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Kursordnung

Die zu Beginn des Praktikums zugeteilten Platze sind wahrend der gesamten Praktikumszeit
beizubehalten.

Die in den Kapiteln ,Arbeitsschutzbestimmungen” und , Organisatorische Hinweise” aufgefiihrten
Festlegungen sind strikt einzuhalten. lhre Anerkennung ist durch jeden Kursteilnehmer zu quittieren.
Ihre grob fahrladssige oder bewusste Missachtung kann wegen der Gefdhrdung anderer den Ausschluss
vom Kurs zur Folge haben.

Entscheidungen hierfir treffen die verantwortlichen Lehrkrafte.

Durchfiihrung der praktischen Ubungen

Der Kurs besteht aus der selbstdndigen Durchfiihrung praktischer Ubungen unter Anleitung einer
Lehrperson im Kurssaal. Vor Beginn der praktischen Arbeiten wird in kleinen Gruppen eine
theoretische Einflihrung in den Stoff des Tages gegeben.

Es wird erwartet, dass die Kursteilnehmer sich anhand des vorliegenden Skriptums auf den jeweiligen
Kurstag vorbereitet haben, und dass die praktischen Ubungen vollstindig durchgefiihrt werden. Bei
grober Nachlassigkeit bei der Durchfiihrung der Ubungen oder bei einem schlechten Vorbereitungsstand
des Teilnehmers kann eine Lehrkraft festlegen, dass der entsprechende Kurstag als versaumt gilt.

Zu Beginn jedes Kurses findet eine miindliche Kurzkontrolle statt.

Regelmaligkeit der Teilnahme

Voraussetzung fiir die Erteilung des Kursscheins sind die RegelmaRigkeit sowie der Nachweis der
erfolgreichen Teilnahme.

Nach jedem Kurstag muss der Teilnehmer die Anwesenheit durch eigene Unterschrift in der Tischliste
bestatigen. Die durchgefiihrten Arbeiten werden vom Tischassistenten testiert.

Eine regelmdBige Teilnahme wird bescheinigt, wenn insgesamt nicht mehr als zwei Kurstermine
versaumt wurden. Kann die regelmaRige Teilnahme nicht bescheinigt werden, so ist der Kurs insgesamt
im nachsten Studienjahr zu wiederholen.

Platze fiir Wiederholer kénnen nur nach MaRgabe freier Kursplitze vergeben werden. Uber Hartefille
entscheiden die verantwortlichen Professoren.

Erfolgskontrolle

Die erfolgreiche Teilnahme wird durch das Bestehen einer schriftlichen Priifung, die am Ende des
Kurses stattfindet, nachgewiesen. Voraussetzung fir die Zulassung zur Erfolgskontrolle (MC-Fragen,
60% richtig zu beantworten) ist die regelmaRige Teilnahme am Kurs im Sinne des vorherigen Abschnitts
dieser Kursordnung.



Wiederholung der Prifung

Die Erfolgskontrolle kann zweimal wiederholt werden. Ein Wiederholungstermin wird nach ca. 14

Tagen angeboten, ein weiterer im nachsten Semester.

Organisatorische Hinweise

Jeder Platz hat eine Nummer, die mit der Nummer des Mikroskops Ubereinstimmt. Diese
Platznummer benutzen Sie bitte auch zur Beschriftung der von Ihnen angelegten Materialien.
Fiir Sie ist ein Mitarbeiter des Institutes zustandig, an den Sie sich mit allen Fragen wenden
kénnen und der Ihnen bei der Durchfiihrung der Versuche bzw. Ubungen behilflich ist.

Die Anwesenheitskontrolle wird vom Mitarbeiter des Institutes durchgefiihrt.

Die von lhnen bearbeiteten Materialien bleiben an lhrem Arbeitsplatz bzw. werden auf
Anordnung des zustdandigen Kursassistenten eingesammelt.

Am Ende jedes Praktikums sind die Arbeitsplitze aufzurdumen, die Olimmersionsobjektive der
Mikroskope mit Mikroskop-Reinigungsmittel abzuwischen und die Mikroskope in die
vorgesehenen Schranke zu stellen. Defekte und Verluste am Arbeitsgerat sind unverziiglich der
verantwortlichen Lehrkraft zu melden.

Taschen, Rucksacke usw. dirfen aus Arbeitsschutzgriinden nicht mit in die Praktikumsraume
genommen werden. Fir lhre Garderobe, Taschen u.a. (ibernimmt das Institut keine Haftung.

Es ist zweckmaRig, folgende Utensilien zum Kurs mitzubringen:

v

ASANE NN

eine Uhr mit Sekundenzeiger

einen Faserstift fir Plastik und Glas

Bleistift, roten und blauen Buntstift, Gbliches Schreibgerat
eine kleine Lupe (4 - 10fache VergroéRerung)

einen Taschenrechner



Arbeitsschutzbestimmungen, Infektionsverhitung

(unter auszugsweiser Nutzung des Merkblattes der Bundesarbeitsgemeinschaft der gemeindlichen
Unfallversicherungstrager, Miinchen 2, in Zusammenarbeit mit der Berufsgenossenschaft fir
Gesundheitsdienst und Wohlfahrtspflege, Hamburg 36)

Verhalten im Praktikumsraum

e Jeder Student ist verpflichtet, im Kursraum aus Griinden der Infektionsverhiitung einen auf der
Vorderseite geschlossenen Kittel zu tragen. Bringen Sie zum Schutz ihrer Kleidung einen
weien Laborkittel mit. Zusatzlich erhalten Sie zum Schutz vor Kontamination einen
Infektions-Schutzkittel. Dieser wird |hnen vor Kursbeginn von den Kursassistenten
ausgehandigt und verbleibt im Kursraum.

e Bei Arbeiten mit infektidsem Material sind Einmal-Gummihandschuhe zu tragen.

e Zum Schutz vor Schmierinfektionen ist vor dem Benutzen der Armaturen in den Kurzrdumen
eine hygienische Handedesinfektion durchzufiihren (ca. 3,0 ml Desinfektionsmittel auf
Handinnenflache und Handriicken verteilen; mindestens 30 Sek. verreiben und einwirken
lassen, evtl. weiteres Desinfektionsmittel anwenden).

e Infektidses Material ist geeignet zu entsorgen, z.B. gebrauchte Plastikimpfosen in
bereitgestellten Behaltern mit Desinfektionsmittel, bzw. Kulturen, gebrauchte Handschuhe in
speziellen blauen Plastikbehdltern. Nicht infektioses Material wie z. B. Papier,
Papierhandtiicher ist in gesonderten Abfallbehaltnissen (Sackhalter mit blauen Sacken) zu
entsorgen.

e Es ist umsichtig und Uberlegt zu arbeiten, damit fiir einen selbst und andere keine erhéhte
Infektionsgefahr ausgeht (z. B. nichts verspritzen, Aerosolbildung vermeiden, kontaminiertes
Material ordnungsgemaR entsorgen, verschiittetes infektioses Material desinfizieren).

Bei der Bearbeitung von Flissigkeiten und Losungen sind hektische Bewegungen zu
vermeiden. Bitte entsorgen Sie diese Arbeitsmittel umsichtig in die dafiir vorgesehenen blauen
Plastikbehalter.

e In den Kursrdumen darf nichts gegessen, getrunken oder geraucht werden; lange Haare sind
zusammenzubinden.

e Schwangere Studentinnen dirfen an den Kursen Mikrobiologie und Virologie nicht
teilnehmen.

e Indie Kursrdume sind nur die nétigsten Utensilien mitzunehmen, kontaminiertes Material darf
aus den Kursrdumen nicht mitgenommen werden.

e Die Mitnahme von elektronischen Geréaten (insbesondere Handys) in den Kursraum ist NICHT
gestattet.

e Vor dem Verlassen der Kursrdume, am Ende des Praktikumstages und bei Beriihrung von
infektiosem  Material ist eine hygienische  Héandedesinfektion vorzunehmen.
Desinfektionsmittelspender sind an den Wanden angebracht (ca. 3,0 ml Desinfektionsmittel
auf Handinnenflache und Handrlicken verteilen; mindestens 30 Sek. verreiben und einwirken
lassen, evtl. weiteres Desinfektionsmittel anwenden).

e Nach Arbeitsende ist der Arbeitsplatz mit Desinfektionsmittel abzuwischen.

e Kontakt mit oder Verschiitten von infektiosem Material sowie Unfdlle und besondere
Vorkommnisse sind sofort der verantwortlichen Lehrkraft mitzuteilen.



SchutzmalBnahmen gegen Laboratoriumsinfektionen

Bei Infektionen ist so bald wie moglich arztliche Hilfe in Anspruch zu nehmen. Die nachstehenden
Anordnungen sind daher nur als erste SchutzmaRnahmen aufzufassen.

Jede Laboratoriumsinfektion, jede Verletzung durch infizierte Instrumente, jede Beschmutzung von
Hautwunden und Schrunden mit infiziertem Material ist ebenso wie jeder Unfall unverziiglich dem
Kursleiter zu melden. Ist der Betroffene hierzu nicht imstande, hat die Meldepflicht der
Betriebsangehorige, der zuerst von dem Ereignis erfahrt.

Die fiir die Erste-Hilfeleistung erforderlichen Mittel sind in jedem Praktikumsraum in einem geeigneten
Schrank an einer allen Beschaftigten bekannten und leicht zuganglichen Stelle trocken, kiihl, staubfrei
und jederzeit erreichbar bereit zu halten. Die Mittel sind regelmaRig daraufhin zu prifen, ob sie
einwandfrei (genligend frisch) und vollzdhlig vorhanden sind. In den Arbeitsrdumen miissen
Einrichtungen zum Waschen mit flieRendem Wasser und zum Trocknen der Hande (Einzel- oder
Papierhandtilicher) bereitgestellt und benutzt werden. Fiir Hand- und Hautdesinfektionen sind
gebrauchsfertige Desinfektionsmittel bereit zu halten.

Besondere SchutzmaRhahmen

Infektioses Material ist in den Mund gelangt, aber noch nicht geschluckt worden:

Nicht schlucken! Sofort ausspucken! Darauf wiederholt griindlich Mund ausspiilen und gurgeln mit
frisch angesetzter 0,1 %iger Kaliumpermanganatlosung oder 1%iger Wasserstoffsuperoxydldsung.
Jedes Schlucken vermeiden! ZweckmaRig ist, nunmehr wiederholt Brot zu kauen und das zerkaute Brot
unter Nachspilen und Gurgeln mit Wasser auszuspucken. Speichel ausspucken! Abschliefend soll man
zwecks Anregung der Salzsdaureabsonderung im Magen Fleischextrakt einnehmen. Mundspilungen
sind wahrend der ersten Stunden noch mehrfach zu wiederholen.

Infektioses Material ist geschluckt worden:

Kurze kraftige Mundspiilung und Gurgeln mit 0,1 %iger frisch angesetzter Kaliumpermanganatlésung.
AnschlieBend zwecks Anregung der Salzsdureabsonderung im Magen Fleischextrakt und
salzsaurepepsinhaltiges Mittel einnehmen.

Infektioses Material ist in das Auge gelangt:

Bindehautsack mit flieBendem Leitungswasser griindlich ausspilen. In den Augenbindehautsack
geratene Krankheitserreger kénnen auf dem Wege des Tranenkanals in die Nase und weiterhin in den
Rachen, Mund und Magen gelangen. An die Desinfektion des Auges sind deshalb die unter 1 (Mund)
aufgefiihrten MaBnahmen anzuschlieRen.

Infektioses Material ist in die Nase gelangt:

Wiederholtes energisches Ausschnauben in Zellstoff, unter Vermeidung von Einziehen durch die Nase
(Luft durch den Mund einholen und bei geschlossenem Munde kraftig durch die Nase ausstolRen).
Einstreichen von Betaisodona-Lésung in die Nase. AuRerdem sind anschliefend die unter 1. (Mund)
angegebenen Mallnahmen vorzunehmen.



Verletzungen der Haut durch infizierte Instrumente, Kratzwunden, Beschmutzung von Hautwunden
mit infektisem Material:

Oberflachliche Kratzwunden sofort mit Betaisodona-Losung Uberpinseln. Darauf die Umgebung der
Wunde abspiilen und nach Abtupfen mit Zellstoff die Wunde nochmals mit Betaisodona-Losung
Gberpinseln. AnschlieRend Schutzverband!

Stichverletzungen ausdriicken und ausbluten lassen, im Anschluss mit Wasser ausspulen.
Einstichstelle/ Wundumgebung wiederholt mit Betaisodona-Losung betupfen. AnschlieRend
Schutzverband!

Hinweise zur Benutzung des Skriptums

Das vorliegende Skriptum enthdlt Anleitungen zur Durchflihrung von Kursexperimenten, die den
Studierenden den theoretischen Stoff der Vorlesung veranschaulichen sollen. Dartiber hinaus sollen
die Studierenden einen Einblick in die Methodik der Diagnostik von infektionsbedingten Krankheiten
gewinnen.

Jeder Kursteilnehmer sollte die entsprechenden Teile des Skriptums vor Beginn der Kursstunde
durchgearbeitet haben. Dariber hinaus sollte jeder Kursteilnehmer das allgemeine Thema, zu dem die
durchzufiihrenden Experimente gehéren, in einem Lehrbuch studiert haben. Entsprechende
Literaturangaben finden sich im Kapitel , Literaturhinweise”.

Ublicherweise sind die im Praktikum und in den Vorlesungen vermittelten Inhalte fiir Sie
priifungsrelevantes Wissen.

Um die im ,Praktikum® vermittelten Inhalte besser zu verstehen und Zusammenhange zu erschlieRen,
empfehlen  wir lhnen, sich auf jedes Praktikumsthema  gezielt vorzubereiten.
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Literaturhinweise

Lehrbicher

e Neumeister B., Geiss H., Braun R., Kimmig, P.: ,,Mikrobiologische Diagnostik: Bakteriologie —
Mykologie — Virologie — Parasitologie”
2. Auflage, Georg Thieme-Verlag, Stuttgart 2009.

Kurzlehrbicher

e Hof, H., Dorries R. (Hrsg.): ,Medizinische Mikrobiologie”
6. Auflage, Georg Thieme-Verlag, Stuttgart 2017.

e Grol, U.: , Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie”
3. Auflage, Georg Thieme-Verlag, Stuttgart 2013.

e Suerbaum, Burchard (Hrsg.): ,,Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie”
8. Auflage (25. Juli 2016), Springer Verlag, ISBN-10: 3662486776

Klinische Falle

e Brochert, A.: ,,Mikrobiologie. Von Fall zu Fall. 50 Express-Falle fiir die Prifung.”
Elsevier GmbH, Miinchen 2005 [relativ alte Auflage, aber noch gut verwendbar — und
studentenfreundlich!].

Impfmedizin

o Jilg W.: ,Der Impfkurs. Eine Anleitung zum richtigen Impfen.”
4. Auflage, ecomed Medizin, Landsberg am Lech 2018.

e Standige Impfkommission am Robert Koch-Institut (STIKO):_,Impfempfehlungen 2017/2018“

Borm Bruckmeier Verlag GmbH, Griinwald 2018 [jéhrlich aktualisiert].

Apps
e Libbert, C., Diirrbeck A., Ranft D., Schuster V., Rodloff A.:
,Antiinfektiva — Leitfaden fiir die empirische antiinfektive Therapie und Prophylaxe”
2. Auflage, Universitatsklinikum Leipzig, Leipzig 2016 [im App-Store fiir ca. 3€].

e Standige Impfkommission am Robert Koch-Institut (STIKO): ,,STIKO@RKI Informationen rund ums

Impfen”
Borm Bruckmeier Verlag GmbH, Griinwald 2018 [stdndig aktualisiert, kostenfrei.

Interessantes und Wissenswertes

e Dixon, B.: ,Der Pilz, der John F. Kennedy zum Pradsidenten machte — und andere Geschichten aus

der Welt der Mikroorganismen”
e Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg/Berlin 2009.
e Antibiotikaquartett

Herausgeber: Jan Kruse und Philipp Enghard
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Internet-Links

Erreger und Krankheiten

http://www.rki.de/ (Robert Koch-Institut)

https://www.cdc.gov/ DiseasesConditions/(CDC)

Therapiehinweise/-Leitlinien

http://www.awmf.org/leitlinien/aktuelle-leitlinien.html/ (AWMF)

http://www.p-e-g.de/ (Paul-Ehrlich-Gesellschaft)

https://www.uptodate.com/contents/search/

https://www.dtg.org/ (Deutsche Tropenmedizinische Gesellschaft)

Impfmedizin

https://www.rki.de/DE/Content/Kommissionen/STIKO/stiko node.html/ (STIKO)

https://www.slaek.de/de/03/impfen.php/ (SIKO)

Infektionsepidemiologie

http://www.rki.de (Robert Koch-Institut)

https://survstat.rki.de/ (epidemiologisches Abfrage-Programm vom RKI)

https://influenza.rki.de/ (aktuelle Influenza-Karte)

https://map.ox.ac.uk/ (Malaria-Karte)

https://ecdc.europa.eu/en/home (ECDC)

https://www.cdc.gov/DataStatistics/ (CDC)

http://www.promedmail.org/ (Karte tGber globale Ausbriiche, Epidemien, Pandemien)

Spezielle Pathogene

Parasiten
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx.Default.htm

https://www.cdc.gov/dpdx/az.html
https://www.rki.de/DE/Content/Infekt/EpidBull/Merkblaetter/Ratgeber_Malaria.html
http://www.dtg.org/

http://www.zoonosen.net/
https://www.rki.de/DE/Content/Infekt/EpidBull/Merkblaetter/merkblaetter_node.html
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs094/en/
https://de.wikibooks.org/wiki/Medizinische_Mikrobiologie: Helminthen

Pilze

http://www.mycology.adelaide.edu.au
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Kurzinformationen zu einigen im Kursskript erwahnten Nahrboden

Nahrbouillon:
e Fleischextrakt, Pepton, NaCl, pH 7,2
e  Grundndhrmedium zur Anzucht anspruchsloser Bakterien

N&ahragar:
e Nahrbouillon + Agar, pH 7,2
e Grundndahrmedium zur Anzucht anspruchsloser Bakterien

BHI-Bouillon: Brain-Heart-Infusion (Hirn-Herz-Aufguss)

e Pepton, Glukose, NaCl, Na,HPO,, pH 7,2

e hochwertiges Universalndhrmedium zur Zichtung anspruchsloser sowie anspruchsvoller
Bakterien

Columbia-Blutagar:
e Spezialpepton, Starke, NaCl, Agar, pH 7,2, 5 % Schafblut
e Universalndhrboden

Columbia-Blutagar fiir Anaerobier:

e Zusammensetzung wie Columbia Blutagar, zusatzlich supplementiert mit Vitamin K und Hamin

o ggf. mit Zusatz eines Aminoglykosidantibiotikums (Gentamicin) zur Hemmung fakultativ anaerober
Keime

Kochblut- oder Schokoladenblutagar:

e durch 5 min. Erhitzen des bluthaltigen Nahrbodengemischs bei 100 °C (Dampftopf) werden Faktor
X (Hamin) und V (NAD) fiir Bakterien verfligbar

e Universalndhrmedium, zur Anzucht von Haemophilus sowie anderen anspruchsvollen Spezies
geeignet

MacConkey-Agar:

e Pepton, Laktose, NaCl, Gallensalzmischung, Neutralrot, Kristallviolett, Agar-Agar

e Selektiv- und Differentialndhrmedium fiir Gram negative Bakterien

e grampositive Bakterien wachsen nicht oder nur sehr schwach (Hemmung durch Kristallviolett
und Gallensalze)

e Wachstum von Vertretern der Enterobacterales und sog. ,,Nonfermentern® wie Pseudomonas
spp., Acinetobacter spp. u. a.
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Leifson-Agar: (Desoxycholat Citrat-Agar)

e Pepton, Fleischextrakt, Laktose, Natriumdesoxycholat, Eisen Il citrat, Natriumcitrat,
Natriumthiosulfat, Neutralrot Agar

e Erkennen von Laktose positiven Bakterien (rot), Laktose negativen Bakterien (hell, in der Farbe des
Ndhrbodens), H.S-positiven Bakterien (Kolonien in der Mitte schwarz durch Eisensulfid)

e Selektiv- und Differentialndhrmedium fiir Salmonellen und Shigellen

e andere Enterobacterales werden mehr (E. coli u. 4.) oder weniger (Proteus spp.) gchemmt

Galle-Asculin-Agar:

e Pepton, Hefeextrakt, NaCl, Trockengalle, Asculin, Ammoniumeisen(lll)-citrat, Kanamycinsulfat

e Selektiv- und Differentialndahrmedium fiir Enterokokken, Kolonien farben sich schwarz

e (Spaltung des Glykosids Asculin in Asculetin und Glukose, Asculetin reagiert mit Fe3* zu einem
dunkelbraunen/schwarzen Komplex)

Sabouraud-Dextrose-Agar:

e Pepton aus Sojamehl, Glukose, Agar, Chloramphenicol zur Unterdrickung des Wachstums von
Bakterien

e Selektivmedium zur Anzucht von Pilzen (Sprosspilze, Schimmelpilze, Dermatophyten)

Miiller-Hinton-Agar:

e Rindfleischaufguss, hydrolysiertes Casein, Starke

e Agar Referenzmedium zur in vitro Empfindlichkeitstestung

e Fir die Empfindlichkeitstestung anspruchsvoller Bakterien wird dem Medium 5 % Schafblut
zugesetzt
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Farbungen und Farbelosungen

Vorarbeiten

Fir alle Farbungen den Objekttrager von unten mit einem Fettstift markieren und das geschliffene Feld

von oben fir die Beschriftung (mit Bleistift) benutzen. Einen Tropfen NaCl innerhalb der Markierung

aufbringen, wenig (!) Material einreiben, gleichmaRig verteilen, lufttrocknen lassen, hitzefixieren.

Methylenblau
Es handelt sich um eine unspezifische Proteinfarbung, welche alle Bakterien- und Korperzellen blau

farbt. Sie dient der Beurteilung des Vorhandenseins und der Form und Lagerung von Bakterien.

Objekttrager in Farbeklvette stellen, Farbe 2 min einwirken lassen, mit Leitungswasser absplilen,

zwischen Filterpapier trocknen, dann mikroskopieren.

Gram-Farbung
Sie dient der Differenzierung von grampositiven und gramnegativen Bakterien anhand ihrer

Zellwandstruktur sowie der Beurteilung von Form und Lagerung der Bakterien.

Objekttrdager 2 min in Carbolgentianaviolett stellen

mit Leitungswasser abspilen

2 min in Lugolsche L6sung

mit Alkohol entfarben, bis keine Farbwdlkchen mehr abgehen (10-20 Sek.)
mit Leitungswasser abspilen

1 min in (1:10) verdiinntes Carbolfuchsin stellen

mit Leitungswasser abspilen

Zwischen Filterpapier trocknen

Giemsa Farbung

Beste Darstellung von Parasiten und Koérperzellen.

diinnen Blutausstrich 5 min in Methanol fixieren
anschliefend 30 min in frisch hergestellter Giemsa-Gebrauchslosung

(3,5ml Giemsa-Stammldsung + 96,5ml Weise-Puffer) farben
abkippen und zum Lufttrocknen senkrecht aufstellen
mit Olimmersion und 100er Objektiv auswerten
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Praktikum I
Allgemeine Arbeitstechniken

Charakterisierung von Bakterien mittels Makro- und Mikromorphologie
Nahrboden herstellen, Fingerabdruck

Fraktionierter Ausstrich, Reinkultur

Anlage eines Rachen - / Nasenabstrichs

Speichelpraparat

vk wNRE

Stichworte zur Vorbereitung des Praktikums

Mikrobiologische Kulturmedien:

e Bedeutung von Nahrmedien in der Mikrobiologie

e Universal-/Selektiv-/Differentialndhrmedien

Anzucht und Identifizierung von Bakterien:

e Reinkultur

e Isolierung

e Fraktionierung

e aerobe/anaerobe/fakultativ anaerobe Bakterien

Mikroskopie:
e Gramfarbung

e Methylenblau-Farbung

Physiologische Bakterienflora:

e Haut

e Mundhohle

e Nasopharynx
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1.: Charakterisierung von Bakterien

Aufgabe 1.1.: Charakterisierung verschiedener Bakterien mittels Durchlicht-
Mikroskopie (Mikromorphologie)

Zielstellung
Kennenlernen der Moglichkeit, Bakterien durch Analyse der Mikromorphologie zu differenzieren.
Erkenntnis der Bedeutung spezieller Bakterienfarbungen.

Materialien:

- Mikroskop

- Objekttrager

- Bunsenbrenner

- Pinzette

- kalibrierte sterile Osen (10 pl)

- Uhr

- Methylenblau-Lésung (am Farbetisch)

- Materialien fiir die Gramfarbung (am Farbetisch): Carbol-Gentianaviolettldsung, Jod-Kaliumjodid-
Losung (= Lugolsche-Losung), Fuchsinlosung, 96%iges Ethanol

- Bakterienkulturen von Staphylococcus aureus ©, Neisseria meningitidis ©, Escherichia coli ®,
Corynebacterium diphtheriage @

- Streptokokken als Bouillonkultur (Thioglykolatbouillon)

Anleitung Olimmersions-Mikroskopie:

- Immersionsobjektiv (100er Objektiv mit schwarzem Ring) in den Strahlengang bringen

- Praparat auflegen, 1 Tropfen Immersionsol pro Feld aufbringen

- unter seitlicher Sicht Objektiv in das Ol eintauchen und ganz dicht an das Priparat gehen

- mit Feintrieb Objektiv langsam heben, bis sich die optische Ebene des Prdparates abbildet

- nach Beendigung der Mikroskopie Immersionsobjektiv (Linse) und ggf. Kreuztisch mit Ethanol-
getranktem weichem Zellstoff abwischen

- anschlieRend die gefarbten Praparate in die Abwurfbehalter fir infektioses Material entsorgen

Methylenblau-Priparate

(Staphylococcus aureus ©, Neisseria meningitidis @, Escherichia coli ®, Corynebacterium diphtheriae

@)

e Objekttrager mit Fettstift von unten in 2 Felder teilen, mit Platznummer und Keimart auf dem
Mattrand beschriften

e injedes Feld einen kleinen Tropfen sterile NaCl-Lésung geben

e geringe Menge Bakterienmasse mit Ose von der Platte einreiben

e |ufttrocknen lassen

o hitzefixieren = luftgetrocknetes Praparat mit der beschichteten Seite nach oben mit der Pinzette
3 -5 x durch die heille Bunsenbrennerflamme ziehen

e dann Methylenblaufarbung entsprechend den Aushéngen an den Farbetischen durchfiihren
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Olimmersionsmikroskopie
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Gramprdparate

(Stapyloccocus aureus @, Neisseria meningitidis @, Escherichia coli ®, Corynebacterium diphtheriae
@)

e Vorbereitung der Objekttrager einschlieBlich der Hitzefixierung wie beim Methylenblaupraparat
beschrieben (s. 0.)

e jeweils 2 Erreger pro Objekttrager

e dann Gramfarbung entsprechend den Aushangen an den Farbetischen durchfiihren

e Olimmersionsmikroskopie

Gramprdiparat aus einer mit Streptokokken bewachsenen Bouillon

e Objekttrager markieren und auf dem Mattrand beschriften

o 1 Tropfen Streptokokkenbouillon ohne NaCl auf das markierte Feld geben und vorsichtig etwa
eurostlickgrofd ausbreiten

e Lufttrocknen, hitzefixieren, Gramfarbung

Auswertung
e Fertigen Sie mikroskopische Zeichnungen der Erreger an:

Beurteilung des
Grampraparates
Erreger Methylenblaupraparat Grampraparat nach Form,
Lagerung und
Farbeverhalten

@ Stapylococcus
aureus

@ Neisseria
meningitidis

® Escherichia coli

@
Corynebacterium
diphtheriae

Streptokokken

(aus
Bouillonkultur) /
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Aufgabe 1.2.: Charakterisierung des Wachstums bzw. der Koloniemorphologie
verschiedener Bakterienstamme auf unterschiedlichen Nahrboden
(Makromorphologie)

Zielstellung

Erkenntnis, dass unterschiedliche Bakterien verschiedene Nahrbodenanspriiche stellen und
unterschiedliche Kolonieformen auspragen, was zur Differenzierung bzw. Identifizierung von
Bakterien von groBem Nutzen ist.

Materialien fiir 2 Studenten:

Reinkulturen von folgenden Stammen: @ Staphylococcus aureus, @ Neisseria meningitidis,
® Escherichia coli, @ Corynebacterium diphtheriae

auf folgenden Nahrboden:

- Columbia-Blutagar

- Kochblutagar (= Schokoladenagar)

- MacConkey-Agar

- Nahragar

Durchfiihrung
Beschreibung des Wachstums und der Koloniemorphologie (GréRe [Hohe und Breite], Farbe,

Oberflachenbeschaffenheit, Randstruktur, Farbe). Falls vorhanden, Lupe benutzen.

Auswertung

Stamm-Nr. | Columbia-Blutagar Kochblutagar MacConkey-Agar Nahragar

@
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Form der Bakterienkolonien: Beschaffenheit der Oberflache in der Aufsicht

O O

rund gezackt glatte Oberflache raue Oberflache

Form der Bakterienkolonien im Querschnitt:

kugelig flach dellenférmig kegelformig

2.: Herstellung eines Nahrbodens (Blutagar)

Zielstellung
Umgang mit Nidhrbdden. Ubung und Uberpriifung des sterilen Arbeitens, transiente Flora der

Fingerkuppen.

Materialien fiir jeden Studenten:

- Kolben im Wasserbad mit verflissigtem Nahragar bei ca. 56°C
- 1 sterile Petrischale

- 1 Rohrchen mit 1 ml defibriniertem Hammelblut

Durchfiihrung

e Petrischale mit Platznummer auf der Petrischalenunterseite (tief) beschriften.

o 1 mlBlutin die Petrischale geben, Deckel (flach) dabei so wenig und so kurz wie moglich 6ffnen.

e 19 ml Nahragar aus dem Kolben in die Petrischale geben

e Durch vorsichtiges Schwenken der Platte das Blut gleichmaRig verteilen und die Mischung
erstarren lassen.

e Platte umkehren (Deckel unten, Boden mit Ndhragar oben),

e mit Fettstift Boden in der Mitte teilen, Halften mit 1 und 2 beschriften.

o Nahrbodenhalfte 1: zwei Fingerkuppen leicht fiir 1-2 sec. andriicken. Davor die Hinde NICHT
desinfizieren!

e Nihrbodenhilfte 2: nach Uberziehen eines Schutzhandschuhes wieder zwei Fingerkuppen leicht
flir 1-2 sec andricken.

e Achtung: Die Ndhrbodenoberflache soll nicht beschadigt werden.

e Die Platten mit dem Deckel nach unten am Platz stehen lassen.
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3.: Fraktioniertes Beimpfen eines Nahrbodens mit einer Bakterien-
Mischkultur

Zielstellung

Es soll erlernt werden, wie Untersuchungsmaterial auf Nahrbdden ausgestrichen wird. Die in dem
Material vorhandenen Bakterien sollen schlieBlich einzeln bzw. getrennt voneinander auf dem
Nahrboden liegen. Das ist die Voraussetzung, um Reinkulturen zu gewinnen.

Materialien fiir jeden Studenten:

- Rohrchen mit einer Bakteriensuspension
- Columbia-Blutagarplatte

- kalibrierte sterile Osen (10 pl)

Durchfiihrung

e Blutagarplatte mit Platz-Nr. auf der Unterseite beschriften.

e Unter sterilen Bedingungen eine Ose voll Suspension aus dem Rdhrchen entnehmen.

e Rechtshiander nehmen die Nihragarplatte in die linke Hand und streichen, mit der Ose in der
rechten Hand, die Bakteriensuspension wie dargestellt auf einem Plattensektor aus.

e Der Ausstrich erfolgt auf der Oberflache des Mediums! Ein Eindringen in den Agar ist zu
vermeiden.

e Ose anschlieBend in Behilter mit Desinfektionsmittel geben.

e Platte gegen den Uhrzeigersinn drehen. Mit zweiter Ose einmal durch den Ausstrich gehen und

wiederum einen Sektor ausstreichen.
e Ose in Desinfektionsmittel abwerfen.
e Platte gegen den Uhrzeigersinn drehen. Mit dritter Ose einmal durch den zweiten Ausstrich

gehen und wiederum ausstreichen.

,Drei-Osen-Ausstrich”
< 1] 2. 3.

Durch den Wechsel der Impfésen und das nur einmalige Durchstreichen durch den Ausstrich soll sich

jeweils ein Verdliinnungsfaktor von 1:10 ergeben.
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4.: Anlage eines Rachen- und eines Nasenabstriches

Es soll die Unterschiedlichkeit zweier eng benachbarter 6kologischer Nischen deutlich gemacht
werden.

Material

- 1 Blutagarplatte + 1 MRSA Platte
- 2 sterile Tupfer

- sterile Osen

Durchfiihrung
Mit Hilfe eines sterilen Tupfers werden die Tonsillen im hinteren Rachenraum abgestrichen und das

anhaftende Material auf ein Viertel einer Blutplatte abgerollt. Davon ausgehend, wird das Material mit
einer sterilen Plastikdse Gber das zweite Viertel ausgestrichen.

Mit einem zweiten Tupfer wird entsprechend Material von der Nasenschleimhaut abgestrichen, das
auf der zweiten Halfte der Blutagarplatte ausgestrichen wird. Wegen der niedrigen Keimzahl wird hier
das Material nicht mit der Plastikdse verdiinnt (s. Zeichnung).

Rachenabstrich

Z\
} Nasenabstrich
— el
——

Die Platte wird (iber Nacht bei 379C bebritet und dann ausgewertet

5.: Anfertigung eines Speichelpraparates

Die mikroskopische Untersuchung von Speichel lasst die Vielfalt der physiologischerweise in der
Mundhdhle vorkommenden Bakterien erkennen.

Durchfiihrung
e Mit einem sterilen Wattetupfer wird ein Abstrich von der eigenen Wangenschleimhaut

entnommen.

e Dazu wird der Tupfer fest angedriickt und an der Schleimhaut gerieben.

e Dann wird das Material auf einen Objekttrager (Stelle mit Fettstift von unten markieren)
ausgestrichen.

e Das Praparat wird bei Raumtemperatur getrocknet, anschlieRend fixiert und nach Gram gefarbt.
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Auswertung

Zeichnen Sie das Praparat, nachdem Sie eine geeignete Stelle gefunden haben.

Welche Bakterien lassen sich anhand des
mikroskopischen Bildes charakterisieren?
Beurteilen Sie Anfarbung, Form, GréRe und
Lagerung der Zellen zueinander.

BITTE NEHMEN SIE IHR STUHLROHRCHEN MIT !1!1!
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PRAKTIKUM II

Charakterisierung und Identifizierung von Bakterien

Auswertung Aufgabe 2: Nahrboden mit Fingerabdruck
Auswertung Aufgabe 3: fraktionierter Ausstrich
Auswertung Aufgabe 4: Rachen- /Nasenabstrich
6: Keimzahlbestimmung
7: Erregeridentifizierung- und differenzierung

7.1. biochemische Charakterisierung
8. Streptokokken

8.1. Latexagglutination

8.2. Hdmolyse

8.3. Pneumokokken-Latexagglutination

9. Ansatz Stuhlprobe
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Auswertung Aufgabe 2 vom letzten Kurs:
GielRen einer Blutagarplatte, transiente Flora der Fingerkuppen

Ist es beim GielRen zu mikrobiellen Verunreinigungen gekommen? Nennen Sie mogliche Ursachen?

Beschreiben Sie die Andruckstellen der Fingerkuppen:
a) ungeschutzt

b) durch Handschuh geschiitzt

Entsorgen Sie anschlieBend die selbst hergestellte Blutagarplatte!

Auswertung Aufgabe 3 vom letzten Kurs: fraktionierter Ausstrich

Was ist das Ziel der fraktionierten Beimpfung einer Agarplatte?

Liegt auf der Agarplatte eine Rein- oder eine Mischkultur vor? Begriinden Sie Ihre Antwort,
beschreiben Sie die Kolonien.

Ist es gelungen, die Keime so auszustreichen, dass von unterschiedlichen Bakterienspezies
Reinkulturen angelegt werden kénnten? Wozu bendtigt man Reinkulturen?

Fertigen Sie von den unterschiedlichen Kolonien jeweils ein Gramprdparat an. Beschreiben Sie die
Mikromorphologie.
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Auswertung Aufgabe 4 vom letzten Kurs : Rachen- und Nasenflora

Beschreiben Sie und diagnostizieren Sie die gewachsenen Kolonien. Achten Sie besonders auf
GrolRe, Oberflache und Form der Kolonien. Nehmen Sie lhre Ergebnisse der Aufgabe 1.2 (Seite 19)
(1. Praktikum) zur Hilfe.

Flora des Rachens
(VLo ] ATV T=T =T s T« PR SR

Yo (Y L=l Y (<] o T TT TR

Flora der Nase
(VLo ] ATV T=T =T o [« PR SR

] Lo [ A=l N A (=] (TP

6: Keimzahlbestimmung

Die Zahl Ilebender Bakterienzellen wird dadurch ermittelt, dass Verdiinnungen des
Untersuchungsmaterials in steriler physiologischer Kochsalzlosung auf die Oberflaiche von Nahrboden
aufgebracht werden. Nach 18 stindiger. Inkubation werden die Kolonien gezahlt. Entsprechend des
ausgespatelten Volumens und der Verdiinnung kann die Keimzahl / ml Originalsuspension berechnet
werden.

Material fiir 2 Studenten

- Bouillonkultur

- 7 Réhrchen mit je 2,7 ml sterilem NaCl
- Nahragarplatte

- sterile Pipettenspitzen

- Eppendorfpipette

- sterile 10 pl Osen

Durchfiihrung

e 0,3 ml des Untersuchungsmaterials (Bouillonkultur) werden mit Hilfe einer sterilen Pipettenspitze
und der entsprechenden Pipettierhilfe (vorher auf Einstellung achten) in 2,7 ml sterile NaCl-
Losung Gbertragen.

e Dabei darf die Pipettenspitze nicht in die Verdiinnungslésung eintauchen.

e Die Verdiinnung wird gemischt, die Pipettenspitze wird in den Behalter geworfen.

e Mit einer neuen sterilen Pipettenspitze wird (nach grindlichem Mischen) 0,3 ml aus der eben
hergestellten 1:10-Verdiinnung entnommen und in 2,7 ml sterile NaCl-Losung gegeben (1:100-
Verdinnung).

e  Weiter arbeiten wie oben beschrieben und dabei auf standigen Wechsel der Pipettenspitzen
achten.
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e Nach dem Erstellen der ganzen Verdiinnungsreihe (10 bis 107) werden jeweils 10 pl (gefiillter!
Ring der Plastikése entspricht 10ul) der Verdiinnungen 107, 10°®, 10”° und 10 auf je ein Viertel
einer Nahragarplatte aufgetragen und auf einem Quadranten verteilt.

e Dabei kann man mit einer Plastikdse auskommen, wenn man mit der héchsten Verdiinnung (107)
beginnt und schrittweise (iber 10°® und 10 die 10*-Verdiinnung als letzte auftrigt.

e Nachdem die Fliissigkeit in den Agar eingezogen ist, werden die Platten umgedreht (Agarschale
nach oben)

e Danach erfolgt die Bebriitung fiir 24 Stunden bei 37°C.

e Nachdem Sie die Keimzahlbestimmung technisch durchgefiihrt und die Agarplatte 24 h bei 37°C
bebritet haben, konnen Sie die Keimzahl (Zahl der koloniebildenden Einheiten, KBE) bestimmen.

Verdiinnung der Kultur:

neue newe neue
Pipetten Pipetien- Pipetten-
spitze spitze spuze 2,7 ml

03ml 03 ml 0.3 ml 03 ml usw. bis 107
| ) VT g— — - >
l I 107
10°

NaCil-Lsg \
32 = 2 ﬂh

e

Auftragen
Ausbreiten

Erregeridentifizierung- und differenzierung

7. Biochemische Charakterisierung

Ganz allgemein konnen Mikroorganismen eine groRe Zahl der verschiedensten biochemischen Reaktionen
durchfihren. Jede Bakterienart besitzt einen genetisch fixierten Satz von Enzymen, der durch seine
Limitierung spezifisch flr die Art ist. Diese Tatsache nutzt man aus, um Bakterien zu identifizieren und sie
somit zu klassifizieren. Fast jede organische Substanz kann als Substrat fiir irgendeinen Mikroorganismus
dienen. Innerhalb einer Spezies sind allerdings nur wenige Reaktionen grundsatzlich, also zu 100 %, positiv
oder grundsatzlich negativ. In einer Spezies kénnen also Stdmme zusammengefasst sein, die sowohl fir
eine bestimmte Reaktion negativ als auch positiv sein kdénnen. Moderne Klassifikationssysteme arbeiten
daher nicht mit dichotomen Entscheidungen, sondern mit statistischen Werten. Voraussetzung fiir eine
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derartige Charakterisierung ist das Vorliegen von Reinkulturen. Man geht deswegen von einer einzigen
Kolonie aus, wenn man derartige Prifungen durchfiihren will.
Nachfolgend finden Sie eine Ubersicht zu einzelnen Reaktionen:

TDA - Tryptophan-Deaminase:

Das Enzym Tryptophan-Deaminase katalysiert die Deaminierung von Tryptophan zu Indolbrenz-
Trauben-saure und Ammonium. Die Indolbrenz-Traubensaure wird durch die Zugabe von Eisen (l11)-
Chlorid, das zu braunem Eisen (l1)-Chlorid reduziert wird, nachgewiesen.

H2S - Schwefelwasserstoff:

Schwefelwasserstoff kann hauptsachlich durch zwei Enzyme, die Cystein-Desulfurase oder die
Thiosulfat-Reduktase, gebildet werden. In der Anwesenheit von zweiwertigen Schwermetallionen,
wie Eisen-(ll)-lonen, wird ein schwarzes Prazipitat von Eisensulfit gebildet. In Stdmmen von Proteus
vulgaris und Citrobacter freundii werden beide Enzyme gebildet, wahrend hingegen bei Sasimonella
Typhi nur die Cystein-Desulfurase auftritt.

ESC - Asculin:

Asculin, ein B-Glykosid, wird durch eine bakterielle B-Glukosidase zu Glukose und Asculetin
hydrolysiert. Asculetin bildet bei der Anwesenheit von Eisenionen einen schwarz-braunen Komplex,
der prazipitiert. Diese Reaktion ist fiir die Genera Klebsiella und Serratia charakteristisch.

IND - Indol:

Der Enzymkomplex Tryptophanase deaminiert und hydrolysiert Tryptophan zu Indol, Brenz-
Traubensdure und Ammoniak. Mit dem Reagens p-Dimethylammonium-Zimtaldehyd bildet Indol
einen roten Farbkomplex.

URE - Urease:

Das Enzym Urease hydrolysiert Harnstoff zu Ammoniak. Dies macht sich durch eine Erhéhung des pH-
Wertes und damit der Verdnderung des Indikators Bromthymolblau bemerkbar (Farbumschlag von
blau nach gelb).

LDC - Lysindecarboxylase:

Die Lysindecarboxylase wandelt Lysin zu Cadaverin und CO, um. Cadaverin, ein primares Diamin, ist
eine relativ starke organische Lauge und bewirkt eine pH-Verdanderung und verandert den Indikator
(Bromthymolblau). Im positiven Fall kommt es (iber gelb zu einem Farbumschlag nach blauviolett
(Bsp. @ = Klebsiella pneumoniae, J = Proteus vulgaris).

ODC - Ornithindecarboxylase:
Ornithindecarboxylase katalysiert die Decarboxylierung von Ornithin zu Putrescin und CO,. Putrescin
ist wie Cadaverin eine organische Lauge. Die Farbreaktionen entsprechen dem LDC-Nachweis.
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ADH - Arginindihydrolase:

Arginindihydrolase ist ein Enzymkomplex, der Arginin in Ornithin, CO; und Ammoniak spaltet. Die
daraus resultierende pH-Veranderung zum Alkalischen verandert den Indikator von gelb nach
blaugriin.(Bsp. © = Enterobacter cloacae, & = Proteus vulgaris).

DEC contr. Glu-Kontrolle:

Da alle Enterobacteriaceen Glukose spalten kdnnen, muss diese Reaktion positiv sein (gelb).

Zudem dient diese Reaktion als Wachstumskontrolle und bildet bei der automatisierten Auswertung
den Schwellenwert fiir die Berechnung der Decarboxylase-Reaktionen (LDC, ODC, ADH), sowie URE
und VP. Bei der visuellen Auswertung diirfen bei negativer Reaktion (blau) diese Reaktionen nicht
ausgewertet werden.

CIT - Citrat:

Natriumcitrat als einzige Kohlenstoffquelle hat die Bildung von Natriumbicarbonat zur Folge,
wodurch der pH-Indikator, Bromthymolblau, von schwach lindgriin nach intensiv blaugriin
umschlagt.

MAL - Malonat:

Wenn Natriummalonat als einzige Kohlenstoffquelle verwendet wird, bildet sich Natriumbicarbonat
mit der entsprechenden Anderung im pH-Wert (griinblau — blau; Bsp. @ = Klebsiella pneumoniae, &
= Proteus vulgaris).

VP - Voges-Proskauer-Test:

Die Voges-Proskauer-Reaktion beruht auf dem Nachweis von Acetoin, einem von verschiedenen
Bakterienarten gebildeten Kohlenhydrat-Stoffwechselprodukt, bei einer pH-Erniedrigung auf ca. 4,5.
Durch Zugabe von Methylrot-Indikatorlosung kommt es im positiven Fall zu einer Rotfarbung, im
negativen Fall zu einer Gelbfarbung (Bsp. @ = E.coli, & = E.cloacae).

RHA - Rhamnose, SUC - Saccharose, ADO - Adonit, INO - Inosit, XYL - Xylose, SOR - Sorbit-
Fermentationen: Die aufgefiihrten Zucker werden als einzige Kohlenstoffquelle angeboten. Bei ihrer
Spaltung kommt es zur pH-Erniedrigung und damit zu einem Farbumschlag von blau nach gelb
(Indikator: Bromthymolblau).

ONPG - o-Nitrophenylgalaktopyranosid:

Nachweis der B-Galaktosidase zur Differenzierung zwischen Laktose verzogert — und Laktose nicht
spaltender Bakterien. B-Galaktosidase ist n6tig, um Laktose zu spalten. Der Enzymnachweis erfolgt
durch Zusatz von ONPG (Ortho-Nitro-Phenyl-B-Galactopyranosid). Dieses wird durch die R3-
Galaktosidase in Galaktose und o-Nitrophenol (intensiv gelb) gespalten.

Gelbfarbung <6 h = Laktosespaltung
Gelbfarbung>6h-18 h = verzogerte Laktosespaltung
Gelbfarbung > 24 h = keine Laktosespaltung
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ONPX - B-Xylosidase:

Das farblose Substrat o-Nitrophenylen-R-Xylosid wird durch B-Xylosidase in Xylose und o-Nitrophenol
(gelb) gespalten (analoges Prinzip wie ONPG).

B-GUR: B-Glukuronidase
Das farblose Substrat p-Nitrophenylen-B-Glukuronid wird durch B-Glukuronidase in Glukuronidsaure
und o-Nitrophenol (gelb) gespalten (analoges Prinzip wie ONPG).

Aufgabe 7.1.: Erregerdifferenzierung mittels biochemischer Charakterisierung

Material fiir 2 Studenten

- Bakterienkulturen 1,2 oder 3 auf MacConkey-Agar
- 1 steriler Tupfer

- 1 Rohrchen mit 5 ml sterilem Aqua dest.

- Cytochromoxidase-Teststreifen

- Pseudomonas-Kontrollstamm

- 1 unbeimpften Api 10 S Teststreifen

Cytochromoxidase-Test

Der Teststreifen ist mit einer 1%igen Losung von Tetramethyl-p- Phenylendiaminhydrochlorid
getrankt.

Der Test dient dem Nachweis von Cytochromen in der Atmungskette, diese ermdoglichen den Eintritt
von atmospharischem Sauerstoff in den Zellstoffwechsel, in dem sie durch molekularen Sauerstoff
oxidiert werden. Unter dem Einfluss bestimmter Enzyme, z.B Oxidase, werden sie wieder reduziert.
Bsp. Pseudomonas aeruginosa @, alle Enterobacteriaceae &

API 10 S ist ein standardisiertes System einer Bunten Reihe zur Identifizierung von Enterobacterales
und anderer, einfacher gramnegativer Stabchen mit Hilfe von 12 biochemischen Reaktionen.

Prinzip

Der API 10 S Streifen besteht aus 10 Mikroréhrchen, in denen sich die verschiedenen Substrate in
dehydratisierter Form befinden. Die R6hrchen werden mit der zu untersuchenden
Bakteriensuspension beimpft, welche die Substrate 16st. Die biochemischen Reaktionen kénnen
anhand von Farbumschldgen abgelesen werden, die entweder spontan wahrend der Inkubation oder
nach Zugabe der Reagenzien entstehen. Die Ablesung dieser Reaktionen erfolgt mit Hilfe der
Ablesetabelle. Die Identifikation erhalt man entweder anhand der Prozenttabelle oder mit Hilfe des
Analytischen-Profil-Indexes (siehe Auswertung im nachsten Praktikum).
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Durchfiihrung

Makromorphologie

Beschreiben Sie die auf dem Nahrboden angewachsenen Kolonien.

Mikromorphologie

Fertigen Sie von einer Bakterienkolonie der MacConkey-Agarplatte ein Grampraparat an.

Beschreiben und interpretieren Sie das Ergebnis.

Biochemische Charakterisierung

Tippen Sie mit der Ose eine Kolonie auf der MacConkey-Agarplatte an und reiben Sie das
Material auf einen Cytochromoxidase-Teststreifen.

Als Positivkontrolle reiben Sie etwas Material von einem Pseudomonasstamm auf den
Teststreifen.

Reaktionsausfall:

sofortige Blaufarbung = positiv

farblos-rosa = negativ

Stamm der Versuchskultur:

Pseudomonas-Kontrollstamm:

Vorbereitung des Inokulums:

Mit einem sterilen Tupfer eine gut isolierte Kolonie vom Agar abnehmen und in 5 ml sterilem Aqua
dest einrtihren. Entsprechende Réhrchen stehen bereit.

Die Bakterien im Suspensionsmedium sorgfaltig homogenisieren. (Im Vergleich soll die Tribung
der des Mc-Farland-Standards von 0,5 entsprechen).

In die Vertiefungen der Inkubationswanne ca. 2 ml Wasser mit Tropfpipette geben, Streifen in die
Wanne legen.

Beimpfung des Streifens:

Die Bakteriensuspension mit einer Pipette in die Mikroréhrchen pipettieren.

Bei CIT das Becherchen und Réhrchen fiillen.

Fir die anderen Reaktionen nur die Réhrchen fiillen.

Die unterstrichenen Reaktionen LDC, ODC, H,S und URE hoch mit Paraffindl Gberschichten.
Die Inkubationswanne schlieRen und bei 35-37°C 18-24 Stunden inkubieren.
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_4— API-Becherchen
API-

T

ONPG GLU ARA

Schematische Abbildung eines Api-Streifens

mit Becherchen und Réhrchen.

8. Charakterisierung von Streptokokken

8.1 Charakterisierung von R-hamolysierenden Streptokokken mittels Latexagglutination

Die Klassifizierung von B-hamolysierenden Streptokokken erfolgt anhand bestimmter Polysaccharid-C
Antigene, die eine Einteilung in die Lancefield Gruppen erlaubt.
Das Testprinzip basiert auf Latexpartikeln, die mit spezifischen Antikdrpern gegen ein bestimmtes
Lancefield-Antigen beschichtet sind. Tragt der Teststamm die dazu passenden Antigene an seiner
Oberflache, kommt es durch Bindung und Vernetzung der Latexpartikel zu einer makroskopisch

sichtbaren Ausflockung.

Ergdnzen Sie zunachst die Tabelle zu den wichtigsten B-hamolysierenden Streptokokken:

Lancefield-
Vertreter Vorkommen und hervorgerufene Erkrankungen
Gruppe
A Streptococcus pyogenes
B Streptococcus agalactiae
Materialien:

Streptokokkenstamm 1 auf %4 Columbia-Blutagarplatte
Streptokokkenstamm 2 auf %5 Columbia -Blutagarplatte

Latex-Reagenz gegen das Lancefield Gruppenantigen A

kalibrierte sterile Osen (10 ul)

Durchfiihrung

} beide Stamme zeigen eine - Himolyse

e Geben Sie auf ein weiRes Kartchen jeweils 1 Tropfen Latex-Reagenz und reiben Sie mit einer
sterilen Ose jeweils Stamm 1 und Stamm 2 ein.

e Leicht schwenken und das Auftreten einer Flockung liberpriifen

Beispiel einer positiven
Agglutination in Feld 2.
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Auswertung
Ist es bei einem der Teststimme zu einer Agglutination gekommen?
Wenn ja, um was fir einen Stamm handelt es sich dann?

Um was fiir einen Stamm kdnnte es sich handeln, wenn es NICHT zu einer Flockung kam?
Wie kénnten Sie das weiter differenzieren?
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8.2. Charakterisierung von Streptokokken mittels Hamolyse

Materialien:

- 1 Demonstrationsplatte mit a-, B-, y- hdmolysierenden Streptokokken

- % Columbia-Blutagarplatte mit Streptococcus pneumoniae mit Optochinbldttchen

- % Columbia-Blutagarplatte mit vergriinenden Streptokokken mit Optochinblattchen
- Pneumokokken-Agglutinationsreagenz (,,Pneumokit”)

- kalibrierte sterile Osen

Durchfiihrung
Beurteilen Sie die Reinkulturen von a-und B-, hdmolysierenden Streptokokken

Beschreibung der Kolonien

Stamm .. ..
(GroRe, Farbe, Form, Hamolyseart)

B-hdamolysierende Streptokokken

a- hamolysierende
Streptokokken

Welche Hamolyseart zeigen Pneumokokken und vergriinende Streptokokken?

Wie unterscheiden sich Pneumokokken und vergriinende Streptokokken?

Welche Infektionen kdnnen Pneumokokken und vergriinende Streptokokken verursachen?

8.3 Charakterisierung von Pneumokokken mittels Latexagglutination

Bei diesem Test handelt es sich um einen Latex-Agglutinationstest mit gleichem Prinzip wie der

Streptokokken-Agglutinationstest aus Aufgabe 1.

e Geben Sie dazu auf die schwarzen Kartchen jeweils 1 Tropfen Reagenz und reiben Sie die

vergriinenden Streptokokken und den Pneumokokkenstamm ein.
e Leicht schwenken, das Auftreten einer Flockung priifen.

Auswertung:
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9.: Untersuchung der Dickdarmflora

Die Vielfalt der physiologischen Bakterienflora im Darm ist noch ausdrucksvoller als die in der
Mundhohle. Um das ganze Spektrum der vermehrungsfahigen Mikroorganismen in dieser
Okologischen Nische zeigen zu konnen, missten viele Stuhlverdiinnungen auf mindestens 10
verschiedenen Ndhrbdden aerob und anaerob bebriitet werden. Wir beschranken uns auf den
gualitativen Nachweis einiger Arten aus der aeroben Bakterienflora.

Material

- mitgebrachte Stuhlprobe
- sterile Osen

- 1 Leifsonagarplatte

- 1KPC + ESBL Platte

- 1 MacConkey-Agarplatte

Durchfiihrung
e Stuhlprobe mit der Ose auf der Leifson- und MacConkey-Agar fraktioniert! ausstreichen.

e Agarplatten tiber Nacht bei 37°C bebriiten.

Warum ist die Durchflihrung eines Gram-Praparates nicht sinnvoll?
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Praktikum HlI

Antibakterielle Wirkung von Antibiotika

Auswertung Aufgabe 6, Keimzahlbestimmung
Auswertung Aufgabe 7.1, Biochemische Charakterisierung
Auswertung Aufgabe 9, Stuhlansatz
10. Differenzierung von Salmonellen
11. Antimikrobielle Wirkung von Antibiotika

11.1 Agardiffusionstest

11.2 Bestimmung MHK — Makrobouillondilution

39



Auswertung von Aufgabe 6 vom letzten Kurs: Keimzahlbestimmung

e Tragen Sie zunachst die Zahl der Kolonien, die auf dem Nahragar angewachsen sind, in die Tabelle
ein.
e Berechnen Sie dann die dazugehorigen Keimzahlen pro 1 ml Kultur.

KBE/ml = Keimzahl/ml = Koloniezahl

Verdiinnungstufe x aufgetragenes Vol. [ml]

Verdiinnungsstufe 10" 10° 10° 10"

Zahl der Kolonien

errechnete Keimzahl/ml

Warum muss bei Herstellung der Verdiinnungsreihe die Pipettenspitze standig gewechselt werden,
aber

nicht beim Auftragen auf den Agar — vorausgesetzt, Sie beginnen mit der hochsten
Verdinnungsstufe?

Auswertung von Aufgabe 7.1 vom letzten Kurs.: Biochemische
Leistungsprifung ,,bunte Reihe”

Ablesung des Streifens

e Lesen Sie die getesteten Reaktionen anhand ihres Farbumschlags unter Zuhilfenahme der
Auswertetabelle auf der ndchsten Seite ab.
e Notieren Sie alle Spontanreaktionen auf dem Ergebnisblatt (Beispiel s.u.).
o alle als POSITIV abgelesenen Reaktionen werden mit + markiert
o alle als NEGATIV abgelesenen Reaktion werden mit - markiert (s. Beispiel)
Dann folgende Reagenzien zugeben:
TDA-Test:
e 1 Tropfen TDA-Reagenz (FeCls-L6sung) zugeben
- Farbumschlag nach dunkelbraun = positive Reaktion
IND-Test:
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1 Tropfen JAMES Reagenz (p-Dimethylamino-2-Methoxybenzaldehyd) zugeben
- unmittelbarer Farbumschlag nach rosa = positive Reaktion
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OXIDASE (OX), 11. Test:
e Die Ablesung erfolgte durch Auftragen des Teststamms auf den Oxidasestreifen mit

Pseudomonas aeruginosa als Positivkontrolle am letzten Praktikumstag
NO,-Test, 12. Test:
e Diese Reaktion wird NACH Ablesen der Spontanreaktionen abgelesen:
Je einen Tropfen NIT 1 Reagenz (Sulfanilsdure/Essigsaure) und NIT 2 Reagenz (N,N Dimethyl-1-
Naphthylamin in Essigsdure) ins GLU-RGhrchen geben. 2-3 Minuten warten.
- Farbumschlag nach rot = positive Reaktion

Identifizierung durch Ermittlung des ANALYTISCHEN-PROFIL-INDEX (API):
Mit dem ANALYTISCHEN-PROFIL-INDEX (API): hierbei werden alle Reaktionen in ein numerisches Profil

kodiert.
Die biochemischen Reaktionen auf dem Ergebnisblatt sind in 3-er Gruppen eingeteilt. Jede positive

Reaktion erhélt den Wert 1, 2 oder 4 je nach Position der Tests innerhalb der Gruppe (1., 2. oder 3.
Test). Die Zahlenwerte jeder Gruppe werden addiert (negative Reaktionen = 0), somit erhdlt man 4
Zahlen, welche das numerische Profil darstellen.

L IG IS DHENE JIE IS IC JIC NG It

'y A N

Das Verzeichnis von Bakterienspezies mit den zugehorigen API Indices liegt am Tisch aus.
Suchen Sie in dem Heft die Zahlenkombination, die der von lhnen ermittelten am Nachsten
kommt!
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Identifizierung mit der Prozenttabelle:

Die auf dem Ergebnisblatt notierten Resultate kénnten alternativ mit dieser Tabelle verglichen werden.
Uns dient die Tabelle mit den Wahrscheinlichkeiten eines bestimmten Reaktionsausfalls bei
bestimmten Bakterienspezies auch zur Plausibilitatskontrolle der Ablesung der Reaktionsausfille.

ABLESETABELLE
TESTS SUBSTRATE REAKTIONEN/ENZYME ERGEBNISSE
NEGATIV POSITIV
Ortho-Nitro-
ONPG Phenyl-R-D- beta-Galactosidase farblos hellgelb (1)
Galactopyranosid
GLU Glukose Fermentation / Oxidation blau / blau-griin | gelb / gelbgrau
(3)
ARA Arabinose Fermentation / Oxidation blau / blau-griin Gelb
(3)
LDC Lysin Lysindecarboxylase gelb Orange
oDC Ornithin Ornithindecarboxylase gelb rot / orange
CIT Natriumcitrat Citratverwertung blaBgriin / gelb | blaugriin / blau (2)
H,S Natriumthiosulfat | H,S-Produkt farblos / graulich schwarzer
Niederschlag
URE Harnstoff Urease gelb rot / orange
TDA / sofort
TDA Tryptophan Tryptophandesaminase Gelb | Dunkelbraun
JAMES / sofort oder IND 2 Min.
JAMES: farblos JAMES: rose
IND Tryptophan Indolproduktion hellgriin / gelb
IND: gelb IND: roter Ring
0OX/1-2 Min.
(0)4 Auf Filterpapier | Cytochromoxidase Farblos | violett (4)
NIT 1+ NIT 2/ 2-3 Min.
NO, | (GLU-RGhrchen) |NO, Produktion Gelb | Rot

(1) Eine leichte Gelbfarbung ist ebenfalls positiv.

(3) Die Fermentation beginnt im unteren Teil des Rohrchens, die Oxidation im oberen Teil.

)
(2) Ablesung im Becherchen (aerober Bereich)
)
(4) Durchfiihrung s.Praktikum I, Aufgabe 3
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Ergebnisblatt zur Dokumentation der Reaktionsausfille

REF Patient

Identification :
Date Origine/ Source

Dr Service/ Dept

Prozentuale Verteilung der Wahrscheinlichkeit des Vorhandenseins bestimmter Enzyme und
Stoffwechselreaktionen bei verschiedenen Spezies

API10S V3.0 ONPG| GLU | ARA | LDC |ODC | CIT [ HzS |URE | TDA | IND | OX | NO2
Citrobacter koserVamalonaticus 9 00 9 0 8 8 0 2 0 9 0 99
Citrobacter braakii 3B 100 99 0 99 8 1 0 1 0
Citrobacter farmeri 98 00 99 0 00 Y 0 0 0 00 Y 9
Citrobacter freundii 90 00 9 0 0 65 1 0 1 0 98
Edwardsiella tarda 0 99 1 99 00 1 9 0 0 99 0 9
Escherichia coli 1 6 9 80 98 B} 1 3 K 0 70 0 99
Escherichia coli 2 74 BRIl o ['32] 1 | o[ 2| o |'s0| o JEE
Escherichia vulnens 00 99 99 15 0 0 0 4 0 0 0 99
Enterobacter aerogenes 99 99 99 98 99 84 0 2 0 0 0 99
Enterobacter amnigenus 99 98 98 0 56| 0 0 0 0 0 99
Enterobacter spp/Escherichia coli/Shigella sonnei oo 100 100 [CH o0 IERERERNEREREN <
Enterobacter cloacae 99 99 99 1 9 0 1 0 0 0 99
Hafnia alvei 60 99 00 40 | O 5 0 0 0 99
Kiebsiella oxytoca 99 9 96 8 2 90 0 |40 O 00 Y 99
Klebsiella pneumoniae $sp pneumoniae 99 kI 72 | O 90 0 60| O 0 1 9
Morganelia morganii 2 9 1 5 9 2 1 99 9 9 0 8
Pantoea spp 1 00 00 80 0 28| O 0 1 0 0
Pantoea spp 2 96 00 99 0 0 |68 | O 0 0 00 BN
Proteus mirabilis 1 9 1 1 o8 B 8 99 98 2 0 9
Proteus pennen 0 00 IR 0 0 1 15 00 00 Y 0 9
Proteus vuigans 0 1 0 1 K 8 98 9 9 0
Providencia rettgeri 1 1 0 0 70 0 9 9 8 0
Providencia stuartivaicalifaciens 1 2 0 0 9 0 15 00 98 0 9
Salmonella arizonae 00 99 9 50 B 0 0 1 0 9
Salmonella choleraesuis 0 99 0 9 4 | 70| O 0 0 1 99
Salmonella gallinarum 0 00 100 100 g 0 |33| 0 0 0 0 9
Salmonella paratyphi A 0 00 99 0 00 0 5 0 0 0 0 9
Salmonella pullorum 0 00 BN 9 0 8 0 0 0 0
Salmonelia spp 4 00 9 9 9 74 B 0 0 3 0 9
Salmonella typhi 0 [ 98 0 0 8 0 0 0 0 99
Serratia liquefaciens 9 00 98 B{M 99 8 0 5 0 0 0 99
Serratia marcescens 94 00 EREN 98 9 0 28 0 1 0 9
Serratia odonifera 9 99 9 43 1 0 0 99 0
Shigella spp 26 BEEl 40 | O 0 0 0 0 0|2 ]| 0 99
Yersinia enterocolitica 1 41 00 98 0 |/74]| O 0 98 0 |49 | O 8
Yersinia enterocolitica 2 8 9 0 0 | 58 0 0 99 0 0 0 8
Yersinia psevdotuberculosis il 20 | 0 0 13 0 6 0 0 0
Aeromonas hydrophila 96 -3 61 | 50 50 | 0 0 0 99 9
Plesiomonas shigelioides 9 99 0 00 00 0 0 1 0 99 99 99
Vibrio alginolyticus/parahaemolyticus 0 i 19 61 0 5 0 9 Ll 47
Vidrio vulnificus/cholerae 9 08 1 8 56 0 1 0 g 00 96
Acinetobacter baumannii 0 8 0 0 |54 0 0 0 0 0 3
Chryseobacterium indologenes 20 0 0 0 0 14 0 9 0 | 70 Bl 20
Chryseobactenum meningoseplicum 70 0 0 0 0 |]20)]| 0 0 0 8 00 B3
Pseudomonas aeruginosa/Miuorest lputic 0 30 | 11 0 0 68 1 15 0 0 99 14
Pseudomonas spp 1 7 8 0 0 54 1 4 0 0 98 L]
Shewanella putrefaciens 0 6 1 0 80 8 90 1 0 0 00 96
Sphingobacterium multivorum 6 46 | 17 0 0 30 0 0 0 9 1
Si poh itophil 60 1 0 48 0 6 1 0 0 0 “ 26




Exkurs - Wissenswertes

Identifizierung heute - MALDI-ToF (Matrix-Assisted-Laser-Desorption-lonization/ Time-of-flight)
Den Durchbruch in der schnellen und genauen ID von Mikroorganismen kam mit der Etablierung der
Massenspektrometrie. Dabei wird wenig Koloniematerial auf einen Metalltrager aufgetragen und mit
einer speziellen Matrix Gberschichtet (Abb.1).

Danach 16st ein gepulster Laserstrahl Molekiile als heiBes Gas aus der Probe; dieser Vorgang wird
Desorption genannt. Die entstehenden lonen werden in einem elektrischen Feld beschleunigt und
treffen je nach Masse in einer bestimmten Zeit auf den Detektor (Abb.2).

Die detektierten Spektren werden gegentiber einer Referenzdatenbank abgeglichen und erlauben
innerhalb von 45 Minuten eine zuverlassige ldentifizierung der wichtigsten humanpathogenen Pilze
und Bakterien (Abb.3).

Abb. 1 Abb. 2

Laser
T T o9 % Detector
10 0 © © 0 00O0G OO ’
20 0 © © 0000/ 00 0‘
30 06 0 0N\0 0 6 0 0’0 0 © o ’ ”
@Sammeculture ic0oo0oo0oVYooodooo Eo —_— — ¢ _. _.;s

ce ®© ® ® ooocooo’ °° ’ 00 O¢
40 0 0 00 00O0CO0O0O0O ’0 (-
70 0 0000 0O0CO0O0GO0 O ?Q ’ %
556660 osoeons ‘00 == | Time of flight tube
WO 0 0 0 0,00 00O OO0 Matrix

’ -

(3 MALDI-TOF/MS Electric
sample plate field generator
@Matrix

Pantoea agglomerans

Acinetobacter Iwoffii

Burkholderia cepacia

F N
L )Jl A . Raoultella ornithinolyticd

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

4000 m/z 8000 '

Abb. 3: Massenspektren verschiedener Bakterien im Vergleich
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Auswertung Aufgabe 9 vom letzten Kurs : Stuhlansatz

Beurteilen Sie die auf den Nahrbdden gewachsenen Kolonien, nehmen Sie die bereitgestellten
Demonstrationen zu Hilfe.

Wenn verschiedene Kolonien auftreten, unterteilen Sie in a, b, usw.

MacConkey-Agar Leifson-Agar ESBL-Agar KPC-Agar

Mengenverhaltnisse

nach 24 h 370C *

Farbe
der Kolonien

Grolte
der Kolonie

besondere
Merkmale

0 = kein Wachstum += wenig Wachstum
++ = maliges Wachstum +++ = reichliches Wachstum

10.: Differenzierung von Salmonellen mittels Serotypisierung

Salmonellen sind in der Regel bewegliche, gramnegative Stdabchen, die auf Grund der Struktur ihrer
Oberflachen-(0)- und GeiRel-(H)-Antigene nach dem White-Kauffmann-Le Minor-Schema geordnet
und anhand einer Antigenformel in Serovare differenziert werden kénnen.

Die Gattung Salmonella besteht derzeit aus den beiden Spezies Salmonella (S.) enterica und S. bongori.
Die S. enterica sind wiederum in 6 Subspezies unterteilt, von denen die Untergruppen der Subspezies
| (S. enterica subsp. Enterica) in ca. 1.500 meist mit Eigennamen versehene Serovare unterteilt sind.
Die Untergruppen der anderen Subspezies werden nur durch ihre Antigenformel deklariert.

Eine Bestimmung der biochemischen Stoffwechselleistungspriifung kann stets nur die Gattung
,Salmonella“ identifizieren. Die weitere Differenzierung erfolgt Gber eine Serotypisierung mittels
Antiseren. Dazu wird eine Objekttrageragglutination durchgefiihrt.

Es liegt IThnen die Reinkultur eines Salmonella-Stammes auf Nahragar vor, welcher weiter differenziert
werden soll.
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Durchfiihrung

e Bringen Sie je einen Tropfen der Antiseren auf einen Objekttrager (OT). Es sind auch 2 Tropfen
auf 1 OT moglich.

o Reiben sie etwas Koloniematerial (ca. mohnkorngroR) gleichmaRig in die Tropfen.

e Ose zwischendurch wechseln!

e Schwenken Sie den Objekttrager.

e Konnen Sie eine Agglutination feststellen?

Feld links: negative Reaktion
Feld rechts: Agglutination

Reaktionsausfall (Agglutination)

Antiserum — X
positiv negativ

Salmonella polyvalent (TPE)

Gruppenserum B

Gruppenserum D

Faktorenserum O :1

Faktorenserum O : 4

Faktorenserum O : 9

Faktorenserum O : 12

Faktorenserum vi

Faktorenserum H : d

Faktorenserum H : gm

e  Fiir den Salmonella-Stamm wurde folgende Antigenformel bestimmt:

e Vergleichen Sie mit dem White-Kauffmann-Le Minor- (Anlage 2).

e Es handelt sich folglich um den Serotyp:




Anlage 2

Gruppe B

Spezies Korper-Antigene (0) GeiRRel-Antigene
Type Somatic (0) Antigen Flagellar (H) Antigen
Phase 1 Phase 2

. S.Makoma 4,(5),12 A -
S.Kisangani 1,4,(5),12 a 1,2
S.Hessarek 4,12,27 a 1,5
S.Fulica 4,(5),12 a 1,5
S.Arechavaleta 4,(5),12 a (1,7)
S.Bispebjerg 1,4,(5),12 a e, n, x
S.Abortus-Equi 4,12 - e n,x
S.Tinda 1,4,12,27 a e, n, s
S.Nakuru 1,4,12,27 a Ze
S.Paratyphi B 1,4,(5),12 b 1,2
S.Java! 1,4,(5),12 b (1,2)
S.Limete 1,4,12,27 b 1,5
S.Canada 4,12 b 1,6
S.Uppsala 4,12, 27 b 1,7

. S.Sofia 1,4,12,27 b (e, n, x)
S.Abony 1,4,(5),12 b e, n, X
S.Abortus-Bovis 1,4,12,27 b e, n, X
S.Wagenia 1,4,12,27 b e, n, zis
S.Schleissheim 4,12, 27 b -
S.Wien 1,4,12,27 b I, w
S.Legon 1,4,12,27 c 1,5
S.Abortus-ovis 4,12 c 1,6
S.Altendorf 4,12, 27 c 1,7
S.Jericho 1,4,12,27 C e, N, zis
S.Bury 4,12, 27 C Z6
S.Stanley 1,4,(5),12, 27 d 1,2
S.Eppendorf 1,4,12,27 d 1,5
S.Schwarzengrund 1,4,12,27 d 1,7

. S.Kluetjenfelde 4,12 d e, n, X
S.Sarajane 4,(5), 12,27 d e, n, X
S.Duisburg 1,4,12,27 d e, n, s
S.Salinatis 4,12 d, e h d, e, n, zs
S.Mons 1,4,12,27 d I, w
S.Ayinde 1,4,12,27 d Z6
S.Saint-Paul 1,4,(5),12 e, h 1,2
S.Reading 1,4,(5),12 e, h 1,5

. Salmonella 4,12 e h 1,6
S.Kaapstad 4,12 e, h 1,7
S.Chester 1,4,(5),12 e, h e, n, X
S.San-Diego 4,(5),12 e, h e, n, zis
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. S.Makumira

. Salmonella
S.Derby
S.Agona
S.Essen

. S.Caledon
S.Hato
S.California
S.Kingston
S.Budapest

. S.Bechuana
S.Travis
S.Typhi-Murium
S.Lagos
S.Agama
S.Tsevie
S.Gloucester
S.Massenya
S.Neumuenster

. Salmonella
S.Flubljana
S.Texas

1,4,12,27
4,12
1,4, (5), 12
1,4,12
4,12
4,12
4, (5), 12
4,12,
1,4,(5),12,27
1,4,12
4,12,27
4, (5), 12
1,4, (5), 12
1,4,12
4,12
4,12
1,4,12,27
1,4,12,27
1,4,12,27
1,4,12,27
4,12,27
4, (5), 12

d-Tartrat positiv gegentliber S. paratyphi B

e, n,x
(f). g
f,g
f,gs
g, m
g, m,t
g, m,s
g, m,t
g s, t
gt
gt

g, 251

~ X X X X —

e, N, Zis

e, n,x
e, N, Zis
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Anlage 2

Gruppe D

Spezies Korper-Antigene (0) GeiRRel-Antigene
Type Somatic (0) Antigen Flagellar (H) Antigen
Phase 1 Phase 2

S.Sendai 1,9 12 A 1,5
S.Miami 1,912 a 1,5

. Salmonella 9,12 a 1,5
S.0s 9,12 a 1,6
S.Saarbruecken 1,912 a 1,7
S.Loma-Linda 1,9,12 a e, n,x
S.Durban 9,12 a e, n, zis
S.Onarimon 1,912 b 1,2
S.Frintrop 1,9 12 b 1,5

. S.Mjimwema 1,912 b e, n, X

. S.Blankenese 1,912 b Z6

. S.Suederelbe 1,9 12 b Z39
S.Goeteborg 9,12 c 1,5
S.Ipeko 9,12 c 1,6
S.Alabama 9,12 o e, n, zs
S.Ridge 9,12 c Z6
S.Typhi 9,12, (Vi) d -
S.Ndolo 1,9,12 d 1,5
S.Tarshyne 9,12 d 1,6

. S.Rhodesiense 1,912 d e, n, X
S.Zega 9,12 d Z6
S.Jaffna 1,912 d 235
S.Bournemouth 9,12 e, h 1,2
S.Eastbourne 1,9 12 e h 1,5
S.Israel 9,12 e, h e, n, s

. Salmonella 9,12 e, n, X 1,6

. S.Lindrick 1,9 12 e, n, X 1,(5),7
S.Berta 1,912 f, g (m),t -
S.Enteritidis 1,9 12 g, m (1,7)
S.Blegdam 9,12 g, m,q -

. S.Muizenberg 9,12 g, m,s,t 1,5

. S.Kilsrivier 1,9 12 g, m,s,t e, n, X

. S.Manica 1,9 12 g, m,s,t a2

. S.Hamburg 1,9 12 g, m,t -
S.Dublin 1,9, 12, (Vi) g p -
S.Naestved 1,9 12 g P, s -
S.Rostock 1,9 12 g, p,u -
S.Moscow 9,612 g, q -

. S.Neasden 9,12 g s, t e, n,x
S.New-Mexico 9,612 g, Zs1 1,5
S.Seremban 9,12 i 1,5
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S.Claibornei
S.Goverdhan
S.Mendoza
S.Panama
S.Kapemba

. Salmonella
S.Goettingen

. Salmonella
S.Victoria

. S.Dar-Es-Salaam
S.Miyazaki
S.Napoli
S.Javiana
S.Pensacola

. Salmonella
S.Jamaica
S.Lomé
S.Lawndale

. S.Stellenbosch

. S.Angola

. S.Hueningen
S.Wangata
S.Portland

. S.Canastel

. Salmonella
S.Penarth
S.Elomrane

. S.Wynberg

1,9,12
9,12
9,12

1,9, 12
9,12
9,12
9,12
9,12

1,9,12

1,9, 12
9,12

1,9,12

1,9, 12

1,9,12
9,12
9,12
9,12

1,9,12

1,912

1,9,12
9,12

1,9, 12
9,12
9,12

1,912
9,12

1,9,12

1,912

|, 213
|, 213
|, 226
m, t
m, t

N N N N

24, 223
Z10
229
239
Z35
233

Z39

1,5
1,6
1,2
1,5
1,7

e, n, x
e, N, Zis
739
1,5

e, n,x
1,7

e n,Xx
1,5

e, n, X
1,5

Zs

1,5
1,7

Zs

Z39
(1,7)
1,5
1,5

e n,Xx
P43

1,7
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11. ANTIBAKTERIELLE WIRKUNG VON ANTIBIOTIKA

Erstellung eines Antibiogramms

Chemotherapeutika, Antibiotika und synthetische Substanzen beeinflussen das bakterielle Wachstum
in unterschiedlicher Weise. Wir wollen in einfachen Experimenten einige Reaktionsweisen
kennenlernen.

11.1.: Agardiffusionstest

Das Antibiogramm hilft dem Arzt bei der Auswahl des fiir eine Therapie geeigneten Antibiotikums. Um
exakte Ergebnisse zu erhalten, muss die Methode standardisiert sein. Das gilt fur die GréBe, Art und
Beschickung der Testblattchen, die Zusammensetzung des Ndhragars, die Schichthhe des Nahragars und
die Einsaat der Bakterien. Die Empfindlichkeit verschiedener Stamme soll untersucht werden.

Dabei beimpfen die Studierenden die Agarplatten im Wechsel mit E. coli und S. aureus.

Material fiir je 2 Studenten:

- 1 Miuller-Hinton--Agar-Platte

- Bakterienkulturen von S. aureus (Stamm: ATCC 29213) oder E. coli (Stamm: ATCC 25922)
- Physiologische Kochsalzl6sung a 18 ml

- steriler Tupfer

- Antibiotikatestblattchen in Stempel

Durchfiihrung

e Bitte vermerken Sie auf der Platte, welchen Stamm Sie bearbeiten! (E. coli oder S. aureus)

e lhren Teststamm (E. coli oder S. aureus) in 15 ml physiol. Kochsalzlésung homogen einreiben

e dafiir 1 Kolonie mit dem Tupfer abnehmen (die Triibung soll dem McFarland Standard von 0.5
entsprechen)

e Mit dem gleichen Tupfer die Bakteriensuspension gleichmaBig dicht auf der Testplatte
ausstreichen (siehe Abbildung). Dabei den Tupfer nur EINMAL in die Suspension eintauchen!

e Am Tisch des Kursleiters werden tber das Aufdriicken eines Stempels die Antibiotikablattchen
gleichmaRig auf den Agar gebracht.

e Die Auswertung erfolgt am nachsten Kurstag.

—
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11.2 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK),
Makrobouillondilution

Die Testung der MHK ist eine exaktere Bestimmung der Empfindlichkeit von Bakterien gegeniiber
Antibiotika als der Diffusionstest. Die MHK gibt die experimentell ermittelte Konzentration eines
Stoffes an, der unter definierten Bedingungen gerade in der Lage ist, ein sichtbares Wachstum der
Bakterien zu verhindern. Die MBK (minimale bakterizide Konzentration) gibt die Konzentration an,
bei der die Keimzahl um 99,9 % abgesunken ist.

Es sollen MHK- und MBK-Werte Ihrer Teststamme gegenliber verschiedenen Antibiotika bestimmt
werden.

Material

- Bakterienkulturen von E. coli (Stamm: ATCC 25922) oder Staph. aureus (Stamm: ATCC 29213)
- Verwendung der NaCl-Suspensionen vom Versuch 7.1.

- Antibiotika-Stammlodsung: Levofloxacin 160 mg/I

- je 8 sterile Reagenzglaser mit Miiller-Hinton-Bouillon

- Eppendorfpipette

- sterile Pipettenspitzen

Durchfiihrung

e Herstellung einer Antibiotika-Verdinnungsreihe (geometrisch).

e Dazu stehen jeweils 8 Reagenzglaser (RG) zur Verflgung.

e Im 1. RG sind bereits 1,8 ml, in den 7 Gbrigen RG’s jeweils 1 ml Miiller-Hinton-Bouillon enthalten.

e Indas 1. Reagenzglas werden jetzt 0,2 ml Antibiotika-Stammlésung (Levofloxacin 160 mg/l)

e einpipettiert und durch schitteln gut gemischt.

e Aus dem 1. RG mittels Pipette 1 ml entnehmen und in das 2.RG geben usw., (s. Abb.) Aus dem 7.
RG 1 ml entnehmen und verwerfen.

e Das 8. RG enthalt kein Antibiotikum und dient als Wachstumskontrolle.

e Zugabe von jeweils 1 ml Bakteriensuspension von Versuch 11.1 in die 8 Reagenzglaser

e 18-24 Stunden bei 37°C bebriten, Beurteilung am nachsten Kurstag (Trilbung = Wachstum)
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Bouillon
(= Veorlage)

Antibiotika-
Stammlosung
(Levofloxacin)

Uberpipettieren

Antibiotika-
verdinnung

Zugabe der

Bakterien-
suspension

Endkonzentration

des Antibiotikums

1.0

1.0

8. Rohrchen

ng/ml

pgfml
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Praktikum IV

Bakterienflora aus der Umwelt

Antimikrobielle Konservierung

Auswertung Aufgabe 11.1, Agardiffusion

Auswertung Aufgabe 11.2, MHK — Makrobouillondilution
11.3 MHK-Mikromethode

12. Bestimmung MBK

13. Antimikrobielle Konservierung

14. Raumluftversuch, Abklatschpraparate
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Auswertung Aufgabe 11.1 vom letzten Kurs.: Agardiffusionstest

Messen Sie die Hemmhofdurchmesser der einzelnen Antibiotika und werten Sie das Ergebnis aus:

- Interpretationstabelle nach European Committee on Antimicrobial
- Susceptibility Testing (EUCAST) Version 13.0 01.01.2023

fur Bakterienart: Escherichia coli

Testsubstanz Hemmhofdurchmesser (mm)
Ilhr Ergebnis
Bezeichnung Konz. pro | Sensibel I= Sensibel bei Resi- [Hemmhof- Bewertung
Blattchen erhohter Disposition  stent |durchmesser
> < (mm)
< 2

1 unit - R
P = Penicillin
FOX = Cefoxitin 30 ug 19 - - 19
SXT = Trimothoprim- 25 ug 14 13 11 11

Sulfamethox:
IPM =Imipenem 10 pg 22 21 17 17
LVX = Levofloxacin 5ug 23 22 19 19
CN = Gentamicin 10 pg 17 - - 17
flr Bakterienart: Staphylococcus aureus
Testsubstanz Hemmhofdurchmesser (mm)
Ilhr Ergebnis
Bezeichnung Konz. pro | Sensibel I= Sensibel bei Resi- [ Hemmhof- Bewertung
Blattchen erhdhter Disposition  stent |durchmesser
> < (mm)
< 2
P =Penicillin 1 unit 26 26
FOX = Cefoxitin 30 ug 22 - - 22
SXT = Trimothoprim- 25 g 17 16 15 14
Sulfamethoxa

IPM = Imipenem 10pug XY
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LVX = Levofloxacin 5ug 50 49 22 22
CN = Gentamicin 10 pg 18 18

XY Die Empfindlichkeit von Staphylokokken auf Imipenem leitet sich von Cefoxitin ab.

Auswertung Aufgabe 11.2 vom letzten Kurs.: Bestimmung der MHK

Lesen Sie vom Rohrchenverdiinnungstest die minimale Hemmkonzentration (MHK) von Levofloxacin
ab und dokumentieren Sie das Ergebnis!

Rohrchen zuvor aufschiitteln!

Interpretationstabelle nach EUCAST Version 13.0 vom 01.01.2024

Bakterienart ‘ Testsubstanz ‘ Sensibel < ‘ Resistenz >
E. coli Levofloxacin 1 2
S.aureus Levofloxacin 1 2

Ihre getesteten Bakterienspezies: .....ceeeeeevececeseececeeeveeree e
INE MHK-WETE: ottt vt s er e s en e st e ses s
INrE BEWEITUNE: wveoveeieee ettt re e st st st e e s s e an e

11.3.: Bouillondilution (Mikromethode), Bestimmung der minimalen
Hemmkonzentration

Materialien fiir 2 Studenten:

Die MHK-Bestimmung wird in Mikrotitrationsplatten mit einem Volumen von 100 pl pro Vertiefung
durchgefiihrt. Jede Reihe der Mikrotiterplatte enthalt ein Antibiotikum in geometrischer Verdiinnung.
Das Abktirzungsverzeichnis der Antibiotikakirzel finden Sie untenstehend.

- Die A-Platte enthalt Antibiotika, die sowohl gegen grampositive als auch gegen gramnegative
Bakterien wirksam sind.

- Die B-Platte enthalt Antibiotika mit Wirksamkeit verstarkt oder ausschlieRlich gegen grampositive
Keime.

- Die C-Platte enthalt Substanzen mit Wirksamkeit verstarkt oder ausschlieRlich im gramnegativen

Bereich.
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Durchfiihrung und Auswertung

o Lesen Sie den MHK-Wert ab als erste Kavitat einer Spalte, in der sie makroskopisch keine
Tribung als Ausdruck bakteriellen Wachstums mehr erkennen kénnen.

e Markieren Sie die ermittelten MHK-Werte mithilfe eines Kreuzes in der vorgegebenen Tabelle.

e Die Kategorisierungen in sensibel/ intermediar/ resistent sind abhdngig vom ermittelten MHK-
Wert und variieren bei jedem Antibiotikum je nach Bakterienspezies.

Dabei bedeuten die Interpretationen:

- ,sensibel“(s): Eine klinische Wirksamkeit ist bei einer Therapie mit diesem Antibiotikum zu
erwarten.

- ,sensibel unter erhohter Exposition (i)“: Eine klinische Wirksamkeit bei Therapie mit diesem

Antibiotikum konnte erzielt werden, wenn sich diese Substanz in dem zu erreichenden
Kompartiment (z.B. Urin) anreichert oder die Dosierung angepasst/ erhoht wird.

-, resistent” (r): Bei Therapie mit diesem Antibiotikum ist mit einem Therapieversagen zu

rechnen.
Antibiotika Abklrzungsverzeichnis
Platte A Platte B Platte C

AMS | Ampicillin-Sulbactam PEN Penicillin AMP | Ampicillin
PIT Piperacillin-Tazobactam | OXA Oxacillin PIP Piperacillin
CXM | Cefuroxim Dapto | Daptomycin
CTX | Cefotaxim VAN Vancomycin CAZ | Ceftazidim
IMP | Imipenem TPL Teicoplanin AZT | Aztreonam
MER | Meropenem RAM Rifampicin LEV | Levofloxacin
GEN | Gentamycin CLI Clindamycin TOB | Tobramycin
AMK | Amikacin FOS Fosfomycin COL | Colistin
DOX | Doxycyclin LIZ Linezolid TGC | Tigecycline

Trimethoprim- . ) )
SXT ROX Roxitromycin FOS | Fosfomycin

Sulfametoxazol
CIp Ciprofloxacin TGC Tigecycline NIT Nitroxolin
MOX | Moxifloxacin LEV Levofloxacin MECI | Mecillinam
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Erreger: E.coli ATCC 25922 - sensibel
- sensibel unter erhéhter Exposition

- resistent

Platte A
Konzentrationen in mg/|
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AMS | PIT CXM CTX IMP MER GEN AMK DOX T/S CIp MOX
A
1 0,25 (0,5 0,25 0,06 0,125 |0,125 |0,125 |0,5 0,125 0,125 |0,03 0,03
B
2 05 |1 0,5 0,125 |0,25 0,25 0,25 1 0,25 0,25 0,06 0,06
C
3 1 2 1 0,25 0,5 0,5 0,5 2 0,5 0,5 0,125 |0,125
D
4 2 4 2 0,5 1 1 1 4 1 1 0,25 0,25

GC= growth control (Wachstumskontrolle)

Platte C
Konzentrationen in mg/I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AMP | PIP CAA CAZ AZT LEV MECI TOB CcoL TGC FOS NIT
A
110,25 0,5 0,25 0,25 0,25 0,06 0,06 0,125 |0,06 0,06 1 <1
B
2 (05 1 0,5 0,5 0,5 0,125 0,125 | 0,25 0,125 (0,125 |2 2
C
311 2 1 1 1 0,25 0,25 0,5 0,25 0,25 4 4

128 >128
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Erreger: S. aureus ATCC 29213 - sensibel

- sensibel unter erhéhter Exposition

- resistent

Platte A

Konzentrationen in mg/|
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AMS | PIT CXM CTX IMP MER GEN AMK DOX T/S CIP MOX

A

110,25 |05 0,25 0,06 0,125 (0,125

B

2105 1 0,5 0,125 (0,25 0,25

C

3|1 2 1 0,25 0,5 0,5

D

4 (2 4 2 0,5 1 1

E

514 8 4 1 2 2

F

6|8 16 8 2 4 4

G

7 |16 32 16 4 8 8

H

8 |32 64 32 8 16 16

*Die Empfindlichkeit gegeniiber den Betalaktam-Antibiotika leitet sich bei S. aureus von der Empfindlichkeit
gegentiber Oxacillin ab!
GC= growth control (Wachstumskontrolle)

Platte B
Konzentrationen in mg/I
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
PEN |OXA |DAPTO |VAN TPL RAM CLl FOS LIz ROX TGC LEV
A
10,03 |0,125 (0,03 0,125 |0,25 0,03 0,03 1 0,125 |0,125 |0,06
0,06 |0,25 |0,06

0,125 0,125

0,25
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12. Bestimmung der minimalen bakteriziden Konzentration (MBK)

Hinweis: Sie arbeiten mit den Mikrotiterplatten aus Versuch 11.3!

Die minimale bakterizide Konzentration ist die Konzentration eines Antibiotikums, die 99,9% der
Bakterien abtoétet. Zur Bestimmung der MBK wahlen Sie jeweils ein bakteriostatisches und ein
bakterizid wirkendes Antibiotikum (s. Tabelle) aus.

bakterizid bakteriostatisch
S.aureus ATCC 29213 Cefuroxim Roxythromycin
E.coli ATCC 25922 Piperacillin/Tazobactam Doxycyclin

Dazu werden je 50 pl aus der MHK-Wert-Stufe (= 1. Stufe ohne Wachstum) und den nachsten 3
hoheren Antibiotika-Konzentrationsstufen auf je % einer Blutplatte ausplattiert. Dazu entnehmen Sie
mit der gelben Pipette 50ul aus der Kavitéat, pipettieren diese auf eine Ecke der Blutplatte und
streichen sie davon ausgehend mit einer Ose auf % der Blutplatte aus. Beschriften Sie die Platten mit
dem gewadhlten Antibiotikum und den gewahlten Konzentrationsstufen.

Da das Inokulum bei der MHK-Bestimmung 1 x 102 Bakterien/ml betragt, musste die Keimzahl nach

Bebriitung geringer als 1 x 102 KBE/ml sein, um der Forderung nach einer 99,9% Reduktion der
Keimzahl zu genligen. Nach dem Einziehen der Flissigkeit werden die Agarplatten 24 Stunden
bebritet. Erscheinen nach dem Bebriten mehr als fiinf Kolonien auf der Agarplatte, ist die
entsprechende Konzentration noch nicht als bakterizide Konzentration zu bezeichnen. Erst wenn fiinf
oder weniger als fiinf Kolonien auf der Agarplatte zu sehen sind, ist die minimale bakterizide
Konzentration erreicht.

Antibiotikum bakterizid ,lﬂmtibicrtikum bakteriostatisch
2 1 2
4 3 4 3
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13. Prifung auf ausreichende antimikrobielle Konservierung

Konservierungsmittel sind chemisch definierte Substanzen oder Substanzgemische, die in sehr geringen
Konzentrationen Mikroorganismen abtoten oder sie in ihrer Entwicklung hemmen. Sie dienen einerseits
zum Schutz eines Produkts gegeniiber mikrobiellem Verderb, andererseits sollen sie aber den Patienten
vor Infektionen beim Gebrauch des Produkts durch eingeschleppte Mikroorganismen schiitzen.
Konservierungsmittel werden sowohl in Arzneimitteln, die steril sein miissen, als auch in solchen, die
nicht steril sein miissen, eingesetzt. An Arzneimittel werden bestimmte Forderungen hinsichtlich der
mikrobiellen Reinheit gestellt (s. EUAB 5.1.4). Dabei werden grundsatzlich zwei Gruppen unterschieden:
- Arzneizubereitungen, die steril sein missen und

- Arzneizubereitungen, bei denen eine begrenzte Keimzahl toleriert wird,

wobei die Begrenzung darauf hinweist, dass sich die in dem Produkt befindlichen Keime nicht weiter
vermehren dirfen. In letzterem Fall wird haufig auch die Abwesenheit von bestimmten Keimen
gefordert.

In der Gruppe der sterilen Zubereitungen ist der Einsatz von Konservierungsmitteln von den meisten
Pharmakopden dann zwingend vorgeschrieben, wenn Injektionszubereitungen oder Augentropfen in
Mehrdosenbehiltnissen abgefiillt werden. Flissige oder halbfeste Arzneimittel, fur die keine Sterilitat
vorgeschrieben ist, unterliegen immer der Gefahr, dass einige wenige Mikroorganismen, die mit den
Ausgangsstoffen eingeschleppt wurden, sich darin - trotz eines zugesetzten Konservierungsmittels -
vermehren und das Produkt verderben kdnnen. Deshalb ist es erforderlich, die laufende Produktion
stets stichprobenweise zu Giberwachen.

Der Test auf ausreichende Konservierung wird tiblicherweise in der Entwicklungsphase eines neuen
Arzneimittels durchgefiihrt. Er sollte jedoch in gewissen Zeitabstdnden wiederholt werden, um die
Effektivitait des eingesetzten Konservierungsmittels zu Uberpriifen. Da die Wirksamkeit von
Konservierungsmitteln durch Bestandteile des Arzneimittels und durch die benutzten Behaltnisse und
Verschlisse beeinfluRt werden kann, sollte die Prifung, wenn mdoglich, immer im Endbehaltnis
vorgenommen werden.

Die Anforderungen an Konservierungsmittel, die in verschiedenen Arzneimitteln zum Einsatz kommen,
sind recht unterschiedlich. Am strengsten sind sie bei den Zubereitungen der Kategorie |, in der
besonders hinsichtlich der Abtotungsquote von einzelnen Pharmakopden Kurzzeitwirkungen gefordert

werden, d.h. Verminderungen einer Ausgangskeimzahl von 10® pro ml um mindestens sechs
Zehnerpotenzen in 24 h. Diese lassen sich jedoch nur in den seltensten Féllen erzielen. Das EuAB gibt
Richtlinien fir die Wirksamkeit von Konservierungsmitteln (s. Tabellen in 5.1.3 EuAB, s. S. 48, 49).
Entsprechend der europaischen Pharmakopoe mit zwei Kategorien A und B, wobei die Kategorie A die
gewlinschte Anforderung darstellt und Kategorie B die mindest notwendige.

Nach dem Arzneibuch werden 10° bis 10° KBE pro ml oder g von vier bis flinf vorgeschriebenen
Testorganismen in das zu prifende Produkt (mdglichst im Endbehéltnis) homogen eingemischt und die
Anzahl der lGberlebenden Keime nach bestimmten Zeiten, in der Regel nach 1, 7, 14 Tagen, bestimmt.
Die konservierenden Eigenschaften der Zubereitung sind ausreichend, wenn unter den Bedingungen
der Prifung eine Verminderung der Keimzahl (s. Tabellen in 5.1.3 EuAB) der entsprechenden
Mikroorganismen in der beimpften Zubereitung eintritt.

Im Rahmen des Praktikums sollen Arzneimittel der Kategorie | (Augentropfenpraparate in Mehrdosen-
behaltnissen) auf ausreichende Konservierung tUberprift werden. Dabei sollen die Studierenden zu
viert 1x Augentropfen mit und 1x ohne Konservierungsmittel bearbeiten.
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Material
Mikroorganismen: Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus Als fertige Keimsuspension
Candida albicans

Aspergillus niger

Sonstiges:
e 5 ml Augentropfen im Originalbehdlter / Konservierungsmittel Benzalkonium
Chloridlésung
0,1%
e 5 ml Kontrolllésung ohne Konservierungsmittel
e NaCl-Réhrchen a 2,7 ml
e Mueller-Hinton-Platten fiir Bakterien
e Sabouraud-Agarplatten (Agarmedium C nach EuAB) fiir Pilze
e sterile Osen
e Pipetten und sterile Pipettenspitzen
Durchfiihrung

a) Die Suspensionen der Bakterien und Pilze sind bereits durch Triibungsvergleich mit einem
Standard (McFarland-Standard 0,5) auf eine Keimzahl von 1,5x10% KBE/ml (Bakterien) und 5x10’
KBE/ml (Pilze) eingestellt.

b) Beimpfung:

e Sie arbeiten zu zweit.

e Beimpfen Sie bitte ein Fldschchen eines Augentropfenprédparates mit oder ohne
Konservierungsmittel mit einer Suspension der vorbereiteten Testorganismen (siehe EUAB 5.1.3),
so dass eine Keimdichte von 5x10° Mikroorganismen je ml der Zubereitung entsteht.

e Das zur Beimpfung benutzte Volumen sollte 1 % des Volumens der Zubereitung nicht
Uberschreiten.

Bitte Flaschen mit Platznummer und Keimart beschriften!

zu beimpfendes VolUMEeN: ......c.covi i

ZUzUSetzendes VOIUMEN: ...ccuiiecieeecie et

KBE/mI der SUSPENSION: ....ooecueieeiieeciee ettt et

KBE/MI des Praparates: ......ccoveeveeeeeireesieeeireecree e eieeetreesreesveeeeve e

Nach dem Beimpfen wird kurz gemischt und sofort werden 0,3 ml fiir die Probe t=0 entnommen und
die Keimzahl je ml des Inhaltes von jedem Behaltnis bestimmt.

c) Keimzahlbestimmung:
Siehe Aufgabe 6

e Nach dem Erstellen der gesamten Verdiinnungsreihe (10! — 107) (siehe Versuch 5:
Keimzahlbestimmung) werden jeweils 10 pl (mit einer Plastikése) der Verdiinnungen 10° - 107 auf
je 1/4 einer Mueller-Hinton-Platte (fiir Bakterien) bzw. Sabouraud-Platte (fiur Pilze) aufgetragen.
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Dabei kann man mit einer sterilen Ose auskommen, wenn man mit der héchsten Verdiinnung
(107) beginnt und schrittweise bis zur niedrigsten Verdiinnung (10°) auftrigt und die Probe
gleichméRig auf 1/4 der Agaroberfliche verteilt.

Nachdem die Flussigkeit in den Agar eingezogen ist, werden alle Agarplatten mit Bakterien 24 h
bei 37°C bebriitet, solche mit Pilzen 48 h bei 20 bis 25°C, d.h. bei Raumtemperatur.

Nachdem Sie die Keimzahlbestimmung technisch durchgefiihrt haben und die Agarplatten
bebritet sind, konnen Sie die Keimzahl (Zahl der koloniebildenden Einheiten, KbE) bestimmen.
Weitere Proben werden nach 3 h, 24 h, 7 Tagen, 21 Tagen entnommen und in gleicher Weise
bearbeitet.

PRUFUNG AUF AUSREICHENDE ANTIMIKROBIELLE KONSERVIERUNG

5.1.3 Priifung auf ausreichende
Konservierung

Falls eine pharmazeutische Zubereitung nicht selbst
schon ausreichend antimikrobielle Eigenschaften besitzt,
konnen insbesondere zu wiBrigen Zubereitungen Kon-
servierungsmittel zugesetzt werden. Diese MaBnahme
hat den Zweck, eine Vermehrung von Mxkroorgamsmen

Testorganismen

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, NCIMB 8626;
CIP 82.118

Staphylococcus aureus ATCC 6538; NCTC 10788;
NCIMB 9518; CIP 4.83

Candida albicans ATCC 10231; NCPF 3179; IP 48.72
Aspergillus niger ATCC 16404; IMI 149007; IP 1431.83.

Die Stimme werden jeweils einzeln verwendet, wobei
die vorgeseh Mikroorganismen gegebenenfalls

zu verhindern oder die Auswirkung einer mikrobi
Kontamination einzuschriinken, die unter den normalen
Bedingungen der Lagerung sowie des Gebrauchs insbe-
sondere von Mehrdosenbehiiltnissen auftreten kénnten.
Durch sie soll eine Gefthrdung des Patienten vermieden
werden, die sich aus einer Infektion oder einer Verande-
rung der Zubereitung ergeben konnte. Die Zugabe von
Konservierangsmitteln darf nicht als Ersatz fiir eine Her-
stellung entsprechend guter pharmazeutischer Praxis die-
nen.

Die Wirksamkeit von Konservierungsmitteln kann
durch den Wirkstoff der Zubereitung, durch die Art der
Formulierung der Zubereitung oder auch durch die be-
nutzten Behiltmisse und Verschliisse vergriBert oder ver-
ringert werden. Um sicherzustellen, daB die antimikrobi-
elle Wirksamkeit der Zubereitung nicht durch die Lage-
rung beeintrichtigt wird, soll die Wirksamkeit im
Endbehiiltnis iiber einen Zeitraum gepriift werden, der
der Haltbarkeitsdaver der Zubereitung entspricht. Die
Untersuchungen kénnen an Proben vorgenommen wer-
den, die den Endbehiltnissen unmittelbar vor der Prii-
fung entnommen wurden.

Wihrend der Entwicklung einer Zubereitung muB
nachgewiesen werden, daB die antimikrobielle Wirkung
der Zubereitung als solche bzw. mit dem erforderlichen
Zusatz cines geeigneten Konscrv:enmgsmmels oder ge-
cigneter Konserviex ittel eimen ausreichenden
Schutz vor Beeintrichtigungen gewihrt, die sich aus ei-
ner mikrobiellen Kontamination oder einer Vermehrung
von Mikroorganismen wihrend der Lagerung und des
Gebrauchs der Zubereitung ergeben kénnen.

Die Wirksamkeit der Konservierung kann mit der
nachstehenden Priifung nachgewiesen werden. Die Prii-
fung ist nicht fiir die Routinekontrolle gedacht.

Durchfiihrung der Priifung

Die Priifung besteht aus der Kontamination der Zuberei-
tung, wenn mdglich in ihrem Endbehiltnis, mit einem
vorgeschriebenen Inokulum geeigneter Mikroorganis-
men, der Lagerung der beimpften Zubereitung bei einer
bestimmten Temperatur, der Entnahme von Proben aus
dem Behiltnis in bestimmten Zeitabstiinden und der Be-
stimmung der Anzahl der Mikroorganismen in den so
entnommenen Proben.

Die konservierenden Eigenschaften der Zubereitung
sind ausreichend, wenn sich unter den Bedingungen der
Priifung eine eindeutige Verminderung oder gegebenen-
falls keine Vermehrung der Keimzahl in den beimpften
Zubereitungen nach den vorgeschriebenen Zeiten bei den
vorgeschriebenen Temperaturen ergibt. Die Kriterien fiir
die Annahme, ausgedriickt als Verminderung der Keim-
zahl innerhalb einer bestimmten Zeit, unterscheiden sich
nach der Art der Zubereitung und dem AusmaB der beab-
sichtigten Konservierung (siehe Tabellen 1 bis 3).

durch andére Stimme oder Arten erginzt werden, die
mdgliche Kontaminationskeime der Zubereitung sein
konnen. Beispielsweise wird Escherichia coli (ATCC
8739; NCIMB 8545; CIP 53.126) fiir alle oralen Zuberei-
tungen und Zygosaccharomyces rouxii (NCYC 381; IP
2021.92) fiir alle oralen Zubereitungen, die einen hohen
Zuckergehalt besitzen, empfohlen.

Herstellung des Inokulums

Zur Herstellung des. Inokulums wird bei Bakterien die
Oberfliche von Agar-Medium B (2.6.12), bei Pilzen die
Oberfliche von Apar-Medium C ohne Antibiotika-Zusatz
(2.6.12) mit einer frischen Anzucht der Stammkultur der
entsprechenden Mikroorganismen beimpft. Die Bakte-
rienkulturen werden 18 bis 24 h lang bei 30 bis 35 °C, die
Kultur von C. albicans 48 h lang bei 20 bis 25 °C und die
Kultur von A. niger 1 Woche lang oder bis zur ausreichen-
den Sporulanon bei 20 bis 25 °C bebriitet. Es kann erfor-
derlich sein, nach der Wiederbelebung der Keime Sub-
kulturen anzulegen, ehe sicly dxe Keime im optimalen Zu-
stand befinden, dnck.wmp die-Anzahl der Subkulturen
auf ein Minimmam besclirinkt bleiben.

Um die Bakterien- bzw. C.-albicans-Kulturen zu em-
ten, werden die auf der Oberfliiche gewachsenen Keime
mit einer sterilen Losung, die 9 g - I-' Natriumchlorid R
und | g - 1! Pepton R enthilt, in ein geeignetes Gefifl ab-
geschwemmt. Der Keimgehalt der Suspemsion wird
durch Zugabe der gleichen Losung auf etwa 108 Mikro-
organismen je Milliliter eingestellt. Die Kultur von A. ni-
ger wird mit éiner sterilen L&sung, die 9 g - I-! Natrium-
chlorid R und 0,5 g - I"'! Polysorbat 80 R enthilt, abge-
schwemmt und mit der gleichen L&sung auf einen
Sporengehalt von etwa 10% je Milliliter eingestellt.

Unmittelbar danach wird von jeder der Suspensionen
cine Probe genommen und deren Gehalt an koloniebil-
denden Einbeiten (KBE) je Milliliter mit Hilfe der Me-
thode der Membranfiltration oder Zahlung auf Agarplat-
ten (2.6.12) bestimmt, Dieser Wert dient zur Ermittlung
der GréBe des Inokulums und des fiir die Priifung zu ver-
wendenden Bezugswerts. Die Suspensionen sollten un-
verziiglich verwendet werden.

Methode

Zur Bestimmung der Anzahl der koloniebildenden Ein-
heiten in der beimpfien Zubereitung werden fiir die be-
treffenden Mikroorganismen die gleichen Agar-Nihrme-
dien benutzt wie bei der Herstellung der Inokula.

Eine entsprechende Anzahl von Behiltnissen, die die
zu priifende Zubereitung enthalten, wird mit einer Sus-
pension der angegebenen Testorganismen jeweils so
beimpft, daB eine Keimdichte von 10° bis 105 Mikroorga-
nismen je Milliliter oder Gramm der Zubereitung ent-
steht. Das zur Beimpfung verwendete Volumen darf
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1 Prozent des Volumens der Zubereitung nicht iiber-
schreiten. Um eine homogene Verteilung zu erhalten,
wird sorgféltig gemischt.

Die beimpfte Zubereitung wird unter Lichtschutz bei
20 bis 25 °C gelagert. Zu Beginn der Priifung und nach
Intervallen entsprechend der Art der Zubereitung wird ei-
ne dem Zweck entsprechende Probe aus der beimpften
Zubereitung, tiblicherweise 1 Milliliter oder { Gramm,
entnommen und die Anzah! der koloniebildenden Einhei-
ten mit Hilfe der Agarplatten- oder Membranfiltrations-
methode (2.6.12) bestimmt. Dabei muB sichergestellt
werden, daB jegliche verbleibénde antimikrobielle Wir-
kung der Zubereitung durch Verdiinnung, Filtration oder
durch spezifische Inaktivierung ausgeschaltet wird. Falls
mit Verdiinnungen gearbeitet wird, muB die verminderte
Empfindlichkeit beim Nachweis kleiner Zahlen lebensfi-
higer Mikroorganismen berticksichtigt werden. Bei der
Verwendung eines spezifischen Inaktivators muB durch
geeignete Kontrollen bestitigt werden, daB das System
das Wachstum der Testorganismen erlaubt.

Durch Validierung muB nachgewiesen sein, daf das
Verfahren geeignet ist, die erforderliche Minderung der
Keimzahl festzustellen.

Beurteilung der antimikrobiellen Wirksamieit

Die Tabellen 1 bis 3 enthalten die Kriterien zur Beurtei-
lung der antimikrobiellen Wirksamkeit; als MaB dient die
Verminderong der Anzahl lebensfahiger Mikroorganis-
men, bezogen auf den Keimgehalt des Inokulums.

Tabelle 1: Parenteralia und Ophthalmika

Keimzahlminderung
Krite- [6h |24h|7d [14d|28d
rium
Bakterien| A |[102|103| ~ | - |vermehrungs-
fihige Keime
nicht nachweisbar
B - |10{103| - |keine Zunahme
der Keimzahl
Pilze A - | = |10?| - (keine Zunahme
der Keimzahl
B - | = | = |10 |keine Zunahme
der Keimzahl

Tabelle 2: Zubereitungen zur topischen Anwendung

Keimzahiminderung
Krite- [2d |7d |14d {28d
rium
Bakterien A 102 | 103 | - [|keine Zunahme
der Keimzahl
B - - 1107 |keine Zunahme
. |der Keimzahl
Pilze A - ~ [10% [keine Zunahme
der Keimzahl
B - —- |10~ |keine Zunahme
der Keimzahl

Das Kriterium A stellt die empfohlene Wirksamkeit dar.
In begriindeten Fillen, in denen das Kriterium A nicht er-
fiillt werden kann, zum Beispiel bei einem erh¢hten Risi-
ko r\éon Nebenwirkungen, muB das Kriterium B erfiillt
werden.

Tabelle 3: Zubereitungen zur oralen Anwendung

Keimzahlminderung
14d 28d
Bakterien | 107 . keine Zunahme der Keimzahl
Pilze 107! keine Zunahme der Keimzaht

Die angegebenen Kriterien stellen die empfohlene Wirk-
samkeit dar. 2
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DIE BAKTERIENFLORA DES MENSCHEN UND SEINER UMWELT

Die Verunreinigung pharmazeutischer Praparate erfolgt weitgehend durch die Flora des Menschen und
seiner Umgebung, wobei verschiedene Okologische Nischen eine besondere Rolle spielen. In den
folgenden Teilen wollen wir solche Bereiche kennenlernen.

14 Hygienische Untersuchungen am Arbeitsplatz —
Raumluftuntersuchung/ Abklatschplatten

Es gibt zahlreiche verschiedene Methoden zur hygienischen Untersuchung auf das Vorkommen
vermehrungsfahiger Mikroorganismen. Wir wollen nur einige weniger aufwendige Methoden
benutzen, die einen Aufschluss tber die mikrobielle Besiedlung am Arbeitsplatz zulassen.

Durchfiihrung
e  Zur Untersuchung der Luft lassen wir 3 Stunden lang am Arbeitsplatz eine gedffnete Petrischale

mit Blutagar sowie eine Sabouraud-Platte, ebenfalls gedffnet, stehen, die anschlieBend 24 Stunden
bei 379C und dann zwei Tage bei Raumtemperatur (Sabouraud-Platte 1 Woche) bebritet wird.
e AuBerdem wird ein Abklatsch-Praparat, z. B. vom FuRboden oder Kittel, untersucht.
o Abklatsch-Platten mit Nahragar werden mit der Agarschicht auf die zu untersuchende Stelle
gedriickt, nach wenigen Sekunden wieder abgehoben und geschlossen.
e Die Platten werden 24 Stunden bei 37°C und danach bis zum nichsten Kurstag bei
Raumtemperatur bebriitet.
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Praktikum V

Serologische Verfahren

Auswertung Aufgabe 12, MBK
Auswertung Aufgabe 13, Augentropfenversuch 0h,3h,24h
Auswertung Aufgabe 14, Raumluftuntersuchung/Abklatschplatten

15. Augentropfenversuch nach 7d

Serologie:
16. TPHA-Test
17. Ouchterlony (Demo)

Tetanus Elisa (Demo)
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Auswertung Aufgabe 12 vom letzten Kurs.: Minimale bakterizide Konzentration

Bitte geben Sie das Ergebnis in der folgenden Tabelle an:

Antibiotiku | AB-Konzentration (mg/ml) Zahl der Kolonien MRK
m (mg/
ml)
Errege
r
1. 2. 3. 4. 1. 2. 3. 4,
Vertief | Vertief | Vertief | Vertief | Vertief | Vertief | Vertief | Vertief
ung ung ung ung ung ung ung ung
Staph. | Cefuroxim
aureu Roxythrom
s ycin
ATCC
29213
E. coli | Piperacillin
ATCC |/
25922 | Tazobacta
m
Doxycyclin

Auswertung Aufgabe 13: Antimikrobielle Konservierung

PraAPArat: .o ———————————
KONSEIVIEIUNE: .eeeeiiiieiiee ettt e e e s s aree e e e

Von allen Proben werden die Keimzahlen/ml (Mittelwert) ermittelt und anschlieRend der dekadische

Logarithmus dieser Zahl gegen die Zeit graphisch aufgetragen.
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Konservierte Losung:

Verdiinn

Keim |ungs-

3h

14 Tage

Stufe n

Log

Log

10°

10"

102

103

10"

10°

10

107

KBE / ml

Nicht konservierte Losung:

Verdinn

Keim | ungs-

Oh

3h

24h

7 Tage

14 Tage

Stufe n

log

Log

log

n log

n Log

10°

10"

10

103

10*

107

10°®

107

KBE / ml

Tragen Sie in die Tabelle die ausgezahlten Kolonien, errechnen Sie die KbE/ml als Mittelwert und den
dazugehorigen Logarithmus.

Beurteilen Sie das Ergebnis auch im Zusammenhang mit den im Arzneibuch angegebenen Richtlinien

zur Bewertung der Wirksamkeit der Konservierung (s. Tabellen in 5.1.3 EuAB).

Beurteilung der Probe:
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Auswertung Aufgabe 14: Raumluftversuch und Abklatschpraparate

Beschreiben Sie die Ergebnisse unter Beriicksichtigung der Zahl der Kolonien ihrer
charakteristischen Merkmale.

1. Raumluft:
Blutagar Sabouraud-Agar

2. Abklatschpraparate:

15.: Augentropfen-Keimzahlbestimmung nach 14 Tagen
Siehe Aufgabe 6 Seite 26

SEROLOGISCHE VERFAHREN
In der Serologie werden Antigen-Antikdrper-Reaktionen in zweierlei Hinsicht verwandt. Einmal zum

Antikorper-Nachweis im Serum (z. B. Patienten-Serum) und zum anderen zum Nachweis unbekannter
Antigene (z. B. in Serum und anderen Korperflissigkeiten). Das Serum ist der flissige Bestandteil des
Blutes, aus dem der Blutgerinnungsstoff Fibrinogen entfernt wurde. Es enthdlt keine Zellen
(Blutkérperchen) und besteht aus Wasser und darin gel6sten Proteinen (Enzyme, Immunglobuline),

Hormonen, Fetten, Zuckern, Salzen u.v.m.

16 Nachweis von Antikorpern im Patientenserum mittels
Agglutinationsreaktion

Syphilisdiagnostik: Treponema pallidum-Hamagglutinations-Agglutinations-Testes (TPHA)

Material

e mit Antigen von T. pallidum sensibilisierte Erythrozyten, gebrauchfertig (Ery*)
e unsensibilisierte Erythrozyten, gebrauchsfertig (Ery’)

e Verdiinnungsmittel, gebrauchsfertig (Puffer)

e positives Kontrollserum, 1:20 vorverdiinnt (PKS)

e negatives Kontrollserum, 1:20 vorverdiinnt (NKS)

e Patientenserumprobe (SER)
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e Eppendorfpipetten

e  Mikrotitrationsplatte (U-Strips)

Durchfiihrung
Pipettierschema
Positive Kontrolle Negative Kontrolle Patientenuntersuchung
mit PKS mit NKS mit SER
A |- - 100 pl Puffer
25 pl SER
(Verdinnung 1:
B |- - 75 ul Puffer }
25 ul (A) Q
(Verdinnung 1:2@
C |25ulPKS 25 pl NKS 25l (B) )
75 ul Ery* 75 ul Ery* 75 ul Ery*
(Verdinnung 1:80; (Verdinnung 1:80; (Verdinnung 1:80;
Kontrolle +Reaktion) Kontrolle -Reaktion) eigentlicher Test) ,/
D |25 plPKS 25 ul NKS 25 ul (B) \
75 ul Ery 75 ul Ery’ 75 ul Ery
(Verdiinnung 1:80; (Verdiinnung 1:80; (Verdiinnung 1:80;
Kontrolle unspezifischer Kontrolle unspezifischer Kontrolle unspezifischer
Hamagglutination) Hamagglutination) Hamagglutination)

e Platten kurz schitteln, - 45 - 60 Min. bei Raumtemperatur inkubieren

Auswertung:

@ + + + +H++

17.: Immundiffusion im Agargel nach Ouchterlony (Demo)

Bei der Doppeldiffusionstechnik diffundieren Antigen und Antikdrper im Agargel aufeinander zu. An

der Stelle zwischen den beiden Auftragungsstellen, an der sich ein optimales Verhaltnis zwischen

Antigenen und Antikdrpern aufgebaut hat, entsteht eine Prazipitationslinie.

Ein Anti-Human-Serum (Serum einer Ziege, die Antikdrper gegen humane Serumproteine gebildet hat)

soll in der Ouchterlony-Technik gegen verschiedene Konzentrationen eines Humanserums (Antigene)

mit Hilfe der Immundiffusion ausgetestet werden.
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Durchfiihrung

e Mit Hilfe einer Pipette wird das mittlere Loch der Agardiffusionsplatte mit konzentriertem
Antihumanserum (20ul), die peripheren Loécher werden mit der Verdinnungsreihe des
Humanserums beschickt (je 10ull).

Material (fiir 2 Studenten)
- 1 Agar-Diffusionsplatte nach Ouchterlony (die Platten sind zur Demo fiir Sie bereits vorbereitet)

e Zeichnen Sie schematisch das Ergebnis:

Diskutieren und beurteilen Sie das Ergebnis.

18.: Diphterie Elisa, Westernblot

Testprinzip Diphterie-Elisa

RIDASCREEN® Diphtherie 1gG ist ein Zweischritt-ELISA nach dem Sandwich-Prinzip. Die
Vertiefungen der Mikrotiterplatte sind mit Diphtherie-Toxoid beschichtet. In Patienten-
proben vorhandene Antikorper binden an das Antigen und werden in einem zweiten Schritt
mit Enzym-markierten Anti-human-Antikérpern (Konjugat) nachgewiesen. Durch das Enzym
wird ein farbloses Substrat (H.02/TMB) zu einem blauen Endprodukt umgesetzt. Die
enzymatische Reaktion wird durch Zugabe von Schwefelsdure beendet. Dadurch erfolgt ein
Farbumschlag von blau nach gelb. Die entstandene chromogene Verbindung wird
photometrisch bei 450 nm gemessen.

73



74



Durchfiihrung:

Vorbereitung Waschpuffer - Serumprobe
SeroWP <I
1:10 v 1:100
Test Proben

Probeninkubation

Waschen

Konjugatinkubation

Waschen

Substratinkubation

Stopp-Reagenz

Messung

100 pl

37°C 30 min

M
300 pl 4x U

1004

37°C 30 min

i
3004 ]

1004
37°C 30 min

100 pl

450/620nm

Die Ergebnisse werden photometrisch gemessen.
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Beurteilung der Messwerte:

IU/ml empfohlene Impfung

<0,1 Grundimmunisierung

0,1-0,9 | Auffrischimpfung

1,0-1,4 | Auffrischimpfung nach 5 Jahren

1,5-2,0 | Auffrischimpfung nach 7 Jahren

>2,0 Auffrischimpfung nach 10 Jahren

Beispiel Westernblot-Auswertung Borrelien Antikorper
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Praktikum VI

Pharmazeutisch mikrobiologische Versuche

Auswertung Aufgabe 15, Augentropfenversuch nach 7d
19. Augentropfenversuch nach 21d

20. Bakterizide Wirkung von UV- Licht

21. Absterbevorgang einer Kultur

22. Konzentrationsbestimmung von Antibiotika
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Auswertung Aufgabe 15 vom letzten Kurs, Augentropfen nach 7
Tagen
Siehe Seite 61, Aufgabe 13

19.: Augentropfen-Keimzahlbestimmung nach 21 Tagen
Siehe Aufgabe 6 Seite 26

20.: Die bakterizide Wirkung von UV-Licht

UV-Strahlen (Wellenldnge zwischen 10 und 400 nm) haben einen bakteriziden Effekt. Obwohl die
molekulare Wirkungsweise von UV-Strahlen auf Zellen noch nicht eindeutig geklart ist, sprechen
einige Befunde fir einen direkten Effekt auf die Nukleinsduren:

Das Absorptionsmaximum von Desoxyribonukleinsdure (DNS) in Losung fallt mit dem Maximum der
bakteriziden Wirkung von UV-Strahlen bei 260 nm zusammen.

Durch Bestrahlung von Nukleinsauren in Lésung mit UV-Licht wird die Doppelbindung zwischen C5
und

C6 von Pyrimidinringen der Basen Cytosin (C), Thymin (T) und Uracil (U) aktiviert. Bei Cytosin und
Uracil

kann als Reaktionspartner H20 auftreten: Es resultiert eine 6-Hydroxy-dihydro-Verbindung. Nach
Absetzen der UV-Bestrahlung ist diese photochemische Wasseraddition reversibel.

Fir alle drei Basen kann aber auch eine in der gleichen oder der komplementéaren Kette direkt
benachbart liegende Pyrimidinbase (C, T, U) als Reaktionspartner in Frage kommen: In einer nicht
reversiblen Reaktion wird dabei liber die beiden angeregten C5-C6-Doppelbindungen ein stabiles
Cyclobutanderivat gebildet.

o) O
” CH;  HsC ”
C
HT/C\T/ \T/ \TH
e TN
Desoxyribosej Desoxyribose |

Derartige Produkte konnten inzwischen auch in DNS nachgewiesen werden, die aus UV-bestrahlten
Bakterien isoliert wurde. Andere DNS-schadigende Noxen sind z. B. oxidierende Substanzen (H202),
die z. B. auch unter Einwirkung von UV-Licht im Wasser entstehen und somit einen indirekten UV-
Effekt auf die Zellen darstellen.

Mit der Dimerisierung haben die Basen ihre Fahigkeit zur Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen zu dem komplementaren Strang verloren. Infolgedessen kommt der
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Enzymkomplex, der fir die identische Verdopplung des DNS-Doppelstrangs verantwortlich ist
(Replisom), an dieser Stelle zum Stop. Dieser Stop wiederum |6st sekundare Reaktionen aus, die zum
Zelltod fuhren (vgl. Referenz 1).

Bakterien verfligen jedoch tiber mehrere Moglichkeiten zur Reparatur solcher DNS-Schaden:

- Photo-Reaktivierung: Diese erfolgt durch ein Enzym, die Photolyase, das einen Chromophor
tragt, der Licht im sichtbaren UV-Licht (350 - 420 nm) absorbiert und diese Energie zur
Spaltung des Cyclobutanringes benutzt.

- Enzymatische (Dunkel) Reaktivierung: Hierbei wird eine Zucker-Phosphatbindung in der
N&he des Dimers durch ein Enzym (Endonuklease) gespalten und ein Teil des defekten
Stranges einschlieBlich des Dimers durch ein anderes Enzym enzymatisch abgebaut
(Exonuklease). Nachfolgend dient der nicht gespaltene, unveranderte Strang als Matrize fir
die Neusynthese des abgebauten Teils im Komplementarstrang durch eine DNS-Polymerase.

- Rekombinatorische Reparatur: Diese Reparatur findet direkt im Anschluss an eine
Replikation des Chromosomes statt. Dabei wird der intakte neu synthetisierte Strang benutzt,
um die Liicke zu fillen, die nach der Replikation im zweiten Strang gegeniber einer nicht-
reparierten Schadstelle zuriickbleibt.

Wellenldnge und Intensitdt der UV-Bestrahlung bestimmen die Anzahl der DNS-Schiaden im
Chromosom. Die Aktivitat der Reparaturenzyme bestimmt dagegen, wieviele Schaden repariert
werden kénnen. UV-Licht hat neben einer direkten Aktivierung des an der Photo-Reaktivierung
beteiligten Enzymsystems auch eine indirekte Wirkung. Diese umfalt die Steigerung der Neusynthese
(= Induktion) verschiedener SOS-Reparaturenzyme, vermittelt durch das RecA-Genprodukt (vgl.
Referenz 2). Bereits ein nicht reparierter Defekt geniigt, um den Tod einer Zelle einzuleiten, wenn auch
die Stoffwechselleistungen noch fiir eine gewisse Zeit aufrechterhalten werden kénnen.

Die Eindringtiefe von UV-Strahlen in feste oder fllissige Korper ist sehr gering (0,01 - 0,2 mm). Daher
sind sowohl Organismen in Verbindung mit organischen Verbindungen oder in Flissigkeiten als auch
Organismen in der Luft, die von Staub umgeben sind, weit weniger empfindlich fir UV-Strahlen als
ungeschiitzte Organismen.

Material
- Ubernacht-Bouillonkulturen der Stamme:

o Escherichia coli W3110 (recA)

Escherichia coli DH5a. (recA”)
Micrococcus luteus

o O O

Bacillus subtilis
o ein SproRpilz = Candida albicans
- Miiller-Hinton-Platten fir Bakterien
- Sabouraud-Agarplatten fiir den Pilz
- NaCl-Réhrchen a 2,7 ml
- Pipetten und sterile Pipettenspitzen

Durchfiihrung

Von jeder der liber Nacht bebriiteten Bouillon-Kulturen der verschiedenen Bakterien bzw. des
SproRpilzes werden sieben Verdiinnungen im Verhaltnis 1:10 mit steriler, physiologischer NaCl-
Losung gemaR der Beschreibung s. S. 26 Aufgabe 6: Keimzahlbestimmung hergestellt (10-1 bis 10-7-
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Verdiinnung). Die unverdiinnte Ausgangskultur entspricht der 100-"Verdiinnung".

Von bis zu vier solcher Verdlinnungen, fiir jeweils die gleiche Bestrahlungszeit, werden je 10 pl
entsprechend nachfolgendem Schema auf vorher beschriftete Agarplatten aufgebracht. Dabei ist
darauf zu achten, dass die Verdiinnungen nicht miteinander verlaufen.

Schema fir das Auftragen einzelner Verdiinnungen einer Bakterien-/Sprosspilzkultur auf Agarplatten

entsprechend der Zeit der Bestrahlung

aufzutragende Verdiinnungen (4 Verd. / Platte)
Bestrahlungszeit (s) E. coliW3110 (recA*)
Micrococcus luteus E. coli DH5a. (recA)
Bacillus subtilis
Candida albicans

0 10*-107 103-107

5 103-10° 10°-10°
15 102-10° 10°-103
20 10*-10* 10°-10°
20° 10%-10° 10°0-10°
30 10°-10° 10°-10°
40 10°-10°

60 10°-103
120 10°-10° 10°-10°
120" 10°-107 10°-107
180 10°-10
300 10°-103
600 10°-103 107°-10

*) Diese Proben werden mit Deckel bestrahilt.

Bestrahlungszeit

z.B.:

Verdinnung

Nachdem alle Verdiinnungen sorgfaltig aufgetragen wurden, werden die Agarplatten so lange bei
Raumtemperatur belassen, bis kein Flissigkeitsfilm mehr auf den Platten erkennbar ist.

Die fertigen Platten werden dann ohne Deckel mit UV-Licht der Wellenldnge 366 nm fiir die
vorgeschriebene Zeit bestrahlt.

Die Platten bitte nach aufsteigender Bestrahlungszeit stapeln.

Die Bestrahlung Gbernimmt den/die Kursassistent:in.
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21.: Untersuchung des Absterbevorgangs einer Kultur

Mikroorganismen werden in pharmazeutischen Produkten durch verschiedene MaRnahmen abgetotet
oder aus ihnen entfernt. Wir wollen an warmeempfindlichen und weniger empfindlichen Stammen die
Abtotung durch eine Temperatur von 55°C verfolgen, indem die Keimzahl gemessen wird.

Material

Bakterien: Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Bacillus subtilis

Sonstiges: NaCl-Réhrchen, 2,7 ml
Miller-Hinton-Testagarplatten
Wasserbad 55°C
Eppendorfpipetten

Durchfiihrung

Gut bewachsene Kulturen von E.coli, S.aureus, P.aeruginosa und B. subtilis werden in 5 ml
Nahrlosung iber Nacht bei 37°C herangeziichtet. Die Kulturen werden am nachsten Morgen 1:50
verdliinnt und weitere 5 Stunden bebriitet. Sie erhalten die bis hierher vorbereiteten
Bakteriensuspensionen zur weiteren Bearbeitung. Die Kulturen werden dann von lhnen in ein
Wasserbad mit 55°C eingebracht und folgende Messungen durchgefiihrt:

Zum Zeitpunkt des Einbringens (t = 0), nach 5 Minuten, nach 10 Minuten und dann alle 10 Minuten
bis 60 Minuten wird die Temperatur in den Kulturen gemessen und die Keimzahl der lebenden Zellen
bestimmt. Folgende Verdiinnungen miissen aufgetragen werden:

Zeit E.coli S.aureus P.aeruginosa B. subtilis

0 10° - 107 10" - 107 10" - 107 10" - 107

5 10" - 107 10" - 107 10" - 107 10" - 107
10 10°-10" 10" - 107 10°-10° 10" - 107
20 10°-10° 10" - 10* 10°- 10" 10°-10°
30 10°-10° 10" - 10* 10°- 1073 10°-10°
40 10°- 10 10" - 10* 10°- 1073 10°-10°
50 10°- 10 10" -10* 10°- 107 10°- 107
60 10°- 103 10" -10* 10°- 103 10°-10°

Die Keimzahlbestimmung erfolgt wie in Aufgabe 6 Seite 26 beschrieben.
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22.: Konzentrationsbestimmung von Antibiotika

Zur Bestimmung des Gehaltes eines Antibiotikums in Korperfliissigkeiten (Blut, Urin usw.), Organen
oder Proben von Arzneimitteln kénnen chemische, physikochemische oder biologische Methoden
angewendet werden. Biologische Tests erlauben dabei die Bestimmung von sehr geringen
Substanzmengen. Die Testwerte entsprechen bei adaquater Technik dem tatsachlich vorhandenen
Gehalt an biologisch wirksamer Substanz. Grundsatzlich konnen zwei Prinzipien dabei angewendet
werden:

1. das Agardiffusionsprinzip

2. die Bestimmung Uber die Triibungsmessung (Turbidimetrie).

Wir wollen hier die Agardiffusionsmethode durchfiihren.

Das Prinzip ist wie folgt:

Ein auf 500C abgekiihlter Ndhragar wird mit einer geringen Menge von Bakterien beimpft und in
Petrischalen gleicher GroRRe in exakt gleichen Volumina ausgegossen, wobei die Unterlage eben sein
muss, damit eine gleichmaBig dicke Schicht dieses Agars in der Petrischale entsteht.

Nach dem Erstarren werden Locher in den Agar hineingestanzt, die zur Aufnahme der
entsprechenden Antibiotikal6sungen dienen. Das Antibiotikum diffundiert in die Umgebung des
Loches und bildet einen Konzentrationsgradienten aus. Das Wachstum der im Agar befindlichen
Mikroorganismen wird in Abhdngigkeit von der Konzentration des im Agar befindlichen
Antibiotikums gehemmt. Es entstehen um die Lécher Hemmzonen, deren Durchmesser direkt mit der
eingebrachten Konzentration korrelieren.

Material
Agar: Bacillus subtilis Sporenplatten
Antibiotika-Stamml&sung: Ampicillin 160 pg/ml
Sonstiges: Eppendorfpipetten und sterile Pipettenspitzen
Proben eines Antibiotikums: U1 1:10 und U 1:20 verdiinnt
Durchfiihrung

Dieser Teil ist fiir Sie schon vorbereitet:

Mit dem dicken Ende einer Pipettenspitze (ca. 6 mm ) werden in jede Agarplatte 4 Locher gestanzt,
wobei der Abstand so zu wahlen ist, dass sich die aller Voraussicht nach entstehenden Hemmhofe
gegenseitig nicht beeinflussen und auch den Rand der Petrischale nicht berihren.

Die grofSten Hemmbhofe, die entstehen werden, sind ca. 30 mm im Durchmesser, die kleinsten wenig
mehr als 6 - 8 mm. Der Agar wird aus den Lochern entfernt. Dabei darf der Rand der Locher nicht
bertuhrt werden, da er sonst deformiert wird und dann die Hemmhofe nicht mehr kreisrund werden
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Hier beginnt Ihre Aufgabe:

Aus der Stammlésung, die das Antibiotikum Ampicillin (160 pg/ml) enthalt, wird zunéchst eine
1:10 Verdiinnung und von dieser ausgehend eine geometrische Verdiinnungsreihe in Réhrchen
hergestellt.

Im 1. Réhrchen sind 1,8 ml NaCl und in den Gbrigen Réhrchen 0,5 ml NaCl vorgelegt.

Um die Verdiinnung 1:10 fiir S 1 zu erhalten, werden 0,2 ml AB-Stammldsung zugegeben.

Nach sorgfaltigem Mischen werden aus dem 1. Réhrchen je 0,5 ml bis zum 6. Gberpipettiert.
So erhalten Sie die gewlinschte geometrische Verdiinnungsreihe.

Standardsas

S1

S2

S3

S4

S5

S6

Cag in pug/ml

16

8

4

2

0.5

Die Platten werden nun so mit den verdiinnten Losungen beschickt, dass neben hohen
Konzentrationen niedrige Konzentrationen zu liegen kommen, damit sich aller Voraussicht nach
die Hemmhofe gegenseitig nicht beeintrachtigen.

In jedes Loch werden 20 ul der entsprechenden Verdiinnung S 1 bis S 6 und die Proben eines
Antibiotikums U 1:10 und U 1:20 mit einer Eppendorf-Pipette einpipettiert. Dabei muss darauf
geachtet werden, dass keine Tropfen an der Pipettenspitze hangenbleiben.

Fiir jede Verdlinnung ist eine neue Pipettenspitze zu benutzen.

Nachdem ein Teil der Probelésung in den Agar eingezogen ist, werden die Platten in den
Brutschrank bei 30°C gebracht und 24h bebritet.

Im Gegensatz zum normalen Bebritungsverfahren bleibt hier der Deckel oben und die
Petrischale mit dem Agar unten.
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Praktikum VII

Resistenzplasmide

Auswertung Aufgabe 19, Augentropfenvesuch nach 21d
Auswertung Aufgabe 20, UV-Versuch

Auswertung Aufgabe 21, Absterbevorgang einer Kultur
Auswertung Aufgabe 22, Konzentrationsbestimmung AB

23. Nachweis von Resistenzplasmiden
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Auswertung Aufgabe 19 vom letzten Kurs: Augentropfen-
Keimzahlbestimmung nach 21 Tagen

Auswertung Aufgabe 20 vom letzten Kurs: bakterizide Wirkung von
UV-Licht

Fir alle Zeitwerte werden die Kolonien jeder Verdiinnungsstufe ausgezahlt und daraus analog der.
Vorschrift im allgemeinen Teil des Praktikumsskriptes die Keimzahlen berechnet. Alle Einzeldaten fir
eine Bakterienkultur sind in einer Tabelle festzuhalten. Zu beriicksichtigen ist, dass eine
Verdinnungsstufe nicht zur Keimzahlbestimmung hinzugezogen werden kann, wenn nicht alle
Kolonien einzelnstehend zahlbar sind, wie dies bei zerkratzter Agaroberflache oder bei zu groRen
Zellzahlen der Fall sein kann, oder wenn keine Kolonie vorhanden ist. In diesen Féllen ist in der
Tabelle ein entsprechender Vermerk anzubringen.

Fiir jeden Zeitwert ist aus der Tabelle die als genaueste anzunehmende Keimzahl zu kennzeichnen.
Diese Keimzahlen werden fiir die graphische Darstellung einer Absterbekinetik aller untersuchten
Bakterienkulturen zugrundegelegt.

Fiir die graphische Darstellung wird zunachst der dekadische Logarithmus der Keimzahl berechnet.
Damit alle Graphen denselben Ausgangspunkt haben, wird dann der Quotient log KBE/ml gebildet.
Dieser wird dann gegen die Belichtungszeit in Sekunden aufgetragen. Die einzelnen Messwerte
werden durch eine Kurve verbunden.

Verstandnisfragen (sollen zur Vorbesprechung beantwortet sein!):

e Welchen evolutionaren Vorteil birgt die Verwendung von Thymin anstelle von Uracil in der DNS,
die die permanente Speicherform der genetischen Information darstellt?

e Aus welchem Grund wird die Bestrahlung der Bakterien mit UV-Licht der Wellenldnge 366 nm
vorgenommen und nicht mit Licht der Wellenldnge 260 nm oder gar 235 nm?

e Was wird durch eine Mutation im recA-Gen bewirkt?

e Welche Auswirkung auf die UV-Empfindlichkeit ist aufgrund der recA-Mutation bei E.coli DH5a.
gegeniber E.coli W3110 zu erwarten?

Zur Beantwortung der Fragen dient neben der vorliegenden Durchfiihrungsbestimmung auch die
ausgehandigte Zusatzinformation zu diesem Experiment.
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Auswertung

getesteter Stamm

ausgezahlte Kolonien

Sek.

10

10° 10"

-5

10

10

10

[KBE/ml]

log KBE/ml

Quotient in log
KBE/ml

1

15

20

20*

30

40

60

120

120*

180

300

600
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Auswertung Aufgabe 21 vom letzten Kurs: Absterbevorgang einer
Kultur

Aus der Gleichung S = Sg * ekt soll die exponentielle Absterberate (-k) berechnet werden. Dabei ist
So = Ausgangskeimzahl, S = Keimzahl zu einer beliebigen Zeit, t = Zeit.

Durch Umwandlung der Formel erhalten wir:
-2,303*1g( S)

S0

k=
t

(die Dimension in min-1)

Unter Zuhilfenahme der Formel

2,303
kann k auch graphisch aus der Steigung der Geraden ermittelt werden.
Die Halbwertszeit wird aus der Formel

ty)p = - min berechnet.

Alle Berechnungen kdnnen nur fir den Zeitraum durchgefiihrt werden, in dem die Abhangigkeit der
Keimzahl von der Zeit bei halblogarithmischer Auftragung eine Gerade ergibt. Die Halbwertzeit kann
ebenfalls graphisch dargestellt werden. Tragen Sie die ermittelten Keimzahlen pro ml in Abhangigkeit
von der Zeit in min und die gemessenen Temperaturen in Tabellen ein.

Stellen Sie die Ergebnisse graphisch dar, indem Sie den Ig der Keimzahl gegen die Zeit auftragen.

Ermitteln Sie k (graphisch und rechnerisch) und t_ . (graphisch und rechnerisch).

1/2
Anstelle der Absterberaten gibt man zur Kennzeichnung der Abtétung unter bestimmten
Bedingungen bei einer bestimmten Population den D-Wert (Dezimalreduktionswert) an, d. h. die
Zeit, welche zur

Abtotung von 90 % der Zellen notwendig ist. Geben Sie anhand Ihrer Daten den experimentell
ermittelten D-Wert fir die jeweilige Kultur an.
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Zeit KbE/ml log KbE/ml

0
5
10
20
30
40
50
60

Bestimmte Arzneimittel, z. B. Parenteralia und Ophthalmika, diirfen nur in steriler Form abgegeben
werden. Die Bezeichnung steril besagt, dass das entsprechende Arzneimittel den Anforderungen des
Sterilitatstestes geniigt. Laut EUAB ist ein Arzneimittel als steril anzusehen, wenn unter den
vorgeschriebenen Prifbedingungen keine verunreinigenden Mikroorganismen nachweisbar sind.
Nach dem Stand der wissenschaftlichen Erkenntnis ist eine Kontaminationsrate bei sterilisierten

Produkten von 1076 zu akzeptieren (vgl. Bauer, Fromming und Fuhrer, Lehrbuch fur pharmazeutische
Technologie). Bestimmen Sie anhand Ihrer Ergebnisse, nach welcher Zeit die Keimzahl in der Kultur
auf 10 Zellen/ml reduziert wird (Gesamtletalitatsfaktor, F-Wert). Diskutieren Sie im Protokoll die
Risiken, die eine Extrapolation beinhaltet. Ergebnistabelle.

Bakterium K(graph.) K(rechn.) t1/2 (graph.) t1/2 (rechn.) D-Wert F-Wert

E.coli

P.aeruginosa

S.aureus

B.subtilis
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Auswertung Aufgabe 22 vom letzten Kurs:
Konzentrationsbestimmung von Antibiotika

Nach der Bebriitung werden die entstandenen Hemmhofe mit Hilfe eines Lineals 6x ausgemessen.
Der Wert jedes Hemmhofdurchmessers wird in mm in die vorgegebene Wertetabelle (Tab.1 und 2)
eingetragen. Von den sechs gemessenen Werten fiir jede Konzentration wird der Mittelwert

gebildet, anschlieBend werden die Mittelwerte der Standard-Konzentrationen graphisch dargestellt.

Auf der Abszisse (x-Achse) werden die Hemmhofdurchmesser aufgetragen, auf der Ordinate (y-
Achse) der Zehnerlogarithmus der Konzentration. Hierzu kann man entweder halblog. Papier

verwenden oder

aber, was meist einfacher ist, den log der Konzentrationen errechnen und diesen linear auftragen.

Tabelle 1: Cag: 160 pug/ml

Probe

Konzentration pug/ml

log Konzentration

Ampicillin mm

S1

S2

S3

S4

S5

S6

Ermitteln Sie den Bereich der Kurve, der linear verlauft. Nur dieser darf fiir die Auswertung der

Untersuchungsprobe U verwendet werden.
Ermitteln Sie dann graphisch die Konzentration der zu untersuchenden Proben.

Geben Sie den Wert in ug/ml an!

Tabelle 2:
Probe Verdiinnung mm log Konzentration
Konz.
Ampicillin U 1:10
Ampicillin U 1:20
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Tabelle 3:

Probe Verd. Konz. Ausgangskonz. | Sollwert % vom Fehler in %
Sollwert

u 1:10

u 1:20

Resistenzplasmide

23.: Nachweis von Resistenzplasmiden

Plasmide sind genetische Elemente, die in Bakterien neben dem Chromosom vorkommen kénnen.

Ein Teil der genetischen Information von Plasmiden wird immer bendétigt, um fir Funktionen zu

codieren, die die Replikation des Plasmidmolekiils ermdglichen. Dadurch wird gewahrleistet, dass bei

der Verdopplung der Bakterienzelle jede Tochterzelle wieder Plasmide enthalt. Einige Plasmide

tragen Gene fir zuséatzliche Eigenschaften, durch die ein Transfer des Plasmidmolekiils von einer

Zelle auf eine plasmidfreie andere Zelle derselben Generation ermdglicht wird (konjugative

Plasmide).

Ein weiterer Teil der genetischen Information von Plasmiden kann fir Funktionen codieren, die der

jeweiligen Bakterienzelle unter bestimmten Umgebungsbedingungen Selektionsvorteile bieten.

Beispiele fir solche Funktionen sind:

* bei Salmonellen die Bildung von Aerobactinen, komplexbildenden Substanzen, die das
Spurenelement Eisen in geringsten Konzentration fiir die Bakterienzelle verfligbar machen,

* bei Pseudomonaden die Bildung von Toluol-abbauenden Enzymen, wodurch zusatzliche
Nahrstoffe verfligbar gemacht werden,

* bei vielen Bakterien die Bildung von Antibiotikaresistenzfunktionen, die es den jeweiligen
Bakterienzellen ermoglichen, in Anwesenheit dieser Substanzen zu wachsen.

Plasmide, die Gene fir Antibiotikaresistenzfunktionen tragen, werden R-Plasmide genannt. R-

Plasmide, die zur Konjugation befahigt sind, kdnnen daher nicht nur von der Mutter- auf die

Tochterzelle weitergegeben werden (vertikaler Plasmidtransfer), sondern unter geeigneten

Bedingungen auch auf nicht plasmidhaltige Zellen derselben Generation, in einigen Fallen sogar auf

Zellen einer anderen Bakterienspezies (horizontaler Plasmidtransfer).

Die Kenntnis liber das Vorhandensein konjugativer R-Plasmide ist daher flir Untersuchungen zur

Epidemiologie von Antibiotikaresistenz wichtig. Plasmide konnen auf verschiedene Weise

nachgewiesen werden:

* durch Isolierung und physikalische Charakterisierung der Plasmid-DNS,

* durch konjugativen Transfer der Plasmid-DNS auf andere Bakterienstamme.
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In dieser Aufgabe soll das konjugative R-Plasmid RP1, das die genetische Information fiir Resistenz
gegenlber Ampicillin und Tetracyclin tragt, von einem Laktose-abbauenden E.coli Stamm W3110

(DONOR) auf den Laktose-nichtabbauenden, nalidixinsdureresistenten Stamm E.coli 31 N (REZIPIENT)

Gbertragen werden.

Die beiden E.coli Stamme besitzen folgende genetische Eigenschaften, die auf dem Chromosom und

im Falle des Donors - auf dem Plasmid lokalisiert sind:

E.coli Stamm Chromosomeneigenschaft Plasmideigenschaft
W3110 (DONOR) lact, Nal’ Amp', Tet', tra’
31 N (REZIPIENT) lac, Nal®, strep® | -
Abkirzungen: AmpR = Resistenz gegen Ampicillin
Nal® = Resistenz gegen Nalidixinsdure
Nal’ = Empfindlichkeit gegen Nalidixinsdure
TetR = Resistenz gegen Tetracyclin
Lac’ = Fahigkeit zum Abbau von Laktose
lac” = Unvermoégen zum Abbau von Laktose
tra’ = Fahigkeit zur Konjugation
Material
Bakterien: Je 3 mlvon Uber Nacht bei 37°C in N1-Bouillon bebriteten Bakterienkulturen

der Escherichia coli Stamme 31 N (Rezipient) und W3110 mit Plasmid RP1

(Donor)

Sonstiges:
Antibiotikahaltiger Chinablau-Laktose-Agar
Glasspatel = Drygalskispatel
NaCl-R6hrchen a 2,7 ml
Eppendorfpipetten und sterile Pipettenspitzen
Durchfiihrung

Chinablau-Laktose-Agarplatten wurden vorbereitet:

a) mit 500 pg/ml Ampicillin (A)

b) mit 2,5 pg/ml Tetracyclin (T)

c) mit 6,25 ug/ml Nalidixinsdure (N)

d) mit 500 pg/ml Ampicillin und 6,25 pg/ml Nalidixinsdure (A/N)
e) mit 2,5 pg/ml Tetracyclin und 6,25 pug/ml Nalidixinsdure (T/N)
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Bereits fiir Sie vorbereitet:

Je 1 ml der Kultur des Donor und der des Rezipienten wird in ein steriles Reagenzglaschen pipettiert
und gemischt (10 Uhr heute morgen). Dieses Rohrchen mit Mischkultur sowie die beiden
Ausgangskulturen werden anschliefend fiir 3,5 Stunden (ohne weiteres Schiitteln) im Brutschrank bei
37° bebriitet.

In diesem Zeitraum erfolgt der konjugative Transfer des Plasmides RP1 vom Donor auf den
Rezipienten. Nach heute giiltigen Modellvorstellungen wird zunachst durch Genprodukte des tra-
Operons einer der beiden DNS-Strange des Plasmides in der Donorzelle enzymatisch gespalten. Die
durch andere tra-Genprodukte produzierten Pili, fadenartige Proteine auf der Zelloberflache der
Donorzellen, vermitteln einen Kontakt zu Rezipientenzellen. Die dadurch erreichte enge raumliche
Nahe beider Zellen ist eine wichtige Voraussetzung flir den nachfolgenden Plasmidtransfer. Mit Hilfe
eines spezifischen Tra-Proteins wird der gespaltene DNS-Plasmidstrang aus der Donorzelle {iber eine
Plasmabriicke in die Rezipienten-zelle geschleust. In einem gleichzeitig ablaufenden Prozess wird im
Donor am 3' Ende der komplementdre Doppelstrang nach einem sogenannten "Rolling circle"-
Mechanismus synthetisiert. Die Synthese des Doppelstranges im Rezipienten erfolgt diskontinuierlich
an RNA-Primer Fragmenten. Am Ende der Konjugation besitzen also beide Zellen eine identische Kopie
des konjugativen R-Plasmids. Der Plasmid tragende Rezipient wird dann als Transkonjugand
bezeichnet. Ebenso wie eine Donorzelle kann auch eine Transkonjugandenzelle das konjugative R-
Plasmid auf plasmidfreie Rezipientenzellen libertragen, selbst jedoch nicht wieder als Rezipient fiir das
gleiche Plasmid fungieren.

Zur Selektion bestimmter Stamme mittels Antibiotika werden Antibiotika-haltige Agarplatten
verwendet.
Dabei werden die Antibiotika bereits bei der Agarherstellung mit in das Nahrmedium eingebracht.

Nach 3,5 Std. Wachstum von Donor-, Rezipienten- und Mischkultur wird von jeder der 3 Kulturen
eine logarithmische Verdiinnungsreihe hergestellt. Dafiir stehen Ihnen je 3 Stander mit je 6 Rohrchen
a 2,7 ml sterilem NaCl zur Verfligung. Die unverdinnten Bakteriensuspensionen spateln Sie bitte
direkt aus dem jeweiligen Kulturréhrchen aus. Die verschiedenen Verdiinnungen der zu priifenden
Stamme entnehmen Sie nachfolgender Tabelle. Gespatelt werden je 100 pl.

Agar Donor (lac*) Rezipient (lac") Mischkultur
Amp 10°,10° 10" 10°-10°
Tet 10°,10° 10° 10°-10°
Nal 10’ 10°,10° 10°,10°
Amp, Nal 10° 10° 10°-10"*
Tet, Nal 10° 10° 10°-10"*

Die Agarplatten werden mit dem Deckel nach unten iber Nacht bei 37°C bebriitet (ca. 16 - 18 h).
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Tragen Sie in nachfolgende Tabelle ein, auf welchem Selektivmedium welcher Bakterienstamm

wachsen wird!

+ Tetracyclin
+ Nalidixinsr.

Mischkultur
Donor Rezipient Transkonjuganten
Chromosom |Lac* Nal-s, Sm-s Lac- Nal-r, Sm-r Lac- Nal-r, Sm-r
Plasmid Tra* Amp-r, Tet-r — Tra* Amp-r, Tet-r
+ Ampicillin
e
|
e + Tetracyclin
k
t
i + Nalidixinsr.
v
m
e + Ampicillin
d + Nalidixinsr.
i
e
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Praktikum VIII

Mykologie

Auswertung Aufgabe 23, Resistenzplasmide

Mykologie
24. Differenzierung Sprof3pilze
24.1. Makroskopie
24.2.Mikroskopie- Nativpraparate
25. Dermatophyten
25.1. Makroskopie
25.2. Mikroskopie-Klebestreifenpraparate
26. Schimmelpilze
26.1. Kulturmorphologie
26.2 Mikroskopie-Klebestreifenpraparate
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Auswertung Aufgabe 23 vom letzten Kurs: Nachweis von
Resistenzplasmiden

Die koloniebildenden Einheiten (KBE) der einzelnen Verdiinnungen werden ausgezahlt und daraus
die Keimzahlen errechnet.

Als Kontrolle werden mit Hilfe steriler Osen einzelne Kolonien von der Amp-Nal-Platte auf eine
frische Tet-Nal-Platte, sowie von der Tet-Nal-Platte auf eine Amp-Nal-Platte Gibertragen. Diese

Platten werden bei 37°9C bebriitet und am folgenden Kurstag abgelesen. Alle (ibertragenen Kolonien
missen sichtbares Wachstum zeigen.

Anhand dieser Ergebnisse wird die Ubertragungsfrequenz als das Verhiltnis der Zahl R-Faktor
tragenden Rezipienten (Transkonjuganden) zur Zahl der Donorzellen errechnet.

Tragen Sie die Ergebnisse der Keimzahlbestimmung in die folgende Tabelle ein und vergleichen Sie
mit den von lhnen erwarteten Ergebnissen (s. Tabelle Aufg. 22, Praktikum VII, S.90)

Agar Donor Rezipient lac'Nal?Strep® Mischkultur
lac*Nal*’AmpF~Tet®tra*

Amp
Tet

Nal

Amp Nal
Tet Nal

Die Ubertragungsfrequenz ist bei Selektion
auf Tetracyclin ...ccccoeeeceeeeeeeee e,

auf Ampicillin ..o,

Fragen:
1. Welche genetischen Eigenschaften besitzen die Transkonjugandenzellen?

2. Welche Bakterienarten finden sich in der Mischkultur?

3. Wodurch kann ausgeschlossen werden, dass es sich wirklich um Transkonjuganden handelt und
nicht um nalidixinsdureresistente Mutanten des Donors?

4. Durch welche einfache Versuchsanordnung kénnte man priifen, dass es sich um
Transkonjuganden und nicht um Ampicillin- oder tetracyclinresistente Mutanten des Rezipienten
handelt?

(Bei der Beantwortung der Fragen 3 und 4 ist eine Gegeniberstellung der genetischen Eigenschaften
der jeweils anzunehmenden Mutanten und der Transkonjuganden hilfreich!)
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EINFUHRUNG MYKOLOGIE

Medizinischer Fortschritt schafft neue Therapieansatze und Behandlungsmoglichkeiten.
Insbesondere die Bereiche der Intensivmedizin, Organtransplantation und Hamato-Onkologie haben
sich in den vergangenen 20 Jahren enorm weiterentwickelt und Patienten mit ehemals fatalen
Erkrankungen  neue  Uberlebenschancen  gegeben. Dadurch  notwendig gewordene
Breitbandantibiosen,  Antibiotikaprophylaxen, invasive Prozeduren und medikamentdse
Immunsuppression haben aber auch eine Kehrseite: Die stetige Zunahme invasiver Pilzinfektionen.

Zielstellung
In diesem Praktikum sollen die drei groRen Gruppen humanpathogener Pilze kennen gelernt sowie
Moglichkeiten ihrer Differenzierung und Identifizierung vorgestellt werden.

24. Sprosspilze

Sprosspilze gehoren zur physiologischen Flora der menschlichen Schleimhaute, kdonnen aber bei
Schwachung der Immunabwehr des Menschen oder Verminderung der bakteriellen Kolonisation nach
Antibiotikatherapie zu symptomatischen Infektionen fiihren (opportunistische Erreger).

Von den ca. 15 humanpathogenen Candida-Spezies sind die funf mit Abstand am haufigsten an
Infektionen beteiligten Arten C. albicans, Nakaseomyces glabrata (C. glabrata), C. tropicalis, C.
parapsilosis und Pichia kudriavzevii (C. krusei) Jede dieser Arten weist Besonderheiten im
Verteilungsmuster hervorgerufener Erkrankungen, ihrer Virulenz und der natirlichen Empfindlichkeit
gegeniber Antimykotika auf. Das bedeutet, dass man meistens schon anhand der Identifizierung der
Spezies auf die geeignete Therapie schlieBen kann. Die am haufigsten gefundene, virulenteste Art stellt
C. albicans dar, die aber natirlicherweise einer Therapie mit allen verfligbaren Antimykotika
zuganglich ist.

Im Laboralltag wird daher die maoglichst schnelle Identifizierung sowie die Unterscheidung von
C. albicans und non-albicans-Spezies priorisiert.

24.1.: Beurteilung der Makroskopie von Sprosspilzkulturen und Unterscheidung
der wichtigsten Spezies mittels chromogener Nahrmedien

Tragen Sie lhre Ergebnisse in der nachfolgenden Tabelle ein.

24.2.: Beurteilung der Mikroskopie von Sprosspilzkulturen

Materialien:

Kulturen auf Sabouraud-Dextrose-Agar und Chromogen-Agar von:
® Candida albicans

® Pichia kudriavzevii (Candida krusei)
® Nakaseomyces glabrata (Candida glabrata)
e Cryptococcus neoformans

- physiologische Kochsalzlosung
- Objekttrager
- kalibrierte sterile Osen (10 pl)
- Deckglaschen
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Durchfiihrung

Nativpriparate?

Stellen Sie von den unterschiedlichen Spezies Nativpraparate her:

Pipettieren Sie einen Tropfen physiologische Kochsalzlosung auf einen Objekttrager.

Nehmen Sie mit einer sterilen Ose wenig Kulturmaterial von der Sabouraud-Dextrose-Agarplatte
auf (leichtes Antippen einer Kolonie).

Reiben Sie wenig Kulturmaterial zunachst neben den Tropfen physiologische Kochsalzlosung auf
den Objekttrager und vermischen Sie beides anschlieRend.

Decken Sie dieses Praparat sofort mit einem Deckglas ab.

Achtung! Nicht lufttrocknen!

Mikroskopieren Sie das Nativprdaparat mit dem 40er Objektiv.

Hinweis: Um die Ebene besser finden zu konnen, stellen Sie sich den Lichtstrahl auf den
Deckglaschen-Rand ein.

Wie unterscheiden sich die einzelnen Spezies im Nativpraparat?

F

ertigen sie eine kurze Skizze jeder Art an.
Crytococcus
Candida albicans Candida krusei Candida glabrata Y
neoformans
Makroskopie
Sabouraud-

Dextrose-Agar

Makroskopie
Chromogen-
Agar

Mikroskopie

Kénnen Sie die Arten im Nativpraparat gut voneinander unterscheiden?

1

Alle Kulturen wurden fiir 2 Tage bei 37°C bebritet
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Identifizierung anhand der biochemischen Leistungspriifung

Analog zu den Bakterien kdnnen auch Sprosspilze anhand charakteristischer biochemischer
Stoffwechselleistungen und Verwertung unterschiedlicher Kohlenstoffquellen identifiziert werden.
Die Auswertung dieser Stoffwechselleistungspriifung erfolgt nach 48h Inkubationszeit und dauert
damit langer als die ,Bunte Reihe” der Bakterien. Bestimmt werden hierbei Assimilationsprofile
verschiedener Nahrstoffe und das Fermentationsvermogen.

Identifizierung heute: MALDI-ToF (Matrix-Assisted-Laser-Desorption-lonization/ Time-of-flight)

Die meisten Routinelabore nutzen heutzutage die schnelle, genaue und kostenglinstige Identifizierung
mittels Massenspektrometrie. Zur Erinnerung: Bei diesem Verfahren werden mit einem gepulsten
Laserstrahl lonen aus dem Teststamm herausgel6st, in einem elektrischen Feld beschleunigt und ihre
Auftreffgeschwindigkeiten auf einem Detektor in Form von Spektren verzeichnet. Die detektierten
Spektren werden gegeniiber einer Referenzdatenbank abgeglichen und erlauben so die Identifizierung
von Bakterien und Pilzen.

25.: Dermatophyten

Dermatophyten sind Fadenpilze, die sich von Keratin erndhren und dadurch die keratinisierte duBerste
Hautschicht (Epidermis) und keratinhaltige Hautanhangsgebilde (Ndgel und Haare) befallen kénnen.
Dabei gibt es Arten, die primar von Mensch zu Mensch, von Tier zu Mensch (Meerschweinchen,
Katzen..) oder aus der unbelebten Umwelt auf den Menschen (ibertragen werden.
Diese grofle Gruppe besteht aus drei Genera, die teilweise unterschiedliche Kérperareale befallen und
mikroskopisch anhand ihrer Vermehrungsorgange (Konidien, s.0.) voneinander unterschieden werden
kénnen.

Zielstellung:
Differenzierung von Dermatophyten anhand ihrer Morphologie und Konidiogenese.

Materialien:
Kulturen auf Sabouraud-Dextrose-Agar (3 Wochen bei 30°C bebritet) von:
e Stamm1
e Stamm 2
e Stamm3
Alle Kulturen wurden nach Bebriitung abgetétet, so dass keine Infektionsgefahr besteht.

25.1.: Kulturmorphologie

e Betrachten Sie das unterschiedliche Wachstum der Kulturen.
e Versuchen Sie, Farbe und Erscheinung der Kulturen zu beschreiben (samtartig — gipsartig —
rau — wollig — flach — raulederartig — wachsartig — wie Zuckerwatte etc.)
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25.2.: Klebestreifenpraparate: Farbung mit Laktophenol-Baumwollblau-Losung

e Fertigen Sie anhand der Anleitung auf der nachsten Seite Klebestreifenpraparate der drei
Dermatophyten an.

Versuchen Sie, anhand der gesehenen Strukturen die Pilze den drei Genera (Trichophyton,
Epidermophyton, Microsporum) zuzuordnen (siehe Beschreibungen auf Seite 94)

Klebestreifenpraparate: Firbung mit Laktophenol-Baumwollblau-L6sung

Sie bendtigen:

.
(e}

Objekttriger Tesafilm Lactophenol-Baumwoll-Blau Transferpipette

Trichophyton : Pencil Shaped
[ Microsporum : Spindle shaped

Epidermophyton : club chpaed
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1: Einen Tropfen Laktophenol-Baumwollblau-Lésung (LBB) auf einen Objekttrager geben

2: Etwas Tesafilm abreiRen und zu einer Schlaufe formen = Klebeseite nach unten!

3: Mit der Klebeseite auf den Kolonierand tippen und etwas Material abnehmen

4: Tesafilm mit der Klebeseite nach unten direkt auf den Objekttrager in den Tropfen LBB

kleben

5: Objekttrager erst mit dem 10er, dann mit dem 40er Objektiv mikroskopieren

6: Charakteristische Makro- und Mikrokonidien finden!

Stamm 1

Stamm 2

Stamm 3

Makroskopie

Mikroskopie

Identifizierung

Klinische Bedeutung
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Microsporum canis:
e Reichlich Makrokonidien; spindelférmig, rau, dickwandig
* Mikrokonidien vorhanden.

Makrokonidien

Mikrokonidien

Trichophyton rubrum:
e sehr wenige bis keine Makrokonidien; diinnwandig, glatt, schmal

Makrokonidien

Mikrokonidien

Epidermophyton floccosum:
o viele Makrokonidien; keulenférmig, glattwandig, dickwandig
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26.: Schimmelpilze

Als ,,Schimmelpilze” bezeichnet man lapidar Fadenpilze, die unsere Umwelt besiedeln. Sie gehoren
nicht zur physiologischen Standortflora des Menschen und sind nur selten Verursacher von invasiven
Infektionen. Ihre Bedeutung im Alltag liegt vor allem in den Bereichen der Lebensmittelherstellung
(Blauschimmelkdse) und dem Lebensmittelverderb (,,verschimmeln®). Dem Pilz Penicillium notatum
verdanken wir Penicillin!

Aber auch so manches feuchte Bad bietet ideale Lebensbedingungen fiir Schimmelpilze, deren
Sporen bei massenhafter Vermehrung nicht selten fir allergische Beschwerden sorgen.

In der Gruppe der organstransplantierten und hamatoonkologischen Patienten kénnen
Schimmelpilze schwerwiegende Infektionen hervorrufen, die nicht selten das Todesurteil fir diese
Menschen darstellen. Dabei sind wohl die haufigsten Infektionen Pneumonien durch Aspergillus spp.,
die sekundar auch in andere Organe streuen kénnen. Seltener sind ebenfalls von der Inhalation von
Sporen ausgehende Infektionen mit den sogenannten Zygomyceten (Mucor, Rhizopus, Rhizomucor),
die ein aggressives tumorartiges Wachstum zeigen und in der Regel primar operativ angegangen
werden missen.Infektionen des duReren Gehorgangs werden klassischerweise von Aspergillus
fumigatus und Aspergillus niger hervorgerufen.

Pilzballe (Myzetome) kdnnen sich vor allem bei Immunsupprimierten (Diabetiker!) in praformierten
Kavitdten ausbilden (Nasennebenhdhlen, Lungenkavernen nach durchgemachter Tuberkulose) und
miissen dann operativ entfernt werden.

Zielstellung:
Differenzierung von Schimmelpilzen anhand ihrer Morphologie und Konidiogenese

Materialien

5 verschiedene Kulturen von Schimmelpilzen (A, B, C, D, E)2

1 Flasche mit Laktophenol-Baumwollblau-Lésung

Alle Kulturen wurden nach Bebriitung abgetotet, so dass keine Infektionsgefahr besteht.

Durchfiihrung

27.6.: Kulturmorphologie

e Beschreiben Sie die unterschiedliche Kulturmorphologie hinsichtlich Farbe und Beschaffenheit!
(pelzig, wattig, flauschig, wollig, samtig, filzartig, flach, begrenzt, expandierend, sternférmig ...)

Koloniefarbe Koloniebeschaffenheit
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26.2.: Klebestreifenpraparat: Firbung mit Laktophenol-Baumwollblau-Lésung?

e Fertigen Sie von jedem Pilz (A-E) ein Tesafilm-Abklatschpraparat analog zu Aufgabe 26.2 an!

o Mikroskopieren Sie die Pilze jeweils im 10er und 40er Objektiv und versuchen Sie, die Spezies
anhand ihrer Fruktifikationsorgane zu identifizieren.

o Als Vergleich dienen lhnen die Abbildungen auf der nachsten Seite.

Welche Bedeutung haben die ermittelten Spezies fiir den Menschen (typische hervorgerufene

Erkrankungen; moéglicher Nutzen)?

Mikroskopie

Identifiziert als...

Bedeutung fiir den Menschen
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Aspergillus fumigatus:

e Das,Kopfchen” (Konidiophore) ist
subspharisch (fast rund)

e  Phialiden (Zellen, die die Sporen bilden)
sind einreihig

e  Phialiden wachsen saulenartig vom
Képfchen nach oben

e Sporen sind graugrinlich gefarbt
(,,fumigatus” = rauchig)

e Hyphen, septiert, farblos

Aspergillus niger:

e ,Kbpfchen“ist rund

e Phialiden (Zellen, die die Sporen
bilden) sind zweireihig

e Phialiden wachsen strahlenférmig um
das ganze Kopfchen herum

e Sporen sind schwarzbraun gefarbt
(,niger” = schwarz)

e Hyphen septiert, braun pigmentiert

Penicillium spp:

e Phialiden (Zellen, die die Sporen
bilden) sind flaschenformig

e Kein ,Kopfchen”, sondern
baumartige Verzweigungen

e ungefarbte septierte Hyphen

Rhizopus microsporus:

e Gut sichtbares Wurzelwerk
(Rhizoid, daher der Name!)

o ,Kopfchen” sehen ohne Sporen
aus wie Regenschirme

e Unseptierte dicke Hyphen, kaum
verzweigt, braun pigmentiert

Lichtheimia corymbifera (Mucor spp.)

e Kopfchen mit Sporen ist birnenférmig

e Das ,Innere” des Kdopfchens ohne
Sporen hat eine konische Form

e Sporen farblos bis hellgrau

e Unseptierte dicke Hyphen

e kaum oder kein Wurzelwerk
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Praktikum IX

Parasitologie

o 27. Parasitennachweis im Blut
27.1 Blutausstrich
27.2 Dicker Tropfen
27.3 Malaria-Schnelltest — Demo

o 28. Parasitennachweis im Stuhl

28.1 Anreicherungsverfahren
28.2 Stuhlaufschwemmung
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Parasitologie und Zoonosen

Stichworte zur Vorbereitung des Praktikums

Zoonosen
Definition Zoonosen

Nennen Sie Beispiele fiir zoonotische Infektionserreger
Parasiten

Bakterien

Pilze

Viren
Nennen Sie Beispiele fiir direkte und indirekte Ubertragungswege von Zoonosen:
direkt

indirekt

Wildtiere Haustiere

Menschen

Nutztiere

Parasiten

Definition Parasitosen

Ektoparasiten

Endoparasiten

Protozoen als Durchfallerreger

Welche Parasiten mit Vektorenfunktion tibertragen welche Infektionserreger?

Infektionsquellen flir Toxoplasmose

Zwischenwirt

Fehlwirt

Endwirt
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Prapatenz

Beispiel: Lebenszyklus des Rinder- und Schweinebandwurms

on\:mwn develop
o Cysticerci in musclo
e ——

Humans infected by ingesting

Oncospheres hatch T~ rarw Of undercooked infected meat
ponetrate ntestnal

wall, and crculate Endwirt
0 musculaturo

o Zwischen- / Fehlwirt
S ->Zystizerkose T. solium
= = 1‘ 8 L '}"" T il
" &6
e A ) (5] )’
N 0 | Scolex amaches 1o intestin
o da

)“3»
Camtie (7. sapnata) and pigs (T solum)

become nfected by INGesting vegetation ;
contaminated by 09gs of gravid proglottids ' A
\ N (s / OAwr.-nwmn'mw
S ;

A\~ toctve Stage
A-oomm

Eggs of gravid progiothids in feces
and passed nto emvwcnment

Nennen Sie Beispiele fiir folgende Parasitengruppen:

Parasiten

Protozoen Helminthen

Arthpropoden

Nachweismaglichkeiten von Parasiten

Makroskopisch Mikroskopisch Serologisch

Molekularbiologisch
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27.: Nachweis von Blutparasiten am Beispiel der Malaria

Die Malaria ist weltweit eine der bedeutendsten Infektionskrankheiten. Sie tritt in tropischen und
subtropischen Regionen aller Kontinente, auRer Australien, auf. Etwa 40% der Weltbevdlkerung lebt
in Malaria-Endemiegebieten. Dort erkranken schatzungsweise 216 Millionen Menschen pro Jahr
(2016). Weltweit sterben jahrlich ca. 445.000 Menschen (2016) an Malaria, etwa dreiviertel von ihnen
sind Kinder unter funf Jahren. Malaria wird tGberwiegend in Landern Afrikas, Asiens und Stidamerikas
erworben, wobei Afrika mit etwa 90% der Falle am meisten betroffen ist.

Bei der Malariadiagnostik sind der Nachweis, die Identifizierung der Plasmodienspezies sowie die
Quantifizierung der Parasitdmie therapierelevant!

Reiseanamnese

Malaria-
Prophylaxe
Repellentien
Mickenstiche

Klinik

Malaria-

diagnostik

Molekularbiologie Laborwerte

Blutausstrich
-Dicker Tropfen™
Malariaschnelitest

Zielstellung

Anfertigung, Farbung und Mikroskopie von diinnen Blutausstrichen und einem ,,Dicken Tropfen” zur
Untersuchung auf Blutparasiten.

Materialien:
- Mikroskop

- Objekttrager (fettfreil)

- Stechhilfe

- Vorbereiteter Blutausstrich von Patient

- Die Reagenzien und Anleitung fur die Giemsa-Farbung finden Sie an den Farbetischen.

Durchfiihrung
Anfertigung von Vollblutpraparaten

27.1.: Gefarbter dinner Blutausstrich

e Reinigung der Kapillarblutentnahmestelle (Fingerbeere bzw. Ohrldppchen) mit Hindedesinfektion
e mit Stechhilfe stechen und Blut gewinnen (siehe Abbildung)
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ACCU-CHEK " Safe-T-Pro’ Uno

1. Sterilkappe abdrehen 2. Stechhilfe fest auf die Ein-
stichstelle setzen und den
Ausloseknopf driocken

einen kleinen Tropfen Kapillarblut auf den Rand des Objekttragers aufbringen

mit der Kante eines zweiten Objekttragers in den Blutstropfen eintauchen und warten, dass sich
das Blut auf der ganzen Breite des Objekttragers verteilt

den zweiten Objekttrager in einem ca. 30° Winkel halten und zligig einen Ausstrich anfertigen
nicht zu fest driicken (Erythrozyten werden sonst beschadigt)

mind. 30min lufttrocknen lassen

Hinweis: Zum Ende des Ausstriches sollte sich eine diinne ,,Fahne” ausbilden (Einzelschicht von
Erythrozyten).

27.2.: ,Dicker Tropfen“

den Objekttrager mittig mit einem zweiten Objekttrager ankratzen

einen kleinen Tropfen Kapillarblut auf die angekratzte Stelle des Objekttragers aufbringen
mit der Spitze des zweiten Objekttragers den Blutstropfen ca. auf 1,5 cm verteilen

mind. 30min lufttrocknen lassen

Allgemeiner Hinweis:
Wenn Sie von einem Patienten Blut abnehmen und zur Malaria-Untersuchung an ein Labor schicken,
erfolgt die Abnahme in ein EDTA-R6hrchen!

Bitte Blutausstriche und , Dicken Tropfen” beschriften, zur Seite legen und lufttrocknen lassen!
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Farbungen
Farben Sie die vollstdndig getrockneten Praparate, wie in der Abbildung dargestellt, mit der bereits
vorbereiteten Giemsa-Gebrauchslosung (3,5 ml Giemsa-Stammldsung + 96,5 ml Weise Puffer)

Objekttrager NICHT hitzefixieren

& A -

Blutougsirwh Blutomss brel Dick e
: von Tropfen
Plate: Trtientn ﬂa‘f‘::

Hale
| 5 min in Methanol fixieren

v ¢

30 min in Giemsa-Gebrauchslosung
farben, Farbe abtropfen lassen und
senkrecht stehend trocknen lassen

Mikroskopie und Auswertung

e Mikroskopie mit Olimmersion und dem 100er Objektiv

Blutausstrich:

Der fixierte und anschlielend gefarbte Blutausstrich lasst eine Beurteilung der zelluldren Bestandteile
des Blutes (Erythrozyten, Leukozyten, Thrombozyten) zu.

Er ermoglicht den Nachweis von Blutparasiten, deren Speziesbestimmung und die Ermittlung des
Ausmales einer Parasitdmie im Fall einer Plasmodieninfektion.

»,Dicker Tropfen:

Die Erythrozyten lysieren in der Giemsa-Gebrauchsldésung ohne die vorherige Fixierung. Es sind
Leukozyten zu sehen. Im Falle einer Plasmodieninfektion werden die Parasiten aus den lysierten
Erythrozyten freigesetzt.
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Durch die Untersuchung einer relativ groBen Blutmenge (mehrere Schichten Erythrozyten
Ubereinander) erhoht sich die Wahrscheinlichkeit eines Parasitennachweises im Vergleich zum
einfachen Blutausstrich um das ca. 5-20fache (Konzentrationsverfahren im ,Dicken Tropfen®).

Plasmodium falciparum
Blood Stage Parasites,
Thick Blood Smears

1: Small trophozoites.

2: Gametocytes — normal.

3: Slightly distorted gametocyte.

4: "Rounded-up" gametocyte.

5: Disintegrated gametocyte.

6: Nucleus of leucocyte.

7: Blood platelets.

8: Cellular remains of young erythrocyte.

Bustration from: Wilcax A Msnual for the Microscopical Disgnosis of Mataria in Man.
US. Department of Hesith, Education and Welfare, Washington, 1960

Figure B: Rings of P.
falciparumin a thick
blood smear.

27.3.: Malaria-Schnelltest aus Vollblutproben (Demonstration)

Der Malaria Schnelltest beruht auf dem Prinzip der Immunchromatografie.

Vorteile des Tests:

- schnelles Verfahren (15 min. bis zum Ergebnis)

- geeignet als ,point-of-care-Testung”

- sehr sensitiv (96% Sensitivitat fir P. falciparum)

Nachteile des Tests:

- bleibt auch unter Therapie lange positiv (Antigennachweis!)

- erlaubt keine Quantifizierung der Parasitamie

(+) (+)
=
Bl=
Ha ]
el

P. falciparum

P. falciparum
oder gemischt

Blutausstriche und ,,Dicker Tropfen“ an Demonstrationsmikroskopen

Nutzen Sie die voreingestellten Praparate an den Demonstrationsmikroskopen, um unterschiedliche

Plasmodienspezies kennen zu lernen.
Die Einstellung bitte nicht verstellen!
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Infektionszyklus

Sporozoites are injected when infected
masquito takes second blood meal

Gametocytes are ingested
when mosquito takes

Infected liver
cell ruptures,
releases

Merozoites enter
bloodstream

Hypnozoite (latent stage)
remains in fiver

ERYTHROCYTIC CYCLE

Splenomegaly

116



A\ = infective Stage

A: Diagnostic Slage Human Liver Stages

Livesr el ’ .
-

Infeched

Mosquito Stages ; (2]
;o
@ Runlured ”A ’ B
Mosquito akes
i a bload meal .
\.;1:;';\ Lk . Exc-enylhrocytic Cycle

D ooeyst / . A?WUIUIW!»

; aﬁuﬂuled schizont Y@
- 3| o? Schizom

Sporogonic Cycle l, " Human Blood Stages
e‘ * ﬂ Immalme_

@Minem‘ G frephazoite
\ Mosquite takes ' - .

ring stage)
@ blood meal

{ 15 GarEncytes)
Macregamelocyie nas .

8]
Jl " Erythrocytic Cycle Maturedh
Mlcmg:mmeeﬂlenng o Y,e e @ traphozoite
. i
e 0 "? F falciparsm ‘, A‘ .'
Exflagellated \9 ( , Humuma'\\' 4 A " /
tocyte schizant yat
mictegans & l""Sl;ﬂlmrﬂ.ﬂ g
Q .; Gamsnocﬂcs '/
et Gairmzﬂ0
P virnx ' 2 ocytes
Pomis e
P malanas

The malaria parasite life cycle involves two hosts. During a blood meal, a malaria-infected female Anopheles mosquito
inoculates sporozoites into the human host @. Sporozoites infect liver cells @ and mature into schizonts @, which rupture
and release merozoites @. (Of note, in £. vivaxand P. ovale a dormant stage [hypnozoites] can persist in the liver and
cause relapses by invading the bloodstream weeks, or even years later.) After this initial replication in the liver (exo-
erythrocytic schizogony (), the parasites undergo asexual multiplication in the erythrocytes (erythrocytic schizogony [E1).
Merozoites infect red blood cells @. The ring stage trophozoites mature into schizonts, which rupture releasing
merozoites (. Some parasites differentiate into sexual erythrocytic stages (gametocytes) @. Blood stage parasites are
responsible for the clinical manifestations of the disease.

The gametocytes, male (microgametocytes) and female (macrogametocytes), are ingested by an Anopheles mosquito
during a blood meal @. The parasites’ multiplication in the mosquito is known as the sporogonic cycle @ While in the
mosquito’s stomach, the microgametes penetrate the macrogametes generating zygotes @. The zygotes in turn become
motile and elongated (ookinetes) { which invade the midgut wall of the mosquito where they develop into oocysts . The
oocysts grow, rupture, and release sporozoites @, which make their way to the mosquito’s salivary glands. Inoculation of
the sporozoites into a new human host perpetuates the malaria life cycle .

Plasmodium falciparum = Malaria tropica

a. Siegelringstadien, Doppelbefall haufig

b. a&lterer Trophozoit mit zwei Kernen, befallene Erythrozyten ohne Verdnderung
c. Schizont, max. 2/3 der ErythrozytengroRe, meist nicht im peripheren Blut

d. Makrogamont

e. Mikrogamont
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Figure H: Rings of A.
falciparumin a thin
blood smear.

Plasmodium vivax = Malaria tertiana

Siegelringform

polymorpher Trophozoit

junger Schizont

dlterer Schizont mit zahlreichen (meist 16) Kernen
Makrogamont

D oo T oo

Mikrogamont

118



< © Z Wn

Figure D: Trophozoite
of P. vivaxin a thin
blood smear. Note the
amoeboid appearance,
Schuffner's dots and
enlarged infected
RBCs.

Schiffnersche Tupfelung

Kern bzw. Chromatinmaterial

Pigment
Vakuole

Befallene Erythrozyten kdnnen vergroRert und deformiert sein

Plasmodium ovale

Blutstadien dhneln denen von P. vivax

Erythrozyten sind meist nicht oder nur gering vergroert

Schiffnersche Tupfelung kraftiger u. grobscholliger

Schizonten meist nur mit 8-10, selten bis zu 16 Merozoiten

Gamonten sind kleiner als Erythrozyten

Figure C: Ring-form
trophozoites of 2.
ovalein a thin blood
smear. Note the
multiply-infected RBC
in this image.

Figure C: Trophozoite
of P. ovalein a thin
blood smear. Note the
fimbriation and
Schuffner's dots.

Plasmodium malariae = Malaria quartana

einkerniges Siegelringstadium, junger Trophozoit

junger, bandférmiger Schizont

reifer Schizont, zentrales Pigment, rosettenartig angeordnete Kerne

Makrogamont (fillt Erythrozyten fast aus)

Mikrogamont, bandférmig angeordnetes Chromatin, fillt Erythrozyten nicht aus
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Figure B: Band-form
trophozoite of 2.
malariaein a thin

Figure B: Basket-form
trophozoite of A.

malariaein a thin
blood smear. blood smear.

Erythrozyt

Kern bzw. Chromatinmaterial
Pigmentgranula

< v zm

Vakuole

Plasmodium knowlesi
Plasmodien-Art, die natirlicherweise bei Makaken in Siidostasien vorkommt und auf den Menschen
Gbertragen werden kann (Zoonose).

28.: Untersuchung von Stuhlproben auf Parasiten

Die Diagnostik von parasitdaren Infektionskrankheiten erfordert das Wissen (ber die teils sehr
komplexen Lebenszyklen, klinischen Verlaufe/Manifestationsorte und der Epidemiologie von
Parasiten. In der klinischen Anamnese sollten neben den klinischen Symptomen auch Parameter wie
eine Reiseanamnese, Essensgewohnheiten, Beruf und Tierkontakte abgefragt werden.

Bei Parasiten des Gastrointestinaltraktes erfolgt die Ausscheidung von Parasitenstadien haufig
unregelmaRig und in geringen Konzentrationen. Uber Anreicherungsverfahren kann man die
Nachweisrate erhdhen. Trotzdem sollten mind. 3 unabhangig voneinander gewonnene Stuhlproben
untersucht werden.

28.1.: Nachweis von Parasitenstadien im Stuhl Gber ein
Anreicherungsverfahren

Zielstellung

Lichtmikroskopischer Nachweis von Parasitenstadien in Praparaten aus vorbehandelten Stuhlproben
(z.B. Protozoen, Eier von Helminthen).

Identifikation nachgewiesener Parasitenstadien anhand phanotypischer Merkmale (Gestalt/Form,
GroRe, Schalenaufbau, Farbe, innere Struktur)
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Hakenwurmei Trichuris trichiura

~ Taenia sp. Ascaris lumbricoides

Materialien:
- Mikroskop

- Objekttrager

- Deckglaser

- Stuhlprobe

- ParasiTrap®-ECO-System
o vorgefiilltes Arbeitsréhrchen 1 mit Stempel
e Combi-Medium
o Arbeitsrohrchen 2 mit integriertem Filter
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Durchfiihrung

Schritt 1
e Stempel maximal gestrichen voll mit

Stuhlprobe fiillen und vorsichtig in das
vorgefillte Arbeitsrohrchen 1 Gberfiihren
e Arbeitsrohrchen 1 fest verschlieBen und

1-2 mal schiitteln

e den Verschluss von Arbeitsrohrchen 1 mit dem
leeren Stempel entfernen
o Stempel in der Desinfektionslésung entsorgen

Schritt 2
e 1,5 ml Combi-Medium hinzugeben.

Schritt 3
e Arbeitsréhrchen 2 mit dem integrierten Filter

fest auf das Arbeitsrohrchen 1 schrauben.
e Das ganze System um 180° drehen und kraftig
auf den Tisch klopfen/schitteln, so dass die Probe

T

vom Arbeitsrohrchen 1 in das Arbeitsrohrchen 2

Ubergeht.
e Das System mit Platznummer beschriften und
1-2 min stehen lassen

Schritt 4
e 5 min zentrifugieren der gefilterten Suspension ~
bei 1500g. —
B
Schritt 5
o Nach dem Zentrifugieren stellen sich im
Arbeitsréhrchen 2 vier Schichten da. if
e Die oberen Schichten werden vorsichtig in die 6
Desinfektionslosung entsorgt.

e Achtung: Sie benétigen das Sediment!
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Schritt 6
e Gegebenenfalls das Sediment mit physiologischer

Kochsalzlésung resuspendieren.

e Einen Tropfen des resuspendierten Sediments mit e \
Pasteurpipette auf einen Objekttrager lGbertragen %
und mit einem Deckglas abdecken.

Mikroskopie

e Mit dem 10er Objektiv die mikroskopische Untersuchung beginnen.

e Bei verdachtigen Strukturen zu dem 40er Objektiv wechseln und die Struktur im Detail betrachten.
e Identifizierung von Parasitenstadien anhand phanotypischer Merkmale.

e Praparat nach dem Maandersystem ca. 8-10 min. lang durchmustern.

Hinweis: Zum Zwecke der kontrastierenden Darstellung diinnschaliger bzw. farbloser Eier einer
Durchstrahlung durch angemessene Abblendung vorbeugen.

Beispiel: Lebenszyklus des Peitschenwurms (Trichuris trichiura) und die typischen zitronenférmigen Eier,
welche im Stuhl ausgeschieden werden.

) o Embryonated eggs are ingested

A= infective Stage
A= Diagnostic Stage

Lareag hatch
in small intesting

@ unsibryonated eggs
passed in focas

Adults in cecem
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Aufgabe 28.2.: Direktnachweis von Parasitenstadien in
Stuhlaufschwemmungen

Zielstellung

Lichtmikroskopischer Nachweis von Parasitenstadien in Direktpraparaten aus

Stuhlaufschwemmungen.

Identifikation nachgewiesener Parasitenstadien anhand phanotypischer Merkmale (Gestalt/Form,

GroRe, Schalenaufbau, Farbe, innere Struktur).

Materialien:
Mikroskop

Objekttrager
Deckglaser

Stuhlaufschwemmungen

Durchfiihrung

mit Pasteurpipette Stuhlaufschwemmung suspendieren
1 Tropfen der Stuhlaufschwemmung auf einen Objekttrager auftragen

mit Deckglas abdecken

mit dem 10er Objektiv die mikroskopische Untersuchung beginnen

bei verdachtigen Strukturen zu dem 40er Objektiv wechseln und im Detail betrachten
Identifizierung von Parasitenstadien anhand phanotypischer Merkmale (Abgleich mit den
Abbildungen auf den folgenden Seiten)
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Blastomeren
Dotterzellen
Eizelle

Mirazidium
Oncosphaera
Operculum, Deckel
Polpfropfen

zZmow

© OO0
©

90

Schematische Darstellung der Eier von 20 wichtigen humanpathogenen Wirmern (im
GroRenvergleich: untere bzw. Mittelwerte; nach Angaben der WHO; verdandert). 1: Metagonimus
yokogawai; 2: Heterophyes heterophyes; 3: Clonorchis sinensis; 4: Dicrocoelium dendriticum; 5:
Taenia-Arten; 6: Vampirolepis nana; 7: Enterobius vermicularis; 8: Trichuris trichiura; 9: Ascaris
lumbricoides (befruchtet); 10: Ancylostoma duodenale u. Necator americanus; 11: Diphyllobothrium
latum;12: Hymenolepis microstoma; 13: Paragonimus westermani; 14: Trichostrongylus sp.; 15:
Ascaris lumbricoides (unbefruchtet; 16: Schistosoma japonicum; 17: Schistosoma haematobium; 18:
Schistosoma manson; 19: Echinostoma sp.; 20: Fasciolopsis buski und F. hepatica
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4-12pm
Dientamoe-
ba fragilis

8-1o um

8-17uym
Jodamoeba | Endolimax

butschlii

6-Touym

nana

6-2o0um

6-1oum
7-foum

E. hart-
manni

20-4oum

20-30 um

coli

Entamoeba

fo-15um

Minuta
. To-2opm

Entamoeba
histolytica

BS

Trophozoiten Zysten

Schematische Darstellung haufiger Amdben im menschlichen Darm in GroRenrelation.

Zur Artdiagnose wird u. a. die Form und Lage des Kernbinnenkdrpers (=Nukleolus) im Kern
herangezogen. Die Fortbewegung verlauft in Richtung der dicken Pfeile. BS: Bruchsackpseudopodium
(=nur ein Pseudopodium wird ausgebildet); CK: Chromoidalkorper (Reservestoff); E: Erythrozyt des
Menschen in einer NV; N: Nukleus, Zellkern; NT: Kern in Teilung; NV, Nahrungsvakuole; PS:
Pseudopodium; RV: Reservestoffvakuole (reagiert auf Jodfarbung); ZW: Zystenwand.
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Praktikum X

Zusammenfassung
Kurzvortrage
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