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7 f)
Impf- und Kulturtechniken für Aerobier anwenden 


7 h)
Mikroorganismen isolieren, färben und morphologisch differenzieren

Kulturhaltung am Beispiel Bacillus sphaericus

Versuch 1: Anreicherung von Bacillus sphaericus in einer Nährbouillon 

Grundlagen
Bacillus sphaericus gehört zu den schwermetallbindenden Bakterien und erlangt daher größte Bedeutung bei der Reinigung industrieller Abwässer.

Bacillus sphaericus ist ein Bodenbakterium. Es ist auch in Sedimenten des Meeres und des Frischwassers sowie in Milch und einigen Lebensmitteln zu finden. Es ist ein Organismus, der an natürlichen Standorten in sehr geringen Konzentrationen zu finden ist.

Flüssige Nährmedien (Nährbouillon) dienen vorrangig der Anreicherung von Mikroorga​nismen, bei Reinkulturen zur Prüfung physiologischer Eigenschaften und zur Gewinnung größerer Zellmengen.

Aufgabenstellung
Reichern Sie Bacillus sphaericus in einer Nährbouillon an und beurteilen Sie das Wachs​tum nach 24h ± 4h und 48h± 4h. 


Fertigen Sie dazu ein Protokoll an.

Hinweise zum Arbeitsschutz
· Beachten Sie die Sicherheitsvorschriften im Labor.

· Beachten Sie die Grundregeln des sterilen Arbeitens und die Regeln an der Laminar-Flow-Box.
Geräte und Materialien
· Agarplatte mit kultivierten Bacillus sphaericus

· Kulturöhrchen mit vorbereiteter Nährbouillon 

· Nährbouillon:      Fleischextrakt:    3 g /l Fleischextrakt
oder
Standard 1





5 g /l Pepton





10 mg/l MnSO4 * 1 H2O





Bacillus sphaericus (von Platte)

· Brenner

· Impföse

Durchführung

· Die Arbeiten werden unter keimfreien Bedingungen durchgeführt. Arbeiten Sie unter der Laminar-Flow-Box.

· Stellen Sie die vorbereitete Nährbouillon bereit und beschriften Sie die Kulturröhr​chen.

· Beimpfen Sie Ihre Nährbouillon mit Bacillus sphaericus.

· Dazu entnehmen Sie mittels der Impföse (Achtung: ausglühen und abkühlen lassen) eine kleine Menge Bakterienkoloniemasse von der Agarplatte. Die Agarplatte sofort wieder verschließen (Abflammen). 

· Die Impföse ca. 1 cm in die Bouillon eintauchen und das Bakterienmaterial an der Glaswand mit der Nährbouillon verreiben. Danach die Öse ohne die Wand zu berüh​ren herausnehmen. 

· Kulturröhrchen vor dem Verschließen abflammen und die Impföse sofort vorsichtig trocknen und ausglühen. Sollte eine Infektion vorkommen, den infizierten Bereich sofort desinfizieren.

· Die Bestimmung ist als Doppelbestimmung durchzuführen.

· Bebrüten Sie die Kulturröhrchen bei 30°C.

· Fertigen Sie dazu ein Protokoll an. 
Versuch 2: Differentialausstrich auf einer Agarplatte

Grundlagen
Einzellige Mikroorganismen (Bakterien und Hefen) vermehren sich auf geeigneten Nähr​medien meist sehr rasch (Generationszeiten: wenige Minuten bis Stunden) durch vegeta​tive Teilung. Auf festen Nährböden (Agarplatten) kann eine einzelne Zelle in wenigen Tagen zu einer Einzelkolonie mit ca.106 - 107 Zellen und mehreren mm Durchmesser heranwachsen, die einen Klon identischer Zellen darstellt. Einzelkolonien verschiedener Mikroorganismen unterscheiden sich häufig durch ihre Größe, Form und Farbe, so dass eine Identifizierung möglich ist. Durch einen Verdünnungsausstrich auf einer geeigneten Agarplatte ist es oft möglich, aus einem Gemisch verschiedener Mikroorganismen ein​zelne, charakteristische Einzelkolonien zu gewinnen, mit deren Hilfe der Mikroorganismus weiter charakterisiert und durch weitere Untersuchungen (z.B. der Stoffwechselleistungen) genau identifiziert werden kann.

Die Gewinnung von Reinkulturen eines Erregers ist eine unabdingbare Voraussetzung z.B. für die exakte Diagnostik von Infektionskrankheiten. Zunächst werden Anreicherungs​kulturen angelegt, aus denen sich durch einen Differentialausstrich auf einem geeigneten Agar-Nährboden Einzelkolonien gewinnen lassen. Diese können als kleine Reinkulturen für die weitere mikroskopische, biochemische und immunologische Charakterisierung des Mikroorganismus verwendet werden.
Aufgabenstellung

Gewinnen Sie Bacillus sphaericus mittels Ausstrich aus einer Nährbouillon auf einer Agarplatte und auf Schrägagar. Beurteilen Sie das Wachstumsergebnis nach 24h ± 4h und 48h± 4h..

Fertigen Sie ein Protokoll an!

Hinweise zum Arbeitsschutz

Entsprechend allgemeiner Belehrung

Geräte und Chemikalien

· Agarplatte, Kulturröhrchen mit Schrägagar

· Kulturröhrchen mit Bacillus sphaericus

· Impföse

· Bunsenbrenner

· Filzschreiber

Durchführung

1. Von der Bacillus-sphaericus-Kultur (Kultur vom Vortag / Nährbouillon) wird eine kleine Menge mit der sterilen Impföse wie in dem folgenden Schema gezeigt ausgestrichen. 
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Zunächst wird das Material in einem einzelnen Strich am Rand der Platte ausgestrichen. Dann wird die Öse wieder ausgeglüht und der Vorgang 2-mal wiederholt.
In den folgenden Schritten wird das Material, wie in der Skizze gezeigt, über den Rest der Platte ausgestrichen, wobei die Öse jeweils zwischen den Schritten wieder ausgeglüht wird. Vorsicht: Öse gut abkühlen lassen.

Die Platte wird verschlossen, auf der Rückseite mit Namen, Datum, Uhrzeit und Versuch beschriftet und 24h ± 4h und 48h± 4h. inkubiert. 

Achtung!
Bakterienkulturen in Petrischalen sollten in der Regel umgedreht bebrütet wer​den, sodass jede möglicherweise entstehende Kondensation in den Deckel und nicht in die Kultur gelangt.

2. Führen Sie ebenfalls einen Ausstrich auf Schrägagar aus.



Verwenden Sie dazu die vorbereiteten Kulturröhrchen. Das Übertragen von Bacillus sphaericus erfolgt mittels einer Impföse (ausglühen und abkühlen lassen!). Nach dem Benetzen der Impföse mit Bacillus sphaericus kann der Schrägagar beimpft werden, indem die Öse wellenförmig über die Oberfläche des Agars geführt wird. Verschlie​ßen Sie das Röhrchen.

3. Bebrüten Sie die Agarplatten und die Schrägagarröhrchen bei 30°C.


Beurteilen Sie das Wachstum nach 24h ± 4h und 48h± 4h unter folgenden Gesichts​punkten: 

Beurteilung der Morphologie der Bakterien und der Kolonie (Skizze)

Kriterien: Farbe, Größe, Oberfläche, Rand, Form

Ergänzung der morphologischen Beschreibung durch 

physiologische Merkmale 
Wachstumsbedingungen: Abhängigkeit von Sauerstoff, Temperatur
Versuch 3: Gramfärbung als wichtigste Differentialfärbung


Grundlagen 

Die Gramfärbung ist die wichtigste mikrobiologische Färbung, die zur Differenzierung und Diagnostizierung von Bakterien benutzt wird. Sie wurde zufällig von dem dänischen Mikro​biologen Christian Gram entdeckt, als er nach einer Färbemethode für Pneumokokken in krankem Lungengewebe suchte. Mit der Gramfärbung lassen sich die Bakterien in zwei große Gruppen einteilen: 

die grampositiven und die gramnegativen Bakterien.

Die grampositiven Bakterien behalten den zuerst aufgebrachten violetten Farbstoff (Kris​tallviolett) und sind daher violett gefärbt. Die gramnegativen Bakterien werden bei Behand​lung mit Lugol`scher Lösung und Ethanol entfärbt. Durch eine Gegenfärbung z.B. mit dem Farbstoff Safranin können die gramnegativen Bakterien rot gefärbt werden.

Diesem konträren Verhalten liegen Unterschiede in der Struktur und Zusammensetzung der Zellwand zugrunde. 

Aufgabenstellung
Führen Sie die Gramfärbung mit Bacillus sphaericus durch und beurteilen Sie sein Gram​verhalten. Skizzieren Sie die Morphologie der Bakterien.

Hinweise zum Arbeitsschutz

· Entsprechend allgemeiner Belehrung
Geräte und Chemikalien

· Platten-Kulturen von Bacillus sphaericus

· Färbelösung nach Gram: 
Kristallviolett  



Lugol´sche Lösung 



Entfärber 



Safraninlösung 

· 0,9 % NaCl-Lösung (steril)
· Mikroskopieröl 

· Mikroskop, Objektträger, Deckgläschen

· Impföse 

· Pasteurpipetten, Brenner, Färbegestell, Färbewanne

Durchführung
Achtung! Die Gramfärbung ist nur sinnvoll bei Bakterien mit intakter Zellwand. Bakterien mit beschädigter Zellwand reagieren immer gramnegativ! 

1. Fixierung der Bakterien 

· Objektträger mit 96% Ethanol entfetten,

· mit Leinentuch trocken reiben

· mit der Impföse Bakterienstamm auf Objektträger in 1 Tropfen NaCl-Lösung auftra​gen und zu einem dünnen Film ausstreichen. 

· Führen Sie eine Doppelbestimmung durch.




· Möglichst dünne, nur schwach getrübte Ausstriche, in denen die Zellen möglichst ein​zeln liegen, herstellen

· Präparat an der Luft trocknen und mehrmals durch die rauschende Flamme des Brenners ziehen (Fixierung).

2. Färbung der Bakterien

Der Ausstrich darf währen der gesamten Färbung nicht trocken werden.

2.1. Färbelösung 1 (Kristallviolettfärbung):

· Objektträger auf das Färbegestell legen

· Präparat mit Kristallviolettlösung bedecken

· nach ca. 1:30 min den Farbstoff in die Wanne abgießen 

· vorsichtig mit destilliertem Wasser nachspülen

2.2. Färbelösung 2 (Beizung): 

· Lugol’sche Lösung auftropfen

· ca. 3 min färben 

· vorsichtig mit destilliertem Wasser nachspülen (20s)

2.3. Entfärbung: 

· Ausstrich so lange im Entfärber (z.B. in einem Färbezylinder) benetzen, bis 
kein Farbstoff mehr gelöst wird, jedoch nicht länger als 10 s

· vorsichtig mit destilliertem Wasser nachspülen (30 s)

2.4. Gegenfärbung:

· das Präparat mit Safraninlösung überdecken

· 1 min einwirken lassen 

· vorsichtig mit destilliertem Wasser spülen bis keine Farbe mehr läuft (1min)

· lufttrocknen (ca. 5 min)

2.5. Mikroskopieren: 

· Die mikroskopische Untersuchung der trockenen Präparate beginnt mit der kleinsten Vergrößerung.

· Wenn ein Ölimmersionsobjektiv notwendig sein sollte, dann verwenden Sie ein 
Deckglas
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