
wstepujacego pokry-
wa sie z momentem
najnizszego Ph, z na-
stepujacemi jednak
wyjatkami:

l. Bact. typhi
na maltozie uzys-
kuje najnizsze Ph
przy dodatku 0.08%
ramie wstepujace za-
nika przy 0.1%. Naj-
nizsze Ph uzyskuje-
my wiec 0.02°% wczes-
niej.

2. Drugim wyjat-
kiem jest bact.coli
na laktozie. Naj-
nizsze Ph uzyskuje-
my przy 0.04% ramie
zanika przy 0.02%.
Najnizsze wiec Ph
uzyskujemy o 0.02%
pozniej. W  pier-
wszym wypadku (b.
typhi na maltozie)
dodatek 0.08%0 cukru
wystarcza do uzyska-
nia najnizszego Pb,
nie wystarcza jedna-
kowoz jeszcze by za-
pobiec  rozkladowi
bialka i1 alkalizacji.
Czyni to jednako-
woz dodatek 0.1%
cukru. Wdrugim wy-



padku (b. coli na
laktozie) mozemy
przyja¢ jako tluma-
czenle nastepujace
okolicznosci:

B. coli najsilniej
fermentuje  laktoze
(vide tablice) dawka
0.02% laktozy wystar-
cza by uzyskaé¢ Ph
4.6 i stworzy¢ warun-
ki uniemozliwiajace
alkalizacje. Dawka
0.04° cukru dopro-
wadza do Ph 4.5 po-
nize] ktérego nawet
przy wiekszych daw-
kach nie schodzimy.
Minimalne dawki
cukréw doprowadza-
jace do uzyskania
najnizszego Ph (za-
wsze z uwzglednie-
niem danego gatun-
ku i danego cukru)
mozemy nazwac row-
nowaznikiem cukro-
wym danego gatun-
ku. Np. dla bact. typ-
hi 0.12% cukru gro-
nowego, 0.04°% man-
nitu, 0.08% maltozy
doprowadza do tego
samego efektu t.]. do
uzyskania najnizsze-
go mozliwego na da-
nym cukrze Ph.

Poréownywajac zas
ilosci danego cukru

Rys. 14, B. paratyphi C na wodzie peptonowej z c. gron.

Rys. 15. B, coli na wodzie peptonowej z ¢. gronowym.
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potrzebne réznym gatunkom do uzyskania najnizszego Ph, docho-
dzimy do pojecia rownowaznika gatunkowego danego cukru. Np.
g g g

b. typhi na maltozie

uzysku)e najnizsze
g Ph przy 0,08%, b.
ol il coli na tymze cukrze
nl M}M/‘“r przy  0,2%. llosci
- adJ”V 0,08°% 1 0,2% dopro-
== wadzaja w obu wy-
8 M B A S S S Loz padkach do najniz-
o szego Ph.
s Jezeli chodzi o
o:f czas, po uplywie kté-
: rego  poszczegdlne
sl gatunki na poszcze-
st golnych cukrach osia-
:L gaja najnizsze Ph, to
Wf wyniki przedstawiaja
“f T T sie jak nastepuje:
o oo B. typhi przy

najnizszych dawkach
Rys. 16. B, coli na wodzie peptonowej z laktoza. cukrowumozliwia-

jacychosiagnie-
cie najnizszego Ph, uzyskuje to Ph na wszystkich trzech
cukrach po 24",
B.paratyhi A i B po 48% Bact. paratyphi C na gro-
nowym po 48", na mannicie i maltozie po 72"
Bact coli na gronowym, laktozie i maltozie po 48% na

mannicie po 72%
TABLICA I

Mannit | Maltoza | C{.o‘i:;' Laktoza
Bact. typhi 24> 24" 24> —
Bact. paratyphi A. B. 4gb 48> 48h —
Bact. paratyphi C. 72" 72b 48> —
Bact. coli 72b 48P 48" 48"
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Bact. typhi na cukrze gronowym uzyskuje Ph 4,4 na
mannicie 1 maltozie Ph 4,4,

Bact. paratyphi A na mannicie i gronowym uzyskuje

Ph 4,4 na maltozie Ph 4,5.

Bact. paratyphi B, C na wszystkich trzech cukrach
uzyskuje Ph 4,4.

Bact. coli na laktozie Ph 4,5, na mannicie, maltozie
i gronowym Ph 4,4.

TABLI1ICA IV,

Mannit i Maltoza C. gro- | Laktoza
e | Sy
Bact. typhi Ph 4,5 4.5 4.4 —_
Bact, paratyphi A Ph 4.4 4.5 4.4 —_—
Bact. paratyphi B, C Ph 4.4 4,4 4.4 -
Bact, coli Ph 4.4 4.4 4.4 4.5

Zwiekszajac dawke cukru w niektéorych wypadkach (bac.
coli na mannicie i laktozie, bac. paratyphi na mannicie) mozemy
skroci¢ czas po ktéorym dochodzimy do najnizszego Ph, przyczem
mozemy zauwazyé roznice szczepowe. Abstrahujac od tych roz-
nic szczepowych, mozna stwierdzié, ze minimum czasu potrzeb-
nego do uzyskania minimum Ph przy minimalnej, koniecznej do
tego dawce odpowiedniego cukru, nie jest cecha charakterystyczna
dla danego gatunku, lecz: z uwzglednieniem danego gatunku i da-
nego cukru jest cecha stala.

Porownywajac czasy bezwzglednie najkrotsze po uplywie
ktorych mozna uzyskaé najnizsze Ph, oraz dawki cukréw czasom
tym odpowiadajace, uzyskujemy nastepujaca tabele:
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TABLICA V.

Mannit [ Maltoza C. gronowy Laktoza
|

h 1 h h
Bact. typhi 24" — 0.04 %jz4 — 0,08%24" — 0,12% —_
Bact. paratyphi A 48" — 0,04%48" — 0.209/48" — 0.12¢ —
Bact, paratyphi B 48" — 0,04%/48" — 0,20 %;48h —012% —
Bact. paratyphi C 48" — 0,08%/72> — 0.20 %,’48*‘ — 0.12% —
Bact. coli 48" — 014972 — 0,20 %;46h — 0.12%24> — 0,069

W ten sposéb uzyskalismy nastepujace dane charakteryzu-
jace zachowanie si¢ danego gatunku na danym cukrze:

1) Najnizsze osiagalne Ph.

2) Minimalna dawke cukru umozliwiajaca osiagniecie najniz-
szego Ph (poza wspomnianemi wyjatkami, bact. typhi na malto-
zie i bac. coli na laktozie, pokrywa si¢ to z momentem zanikania
ramienia wstepujacego krzywej).

3. Czas wzgledny, po uplywie ktérego uzyskujemy najniz-
sze Ph, przy uzyciu najmniejszej potrzebnej do tego dawki cukru.

4. Czas po uplywie ktorego bezwzglednie mozemy uzyskaé
najnizsze Ph (czas ktéry sie juz nie da bardziej skrocié).

5. Dawki cukréow odpowiadajace bezwzglednym czasom uzy-
skania najnizszego Ph,

Dane te jak sadze, dostatecznie charakteryzuja badane ga-
tunki, oraz definjuja ksztalt krzywych.

Patrzac na wyniki podane wyzej (tabl. I, II) mimowoli na-
suwa sie wniosek praktyczny, ze iloci cukru uzywane zwykle
do sporzadzania pozywek, sa niepotrzebnie za duze. llosci podane
w tabl. I i ll wystarczaja do zanikniecia ramienia wstepujacego
krzywej, czyli $a minimaina dawka, powyzej ktorej najnizsze raz
osiagniete Ph, juz sie nie zmienia. Spelniaja zatem te sama role
co duzo wieksze dawki cukru powszechnie do pozywek uzywane.

Zalaczone krzywe ilustruja opisane powyzej fakty. Na osi
rzednych zaznaczone sa stopnie stgzenia jonéw wodorowych, na
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osi odcietych natomiast czas w krorym badano Ph. Krzywe same
sa graficznem przedstawieniem zmian Ph na danem podlozu
z uwzglednieniem ilosci cukru i czasu.

Chcac przedstawi¢ wyczerpujaco wspolczesny stan wiado-
mosci w dziedzinach zwiazanych z tematem tej pracy (bakterjo-
logja, chemja, fizyka) musialaby praca moja powiekszyé swoja
objetosé conajmniej kilkunastokrotnie. Wyniki pracy sa skromne.
Zmieniajac zasadnicze podioze, oraz biorac pod uwage wicksza
rozmaitosé¢ weglowodandow, mozna bedzie wyniki te znacznie po-
glebié¢ i rozszerzyé, Sadze, ze moze zwrdcenie uwagi na zjawiska
zwiazane ze wzrostem bakterji z grupy okreznicowo - durowej na
pozywkach z cukrami, z punktu widzenia zmian Ph w tych po-
dlozach, oraz zastosowanie metody wykresow, dajacej ciagly obraz
zmian Ph, bedzie zacheta do szerszych i bardziej wyczerpuja-
cych badan.
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COURBES DE. CHANGEMENTS DE Ph DANS L’EAU

PEPTONEE ADDITIONNEE DE MANNITE, MALTOSE,

LACTOSE ET GLUCOSE SOUS L’INFLUENCE DE BA-
CILLES DU GROUPE COLI- TYPHIQUE.

par
ELZBIETA WALKOWSKA-WOZNIAKOWSKA

RESUME

L’auteur a examiné les changements de la concentration
des ions d’hydrogéne qui ont lieu dans I'eau peptonée a l p. c.
additionnée de différentes quantités de mannite, de glucose, de
maltose et de lactose, sous l'influence du developpement des bac-
téries du groupe coli-typhique. Comme résultats de ces recherches,
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I'auteur a obtenu les données suivantes caractéristiques pour le
comportement des bactéries données, sut le milieu sucré:

1) La concentration la plus basse de Ph qu’on ait réussi
d’obtenir.

2) La dose minime du sucre nécessaire pour atteindre le Ph
le plus bas.

3) Le temps relatif, au bout duquel on parvient d'obtenir
le Ph le plus bas, en utilisant, ]a dose minime du sucre.

4) Le temps absolu, aprés I’écoulement duquel il est possible
d’obtenir le Ph le plus bas (temps qu'on ne parvient plus a ab-
reger).

5) Les doses des sucres avec lesquelles au bout de temps
absolu on obtient le Ph le plus bas.

Ces resultats sont illustrés a 'aide de diagrammes inséreés
dans le texte.
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(Z Zakladu Fizjologji Uniwersytetu Jagiellonskiego).

Z BADAN NAD OPORNOSCIA KRWINEK
WOBEC OSMOZY 1 SAPONINY.

Podat
JERZY KAULBERSZ.

d czasu, kiedy Hamburger ') w koncu lat 80-tych z. st.
O opracowal odpowiednia metode oznaczania wytrzymalosei

krwinek, badania te przedstawiaja doniosly srodek pomoc-
niczy w rozpoznawaniu zarowno rozmaitych stanow patologicz-
nych, jak i reakcji fizjologicznych, powstajacych naskutek
zmiany naturalnych warunkow zyciowych. Nie byly one na wiek-
sza skale przeprowadzane w goérach, gdzie, jak wiadomo, ilosé
krwinek powieksza sie nietylko w jednostce objetosci krwi, ale
tez i bezwzglednie jednoczesnie ze wzmozona czynnosciag szpiku
kostnego. Tymczasem wydawalo sie mozliwem na tej drodze
uzupelnienie wiadomosci naszych w kierunku poznania istoty
gorskiej erytrocytozy, Poniewaz z przegladu literatury okazalo sie,
ze rezultaty, dotyczace opornosci krwinek czlowieka a szczegol-
nie zwierzat doswiadczalnych, jak rowniez i metody badan, przed-
stawiaja sie rozbieznie, przeto dla badan poréwnawczych na
réowninie i w klimacie wysokogorskim trzeba bylo najpierw icisle
ustali¢ normy u czlowieka i uzywanych dla tych badan zwierzat:
krolikow i swinek morskich.

Chodzito nietylko o rezystencje osmotyczna ale tez o wy-
trzymalo$é¢ przeciw innym bodzcom, szczegoélnie takim, ktérych
dzialanie w wiekszym stopniu zalezne jest od obecnosci cial
lipoidalnych, gdyz przesunieciami tych ostatnich w klimacie wy-
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sokogérskim mam zamiar sie blizej zaja¢. Dlatego obok opornosci
przeciw roztworom soli kuchennej oznaczonag byla tez wytrzy-
malosé wzgledem znanego czynnika hemolitycznego — saponiny.

Jak wiadomo, stezenie soli, w ktérem najmniej oporne ciatka czerwone tra-
ci¢ zaczynaja hemoglobing, nazwano wedlug Limbecka (?) rezystencja minimalna.
U poszczegdlnych autoréw nawet jednej i tej samej szkoly pojecie rezystencji mi-
nimalnej nie bywa identyczne. Tak np. Snapper (}) okreéla tem mianem stezenie
soli, w ktorem stwierdzié mozna pierwsze dajace sie zauwazyé wyjscie barwika
z krwinek, natomiast Hamburger — najnizszg koncentracje, w ktérej do hemolizy
zupelnie jeszcze nie dochodzi. Opierajgc sie na rozumowaniu, ze najstabszg wytrzy-
malosé¢ majq cialka, oddajace barwik do najmniej hipotonicznego roztworu, uwa-
zalem za odpowiadajace rezystencji minimalnej stezenie soli, w ktérem wystepo-
wala pierwsza rdéznica zabarwienia w poréwnaniu z solg izotoniczna. Stosuje sie
tutaj tez nazwe hemolizy minimalnej albo poczatkowej. Natomiast dla stezenia tro-
che silniejszego, w ktérem hemoliza zupelnie jeszcze nie bywa uwydatniona, uzy-
waéby mozna nazwy hemolizy subminimalnej—w roztworze takim wszystkie krwinki
83 jeszcze catkowicie wytrzymale przeciw hipotonji, rezystencja ogdlnej masy krwi-
nek jest wigc pelna. Wedlug AHamburgera rezystencje minimalng dla czlowieka sta-
nowi 0,48%, NaCl, Chauffard i Rendu (*) podaja ja w granicach 0,48—0,38 %/, NaCl,
May (°) = 0,46 — 0,48 °/; NaCl.

Podobne rozbieznosci istniejg tez zaréwno co do definicji. jak i ustalenia
granic t. zw. rezystencji maksymalnej, terminu zastosowanego przez Mosso (°). Jedni,
jak Hamburger. Snapper i in. oznaczaja ta nazwa stezenie soli, w ktérem wszystkie
ciatka czerwone juz sg pozbawione hemoglobiny. a ewentualny osad, pozostaly po
odwirowaniu, jest zupelnie bezbarwny i sklada si¢ tylko z cieni krwinek; inni, jak
Rywosch, (') stosuja ja do roztworu, w ktérym jeszcze pewna ilo$é najbardziej wy-
trzymalych krwinek barwika nie oddala. Uzywajac nazwy rezystencji minimalnej
dla krwinek najmniej opornych, uwazalem za logiczne przyijaé, ze rezystencji maksy-
malnej odpowiadaja roztwory. w ktorych jeszcze najbardziej oporne z posrod wpro-
wadzonych erytrocytéw nie hemolizuja. Dopiero bezposrednio wyzsza hipotonja
powoduje juz calkowita hemolize, zadne ciatka czerwone nie sa w stanie utrzymaé
hemoglobiny, rszystencja wszystkich krwinek jest wtenczas przekroczona. Maksy-
malnej rezystencji dla cztowieka odpowiada wedlug Mosso 0,36 %/y NaCl, ACay znaj-
duje ja w granicach 0,28 — 0,329, NaCl, Chauffard i Rendo 0,08 — 0,16%/, NaCl.

Biorac pod uwage te rozbieznosci, trzeba bylo ustali¢ prze-
dewszystkiem w szeregu oznaczan, przeprowadzanych zawsze
w jednakowych warunkach, rezystencje minimalna i maksymalna
wzgledem osmozy i saponiny u czlowieka, krélika i $winki mor-
skiej. Stusznie podnosi Hamburger, ze jedynie przy ujednostajnieniu
metod badania otrzymywaé mozna wyniki, majace znaczenie
porébwnawcze. Zrédlem znacznych rozbieznoéci moze by¢ prze-
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dewszystkiem to, ze jedni badacze przemywaja cialka czerwone,
inni ich nie plucza, i ze do przemywania stosowane bywaja
rozne plyny.

Izotoniczna 86l kuchenna zmniejszaé ma nieco opornosé. Snapper stwierdzil,
ze w 0,51%, NaCl zniszczone zostaje 50°/, normalnych, a 90°, przemytych krwinek
krélika. Nie uwaza on jednak tego za nast¢pstwo usunigcia substancyj hamujacych
hemolize, ktére zajduja sie w surowicy, ale za naruszenie réwnowagi Osmotycznej
ciatek czerwonych w kierunku utraty jonéw Ca. Uwolnione jony wapniowe hamuja
potem dalszg hemolize, czyli powickszaja opornosé pozostatych krwinek. Dlatego
nieraz roztwoér bardziej hipotoniczny prawie ze nie réini sie¢ dzialaniem od mniej
hipotonicznego. Dopiero gdy hemolityczny wplyw hipotonji przewazy nad hamuja-
cem dzialaniem jonéw wapniowych, uwydatnia sie wigkszy wzrost hemolizy. Rozu-
mowanie to opiera sie¢ jednak na niepotwierdzonym dotychczas pogladzie. wedlug
ktérego katjony maja réowniez mieé zdolnosé przenikania przez otoczke ciatek czer-
wonych.

Liotropowy wplyw soli kuchennej zostaje calkowicie zahamowany dopiero
przez dodanie CaCl, w ilosci znacznie wiekszej {0,1%,), od zawartosci tej soli w su-
rowicy. Brinkmann i Dam (})) uwazajq za najbardziej zblizone do stosunkéw normal-
nych przemywanie cialek czerwonych w roztworach, zawierajacych stale ilosci
NaHCO;. CaCl, i KCl, i posiadajacych state napiecie CO, i stale [H’]. To ostatnie
najlepiej utrzymywaé na jednakowym poziomie przez dodanie drugorzednych fosfo-
ranéw sodowych 1 pierwszorzednych potasowych. W roztworach takich o stalem
stezeniu jonéw wodorowych niezmieniong pozostaje ilos¢ jonéw wapniowych. Jed~
nakowoz nastepstwem przemywania takim ,zrownowazonym z krwia” plynem jest
wzmozenie opornosci, powstajace wedlug Brinkmana naskutek usuniecia z po-
wierzchni krwinek lecytyny, ktéra w normalnych warunkach obnizaé ma rezystencije,
Pozatem stalodé jonow wapniowych w roztworach tych sprawia, ze szerokos$é rezy-
stencji, czyli réZnica opornoéci minimalnej i maksymalnej, bywa znacznie mniejsza
niz przy nieuwzglednieniu wapnia.

Wedlug niektorych jednak autorow, jak Strasser i Neumann (%), przemywanie
tym czy innym plynem nie ma wiekszego znaczenia, wszystkie roztwory uszkadzaja
bowiem cialka czerwone, nie sa wiec lepsze od soli kuchennej izotonicznej, Ostat-
nio zaé Saslow () nie moégl potwierdzi¢ wogdle obserwacji Brinkmana, jakoby
krwinki myte réznié sie¢ mialy opornoscig od niemytych.

W swoich badaniach przemywalem krwinki wedlug Hamburgera wylacznie
tylko izotonicznym roztworem (3.15%,) krystal. siarczanu sodowego, majacym prze-
dewszystkiem te¢ dobrg strone, Ze znacznie lepiej, anizeli 86l kuchenna, zapobiega
krzepnieniu, jesli stosuje sie go w 40-krotnej ilosci krwi. Pozatem Na,SO, utrzy-
muje niezmieniong konstytucje fizyko-chemiczng w przeciwienstwie do NaCl. Chlo-
rek sodu zachowuje tylko forme krwinek, zmniejsza zas wedlug Hamburgera opor-
nosé, w nastepstwie zarowno, jak juz wspomniano. utraty Ca, jak i wskutek po-
wiekszenia ciénienia osmotycznego wewnatrz krwinek, co znéw spowodowane jest
tem, ze na miejsce kazdego uchodzacego HPO, wchodza 2 Cl'. Przy stosowaniu
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Na,SO, ciénienie osmotyczne krwinek pozostaje niezmienione, gdyz jony HPO,iSO,
wymieniajg si¢ w réwnych ilosciach.

Dla rezystencji duze znaczenie ma iloéé kwasu fosforowego w cialkach
czerwonych. Port (') znajduje, ze jednoczesnie z H;PO, wzmaga si¢ wytrzyma-
loéé krwinek na osmoze., Héber (12) tlomaczy zjawisko to w ten sposéb, ze im
wiecej H;PO,. tem trwalsza jest konsystencja cialek, tem mniejsza staje si¢ sklon-
no$é ciatka do pecznienia. Podobnie jak kwas fosforowy, dziala¢ ma tez potas:
im mniej K wewnatrz krwinek, tem latwiej podlegaja one hemolizie. Natomiast
K w plynie otaczajacym zmniejsza rezystencje cialek czerwonych, (u czlowieka
mniej jednak anizeli Na.) Wedlug Hébera ulozyé mozna caly rzad katjonéw, zaczy-
najacy sie od najmniej, a kohczacy sie na najbardziej sprzyjajacych hemolizie.
Li <« Na <« Cs <« Rb <« K.

Podobny szereg zestawiony zostal rowniez dla anjonow w porzadku
SO, < Cl <« Br <« J. SO, hamuje wedlug Monda (") hemolize w punkcie izoe-
lektrycznym, antagonistycznie dziata tu Ca, natomiast przy zasadowej reakcji
Ca réwniez hamuje hemolize. Prawdopodobnie w poblizu punktu izoelek-
trycznego do stracajacego wplywu jonéw H dolacza sie takiez dzialanie jonéw Ca,
przez co otoczka bardziej zostaje uszkodzona, przy reakcji zasadowej zas pecz-
nieniu, wywolanemu przez jony OH, moze przeciwstawiaé sie stracajacy wplyw
jondow Ca i dlatego opornoéé krwinek wtenczas wzmaga sie.

Potas i kwas fosforowy dzialaja na opornosé¢ krwinek w sposéb bardzo
zblizony. Pod wplywem obu tych czynnikéw zmniejsza sie skfonnosé do pecznie-
nia, a tem samem i do hemolizy.

Badania porownawcze rozmaitych zwierzat wskazujg rowniez, ze tam, gdzie
zawartosé¢ potasu i kwasu fosforowego w krwinkach jest duza, jak np. u konia,
opornosé¢ osmotyczna jest wieksza, tam zas, gdzie ilosé tych skladnikow jest zniko-
ma, jak np. u barana, wolu — opornosé bywa obnizona.

Fosforany zwiekszaja opornosé kwinek szczegolnie w wyzszej temperaturze.
Wplyw ten jest wedlug Jarischa (3) nastepstwem nie tyle zahamowanego pecznie-
nia koloidéw, ile utrzymania stalego stezenia jondw wodorowych w wyzszej cie-
plocie. Poniewaz stala dysocjacji (H.OH) wzmaga sie przy ogrzewaniu, przeto
iloé¢ yonow wodorotlenowych musi sie powiekszaé. Dzialanie sprowadza sie wigc
do wzmozenia zasadowosci. Zgodnie z tem znajduje Haffner (** i '%), ze przesu-
nigcie oddzialywania ku stronie zasadowej az do pH = 9.5 podnosi wytrzymalosé
krwinek na osmoze, zmniejszajac jednoczesénie ich objetosé, natomiast reakcja stabo
kwasna sprzyja powigkszeniu objetosé a tem samem i hemolizie. Zjawisko to nie
polega jednak wedlug Egego (') na pecznieniu i odpecznieniu otoczki, a na zmia-
nie osmotycznie czynnych skladnikéw we wnetrzu krwinek, co stoi w lacznosci
z wlasnoéciami hemoglobiny, jako amfolitu, Przy reakcji kwasnej uwalniajg sie
howiem z hemoglobinjanéw katjony. ktére, taczac si¢ z anjonem kwasu, wzmagaja
iloé¢ jondw wewnatrz ciatka czerwonego 1 powoduja tem samem znaczniejsze
przycigganie wody. Przy zasadowem oddzialywaniu katjony lgcza si¢ z hemoglo-
bing, ilos¢ osmotycznie czynnych jondw w krwinkach zmniejsza sie, przez co
krwinki zatrzymuja mniejszg ilo$é wody. Niektérzy autorowie, jak Jarisch (*¥) na
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podstawie swych badan, odnoszacych sie¢ do wplywu mydel na opornosé, sadza.
%ze opornos¢ wobec wody zwiekszaja nie tyle jony OH, ile bezwzgledna iloéé wol-
nych zasad, Mydla same w bardzo rozcienczonych roztworach utrudniaja, w ste-
zonych ulatwiaja hemolize osmotyczns.

Zrab erytrocytéw wedlug badan Monda (¥7), reaguje zupelnie inaczej na
zmiany reakcji: przy wzmozeniu zasadowosci objetos¢ powigksza sie, przy wzmo-
zeniu kwasoty — zmniejsza sie. Minimalng staje si¢ przy pH = 4, maksymalng
miedzy pH 8,0 i 90. Ta rdéznica w oddzialywaniu zrebu i calych krwinek jest
wedlug Monda najlepszym dowodem. ze hemoglobina., znajdujaca sie wewnatrz cia-
tek czerwonych, jest calkowicie cieniami ich otoczona. Ciala, ktére nie przenikajg
przez otoczke, jak katjony, sprowadzaé moga hemolize tylko przez naruszenie
krwinek od zewnatrz., przenikajace natomiast anjony dzialaé moga destrukcyjnie
zarowno od wewnatrz, jak i od zewnatrz,

Podczas gdy wzgledem osmozy krwinki sa, jak wspomniano, najbardziej wy-
trzymalemi przy pH = 9,5, to wzgledem hemolitycznego dzialania ciepla sg one
przy tej reakcji najmniej oporne; nastepuje wowczas stracenie biatka, rozpuszcza-
jacego sie w goracym alkoholu. Roéwniez przy pH = 3 rezystencja wzgledem
ciepla jest bardzo mala lecz powstajace wtenczas klaczki biatka nie rozpuszczaja
si¢ w alkoholu. Najwyzsza okazuje si¢ opornoéé wzgledem ciepta w punkcie obojet-
nym. Stad Jodlbauer Haffner (}°) wnioskowali, ze w zrebie krwinek znajduja sie 2
substancje, maigce rézny punkt izoelektryczny. Przy reakcji odpowiadajacej kazde-
mu z nich (PH = 3 i 9,5), zwiazek miedzy poszczegdlnemi czasteczkami zrebu
ulega naruszeniu i barwik uchodzi. W przeciwienstwie do tego zapatrywania podaije
Mond, ze nie jest sktadnikiem zrebu substancja, stracajaca sie przy pH = 9,5, lecz
hemoglobina, poniewaz w izolowanych cieniach krwinek poza jednym punktem
izoelektrycznym miedzy pH 3 i 5 nie mozna stwierdzi¢ drugiego przy reakcji za-
sadcwej.

Oprocz soli, kwaséw i zasad duze zneczenie dla opornoséci osmotycznei
maja tez lipoidy: lecytyna i cholesteryna. Od czasu badan Ransoma (18) w r. 190]
wiadomo ze cholesteryna surowicy dziala antyhemolitycznie, powiekszajac opor-
no$é osmotyczna krwinek. Lecytyna natomiast ulatwia hemolize. Stosunki nie sg
jednak, zdaje si¢ tak proste, gdyz, jak pozniej wykazal Jarisch (13). wynik zalezy
gléwnie od tego, czy lecytyna ulega adsorpcii na powierzchni ciatka czerwonego,
czy tez wnika do wnetrza krwinek. Jezeli nastepuie adsorpcja, to hemoliza zostaje
zahamowana, gdyz wtenczas zmniejsza si¢ zdolnosé zatrzymywania wody na po-
wierzchni, jezeli zaé lecytyna wniknie do wnetrza, to hemolize ulatwia. Zjawiska
te badaé mozna Jdoswiadczalnie, dodajac hypotonicznej emulsji lipoidowej do cia-
tek czerwonych, wytwarza sie wtedy prad plynacy ku wnetrzu komorki, ktéry,
podobnie, jak przy ultrafiltracji, powoduje osadzenie rozproszonego koloidu na
powierzchni i tem samem zahamowanie hemolizy. Lecytyna zas, dodana do cialek
czerwonych w roztworze izotonicznym, utatwia hemolize osmotyczna wrazie nastg-
pujacego bezposérednio potem zadziatania roztworu hypotonicznego. Prawdopo-
dobnie zachodzi wtedy oddzielne laczenie si¢ krwinek i lecytyny z woda. Jezeli
jednak roztworem hipotonicznym zadzialaé dopiero w !/, godziny pézniej. to jak
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sadzi Jarisch, z powodu dluzszej stycznoéci z ciatkami krwi nastgpuje adsorpcija
lecytyny i sklonno$é do hemolizy maleje. W stezeniach bardzo matych, ponizej
1:40.000, lecytyna zawsze powiekszaé ma opornosé krwinek.

Hemolityczny wplyw lecytyny stwierdzali tez Brinkman i Dam (8); choleste-
ryna zasé dziatlaé ma wedlug nich antyhemolitycznie. Uwazajs oni stosunek lecy-
tyny do cholesteryny za wielkoéé stala, od ktérej zalezy rezystencja, przenikanie
jonéw i zawartosé wody. Przemycie plynem ,zréwnowazonym® zwieksza rezysten-
cje, wskutek wyciggnigcia lecytyny. Przemycie roztworem cukru zmniejsza opornoéé
wskutek usuniecia cholesteryny. llosé¢ cholesteryny wewnatrz cialek czerwonych
jest wedlug Cordiera (**) proporcjonalna do opornosci, co uwydatnia sie przy
zmianach powstajacych podczas dzialania 30°; glukozy, 2 — '/,%/, Mg Cl, i 209,
Natrium hyposulf.

W ostatnim roku Lumiére i Grange (*°) badali wplyw podskdornych wstrzyki-
wan roztwordow cholesteryny w oliwie. Rezystencja powiekszala sie, szczegodlnie
jesli przedtem naswietlano cholesteryne promieniami pozafjolkowemi. Surowica
zwierzat naswietlanych tez przeciwdziala hemolizie, wywolanej przez substancje
czynne powierzchniowo. jak mydla. Antyhemolityczne dzialanie cholesteryny
uwarunkowane jest wedlug wspomnianych autoréw prawdopodobnie trojakim me-
chanizmem: 1) straceniem substancji hemolizujacej i uniemozliwieniem jej dzialania,
jak to si¢ dzieje z saponina, 2) nadaniem surowicy wlasnosci antyhemclitycznych
i 3) bezposredniem wzmozeniem opornosci krwinek.

Réwniez Bechhold jest zdania, ze lipoidy sa waznym czynnikiem, poséradni-
czacym w hemolizie osmotycznej. Natomiast Ponder, Saslow i Yeager (39) nie zna-
chol.

lezli stalej zaleznoéci miedzy opornoscia krwinek i wspolczynnikiem ]
ecyt.

Pewne znaczenie dla rezystacji krwinek ma tez ilos¢ zawar-
tej w nich hemoglobiny (Strasser i Neumann ?). Wiadomo bowiem,
ze w mlodych ciatkach czerwonych znajduje sie¢ zwykle mniej
barwika i ze sa one oporniejsze od starszych — stad pochodzi
powiekszona opornosé podczas anemij, z wyjatkiem hemolitycznej.
Wiek nie gra jednak roli wylacznie decydujacej, wskazuja na to
moje badania w gérach opisane w drugiej pracy, z ktorych wy-
nika, ze, pomimo nieznacznego tylko powiekszenia ilosci mlodych
cialek czerwonych, t. zw. retikulocytéw, opornosé wzmagaé sie
moze bardzo znacznie. Retikulocyty te, uwidoczniane przez za-
barwienie przyzyciowe brylantyna krezylowa =znajdujacej sie
w nich siateczki, t. zw. Substantia reticulo filamentosa, sa wedlug
Schillinga (*°) wyrazem regeneracji i moga obok niektorych innych
cech byé¢ dobrym wskaznikiem wieku krwinek. Normalna ilosé,
retikvlocytéow u czlowieka wynosi 0,4°, wedlug Cohna, 1 — 1,8%,
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wedlug Roessinga, 0,1 — 0,5°/, wedlug Schillinga, a 0,5 — 2°/, wedlug
Rosina i Bibergeila.

Majac zamiar przeprowadzi¢ w goérach badania nad zwiaz-
kiem miedzy zmianami opornosci i powstawaniem mlodych krwi-
nek, musialem wobec tych rozbieznosci ustali¢ tez normalne gra-
nice iloéci retikulocytéw u czlowieka, krolika i swinki morskiej:

Z narzadéw wewnetrznych, majgcych bezsprzeczny wplyw na opornosé krwi-
nek, najwazniejsza role gra sledziona Po wycieciu jej krwinki stajg si¢ bardziej
wytrzymale, hemoliza zostaje utrudniona. Tylko bezposrednio po splenektomiji opor-
noéé moze byl przejsciowo zmniejszona. U krolika zmiany te sg stosunkowo naj.
mniej wybitne: powigksza sie tylko rezystencja maksymalna., czesto nawet zupelnie
niema zmian. Jesli karmié zwierzeta po splenektomji tarczyca, to wytrzymaloéc
wedlug Yway (*') wzmaga sie dalej, istnieje wiec pewien antagonizm w dzialaniu
éledziony i tarczycy na opornosé krwinek. Przez doprowadzenie hormonu sledziony
w stanach wzmozonej opornoéci np. w zéltaczce wytrzymalosé cialek czerwonych
obniza sig. Frenckell i Nekleidow (*?) stwierdzajg. ze dzialanie sledziony na rezy-
stencje krwinek wiaze sie écisle ze zmianami ilosci cholesteryny; ze wzrostem opor-
noéci poziom cholesteryny podwyzsza sig.

Mysélano tez o niektérych czynnikach trawiennych, jako o przyczynach zmian
opornosci osmotycznej. Acel i Gal (**) np. znajdowali wzmozenie opornosci po
jedzeniu przy silnej kwasocie zoladka, przy slabej zas — obnizenie. Uzalezniaja to
od zmian preznosci CO, w pecherzykach plucnych., Zjawiskiem bardzo charakte-
rystycznem i niezupelnie zrozumialem jest to, ze krwinki troche uszkodzone np.
przez steapsyne lub trypsyne maja powickszong rezystencje (Ashby ?*). jak rowniez,
%e ogrzanie do 52° podnosi opornosé, i ze krwinki stare, uszkodzone, bywaja bar-
dzo wytrzymale. Wigze sie z tem byé moze fakt, obserwowany przez Jarischa ('),
ze narkotyki, zwlaszcza eter, w malych ilosciach wzmacniaja rezystencie W czasie
snu zimowego wedtug Coletti (*¥) opornosé krwinek tez bywa wigksza. Naswietlanie
promieniami Réntgena w malych dawkach zwigksza opornoéé krwinek., w duzych
zaé zmniejsza (Bonin i Bleidorn *°).

W pracy niniejszej, jak juz wspomnialem, chodzilo o usta-
lenie granic normalnej opornosci krwinek nietylko wobec osmozy,
ale tez wzgledem saponiny. Najstabszy jej roztwér, w ktorym
nastepuje hemoliza calkowita, czyli stezenie, bezposrednio grani-
czace z opornoscia maksymalna, nazwali Kofler i Wolkenberg
wskaznikiem hemolitycznym saponiny. Waha sie on miedzy 1: 1000
a 1:75.000 u réznych organizmow, u czlowieka wynosi przeciegt-
nie 1:23.000, u krolka 1:33.000, u s$winki morskiej 1 :38.000.
Najczesciej wyrazony zostaje pelna liczba, oznaczajaca stosunek
rozpuszczalnika do ilosci saponiny (patrz Lindemann 7).
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Podobnie, jak wobec osmozy, tak i tutaj opornosé zalezna jest w duzym
stopniu od dzialania jonéw. CaCl, w roztworze zasadowym przeciwdziala hemo-
lizie i prawdopodobnie z tem wigze sig¢ obnizenie rezystencji po wycigciu gruczo-
téw przytarczycznych. Séd powieksza u czlowieka opornoéé wobec saponiny
mniej niz potas, u innych zwierzat K bardziej przeciwdziala hemolizie, podczas gdy,
jak wyze) wspomnialem, wplyw osmozy bywa zawsze wiecej zahamowany przez Na.
Z anjonéw Cl bardziej sprzyja hemolizie od J. natomiast wzgledem osmozy dziala
bardziej hemolitycznie (Hober (1?). Jeszcze silniej od Cl wplywa hemolitycznie SO; —
wobec osmozy zaé SO, wzmaga najbardziej opornosé krwinek. Tak wigc jony,
zmniejszajace rezystencje wzgledem saponiny, powiekszajg )a wzgledem osmozy
i naodwrot. Przyczyny tego zjawiska dopatruje si¢ H8ber w tem, ze koloidy cialek
czerwonych laczace si¢ z saponing, tworza nowe zespoly o innym naboju elek-

trycznym i wskutek tego zmienia sie wrazliwoéé¢ na sole

Specjalnie wazne znaczenie dla opornosci wzgledem saponiny ma kwas
fosforowy, Port ('), opierajac sie na analizach Abderhaldena, odnoszacych sie do
ilosci kwasu fosforowego w cialkach czerwonych réznych gatunkow zwierzat.
dochodzi do wniosku, Ze opornoéé¢ wzgledem saponiny bywa tem wieksza, im
mniej w cialk. czerw. znajduje sie kwasu fosforowego — a wiec znéw istnieje tu
antagonizm wobec rezystencji osmotycznej, ktéra. jak wyzej wspomniano, przez
wewngtrzkomorkowy kwas fosforowy zostaje powiekszona.

Natomiast wplyw reakcji krwi na opornosé wobec saponiny i osmozy jest
doéé zblizony. Najwyzsza wytrzymaloéé wzgledem obu czynnikéw hemolitycznych
zachodzi przy reakcji slabo zasadowej, dla saponiny przy pH == 8,7 — 9.6, dla
osmozy 9.5, niektdrzy jednak autorowie, jak Hara-Karno (*) znajduja maximum rezy-
stencji przy reakcji obojetnej. Im nizsze pH, tem intensywniejsze staje si¢ dziala-
nie saponiny. Mond tfomaczy to w ten sposéb, ze zaréwno saponina, jak i [H']
stracaja cze$é koloidéw protoplazmy i ze wplyw obu czynnikéw destrukcyjnych
sumuje sig. Bodansky(?’) stwierdza znaczne zwiekszanie wrazliwosci krwinek ponizej
pH = 4,6, a najwieksza opornosé¢ przy pH == 10,

Nietylko stabo zasadowa reakcja hamuje dzialanie saponiny, ale tez, naod-
wrét, dodanie saponiny w malem stezeniu do roztworu zasadowego, z wyjatkiem
CaCl,, przeciwdziala, hemolizie jak stwierdzil! Mond.

W obecnosci mydel saponina nie dziala hemolitycznie, jedynie estry kwasu
oleinowego zmniejszaja opornosé krwinek. Ten hamujgcy wplyw myde! pocho-
dzi — jak sadzi Jarisch — prawdopodobnie stagd, ze mydla, jako ciala czynne po-
wierzchniowo, gromadzg si¢ na granicy krwinek, zatrzymujg tam czeséé saponiny
i uniemozliwiaja jej dzialanie hemolityczne.

Ogrzanie do 55° zwieksza opornosé krwinek wobec saponiny. Rywosch (Y)
przyjmuje réownolegloéé rezystencji krwinek wobec saponiny i ciepla i znajduje, ze
erytrocyty, oporniejsze na dzialanie saponiny, sa rowniez wytrzymalsze wzgledem
ciepla,

Narkotyki poczatkowo zmniejszajg. potem powieks.aja rezystencje wzgledem

saponiny, dzialsja wigc odwrotnie, niz na opornoéé wzgledem osmozy.
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Najwazniejsza rola w dzialaniu hemolitycznem saponiny przypada lipoidom,
a szczegdlnie cholesterynie. Obecnoéé jej w surowicy hamuje destrukcyjny wplyw
saponiny, jest jakby odtrutka, dlatego tez saponina, wprowadzona do krwi, nie
dziala hemolitycznie. Natomiast cholesteryna, zawarta w cialtkach czerwonych,.
wedlug Rausoma (18) ulatwia hemoliz¢, a nawet obecnoéé jej w krwinkach ma byé
koniecznym warunkiem dzialania saponiny. Jednakowoz Rywosch (7). zywiac biale
szczury cholesteryna i tluszczem przez 4 tygodnie, stwierdza wrrost opornosdci
wzgledem saponiny. a obnizenie wobec osmory, i stad sadzi w przeciwienstwie
do Ransoma, ze krwinki najbardziej wytrzymale na saponing, zawieraja w zrebie
najwiekszg iloéé cholesteryny,

Badania innych autoréw wykazaly jednak, ze donioélejsza dla dzialania
saponiny jest rola lecyryny w krwinkach, Jesli weding Pascucciego (30) badaé do-
swiadczalnie dzialanie saponiny poprzez jedwabna blone, przesigknieta roztworem
cholesteryny i lecytyny, to okazuje sie. Ze blony te sy tem mniej przepuszczalne,
im wigcej jest w nich cholesteryny, natomiast do ilosci lecytyny dziatanie bywa
wprost proporcjonalne. Stad wnioskuje Rywosch (7). ze lecytyna gra wazniejsza role
przy hemolizie od cholesteryny. Poglad ten odpowiada réwniez wynikom Jarischa
(13), ktory stwierdzal, ze krwinki zmieszane z lecytyna i przemyte potem solg izo-
toniczna, fatwiej podlegaja hemolizie, prawdopodobnie naskutek naladowania lecy-
tyna. Po pewnym jednak czasie predzej od normalnych wzmagaja swa opornosé,
co autor tlomaczy tem. ze lipoidy wtenczas zgeszczaja si¢ na powierzchni i zatrzy-
mujg tam saponine.

Lecytyna, dodana do roztworu saponiny, nie pozbawia jej wedlug Koberta (31)
wtasnosci hemolitycznych. Jarisch natomiast zgodnie z pogladami Ransoma zauwazyl
wtenczas zahamowanie hemolizy. Nowsze badania Bernarda (32) wskazujg, ze rze-
czywiscie lecytyna dodana do bardzo stabych roztworéw saponiny, hamuje hemo-
lize. Luger, Weiss-Osborn i Ehrentheil (33) znajduja. ze lecytyna w duzych koncentra-
cjach hamuje, w érednich sprzyja a w najnizszych pozostaje bez wplywu na hemo-
lityczne dzialanie saponiny. — Wreszcie Hattoril (34) na podstawie doswiadczen
z wplywem saponiny na mieszaning cholesteryny i lecytyny dochodzi do wniosku,
ze hemoliza powstaje na skutek laczenia si¢ saponiny z lecytyna.

Miedzy wrazliwoéciag krwinek na dzialanie saponiny i osmozy istnieje wedlug
Rywoscha scisly antagonizm; im krwinki zwierzat pewnego gatunku s3 oporniejsze
na saponine, tem latwiej podlegaja hemolizie osmotycznej. Do najbardziej opor-
nych wzgledem osmozy nalezy swinka morska, bialy szczur, do najmniej wytrzy-
malych—baran; wzgledem saponiny naodwrét: krwinki barana sa najwigcej oporne.
Moznaby oczekiwaé, ze zawsze ze wzrostem rezystencji osmotycznej maleje wy-
trzymalo$é wzgledem saponiny. Tak jednak, zdaje sig, nie jest. Sattler (35) znalazt
np. %e po transfuzji powicksza sie¢ opornosé¢ zaréwno wzgledem saponiny, jak
i osmozy. Handowsky (36) stwierdzil po upustach krwi najpierw zmniejszenie, po
8 dniach powiekszenie opornoéci wobec saponiny., a wigc to samo zjawisko, ktore
spostrzegl najpierw Snapper na zwierzetach, a pozniej Bauer i Aschner na czlowieku
w stosunku do osmozy, Ostatni autorowie tlomacza poczatkowe obnizenie rezy-

stencji nie przewaga starych krwinek, ale zwickszeniem ilosci jonow CI w krwin-
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kach bezposrednio po upustach krwi Antagonizmu niema tez przy zoéltaczce.
w czasie ktdrej zwiekszona jest opornoéé zaréwno wobec osmozy jak i saponiny.
To samo spotyka sie w ciazy. Ostatnio w badaniach nad opornoscia krwinek
w z6ltaczce hemolitycznej znajduja Tempka i Braun (37) normalng opornosé wobec
saponiny przy zmniejSzonej rezystencji osmotycznej, w niedokrwistosci zloéliwej

wzmozona wrazliwoéé wzgledem saponiny przy normalnej rezystencji osmotycznej.

Metoda.

W badaniach wlasnych poslugiwalem sie metoda Hamburgera
z malemi tylko odchyleniami. Krew, brana czlowiekowi z palca
a zwierzetom z serca strzykawka, wpuszczonag byla bezposrednio
do naczynia z 40-krotna iloscia Na, SO, kryst. 3,15%,, a nie przez
posrednictwo parafinowanego bloczka, jak zaleca Hamburger. gdyz
w ten sposob jeszcze pewniej udawalo sie uniknaé¢ skrzepniecia.
Po odwirowaniu w specjalnych probdéwkach, majacych wazka
czes¢ podstawowa w celu dokladniejszego uwydatnienia wyso-
kosci stupa krwinek, osad rozcienczalem dwukrotnie Na, SO,
(jak wyzej). Nastepnie 0,05 cm® tej zawiesiny (a wiec zawsze
stala ilos¢) dodawalem dla oznaczenia rezystencji osmotycznej
do 2 cm? roztworéw soli kuchennej hipotonicznej o réznem ste-
zeniu od 0,08°, do 0,58°, oraz izotonicznej, albo do 2 cm? roz-
tworéw saponiny alb. pur. Merck w 0,85, NaCl w stosunku od
1:400.000 do 1:10.000. Dla okreslenia wiec opornosci wgledem
nsmozy, jak saponiny, stosowane byly zaréwno te same objetosci
krwinek, jak i plynu hemolizujacego, zawiesina cialek czerwonych
zawsze wiec byla 40-krotnie rozcieficzana. Za naczynia dla tych
roztworow sluzyly hematokryty, ktorych gérna czes¢ posiada
forme lejkowata, a dolna podstawowa o pojemnosci 0,05 cm?
tworzy rurke ze 100 podzialkami. Hamburger zaleca stosowacd
hematokryty o pojemnosci dolnej czesci 0,04 cm3, jednakowoz
dla orjentowania sie w zmianach wysokoéci osadu przy kazdora-
zowem wpuszczaniu 0.05 cm® zawiesiny wygodniej jest uzywaé
hematokrytow, ktorych czesé kalibrowana ma pojemnosé 0,05 cm?,
Te t. zw. chonohematokryty zamykalo sie od géry ebonitowemi
korkami w celu uniemozliwienia parowania. Po parokrotnem de-
likatnem wstrzasaniu w ciagu 10 — 30 minut, chonohematokryty
wirowalem, dla tylko oznaczania rezystencji maksymalnej czekalem
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okolo 3 godzin od chwili wprowadzenia krwinek do roztwo-
row  hipotonicznych. W roztworach saponiny ciatka czerwone
przebywaly zawsze 3 godziny przed wirowaniem dla kazdego ste-
zenia, posredniego miedzy rezystencja minimalna i maksy-
malna, oznaczalem %/, hemolizy w stosunku do pelnego rozpuszcza-
nia zawiesiny krwinek w 40-krotnej ilosci wody. W tym celu przy-
gotowywalem kazdorazowo 5%, 10%, 20%, ... az do 100°%/, roztwory
zawiesiny 0,05 cm?® krwinek w 2 cm?® wody. Wszystkie rurki po-
siadaly jednakowa srednice i grubosé szkla, co jest konieczne z tego
wzgledu, ze rozpoznawanie koloru w duzym stopniu zalezy od
grubosci warstwy plynu. Na p-rdstawie tych oznaczen kreslono
potem krzywa rezystencji, wyrazajaca ilos¢ °/, shemolizowanych
krwinek w réznych roztworach. Srednia z 12-u doswiadczen byla
wyrazem opornosci krwinek danego gatunku.

Dla oznaczania rezystencji przeciw saponinie przygotowywa-
lem kadorazowo s$wieze roztwory w NaCl 0,85°, ze steze-
niem saponiny 1:10.000 dla krwinek ludzkich, i 1:20.000 dla krwi-
nek krolika 1 swinki morskiej. Do wyzej opisanych chonohema-
tokrytow nalewalem po 2 cm? 1) czystego NaCl 0,85%, 2) 1,9 cm?®
NaCl 0,85% 40,1 ¢cm?® sapon. 1:10.000 lub 1:20.000, — 3) 1,8 cm?
NaCl 0,85% -+ 0,2 cm® sapon. idem. ..... 19) 0,2 cm® NaCl 0,85%-
+ 1,8 cm® sapon. idem. 20) 0,1 cm?® NaCl 0,85% 4+ 1,9 cm?® sapon.
idem. 21) 2 cm3 czystej sapon. idem., i do nich dodawalem 0,05 cm?
zawiesiny krwinek. Podobnie jak w roztworach hipotonicznych,
tak i tutaj okreslano % hemolizy.

Dla stwierdzenia rezystencji minimalnej oznaczy¢ trzeba bylo
jaknajdokladniej pierwsze uwydatnienie sie zoéltawego odcieniu
po odcentryfugowaniu w roztworach hipotonicznych w poréwnaniu
z izotonicznym NaCl, w ktéorym réwniez krwinki zostaly odwiro-
wane. Nie mozna porownywaé z zupelnie swiezemi roztworami
soli, co, rzecz szczegdlna, nie bywa przez autorow podkreslane,
roztwor swiezy bowiem rozni sie zawsze odcieniem swym nawet
od calkiem izotonicznego, pozostalego po odwirowaniu. Zabarwie-
nie to nie jest wylacznie nastepstwem liotropowego wplywu
NaCl, gdyz po dodaniu CaCl, plyn izotoniczny po odcen-
tryfugowaniu w nim krwinek tez nie dorownywa bezbarwnoscia
swoja catkiem $wiezemu. Wstrzasanie przed wirowaniem rowniez
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nie gra wieksze} roli, gdyz ograniczyé je mozna do minimum,
a mimo to uwydatnia sie roznica. Prawdopodobnie ta czgsciowa
hemoliza jest nastepstwem mechanicznego uszkodzenia niektérych
krwinek podczas wirowania. Porownywaé wiec zawsze nalezy mie-
dzy soba tylko roztwory hipotoniczne i izotoniczne, pozostale po
odwirowaniu. Dla dokladniejszego odrézniania barwy trzeba je
przela¢ z chonohematokrytow do rurek o tej samej srednicy i gru-
bosci szkla, co rurki z zabarwionemi roztworami poréwnawczemi,
w chonohematokrytach utrudnia bowiem poréwnywanie odbicie
swiatla od osadu krwinek.

Przy oznaczeniach rezystencji maksymalnej, czyli roztworu
najbardziej hipotonicznego, w ktorym jeszcze $lad krwinek bywa
zachowany, zachodzi¢ moga nieraz watpliwosci co do tego, czy
widoczna resztke osadu uwazaé nalezy za cialka czerwone, czy
tez za inne elementy. Badanie mikroskopowe dna probowki, w kto-
re] odbywalo sie wirowanie, wykaza¢ moze nawet w wypadkach
braku wszelkiego osadu poszczegélne krwinki. Dlatego tez lepiej
poslugiwaé sie tu ocena makroskopowa i uwazaé za opornosé
maksymalna roztwér, w ktéorym zauwazyé mozna ostatnia resztke
cialek czerwonych.

W stezeniach wiekszych od bezposrednio poprzedzajacych
znaczniejsza hemolize krwinki staja sie najbardziej napeczniale,
to tez objetosé ich bywa tutaj najwieksza. Wysokosé osadu, mie-
rzona w podzialkach chonohematokrytu, przewyzszaé moze o 50°%,
pozostaly po odwirowaniu w soli izotonicznej. U czlowieka pozio-
mo najwyzszy osad uwydatnia sie zwykle w 0,42 — 0,38% NaCl,
u krolika w 0,48 —0,46% NaCl, u swinki morskiej w 0,44 — 0,40%
NaCl, chociaz hemolizie poczatkowej czyli opornosci minimalnej
odpowiadaja roztwory o stezeniu soli wiekszem. Zgodnie z tem
znajduja Ponder, Saslow (38) najwieksza objetosé krwinek krolika,
mierzona t. zw. dyfraktometrem, w 0,48 i 0,46°% NaCl. Powieksze-
nie objetosci cialek czerwonych jest jednak mniejsze niz naleza-
loby sie spodziewaé¢, gdyby uwazaé¢ krwinki za wlasciwy osmo-
metr. Ege (16) objasnia zjawisko to obecnoscig w cialkach czer-
wonych wody nietylko wolnej, ale tez i zwiazanej, jedynie pierw-
sza bowiem bierze udzial w wymianie osmotycznej, natomiast
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Ponder i Saslow tlomacza je wydostawaniem si¢ osmotycznie sub-~
stancji czynnych z krwinek w czasie pecznienia.

llos¢ procentowa retikulocytéw oznaczana byla przez przy-
zyciowe barwienie rozmazanych preparatow krwi brylantyna kre-
zylowa.

Wyniki.
Odpornosé wzgledem osmozy.

Dla ustalenia granic opornosci minimalnej i maksymalnej
wzgledem osmozy wykonalem ogoélem 36 doswiadczen, po 12
z krwinkami czlowieka, krolika i swinki morskiej.

Jak wykazuje przytoczone krzywa, przedstawiajaca sred-
nia z 12 doswiadczen, U CZLOWIEKA rezystencji mini-
malnej odpowiada NaCl 0,50%. W 5-iu oznaczaniach pierwszy
odcien zoltawy zjawial sie jednak dopiero w 0,48 NaCl. Bardzo
nieznaczna, zaledwie pare o wynoszaca, hemoliza utrzymuje sie
az do 0,40 — 0,38% NaCl, dopiero tutaj zaczyna sie uwydatniaé
zabarwienie wyrazniejsze. Czasem réznica koloru w roztworach
0,50 — 0,40°/, NaCl bywa tak niewielka, ze trudno sie zdecydo-
waé, czy hemolize te uwazaé nalezy juz za osmotyczna, czy tez
za powstala na skutek mechanicznego uszkodzenia krwinek pod-
czas wirowania. Prawdopodobnie mamy tu do czynienia z zsumo-
waniem obu rodzajow destrukcyjnych bodzcow. U niektérych oséb
hemoliza bardzo nieznaczna moze sie jeszcze dalej utrzvmywadc.
Tak np. u mechanika Zakladu Fizjologji U. ]. pierwsza zauwazyé
sie dajaca rdéznica, odpowiadajaca minimalnej rezystencji, powsta-
wala réowniez w 0,48% NaCl natomiast pierwsza wyrazniejsza he-
moliza dopiero w 0,34% NaCl. Réznice indywidualne sa wigc dosé
znaczne. To tez nic dziwnego, ze wynikiréznych autoréw sa rozbiezne,
ze jedni podajg, jak juz wspomniane 0,50, inni 0,48 — 0,46, wresz-
cie inni 0,42 — 0,38% NaCl. Lecz przy dokladnem obserwowaniu
porownawczem odcieni przeciw bialemu tlu mozna zwykle spo-
strzec u czlowieka miedzy 0,521 0,48%% NaCl pierwszy slad wzmo-
zenia hemolizy, ktorej 3 — 1% powstaje juz mechanicznie podczas
wirowania 1 uwydatnia sie w 0,85% NaCl.
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Glowny przyrost hemolizy nastepuje zwykle miedzy 0,36
1 0,34% NaCl. Na krzywej Nr. | w tem miejscu linja ma najbar-
dziej stromy przebieg, chociaz i w 2.ch poprzednich roztworach
o mniejszej hypotonji réznice hemolizy osiagaja juz stopien znacz-
ny. W roztworze 0,32°% NaCl hemoliza zbliza sie do pelnej, w osa-
dzie po odwirowaniu pozostaje jednak pewna nieznaczna ilosé
krwinek nierozpuszczonych. Osad ten utrzymuje sie bardzo upor-
czywie, znika czasem dopiero, jak np. w mam dosw. VIII. calko-
wicie w 0,10% NaCl.

Za odpowiadajace rezystencji maksymalnej przyjaé wiec mozna
stezenie NaCl 0,12%, w ktorem jeszcze mala ilos¢ najbardziej opor-
nych cialek czerwonych, wynoszaca !/, — !/, jednej podzialki cho-
nohematokrytu, utrzymuje sie, chociaz wahania od 0,18 — 0,10%
NaCl naleza do reguly. Ta ogromna rozpietosé rezystencji krwi
ludzkiej éwiadczy o wielkiej réznorodnosci krwinek, o szybkiem
starzeniu sie, mozna ja wreszcie uwazac¢ za wyraz roznic chemicz-
nych pomiedzy poszczegdlnemi cialkami.

llos¢ retikulocytéw, wynosita 0,3—0,5% przy s$rednio 4,8 milj.
c. czerw. w | mm,.

Zupelnie inny wyglad ma krzywa rezystencji osmotycznej
krwinek KROLIKOW. Chociaz oporno$é¢ minimalna przypada tak
samo, jak u czlowieka na 0,52 lub 0,50% NaCl, to jednak gléwny
skok hemolizy nastepuje w mniej hypotonicznych roztworach,
anizell u czlowieka. W stezeniu 0,38% NaCl, w ktérem na wieksza
skale zaczyna sie dopiero hemoliza krwinek ludzkich, cialka czer-
wone krolika sa juz prawie calkowicie shemolizowane. Gléwny
przyrost hemolizy uwydatnia sie miedzy 0,50 i1 0,40°% NaCl. Hemo-
liza pelna, oznaczona kalorymetrycznie, nastepuje miedzy 0,40
10,36°% NaCl, a w stezeniu 0,32 — 0,26% NaCl znika juz zazwy-
czaj osad czerwony i pozostaje tylko na dnie masa, zfozona z cia-
ek bialych i cieni cialek czerwonych.

Rezystencja krwinek krélikéw jest wiec znacznie mniejsza od
ludzkich; w stezeniach, ktére dla krolika sa juz wyrazem opornosci
maksymalnej,u czlowiekadopierosladyhemolizybywajauwydatnione.

Szeroko$é rezystencji rowniez jest mniejsza, rozciaga sie ona
miedzy 0,52 i 0,30°% NaCl, podczas gdy u czlowieka granice jej
wynosza 0,52 1 0,12% NaCl.
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Porownawcze badania opornosci krwi, pobranej z ucha i serca,

réznicy zadnej nie wykazywaly.

Wysokosé slupa krwinek osiagala w chonohematckrytach naj-
wyzszy poziom w 0,48 —0,46°% NaCl, czasem tylko, jak np. w dosw.
XVI, w 0,52 — 0,50°% NaCl,

Linja przerywana (fig. |) przedstawia srednia z 12 oznaczen,
a doswiadczenie XVI daje obraz nietylko % hemolizy, ale tez
i stopnia napecznienia krwinek w podzialkach chonohematokrytu.

Fig. 1.
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Kréliki, uzywane dla tych doswiadczen, masci szaro bialej,

odzywiaae byly owsem 1 pszenica.
éredniej z 10 oznaczan na 1,2 — 1,5% przy ilodci cialek czerwo-

Opornoéé osmotyczna c. czerw. SWINEK MORSKICH oka-

llosé retikulocytow we krwi ustalona zostala na podstawie

nych w 1 mm? 4.400.000 — 5.100.000.
zuje sie znacznie wigksza, anizeli u krolikow, naogol zblizona jest
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bardzo do rezystencji krwinek ludzkich, jednak nieco ja prze-
wyzsza. Szczegdlnie odnosi sie do rezystencji minimalnej. Tylko
w 2-ch przypadkach (na 12) odpowiadala ona 0,50°% NaCl, w 2—
0,48% NaCl, w 6 doswiadcz. — 0,46% NaCl, a w 2 — 0,44% NaCl.
Wahania odbywaja sie wiec miedzy 0,52 i 0,44% NaCl. Pierwszy
raptowniejszy przyrost hemolizy nastepuje, podobnie jak u czlo-
wieka, w jednych przypadkach miedzy 0,40°/, NaCl i 0,38% NaCl
w innych 0,38 i 0,34% NaCl. W roztworze 0,30°/, NaCl zawsze he-
moliza mierzona kolorymetrycznie, dochodzila juz do 100%,. Slad
osadu krwinek widoczny bywal jeszcze w stezeniu 0,28°/, NaCl,
a znikal zupelnie w 0,26°/, NaCl. Za rezystencje¢ maksymalna uwa-
za¢ wigc mozna dla swinki morskiej 0,28 %/, NaCl, czyli nieznacz-
nie tylko przewyzsza ona takaz sama wytrzymalosé krwinek kré-
lika i jest o wiele mniejsza od opornosci krwinek ludzkich.

Szerokosé rezystencji (0,48 — 0,28°/, NaCl) jest troche mniej-
sza anizeli u krolika i znacznie mniejsza od ludzkie;.

Wysokosé stupa krwinek w chonohematokrytach osiagala po
odwirowaniu najwyzszy poziom 0,42 — 0,40°/, NaCl, a wiec bez-
posrednio przed pierwszym znaczniejszym skokiem, 1 w porowna-
niu z cialtkami czerwonemi krélika i czlowieka byla nieco wieksza.

Krew bralem stale strzykawka ze serca w ilosci | — 2 cm?
Zwierzeta masci szaro — bialej lub zoélto-czarno-bialej zywione
byly podobnie, jak kroliki, owsem, pszenica 1 marchwia.

Linja kropkowana (Fig. 1) daje obraz rezystencji cialek czer-
wonych swinki morskiej wobec osmozy.

[los¢ retikulocytow wynosita 0,6 — 1,2%, przy 3.800.000 —
5,000.000 krwinek w 1 mm3.

Opornosé krwinek wobec saponiny.

Dla badania opornosci wobec saponiny postepowalem, jak
juz wspomniano, zupelnie w analogiczny sposéb, jak dla oznacza-
nia opornosci osmotycznej.

Wytrzymalosé krwinek CZLOWIEKA wobec saponiny wy-
razona jest na krzywej Nr. 2 (linja ciagla). Rezystencji minimalnej
odpowiada roztwér soli izotonicznej, zawierajacy na 2 cm® —
0,4 cm.’ saponiny 1 : 10.000, czyli stezenie sapon. 1:50,000. Tylko
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w 3 z poérod 12 oznaczan juz w 0,3 cm? sap. 1:10.000 mozna bylo
rozpoznaé slad wzmozonej hemolizy. Pierwsze wyrazniejsze za-
barwienie odwirowanego roztworu uwydatnia si¢ dopiero w 0,5 cm?
sap. czyli w stezeniu 1:40.000. Przyrost hemolizy wynosi tutaj
30 — 40%,. Taki sam skok uwydatnia sie¢ zwykle miedzy 0,51 0,6 cm?
sap., poczem stopniowo dochodzi w roztworze 1:20.000 czyli w | cm?
sap. + | cm® NaCl 0,85%, do kolorymetrycznie mierzonej 1009,
hemolizy. Nieznaczny osad krwinek atrzymuje si¢ jeszcze w kilku
bardziej stezonych roztworach i dopiero w 1,6 cm? sap. (I:12.500)
znika calkowicie. :

W wysokosci slupa krwinek, pozostajacego po odwirowaniu,
uwydatniaja si¢ pod wplywem wzrastajacego stezenia saponiny
te same zmiany, co i w nastepstwie dzialania osmozy. Krwinki
pecznieja rowniez przed hemoliza, lecz w znacznie mniejszym
stopniu, niz w hipotonicznych roztworach. Najwieksza wysokosé
osadu osiagnieta zostaje w 0,3 i 0,4 cm. sap. nieznacznie jednak
przekracza tylko poziom, pozostajacy po odcentryfugowaniu w soli
izotonicznej.

Krwinki KROLIKA wrazliwsze sa na dzialanie saponiny od
ludzkich, Stosujac roztwor saponiny 2-krotnie rozcienczony w po-
rébwnaniu z uzywanym dla badania opornosci krwinek ludzkich,
czyli 1:20.000, otrzymywalo sie poczatkowa hemolize w soli za-
wierajacej 0,3 lub 0,4 cm® sapon., najczesciej, w ostatniej, czyli
w saponinie | :100.000,

(Gléwny przyrost hemolizy nastepuje zwykle miedzy 0,6
(1:66.666) i 0,7 cm?® sap. oraz miedzy 0,7 i 0,8 (1:50.000)—jedna-
kowoz u niektorych krolikow powstaje juz miedzy 0,4 1 0,5 cm?.
Hemoliza pelna, mierzona kolorymetrycznie, osiagnieta zostaje
w 0,8 — 1,1 cm? sap. Osad, nie przekraczajacy jednej podziatki,
utrzymywadé sie moze az do stezenia 1,5—2,0 cm?® sap. Szerokosc
opornosci wzgledem saponiny jest wiec u krolika bardzo rozlegta.

Wysokosé slupa krwinek w chonohematokrytach osiagata
najwyzszy poziom w 0,3 — 0,4 cm® sap., lecz stan napecznienia
byl tu o wiele mniej znaczny, niz przy dzialaniu osmozy.

Cialka czerwone SWINEK MORSKICH maja jeszcze troche
mniejsza opornosé¢ minimalna na saponine, niz krélicze. Poczatkowo
hemoliza powstawala juz zawsze w 0,3 cm? sap. czyli w stezeniu
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1:133.333. Natomiast najsilniejsza zmiana barwy nastepowala do-
piero w wiekszych stezeniach, anizeli u krélika. powyzej 0,7 cm?®
sap. zas w tym roztworze ilos¢ shemolizowanych krwinek nie prze-
kraczala jeszcze 10°, Pelna hemoliza uwydatniala si¢ w 1,6 —
1,7 cm® sapon. Wszelki slad osadu znikal dopiero w 1,9 — 2 cm?;

Hemolin %/, Fig. 2.

100 {
90 |
80
70
60
Czlowiek
50
40
30
20 ¢

10 t

085 0,1
ToNall

cm?® sapon. 1:20,000 w 2 cm?® roztworu NaCl 0.85%,

rezystencji maksymalnej odpowiada wiec stezenie 1:20.000 sapon.
(Fig. Nr. 2, linja kropkowana).

Wysokosé slupa krwinek osiagala najwiekszy poziom prze«
cietnie w 0,6 cm?® sap. czyli w roztworze 1:33.333.

Streszczenie 1 wnioski.

Z przytoczonych wyzej badan wynika, ze opornos¢ minimal-
na krwinek czlowieka wobec osmozy odpowiada 0,52—0,48°/
NaCl. Wiekszy przyrost hemolizy powstaje dopiero w 0,38 —
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0,34% NaCl. Wahania w tych granicach uwazaé trzeha za tizjo-
logiczne.

Wzgledem saponiny rezystencja minimalna wyraza sie
stezeniem 1:50.000 sap. alb. pur. Merck w 0.85% NaCl, maksy-
malna 1:12,500. Gléwny skok zaznacza sie zwykle miedzy roz-
tworami 1:50,000 i 1:40,000 oraz 1:40.000 i 1:33.333.

Dla krwinek KROLIKA rezystencji minimalnej wobec hypo-
tonji odpowiada 0,52—0,50% NaCl, maksymalnej0,32-—0,26% NaCl.
Najwiekszy przyrost hemolizy uwydatnia sie najczesciej miedzy
0,48 — i 0,46 lub 0,46 i 0,44% NaCl.

Poczatkowa hemoliza pod wplywem saponiny zjawia sig
w |:100000, gtéwny przyrost miedzy |:66333 a |:50.000, hemo-
liza calkowita w 1:26.666 i 1:20,000.

SWINKI MORSKIE maja rezystencje osmotyczna krwinek,
zblizona do ludzkiej. Opornosé minimalna wyraza 0,52—0,44% NaCl.
Znaczniejszy przyrost hemolizy powstaje, podobnie jak u czlo-
wieka, miedzy 0,40 i 0,34°% NaCl. Opornos¢ maksymalnej odpo-
wiada 0,28% NaCl.

Wzgledem saponiny rezystencje minimalna stanowi 1:33.333,
maksymalna 1:21,052 — !:20.000; najwiekszy przyrost hemolizy
powstaje okolo stezenia 1 :-0.000.

Jezeli poréwnywaé wyniki, uzyskiwane u czlowieka, krolikow
i $winek morskich, to okazuje sie, ze krwinki $winek morskich
maja najwieksza opornos¢ minimalng wzgledem osmozy, krélicze
najmniejsza. Cialka czerwone ludzkie posiadaja najwieksza rezy-
stencje maksymalna — gléwne przyrosty hemolizy powstaja jed-
nak w tych samych prawie stezeniach, co u $winek morskich,
a przy znacznie wiekszej hipotonji, niz u krolikow. Wzgledem
saponiny rezystencja minimalna swinek morskich jest troche mniej-
sza, niz krolikow, glowne przyrosty hemolizy uwydatniaja sie
dopiero w roztworach saponiny bardziej stezonych. Cialka czlo-
wieka sa najmniej wrazliwe na saponine w slabych roztworach,
w silniejszych latwiej podlegaja hemolizie, niz krwinki $winek
morskich.

Wyniki, odnoszace sie do zwierzat laboratoryjnych, o tyle
zgodne sa z rezultatami, otrzymanemi przez Rywoscha, ze krwinki
dwinek morskich oporniejsze sa na osmoze od kroliczych, nato-
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miast bezwzglednego antagonizmu w stosunku do saponiny nie
mozna tu bylo stwierdzié. Tylko wlasciwa rezystencja minimalna
wzgledem saponiny byla u swinek morskich nizsza — wiekszosé
zas krwinek miala opornos¢ wyzsza, gdyz glowny przyrost hemo-
lizy powstawal u nich roztworach saponiny bardziej stezonych,
niz u krélikéw.

De !'Institut physiologique de I'Université de Cracovie.

RECHERCHES SUR LA RESISTANCE DES ERYTHROCYTES
a L’OSMOMOSE ET a LA SAPONINE.

P ar
J. KAULBERSZ

RESUME.

Pour entreprendre les recherches sur la résistance des éry-
throcytes dans les montagnes et dans les boites pneumatiques,
il fallait d’abord a cause des grandes divergeances de la défini-
tion de la résistance maximale et minimale chez 'homme et chez
les animaux de laboratoire, établir, en emp]oyant toujours la
méme meéthode, les limites des variations dans la plaine.

Il résultait de ces recherches que chez 'homme la rési-
stance minimale a 'osmose correspond a 0,52 - 0,48% NaCl, tandis
que la résistance maximale equivaut a 0,20 — 0,12 Nacl.”% L’au-
gmentation la plus sensible de '’hémolyse se produit entre 0,18
et 0,34°% NaCl. La résistance minimale a la saponine s’expri-
me par une concentration de |:50.000 (sapon. alb. par. Merck
dans 0,85% NaCl) et la résistance maximale par. 1:12.500. Des
solutions de NaCl a 0,52 — 0,50% correspondent a la résistance
osmotique minimale des érythrocytes du lapin. tandis que des
solutions de 0,32 — 0,25% équivalent a la résistance maximale.
L’augmentation la plus sensible se manifeste le plus souvant

entre 0,48 et 0,46 ou bien entre 0,46 et 0,44°% NaCl. L’hémolyse
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initiale des érythrocytes du lapin sous 'action de la saponine
a lieu dans 1:100.000, tandis que ’hémolyse compléte correspond
a1:33.333—1:20.000. La résistance osmotique des cobayes
se rapproche de celle de I’homme. La résistance minimale
s'exprime par 0,50 — 0,44°% NaCl. L’'augmentation plus forte de
I'hémolyse se produit, comme chez I'homme, entre 0,40 et 34%
NaCl. Une solution de NaCl a 0,28°% correspond a la résistence
maximale. La résistence minimale a la saponine se traduit
par 1:135.333, la résistance maximale par 1:20.000.

Si I'on compare les résultats, obtenus pour ’homme, le lapin,
et le cobaye, ont voit, que les érythrocytes des cobayes disposent
de la plus forte résistance minimale a I'osmose, tandis que ceux
des lapins sont les moins résistants. Les globules rouges de
I’homme sont doués de la plus grande résistance maximale; les
accroissement principaux de I’hémolyse se produisent toutefois
dans presque les mémes solutions, que chez les cobayes et en
présence d'une hypotonie beaucoup plus prononcée, que chez les
lapins.

La résistance minimale a la saponine est un peu plus faible
chez le cobayes, que chez les lapins; les augmentations princi-
pales de I’hémolyse ne se produisent que dans les solutions de
saponine beaucoup plus concentrées. Les érythrocytes humains
sont les moins sensibles a la saponine dans des solutions faibles,
mais dans des solutions plus fortes ils sont un peu plus facile-
ment hémolysés que ceux des cobayes.
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Wotyneto 10.1X 1932,

Z Zakladu Bakterjologii Wydzialu Weterynaryjnego Uniwersytetu Warszawskiego
(Kierownik Prof. Dr. Z. Szymanowski).

WPLYW BAKTERY] BANGA NA SZCZURY BIALE.

Podal
ARTUR BER.

We wrzesniu roku ubieglego przystapilem wraz z kol. Flak-

sem do zbadania wplywu bakteryj ronienia zakaznego

kréow Banga na szczury biale szczepione miesakiem Jen-
sena. Chodzilo z jednej strony o stwierdzenie czy paleczki Banga
wykazuja specjalne powinowactwo do tkanek intensywnie rosna-
cych i rozmnazajacych sie jak np. macica w ciazy, gruczol
mleczny w okresie laktacji, jadra w okresie rui, nowotwor i t. p.
z drugiej zas o zbadanie wplywu bakteryj na sam nowotwor.
Wstepne badania przeprowadzone na kilku zwierzetach wykazaly,
ze szczepy uzyte do doswiadczenia nie wywoluja u szczuréw zej-
écia émiertelnego, co pozostawalo w niezgodzie z danemi znajdu-
jacemi sie w piémiennictwie. Proby dokonywane na myszkach
stwierdzily ponad wszelka watpliwosé, ze dawki zaledwie dwa razy
mniejsze od stosowanych u szczuréow, myszy nie zabijaja. Dalsze
jednak doswiadczenia na szczurach wykazaly, ze zalozenie o nie-
zjadliwosci paleczek Banga w stosunku do tych zwierzat nie jest
sluszne. Okazalo sie, ze szczury sa znacznie wrazliwsze od my-
szy. Nasunelo si¢ pytanie czy nie nadawalyby sie one do bada-
nia mleka rynkowego na obecnosé¢ paleczek ronienia zakaznego.
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W tym kierunku zostaly : przeprowadzone systematyczne badania.
Wyniki tych badan zostaly zebrane w niniejszej pracy.

Dotychczasowe badania autorow, ktorzy sie zajmo-
wali zagadnieniem zjadliwosci paleczki Banga w stosunku do
szczurdow, chociaz bardzo nieliczne, stwierdzaja zgodnie znaczna
wrazliwo$é tych zwierzat w sensie czesto wystepujacego zejécia
$miertelnego.

Holth (1911) szczepil 4 szczurom wagi okolo 50 graméw do-
otrzewnowo po 0,5 wzgl. 1,0 cecm. hodowli buljonowej paleczek
Banga szczepéw | wzgl. V. Trzy szczury padly po uply-
wie 24 godzin, jeden zas$ po 48 godzinach. U wszystkich 2znale-
ziono bakterje we krwi. Dwa szczury szczepione surowica odpornos-
ciowa, a nastepnie zawiesina bakteryj szcze