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            FORTALE TIL ANDEN UDGAVE.
   

         

         Første Udgave af denne Lærebog udkom 1885 som Særtryk af „Nordiskt medicinskt Arkiv“. Den nye Udgaves betydeligt forøgede Omfang skyldes for en Del den Omstændighed, at en Vejledning til mikroskopisk Undersøgelse af Bakterierne er medoptaget i den; men desuden har Bakteriologiens livlige Udvikling i de forløbne År nødvendiggjort en Omarbejdelse og Udvidning af alle Bogens Kapitler.

         Under Udarbejdelsen har jeg haft to Formål for Øje: Dels har jeg søgt at gjøre Bogen til en brugelig Ledetråd ved bakteriologiske Kursus for Medicinere og Veterinærer; dels har jeg stræbt at give den en sådan Form, at den kunde være til Hjælp for dem, der ere henviste til at arbejde i deres Hjem uden en Lærers Vejledning, og som på egen Hånd ville udføre de for Pathologien og Hygiejnen vigtigste bakteriologiske Grundforsøg.

         Jeg har derfor ikke taget Sigte på at give en fuldstændigt udtømmende Fremstilling af hele den bakteriologiske Teknik, men på at fremhæve de simpleste og lettest overkommelige Apparater og Methoder, der ikke altfor meget fordyre Indretningen af et „Hjemme-Laboratorium“, samt på at beskrive disse tilstrækkeligt elementært og udførligt.

         Dem, der ønsker en mere omfattende Behandling af Æmnet, kan jeg henvise til Hueppe’s die Methoden der Bakterienforschung, Wiesbaden 1889.

          
   

         Kjøbenhavn, Februar 1889.
      

         C. J. S.

         ––––––––––
   

      
   


   
      
         
            FORTALE TIL TREDJE UDGAVE.
   

         

         Efterat „Bakteriologisk Teknik for Medicinere“ allerede i Aar og Dag har været udsolgt, fremkommer den nu i tredje omarbejdede og forøgede Udgave.

         Omarbejdede ere så godt som alle Bogens Kapitler, men kun et enkelt af dem — det tolvte — har det været nødvendigt at give en helt ny Skikkelse.

         Forøget er denne Udgave først og fremmest ved Tilføjelsen af et nyt Kapitel, som indeholder Vejledning til Indsamling og Opbevaring af Renkulturer, og i hvilket desuden den bakteriologiskkliniske Undersøgelse er udførligt behandlet. Jeg har nemlig så ofte haft Lejlighed til at se, hvor vanskeligt det er, selv for vel instruerede unge Medicinere at arbejde bakteriologisk på egen Hånd, at jeg har fundet det hensigtsmæssigt at samle i ét Kapitel sådanne Anvisninger og Vink, som kunne lette dem Arbejdet ved Indsamlingen af mikrobiologisk Undersøgelsesmateriale. Af samme Grund har jeg vedføjet Tillægget om Protozoerne, som er en kun lidet forandret Oversættelse af et Kapitel i Bogens franske Udgave1. Endvidere er Omfanget forøget derved, at flere Instrumenter, som vare udeladte i de tidligere Udgaver (Autoklave, Kvægsølvluftpumpe), ere medoptagne i denne. Jeg har imidlertid bestræbt mig for til Trods for denne Forøgelse af Stoffet at holde Bogen i Overensstemmelse med det Program, som er givet i Fortalen til anden Udgave.

         Det vedføjede udførlige Register vil, håber jeg, i flere Henseender bidrage til at forøge Bogens Brugbarhed.

          
   

         Kjøbenhavn, August 1894.
      

         C. J. S.

         ––––––––––
   

      
   


   
      
         
            KAPITEL I.
   

            Sterilisation.
   

         

         Den bakteriologiske Teknik må først og fremmest give os Midler i Hænde til at adskille de forskjellige Bakterieformer fra hverandre og til at dyrke hver enkelt i fuldkommen ren Tilstand; Rendyrkningen er en nødvendig Forudsætning for et pålideligt Studium af disse mikroskopiske Organismers Morfologi og Fysiologi.

         Det er bekendt nok, at Rendyrkningen af den enkelte Bakterieform er omgjærdet med ganske særlige Vanskeligheder, forårsagede navnlig ved Bakteriernes uhyre Lidenhed, store Talrighed og overordentlige Udbredelse — man kunde sige Allestedsnærværelse. Enhver Genstand, som henstår en kort Tid ubedækket i Luften, er jo udsat for at forurenses med spiredygtige Kim, som med Støvet sænke sig ned på dens Overflade; enhver Berøring med Hænder eller Klæder medfører samme Fare. Denne tilfældige og lidet iøjnefaldende Forurensning må vi først af alt lære at bekæmpe og forhindre; thi det er en Selvfølge, at alle de Beholdere, Instrumenter, Vædsker o. s. v., som vi skulle benytte ved Rendyrkningen, ikke blot må være „rene“ i den Betydning af Ordet, i hvilken Kemikerne bruge det, men at de tillige må være rene i bakteriologisk Forstand, sterile, som det kaldes, d. v. s. fri for spiredygtige Kim.

         Høj Varme er det almindeligst benyttede Sterilisationsmiddel; men alt efter Materialets Natur må Varmen anvendes på forskjellig Måde og i forskjellig Grad. En Platintråd f. Ex. steriliserer man bedst ved1
      ) Glødning i fri Flamme — et Knivsblad derimod eller en Sax vil man af let forståelige Grunde ikke udsætte for Glødning; dem indskrænker man sig til at „flambere“, at 2
      ) flammerense, d. v. s., trække så længe frem og tilbage gjennem Flammen, at man er sikker på, at hele deres Overflade har været opvarmet til mindst et Par Hundrede Graders Varme, og at således alle Kimene ere brændte bort.

         Det er dog kun undtagelsesvis, at Glødning eller Flammerensning lader sig anvende. Har man med Glasbeholdere, Metalsager, Vat, Papir o. lign. at gjøre, da steriliserer man dem som oftest i 3
      ) varm Luft ved omtrent 150° C. Ved Tilberedelsen af de fleste flydende og faste Næringssubstrater kan man hurtigst og sikkrest nå Målet ved Hjælp af en Papins Gryde, en „Autoklave“, i hvilken Sterilisationen foretages 4
      ) ved spændte Vanddampe af 110° til 120°, eller man indskrænker sig til at bruge Kogevarme — enten man nu simpelthen 5
      ) bringer de omspurgte Stoffer i Kog eller opheder dem til 100° ved Hjælp af 6
      ) strømmende Vanddampe. Undertiden kan man endog nødes til at benytte en endnu 7
      ) lavere Varmegrad — 60° til 70°-for at dræbe Kimene (i Serum f. Ex.).

         Foruden høj Varme komme i enkelte Tilfælde også Filtration og desinficerende Stoffer til Anvendelse som Sterilisationsmidler.

         Det Instrumentarium, man behøver for at kunne sterilisere Apparater og Substrater, der anvendes ved de senere beskrevne Forsøg, ere — foruden en almindelig, ikke lysende Gas- (eller Sprit-) flamme — følgende:

         1) En Sterilisationskasse, i hvilken Glas- og Metalsager, Vat, Papir o. s. v. ophedes til omtrent 150° ved Hjælp af varm Luft.

         Hertil benyttes i Laboratoriet en 30 Ctm. høj, 35 Ctm. bred og 23 Ctm. dyb, dobbeltvægget Jærnkasse med et Rør til Anbringelse af et Thermometer i Loftet, en Dør på Siden og med et løst liggende Mellemstykke i den yderste Bundvæg, mod hvilket den store Gasflamme (f. Ex. fra en Trebrænder) stadigt spiller, og som derfor efter længere Tids Brug gjennembrændes; er dette sket, behøver man blot at lægge en ny Jærnplade ind uden at underkaste hele Apparatet en Reparation.

         Man kan imidlertid nøjes med mindre, idet man kan omdanne en af de almindelige (omtrent 24 Ctm. høje, 22 Ctm. brede og 24 Ctm. dybe) Kikskasser, der sælges i Urteboderne som brugt Emballage, til en fortræffelig Sterilisationskasse (se Fig. 1—2). I Låget lader man hugge et cirkelrundt Hul, hvori anbringes en gjennemboret Korkprop, som bærer Thermometret, hvis Skala må nå op til et Par Hundrede Grader. For Lufttrækkets Skyld slås endvidere på hver af de 4 Sideflader et lille Hul nær den nederste, og et lignende nær den
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         Fig. 1.
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         Fig. 2.
   

         Fig. 1. Sterilisationskasse til Sterilisation i varm Luft ved 150°, dannet af en filtbeklædt Kikskasse med Thermometer i Låget og indlagt Jærntvistplade (smlg. Gjennemsnitstegninen Fig. 2.)
   

          
   

         øverste Rand, således at de ej dækkes af det nedenfor beskrevne Filtbelte. I Kassen lægges et firkantet Stykke stærkt Jærntvist (f. Ex. galvaniseret Jærntvist Nr. 3 fra Zieglers Fabrik), hvis Rande ere således ombøjede, at de holdes i omtrent 2 Ctm.s Afstand fra Bunden; herved forhindres de Gjenstande, der skulle steriliseres, fra at komme i umiddelbar Berøring med denne. Kassen omgives med en slet Varmeleder, hvortil man bedst vælger Filt: Et Stykke, der dækker Låget og i Midten er forsynet med et Hul, gjennem hvilket Korkprop og Thermometer kunne gå, et andet Stykke, der er langt nok til at kunne vikles om alle Kassens fire Sider og så bredt, at det dækker de øverste tre Fjerdedele af disse; den nederste Fjerdedel bør man lade udækket for at undgå, at Filtet svides eller antændes; dette Filtbælte fæstes simpelthen med nogle stramt bundne Seglgarnsstykker. Opvarmningen sker ved et (eller flere) Gasblus, efter at Kassen er stillet på en (eller to) af de almindeligt benyttede Jærntrefødder. Mellem Blussene og Kassens Bund kan endvidere lægges en løs, tynd Blikplade for at forhindre Gjennembrænding af Bunden. I Mangel af Gas bruges som Varmekilde et støbt Petroleumsapparat med 1 à 2 Blus.

         I Sammenligning med de større og kostbarere, med Ventilationsapparat og Thermoregulator forsynede Sterilisationskasser (R. Nr. 51—61.) frembyder det beskrevne primitive Apparat naturligvis visse Ulemper; men disse ere for intet at regne i Betragtning af dets fuldstændige Brugbarhed og overordentlige Prisbillighed.

         Der må alt efter Omstændighederne træffes særegne Foranstaltninger for at beskytte de steriliserede Gjenstande mod ny Forurensning, når de tages ud af Sterilisationskassen. Sådanne Beholdere, som ved Vatpropper eller på anden Måde ere beskjærmede mod indtrængende Kim, og hvis Yderflader det ej er af særlig Vigtighed at holde kimfri efter Sterilisationen (som de nedenfor beskrevne vatlukkede Kolber og Reagensglas), kunne simpelthen, når de have været opvarmede til 150° i en halv eller hél Time, atter udtages og henstilles uden anden Forsigtighed end Tildækning med eller Indsvøbning i Papir for at hindre stærk Tilstøvning. Er Talen derimod om sådanne Gjenstande, hvis Yderflader det gjælder om at sterilisere absolut, såsom Uhrglas, Objektglas, større Glasplader o. s. v., så må de, førend de lægges ind i Kassen, indsvøbes omhyggeligt i et Par Lag tyndt og tæt Papir (Silkekardus), gjennem hvilket Kimene fra Luften ej kunne trænge; Sagerne kunne da opbevares længe i pålideligt steril Tilstand. Hensigtsmæssigt er det først at indsvøbe hver enkelt Plade for sig i nogle Lag tyndt Papir og derpå atter indpakke dem samlede i større Partier.

         Man sørge for, at Papir og Vat anbringes så langt fra Kassens Bund, som Omstændighederne tillade det, da de ellers ved længe fortsat Opvarmning kunne blive forkullede.

         
            Papir og Vat (dog ikke det hygroskopiske Vat) antager ved længere Opvarmning til 140—150° en gullig-brunlig Farve (sveden); denne Farve angiver derfor et af Thermometret uafhængigt Bevis for, at Opvarmningen i Sterilisationskassen har været tilstrækkelig.
      

         

         2) Dampsterilisationsapparat efter Rob. Koch. Sterilisation ved Hjælp af Kogevarme kan selvfølgeligt foretages simpelthen ved Kogning i Vand; men da denne Fremgangsmåde ikke blot i en Mængde Tilfælde er uanvendelig, men altid er langt besværligere, end den af Koch indførte Sterilisation ved Hjælp af strømmende Vanddampe, så benyttes denne nu som Hovedmethode, når man ønsker at sterilisere ved 100°. Man opnår ved Dampsterilisation to store Fordele; for det første trænger Varmen særdeles hurtigt ind i Dybden af de Grjenstande, der skulle steriliseres; for det andet virker Vanddamp af 100° Varme — rimeligvis ad kemisk Vej — langt hurtigere dræbende end atmosfærisk Luft af samme eller endog meget højere Temperatur.

         Den halvskematiske Fig. 3 viser det Kochske Dampsterilisationsapparat i en simpel og billig Form [i 1/5 af den naturlige Størrelse]
         
            2
         
      . Det består af en Blikcylinder, der er 50 Ctm. høj, 17 Ctm. i Diameter og er forsynet med et lille Vandstandsrør a (befæstet ved Kautschukslanger). Bunden, der skal udsættes for Indvirkningen af stærke Flammer, må helst være af noget tykkere Blik end Sidevæggene. Foroven lukkes Apparatet med et kegleformet Låg (b), i hvis Toppunkt findes et kort Rør (c), bestemt til at optage et Thermometer. Låget og det øverste Afsnit af Sidevæggene indtil 9 Ctm. fra Bunden beklædes med Filt — dog er dette ej nødvendigt. — På Indsiden af Cylinderen findes henholdsvis i 14 og 30 Ctm. Afstand fra Bunden tre fremspringende Knaster, som kunne bære to løse, stærkt gjennemhullede Blikplader (dd), på disse kunne stilles to cylindriske Blikspande (ee) af omtrent 12 Ctm. Højde og omtrent 14 Ctm. Diameter; deres Bund dannes bedst af stormasket galvaniseret Jærntvist (se Fig. 4 B), og i dem stilles de Sager, der skulle dampsteriliseres (på Fig. 4 f. Ex. vatlukkede Reagensglas).
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         Fig. 3. Gjennemsnit af et Kochs Dampsterilisationsapparat i dets simpleste Form med 2 Blikplader og Blikspande.
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         Fig. 4 A. Bøjet Messingtraad anbragt i Sterilisationsapparatets øverste Åbning til Ophængning af lange Gjenstande.
   

         B. Blikspand med Bund af Jærntvist, fyldt med vatlukkede Reagensglas.
   

         C. Blikcylinder til Forlængelse af Apparatet.
   

          
   

         Før Brugen udtages Spandene og Blikpladerne, og der hældes Vand i Cylinderen til en Højde af omtrent 10 Ctm.; når Spandene og deres Indhold atter er sat ind, og Låget med Thermometret er påsat, bringes Vandet i Kog. Efter nogen Tids Forløb vil Dampene i rigelig Mængde strømme ud langs Lågets Rand; snart vil også Thermometret vise 100°, og alt efter Omstændighederne kan man nu lade Sagerne være kortere eller længere Tid udsatte for de strømmende Dampe. Tiden beregnes fra det Øjeblik, Thermometret viser 100°. De fleste Sager, som der bliver Anledning til at dampsterilisere, kunne uden Vanskelighed henstilles på Blikpladerne. Længere Gjenstande kunne ophænges i Apparatet, efter at Kurve og Plader ere fjærnede. Ophængningen sker simplest ved Hjælp af en tyk Messingtråd, der bøjes og anbringes i Låget, som Tegningen (Fig. 4 A) viser.

         
            Eventuelt kan Apparatet 
      forlænges ved Hjælp af et Blikrør, der er forsynet med en fremspringende Krave (se Fig. 4 C) og kan indskydes mellem Låget og Cylinderens øverste Rand. En Afløbshane nær Bunden fordyrer Apparatet noget, men gjør det også bekvemmere at bruge.
      

            De 
      Soxleth’ske Apparater til Kogning af Mælk lade sig naturligvis fortræffeligt benytte som Sterilisationsapparater ved bakteriologiske Arbejder, og da de på Grund af deres udstrakte Anvendelse kunne leveres til en overordentlig billig Pris, tilmed i Forbindelse med en Del andre Sager (Måleglas, Tragt, Flaskerenser o. s. v.), der også kunne finde Anvendelse i Laboratoriet, svarer det i Almindelighed Regning at anskaffe et sådant.
      

            Forøvrigt kan man let indrette enhver Gryde til et Damp-Sterilisationsapparat. Man behøver blot ovenpå den at anbringe en efter Grydens Diameter afpasset og forneden åben Blikcylinder med Låg og Filtbeklædning. Den må desuden i et Par Ctm. Afstand fra sin nederste fri Rand være forsynet med en fremstående Krave, som kan hvile på Grydens Rand, og helst tillige med et Par Øskener, som gjør det muligt at fastbinde Cylinderen til Grydens Hanke.
      

            Det er forlængst godtgjort, at der findes Bacillussporer, der kunne overleve selv flere Timers Kogning i Vand eller Vanddampe, medens de dræbes efter få Minutters Opvarmning til 120° i Papins Gryde, og følgelig er 
      Autoklaven det eneste Apparat, i hvilket man kan dampsterilisere på éngang hurtigt og sikkert. Den er imidlertid et meget 
      dyrt Apparat, som det for mange vil være vanskeligt at råde over. Kochs ovenfor beskrevne Dampsterilisations-Cylinder er derimod yderst simpel, billig og desuden erfaringsmæssigt tilstrækkelig, 
      når den benyttes med Omhu og Forsigtighed. Sagen er nemlig den, at de Bacillussporer, der fra Vandet, Luften o. s. v. altid indføres i vore Dyrkningssubstrater, 
      i Almindelighedikke ere så sejglivede som de ovenfor omtalte; i Reglen ville tvertimod de strømmende Vanddampe af 100° Varme gjøre det af med dem, og Erfaringen fra en stor Række bakteriologiske Laboratorier har forlængst godkendt det Kochske Apparats Brugbarhed i det langt overvejende Antal Tilfælde. Under disse Omstændigheder ville i det Følgende alle Anvisninger til Dampsterilisation blive givne under den Forudsætning, at kun et Koch’sk Apparat haves til Rådighed, men på sine Steder vil dog den store Sikkerhed, Simplifikation og Tidsbesparelse, som Autoklaven muliggjør, blive udtrykkeligt fremhævet. — Når man steriliserer på den mere ufuldkomne Måde ved strømmende Vanddampe af 100°, bør man altid have Opmærksomheden henvendt på 
      Muligheden af, at en 
      særligt sejglivet Form kan være undsluppen Tilintetgjørelsen i de strømmende Dampe, og 
      sikkre sig absolut kimfri Næringssubstrater ved:
      

            a) 
      Renlighed under Tilberedelsen: Man bør ikke udelukkende stole på den 
      endelige Sterilisation af Næringssubstraterne, men på ethvert Trin af Fabrikationen arbejde 
      renligt for at formindske Chancerne for Indtrængen af sejglivede Kim.
      

            b) 
      „Afbrudt Opvarmning“ (discontinuous heating). Denne Methode blev først anvendt af 
      Tyndall (1877) til Sterilisation af Høinfus, der som bekendt indeholder nogle af de mest resistente Bacillus-
      Sporer, hvis overordentlige Sejglivethed gjorde det umuligt at sterilisere Høinfuset selv ved Kogning i nogle Minutter (se nedenfor Kap. IV, A 2), og Tyndall lededes nu til sin Sterilisationsmethode gjennem følgende Tankegang: Når 
      et Høinfus har været kogt i nogle Minutter, ere alle 
      stavformede Baciller, som ikke kunne tåle denne Behandling, dræbte, medens Bacillus-
      Sporerne (nøjagtigere: en Del af dem) endnu ere i Live; giver man nu alle disse overlevende Sporer Tid til at 
      voxe ud til Stave og koger så Infuset på ny, vil det blive fuldstændigt steriliseret; thi da det bragtes i Kog, fandtes der jo ingen Sporer, men kun Stave i det; da man imidlertid ikke kan gjøre Regning på, at alle Sporer ere voxede ud til Stave just på samme Tid, må den beskrevne Proces helst 
      gjentages oftere. Derfor anbefales det nedenfor at dampkoge de fyldte Kulturapparater 
      to eller tre Gange med en Dags Mellemrum; navnlig er dette af Betydning for de Næringssubstrater, der — som Gelatinerne — kun tåle kortvarig Kogning.
      

            c) 
      Henstand og Iagttagelse. Til yderligere Sikkerhed lader man de således behandlede Kulturapparater henstå nogen Tid, inden man tager dem i Brug, for at overbevise sig om, at der intet Spiredygtigt findes i dem. Når de henstå i Thermostat ved c. 35°, kan en Iagttagelsestid af 2—3 Dage i Almindelighed anses for tilstrækkelig.
      

         

         3). Som sagt: På éngang hurtigt og sikkert dampsteriliserer man kun i Autoklaven. En fortrinlig Model er den af Chamberland angivne
         
            3
         
       (Fig. 5), der består af en cylindrisk Kobberkjedel (f), hvis svære Broncelåg bærer et Manometer (c), en Sikkerhedsventil (a) og en Hane (b); Låget hviler på en Kautschukring (d) og kan ved Hjælp af 10 Bolte (e) presses lufttæt ned mod Randen af Kjedlen. Denne bæres af en Jærncylinder (g) og opvarmes ved Hjælp af to Gaskrandse (ii)., De Gjenstande, der skulle steriliseres anbringes i en trebenet Jærntrådskurv (h), der stilles på Kobberkjedlens Bund. Fremgangsmåden ved Autoklavens Anvendelse er følgende: I Kjedlen hældes 1 à 2 Potter Vand, alt efter dens Størrelse; Jerntrådskurven med de Gjenstande, der skulle steriliseres, anbringes i Kjedlen; Låget skrues fast, idet man passer på stadigt at skrue to modstående Bolte til samtidigt; Hanen b åbnes; Gassen tændes. Når Vandet er kommet i Kog, lader man Dampen strømme ud gjennem Hanen så længe, at man kan være sikker på, at al atmosfærisk Luft er uddreven af Kjedlens Indre, hvilket altid vil vare flere Minutter
         
            4
         
      ; først da lukkes Hanen, og Manometrets Viser begynder at stige. Når den har nået en Højde, der svarer til en Temperatur af 1159
       — den der oftest benyttes ved Sterilisation i spændte Vanddampe — holder man denne Spænding vedlige, så længe man ønsker det, ved alt efter Omstændighederne at skrue Gassen lidt op eller ned. Når Sterilisationen er fuldendt, slukkes Gassen, og man venter nu, indtil Manometrets Viser er gået tilbage til Nulpunktet; først da åbner man Ventilen og afskruer Laaget.
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         Fig. 5.
   

         Autoklave.
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         Fig. 6. Vandbad (til Sterilisation af Serum o. a. ved lavere Temperatur) med serumfyldte Reagensglas, Thermometer og Jærntvistplade (skematisk).
   

          
   

         4. Vandbad til Sterilisation ved Varmegrader under Kogepunktet. Forskjellige Vædsker kunne ikke tåle at steriliseres ved 100°, da de ved så stærk Opvarmning undergå kemiske Forandringer, som man af en eller anden Grund ønsker at undgå; i slige Tilfælde kan den kortvarige Opvarmning til høj Temperatur erstattes af en langvarig Opvarmning til en lavere Temperatur, såfremt ikke særligt modstandskraftige Kim ere tilstede i Vædskerne. Denne Fremgangsmåde er opfunden af Pasteur og efter hans Råd anvendt i det Store ved Vinfabrikationen („Pasteurisation“) for at opnå Sterilisation af Vinene, uden at samtidigt deres Smag lider. Vi ville i det Følgende få Anvendelse for den ved Tilberedelsen af Blodserum efter Kochs Angivelse. Der benyttes ofte hertil temmelig komplicerede og kostbare Apparater (W. Nr. 1309 og 367. R. Nr.96—103) imidlertid kan man godt hjælpe sig med et simpelt cylindrisk Vandbad af Blik, hvilket også Koch anvendte ved sine første Præparationer. Den Fig. 6 afbildede Blikbeholder er 22 Ctm. høj, 13 Ctm. i Diameter, og dens øverste Åbning er forsynet med en 1½ Ctm. bred Krave; et Stykke tætmasket, bøjeligt, galvaniseret Jærntvist (a), som fixeres derved, at dets Rand bøjes ned omkring Beholderens Krave, gjør Tjeneste som Låg. Vandets Temperatur aflæses på et Thermometer som rager op gjennem et Hul i Jærntcisten; Thermometrets Kugle holdes i nogle Centimeters Afstand fra Cylinderens Bund ved Hjælp af et andet løst Stykke Jærntvist (c) med ombøjede Rande. Har Vandet nået en passende Temperatur, i Almindelighed 60—70°, er det let ved Hjælp af en lille Gas- eller Spritflamme at holde det på omtrent samme Varmegrad i lang Tid, f. Ex. et Par Timer; skjøndt et Spillerum af nogle få Grader som oftest kan tillades, bør man dog stadigt holde Øje med Temperaturen. Bedre er det naturligvis at indskyde en Regulator i Gasledningen; man kan da roligt overlade Apparatet til sig selv i timevis (se iøvrigt nedenfor i Kapitel VI.)
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         Fig. 7. A. Et Chamberlands Filter i ⅙ nat. Størr.
   

         B. Kuglepipette til Opsamling af Filtrets Indhold.
   

         C. og D., se Texten. E. Lille Porcellaisfilter i l
      /6 nat. Størrelse. F. Forlag, der tillige kan benyttes som Kulturkolbe.
   

          
   

         5) Porcellains-Filter. Selv en svag Opvarmning fremkalder ofte i Næringsvædsken kemiske Forandringer, som det kan være af Vigtighed at undgå; man har i slige Tilfælde fjærnet Kimene ved Filtration gjennem brændt Ler (Klebs), Gips (Pasteur, Miquel), Porcellain (Chamberland), Asbestpap (Hesse), Infusoriejord (Berkefeld), der tilbageholder alle de i Vædsken opslemmede korpuskulære Elementer. Da Filtrationen desuden spiller en stor Rolle som Middel til at adskille Bakterier fra deres opløselige Stofskifteprodukter, skulle vi her dvæle noget udførligere ved Brugen af

         Chamberlands Filter. Den større og almindeligt benyttede Model består af en hul Porcellains-Cylinder (Fig. 7. A.), der nedad til er lukket og oventil er forsynet med et tragtformet, glaceret Endestykke, over hvilket en Kautschukslange kan skydes ned. Filtret sænkes ned i den Vædske, man ønsker at sterilisere, og den øverste åbne Ende sættes i Forbindelse med et eller andet Sugeapparat. Er den Vædske, der skal filtreres, for stor til at rummes i Filtrets Hulhed, indskydes der mellem Sugeapparat og Filter et Forlag, hvortil man kan benytte en almindelig Sprøjteflaske, og når Vædsken, ikke er for vanskelig at filtrere, kan man som Sugeapparat benytte en simpel Flaskeaspirator (se Fig. 8 a). Fremgangsmåden bliver da i sine Enkeltheder følgende:
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         Fig. 8.
   

         Et Chamberlands Filter, forbundet med Forlag (en konisk Kogeflaske) og Aspirator.
   

          
   

         Først prøves Filtret; man overbeviser sig på følgende Måde om, at det er frit for selv den mindste, usynlige Revne: Dets åbne Ende sættes ved en Kautschukslange i Forbindelse med et Ballon-Blæseapparat af den Art, der almindeligt benyttes til Sprayer; derpå sænkes Filtret ned i et Cylinderglas med Vand, og ved Gnidning med Fingrene fjerner man den Lufthinde, der findes på dets Overflade. Når man nu ved Hjælp af Ballonen presser Luft gjennem Filtret, må denne intetsteds i synlige Blærer boble op fra Filtrets Væg; finder dette Sted, har Filtret en Revne og må kasseres. — Viser Filtret sig helt, tørres det først i Luft n, eventuelt ved svag Opvarmning; derpå forsynes det med en Vatprop i sin åbne Ende, indsvøbes i Papir og steriliseres ved 150°; Sprøjteflaskens to Glasrør forsynes ligeledes med Vatpropper i deres åbne Ender, indsvøbes omhyggeligt i Papir og steriliseres sammen med Filtret; den med Vatprop lukkede Sprøjteflaske ligeså.

         Sprøjteflaskens dobbelt gjennemborede Kautschuk-Prop og de 2 Stykker tykvæggede Kautschukslanger, der skulle forbinde Forlaget med Filtret og med Aspiratoren, må steriliseres på anden Måde: De henlægges først et Kvarters Tid i 0,1 pCt. Sublimatvand, afskylles i steriliseret destilleret Vand, forsynes med Tamponer af tørsteriliseret Vat, indsvøbes i Papir og dampkoges i 1/4 Time. Når dette er sket, sammenføjes Filter og Forlag så hurtigt og renligt (sublimatvadskede Fingre!) som muligt: Glasrørene sættes i Kautschukproppen og denne i Sprøjteflasken, efterat Vatpropperne ere fjærnede med steril Pincet; Sprøjteflaskens lange Rør sættes dernæst ved en Kautschukslange i Forbindelse med Filtret, ligeledes efter forudgaaende Fjærnelse af Vatpropperne; af alle Propperne lader man kun den ved * (Fig. 8) anbragte blive på sin Plads. Det således sammenføjede Apparat bliver endeligt dampkogt i 10 Minutter og kan nu tages i Brug. For Sikkerheds Skyld bør man dog til allersidst (efter Dampsterilisationen) helst surre Slangerne fast om Filter og Glasrør ved Hjælp af Seglgarn, Kautschukbånd eller endnu bedre ved Hjælp af glødet grov Messingtråd, der snoes stramt til med en Niptang.

         
            Hvis man har en 
      Autoklave til sin Rådighed, kan man spare sig hele den foreløbige Sterilisation samt undgå den 
      hastige og forsigtige Sammenføjning af Apparatet: Man kan uden særlige Forsigtighedsregler sammenføje de enkelte Glas- og Kautschukdele og derpå i Løbet af 5—10 Minutter dampsterilisere ved 120°.
      

         

         Figur 7 viser Apparatet i Virksomhed: Filtret er nedsænket i et forholdsvis snævert Cylinderglas, som indeholder den Vædske, der skal filtreres; alt eftersom Vædsken synker i Glasset, hælder man ny på for at udnytte hele den filtrerende Flade og undgå Indsugning af Luft, der jo forøvrigt også steriliseres under Passagen gjennem Filtrets Væg. Tilbagebobling af Luft gjennem Aspiratoren og dermed følgende Standsning af Filtrationen undgår man, når Afløbsrørets Vidde på passende Måde reguleres ved Hjælp af en Klemmehane (se Fig. 7).

         Er Sprøjteflasken (b) fyldt med det klare Filtrat, løsnes den først fra Aspiratoren, derpå klemmes Røret c fast sammen ved Hjælp af en Klemmeskrue eller en lille Glasstang, der lægges udenpå Røret og surres fast mod dette med Seglgarn; først da kan man uden Fare for Infektion løsne Flasken fra Filtret og opbevare dens Indhold i steril Tilstand. Den ikke ringe Mængde Filtrat, der rummes i selve Filtrets Hulhed; kan man redde fra Forurensning ved at tømme det over i en eller flere sterile Beholdere (f. Ex. Kulturapparater), umiddelbart efter at Filtret er åbnet; det sker bedst ved Hjælp af en Kuglepipette, som den Fig. 7 B afbildede, hvis øverste Ende er lukket med en Vatprop, medens dens nedadvendende Rør er langt nok til at nå Filtrets Bund og snævert nok til at passere dets Åbning; før Brugen bliver den tilsmeltet, steriliseret og flammerenset ganske som en almindelig „Pasteurs Pipette“ (se Kap. V.), af hvilken den jo kun er en forstørret Udgave.

         Den her beskrevne simple Fremgangsmåde, ved hvilken der ikke kommer andre Apparater til Anvendelse end sådanne, som ere til Rede i ethvert Laboratorium, lader sig fortræffeligt anvende, når man ikke har med vanskeligt filtrerende Vædsker at gjøre; i modsat Tilfælde, eller når Filtrationen skal foregå hurtigt, strækker den simple Flaske-Aspirator ikke til; man må anvende kraftigere Sugemidler. Også den simple Sprøjteflaske kan erstattes af hensigtsmæssigere Forlag; særligt bør det erindres, at man, når Filtration går vanskeligt for sig under Anvendelse af kraftigt virkende Luftpumper, må sørge for, at Forlagets Vægge ere tilstrækkeligt stærke til at tåle Lufttrykket, og man bør anvende en kuglerund og tykvægget Kolbe istedetfor den mere tyndvæggede Sprøjteflaske; under slige Forhold kan man også nødes til at afstive Kautschukslangerne med indlagte Blyrør
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         Der er iøvrigt til Filtration ved Hjælp af Chamberlands Filtre blevet angivet en ganske overordentlig stor Mængde forskjellige Fremgangsmåder og Apparater, ved Hjælp af hvilke Bakteriekulturerne kunne trykkes eller suges gjennem de Chamberlandske Bougier, enten udenfra indefter eller indenfra udefter. Af disse skulle nogle enkelte her finde Omtale:

         a) Chamberland selv anbefaler nu det Fig. 9 afbildede „nouveau filtre simple“, ved hvilket en lille Håndluftpumpe (af samme Art som de på de Potainske Thoracenthese-Apparater anbragte) benyttes som Aspirator, medens Forlaget er en med Siderør forsynet såkaldet „Pasteursk Sprøjteflaske“, hvis Anvendelse i et senere Kapitel vil blive nærmere beskreven. Hvorledes Apparatet steriliseres, sammenføjes og benyttes vil iøvrigt fremgå af det ovenfor sagte samt af Afbildningen.
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         Fig. 9.
   

         Chamberlands „nouveau filtre simple“.
   

          
   

         b) Som Sugemiddel benytter man i Laboratorierne hyppigt de små og billige Glas- eller Metal- Vandluftpumper der letteligen kunne anbringes på enhver Vand-Skruehane. En fortrinlig Model er f. Ex. Alvergniat’s „modèle d’élève“ (Fig. 10a). Den anbringes ved Hjælp af en tyk Kautschukslange, som yderligere fastsurres ved glødet Messingtråd pà Skruehanen b; et andet tykt Kautschukrør forbinder Siderøret c med Glasrøret d, der er anbragt i en Kautschukprop i en trehalset Flaske, hvis anden Hals ligeledes bærer en af et Glasrør gjennemboret Prop, medens den tredje kan lukkes hermetisk ved Proppen e; på Slangen er anbragt en Skrue-Klemmehane (f). Filtret med eller uden Forlag anbringes på ovenfor angiven Måde på Slangen g. Hanen b åbnes langsomt og forsigtigt og ikke højere end nødvendigt for at få en tydelig Gjennemsugning i Gang.
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         Fig. 10.
   

          
   

         På Billedet ses Vandluftpumpen sat i Forbindelse med et meget hyppigt benyttet Filtrationsapparat, der er konstrueret af Kitasato, og som i Virkeligheden kun er en noget simplificeret Udgave af det i tidligere Tid af Pasteur angivne Filter. Gjennem den perforerede Kautschukprop h trækkes et Stykke Kautschukslange, der er så langt, at det rager omtrent en Centimeter frem over hver af Proppens to plane Flader; ind i Rørets to Ender skydes nu henholdsvis en Tragt og et af de små tykvæggede Chamberland-Filtre (15 Ctm. lange, 2mm
       vidt Lumen, se Fig. 7 E), således at de støde mod hinanden omtrent midt i Proppen. Slangen surres fast om Filtret ved Hjælp af en Kautschuk- eller Messingtråd, og Proppen anbringes nu i den meget tykvæggede, med Siderør forsynede koniske Flaske. Tragt, Slange, Prop og Flaskehals må danne et hermetisk sluttende Lukke over Flasken; til yderligere Sikkerhed kan man oversmelte Proppen med Parafin. — Sterilisationen af Apparatet foretages efter de samme Regler som S. 13 angivet, alt eftersom man har Autoklave til sin Rådighed eller ej; i sidste Tilfælde må altså Filter og Flaske tørsteriliseres, Kautschukdelene steriliseres ved Sublimat og Kogning før Sammenføjningen, og det fuldstændige Apparat atter dampsteriliseres efter Sammenføjningen før Brugen — i første Tilfælde slipper man med at sterilisere det sammenføjede Apparat ved 120°. Den Vædske, man ønsker filtreret, hældes i Tragten, og når Sugningen er begyndt, vil man snart se den kimfri Vædske ligesom sive ud af Filtervæggen og dråbevis falde ned på Flaskens Bund.

         
            c) Et nu kun lidet benyttet og ret kostbart Filtrations-Apparat er 
      det oprindelige Chamberlandske, ved hvilket en Gay Lussac’s Pumpe driver Bakteriekulturen gjennem Filtervæggen udenfra indefter (W. Fig. 82); det er undværligt, men yder udmærkede Tjenester, når man skal filtrere 
      store Vædskemængder.
      

         

         Efter Brugen renses det Chamberlandske Filter alt efter Omstændighederne simpelthen ved Børstning af Overfladen og Afskylning i Vand eller tillige ved kemiske Rensningsmidler, f. Ex. efter Filtration af pathogene Bakteriekulturer med Desinficientia, efter Filtration af jernholdigt Vand med Saltsyre o. s. v. — Undertiden kan det desuden være ønskeligt eller nødvendigt at gjennemskylle dets Porer grundigt med Vand, førend det tørres og steriliseres påny; det kan nemt gjøres på følgende Måde (se Fig. 7 C): Filtret fyldes med Vand og nedsænkes i en stor Vandbeholder, der stilles meget højt, f. Ex. på en Kakkelovn; over dets åbne Endestykke anbringes nu på sædvanlig Måde en flere Alen lang Kautschukslange, i hvis Forløb der er indskudt en vandfyldt Glasbeholder af den Fig. 7 D afbildede Form. Før Sammenføjningen fyldes foruden Filtret også Slange og Beholder med Vand. — Når et Porcellainsfilter har været benyttet hyppigt eller længe til Filtration af bakterieholdige Vædsker, bliver det overtrukket med et mere eller mindre fastsiddende Lag af organisk Substants, som forstopper dets Porer og gjør Filtrationen vanskelig eller umulig; for atter at gjøre det brugbart fjærner man først ved Vadskning og Børstning så meget som muligt af Urenhederne, lader Filtret tørre fuldstændigt og opvarmer det zonevis til Glødning i en Bunsen-Brænder; efter Af kjølingen har Filtret gjenvundet sin hvide Farve. Faren for at Filtret skal slå Revner under Rensningen i Flammen, undgår man ved de sædvanlige Forsigtighedsregler: Ombvg elig Tørring, langsom Opvarmning, jævn og stadig Omdrefing i Flammen (man fatter det emaillerede Parti med den ene Hånd, som stadigt roterer Filtret, medens dets lukkede Ende støttes med en Metalstang) o. s. v.

         Det må imidlertid erindres, at man heller ikke ved Filtration gjennem Porcellain altid undgår at fremkalde kemiske Forandringer af Vædskerne; thi Porcellainet kan foruden Kimene tilbageholde forskjellige kemiske Forbindelser (f. Ex. Albuminstoffer, Enzymer, Urinstof). Vil man derfor have sine organiske Næringsvædsker absolut uforandrede og dog kimfri, nødes man til helt at undgå enhver Sterilisationsproces og opsamle eller tilberede dem med sådanne Forsigtighedsregler, at al Forurensning fra Omgivelsernes Side undgås, at de ere oprindeligt kimfri (urkimfri, ursterile): Blod og Urin f. Ex. opsamles direkte fra Hjærtet, Aaren eller Urinblæren under antiseptiske Kauteler; se herom nedenfor i Kapitel XI, hvor også Tilberedningen af oprindeligt kimfri Infuser vil blive korteligt omtalt.

         6) Kemisk virkende Sterilisationsmidler.

         Undertiden er det nødvendigt eller hensigtsmæssigt at foretage Sterilisationen af mikrobholdige Vædsker og Væv ved Tilsætning af bakteriedræbende Gifte, som atter kunne fjærnes fuldstændigt eller næsten fuldstændigt, og som aldeles ikke påvirke de let destruktible bakterielle Stofskifteprodukter, man ønsker at bevare. Således have Roux og Christmas omtrent samtidigt anbefalet Tilsætning af ætheriske Olier (Eucalyptusolie, Nellikeolie, Sennepsolie) til bakterieholdige Vævs-Extrakter eller til Kulturer for af dem at fremstille vaccinerende Stoffer, og Pfeiffer har forskaffet sig en bakteriefri Koleragift ved at behandle Spirilkulturerne med Chloroform eller Thymol.

         I de Tilfælde, i hvilke man af en eller anden Grund ikke fuldstændigt kan fjærne ethvert Spor af det anvendte Sterilisationsmiddel, må man naturligvis ved Kontrolforsøg overbevise sig om, at de tilbageblevne Spor ere uden Betydning for de omspurgte Forsøgsresultater. Exempelvis beskrives her:

         
            1. 
      Fremstillingen af Miltbrandsvaccinen ved Hjælp af Eucalyptusolie (Christmas): På en Kanin, der er død af Miltbrand, udtages så hurtigt som muligt efter Døden Lever, Hjærte, Lunger, Nyrer og Milt; de hakkes fint, overhældes med 100 Cc. destilleret Vand og henstilles 24 Timer i Isskab; man filtrerer gjennem Papir eller et fint Metalnet, tilsætter under kraftig Omrystning 10 Cc. ren Eucalyptusolie, og lader nu Blandingen henstå, indtil Såning fra Vædsken i Bouillon ikke giver Væxt; nu kan det på Overfladen svømmende Olielag fjærnes ved Filtration, og Filtratet indeholder de vaccinerende Stoffer.
      

            Roux tilråder at påskynde Fjærnelsen af den ætheriske Olie ved Hjælp af Luftpumpen.
      

            2. 
      Fremstilling af en Koleragift ved Hjælp af Chloroform (Pfeiffer): En ringe Mængde Koleraspiriller, som ere friskt dyrkede på Overfladen af Kjødvands-Pepton-Agar, afskrabes og udrives med lidt steril Bouillon, en Dråbe Chloroform tilsættes, man ryster et Minut, lader Chloroformen afsætte sig, og hælder forsigtigt den ovenstaaende Bouillon over i en flad Skål, hvor de sidste Spor af Chloroform dampe bort.
      

         

         ––––––––––
   

         Det følger af sig selv, at man under det bakteriologiske Arbejde altid bør have tilrede

         Sublimatvand (1 á 2 pro mille), der kommer til Anvendelse ikke blot ved Tilberedningen af enkelte Næringssubstrater (Kartofler, se ndf.), men ved en Mængde andre Lejligheder, såsom ved Rensning af Instrumenter, Hænder, Kadaverdele o. s. v. Når man ved Tilberedning af Sublimatvand ikke benytter destilleret Vand men Brøndvand, kan man for at undgå Udfældningen af uopløselige Kviksølvsalte, tilsætte Brøndvandet en ringe Mængde Eddikesyre — efter Fürbringer ½ Gmm. til 1 Liter 1 pro mille Sublimatvand.

         Også Karbolsyreopløsninger af forskjellig Styrke bør altid haves i Beredskab.

         ––––––––––
   

      
   


   
      
         
            KAPITEL II.
   

            De almindelige Dyrkningsapparater.
   

         

         De Hovedfordringer, der maa stilles til et Kulturapparat, i hvilket man bekvemt og sikkert skal kunne foretage Rendyrkninger, ere følgende: Foruden at være holdbart, simpelt, handleligt, prisbilligt, ikke for omfangsrigt, må det være let at sterilisere med samt sit Indhold og end videre kunne åbnes, tilsås og atter lukkes uden synderlig Fare for at forurenses af Kim fra Luften; ligeledes maa det — for aërobe Formers Vedkommende — være lukket på en sådan Måde, at Indtrængen af fremmede Kim er umuliggjort, samtidigt med at Luft(Ilt)tilførselen er rigelig; dette opnår man ved Anvendelsen af Vat6
      , der tillader et tilstrækkeligt livligt Luftskifte, medens det paa samme Tid frafiltrerer alle Atmosfærens Kim. Har man med Anaërobionter at gjøre, må Dyrkningsapparaterne være beskyttede både mod de fremmede Kims og den atmosfæriske Lufts Indtrængen; sikkrest opnås dette ved Tilsmeltning; se iøvrigt Kap. VIII.

         Dyrkningsapparater, der kunne anbefales, når det kun gjælder om simpelt hen at vedligeholde en Renkultur, ere følgende:

         1) Reagensglas og Flasker med simpel Vatprop.
   

         Man kan benytte almindelige

         a) Reagensglas af en hvilken som helst Størrelse; Anvendelsen af mindre Glas (f. Ex. 13 Ctm. høje og 1 Ctm. vide) er at anbefale; man sparer derved en betydelig Mængde Næringssubstrat. Da Kogningen af Kulturglassenes Indhold i Reglen foretages i Dampsterilisationsapparater og ikke over fri Flamme, behøver de ej at have så tynd en Væg som de til kemisk Brug benyttede Reagensglas; man gjør derfor rettest i for den større Holdbarheds Skyld at lade sig blæse særligt tykvæggede Reagensglas — helst uden Krave, da Vatpropperne så slutter tættere til Randen.

         
            [image: ]

         

         Fig. 11.
   

         Forskjellige Dyrkningsapparater med simpel (I, II, VII) og rørformet (III—VI) Vatlås; fyldte med fast eller flydende (III-IV) Næringssubstrat.
   

          
   

         Reagensglassene renses først omhyggeligt med Saltsyre, almindeligt og destilleret Vand og forsynes derpå med Vatprop på følgende Måde:

         Fint Vat (ikke hygroskopisk!) formes med Fingrene til en lille tyk Plade, der lægges hen over Reagensglassets Åbning og nu trykkes ned i denne med en Pincet eller en Glasstang, således at det danner en fast, tæt sluttende Prop, der rager et Par Ctm. ned i Glasset, medens en Del af den staar en Smule op over Randen og flosses let ud over denne; Proppen må vel være fast og tætsluttende, men dog uden stor Vanskelighed kunne fjærnes og atter indsættes. Naar Reagensglassene ere forsynede med Vatpropper, opstilles de i en lille firkantet Kurv af Jærntvist og tørsteriliseres ved 1500
       i Løbet af 1/2 Time.
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         Fig 12. Firkantede Kulturflasker
   

         (½ nat. Størrelse).
   

          
   

         b) Flasker ere ofte at foretrække som Kulturapparater fremfor Reagensglas; de trænge ej til Stativ, og man kan i dem råde over en større Overflade til Såning end den, der kan tilvejebringes i et Reagensglas, selv når det lægges skråt (s. Fig. 9, II). Brugbare Modeller ere:

         1) Almindelige, små (30 Grams) Medicinflasker, samt

         2) firkantede Flasker, af hvilke jeg navnlig kan anbefale de to Fig. 12 afbildede Former, der frembyde mange Fordele fremfor de runde Flasker: De tage mindre Plads op, ere lette at lakke til, kunne hvile sikkert paa Objektbordet, egne sig bedre til Anlæggelse af Pladekulturer og — naar de lægges ned — til Dyrkning i tynde Vædskelag o. s. v. (s. iøvrigt nedenfor under Pladekulturer, Kap. VII, og Opbevaring af Bakteriekulturer, Kap. XIV).

         De beskrevne Beholdere kunne benyttes til Dyrkning i såvel faste som flydende Næringssubstrater; en Ulempe ved dem er det selvfølgeligt altid, at deres Åbning er forholdsvis stor, så at Proppens Fjærnelse medfører en vis Fare for Forurensning, særligt fra det Støv, der har sænket sig ned på Vattet, når Beholderne have henstået nogen Tid. Denne sidste Ulempe kan undgås, når man umiddelbart før Såningen bortsvider den Del af Vatproppen, der rager op over Randen.
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       Begge de nævnte Forhold have måske mindre Betydning, når man benytter faste Næringsstoffer og derfor, medens Proppen fjærnes, og Såningen foretages, kan vende Glassets eller Kolbens Bund opad; noget mere følelige blive de, når Dyrkningsapparatets Indhold er flydende. Langt større Sikkerhed opnås ved de rørformede Vatlåse.

         2) Beholdere med rørformet Vatlås.
   

         Rørformede Vatlaase blev først anvendte af Forf. i Form af korte Stykker Kautschukrør, i hvis ene Ende nogle små steriliserede Vattamponer vare anbragte; Kulturapparaterne, som lukkedes med disse Rørlåse, vare større og mindre kugleformede (eller reagensglasformede) Beholdere, der havde en kort og vid, let konisk, med forholdsvis snæver (2—4 mm.) Åbning forsynet Hals, over hvilken Kautschukslangen kunde skydes ned (Fig 11 III-VI).

         Rørlaasene tilberedes på følgende Måde: Vat steriliseres ved 150°. Kautschukrør af 6—8 Ctm.s Længde dampsteriliseres indsvøbte i Papir; Rørene må være lidt videre end den øverste og lidt snævrere end den nederste Del af den tilsvarende Beholders koniske Hals. Efter Afkjølingen pakkes Rørene ud, og ved Hjælp af en lille Pincet fyldes de i deres halve Længde med Tamponer af det steriliserede Vat, der må være så store og faste, at de hvælve Rørets Sider svagt frem (se Fig. 11 v).

         Fordelene ved Anvendelsen af disse Vatlåse ere iøjnefaldende: a) man har ved Åbning og Lukning intet at gjøre med Vattet og det Støv, som er samlet derpaa. b) Apparatet åbnes og lukkes på et Sted, hvor dets Overflade altid med Lethed kan befries for Støv. c) Åbningen, gjennem hvilken der sås, er mindre end på Reagensglassene.

         
            [image: ]

         

         Fig. 13.
   

         Pasteur’ske eller Chamberland’ske Kulturflasker.
   

          
   

         Det samme Princip er senere i en mere hensigtsmæssig Form bragt til Anvendelse på de såkaldte Pasteurske eller Chamberlandske Kulturflasker (Fig. 13). Røret er på dem ikke af Kautschuk men af Glas og er ved Slibning nøje tilpasset
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       til Kolbehalsens Udside (ved b); de kunne altså i Modsætning til de ovenfor beskrevne Kolber med Kautschukrørlås steriliseres i deres Helhed ved 150° og ville derfor som Regel være at foretrække for hine.

         Trods Rørlåsenes forskjellige Fortrin fremfor den simple Vatlås lader denne sidste sig dog som Regel anvende selv ved Dyrkning i flydende Substrater; særligt god Gavn gjør Kautschukrørlåsene overalt, hvor et snævert Rør skal forsynes med en Vatprop, f. Ex. på det i Kap. VIII afbildede Gjennemboblingsapparat til Anaërobdyrkning, og på den i Kap. XI gjengivne, som Kulturapparat benyttede Pipet. Ved Hjælp at en gjennemboret Kautschukprop kan en rørformet Vatlås anbringes på enhver Kogeflaske (se Fig. 11, vi).

         3) Glasæsker.
   

         
            [image: ]

         

         Fig. 14. Glasæske til Soyka’s Musæumskulturer.
   

          
   

         Som Kulturapparat kan man også benytte et Par små (3—5 Ctm. i Diam.) Glastallerkener, af hvilke den ene kan sættes som Låg over den anden („Glasæsker“ se Fig. 18). De have fremfor de vatlukkede Reagensglas og Flasker den Fordel, at deres Indhold er lettere tilgjængeligt (også for mikroskopisk Undersøgelse!) end hines, men de ere mindre sikkert beskyttede mod Forurensning af fremmede Kim end de vatlukkede Beholdere. De steriliseres og opbevares indsvøbte i Silkekardus.

         En noget pålideligere Betryggelse mod Forurensning yde de Glasæsker med overfaldende og tilslebet Låg (se Fig. 14), som Soyka i sin Tid benyttede til sine hermetisk lukkede „Musæumskulturer“ (se Kap. XIV).

         En Mængde andre Kulturapparater, konstruerede med særegne Formål for Øje, ville blive beskrevne i det følgende; navnlig ville Apparater til Dyrkning af anaërobe Bakterier og til Dyrkning af Bakterier under Mikroskopet af Hensigtsmæssighedshensyn først blive omtalte i senere, særskilte Kapitler.

         ––––––––––
   

      
   


            KAPITEL III.
   

            Næringssubstrater og deres Påfyldning på Dyrkningsapparater.
   

         
Det vilde være unyttigt og uoverkommeligt her at anføre den uhyre Vrimmel af Opløsninger, Infuser o. s. v., der med Fordel have været anvendte ved bakteriologiske Undersøgelser; og det kan selvfølgeligt for den enkelte Experimentator blive nødvendigt at benytte de mest forskjelligartede Næringssubstrater og at variere dem indenfor vide Grændser ved Tilsætning og Fjærnelse af dette eller hint Stof, alt efter Undersøgelsens særlige Formål. Her gives i første Linie kun Anvisning på Tilberedelsen af sådanne flydende og faste Næringssubstrater, der have vist sig særligt brugbare ved de senere Års Undersøgelser over pathogene Mikroorganismer, dels som „Universalnæringssubstrater“, i hvilke næsten alle de kjendte Bakterier kunne trives, dels som specielt fortrinlige Næringssubstrater for enkelte kræsne Former. Tilberedningen sker hensigtsmæssigt i koniske Kogeflasker, Erlenmeyer’ske Kolber
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      , af Form som den Fig. 11 VII afbildede og henholdsvis af 1500 eller 500 Ccm.s Rumfang, alt eftersom man arbejder med større eller mindre Mængder.
En almindelig Bemærkning vil det være rettest at forudskikke: Man må under Arbejdet altid have in mente, at de forskjellige organiske Bestanddele af Næringssubstraterne ere meget variable Størrelser, og at Bakterierne ofte reagere på Forskjelligheder i Dyrkningsmedierne, som ad anden Vej slet ikke kunne eftervises; exempelvis kan nævnes Kitasatos Iagttagelse, at Bouillon, kun når den er frisk tilberedt, er et gunstigt Næringssubstrat for Tetanusbacillen, men at den ved Henstand taber denne Egenskab, — samt Roux’s Opdagelse, at Miltbrandssporer ej kunne udvikle sig i Bouillon, som i kort Tid har været udsat for direkte Sollys. Med vor nuværende mangelfulde Viden om Bakteriernes Stofskifteforhold må vi derfor være forberedte på, at små Forskjelligheder i Næringssubstraternes Tilberedelsesmåde og Ingredientser kunne medføre store Forskelligheder i Dyrknings-Resultaterne. Vi må regne med Aldersforskjelligheder mellem Kjødprøver fra samme Dyreart (Oxebouillon, Kalvebouillon), med Race forskjelligheder mellem de anvendte Kartoffelsorter o. s. v., ikke at tale om Forskjellighederne mellem de fra forskjellige Fabriker stammende Gelatine-, Pepton- o. a. Præparater. Mange Uoverenstemmelser mellem Undersøgernes Dyrkningsresultater skyldes disse Forhold.
A. Næringsvædsker.
   
I første Række blandt Næringsvædskerne bør nævnes:
1) Kjød-Udtræk.
Allerede det simple, vandige, surt reagerende Afkog af Kjød afgiver et udmærket Næringssubstrat for en stor Mængde Bakterieformer; men når det neutraliseres eller gjøres svagt alkalisk ved Tilsætning af lidt Natron, får man en Næringsvædske, i hvilken såvel de almindelige Forrådnelsesbakterier som en stor Mængde af de vigtigste hidtil kjendte pathogene Mikrober trives fortræffeligt. — Til Fremstilling af Kjødvand benyttes alt efter Omstændighederne forskjellige Dyrearters Kjød, oftest Oxe- og Kalvekjød, og den foretages på noget forskjellig Maade i de forskjellige Laboratorier.
De to almindeligst benyttede Fremgangsmåder ved Tilberedelsen ere følgende:
a) Bouillon (B).
Et Pund magert skrabet eller småtskåret Oxekjød overhældes i en emailleret Gryde eller i en stor konisk Kogeflaske med 1000 Gram Vand. Blandingen koges under Låg eller Vatprop i Løbet af et Kvarters Tid, derpå filtreres, og ved dråbevis Tilsætning af en 10 % Natronopløsning bliver Filtratet neutraliseret eller gjort svagt alkalisk; viser Lakmuspapiret en for stærk Alkalescens, corrigeres denne ved Tilsætning af nogle Dråber Mælkesyre. Vædsken koges atter i Løbet af henved en Time, efter hvilken Tid de ikke opløselige Æggehvidestoffer alle ere koagulerede (C. Fraenkel); derpå lader man afkjøle, hvorved blandt andet Fedtet stivner; man filtrerer påny og fordeler nu den klare Bouillon på mindre Beholdere, i hvilke den endelig steriliseres ved ti Minutters Kogning i Dampsterilisationsapparat i to på hinanden følgende Dage (afbrudt Opvarmning, se ovenf. S. 10). Ved hvert nyt Opkog bliver den klare, filtrerede Bouillon atter uklar; den klares imidlertid påny ved Afkjøling; dog kan man undertiden blive nødt til at gjentage Kogning og Filtration flere Gange, inden man får Vædsken helt klar; hvis dette undtagelsesvis ikke lykkes trods gjentagne Opkog, gjør man bedst i at lade Bundfaldet sætte sig og derpå med steril Pipette hurtigt og forsigtigt fordele den ovenstående klare Bouillon på de sterile Kulturapparater, om hvis Kimfrihed man derefter må overbevise sig ved at henstille dem 2 à 3 Dage til Observation v.37°, før de tages i Brug.
b) Kjødvand (K).
Et Pund magert skrabet Oxekjød overhældes med 1000 Gram Vand og henstilles 24 Timer i Is, derpå rystes det omhyggeligt, filtreres gjennem et Lærredsfilter, ved Hjælp af hvilket dernæst al den i det skrabede Kjød yderligere indeholdte Saft udpresses; man kan på denne Maade indvinde 1000 Gram vandigt Kjød-Udtræk, som derpå koges, filtreres, gjøres alkalisk o. s. v., ganske som ovenfor beskrevet.
c) Tilsætning af 1/2 pCt. Chlornatrium forøger Bouillonens og Kjødvandets Værdi som Næringsvædske for en Mængde Bakterieformer (Miquel) og tilsættes derfor som Regel.
d) Tilsætning af 1 pCt. Pepton til denne Kogsaltbouillon giver ogsaa en fortrinlig Næringsvædske.
e) Tilsætning af 5 pCt. Glycerin giver et fortræffeligt Næringssubstrat for Tuberkelbaciller (Roux & Nocard).
f) Selvfølgeligt kan der også undertiden være Anledning til at variere Bouillonens Sammensætning ved Tilsætning af forskjellige andre Stoffer såsom Rør- eller Druesukker, Vinsyre o. s. v., o. s. v.
Et brugeligt Kjødvand kan også fås ved Opløsning af en passende Mængde af de i Handelen gående Kjødextrakter i Vand med påfølgende omhyggelig og „afbrudt“ Kogning (på Grund af de talrige modstandskraftige Kim, der ofte skal indeholdes i Extrakterne), Neutralisation, Filtration o. s. v.
Anbefales kan:
g) Liebigs Kjødextrakt (E) 5 Gram til 1000 Gram Vand, og navnlig
h) Cibils Kjødextrakt (C) 20 Gram til 1000 Gram Vand.
Af andre Næringsvædsker skal her kun nævnes følgende, hvis Brugbarhed er prøvet og anerkjendt:
2) En Opløsning af 1 Del Pepton, 1/2 Del Kogsalt i 100 Dele Vand, benyttet ved Dyrkning af Koleraspiriller efter Schottelius’s Methode (Dunham). Se Kap. XIV.
3) Neutraliseret eller svagt alkalisk Urin (i sin Tid benyttet af Pasteur til de første Rendyrkninger af Miltbrandsbaciller i det Store).
5) „Gjærvand“ ↄ: et filtreret, steriliseret Afkog af 100 Dele Vand paa 10 Dele Pressegjær.
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