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Die Verwendung des Skriptes dient zur VVorbereitung des mikrobiologischen Praktikums und
stellt die Aufforderung an die Studentinnen und Studenten dar, sich vertiefend und kritisch
mit dem angesprochenen Fachwissen auseinander zu setzen. Die Inhalte des Skripts durfen
nicht zitiert, vertffentlicht oder an Dritte weitergereicht werden. Zum Ausarbeiten der
Protokolle beziehen Sie sich entsprechend der guten Regeln fiir wissenschaftliches Arbeiten
bitte auf einschlégige Literatur. Diese ist zu zitieren.
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1 Organisatorisches und Teilnahmevoraussetzungen

Das Mikrobiologische Praktikum findet im Rahmen des Moduls Allgemeine Mikrobiologie
(42-2-13) statt. Fur das erfolgreich abgeschlossene Praktikum gibt es fur das gesamte Modul
Allgemeine Mikrobiologie 6 CP. Das Praktikum ist mit 1 SWS angesetzt. Die insgesamt

15 SWS setzen sich aus verschiedenen Veranstaltungen zusammen.

Einflhrungsveranstaltung

- Fdhrung durch die mikrobiologische Abteilung des CTK unter der Leitung von
Chefarzt (CA) Dr. Bér

- Probenahme von Wasser- und Bodenproben im offenen Gelande

- 1. Praktikumstag

- 2. Praktikumstag

- 3. Praktikumstag

- Selbststédndiges Erstellen eines Protokolls

Die Studenten sind verpflichtet an allen Veranstaltungen teilzunehmen. Zum Ende jeder
Veranstaltung haben sich die Studenten in Anwesenheitslisten einzutragen. Ein Fehlen kann
nur durch Krankheit entschuldigt werden bzw. es muss die Teilleistung an einem anderen

Tag absolviert werden.

Um an dem Mikrobiologischen Praktikum teilnehmen zu kdnnen und somit das Modul
erfolgreich abschlieBen zu koénnen, ist das Bestehen der Klausur zur Vorlesung
Mikrobiologie (VL 42-2-13) notwendig. Des Weiteren ist das Bestehen eines Wissenstestes
als Teilnahmequalifikation erforderlich. Dadurch kann ein selbststdndiges und sicheres
Arbeiten der Studenten im Labor ermdglicht werden. Ein flieender und zugiger
Arbeitsablauf im Labor soll so gesichert werden.

Die Anzahl der Praktikumplatze ist auf 100 Studenten begrenzt. Gegebenenfalls entscheidet
die erreichte Punktzahl des Wissenstests tiber die Teilnahme.

Ansprechpartner vor/wahrend/nach dem Praktikum:

Prof. Dr.-Ing. Wolfgang Spyra
Dipl.-Ing. Heiko Pilz
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2 Terminubersicht

Das Praktikum beinhaltet mehrere Teilleistungen. Die Termine sind wie in Folge gestaffelt:

Einflhrungsveranstaltung:

Wissenstest:

Bekanntgabe der Ergebnisse

Eintragen in die Praktikumsgruppen:

Fuhrung durch die Mikrobiologische

Abteilung des CTK unter der Leitung

von CA Dr. Bar

(Probenahmen):

1. Praktikumstag:

2. Praktikumstag:

3. Praktikumstag:

Abgabe der Protokolle:

Protokollriickgabe:

Beim Eintragen in die Praktikumslisten bestimmt jeder Student aus den vom Lehrstuhl
vorgeschlagenen Maglichkeiten seine Gruppe bzw. Block. Die drei Praktikumstage bestehen
aus jeweils einem Unterrichtsblock. Jeder Student beh&lt diesen Unterrichtsblock das

gesamte Praktikum 0ber bei. Ein Tauschen der Blécke wahrend des Praktikums ist nicht

maoglich.

Die genauen einzelnen Block-Termine werden mit dem aktuellen VVorlesungsverzeichnis fir

10.10.2011 — 15:30-17:00 Uhr, Audimax 2

14.10.2011 — 11:30-13:00 Uhr, HS 1

24.10.2011

24.10.2011 - 28.10.2011

07.11.2011 bis 11.11.2011

14.11.2011 bis 18.11.2011

21.11.2011 bis 25.11.2011

28.11.2011bis 02.12.2011

12.12.2011 bis 16.12.2011

30.01.2012 — 15:30-17:00 Uhr, Audimax 2

das Wintersemester 2011/2012 bekannt gegeben.
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3 Bewertung des Praktikums im Rahmen des Moduls

Allgemeine Mikrobiologie

Das Mikrobiologische Praktikum stellt den praktischen Teil des Moduls Allgemeine
Mikrobiologie dar. Fur das erfolgreiche AbschlieBen des Praktikums und AbschlieRen des

Moduls erhalten die Studenten gemél der Studienordnung insgesamt 6 CP.

Die Klausurnote der Vorlesung stellt die Modulnote dar. Diese wird nach dem
erfolgreichen Abschluss des Praktikums an das zustandige Studierendensekretariat
ubertragen.

Je Veranstaltungsblock des Praktikums werden insgesamt 12 Studenten betreut. Die
Studenten werden wéhrend des Praktikums in zwei 6er Gruppen eingeteilt. Diese Gruppen
bleiben das gesamte Praktikum Uber bestehen. Die Studenten sollen in der Gruppe
(3 Personen) ein wissenschaftliches Praktikumsprotokoll —anfertigen. Von der
Praktikumsleitung werden die Protokoll-Gruppen am ersten Praktikumstag festgelegt. Das
Protokoll soll im formellen und inhaltlichen Aufbau den wissenschaftlichen Standards
entsprechen (siehe Anhang: Musterprotokoll). Den Studenten soll so die Mdoglichkeit
gegeben werden, Ubung im Verfassen solcher Protokolle zu erlangen.

Da das Praktikumsprotokoll nicht bewertet wird, sind die Kontrollstandards schérfer. Sie
sollten daher das Protokollordentlich und gewissenhaft anfertigen. Wenn das Protokoll nicht
den Standards entspricht oder inhaltlich Defizite aufweist, wird es an die Gruppe
zuriickgegeben. Die Gruppe hat dann die Mdglichkeit gemal den angegebenen Terminen das
Uberarbeitete Protokoll erneut einzureichen. Bei nicht Erbringen der Leistung muss das
Praktikum im kommenden Jahr wiederholt werden. Das gilt bei Gruppenprotokollen fiir alle

Teilnehmer der Gruppe.

Bei Fragen beziiglich des Praktikums und des Protokolls sind Besprechungen mit den

Verantwortlichen moglich.
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4 Arbeitsschutzbelehrung im Mikrobiologischen Labor

Der Umgang mit Mikroorganismen erfolgt in Laboren, die dafiir geeignet sind. Im Rahmen
des Praktikums wird mit Mikroorganismen gearbeitet, die als harmlos bis vertraglich gelten.
In individuellen Féllen kénnen selbst als vertraglich geltende Mikroorganismen zu
Korperreaktionen fihren. Wer Bedenken oder Erkenntnisse Gber Unvertraglichkeiten fur
spezielle Mikroorganismen erhalt auf Anfrage eine Liste der im Praktikum verwendeten

Organismen.
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4.1 Allgemeine Laborordnung

Laborordnung im Lehrstuhl Altlasten / Fakultat Umweltwissenschaften und Verfahrenstechnik
(nach § 20 der Gefahrstoffverordnung)

Beim Umgang mit gasformigen, flissigen oder festen Gefahrstoffen sowie mit solchen, die als Staube auftreten,
sind besondere Verhaltensregeln und die Einhaltung von bestimmten Schutzvorrichtungen zu beachten.

Der Umgang mit Stoffen, deren Unbedenklichkeit nicht zweifelsfrei feststeht, hat so zu erfolgen wie der
mit Gefahrstoffen.

Gefahrstoffe sind Stoffe oder Zubereitungen, die

sehr giftig (T+) atzend (C) brandférdernd (O)
krebserzeugend giftig (T) reizend (Xi)
hochentziindlich (F+) fruchtschadigend mindergiftig (Xn)
explosionsgefahrlich (E) leichtentzuindlich (F) erbgutverdndernd

sind oder aus denen bei der Verwendung entsprechende Stoffe entstehen oder freigesetzt werden kdnnen.
Bei allen Arbeiten haben Sie die hier aufgefihrten Regelungen einzuhalten!

Bemerkung:

Am 20. Januar 2009 ist das GHS (Global Harmonisiertes System) in Kraft getreten. Das heif3t, dass
zurzeit eine Gegenuberstellung alte/neue Kennzeichnung mdglich ist. Die R- Satze werden sich in
Gefahrenhinweise (H-Satze) und die S-Séatze in Sicherheitshinweise (P-Satze) umbenennen, wobei die
Nummern nicht die gleichen Inhalte aufweisen werden. Des Weiteren werden sich die Piktogramme in
Gesundheits-, Umweltgefahren sowie Physikalische Gefahren @ndern. (www.gischem.de)

1. Grundregeln

1.1. Vor dem Umgang mit Gefahrstoffen ist durch den Benutzer anhand des Anhangs VI zur
Gefahrstoffverordnung die Risikogruppe, zu der der Stoff gehort, zu ermitteln.
Symbole auf der Verpackung der zu verwendeten Chemikalien beachten und zum besseren
Verstandnis der S- und R-Sétze den Aushang im Labor zu Rate ziehen.

Erlauterung: R-Sétze = Gefahrhinweise
S-Sétze = Sicherheitsratschlage
z.B. S 24 = Beruhrung mit der Haut vermeiden!
R 27 = Sehr giftig bei Berihrung mit der Haut !

Die in den Sicherheitsratschldagen vorgesehenen Arbeitsschutzmittel (Schutzbrille, Gesichtsschutz
und geeignete Handschuhe) sind zu benutzen.

Im Labor muss stdndig eine Schutzbrille getragen werden; Brillentrdger missen eine optisch
korrigierte Schutzbrille oder eine Uberbrille nach W DIN 2 iiber der eigenen Brille tragen;

besonders bei allen gefahrlichen Arbeiten im Labor , z.B. beim Umgang mit Sduren und Laugen,
Glasbearbeitung sowie Herstellen von Ldsungen.

Es gilt: Erst das Wasser, dann die Saure!

Hinweis: Zur Einstufung wassergeféhrdende Stoffe in Klassen
WGK 0 = nicht wassergeféahrdender Stoff
WGK 1 = schwach wassergefahrdender Stoff
WGK 2 = wassergefédhrdender Stoff
WGK 3 = stark wassergefédhrdender Stoff

Bitte vorher in der Chemikalienliste Informationen einholen! Liegt im Labor aus.
1.2. Gefahrstoffe dirfen nicht in Behdltnisse aufbewahrt oder gelagert werden, die zu Verwechslungen
mit Lebensmitteln flhren kénnen.

1.3. Sehr giftige und giftige Stoffe sind von Sachkundigen unter Verschluf aufzubewahren.
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1.4.
1.5.

1.6.

1.7.

Das Essen, Trinken und Rauchen im Labor ist untersagt.

Im Labor ist Arbeitsschutzbekleidung (Baumwollkittel mit langen Armeln) sowie festes Schuhwerk
zu tragen.

Samtliche GefaRe sind mit Namen des Stoffes und den Gefahrstoffsymbolen zu kennzeichnen; sowie
Datum der Herstellung.

Das Ansaugen geféhrlicher Stoffe mit dem Mund ist verboten. Zum Ansaugen sind
Sicherheitspipetten oder Saugpumpen zu verwenden.

2. Allgemeine Schutz- und Sicherheitseinrichtungen

2.1.

2.2.

2.3.

2.4,

2.5.

Die Frontscheibe der Abziige sind zu schlieRen; die Funktionsféhigkeit der Abzuge ist zu prifen (z.B.
durch einen Papierstreifen oder Wollfaden) Wahrend der Abschaltzeiten diirfen Geréte, die einen
Abzug benétigen nicht bedient werden.

Der Standort und die Funktionsweise der Hauptabsperrorgane sind in einer Unterweisung zu
erlautern.

Erdgas, Argon, Stickstoff, liegen auBerhalb des Labors (auf dem Gang im Schaltschrank)
Druckluft und Wasser liegen auBerhalb des Labors (auf dem Gang im Schaltschrank)
Elektrik roter Knopf im Labor

Feuerldscher mussen nach jeder Benutzung zur Wiederbefillung bei der entsprechenden Stelle
abgegeben werden (Standort: auf dem Gang unter dem grofRen Erste-Hilfe-Kasten).

Kdrperduschen (Uber der Tir) und Augenduschen (am Waschbecken) sind durch das  Laborpersonal
monatlich auf ihre Funktionsfahigkeit zupriifen.

Erste-Hilfe-Késten (orangefarbig) befinden sich auf dem Gang vor dem Labor. Er ist ausgestattet
mit Loéschdecke, Verbandskasten sowie Verbandsbuch. Jede Entnahme ist einzutragen und dem
Verantwortlichen zu melden.

3. Abfallentsorgung

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

Die experimentellen Arbeiten sind so durchzufiihren, dass moglichst geringe Mengen gefahrlicher
Abfalle entstehen.

Anfallende Reststoffe/-boden missen in den dafliir vorgesehenen Behdlter gesammelt und nach
Beendigung der Arbeiten entsprechend entsorgt werden. Jeder ist fur seine anfallende Reststoffe
selbst verantwortlich!!!

Nicht weiterverwendbare Reststoffe, die aufgrund ihrer Eigenschaften als Sonderabfall einzustufen
sind, missen gemal den Richtlinien entsorgt werden. Eventuelle Fragen beantwortet der
Verantwortliche!

Kleine Mengen Séauren und Laugen kénnen mit reichlich Wasser in den Waschbeckenabfluss im Labor
entsorgt werden ansonsten Behdlter ,,Organischer Abfall“ bzw. ,,Anorganischer Abfall* verwenden.
Schwermetalle- und Lésungsmittelabfélle sind an separaten Orten (z.B. Abzug) in gekennzeichneten
Flaschen zu sammeln.

Restmiill, Plaste und Glasabfélle sind getrennt in den dafiir vorgesehenen Behélter zu entsorgen.

4. Verhalten in Gefahrensituationen

Bei allen gefahrlichen Situationen, z.B. Feuer, Austreten brennbarer oder giftiger Gase, Auslaufen von
geféahrlichen Flussigkeiten, sind folgende Anweisungen zu beachten:

4.1.
4.2.
4.3.
44.

4.5.
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Ruhe bewahren und (iberstiirztes, unuberlegtes Handeln vermeiden!

Gefahrdete Personen warnen, ggf. zum Verlassen der Rdume auffordern.

Medienabsperrung bedienen.

Laborleitung, Assistent und/oder Lehrstuhlinhaber benachrichtigen (Rufnummern neben dem
Telefon).

Bei Unfallen mit Gefahrstoffen, die Langzeitschdden ausldsen kénnen oder die zu Unwohlsein oder
zu Hautreaktionen gefihrt haben, ist ein Arzt aufzusuchen. Die Labor- und Praktikumleitung ist zu
informieren. Eine Unfallmeldung ist mdglichst schnell an den Sicherheitsingenieur zu geben.



4.2 Laborordnung fur das Arbeiten in der Mikrobiologie

Im Lehrstuhl Altlasten / Fakultat Umweltwissenschaften und Verfahrenstechnik

1. Einleitung

Der Umgang mit Mikroorganismen und anderen ,,biologischen Arbeitsstoffe wird seit dem 1. April 1999 durch
die Biostoffverordnung geregelt.

Nach ihrer Gefahrlichkeit fir Mensch und Tier ordnet man die Mikroorganismen und Viren vier Risikogruppen
zu. Je nach Gefahrdungspotential der vier Risikogruppen entsprechen sie vier Sicherheits- und Schutzstufen S1
bis S4, wonach sich die Bauweise und die Ausstattung der Labore richten.

Die Risikogruppe 1 bedeutet kein oder nur sehr geringes Risiko fiir Mensch und Tier.

Fur Arbeiten mit bestimmten hochpatogenen Agenzien, wie z.B. hoch menschenpathogenen, onkogenen oder
in vitro neukombienierten Nucleinsduren aus Sadugetiertumoren, sind vollig geschlossene, gasdichte
Sicherheitswerkbénke der Sicherheitsklasse 3 mit Handschuhoffiung (,,glove box*) vorgeschrieben.

Ziel einer sterilen und aseptische (Asepsis = Gesamtheit aller MaRnahmen zur Verhitung einer
mikrobiologischen Kontamination) Arbeitstechnik ist es,

- sterile N&hrboden, Loésungen und Gerdte sowie Reinkulturen von Mikroorganismen vor dem
Eindringen unerwiinschter Keime zu schitzen,

- die Umwelt, d.h. in erster Linie das Labor und die in ihm tétigen Personen, vor einer Kontamination
bzw.Infektion durch die Versuchskulturen zu schutzen.

Vorsicht geboten ist bei chemoorganothrophen Mikroorganismen, die aus Abwassern oder anderen Abfall-

und Ausscheidungsprodukten von Mensch und Tier sowie aus klinischem Material stammen.

Grundsatzlich gilt: Isolate, die weiterbearbeitet werden sollen, mussen so identifiziert werden, dass man ihr
Geféhrdungspotential abschétzen und sie der entsprechenden Risikogruppe zuordnen kann.

Eine zusétzliche Gefahrdung besteht durch Verletzungen oder durch Auftreten von Aerosolen.

Das Einatmen von Aerosole ist die haufigste Ursache fiir Laborinfektionen, denn Aerosole kdnnen durch
Spritzen oder Schiaumen bei fast allen mikrobiologischen Tatigkeiten entstehen, z.B. Uberimpfen, Ausgliihen
von Impfosen und -nadeln, Pipettieren, Umfiillen, Suspendieren, Riihren, Schiitteln, Beliiften, Offnen von
Kulturgefalien, Zentrifugieren, Gefriertrocknen und Aufschlieen von Zellen.

2. Grundregeln des sterilen Arbeitens

= Labor, Arbeitsplatz

- Fenster und Tiren des Arbeitsraumes missen wahrend der Arbeiten geschlossen, Klima- oder
BelUftungsanlagen und Ventilatoren abgeschaltet sein. Alle unnétigen Luftturbulenzen, z. B. durch
hastige Bewegungen, sind zu vermeiden.

- Der Arbeitsraum muss absolut sauber sein. Seine Flachen ( FuBboden, Ablage- und Arbeitsflachen)
missen regelmalig, moglichst taglich, feucht gereinigt werden; die Arbeitsflache ist auBerdem vor
und nach jedem Arbeiten zu desinfizieren.

Auch Brutschranke, Kiuhl- und Tiefkihlschranke miissen in regelmaBigen Abstdnden (z.B.
monatlich) gereinigt und nach Kontamination desinfiziert werden.

- Labor und Arbeitsplatz missen aufgerdumt sein. Am Arbeitsplatz muss genligend Bewegungsfreiheit
gewabhrleistet sein.

- Am Sterilarbeitsplatz sollte weder mikroskopiert noch protokolliert werden.

= Person

- Bei allen Arbeiten ist ein Knie bedeckender Kittel mit langen Armeln zutragen. Er sollte hiufig bei
95°C gewaschen werden; im Falle einer Kontamination mit Krankheitserregern ist er vorher zu
Autoklavieren.

- Abgelegte Kleidungssticke (z.B. Méntel, Jacken, Schirme) dirfen nicht in den Arbeitsraum
mitgenommen werden.

- Vor und nach jedem Arbeiten mit lebenden Materialien, nach einer Kontamination und vor dem
Verlassen des Labors miussen die Hande griindlich gewaschen und moglichst auch desinfiziert
werden. Wahrend des Arbeitens vermeide man es, mit den Handen Gesicht und Haare zu beriihren.
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- Wiéhrend des Arbeitens ist Sprechen, Husten oder Niesen zu vermeiden. Bei einer Erkaltung sollte
man eine Gesichtsmaske tragen.

- Im Arbeitsraum darf nicht gegessen, getrunken oder geraucht werden. Es dirfen keine
Nahrungsmittel in ihm aufbewahrt werden.

= Umgang mit Gerédten und Mikroorganismen

- Man sollte zligig, aber nicht hastig arbeiten und unnétige Pausen und Unterbrechungen vermeiden.
Das Pipetieren mit dem Mund ist untersagt; es sind stets Pipetierhilfen zu verwenden. Diese gilt auch
fiir wattegestopfte Pipetten, da auch sie keinen Schutz gegen eine Infektion bieten.

- Injektionsspritzen mit spitzen Kanilen sollte wegen der Verletzungsgefahr mdglichst nicht benutzt
werden.

- Die Bildung von Aerosolen ist méglichst zu vermeiden.

- Sterile Teile und Geréte (z.B. Stopfen, Pipetten, Impfgerate) dirfen nur am duRersten Ende angefasst
werden. Es ist darauf zu achten, dass sie nicht mit unsterilen Gegenstanden (Kleidung, Arbeitsflache)
in Bertihrung kommen. Solange die Geréte weiterverwendet werden sollen, durfen sie nicht abgelegt
werden.

- KulturgefiRe fasst man beim Offnen moglichst weit unten, den Verschluss mdglichst weit oben, an.
Die GefaRe dirfen nur so lange wie unbedingt nétig gedffnet werden; sie sind dabei schrdg zu halten.
Kulturgefalie darf man niemals offen lassen.

- Besondere Vorsicht ist bei versporten Schimmelpilzkulturen erforderlich, um ein Einatmen der
Sporen und eine Kontamination der Raumluft zu verhindern.

- Kulturen und kontaminiertes Material oder Gerate diirfen nicht mit bloRen Handen beriihrt werden.
- Nicht mehr bendtigte Materialien miissen umgehend beseitigt werden.

Fir den Umgang mit unbekannten sowie Mikroorganismen der Risikogruppe 2 (z.B. Pseudomonas,
Leptospira, Streptococcus) kommen folgende SchutzmalRnahmen der Sicherheitsstufe S2 hinzu:

- Der Arbeitsraum sowie die Sicherheitswerkbank, Kuhlschréanke, Behélter, Kulturen und Geréte, von
denen eine Infektionsgefahr ausgeht, sind mit dem Warnzeichen ,Biogefihrdung® auffillig zu
kennzeichnen.

- Alle Flachen des Arbeitsraumes missen taglich desinfiziert werden.

- Beim Arbeiten sind Schutzhandschuhe aus Latex zu tragen

- Die Schutzkleidung darf nicht auBerhalb des Sterilbereichs getragen werden.

- Arbeiten missen in einer Sicherheitswerkbank der Klasse 2 durchgefiihrt werden.

- Zum Ausglihen der Impfése oder -nadel verwende man einen Brenner, oder man arbeite mit
vorsterilisierten Einmalimpfgeraten aus Kunststoff.

- Man verwende ganz allgemein vorzugsweise Einwegartikel.

- Kontaminierte Gerate und Gefdlle sowie mikroskopische Préparate werden sofort nach Gebrauch in
ein Desinfektionsbad eingelegt und anschliefend - wenn es das Material zulésst- autoklaviert. Erst

danach werden sie gereinigt oder entsorgt. Entsprechendes gilt fur kontaminierte Kleidung.

- Bei einem Hautkontakt ist die betroffene Hautflache sofort zu desinfizieren; dazu missen an den
Waschbecken Dosierspender mit einem Handedesinfektionsmittel zur Verfligung stehen.

- Wird Mikroorganismensuspension verschiittet oder durch Glasbruch freigesetzt, so muR der
kontaminierte Bereich sofort gesperrt und desinfiziert werden.
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- Abfille, kontaminierte Einwegartikel und Kulturen in Einweggefaen autoklaviert man in besonderen,
nur locker zugeknoteten Vernichtungsbeuteln aus hochschmelzendem Kunststoff in einem Einsatz zum
Schutz des Auslaufens. Anschliefend kann man die Beutel samt Inhalt dem Mull zufuhren.

- Die Schutz- und Sammelcontainer fiir ProbengefaRe sind mit dem Symbol fiir Biogefahrdung geman
Anhang 1 BioStoffV zu kennzeichnen. Sie miissen so beschaffen sein, dass sie unter normalen
Transportbedingungen nicht zerstért werden kdnnen.

Abb. 1: Warnzeichen ,,Biogefihrdung® zur Warnung vor infektidsen Agenzien
(schwarzes Symbol auf gelben Grund)

3. Erste Hilfe bei Laborinfektionen

Grundsatzlich gilt: Hilfe durch Laien, auch durch ausgebildete Ersthelfer, ist kein Ersatz flr arztliche Hilfe,
sondern nur Notbehelf, bis der Arzt eingreift!

Folgende Erste-Hilfe-Malinahmen sind zu ergreifen:

Mund

Infektitses (oder mdglicherweise infektidses) Material ist in den Mund gelangt, aber noch nicht

geschluckt worden:

- Nicht Schlucken! Sofort ausspucken!

- AnschlieBend den Mund wiederholt griindlich mit viel Wasser spiilen, und mit Wasser gurgeln. Jedes
Schlucken vermeiden; auch den Speichel ausspucken!

- Sofort den Arzt aufsuchen.

Infektioses Material ist geschluckt worden:
- Kurz und kréaftig den Mund spiilen und gurgeln wie oben beschrieben.
- Sofort zum Arzt.

Nase

Infektitses Material ist in die Nase gelangt:

- Sofort mehrmals kraftig in Zellstoff ausschnauben; dabei die Luft nur durch den Mund kraftig durch
die Nase ausstof3en. Auch weiterhin durch den Mund einatmen, und durch Nase ausatmen!

- Da der Rachenraum ebenfalls gefahrdet ist, anschlieBend die fur den Mund (nicht geschlucktes
Material) angegebenen MaRnahmen durchfiihren.

- Sofort Hals-Nasen-Ohrenarzt aufsuchen.

Auge

Infektitses Material ist ins Auge gelangt:

- Nicht reiben!

- Mit einer am Wassernetz fest installierten Augendusche beide Augen spiilen.

- Da das infektidse Material durch den Trénenkanal in Nase und Mund gelangen kann, anschlielend
die fir den Mund (nicht geschlucktes Material) angegeben MaRnahmen durchfiihren.

- Sofort Augenarzt aufsuchen.

Haut

Infektidses Material ist in eine Hautwunde gelangt, oder die Haut ist durch kontaminierte Instrumente
oder Geréte verletzt worden:

- Wunde ausbluten lassen. Schlecht blutende Stichverletzungen mit einer Vakuumpumpe aussaugen.

- Wunde mit einem keimfreien Verband abdecken.

- Sofort den Arzt aufsuchen.
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Erste-Hilfe-Kasten (orangefarbig) befindet sich auf den Gang vor dem Labor. Er ist ausgestattet mit

Loschdecken, Verbandskasten sowie Verbandsbuch. Darunter angebracht sind die Feuerldscher.

4. Hinweise

- Handedesinfektion: Sterillium- Hande - Desinfektionsmittel 3ml-3s

- Arbeitsplatzdesinfektion: Pursept - A / Spriihdesinfektion 60 s

- Geréatedesinfektion: Helipur H plus N 25% 15 min
1,5% 60 min

5. Grundsétze der Ersten — Hilfe — Leistung

5.1

5.2.
5.3.
5.4.
5.5.
5.6.

5.7.

Bei allen Hilfeleistungen auf die eigene Sicherheit achten!

So schnell wie méglich Notruf tatigen.

Wo geschah der Unfall;
Was geschah:

Welche Verletzungen:
Wie viele Verletzte:
Warten:

Ortsangabe

Feuer, Verdtzung, Sturz, usw.
Art und Ort am Korper
Anzahl

niemals auflegen, bevor die Rettungsstelle das Gesprach
beendet hat; es kdnnen wichtige Fragen zu beantworten

sein.

Personen aus dem Gefahrenkreis bergen und an die frische Luft bringen.

Kleiderbrénde 16schen.

Notduschen (Uber der Labortir nutzen); vorher mit Chemikalien verschmutzte Kleidung entfernen.

Bei Augenverletzungen Augendusche (am Waschbecken) verwenden.
Blutungen stillen. Verb&nde anlegen, dabei Einmalhandschuhe benutzen.

Verletzte Personen nicht allein lassen.

Informationen fir den Arzt sicherstellen.

6. Meldepflicht

Alle Unfélle sind unverziglich dem Verantwortlichen zu melden. Besteht die Gefahr der Kontamination bei

Verletzungen ist sofort der Arzt zu konsultieren.

IM NOTFALL
Feuerwehr

Notarzt

Notrufe der BTU

Sicherheitsingenieur

Betriebsarzt Fr. Dipl.-Med. Schupp
Betriebsschutz (Hauptgebaude)
Betriebsschutz (Lehrgebéude 2)

Durchgangsarzte in Cottbus:
Dr. med. Thomas Herrmann
Arztehaus Cottbus Nord
G.-Hauptmann-Str. 15/Siid 10

MU Dr. Peter Noack
(Arztehaus am C.-Thiem-Klinikum)
Thiemstr. 112

Dr. Tobias Floter
Arztehaus
Franz - Mehring — Str. 12

Dr. Jan Kowalewski
G. — Hauptmann — Str. 15/ Sud 10

Ersthelfer:
Fritsche, Holm
Baumgartner, Viola
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5 Grundlagen

In den folgenden Abschnitten werden noch einmal die wichtigsten Grundlagen fir das

Praktikum aus der VVorlesung wiederholt.

5.1 Einflhrung

Bacteria Archaea Eukarya

u; ; Tiere
Griine Nicht- Entamoebae Schleim-
schwefelbakterien pilze

Euryarchaeota
Methanosarcina

Methano-
bacterium

Mitochondrium Pilze

Extrem
Halophile

Crenarchaeota Pflanzen

Proteobacteria | Positive Thermoproteus
Methano-

Ciliaten
Pyrodicriu\m \ coccus

Chloroplast Thermoplasma

_ Cyanobacteria Thermococcus
Flavobacteria

Marine
Crenarchaeota

Flagellaten

Methanopyrus

Trichomonaden

Korarchaeota
Thermotoga

Nanoarchaeota
Thermodesulfobacterium Microsporidi
oridia

Aquifex

Diplomonaden
(Giardia)

Abb. 2: Der Taxonomische Stammbaum der Organismenentwicklung schematisch dargestellt. Dabei wurden
die wichtigsten Phyla (Einzahl: Phylum) dargestellt [1].

Organismen und ihre Eigenschaften sind leichter zu verstehen, wenn man die
phylogenetische Abstammung der Organismen kennt. Deshalb soll hier ein kurzer Uberblick
gegeben werden.

Alle Organismen (Formen des Lebens) werden in drei Bereiche, auch Urreiche oder
Domanen genannt, unterteilt. Diese drei Reiche stellen die Doméne der Bacteria, der Archaea
und die Doméne der Eukarya dar. Diese konnen Sie in der Abbildung 2 in der grafischen
Ubersicht erkennen. Des Weiteren ist erkennbar, dass sich bei der Entwicklung der
Organismen zuerst Bacteria und Archaea trennten. Spéater bildete sich aus der Domane
Archaea eine weitere Doméne der Eukarya. Eukarya und Archaea sind somit phylogenetisch
naher miteinander verwandt als mit der Doméne Bacteria.

Organismen, die zur Domane der Bacteria gehoren sind zum Beispiel Boden-, Wasser- und
Luftbakterien wie Escherichia coli oder Nitrosomas oxidans. Aber auch die Bakterien, die
sich in unserem Darm oder auf unserer Haut befinden, gehdren zu der gleichen Doméne. Das
zweite Urreich bilden die Organismen der Archaea-Doméne. Im Allgemeinen gilt die
Feststellung, dass Organismen, die zu dem Urreich der Archaea-Domane zahlen, in Habitaten
mit extremen Verhéltnissen leben. Es wird zwischen acidophilen und alkaliphilen Archaeen
unterschieden je nachdem, ob sie an saure oder alkalische Milieus bevorzugen. Halophile
Archaeen leben in einer Umgebung mit hoher Salzkonzentration (z.B. totes Meer), barophile
bei hohen Driicken (z.B. extreme Tiefen). Leben diese Organismen in extrem Kkalten
Gewadssern bezeichnet man sie als kryophil, wahrend thermophile Archaeen in einer heil3en
Umgebung wie Geysiren vorkommen.
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Sie werden weiterhin an vielen anderen Extremstandorten vermutet. Die Erforschung dieser
Domine stellt sich als duRerst schwierig dar, da zum Beispiel Organismen, die im Uberdruck
existieren, im Labor mit atmosphérischem Druck nicht kultiviert und untersucht werden
kénnen. Die Organismen der Domanen Archaea und Bacteria werden auch als Prokaryonten
bezeichnet, da die Organismen keinen Zellkern besitzen.

Das dritte Urreich bilden die Organismen der Eukarya-Domane. Zu dieser Domane zahlen
die Phyla der Tiere, Pilze, Pflanzen und Schleimpilze. Aber auch Einzeller wie Ciliaten und
Flagellaten geh6ren zu der Doméne der Eukarya. Diese Organismen werden als Eukaryonten
bezeichnet, da sie einen Zellkern besitzen, in dem sich die DNA befindet [2].

Zellaufbau

Den Unterschied zwischen Eukaryonten und Prokaryonten ist gut am Zellaufbau der
einzelnen Formen zu erkennen.

Cytoplasma Nucleoid Ribosomen

Plasmid

—
0.5um

Cytoplasma-
Zellwand membran

@

Cytoplasma-

membran \ o
Endoplasmatisches :
Retikulum

Zellkern
Nucleolus

Kern-
membran

Golgi-
apparat

Cytoplasma
Mitochondrien
Chloroplast
(b)

10 um

Abb. 3: Darstellung der prokaryontischen Zelle (a) und der eukaryontischen Zelle (b) [1]

Eine prokaryontische Zelle ist in Abb. 3a) dargestellt. Die prokaryontische Zelle weist keinen
Zellkern auf. Die DNA liegt gewickelt umgeben von Cytoplasma in der Zelle. Zusatzlich
weisen viele Prokaryonten sogenannte Plasmide auf. Das sind kurze DNA-Faden, die bei
Zellkontakt mit anderen Prokaryonten gleicher Art ausgetauscht werden. Somit kann das
genetische Material erneuert werden.

Die Zelle der Abbildung 3b und der rechten unteren Abbildung stellt eine eukaryontische
Zelle dar. Die Zelle ist deutlich strukturiert und weist mehr Zellkomponenten als die
prokaryontische Zelle auf. Die Zellen haben Mitochondrien (oder in Pflanzenzellen
Chloroplasten), ein Endoplasmatisches Retikulum und vor allem einen Zellkern. Da
komplexe Prozesse in der Zelle sich in unterschiedlichen Zellkomponenten abspielen, wird
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von einer Kompartimentierung gesprochen. Die Zellekomponenten sind somit rdumlich
durch eine Membran voneinander getrennt. Die wichtigsten Unterschiede zwischen
Eukaryonten und Prokaryonten bzw. Acharea werden in der folgenden Tabelle
gegentiibergestelit.

Tab.1: Gegenuberstellung von Bacteria, Achaea und Eukarya unter

Zelleigenschaften [1]

Betrachtung der wichtigsten

Bacteria Archaea Eukarya
Kernhiille,
Mitochondrien,
Kompartimentierun . . Chloroplasten,
durcﬁ Membran ’ Nein Nein Endoplr;smatisches
Retikulum,
Membranversikel
z.T. Gasvakuolen aus Vakuolen
Proteinen, z.T. Endosporen
GrofRe ca.0,5-2pum ca.1pum idR. 2 - 200 pm
1 .
Chromosomen Eventuell Plasmide 1 Meist mehrere
Nein Nein
Sexuelle Ifonjugation, partielle Ifonjugation, partielle Meiose
Reproduktion Ubertragung von DNA Ubertragung von DNA
maoglich maoglich
Ribosomen 70S 70S 80S
. . Vielstrangig
Flagellen Einfach Einfach (9+2- Muster)
-Sehr dick bei Pflanzen,
keine bei Tieren
Zellwand Sehr (_jijnn, aus Murein Proteine, Po!ysaccharide u.a. Chemisch_e
(Peptidoglukan) Pseudomurein - ausVerbindungen
wieCellulose, Kalk,
Silikate u.a.
Aufbau Einfach Einfach komplex

Zellwand von Gram positiven und negativen Bakterien

Die Zellwande unterschieden sich in ihrem Aufbau in der Struktur der Zellwand. Gram
positive Bakterien bilden als Schutzschicht vor Radikalen und chemischen Stoffen eine dicke
Mureinschicht aus. Diese kann bis zu 40 Schichten beinhalten. Gram negative Bakterien
besitzen nur eine sehr diinne Mureinschicht, dazu aber eine zusétzliche aufere Zellwand.
Dieser Unterschied im dauf3eren Zellabschluss ist wichtig fur die Klassifikation der Bakterien
sowie zum Verstandnis gewisser Interaktionen zwischen den Bakterien in einem Milieu [2].
Die Gramfarbung unterscheidet den Aufbau der Zellwénde mittels einer farblichen
Analysemethode.
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Abb. 4: Darstellung der Zellmembran und der Pepptidoglukanschicht, welche auch Mureinschicht genannt
wird, von Gram positiven (oben) und Gram negativen (unten)
Bakterien [3].

Zur Gramfarbung:

Das zur Gramfarbung verwendete Kristallviolett bindet in der Mureinschicht.
Uberlegen Sie sich, warum bei der Trankung mit Alkohol das Kristallviolett nur aus
Gram negativen Organismen gewaschen werden kann?

5.2 Morphologie von Mikroorganismen

Die Morphologie von Mikroorganismen beschreibt die Form und Struktur der
Mikroorganismen. Mit Hilfe der Morphologie lassen sich Mikroorganismen mikroskopisch
grob kategorisieren und leichter phylogenetisch bestimmen. Die folgenden Grafiken sollen
lhnen bei der Bestimmung und Beschreibung von Mikroorganismen, in diesem Fall

Bakterien und Pilzen, helfen. Die géngigsten Formen sollten Sie auch im Praktikum beim
Mikroskopieren erkennen kénnen.

Kokken andere Formen

Kokken  Diplokokken '3"" L Staphylokokken

in
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OQ‘ vergmﬂen St ibchen
ﬁ( 3 3 % -
Streplokakk Sarcinen Tetraden e Form sines Komm:
Bazillen @: @

Diplobazillus

Keulenstab  helikale F

Knkknhazm B zillus. Conynobactenaceac W;,"wi

! AA I
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Streplobazilus
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Abb. 5: Die wichtigsten Wuchsformen von Bakterien [4]
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5.3 Stoff- und Energiewechsel von Mikroorganismen

Mikroorganismen besiedeln fast alle Elemente auf der Erde. Wahrend der Anpassung der
Organismen entwickelten sich die unterschiedlichsten Stoffwechselwege. Es werden
unterschiedliche Verbindungen als Energiequelle genutzt oder als Kohlenstoffquelle. Dabei
verwenden alle Organismen die gleiche chemische Verbindung Adenosintriphosphat kurz
ATP genannt. ATP kann als Energiewarung der Zelle angesehen werden, da der Verbrauch
und die Regenerierung von ATP als zentrale Aufgabe des Stoffwechsels betrachtet werden
kann. Die unterschiedlichen Stoff- und Energiewechsel von Mikroorganismen kénnen nach
mehreren Klassen unterschieden werden [1].

Zum einen betrachtet man die Art der Energiequelle. Es gibt Organsmen die Licht als

Energiequelle nutzen. Diese werden als phototroph bezeichnet. Pflanzen und einige
Einzeller verwenden diese Art der Energiequelle und betreiben Photosynthese. Eine andere
Art der Energiequelle sind chemische Verbindungen. Die Energie wird durch die
Stoffumsetzung der chemischen Verbindungen generiert. Organismen die diese
Energiequelle nutzen, werden als chemotroph bezeichnet. Eine weitere Klassifikation ist die
Unterscheidung nach dem Elektronendonator. Elektronendonatoren sind nétig um
Reduktionen durchfiihen zu kénnen, da ein Donator in einer chemischen Reaktion Elektronen
abgibt an den Elektronenakzeptor. Organismen, die organische Verbindungen verwenden,
werden als organotroph bezeichnet. Eine andere Mdglichkeit ist es, ausschlie3lich
anorganische Stoffe als Elektronendonator zu verwenden. Diese werden dann als lithotroph
bezeichnet. Eine dritte und letzte Klassifikation ist die Unterteilung in heterotroph und
autotroph. Organismen die organische Verbindungen als Kohlenstoffquelle benutzen, werden
als heterotroph bezeichnet. Wenn anorganische Verbindungen als Kohlenstoffquelle dienen,
dann wird diese Form der Ernéhrung als autotroph bezeichnet. Aus den verschiedenen
Klassifikationen und deren Formen lass sich diverse Mischformen generieren, die Aussagen

uber die Erndhrung von Organismen geben [1].
5.4 Mikroorganismen in der Umwelt

Die Umweltmikrobiologie beschaftigt sich u.a. damit, wie Schadstoffe aus der Umwelt mit
Mikroorganismen beseitigt werden kénnen. Dabei werden Mikroorganismen zur Bereinigung
von Boden, Wasser und Luft verwendet. Diese Prozesse werden unter dem
Selbstreinigungsvermdgen der Natur subsummiert. Die Organismen werden an den
jeweiligen Standorten angesiedelt und man versucht das nétige Milieu zu schaffen, sodass
die Bakterien gewisse Schad- oder Fremdstoffe (ber die Stoffwechselwege metabolisieren
und somit abbauen. Unter diesen Bedingungen kdnnen Bakterien oder Pilze sogar sogenannte
Xenobiotika abbauen. Dies sind Stoffe, die in der Umwelt natirlich biologisch nicht
vorkommen und chemisch kinstlich hergestellt wurden. Die Behandlung des Bodens mit
Mikroorganismen ist sehr vielseitig. Bakterien und Pilze werden zur Kompostierung,
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Millvergarung oder auch zur Altlastensanierung verwendet. Der Lehrstuhl Altlasten
untersucht solche Vorgéange in unterschiedlichen Projekten. Unter Altlasten versteht man in
diesem Zusammenhang Schadstoffe, die durch anthropogene Ursachen, wie industrielle
Produktionsanlagen oder Deponien auf oder in den Boden eingetragen wurden. Die
Schadstoffe werden von den Mikroorganismen als Kohlenstoff- oder Energiequelle benutzt
und verstoffwechselt. Dabei entsteht aus Kohlenstoff Methan und Kohlenstoffdioxid,

C > CH,
C > CO;

Wasserstoff wird zu Wasser oxidiert.

H -> H,0O
In der Wasserwirtschaft werden  Mikroorganismen zur  Abwasserreinigung,
Sickerwasserbehandlung oder auch zur Trinkwasseraufbereitung verwendet. Besonders bei
der Abwasserbehandlung ist ein Verzicht auf Mikroorganismen undenkbar. Sie dezimieren

Stickstoffverbindungen und Phosphatkomplexe. Somit wird die Eutrophierung von
Gewadssern durch die Einleitung des geklarten Abwassers vermieden.
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6 Praktikum
6.1 Ziel des Praktikums

Ziel des Praktikums ist es einen Einblick in das wissenschaftliche Arbeiten in der
Mikrobiologie zu bekommen. Sie sollen die Mikrobiologie aus verschiedenen fachlichen
Blickwinkeln betrachten kénnen: zum einen aus der medizinisch-klinischen Sicht (Fihrung
durch die Mikrobiologische Abteilung des CTK) und zum anderen unter umweltrelevanten
Gesichtspunkten (selbststdndiges Arbeiten im Labor). Dabei sollen im mikrobiologischen
Labor bei authentischen Problemen die géngigsten Methoden an naturnahem Umweltbeispiel
angewendet werden. Das wissenschaftliche Arbeiten, sowie die kritische Betrachtung von

Ergebnissen auch in anderen Fachbereichen, soll gefordert werden.
6.2 Praktikumsvorbereitung

Die Einfuhrungsveranstaltung fuhrt in den Arbeitsschutz in einem mikrobiologischen Labor
ein und klart zusatzlich Uber die Organisation des Praktikums auf.

Nach der Veranstaltung tragen Sie sich in die Anwesenheitsliste ein. In Verbindung mit
bestandener Klausur der VVorlesungsthemen, werden Sie automatisch beim Lehrstuhl fir den
Wissenstest registriert. Der Test beinhaltet theoretische und praktische Grundlagen fir das
wissenschaftliche Arbeiten in einem mikrobiologischen Labor (Arbeitsschutz, Gerdte,
Versuchsaufbau der einzelnen Praktikumstage). Sollten Sie nicht beim Test erscheinen oder
diesen nicht bestehen kdnnen, dann ist fiir Sie eine Teilnahme am Praktikum erst wieder im
néchsten Jahr moglich. Der Test gilt als bestanden, wenn mindestens 65% der mdglichen
Punkte erreicht worden sind.

Nach Bekanntgabe der Testergebnisse konnen Sie sich am Lehrstuhl Altlasten in die
Praktikumslisten eintragen. Sie entscheiden sich fir einen Block in der Woche, zu dem Sie
zu den drei geplanten Prakitkums- Veranstaltungen zu erscheinen haben. Das Praktikum
findet dann zu den bekannt gegebenen Terminen regelméRig statt.

Eine ausreichende Vorbereitung auf den jeweiligen Praktikumstag ist VVoraussetzung
far ein zlgiges und gewissenhaftes Arbeiten. Bei unzureichender Vorbereitung ist ein
Ausschluss aus dem Praktikum mdglich, damit vorbereitete Studenten nicht gestort

oder gefahrdet werden!
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6.3 Erster Praktikumstag — Isolierung und Kultivierung von Mikroorganismen

Am ersten Praktikumstag werden die Mikroorganismen der Boden- und Wasserproben des

Probenahmetages auf Agar-Platten kultiviert. Bevor Sie mit der praktischen Arbeit beginnen

erfolgt eine Einweisung, wie Sie sich im Labor zu verhalten haben. Generell gilt; es wird

stdndig unter der Sicherheitswerkbank gearbeitet.

Am ersten Praktikumstag sind folgende Arbeiten zu verrichten:

Herstellung einer Bodensuspension
Verdlnnungsreihen von Boden- und Wasserprobe
Ausplattieren der Boden- und Wasserproben

Ausgiellen von Nahrmedium zur Vorbereitung des néchsten Praktikumstag

Ziel des Versuches ist es, die Anzahl der Bakterien in der aus dem Boden enthommenen

Probe zu bestimmen. Dazu wird mit Hilfe der Bodenprobe eine Bodensuspension

(Aufschluss) hergestellt. Die Suspension wird nach dem Absetzen (ber eine definierte

Verdunnungsreihe verdunnt. Zwei Proben werden auf N&hrmedium aufgetragen und im

Inkubator (Brutschrank) eine Woche inkubiert.

Herstellung einer Bodensuspension

11,5 g Bodenprobe in einen 250 ml Erlenmeyerkolben geben
mit 90 ml 0,2%iger tetra-Natriumpyrophosphat-Ldsung mischen
30 min bei 150 U/min auf dem Rotationsschiittler dispergieren

Probe 5 min. absetzen lassen

Herstellung einer Verdunnungsreihe

1. Verdinnungsstufe: 1 ml der abgesetzten Bodenprobe werden in ein steriles
Reagenzglas mit 9 ml 0,9%iger Natriumchlorid-LAsung gegeben und auf dem
Schiittler vermischt (entspricht einer 10~ Verdiinnung)

2. Verdunnungsstufe: 1ml der gerade hergestellten VVerdiinnung entnehmen und zu
9 ml 0,9%iger Natriumchlorid-L&sung hinzufiigen (entspricht einer 10
Verdlnnung)

Wiederholen Sie diese Prozedur bis zu einer 10°%- Verdiinnung

Skript Mikrobiologie 2011 20



- Verfahren Sie auf die gleiche Weise mit der Wasserprobe

Abb. 6: Die Abbildung zeigt die verschiedenen Verdiinnungsstufen der Bodensuspensionen in den
Reagenzrohrchen. Die Verdiinnungen reichen von 1:10 (1*10°%; links) bis 1: 10.000.000
(1*10°; rechts) [1]

TIP: ->Sorgen Sie fur eine gute Durchmischung der Reagenzglaser, bevor Sie
eine Probe weiter verdinnen.

Ausplattierung der Boden- und Wasserproben
- Entnehmen Sie mit einer sterilen Pipette 100 ul der entsprechende Probe und geben
Sie diese auf eine sterile Agarplatte

- Streichen Sie die Verdinnung mit Hilfe eines Drigalskispatels aus

TR

Abb. 7: Die Abbildung zeigt einen Drigalski-Spatel zum Ausstreichen von Proben auf Agarplatten
(Platten die mit Nahrmedium aus Agar Agar befllt sind).

TIP: - Nutzen Sie die gesamte Flache der Agarplatte, das Ausstreichen sollte
zugig erfolgen, damit keine Kontamination aus der Luft erfolgt.

- Die Platten werden unmittelbar im Inkubator bei 28°C flr 7 Tage inkubiert

(Idealtemperatur fur Bodenbakterien)

- Die Auswertung erfolgt in der nachsten Woche, am Praktikumstag 2
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6.4 Zweiter Praktikumstag - Herstellung eines fraktionierten Ausstrichs

Vor der Herstellung des fraktionierten Ausstriches erfolgt eine Auswertung der Platten aus

Praktikumstag 1:

Bestimmung der Koloniebildenden Einheiten - KBE/mI (colony forming units - cfu/ml)

- entnehmen Sie lhre Kulturplatten dem Inkubator
- Begutachten Sie die Kolonien auf Ihrer N&hrplatte
- Notieren Sie den Zustand der Platte (Pilzbewuchs, KoloniengréRe, Aussehen der

Kolonien, Farbe der Platte, Hoch- und Breitwachstum der Mikroorganismen,

etc.)

Abb. 8: Pilzkulturen bei unterschiedlichen Verdinnungsstufen - je hoher die Verdinnung, desto
weniger Pilzkolonien wachsen auf der Platte. Die Verdunnungsstufen mit denen die Platten
beimpft wurden (von links nach rechts): 10%; 10 10 10° [1].

Abb. 9: Bakterienkulturen bei unterschiedlichen Verdinnungsstufen - je hoher die Verdiinnung,
desto weniger Bakterienkolonien wachsen auf der Platte. Die Verdlnnungsstufen mit denen
die Platten beimpft wurden (von links nach rechts): 10 10°; 10°%; 107 [1].

- markieren Sie auf dem Boden der Platte alle Koloniepunkte der Bakterienkulturen mit
einem wasserfesten Stift
- zdhlen Sie beim Markieren die Punkte als KBE

- halten Sie die gesamte Zeit die Platte geschlossen
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- notieren Sie die ermittelte Zahl und zahlen Sie erneut mit einer anderen Farbe

- tragen Sie den Durchschnitt in Ihr Protokoll und in die ausliegenden Listen

Tab. 3: Beispieltabelle zur Erfassung der ausgezahlten Kolonien.

Platte 1 / Boden Platte 2 / Wasser
Verdunnung: Verdunnung:

Ergebnis 1

Ergebnis 2

- Bestimmen Sie die Keimzahl der Verdunnung mit folgender Gleichung:

Anzahl @ikroorgarismen
100ul

KBE = { a X 10 . 10Verd[]nnungsfaktor (1)

- (Die Ergebnisse aller Studenten werden fur Sie fur die Auswertung bzw. den
Vergleich in der Diskussion ins Internet gestellt.)

TIP: BEISPIELRECHNUNG

Der Student zahlt 67 Kolonien auf seiner Platte (100 pl) mit der Verdiinnungsreihe 107
Sein Ergebnis lautet unter Nutzung von Gleichung (1): 67000 KBE/ml

Er gibt sein Ergebnis korrekterweise in Zehnerpotenzen an: 6,7* 10* KBE/ml

Herstellen eines Fraktionierten Ausstrichs

- widhlen Sie aus dem Kolonierasen Ihrer Platte eine Kolonie aus

- beschriften Sie die neue Nahrplatte mit Name, Gruppe und Datum
- Arbeiten Sie unter der Sicherheitswerkbank an der Flamme

- Glihen Sie die Impfdse Gber der Flamme vollstandig

Abb. 10: verschiedene Impfwerkzeuge Abb. 11: Ausgluhen der Impfdse Gber dem
(links: Impfdse) [1] Bunsenbrenner [1]

- Entnehmen Sie die Bakterienkolonie vollstandig und zlgig aus der Platte mit der
ausgeglihten und abgekihlten Impfdse
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- SchlieBen Sie die Platte sofort
- Ubertragen Sie die Bakterienkultur nach folgendem Muster:

Abb. 12:

@ 1: Verteilen Sie die enthommene Kolonie im oberen Teil

£
= der Platte

e

2: AnschlieBend sterilisieren Sie die Impfése wieder und

@ streichen vom Randbereich des gerade durchgefihrten

Ausstrichs erneut aus.
@ @ 3 und 4: Diesen Vorgang sollten Sie noch zweimal wiederholen

- Die Platte mit dem fraktionierte Ausstrich wird im Inkubator bei 28°C bis zum
néchsten Praktikumstag 7 Tage bebritet

Zu erwartendes Ergebnis- Mogliches Kolonienwachstum

Die dargestellten Bakterienkulturen stellen nur Beispiele dar und sind nicht notwenig
Bakterien aus dem Boden!

Es soll das Bakterienwachstum bzw. die Koloniebildung der Bakterien optisch dargestellt
werden. Als gelungene Vereinzelung ist ein fraktionierter Ausstrich anzusehen, wenn
einzelne Kolonien (einzelne farbige Punkte) auf der Kultur vorhanden sind.

Abb. 13: Enterobactarogenes auf Blutagar [1] Abb. 14: Micrococcus luteus auf Nahragar[ 1]
Aufgaben/ Fragen zur Praktikumsvorbereitung:

- Was bewirkt das mehrmalige Ausglihen der Impfose beim Fraktionierten Ausstrich?
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6.5 Dritter Praktikumstag - Erstellen eines Matrix-Testes

Sie erhalten eine Ihnen unbekannte Kultur von finf definierten Kulturen. Fertigen sie aus der
Reinkultur ein Praparat an, mit dem Sie dann folgende Tests durchfuhren, um lhre Kultur zu

definieren:

1. Gramfarbung,

2. KOH-Test,

3. Katalase-Test,

4. Indol-Test und

5. Oxidase-Test.
Anhand der vorgegebenen Tests sind Sie in der Lage die Kultur zu bestimmen.

Tab. 4: Beispielmatrix zur Kulturbestimmung.

Kulturen/Test Gramfarbung KOH Katalase | Oxidase Indol
Kultur Nr. 1 + — + — —
Kultur Nr. 2 + — — — —
Kultur Nr. 3 - + — — +
Kultur Nr. 4 - + + — —
Kultur Nr. 5 — + + + —

1. Gramfarbung

Anfertigung des Praparates

Die Arbeiten sind unter der Sicherheitswerkbank an der Flamme
durchzufuhren!

Beschriften Sie die Objekttrager mit den Nummern der Kulturen.

Nutzen Sie pro Probe einen Objekttrager.

Arbeiten Sie zligig mit den Kulturplatten, um Kontaminationen zu vermeiden!
Geben Sie auf den Objekttrager einen Tropfen Wasser (Aqua dest.).

Glihen Sie die Impfose vollstandig Gber der Flamme aus.

Entnehmen Sie zlgig aus der Platte einen kleinen Teil der Bakterienkultur und
schlieRen Sie sofort wieder die Platte.

Verreiben Sie die Bakterien mit dem Wasser auf dem Objekttrager.

Gluhen Sie die Impfdse erneut aus, um alle daran haftende Bakterienreste
auszubrennen.

Trocknen Sie die Suspension vorsichtig tiber der Bunsenbrennerflamme.

Schwenken Sie den Objekttrager kurz Gber der Flamme.

Achtung: nicht zu lange tber der Flamme halten, da sonst die Bakterien
verbrennen und die Zellen lysieren!

Die vollstandig getrockneten Proben nochmals kurz tiber die Flamme ziehen, um die
Bakterien zu fixieren.
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Gramfarbung

Den Objekttrager 1 min Féarben mit Kristall-Violett

ca. 10 s mit Aqua dest.spiilen

1 min mit Lugol’scher Losung stabilisieren, dazu 1 - 2 Tropfen der Losung direkt auf
die gefarbte Kultur auf den Objekttréager geben

mit Aqua dest. kurz spilen

mit Ethanol 5 - 10 s entfarben

SOFORT mit Aqua dest. 5 - 10 s spiilen

1 min mit Safranin-L6sung gegenféarben

mit Aqua dest. spilen

das Praparat an der Luft trocknen lassen

Untersuchung des Préaparates
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das getrocknete Prdparat mit dem Mikroskop unter 100facher Vergrolierung
untersuchen

dazu benétigen Sie eine Olimmersion

verwenden Sie einen Tropfen Ol auf der Stelle der Farbung und drehen Sie am
Mikroskop so lange an der Feinjustierung bis keine Luft mehr zwischen dem
Objektiv und dem Objekttrager ist

nutzen Sie die Feinjustierung, um das Bild scharf zu stellen, beachten Sie dabei die
mehrschichtigen Dimensionen auf dem Objekttrager

bestimmen Sie die Form und die Farbe der gefarbten Kultur

Abb. 16: Gram negative Bakterien Abb.17: Grampositive Bakterien

werden rotlich eingeférbt [1] werden blau/violett eingeférbt [1]

2. KOH-Test: Test auf Gram pos./neg. mittels Kaliumhydroxid- Ldsung

gilt als Schnelltest auf Gram positiv oder negativ

von der Kultur mit der sterilen Impfése einen kleinen Teil entnehmen
auf dem Objekttrager ausstreichen

auf die Zellkultur 1 Tropfen 3%ige KOH-L06sung geben

mit einem Zahnstocher die Lésung mit der Bakterienkultur verreiben
das Ergebnis ist sofort sichtbar
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negativ: kein sichtbares Ergebnis (gram”
positiv: mit dem Zahnstocher kann man langsam hauchdiinne, feine Faden
(DNA) aus der Losung hochziehen (gram’)

3. Katalase-Test mit H,O»

zur Bestimmung der Kulturen fuhren Sie einen Test auf Katalase durch
beschriften Sie einen Objekttrager mit der Probennummer

entnehmen Sie unter dem Abzug an der Flamme aus der Reinkultur einen Teil mit
einer ausgegliihten Impfose

verreiben Sie die Bakterienkultur auf dem Objekttrager (ca. 15 - 30 s)

Geben Sie auf den Objekttrager 1 Tropfen 3%ige Wasserstoffperoxid (H,O,)-
Losung

Das Ergebnis ist sofort sichtbar

- Katalaseproduktion: Blasenproduktion, Zischen
- Keine Enzymproduktion: der Ausstrich bleibt klar
4. Indol-Test

Geben Sie auf das Filterpapier ein Tropfen Substrat geben

ubernehmen Sie aus der Reinkultur mit der Impfdse einen Teil der Kultur
geben Sie die Kultur auf das Filterpapier (nur fest driicken, nicht verreiben!)
lassen Sie das Substrat mit der Kultur ca. 20 - 30 s inkubieren

Indolpositiv: Rosafarbung des Substrates
Indolnegativ: keine Farbreaktion

5. Oxidase-Test

Test funktioniert mit Hilfe von Teststreifen

Streifen mit Hilfe einer Pinzette kurz auf die Kolonie legen (Stempelmethode)
Streifen auf einen Objekttrager legen

Ca. 10 - 20 s Warten

Positiv: Blaufarbung des Streifens
Negativ: Keine Farbveranderung des Streifens

Aufgaben/ Fragen zur Praktikumsvorbereitung:

Warum mssen die Bakterienkulturen hitzefixiert werden?

Was bewirkt das Enzym Katalase? Was bewirkt das Enzym Oxidase?
Informieren Sie sich tUber die Farbreaktionen der verschiedenen Tests!
Auf welcher Grundlage funktioniert die Gramféarbung?

Welche Rolle spielt bei dem Test die Lugol sche Ldsung?

Wie wirkt die KOH-L6sung auf die untersuchte Zelle?
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Gliederung

Hier soll aufgelistet werden, was Sie verfasst haben. Geben Sie die Seitenzahlen an und
erstellen Sie ein in Unterpunkten gegliedertes Inhaltsverzeichnis. Achten Sie auf eine
inhaltliche Gliederung und vermeiden Sie eine Gliederung nach zeitlichen Aspekten.
Gestalten Sie Ihr Inhaltsverzeichnis so, dass ein roter Faden durch lhre Arbeit erkennbar ist.

Einfuhrung

Geben Sie kurz lhren Wissenstand in Form einer kurzen mikrobiologischen Einleitung
wieder. Beziehen Sie sich dabei auf den Kontext des Praktikums.

Beschreiben Sie, wie Sie die einzelnen Praktikumsschritte in den Kontext einordnen und
stellen Sie ihre Vorgehensweise wéhrend des Praktikums dar!

Bleiben Sie bei Ihren Ausflihrungen bei der Thematik und vermeiden Sie Ausschweifungen
und zu allgemeine Aussagen! Die Einfihrung soll lediglich Ihre Arbeit einleiten, nicht das
gesamte Fachgebiet Mikrobiologie.

Material und Methoden

Was haben Sie Wozu gebraucht und Wie benutzt?

Warum haben Sie den entsprechenden Test durchgefiihrt?

Erlautern Sie in kurzen Sétzen, welche Reaktionsmechanismen untersucht werden, um zu
zeigen, dass Sie das Prinzip der Tests verstanden haben. Vermeiden Sie das bloRe Zitieren
des Praktikumsskriptes!

Ergebnisse

Was haben sie innerhalb der Praktikumstage dokumentiert und herausgefunden?

Die Auflistung der Ergebnisse ist oft in Tabellen Gbersichtlicher. Es eignet sich auch die
Anfertigung von Diagrammen. Diese sollen die Ergebnisse besser beschreiben und nicht bunt
und undbersichtlich aufgebauscht werden. Zu den Ergebnissen sollten Sie eine kurze
Beschreibung geben.

Diskussion

Sie sollen lhre Ergebnisse diskutieren und kritisch hinterfragen. Warum ist es gerade zu
diesen Ergebnissen gekommen. Es eignet sich auch ein Vergleich mit Ergebnissen anderer
Gruppen. Hinterfragen Sie auch lhre eigene Arbeitsweise. Haben Sie ordentlich und steril
gearbeitet? Wo liegen in den einzelnen Arbeitsschritten wohlmaoglich Fehlerquellen?

Zeigen Sie in diesem Teil Ihrer Arbeit, dass Sie sich mit der Thematik und ihren eigenen
Ausfuhrungen der mikrobiologischen Arbeiten beschéftigt haben.
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Quellen- / Literaturverzeichnis

Alle Informationen, die Sie aus Primar- oder Sekundarliteratur erhalten haben, missen
gekennzeichnet werden und in einem Literaturverzeichnis aufgelistet werden.
Vorlesungmaterial und Skripte sowie Lexika zdhlen nicht zu Primar- bzw. Sekundérliteratur
und sollten hier nicht erwéhnt werden. Stiitzen Sie Ihre Aussagen auf Fachliteratur.

Listen Sie nur Literatur auf, die Sie auch tatséchlich im Text verwendet haben. Kennzeichnen
Sie die jeweiligen Stellen im Text, da sonst von Plagiat ausgegangen wird.
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