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Praktikumsbegleitendes Skript
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Institut für Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene
Wintersemester 2019/2020 
Praktikum der Mikrobiologie
Allgemeine Regeln für das Arbeiten im Praktikum
Bringen Sie einen wasserfesten Stift (Edding), einen Bleistift und einen roten sowie blauen Buntstift mit zum Praktikum.

Mit der zugeteilten Nummer sind Sie Inhaber eines Arbeitsplatzes geworden, für dessen Zustand Sie während und nach der Arbeit verantwortlich sind.

Weil das Material, mit dem Sie umgehen, auch Krankheitserreger enthalten kann, müssen während der gesamten Kursdauer, ohne dass in Zukunft besonders darauf hingewiesen wird, folgende Verhaltensregeln eingehalten werden:

· Fenster und Türen müssen während der Arbeit geschlossen sein.

· In den Arbeitsräumen darf nicht gegessen, getrunken oder geraucht werden. Dies gilt auch für Kaugummis, Bonbons, etc. Achten sie darauf, sich während des Praktikums nicht an den Mund zu fassen und unterlassen Sie das Kauen an Stiften.
· Im Sicherheitsbereich müssen Laborkittel und bei Bedarf Schutzbrillen getragen werden. Die Kittel sollen geschlossen werden und dürfen außerhalb des Labors nicht getragen werden.
· Längere Haare müssen zusammengebunden werden.

· Bei Tätigkeiten, die eine Händedesinfektion beinhalten, darf kein Schmuck an den Händen getragen werden.

· Schwangere und stillende Mütter melden sich bitte vor Kursbeginn oder unverzüglich nach Bekanntwerden der Schwangerschaft bei der Kursleitung, um eine individuelle Lösung für die zu treffenden Schutzmaßnahmen zu finden.
· Bei den Arbeiten mit Mikroorganismen dürfen keine Aerosole entstehen.

· Nach Beendigung der Arbeit und vor Verlassen des Labors müssen die Hände desinfiziert und sorgfältig gewaschen werden.

· Die Laborräume sollen sauber und aufgeräumt sein.

· Die Arbeitstische dürfen nicht als Abstellflächen benutzt werden.

· Seien Sie sich bewusst, dass sie mit infektiösem material umgehen und arbeiten Sie dementsprechend sorgsam. Lassen Sie infektiöses Material nicht aus den Augen. Sorgen Sie dafür, dass entsprechende Gefäße nach der Entnahme des Materials sofort wieder verschlossen werden und dass nicht mehr benötigtes Material sofort einem Desinfektionsvorgang bzw. -mittel ausgesetzt wird.

· Das Tragen von Schutzhandschuhen ist beim Umgang mit hoch infektiösen Materialien sowie beim Umgang mit Gefahrenstoffen vorgeschrieben. Offene Wunden sind zusätzlich mit einem Pflaster zu schützen. Wenn an den Kurstagen mit hoch infektiösen Materialien hantiert wird, werden Sie informiert.

· Kontaminierten flüssigen oder festen Abfall in die gelben Eimer werfen.

· Wird kontaminiertes Material verschüttet, ist der betroffene Bereich sofort zu desinfizieren.
· Die Platinösen sind vor und unmittelbar nach Gebrauch in der nicht leuchtenden Bunsenbrennerflamme bis zur Rotglut auszuglühen, und der Halter ist mit der Öse nach oben in den Halterklotz zu stecken.

· Sämtliche Petrischalen müssen mit dem Deckel nach unten abgelegt werden, um Verunreinigungen der Kulturen durch herablaufendes Kondenswasser zu vermeiden. Beschriftungen von Kulturgefäßen mit dem roten Fettstift müssen grundsätzlich auf dem unverwechselbaren Teil mit der Platznummer gekennzeichnet werden (z. B. bei Petrischalen auf dem Gefäßboden).
· Öffnen Sie Gefäße, in denen sich Bakterienkulturen befinden, nur bei Bedarf und möglichst kurzzeitig, um Verunreinigungen aus der Luft zu vermeiden. Die Öffnungen von Glasgefäßen sollen nach dem Öffnen und vor dem Schließen leicht mit dem Bunsenbrenner abgeflammt werden.

· Sollte es bei einem Bunsenbrenner zum Durchschlagen der Flamme kommen, dann muss der Gashahn geschlossen werden.

· Weil 70%iger Alkohol auf den Arbeitsflächen steht, ist größte Vorsicht bei der Benutzung des Bunsenbrenners geboten.

· Es wird erwartet, dass Sie die Mikroskope sorgfältig behandeln. Wenn Sie die Ölimmersion benützen und Tubus und Objektträger einander genähert sind, ist die Mikrometerschraube mit der nötigen Vorsicht zu betätigen, weil sonst Gefahr besteht, dass der Objektträger zerdrückt und die Objektivlinse beschädigt wird. Reinigen Sie die Objektive nach Benutzung am Ende jeder Kursstunde mit dem dafür vorgesehenen Läppchen von anhaftendem Immersionsöl.
Am Ende jeden Praktikumstages
· Gasflamme am gelben Hahn ausstellen

· Mikroskop-Beleuchtung ausschalten

· Fertigpräparate und Reagenzien auf den Tischen in der Gangmitte zusammenstellen

· Kontaminierten Abfall in die gelben Eimer entsorgen

· Alle Arbeitsplätze sind mit Desinfektionstüchern (in blauen Eimern) zu desinfizieren. Bitte tragen Sie dabei Nitril-Handschuhe
· Nach Beendigung der Arbeit und vor Verlassen des Labors müssen die Hände desinfiziert werden (s. Händedesinfektionsplan), bei Verschmutzung vorher mit Waschlotion sorgfältig gewaschen werden.
Maßnahmen bei Zwischenfällen
· Bei Hautkontakt mit Mikroorganismen ist der kontaminierte Bereich mit Hautdesinfektionsmitteln (Sterilium, Meliseptol) zu behandeln. Bei Verletzungen und nach Inkorporation von Mikroorganismen (Verschlucken, Einatmen von Aerosolen, Kontakt mit Schleimhäuten) ist der Betroffene nach einer evtl. erforderlichen Erste-Hilfe-Behandlung dem Betriebsarzt vorzustellen.

· Im Gefahrenfall ist analog der Brandschutzordnung zu verfahren.

· Brennbare Flüssigkeiten (Alkohol etc.) dürfen nicht in Flammennähe aufbewahrt werden.

Notfallplan
1.
Ruhe bewahren

2.
Brand bzw. Unfall melden


 Feuerwehr




112 bzw. 88-112










Feuermelder betätigen

3.
Inhalt der Meldung



- Was ist passiert?










- Wo ist es passiert?










- Sind Menschen in Gefahr?










- Wer meldet? (Name, Tel.)

4.
In Sicherheit bringen



- Gefährdete Personen warnen










- Hilflose in Sicherheit bringen










- Türen und Fenster schließen










- gekennzeichneten Fluchtweg benutzen









- im Brandfall keinen Aufzug benutzen
5.
Löschversuch unternehmen


- vorhandene Löschgeräte verwenden
Hygieneplan für den Kurssaal

	

	Was
	Wann 
	Wie1
	Womit2
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Händedesinfektion 
	· Nach Kontamination

· Nach Beendigung kontaminationsträchtiger Tätigkeiten

· Nach dem Ausziehen von Handschuhen

· Vor Verlassen des Labors
	Eine Hohlhand voll 30 Sek. verreiben

(Bei Labortätigkeiten mit Kontaminationsgefahr und Notwendigkeit der Händedesinfektion keinen Schmuck an Händen und Unterarmen tragen!)
	Sterillium classic pure
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Hände pflegen
	Mehrmals täglich und bei Bedarf
	Nach Hautreinigung in die trockenen Hände einreiben
	Siehe Hautschutzplan des Betriebsärztlichen Dienstes (im Hygieneordner)
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Handschuhe
	Bei Gefahr der Kontamination mit erregerhaltigem Material
	Handschuhe anziehen, nach dem Ausziehen der Handschuhe eine hygienische Händedesinfektion durchführen
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Kittel
	Bei der Arbeit in den Laborräumen Schutzkittel geschlossen tragen
	Entsorgung:

nach Kontamination/Verunreinigung in dichten Wäschesäcken
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Desinfektion der 

Arbeitsflächen
	Arbeitstäglich und bei Bedarf
	Fläche mit Einmal-Papiertuch, Zellstoff oder ähnlichem feucht abwischen, trocknen lassen., Des.tücher in blauen Eimern

Dabei Handschuhe tragen, Hautkontakt mit dem Flächendesinfektionsmittel vermeiden (Allergie-Gefahr)!
	Routinemäßig: 


Incidin rapid 0,25 %
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Kulturplatten, sonstige erregerhaltige Materialien
	Nach Gebrauch
	In Abfallbehälter sammeln

autoklavieren und in Abfall entsorgen
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Laborgefäße
	Nach Gebrauch
	Maschineller Aufbereitung zu führen
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Instrumente, Objektträger
	Nach Gebrauch
	Maschineller Aufbereitung zu führen
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Medizinisch-technische Geräte
	Nach Kontamination und bei Bedarf
	Gemäß Medizinprodukte-Betreiber-VO erfolgt die Aufbereitung nach Herstellerangaben.

Äußere Flächen (z.B. Gehäuse) können oft, falls nicht anders vom Hersteller angegeben, mit Standard-Flä​chendes​infektionsmittel abgewischt werden.
	Incidin rapid 0,25 %

	
	· 
	
	










Kurs 1







Themen: Bakterienwachstum, Fingerabdruck, Rachenabstrich, Mikroskop, Gram-Färbung, Drei-Ösen-Ausstrich, Selektivmedien
	Aufgaben:

1. Abklatschplatten zur Bebrütung vorbereiten

2. Anlage einer Wachstumskurve

3. Fingerabdruck anfertigen (ohne und mit Händedesinfektion)

4. Rachenabstrich oder Nasenabstrich anfertigen

5. Bakteriengemisch: Gram-Färbung und Mikroskopie

6. Bakteriengemisch: Kulturen anlegen (Blut-, MacConkey-, CN-Platte)




Arbeitsanleitungen zu Kurs 1

1. Abklatschplatte vorbereiten

Sie haben in der Vorlesung eine Abklatschplatte erhalten und zuhause einen Abklatsch an einer Stelle durchgeführt, wo Sie Bakterienwachstum erwarten. Beschriften Sie nun die Rückseite der Agar-Platte mit ihrer Platznummer und dem Ort des Abklatsches. Legen Sie die Platte (Agar-Seite nach oben) auf den Stapel am Mittelgang. Diese wird dann bei 36°C bis zur nächsten Kursstunde bebrütet.
Auswertung (in Kursstunde 2):

Anzahl der Kolonien pro cm2:

Anzahl der morphologisch unterschiedlichen Kolonien:

Beschreibung der Kolonien:

2. Anlage der Wachstumskurve

Pro Reihe erhalten Sie 4 verschiedene Bakterienansätze (1h, 2h, 3h und 4h bebrütet). Beschriften Sie für jeden Ansatz eine Blut-Agarplatten mit der Bebrütungsdauer. Zudem schreiben Sie auf beide Platten Ihre Platznummer. Geben Sie mit der Pipette jeweils 100µl des entsprechenden Ansatzes auf die Agarplatten und verteilen Sie das Material gleichmäßig mit dem Glasspatel auf der Agarplatte. Nach dem Ausstreichen wird der Glasspatel in den bereitgestellten Behälter mit Desinfektionslösung abgesetzt. Legen Sie die beimpften Platten (Agar-Seite nach oben) auf den Stapel am Mittelgang.
Auswertung (in Kursstunde 2):

Anzahl der Kolonien bei einer Inkubationszeit 

von 1h:
von 2h:

von 3h:

von 4h:

Berechnete Wachstumsgeschwindigkeit (Teilungen pro Stunde):

Skizze: Zeitverlauf des Wachstums seit Beginn der Bebrütung

3. Fingerabdruck

Beschriften Sie die Rückseite einer Blutagar-Platte mit ihrer Platznummer. Schreiben Sie zudem auf eine Hälfte „vor“ und auf die andere „nach“ Desinfektion. Berühren Sie mit einem Ihrer Finger die mit „vor“ bezeichnete Hälfte, desinfizieren Sie sich dann die Hände und berühren Sie danach die mit „nach“ bezeichnete Hälfte. Legen Sie die beimpften Platten (Agar-Seite nach oben) in die Tülle am Mittelgang.

Auswertung (in Kursstunde 2):

Anzahl der Kolonien vor Desinfektion:

Anzahl der Kolonien nach Desinfektion:

Anzahl der morphologisch unterschiedlichen Kolonien:

Beschreibung der unterschiedlichen Kolonien:

Wahrscheinliche Namen der Bakterien (Vergleichsplatten):
4. Rachenabstrich oder Nasenabstrich anfertigen

Nehmen Sie einen Tupfer und führen Sie einen Rachenabstrich oder Nasenabstrich bei sich selbst oder ihrem Nachbarn durch. Dann bringen Sie das Material vom Tupfer auf die Agarplatte (1€-Stück große Fläche). Gehen Sie analog zum 3-Ösen-Ausstrich (s. Seite 11) mit der ausgeglühten und abgekühlten Impföse 2x durch das aufgebrachte Material und gleich danach über ca. ¼ der Agarplatte ohne den Agar zu zerstören. Glühen Sie die Impföse erneut aus, lassen Sie sie abkühlen und gehen Sie 2x durch das zuvor ausgestrichene Material und dann im Zickzack über das letzte Viertel der Platte.
Auswertung (in Kursstunde 2):

Anzahl der Kolonien:

Anzahl der morphologisch unterschiedlichen Kolonien:

Beschreibung der unterschiedlichen Kolonien:

Wahrscheinliche Namen der Bakterien (Vergleichsplatten)
5. Bakteriengemisch: Gram-Präparat und Mikroskopie

Herstellung eines Ausstrichpräparates für die Gram-Färbung
1. Mit dem Glasschreiber einen sauberen Objektträger beschriften und Fläche für das Präparat markieren.

2. Mit der ausgeglühten und abgekühlten Öse etwas Bakteriengemisch dünn (!) auf dem Objektträger ausstreichen.
3. Das Präparat an der Luft trocknen.

4. Nach vollständiger Trocknung das Präparat hitzefixieren: den Objektträger mit der Schichtseite nach oben dreimal durch die leuchtende Flamme des Bunsenbrenners ziehen.

Gram-Färbung

Prinzip:

Karbol-Gentianaviolett bilden mit Lugol-Lösung (verdünnte Jod-Kaliumjodid-Lösung) in der Zellwand einen Farbstoff-Jod-Komplex. Durch Entfärben (Differenzieren) mit Alkohol oder Aceton wird dieser Komplex nur aus gramnegativen Bakterien wieder entfernt. Die Gegenfärbung kann dann mit Fuchsin erfolgen.

Durchführung:

1. Hitzefixierten Ausstrich vollständig mit Karbol–Gentianaviolett bedecken. Nach 2 min Farbe abgießen. Kurz mit Wasser abspülen.
2. Lugol-Lösung 2 min einwirken lassen. Kurz mit Wasser abspülen.

3. Entfärben mit Aceton-Alkohol (3-5x in Küvette tauchen), bis keine Farbwolken mehr abgehen.

4. Gründlich mit Wasser abspülen.

5. Gegenfärbung mit verdünnter Fuchsin-Lösung 1-2 min.

6. Objektträger mit Wasser abspülen und anschließend zwischen Filterpapier trocknen.

Mikroskopische Beurteilung:
Gefärbte Präparate werden ohne Deckglas mit Öl und bei 100x Vergrößerung mikroskopiert. Sie benötigen volles Licht (Blende öffnen, Kondensor nach oben).

Grampositive Bakterien sind blau-violett gefärbt.

Gramnegative Bakterien sind rot gefärbt.

Auswertung:
Mikroskopischer Nachweis von (Gram-positiv/negativ, Kokken/Stäbchen):

Skizze (selbst hergestelltes und ausgeteiltes Präparat):

6. Bakteriengemisch: Kulturen anlegen
Legen Sie das Bakteriengemisch auf eine Blut-Platte (unselektiv), eine MacConkey-Platte (selektiv für Gram-negative Bakterien) und eine CN-Platte (selektiv für Gram-positive Bakterien) an. Nehmen Sie mit der Impföse etwas Material aus der Flüssigkultur und machen Sie einen Drei-Ösen-Ausstrich (s.u.). Geben Sie die beimpften Platten in den Mittelgang zur Bebrütung bis zur nächsten Kursstunde.
Auswertung:
Auf welchen Platten erwarten Sie Wachstum und weshalb?

In Kursstunde 2:

	
	Anzahl verschiedene Kolonien
	Beschreibung der Kolonien

	Blut-Platte


	
	

	MacConkey-Platte


	
	

	C/N-Platte


	
	


Drei-Ösen-Ausstrich
Das Ziel eines Drei-Ösen-Ausstrichs ist die Gewinnung von Einzelkolonien.

· Mit Impfmaterial behaftete Öse in einem senkrechten Strich zur Plattenmitte und dann in Zickzacklinien über etwa die Hälfte der Nähbodenoberfläche führen, ohne sie aufzukratzen.

· Öse in der Flamme ausglühen, abkühlen lassen, dann zwei- bis dreimal durch den ersten Ausstrich gehen und ein weiteres Viertel der Oberfläche beimpfen.

· Mit der erneut ausgeglühten Öse das letzte Viertel beimpfen mit Material, das analog vom vorhergehenden Viertel gewonnen wurde.
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Kurs 2






Themen: Gram-positive Kokken, Katalase, Koagulase, DNAse, Biofilm
	Aufgaben:
1. Auswertung der Kulturplatten von Kurs 1 (Abklatsch-Platten, Wachstumskurve, Rachenabstrich, Fingerabdruck, Bakteriengemisch)
2. Isolation interessanter Kolonien auf Blutagar
3. Identifikation Gram-positiver Kokken (Mikroskopie, Katalase, Koagulase, DNase)
4. Beurteilung der Optochin-Empfindlichkeit
5. Test auf Biofilmbildung bei Staphyloccocus aureus



1. Auswertung von Kurs 1
Betrachten Sie die Kulturplatten von Kurs 1 (Abklatsch-Platten, Wachstumskurve, Rachenabstrich, Fingerabdruck, Bakteriengemisch) und protokollieren Sie was Sie sehen in der Anleitung zu Kurs 1. Beurteilen Sie die Koloniemorphologie und Hämolyse (s.u.) und verwenden Sie zur weiteren Einordnung die Vergleichsplatten mit bekannten Bakterienstämmen.
Beurteilung der Koloniemorphologie:
Größe: z.B. Durchmesser in mm oder „Stecknadelkopfgroß“

Farbe: z.B. weiß, gelb, grau, rot, schwarz

Oberfläche: z.B. glatt, rau, faltig, schleimig, trocken
Rand: z.B. glatt, unruhig, fadenförmig, gelappt
Kolonie-Querschnitt: z.B. flach, erhaben, konvex, eingesunken
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Beurteilung der Hämolyse:
Die Hämolyse kann nur auf Frischblut-haltigen Agarmedien beurteilt werden und beruht auf der Zerstörung der Erythrozyten-Membran und dem Abbau des Hämoglobins. Die Hämolyse wird im Bereich um eine Einzelkolonie herum beurteilt.
Alpha-Hämolyse: (-hämolysierende Bakterienkolonien sind auf Frischblutagar von grünen Höfen umgeben. Bei partiell intakten Erythrozytenmembranen ist es zur Umwandlung von Hämoglobin in Met- und Sulfhämoglobin gekommen.

Beta-Hämolyse: (-hämolysierende Bakterienkolonien sind auf Frischblutagar von vollständig entfärbten, durchsichtigen Höfen umgeben. Die roten Blutkörperchen wurden vollständig aufgelöst und das Hämoglobin wurde zu farblosen Substanzen abgebaut.

Gamma-Hämolyse: Dieser Begriff ((-Hämolyse) steht für keine makroskopisch sichtbare Veränderung des Frischblutagars im Kolonienbereich.

2. Isolation interessanter Kolonien auf Blutagar

Suchen Sie 1 interessante Kolonie aus ihrem Rachen- oder Nasenabstrich aus und bringen Sie diese mit einem Drei-Ösen-Ausstrich auf eine Blutplatte. Beschriften Sie die Rückseite der Platte mit ihrer Platznummer und geben Sie sie zum Mittelgang. Die Platten werden bis zur nächsten Kursstunde bebrütet und dann beurteilt.
Auswertung (in Kursstunde 3):


Morphologie der Kolonie (Farbe, Form, Rand, Hämolyse)


Vermutliche Identifikation (Vergleichsplatten)


Ergebnis der Identifikation mit MALDI-TOF

3. Identifikation Gram-positiver Bakterien

Verschiedene Bakterienstämme wurden auf Blutagar ausgestrichen und 24 Std. lang im Brutschrank bei 36°C bebrütet. Zusätzlich haben Sie Gram-Präparate vorliegen, die aus Patientenmaterialien stammen, bei denen die entsprechenden Erreger nachgewiesen wurden. Folgende Bakterienstämme stehen Ihnen zur verfügung: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pneumoniae (Pneumokokken), Vergrünende Streptokokken, Enterococcus faecalis (Enterokokken), Streptococcus agalactiae (B-Streptokokken).
Gehen Sie jetzt einen Erreger nach dem anderen durch und führen Sie jeweils die zur Identifizierung notwendigen Schritte durch und protokollieren Sie ihre Ergebnisse auf dem Protokollblatt.

a) Betrachten Sie das Grampräparat vom Patientenmaterial und protokollieren Sie ihren Befund (Gram-positiv/negativ, Lagerung in Haufen oder Ketten; bei Kettenkokken die ungefähre Anzahl der Kettenglieder).
b) Beschreiben Sie Farbe, Form der Kolonie und die Hämolyse.

c) Führen Sie die biochemischen Tests (Katalase, Koagulase) durch, die Ihnen bei der Identifikation weiterhelfen.
Identifikationsschema (Gram-positive Kokken)
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Katalase-Test
Katalase-positive Bakterien (z. B. Staphylokokken) spalten das Wasserstoffperoxid einer 3% H2O2-Verdünnung, wobei der freiwerdende Sauerstoff zur Bläschenbildung führt.

Durchführung:
Verreiben Sie mit einer Öse Material von 1 Kolonie der Staphylokokken, bzw. Streptokokken auf einem Objektträger. Tropfen Sie das Katalase-Reagenz (H2O2) auf diesen Bereich. Eine positive Reaktion erkennt man an der Bläschenbildung.

Beurteilung:

Positiv: Rasche Entwicklung von Gasblasen in der Flüssigkeit

Negativ: Keine Gasentwicklung

Koagulase-Test
Durch dieses Enzym wird das Fibrinogen im Citratplasma von Menschen und Kaninchen zu Fibrin gespalten. Suspendiert man Staphylococcus aureus in einen auf einem Objektträger befindlichen Citratplasma-Tropfen, so kommt es zur Ausfällung von Fibrin, in dessen Netzwerk die Staphylokokken eingebettet sind. Makroskopisch erkennt man die Bildung kleiner Klümpchen in klarer Flüssigkeit (positives Ergebnis), die an eine Agglutination denken lassen. Im Gegensatz zu anderen Staphylokokken besitzen fast alle Staphylococcus aureus-Stämme diesen "Clumping factor" an ihrer Zelloberfläche.

Durchführung
Führen Sie den Test mit Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis durch. Nehmen Sie eine zu prüfende Kolonie und verreiben Sie diese auf einem Objektträger zwischen 1 Tropfen Kochsalzlösung und daneben 1 Tropfen Plasma. Vermischen Sie anschließend eine kleine Kolonie des Erregers mit dem Kochsalztropfen (Negativ-Kontrolle) und dann mit dem Plasmatropfen. Achten Sie darauf, dass die beiden Tropfen nicht miteinander vermischt werden.
Beurteilung:

Koagulase-positiv: Es bilden sich Klümpchen im Plasmatropfen.
Koagulase-negativ: Der Plasmatropfen bleibt homogen trüb.

DNase (Desoxyribonuklease)-Test
Die DNase ist ein von verschiedenen Bakterienarten produziertes, extrazelluläres Enzym, das DNA zu kleineren aus Nukleotiden bestehenden Einheiten hydrolysiert. Im Gegensatz zur DNA sind Nukleotide im sauren Milieu löslich. Wird ein DNA-haltiger Nährboden nach Ausbildung von Wachstum mit Säure geflutet, zeigen sich um DNase positive Kolonien klare Zonen, während der übrige Nährboden durch Ausfällung der DNA getrübt ist. Zur Testung auf DNase werden Staphylokokken Stämme strichförmig auf die DNA Platte aufgeimpft und nach 24-stündiger Bebrütung bei 36°C mit 1M Salzsäure vorsichtig überflutet.

Betrachten Sie die vorliegende Platte (1 pro Reihe) und tragen das Ergebnis in den Protokollbogen ein.
Beurteilung:
Positiv: Klare Zone um den Wachstumsbereich.

Negativ: Keine Veränderung der Kolonieumgebung

4. Optochinresistenz zur Differenzierung von Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pneumoniae („Pneumokokken“) bildet auf Blutagar kleine, vergrünende Kolonien, die denen von vergrünenden Streptokokken (Viridans-Streptokokken) ähneln. Wegen des sehr unterschiedlichen Virulenzpotentials ist die Differenzierung der Gruppen von wesentlicher Bedeutung. So können z.B. im Mund-/Rachenraum oder in bronchoskopisch gewonnenem Material beide Spezies vorkommen. Während vergrünende Streptokokken normaler Bestandteil der Mund-Flora sind, sind Pneumokokken ein häufiger Erreger von Pneumonien. Obwohl die Kolonieform und eine Färbung nach Gram dem Geübten gute Hinweise zur Unterscheidung liefern, sollte zur sicheren Differenzierung die Testung auf Optochin-Resistenz durchgeführt werden.

Optochin (Ethyl-Hydrocuprein) aktiviert in S. pneumoniae, nicht jedoch in anderen Streptokokken, eine Muraminidase, deren Aktivität zur Autolyse der Bakterien führt. Entsprechend kann S. pneumoniae nicht in Gegenwart von Optochin wachsen.

Praktisch ist diese Empfindlichkeit in einem Agardiffusionstest einfach nachweisbar: Eine Suspension des zu testenden Bakterienstamms wird auf einer Agarplatte ausgestrichen. Anschließend wird ein kleines Testblättchen aufgelegt, das das Antibiotikum (hier Optochin) enthält. Die Platte wird über Nacht inkubiert. Während dieser Zeit diffundiert das Antibiotikum in den Agar ein, und es entsteht ein Konzentrationsgradient der Chemikalie (am höchsten am Plättchen, nach außen abfallend). Am nächsten Tag erfolgt die Auswertung: Das zu bewertende Kriterium ist die Hemmhofgröße, d.h. mittelbar die Konzentration, die das Bakterienwachstum inhibiert (für diese Bewertung gibt es nationale und internationale Referenzwerte, die je nach Testverfahren herangezogen werden).

Betrachten Sie die vorliegende Platte (1 pro Reihe) und tragen das Ergebnis in den Protokollbogen ein.

Beurteilung:

Optochin-resistent: Hemmhof <14mm


Optochin-empfindlich: Hemmhof >=14mm

5. Test auf Biofilmbildung bei Staphylococus aureus
Einige Stämme von Staphylococcus aureus (oder auch Koagulase-negative Staphylokokken) können an Plastikoberflächen adhärieren und dann einen Biofilm ausbilden.
Zum Nachweis eines Biofilms werden die beiden ausgeteilten Stämme in einer Plastikschale für einige Tage inkubiert. Nach Abwaschen nicht adhärierender Bakterien kann der Biofilm mit Kristallviolett sichtbar gemacht werden.
Durchführung:
1. Mit einem Tupfer einige Kolonien abnehmen und in das Nähmedium mit Glukose einreiben, bis eine sichtbare Trübung besteht.

2. Jeweils 1 ml der Suspension in die Vertiefung einer 6-Well-Platte geben. Diese wird bis zur nächsten Kursstunde bei 37 °C inkubiert.

3. Weiter in Kursstunde 3: Nach der Inkubation wird die Suspension vorsichtig aus der Vertiefung entfernt und die Vertiefung mit Puffer gewaschen.

4. Mit Methanol werden adhärierende Bakterien fixiert.

5. Zugabe von Kristallviolett-Lösung zur Färbung adhärierender Bakterien

6. Waschen mit Puffer

Beurteilung:
Eine Blaufärbung zeigt adhärierende Bakterien an.
Bewertung:
Stamm 1:

Stamm 2:
Protokollblatt

	
	Staphylococcus aureus
	Staphylococcus epidermidis
	Streptococcus pneumoniae
(Pneumokokken)
	Vergrünende Streptokokken
	Enterococcus faecalis
	Streptococcus agalactiae
(B-Streptokokken)

	Mikroskopie (Gramfärbung)
	
	
	
	
	
	

	Form der Kolonie
	
	
	
	
	
	

	Farbe der Kolonie
	
	
	
	
	
	

	Hämolyse


	
	
	
	
	
	

	Katalase


	
	
	
	
	
	

	Koagulase


	
	
	
	
	
	

	DNase


	
	
	
	
	
	

	Optochin


	
	
	
	
	
	







Kurs 3







Themen: Gram-negative Stäbchen, Resistenztestung, Resistenzentstehung, Transmission
	Aufgaben:

1. Auswertung der Kulturen des Kurs 2
2. Identifikation Gram-negativer Bakterien (Oxidase, Kligler)

3. Resistenztestung: Plättchentest anlegen
4. Resistenzentstehung bei Enterobacter cloacae
5. Resistenzen bei S. aureus
6. Penicillin Resistenz (Cliff/Beach)
7. Penicillinase-Nachweis
8. Transmission von Bakterien
9. Abstrich Lebensmitteluntersuchung auf ESBL


1. Auswertung von Kurs 2
Betrachten und beurteilen Sie die in der letzten Kursstunde ausgestrichenen Bakterien-Isolate. Vergleichen Sie diese mit den Vergleichsstämmen und protokollieren Sie die Ergebnisse (s. Kurstag 2). Zusätzlich erhalten Sie eine Identifikation mittels Massenspektrometrie (MALDI-TOF).
2. Identifikation Gram-negativer Bakterien

Sie erhalten pro Gruppe einen Bakterienstamm ausgestrichen auf einer Blut- und einer MacConkey-Platte. Beurteilen Sie das Wachstum (Koloniemorphologie, Lactose-Spaltung) und beimpfen Sie einen Kligler-Agar. Die Auswertung des Kligler-Agars und der Oxidase-Reaktion erfolgt nach der Bebrütung in der nächsten Kursstunde auf dem Protokollblatt.
Mac Conkey-Agar
MacConkey-Agar wird eingesetzt zur Isolierung von Enterobacteriaceae und verwandten gramnegativen, enterischen Bakterien. Er besteht im Wesentlichen aus Pepton, Gallensalzen, Kristallviolett, Lactose und Neutralrot als Indikator (Rotfäbung bei ph <6,5). Gallensalze und Kristallviolett verhindern das Wachstum von Gram-positiven Bakterien. Lactose ist die einzige Kohlenhydratquelle im Agar. Bakterien, die Lactose-nutzen können, bilden gemischte Säuren und daher kommt es zur Rotfärbung der Kolonien.
Beurteilung:

Lactose-positiv: rote Kolonien (E.coli, Klebsiellen, u.a.)

Lactose-negativ: farblose, klare Kolonien (Salmonellen, Shigellen u.a.)

Kligler-Agar
Der Kligler-Agar ist ein Schrägagar zur Identifizierung von Enterobacteriaceae auf der Basis einer zweifachen Zuckerverwertung und der Sulfid-Bildung. Der Nährboden enthält zwei Zucker (Lactose und Glucose) sowie Eisencitrat und Phenolrot als Indikator. Man unterscheidet zwischen der Hochschicht (unterer Teil) und der Schrägschicht (oberer Teil).
Der Agar wird folgendermaßen beimpft: Nehmen Sie mit einer Stich-Öse zunächst eine Kolonie von der MacConkey-Agarplatte ab und stechen Sie senkrecht in den Kligler-Agar bis kurz vor dem Boden des Röhrchens. Ziehen Sie dann die Öse zurück und gehen Sie im Zickzack über die Schrägfläche. Inkubieren Sie dann den Agar über Nacht bei 36°C.

Durch Glukoseabbau entsteht Säure (Laktat), wodurch der pH-Wert sinkt und der Indikator Phenolrot gelb wird. Durch den aeroben Abbau von Pepton und der Oxidation von Säuren an der Schrägfläche in Gegenwart von Luftsauerstoff steigt dort der pH-Wert und Phenolrot wird rot. Falls die Bakterien auch Laktose abbauen können färbt sich der Agar durch die große entstehende Säuremenge komplett gelb (Laktose:Glucose im Agar = 10:1). Geschieht dies ohne Sauerstoff (Gärung) bilden sich Risse und Gasblasen (CO2) im Agar. Wird H2S gebildet, färbt sich der Agar aufgrund des entstehenden Eisenfulfids schwarz.
Beurteilung:
Gelbe Hochschicht/rote Schrägschicht: Glucose positiv, Lactose negativ

Gelbe Hochschicht/gelbe Schrägschicht: Glucose positiv, Lactose positiv

Rote Hochschicht/ rote Schrägschicht: Glucose negativ, Lactose negativ

H2S-Bildung: Schwärzung
Gasbildung: Blasen-Bildung oder Aufreißen des Nährbodens

Oxidase

Die Cytochromoxidase katalysiert den letzten Schritt des Elektronentransports in der „Atmungskette“ von Bakterien. Sie kann mit einem Teststreifen nachgewiesen werden. Bakterien, die eine Cytochromoxidase besitzen sind u.a. Neisseria spp., Aeromonas spp. und Pseudomonas aeruginosa.

Durchführung: Teststreifen auf Objektträger legen. Mit der Impföse Material von 1 Kolonie der apathogenen Neisserien auf die Reaktionsfläche des Oxidase-Teststreifens bringen. Bei positivem Testausfall verfärbt sich der Streifen innerhalb von 20 Sekunden tiefblau.

Beurteilung


Oxidase-positiv: Teststreifen verfärbt sich innerhalb von 20 Sekunden tiefblau.

Oxidase-negativ: Teststreifen verfärbt sich nicht innerhalb von 20s.

Protokollblatt zur Identifikation Gram-negativer Bakterien
	
	Escherichia coli
	Salmonella typhimurium
	Serratia marcescens
	Klebsiella pneumoniae
	Proteus mirabilis
	Pseudomonas aeruginosa
	Eigener Stamm

	Kolonie
(Form, Farbe)


	
	
	
	
	
	
	

	Kligler-Agar 

Schrägschicht


	
	
	
	
	
	
	

	Hochschicht

	
	
	
	
	
	
	

	H2S-Bildung

	
	
	
	
	
	
	

	Gasbildung

	
	
	
	
	
	
	

	Oxidase


	
	
	
	
	
	
	


3. Resistenztestung: Plättchen-Test anlegen

Stellen Sie aus ihrem Bakterienstamm eine Suspension her indem Sie mit einem Wattetupfer 3-4 Kolonien in die bereitgestellte NaCl Lösung einreiben bis eine leichte sichtbare Trübung entsteht. Streichen Sie nun mit dem Wattetupfer in engen parallelen Linien über die gesamte Agar-Platte (Mueller-Hinton-Agar), drehen Sie die Platte um 90° und wiederholen Sie das Ausstreichen, so dass ein Gittermuster entsteht. Die Bakterien sind nun gleichmäßig auf der Agarfläche verteilt, so dass nach Bebrütung ein dichter Bakterienrasen entstehen kann. Legen Sie nun mit einer Pinzette verschiedene Antibiotika-Plättchen auf den Agar auf.
Die Platte wird nun über Nacht inkubiert. Während dieser Zeit diffundiert das Antibiotikum in den Agar ein, und es entsteht ein Konzentrationsgradient der Chemikalie (am höchsten am Plättchen, nach außen abfallend). Am nächsten Tag erfolgt die Auswertung: Das zu bewertende Kriterium ist die Hemmhofgröße, d.h. mittelbar die Konzentration, die das Bakterienwachstum inhibiert (für diese Bewertung gibt es nationale und internationale Referenzwerte, die je nach Testverfahren herangezogen werden).

Beurteilung Hemmhofgröße in mm für Enterobacteriaceae:

	
	sensibel
	intermediär
	resistent

	Ampicillin
	>=14
	-
	<14

	Cefotaxim
	>=20
	17 – 19
	<17

	Ciprofloxacin
	>=22
	19 – 21
	<19


Auswertung (in Kurs 4):

Hemmhofgröße in mm:


Interpretation:
4. Resistenzentstehung Piperacillin-Resistenz bei Enterobacter cloacae 
Dieser Versuch zeigt, wie Resistenzen unter Antibiotika-Selektion entstehen können. Geben Sie mit einer Pasteurpipette 1-2 Tropfen einer Übernachtkultur auf je eine Müller-Hinton-(MH)-Platte ohne Antibiotika und eine MH-Platte mit 12 mg/l Piperacillin (Platte ist unbeschriftet) und streichen Sie diese mit dem Spatel aus. Auf die Platte ohne Antibiotika legen Sie ein Piperacillin-Plättchen.
Beurteilung:


Zählen Sie die Kolonien

Auswertung (Kurs 4):


Anzahl der Kolonien auf der MH-Platte ohne Antibiotika:

Anzahl der Kolonien auf der MH-Platte mit Piperacillin:
Interpretation:

5. Resistenzen bei Staphylococcus aureus
Betrachten Sie die ausgelegten Platten mit verschiedenen S. aureus Stämmen. Bestimmen Sie die Resistenzen für die verschiedenen Antibiotika mit Hilfe der Tabelle. Bestimmen Sie die Minimale-Hemmkonzentration (MHK) für Oxacillin an Hand der ausgestellten Verdünnungsreihe.
Beurteilung Hemmhofgröße in mm für Staphylokokken (nach EUCAST):
	
	Sensibel >=
	Resistent <

	Penicillin (P)
	26
	26

	Cefoxitin (FOX)
	22
	22

	Clindamycin (CC)
	22
	19

	Erythromycin (E)
	21
	18

	Ciprofloxacin (CIP)
	20
	20

	Vancomycin (VA)*
	-
	-


*Für Vancomycin gibt es keine Werte, da die Agardiffusion unzuverlässig ist
Definition Minimale Hemmkonzentration (MHK): Es werden Verdünnungsreihen eines Antibiotikums in einer Nährlösung hergestellt. Die MHK entspricht der geringsten Konzentration eines Antibiotikums bei der das Bakterienwachstum gerade noch gehemmt wird.

Beurteilung MHK für Oxacillin: 
sensibel bei MHK <=2 mg/l

Auswertung:

Stamm 1 – sensibel für:

Stamm 1 – resistent für:

Stamm 2 – sensibel für:

Stamm 2 – resistent für:

Was fällt Ihnen an der Form der einzelnen Hemmhöfe auf?
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6. Nachweis einer Penicillin-Resistenz mittels “Cliff/Beach“
Der Rand der Hemmzone kann bei Staphylococcus aureus ist je nach Penicillin-Resistenz unterschiedlich ausgeprägt.
a) Sensibel: “fuzzy” (beach) und Durchmesser ≥ 26 mm

b) Resistent: “sharp“ (cliff) und Durchmesser ≥ 26 mm

Auswertung:

Stamm 1 – Penicillin:

Stamm 2 – Penicillin:

6. Nachweis einer Penicillin-Resistenz mittels “Kleeblatt-Test“
Der „Kleeblatt-Test“ ist ein sensitiver Nachweis für eine Penicillin-Resistenz. Hier macht man sich einen Indikatorstamm (Staphylococcus aureus) zu Nutze, der bei Anwesenheit von Penicillin nicht wachsen kann. Produziert ein Test-Stamm Penicillinasen und kann somit Penicillin abbauen, Kann der Indikatorstamm an dieser Stelle wachsen.
Durchführung:

Auf einer Kochblutplatte wurde ein Penicillin-empfindlicher Staphylococcus aureus Stamm (Indikatorstamm) ausplattiert. Der Test-Stamm (Hämophilus spp.) wurde kreuzförmig in der Mitte ausgestrichen. Zudem wurde in die Mitte der Platte ein Antibiotikablättchen mit Penicillin gelegt und die Platte über Nacht bei 37°C bebrütet.
Beschreiben Sie das Wachstumsmuster (inkl. Skizze):

Erläutern Sie das Wachstumsmuster:

8. Transmission von Bakterien
Für das folgende Experiment ziehen Sie an die rechte Hand einen Gummi-Handschuh an und achten Sie auf eine gute Händehygiene. Unter Anleitung des Versuchsleiters führen Sie folgende Schritte durch:

1. Beschriften Sie eine Blutagarplatte mit ihrer Platznummer und legen Sie diese bereit.
2. Stellen Sie Desinfektionsmittel bereit und ziehen Sie den Gummihandschuh an.
3. Der Versuchsleiter nimmt einige Kolonien Micrococcus luteus auf die behandschuhte Hand und drückt Ihnen ihre behandschuhte Hand.
4. Geben Sie ihrem Nachbarn die Hand.
5. Drücken Sie ihre Hand auf die Agarplatte. Achten Sie darauf, dass sie nichts anfassen
6. Ziehen Sie den Handschuh aus und entsorgen ihn fachgerecht.
7. Desinfizieren Sie sich beide Hände.
8. Geben Sie die Platten zum Mittelgang zur Bebrütung.
Beurteilung (Kurs 4):


Anzahl der Kolonien auf der Platte

Auswertung (Kurs 4):


Weitergabe erfolgreich bis:

9. Lebensmittel-Untersuchung auf ESBL

Sie erhalten Abstrichtupfer mit nach Hause. Nehmen Sie Lebensmittel-Proben (Auftauwasser von z.B. Hühnerfleisch, Abstrich von Fleischprodukten, etc.) und bringen Sie den Tupfer wieder mit. Die Tupfer werden im nächsten Kurs auf Selektivmedien ausgestrichen (s. dort).





Kurs 4







Themen: Lebensmittel-Untersuchung
	Aufgaben:

1. Auswertung der Kulturen des Kurs 3
2. Lebensmittel-Untersuchung auf ESBL-bildende Enterobacteriaceae



1. Auswertung von Kurs 3
Betrachten und beurteilen Sie die in der letzten Kursstunde ausgestrichenen Bakterien-Isolate. Vergleichen Sie diese mit den Vergleichsstämmen und protokollieren Sie die Ergebnisse (s. Kurstag 3).

2. Lebensmittel-Untersuchung auf ESBL-bildende Enterobacteriaceae
Sie haben Abstrichtupfer erhalten und damit Lebensmittel beprobt (Auftauwasser von z.B. Hühnerfleisch, Abstrich von Fleischprodukten, etc.). Streichen Sie die Tupfer mittels Drei-Ösen-Ausstrich auf MacConkey Medium und einem ESBL-Selektivmedium aus und beschriften Sie die Platten. Die Platten werden bis zum nächsten Kurs bebrütet.
Beurteilung:


Wachstum MacConkey Platte:


Wachstum ESBL-Platte:
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Themen: Mykobakterien, Sporenbildner, Anaerobier
	Aufgaben:

1. Auswertung der Kulturen aus Kurs 4
2. Ziehl-Nehlsen Färbung von Mycobacterium smegmatis
3. Mikroskopie von Präparaten auf Mycobacterium tuberculosis
4. Anaerobe Sporenbildner
5. Reverser CAMP-Test
6. Mikroskopieren von Patientenmaterial

7. Anaerobe Kulturverfahren




1. Auswertung von Kurs 4
Betrachten und beurteilen Sie die in der letzten Kursstunde ausgestrichenen Proben und protokollieren Sie die Ergebnisse (s. Kurstag 4).
2. Ziehl-Nehlsen Färbung
An Ihrem Arbeitsplatz steht pro Team eine Kultur Mycobacterium smegmatis, ein Mykobakterium der Hautflora. Fertigen Sie davon ein mikroskopisches Präparat an: Reiben Sie den Keim auf dem Objektträger vom Rand her in den NaCl Tropfen ein. Lassen Sie das Präparat trocknen. Nach Hitzefixierung färben Sie das Präparat nach Ziehl-Neelsen.

Tbc – Färbung nach Ziehl-Neelsen
1. Präparate trocknen und hitzefixieren

2. Mit Karbolfuchsinlösung bedecken

3. Objektträger mit der Bunsen-Brenner Flamme von unten bis zur Dampfbildung erhitzen (nicht kochen!)

4. Das Präparat abkühlen lassen

5. Das Erhitzen und Abkühlen zweimal wiederholen

6. Das Präparat mit Wasser abspülen
7. Entfärben mit HCL-Alkohol bis keine Farbwolken mehr abgehen

8. Abspülen mit Wasser

9. Gegenfärben mit Malachitgrün 1 Minute

10. Abspülen mit Wasser

Beurteilung:

Säurefeste Stäbchen erscheinen rosa bis rot, sonstige Bakterien und Zellen grün. Sie können bei dieser Färbung nicht zwischen Tuberkulosebakterien und nicht-tuberkulösen Mykobakterien unterscheiden. Deshalb lautet der Befund nicht "Tuberkulosebakterien nachweisbar", sondern "säurefeste Stäbchen nachweisbar".
Skizze:

3. Mikroskopie von Präparaten mit Mycobacterium tuberculosis

Mikroskopieren Sie die bereitgelegten Präparate mit Kultur- und Patientenmaterial (Ziehl-Neelsen-Färbung Sputum) und identifizieren Sie die säurefesten Stäbchen. Im Kulturmaterial fällt auf, dass die Bakterien in langen Formationen vorliegen. Diese Anordnung besteht auf Grund des Cord-Faktors (Trehalose-6,6-dimycolat), eines Bestandteils der Zellwand. Der Cord-Faktor ist ein Pathogenitätsfaktor von Mycobacterium tuberculosis und ist für das Überleben im Wirt wichtig. Er hemmt die Fusion von Phagosomen mit Lysosomen, was wichtig für das intrazelluläre Überleben der Bakterien ist. Weiterhin verursacht er die Granulombildung.

Skizze:
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4. Anaerobe Sporenbildner

In diesem Praktikum sollen zwei Gruppen von Bakterien besprochen werden, die sog. Anaerobier (Bakterien, die nur in der Abwesenheit von Sauerstoff wachsen können) und die Sporenbildner. Letztere bilden Dauerformen (Sporen) und sind dadurch extrem gut haltbar (oder, aus medizinisch-hygienischer Sicht, schwer zu beseitigen). Die Gattung der Clostridien gehört zu beiden Gruppen, da sie anaerobe Sporenbildner sind. Als Beispiel für einen aeroben Sporenbildner erhalten sie eine Kultur von Bacillus cereus.
Betrachten Sie die Platten von Clostridium perfringens (Gasbrand-Erreger), Clostridium difficile (Durchfallerreger, toxisches Megakolon) und Bacillus cereus (Lebensmittelvergifter). Fertigen sie Gram-Präparate an und protokollieren Sie auf dem Protokollblatt (s.u.).

5. Reverser CAMP-Test
Clostridium perfringens kann von anderen Clostridien durch den reversen CAMP-Test abgegrenzt werden (CAMP = Christie, Atkins, Munch-Peterson; Forscher, die den CAMP-Test  1944 entwickelten). Der Test beruht auf der Lyse von Erythrozyten bei gleichzeitiger Einwirkung von Faktoren, die von den Streptokokken und von dem zu untersuchenden Clostridium perfringens Stamm gebildet werden.

Auf eine Columbia-Agarplatte wird mit einer sterilen Öse, strichförmig ein Streptococcus agalactiae (B-Streptokokken) Stamm geimpft. Senkrecht dazu wird der zu untersuchende Stamm (Clostridium spp) geimpft, wobei sich die Impfstriche nicht berühren dürfen. Der Agar wird anaerob bei 36° C über Nacht bebrütet.

Beurteilung:
Erscheint eine pfeilförmige Hämolyse-Zone, mit der Pfeilspitze zum Ammenstrich weisend, so handelt es sich um Clostridium perfringens.

Auswertung und Interpretation:

Stamm 1:


Stamm 2:

6. Mikroskopieren von Patientenmaterial

Mikroskopieren Sie die ausgeteilten Präparate von Patientenmaterial, fertigen Sie Skizzen an und ergänzen Sie das Protokollblatt.

Skizzen:
Gasbrand (Wundabstrich)
Kultur Clostridium tetani (Sporenpräparat)
Kultur Clostridium difficile (subterminale Sporen)
7. Anaerobe Kulturverfahren

Zur Ansicht sind verschiedene anaerobe Kulturverfahren ausgestellt. Anaerobier-Medien enthalten sauerstoffbindende Reduktionsmittel, wie z.B. Cystein, Natriumthioglykolat, Glucose, Ascorbinsäure. Durch Autoklavieren wird aus den Nährmedien der gelöste Sauerstoff entfernt. Da jedoch durch Diffusionsprozesse aus der Raumluft wieder ein langsamer Sauerstoffanstieg im Medium stattfindet, sollten Anaerobier-Medien unter anaeroben Bedingungen gelagert werden.

Fortner–Platte: Auf einer Hälfte einer Agarplatte werden sauerstoffzehrende Bakterien (z.B. Serratia marcescens) ausgestrichen und auf der anderen Hälfte das Untersuchungsmaterial, aus dem anaerobe Keime angezüchtet werden sollen. Danach wird der Deckel aufgelegt und die Platte mit Klebeband verschlossen. Serratia marcescens verbraucht bei Ihrem raschen Wachstum den Luftsauerstoff und schafft damit die Grundlage für das Wachstum der obligat anaeroben Mikroorganismen.
Anaerobiertöpfe: Hier handelt es sich um durchsichtige Kunststoffbehälter mit abgedichtetem Deckelaufsatz, in die jeweils eine ganze Anzahl von Plattenkulturen eingebracht werden können. In den Topf kommt ein Reduktionsmittel, das den Luftsauerstoff bindet. Mit einem Sauerstoff–Indikatorstreifen wird kontrolliert, ob auch tatsächlich eine anaerobe Atmosphäre besteht.

Protokollblatt
	
	Clostridium perfringens
	Clostridium tetani
	Clostridium difficile
	Bacillus cereus

	Kultur

(Farbe, Form, Größe, Geruch)


	
	
	
	

	Mikroskopie

Gram-Färbung

Spore (ja/nein, Lage)


	
	
	
	








Kurs 6






Themen: Treponemen, Borrelien, Serologie, Heuaufguss
	Aufgaben:

1. Mikroskopie (Treponemen, Borrelien)
2. Serologische Diagnostik
3. Fluoreszenz-Mikroskopie
4. Mikrokopieren Heuaufguss
5. Mikroskopie Protozoen – Plasmodium




1. Mikroskopie (Treponemen, Borrelien)
Mikroskopieren Sie die Kultur-Präparate von Treponema pallidum (Karbolfuchsin-Färbung) und Borrelia recurrentis (Erreger des Läuserückfallfiebers) im Blutausstrich (Giemsa-Färbung). In der letzten Reihe finden Sie die Vektoren von verschiedenen Borrelien (Kleiderlaus, Zecke) ausgestellt.

2. Serologische Diagnostik

Mit Hilfe der serologischen Diagnostik kann die Reaktion des Immunsystems auf Krankheitserreger gemessen werden. Sie macht sich die Reaktion zwischen Antikörper und Antigen zunutze. Diskutieren Sie den ausgestellten TPHA-Test im Team.
Beurteilung: s. unten

Auswertung:

	
	Patient 1
	Patient 2
	Patient 3
	Patient 4
	Patient 5
	Patient 6
	

	NS
	
	
	
	
	
	
	1:40

	S
	
	
	
	
	
	
	1:40

	
	
	
	
	
	
	
	1:80

	
	
	
	
	
	
	
	1:160

	
	
	
	
	
	
	
	1:320

	
	
	
	
	
	
	
	1:640

	
	
	
	
	
	
	
	1:1280


S = sensibilisierte Erythrozyten

NS = nicht sensibilisierte Erythrozyten

Interpretation:
Antigen-Antikörper Reaktion
Treffen ein Antigen und ein gegen dieses Antigen gerichteter Antikörper in gelöster Form aufeinander, so bildet sich ein Antigen-Antikörper-Komplex (Immunkomplex). Die Art der dabei entstehenden Komplexe wird weitgehend durch das Verhältnis von Antigen und Antikörper bestimmt. Sind die Reaktionspartner nahezu äquimolar vorhanden, bilden sich große, netzwerkartige Komplexe, die ausfallen: Es entsteht ein vom bloßen Auge erkennbares Präzipitat. Im Gegensatz dazu bilden sich bei Antigen- oder Antikörper-Überschuss kleine Immunkomplexe mit nur geringer oder nicht erkennbarer Präzipitat-Bildung.

Mit der quantitativen Präzipitationsreaktion (Heidelberger, 1930) wird die Folge der Interaktion verschiedener Mengenverhältnisse von Antigen und Antikörper quantitativ erfasst. Nur wenn Antigen und Antikörper in einem ausgewogenen Verhältnis vorliegen (Äquivalenz), führen die Bindungen zwischen Antigen und Antikörpermolekülen zu großen, netzartigen Immunkomplexen.

Heidelberger Kurve
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TPHA-Test (Treponema pallidum-Häm-Agglutinationstest)
Der TPHA-Test gilt als Suchtest in der Syphilis Diagnostik. Er kann als qualitativer und quantitativer Test in Verdünnungsstufen durchgeführt werden. Er weist IgG- und IgM-Antikörper nach, kann jedoch nicht zwischen IgG und IgM unterscheiden. Etwa 2-3 Wochen nach Primärinfekt ist der TPHA-Test positiv. Die Verdünnung (Titer) ab 1:80 gilt als positiv. Aufgrund des verwendeten echten Treponemen-Stamms (Nichols-Stamm) ist der Test hoch spezifisch. Die verschiedenen Treponemen-Erkrankungen (Syphilis, Frambösie und Pinta) sind serologisch nicht unterscheidbar.

Testdurchführung:
1. Antigen: Schaferythrozyten werden mit Formalin und Tannin (Gerbsäure) behandelt. Dies bewirkt eine Aufrauhung der Erythrozytenoberfläche und somit Freilegung von Bindungsstellen. An diese Rezeptoren werden jetzt Antigene von Treponemen angelagert, den „Nichols“-Stamm. Dies ist ein hochspezifisches Antigen, das aus dem Hoden infizierter Kaninchen gewonnen wird. Diese „sensibilisierten“ Schaferythrozyten bilden die Grundlage des TPHA-Tests.
2. Serum: Unverdünntes Patientenserum wird 30 Minuten bei 56°C inaktiviert.

3. Zur Verdünnung wird ein Absorptionsmedium eingesetzt, der den „Reiter“-Stamm enthält. Dies ist ein Stamm einer apathogenen Treponemen-Art. Er entfernt unspezifische Antikörper, die sich gegen alle Treponemen richten. Das Verdünnungsmedium enthält weiterhin Zellmembranen von Schaferythrozyten, um heterophile Antikörper zu absorbieren, die in fast jedem Patientenserum vorhanden sind.
4. Negativ-Kontrolle: Als Negativ-Kontrolle dienen nicht sensibilisierte Schaferythrozyten. Bildet sich in der Negativ-Kontrolle ein positives Signal (Zellmatte) hat der Patient immer noch heterophile Antikörper und der Test ist nicht verwertbar.
5. Positiv-Kontrolle: Als Positiv-Kontrolle dient ein reaktives Kontrollserum. Wenn hier kein positives Signal (Zellmatte) entsteht ist der Test nicht verwertbar.
Reaktionsablauf:
Sind im Patientenserum Antikörper gegen Treponema pallidum, agglutinieren diese die Schaferythrozyten. Es bildet sich eine Zellmatte. Wenn keine Antikörper im Serum vorhanden sind, sedimentieren die Erythrozyten zu einem kleinen Knöpfchen.

Beurteilung:

Positiv: Zellmatte


Negativ: Knöpfchen

Direkte und indirekte Immunfluoreszenz
Hierbei werden Antigen/Antikörper-Reaktionen dadurch sichtbar gemacht, dass einer der Reaktionspartner mit einem fluoreszierenden Farbstoff markiert ist. Das meist benutzte Fluorochrom heißt Fluorescein (FITC). Trifft weißes, kurzwelliges Licht von Halogen- oder Quecksilberdampflampen auf diese Fluorochrome, nehmen sie Energie auf und strahlen sie in Form von langwelligem grünem Licht wieder ab.
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Die direkte Immunfluoreszenz dient zum direkten Nachweis von Bakterien, Viren, Parasiten im Untersuchungsmaterial. Zunächst wird das Untersuchungsmaterial auf einem Objektträger fixiert (durch Hitze, Trocknung oder chemisch). Anschließend wird der fluoreszenzmarkierte Antikörper, der gegen das gesuchte Antigen gerichtet ist, auf die Auftragsstelle gegeben. Nach einem Waschprozess legt man den Objektträger unter ein Fluoreszenz-Mikroskop. Im positiven Falle sind die gesuchten Antigene durch den Antikörper markiert und erscheine leuchtend grün. Entsteht keine Fluoreszenz, sind die Antikörper nicht spezifisch gewesen und ausgewaschen worden.

Mit der indirekten Methode weist man Antikörper nach. Dazu gehört der FTA-Abs-Test.

FTA-Abs-Test (Fluoreszenz-Treponema-Antikörper Absorptiosnstest)
Der FTA-Abs-Test dient zur Bestätigung, wenn der TPHA positiv oder zweifelhaft positiv ausfällt. Er ist spezifischer und empfindlicher als der TPHA-Test.
Testdurchführung:
1. Absorptionsschritt: Kreuzreagierende Antikörper im Patientenserum werden mit Hilfe der apathogenen Treponemen (Reiter-Stamm) absorbiert. Dann wird das Patientenserum in einer Verdünnungsreihe auf einen Objektträger gebracht, der mit abgetöteten pathogenen Treponemen (Nichols-Stamm) beladen ist.

2. Wasch-Schritt: Das Patientenserum wird vom Objektträger abgewaschen. Antikörper, die nicht gebunden haben werden so entfernt.

3. Detektionsreaktion: Es soll nachgewiesen werden, ob die Treponemen auf dem Objektträger mit Antikörpern beladen sind. Dazu werden weitere Antikörper verwendet, die gegen humane Immunglobuline gerichtet und mit einem fluoreszierenden Farbstoff gekoppelt sind.
4. Wasch-Schritt: Nicht gebundene Antikörper werden durch Waschen entfernt.
5. Detektion: Die Detektion erfolgt mit dem Fluoreszenz-Mikroskop.

Beurteilung:
Positive Reaktion: Leuchtende Treponemen sind zu sehen. Antikörper im Patientenserum binden an die Treponemen und lassen sich dann nicht mehr durch Waschen entfernen.
Negative Reaktion: die Antikörper im Patientenserum erkennen die Treponemen nicht und wurden abgewaschen.

4. Mikrokopieren Heuaufguss

Mikroskopieren Sie den Heuaufguss im hängenden Tropfen. Dazu brauchen Sie einen Objektträger mit Hohlschliff, der um den Rand mit ein wenig Vaseline gefettet wurde. Dann wird ein Tropfen des Heuaufgusses auf ein Deckglas gebracht und dieses dann umgekehrt auf den Hohlschliff des Objektträgers gelegt (s. Skizze).
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Was beobachten Sie? Zeichnen Sie und beachten Sie dabei die Größenverhältnisse.

Skizze:

5. Mikroskopie Plasmodien

Beim Menschen wird Malaria von vier verschiedenen Plasmodien-Spezies verursacht:
Plasmodium falciparum: Malaria tropica

Plasmodium vivax: Malaria tertiana

Plasmodium ovale: Malaria tertiana

Plasmodium malariae: Malaria quartana

Die Plasmodien-Spezies kann man anhand des mikroskopischen Bildes unterscheiden (s. Tabelle). Mikroskopieren Sie die Präparate, achten Sie auf die Unterschiede und machen Sie Skizzen.

P. falciparum:

P. vivax:
Übersicht Malaria-Erreger

	Spezies
	Inkubations​zeit (Tage)
	Stadium
	Parasit
	Erythrozyt

	P. falciparum
	12 (7-14)

exo-erythrozytär:5,5 - 7
	Ring
	dünnes Zytoplasma, Mehrfach-Infektion häufig
	normal

	
	
	Schizont
	8-24 kleine Merozoiten
	normal

	
	
	Gametozyt

	bananenförmig
	verformt

	P. vivax
	13 (12-17) auch bis 6-12 Monate

exo-erythrozytär: 6-8
	Ring
	dickes Zytoplasma, Mehrfach-Infektion möglich 
	normal bis vergrößert, Schüffner‘sche Tüpfelung

	
	
	Schizont
	groß, 12-24 Merozoiten, gesamter Erythrozyt gefüllt
	

	
	
	Gametozyt

	fast gesamter Erythrozyt gefüllt
	vergrößert

	P. malariae
	28 (18-40)

oder länger

exo-erythrozytär:12-16
	Ring
	dichtes Zytoplasma
	normal bis vergrößert

	
	
	Schizont
	6-12 Merozoiten (Gänseblümchen)
	

	
	
	Gametozyt
	rund bis oval, fast gesamter Erythrozyt gefüllt
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Themen: Parasitologie
	Aufgaben:

1. Mikroskopie Wurmeier, Demonstration Helminthen
2. Mikroskopie Protozoen – Flagellaten
3. Mikroskopie Kryptosporidien

4. Mikroskopie Toxoplasma

5. Rachenabstrich



1. Mikroskopie Wurmeier

Beginnend mit der kleinsten Vergrößerung werden die Präparate nach Wurmeiern durchsucht. Suchen Sie die abgebildeten Wurmeier und ergänzen die zugehörigen Namen. Sehen Sie sich auch die ausgestellten makroskopischen Präparate an.
Skizzen:
Übersicht Protozoen

	Art
	Sitz
	Erkrankung

	Flagellaten (Geißeltierchen)
	
	

	Trypanosoma brucei gambiense
Vektor: Tsetsefliege (Glossina spp)
	Blut, Liquor
	Schlafkrankheit (chronisch)

	Trypanosoma brucei rhodesiense
Vektor: Tsetsefliege (Glossina spp.)
	Blut, Liquor
	Schlafkrankheit (akut)

	Trypanosoma cruzi
Vektor: Raubwanze (Rhodnius prolixus)
	Blut, Gewebe (Vermehrung nur im Gewebe)
	Chagas-Krankheit

	Leishmania donovani
Vektor: Sandfliege (Phlebotomus spp.)
	Makrophagen (Milz, Leber, Knochenmark, Lymphknoten)
	Viszerale Leishmaniose (Kala Azar)

	Leishmania tropica
Vektor: Sandfliege (Phlebotomus spp.)
	Makrophagen der Haut 
	Kutane Leishmaniose

(„Orientbeule“)

	Leishmania brasiliensis
Vektor: Sandfliege (Lutzomyia spp.)
	Haut, Nasen- und Rachenschleimhaut
	Mukokutane Leishmaniose (Espundia)

	Trichomonas vaginalis
	Fluor vaginalis, Urethra (Mann und Frau) 
	Urethritis

	Giardia lamblia / intestinalis
	Duodenum, Gallenwege
	Giardiasis, Lambliasis

	Rhizopoden (Wurzelfüßler)
	
	

	Entamoeba histolytica
	Lumen u. Wand des Kolons; Abszesse in der Leber u. a. Organen (z. B. Lunge)
	Amoebiasis

	Dientamoeba fragilis
	Kolon
	fraglich pathogen

	Entamoeba coli (häufigste)
Entamoeba hartmanni, Iodamoeba bütschlii, Endolimax nana
	Kolon
	kommensal. apathogen

	Acanthamoeba spp.
Hartmanella spp.
Naegleria spp.
	freilebend, fakultativ parasitisch (Nasen-Rachenraum, Meningen, Gehirn)
	Meningoenzephalitis, Keratitis

	Sporozoen (Sporentierchen)
	
	

	a) Hämosporidien
	
	

	Plasmodium vivax

Plasmodium ovale

Plasmodium malariae

Plasmodium falciparum

Vektor: Mücke (Anopheles spp.)
	Leberparenchym und Erythrozyten
	Malaria tertiana 
Ovale-Malaria
Malaria quartana
Malaria tropica

	b) Kokzidien
	
	

	Toxoplasma gondii
	ZNS, Herz, Skelettmuskulatur
	Toxoplasmose

	Isospora belli
	RES, Dünndarm
	Isosporose

	Sarcocystis spp.
	RES, Dünndarm
	Sarkozystose (Sarkosporidiose)

	Cryptosporidium parvum

Mikrosporidien (Enterocytozoon bieneusi, Encephalitozoon intestinalis, Enc. hellem)
	Dünndarm; bei Immunschwäche gesamter Gastro- intestinaltrakt, Gallenwege, Pankreas, Lunge
	Kryptosporidiose

	Ziliaten (Wimperntierchen)
	
	

	Balantidium coli
	Kolon
	Balantidenruhr, Balantidose


Mikroskopie Wurmeier (Quelle WHO)
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2. Mikroskopie Flagellaten
Zu den Flagellaten zählen Einzeller, die eine Geißel besitzen. Suchen Sie die Einzeller in den vorliegenden Präparaten und zeichnen Sie diese.

Trichomonas vaginalis

Stellen Sie aus der bereitgestellten Kultur ein Lebendpräparat her und mikroskopieren Sie dieses. Geben Sie hierzu 1 Tropfen Kulturmaterial auf einen Objektträger und legen sie vorsichtig ein Deckglas darüber. Trichomonaden besitzen Geißeln (Flagellen), eine undulierende Membran (Schlepp-Geißel) und einen Zellkern.
Skizze:
Giardia lamblia
Giardia lamblia besitzt 2 Zellkerne, mehrere Geißeln und eine Saugplatte.
Skizze:

Trypanosoma cruzi
Trypanosoma cruzi besitzt eine einzelne Geißel, eine undulierende Membran, einen Kinetoplasten und einen Zellkern.

Skizze:
3. Mikroskopie Kryptosporidien
Mit einer Ziehl-Neelsen-Färbung werden die runden Oozysten der Kryptosporidien (ca. 3-4 (m) rot gefärbt. Suchen Sie diese im Präparat und zeichnen Sie.
Skizze:

4. Toxoplasma gondii
Mikroskopieren Sie die Präparate und zeichnen Sie.
Skizze:

5. Anlage eines Rachenabstrichs vom Patienten
Fertigen Sie ein Grampräparat vom ausliegenden Rachenabstrich an, der an ihrem Platz ausliegt. Machen Sie einen Drei-Ösen-Ausstrich auf eine Blut-Platte und eine Chrom-Platte. Mikroskopieren Sie das Grampräparat.

Skizze Grampräparat:

Beschreibung Kultur:

Beurteilung:
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Themen: Mykologie
	Aufgaben:

1. Beurteilung des Rachenabstrichs der letzten Stunde
2. Demonstration verschiedener Pilze (mikroskopisch und makroskopisch)



1. Demonstration verschiedener Pilze
Pilze sind Eukaryonten und haben somit einen Zellkern und Zellorganellen. Medizinisch bedeutsame Pilze lassen sich nach dem DHS-System (Dermatophyten, Hefen, Schimmelpilze) einteilen. Diese Einteilung ist taxonomisch nicht korrekt, hat sich aber im klinischen Alltag als nützlich erwiesen. In dieser Kursstunde werden Hefen und Schimmelpilze makroskopisch und mikroskopisch vorgestellt. Erstellen Sie Lactophenol-Präparate und sehen Sie sich die Präparate an und machen Sie Skizzen.
Lactophenol-Präparat

Geben Sie einen Tropfen Lactophenol auf einen Objektträger. Berühren Sie die Pilzkultur mit der Klebeseite eines durchsichtigen Klebefilms und kleben Sie diesen auf den Lactophenol-Tropfen und mikroskopieren Sie.
Tusche-Präparat
Der Hefepilz Cryptococcus neoformans besitzt eine dicke Schleimkapsel lässt sich aus Liquor mit einem Tusche-Präparat nachweisen. Geben Sie hierzu einen Tropfen Material auf einen Objektträger. Mischen Sie einen kleinen Tropfen Tusche hinzu und mikroskopieren Sie.
Skizzen:
Candida (Hefepilz)
Erreger: meist Candida albicans (selten andere Candida-Spezies, z.B. C. tropicalis, C. krusei)
Epidemiologie:
kosmopolitisch

Als Kommensale in geringer Keimzahl im gesunden Digestionstrakt des Menschen.

Pathophysiologie:
Soor, Windelsoor, Kolpitis, Ösophagitis, Candidämie, Organmykose

Kultur: 
Candida albicans bildet auf üblichen Nährböden in 2-3 Tagen kreisrund begrenzte, leicht erhabene mattglänzende, weiße Kolonien ohne Luftmyzel.

Mikroskopie:
Grampräparat


Candida albicans bildet als einzige Hefeart auf Reisagar Chlamydosporen aus. Die Bildung eines Pseudomyzels innerhalb von 3h („Keimschlauchtest“) ist typisch. 
Sprosspilze werden aufgrund ihrer Farbstoffbildung auf Chromagar oder biochemisch identifiziert.
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Skizze:
Penicillium ssp. („Pinsel-Schimmel“)
Epidemiologie:
weltweit, ubiquitär verbreitet

Pathophysiologie:
Humanpathogene Bedeutung als Mykotoxinbildner, als Allergen und nur ganz selten als Erreger einer Infektion. Die Mykotoxine gelangen durch Verzehr verdorbener Lebensmittel in den Organismus des Menschen.

Stoffwechselleistungen werden zur Lebensmittelveredelung genutzt: (z.B. Penicillium camembertii und Penicillium roquefortii)

Bestimmte Penicilliumarten bilden Penicillin.

Kulturverhalten:
blau mit weißem Rand

rasenförmig

Mikroskopie:

„Pinselform“
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Skizze:

Mucor ssp. (Köpfchenschimmel)
Epidemiologie:
weltweit, ubiquitär
Pathophysiologie:
Wachsen in Arterien ein und verursachen Pseudothromben.

Oberflächliche Mykosen durch Anflug und nachfolgende Kolonisierung auf geschädigter Haut.

Verursachen Infektionen von Stirn- oder Kieferhöhle.

Kulturverhalten:
rasches Wachstum




Hohes, graues Luftmyzel

Mikroskopie:

Sporangium kugelig


Columella


Unseptierte Hyphen
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Skizze:

Aspergillus ssp. (Gießkannenschimmel)
Epidemiologie:
weltweit, ubiquitär
Pathophysiologie:
kann systemische Infektionen (v.a. Pneumonie) bei immunsupprimierten Patienten verursachen oder in Kavernen wachsen (Aspergillom).
Kulturverhalten:
Färbung der Kolonien wird als Unterscheidungsmerkmal herangezogen, z.B. Aspergillus niger (schwarz), Aspergillus flavus (gelb)
Mikroskopie:

„Gießkannenform“
	
	Aspergillus fumigatus
	Aspergillus niger

	Vesikel:
	flaschenförmig
	kugelförmig

	Phialiden:
	ein-etagig
	ein- oder zwei-etagig
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Skizze:

Microsporum canis (Dermatophyt)
Epidemiologie:
weltweit, auf Katzen und Hunden verbreitet
Pathophysiologie:
kann beim Mensch eine Dermatose auslösen
Kulturverhalten:
watteartige, scharf begrenzte, creme-weiß oder orange-gelbliche Kolonien
Mikroskopie:
septierte Hyphen, keulenförmige Mikrokonidien entlang der Hyphen, gekammerte, spindelförmige Makrokonidien
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Skizze:

1	Die Angaben der Arbeitssicherheit und des Arbeitsschutzes sind zu beachten.


2 	Herstellerangaben zur Materialverträglichkeit sind zu beachten. 
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