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Inhalt:
2 Impfosen Antibiotika-Testblattchen, 2 x 6 Stiick mit verschiedenen Substanzen
1 Drigalski-Spatel 2 x 125 ml N&hragar
4 Tropfpipetten 5 ml Methylenblau-L&sung
20 Einweg-Doppelpetrischalen 20 Stuck Filterpapier
50 Objekttrager

Im modernen Biologieunterricht ist das Arbeiten mit Bakterien und deren Zichtung unverzichtbar. Schliters
,Bakteriologisches Praktikum“ soll lhnen den Unterricht erleichtern helfen.

Bei Schilern und Erwachsenen ist oft eine gewisse ,Bakterienangst” anzutreffen, die dazu fihrt, dieser Or-
ganismengruppe ,aus dem Weg zu gehen®. Abgesehen davon, dass dies im taglichen Leben weder moglich
noch sinnvoll ist, sollte beachtet werden, dass nur relativ wenige Bakterienarten ausgesprochene Krankheits-
erreger sind, deren Zucht in der Schule ohnehin untersagt ist. Dennoch ist es angeraten, auch bei der Unter-
suchung und Zucht nichtpathogenen Materials Sicherheitsaspekte zu beachten. Der Umgang mit Bakterien
sollte - das ist eine padagogische Forderung - grundsétzlich unter diesen Gesichtspunkten vonstatten
gehen. Alle Arbeitsmethoden der Bakteriologie sind nach Sicherheitsaspekten entwickelt worden.

Beachten Sie bitte folgende Hinweise: Bei bakteriologischen Arbeiten sollte weder gegessen, noch
getrunken, noch geraucht werden.

Bakterienkulturen a3t man nicht offen stehen (z.B. Deckel von Petrischalen mit Klebeband am Boden befe-
stigen) und man berthrt sich auch nicht mit den Fingern. Laborgeréte, die mit Bakterien in Berlhrung ge-
kommen sind, mussen sterilisiert werden. Haufig genlgt einfaches Abflammen oder Ausgliihen (z.B.
Impfése vor und nach jedem Gebrauch). Bakterien, die vom Menschen stammen (z.B. Zahnbelag, Hautbak-
terien) eignen sich natirlich fur die mikroskopische Untersuchung und geben interessante Aufschllisse.

Eine Zluchtung fur Unterrichtszwecke sollte jedoch unterbleiben.

Bakteriell verunreinigte Arbeitsflachen sind mit Desinfektionsmitteln oder Spiritus abzuwischen. Ausgediente
Bakterienkulturen werden sorgfaltig beseitigt. Sehr gunstig daftr sind Einweggerate. Bevor Sie z.B.
Petrischalenkulturen wegwerfen, versetzen Sie diese mit einigen ml eines Desinfektionsmittels (z.B. 5 -
10%ige Formalinlésung oder handelsubliche Desinfektionsmittel) und packen sie ein einen gut ver-
schlieBbaren Plastikbeutel. Wurden Kulturen in Glasgeraten herangezogen (z.B. Reagenzglaser), die
gespllt werden sollen, dann ist auch hier ein Desinfektionszusatz notwendig, der einige Stunden lang
einwirken sollte (am besten tUber Nacht).

Sofern ein Laborautoklav vorhanden ist, kann man naturlich auch damit Bakterienkulturen zuverlassig ver-
nichten. Kulturen in Plastikpetrischalen kénnen Sie auch verbrennen, falls dazu eine entsprechende Mdéglich-
keit besteht.

Beschaffung von bakteriologischem Untersuchungsmaterial
Bakterienhaltiges Untersuchungsmaterial finden Sie leicht in der Natur oder Sie kdnnen es sich auf einfache
Weise ziuchten. Dazu einige Beispiele:

Sauermilch entsteht ohne weiteres Zutun aus unpasteurisierter Milch durch einfaches Stehenlassen. Beson-
ders in einem warmen Raum vermehren sich die in ihr enthaltenen Milchs&urebakterien sehr rasch. Sie ver-
arbeiten Milchzucker zu Milchs&ure die ihrerseits das Milcheiwei3 zum Gerinnen bringt.
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Sauermilch (Dickmilch) enthélt Streptococcus lactis, ein Bakterium das einzeln, paarweise oder auch in
kurzen Ketten von 3 bis 4 Zellen auftritt. Daneben findet man auch noch Lactobactillus lactis, ein relativ
grofRes Stabchen.

Joghurt enthélt Streptococcus thermophilus (Kokken) und Lactobacillus bulgaricus (Stébchen).

Kefir entsteht durch die Tatigkeit verschiedener Milchsdurebakterien wie Streptococcus lactis, Streptococcus
cremoris (bildet langen Ketten) und Lactobacillus caucasicus (Stabchen). Ferner trifft man in Kefir Bacillus
caucasi - ein gewundenes Langstabchen - und au3erdem verschiedene Milchzuckerhefen an.

All diese Milchprodukte eignen sich gut zur Herstellung von Ausstrichpraparaten fiir mikroskopische Unter-
suchungen. Die Ausstriche sollten mdglichst diinn sein. Gunstig ist es, wenn das Praparat nur wenig Milch-
eiweil’ enthalt. Dies erreichen Sie, indem Sie die molkeartige Flissigkeit untersuchen, die sich in Vertiefun-
gen ansammelt.

Wurzelkndllchen von Leguminosen (Schmetterlingsblitler) enthalten Knélichenbakterien (Rhizobium le-
guminosarum), die als Stickstoffsammler von groRRer Bedeutung sind. Zur Untersuchung wird ein Wurzel-
knéllchen zerschnitten. Mit einem Messer schaben Sie dann an der Schnittflache und fertigen von der abge-
schabten Masse ein Ausstrichpréaparat an.

Wenn Sie Heu mit Wasser Ubergief3en und diesen Ansatz einige Tage ruhig stehen lassen, bildet sich an der
Wasseroberflache eine ,Kahmhaut* die zum grofiten Teil aus Heubazillen (Bacillus subitilis) besteht. Bacillus
subtilis kann noch weiter angereichert werden, wenn Sie den Heuaufguf3 nach dem Ansetzen abkochen. So
werden Fremdkeime weitgehend vernichtet, wahrend die Sporen des Heubazillus das Erhitzen uberstehen.

Stets verfugbar sind die Bakterien des Zahnbelags. Hier kdnnen Sie alle Bakterienformen antreffen, z.B.
Leptotrichum dentium, ein Stabchen, das bis zu 25 um lang wird. Daneben finden Sie verschiedene Kokken,
aulRerdem Spirochaten und Vibrionen. Abgesehen davon, dass die meisten Bakterien des Zahnbelags auf
gewohnlichem Nahragar nicht gedeihen, sollte auch aus Sicherheitsgriinden darauf verzichtet werden, diese
Bakterien zu zlchten.

Herstellung von Nahragarplatten

Fur die meisten bakteriologischen Experimente benétigt man sterilen Nahragar, der den Boden einer Petri-
schale bedeckt. Zu ihrer Herstellung enthalt der Gerétekit sterile Einwegpetrischalen sowie sterilen Nahr-
agar.

Zur Verflissigung der Nahrbodenmasse erwédrmen Sie den Flascheninhalt im siedenden Wasserbad. Am
einfachsten eignet sich dafiir ein wassergeflilltes Becherglas, in das die Nahragarflasche eingestellt wird.
Dabei ist folgendes zu beachten: Der Durchmesser des Becherglases sollte nicht zu grof3 sein, damit die
Flasche nicht umkippen kann. Ferner soll die Wasserfiullung htéchstens 2/3 der Flaschenhdhe erreichen,
damit kochendes Wasser nicht in die Flaschené6ffnung gelangen kann. Vor dem Erhitzen lockern Sie den
Schraubverschlu® der Flasche um ca. ¥ Umdrehung (jedoch Verschlul3 nicht abnehmen!). Das dickwandige
Flaschenglas konnte bei schroffem Temperaturwechsel springen. Es empfiehlt sich daher, die Nahragar-
Flasche in kaltes Wasser zu stellen und dann erst aufzuheizen. Wenn der ganze Flascheninhalt flissig ist,
kdénnen Sie mit dem Plattengief3en beginnen.

Inzwischen reihen Sie 8 bis 10 Petrischalen entlang einer Tischkante auf. Beachten Sie bitte, dass die Petri-
schalen steril und daher ohne weitere Malinahmen sofort verwendungsfahig sind. Die Platten dirfen nicht
unnétigerweise gedffnet oder gar mit den Fingern an den Innenseiten berthrt werden.

Nun wird die Nahragarflasche mit einem dicken Tuch angefalit, der Verschlul3 ganz abgeschraubt und die
Flaschendffnung sicherheitshalber kurz mit der Gas- oder Spiritusflamme abgeflammt. Dann heben Sie den
Deckel einer Petrischale einseitig leicht an und gieRen aus dem Vorratsgefald so viel Nahragar ein, dass der
Schalenboden damit ca. 3 mm hoch bedeckt ist. Nach dem Erstarren des Agars drehen Sie die Platten um
und bewahren sie auf dem Deckel liegend auf.
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In der Regel beschlagt sich der Schalendeckel mit Kondenswasser. Dieses kann sich bei Experimenten sto-
rend auswirken, wenn es auf den Nahrboden tropft. Daher sollten Sie die Platte erst verwenden, wenn das
Wasser verdunstet ist (z.B. Uber Nacht liegen lassen). Sie kdnnen aber das Kondenswasser kurz vor dem
Gebrauch von dem Plattendeckel wegschutteln. Andererseits 1aRt sich Kondenswasserbildung weitgehend
vermeiden, wenn der verflissigte Nahrboden vor dem Giel3en auf etwa 60° C (,gut handwarm®) abgekuhlt
wurde.

Nunmehr besitzen wir sterile Nahrbdden, die sich fir zahlreiche Untersuchungen eignen.

Nun einige Beispiele:

Nachweis von Luftkeimen

Um Luftkeime ,einzufangen® werden einfach die Petrischalen gedffnet und der Nahragar ca. 10 bis 20 Mi-
nuten exponiert. Dann legen Sie den Deckel wieder auf und lassen die Platte lichtgeschitzt einige Tage bei
Zimmertemperatur stehen. Sie werden auf der Nahrboden-Oberflache eine mehr oder weniger grof3e Anzahl
von z.T. recht auffallig gefarbten Bakterienkolonien erkennen, die sich deutlich von evtl. vorhandenen Pilzen
unterscheiden. Eine Kolonie geht in der Regel aus_einem einzigen Bakterium (bzw. Spore) hervor. Dieser
Versuch lai3t sich leicht in verschiedener Weise modifizieren: Platten an verschiedenen Orten exponieren
(z.B. Zimmer, Schulhof, belebte StralRe, Wald usw.). Die Zahl der Kolonien gibt einen Hinweis auf die
Bakterienbelastung der Luft.

Sie kénnen auch mehrere Platten in gleicher Weise exponieren, jedoch bei verschiedenen Temperaturen
bebriten. Abgesehen von unterschiedlichen Vermehrungschwierigkeiten ergeben sich auch Unterschiede,
die auf verschiedene Temperaturanspriiche der Bakterien zuriickzufiihren sind.

Mit der Impfose ist es leicht moglich, Bakterienproben zu entnehmen und Ausstrichpraparate anzufertigen.
Auch Reinkulturen kdnnen Sie herstellen.

Untersuchung von Wasserproben
Dafir gibt es zwei Moglichkeiten:

1. Ein Tropfen der Wasserprobe wird auf die Agaroberflache gebracht und mit Hilfe eines Drigalksi-Spatels
gleichmafiig verteilt. Um mit dem Spatel keine zusatzlichen Bakterien einzuschleppen, mufd dieser vor
Gebrauch abgeflammt werden.

2. In eine leere Petrischale pipettieren Sie 1 ml des zu untersuchenden Wassers und gief3en fliissigen hand-
warmen Nahragar hinzu. Durch vorsichtige, kreisende Bewegungen verteilen Sie den Schaleninhalt
gleichmafig.

In beiden Fallen wird bei Zimmertemperatur ,bebritet” und nach 24 oder 48 Stunden kontrolliert. Besonders
deutlich heben sich die teilweise recht kleinen Kolonien auf einer dunklen Unterlage ab. Die ,Kolonienzahl®
lasst Riuckschlusse auf die Wasserglte zu.

Herstellung von Reinkulturen

Eine Reinkultur enthélt Bakterien derselben Art.

Meist wird eine einheitlich aussehende Bakterienkolonie, wie sie z.B. auf einer ,Luftplatte“ zu finden ist, aus
einem Keim hervorgegangen sind und demzufolge nach dem Abimpfen auf frischen N&hragar zu einer
Reinkultur fuhren.

Es kann sich jedoch herausstellen, dass selbst eine makroskopisch einheitlich aussehende Kolonie manch-
mal aus zwei Bakterienarten besteht. Zur Sicherheit wird man daher eine Vereinzelung der Bakterienzellen
auch bei einheitlich aussehenden Kolonien vornehmen. Erst recht muf3 eine Auftrennung erfolgen, wenn aus
heterogenem Material (wie z.B. aus einem Heuaufgul3) einzelne Bakterienstimme herausgeziichtet werden
sollen.

© Schliter Biologie Jork Klawun



Eine einfache Methode, um Bakteriengemische aufzutrennen, stellt der Verdiinnungausstrich dar:

Mit der Impfése nehmen Sie eine kleine Menge des Bakterienmaterials auf und streichen es in engen
Schlangenlinien auf einer Nahragarplatte aus. Je langer die Schlangenlinie, um so mehr werden dem Ende
zu die Bakterien einzeln zu liegen kommen. Die sich daraus entwickelnden Kolonien werden als Reinkultur
separat weitergezichtet.

Gute Resultate kdnnen Sie
auch bei einem Ausstrich
nach folgendem Muster
erzielen:

Impfose 1-4: Reihenfolge
der Strichfiihrung

Zur langeren Aufbewahrung und fir platzsparende Kulturen eignen sich in besonderer Weise Schrégagar-
Rohrchen. Dies sind Reagenzglaser mit Kappen- oder Watteverschluf3, die etwa zu einem Viertel mit
Nahragar gefullt werden. Allerdings bedarf der Nahrboden jetzt wieder einer erneuten Sterilisation - entweder
im Dampftopf oder Drucktopf (Autoklav).

Dampftopf: GrofRes Becherglas (1 Liter, hohe Form) etwa 3 - 5 cm hoch mit Wasser flllen, Agarréhrchen
einstellen, Wasserfullung zum Kochen erhitzen. Um eine hohe Dampfsattigung zu erzielen, decken Sie das
Becherglas mit einem Lappen ab. Wasserbad ca. 20 Minuten kochen lassen.

Diesen Vorgang an den folgenden Tagen noch zweimal wiederholen. Zum Schluf3 lassen sie den Agar in
Schraglage erstarren und impfen dann die Bakterien in Schlangenlinien ab.

Stofflappen
Becherglas

Schragagarréhrchen

Wasserfullung

Bei der Auswertung der Versuche sollte bedacht werden, dass selbst reines Quellwasser - im Gegensatz zu
entkeimtem Wasser - stets eine Anzahl sogenannter ,Wasserkeime® enthdlt. Eine geringe Bakterienzahl
kénnte also unter Umstanden sogar eine Art Qualitéatsbeweis darstellen.

Antibiotikatest

Mit der Impfose Ubertragen Sie auf die Nahrbodenoberflaiche eine Bakterienprobe. Als Testbakterium ist z.B.
der Heubazillus (Bacillus subtilis) geeignet. Streichen Sie dann mit dem Drigalski-Spatel die Bakterien
gleichmafig Uber den gesamten Nahrboden aus (,plattieren). Legen Sie nun ein oder mehrere
verschiedene Testblattchen mit unterschiedlichen Substanzen in der Mitte des Néhrbodens auf. Schon am
nachsten Tag erkennen Sie rings um diese Anhéange eine bakterienfreie Zone. Die Grdolie des Hemmhofes
gibt Aufschlu® Uber die Wirksamkeit eines Antibiotikums bzw. Gber die Empfindlichkeit des Testkeims. Je
nach Art des verwendeten Testbakteriums fallen demnach die Ergebnisse unterschiedlich aus.
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Antibiotika-Testblattchen: Diese finden in der Human- und Tiermedizin Verwendung, um die Wirksamkeit
der Antibiotika auf bestimmte Krankheitserreger beurteilen zu kdnnen. Auf den einzelnen Blattchen sind
verschiedene Antibiotika aufgetragen. Allerdings sind die verwendeten Antibiotikamengen unterschiedlich.
Sie entsprechen den bei Ublicher Therapie in vivo erzielbaren Blut- und Gewebespiegels.

Haltbarkeit: Bei trockener und kihler Aufbewahrung (Kihilschrank) bleibt die volle Wirksamkeit 4 Wochen
erhalten. Zwar lasst dann die Wirkung allmahlich nach, wobei jedoch eine Verwendung fir den
Schulgebrauch noch monatelang méglich ist.

Hinweis: da bei diesem Versuch Resistenzkeime angereichert werden kénnen, muf3 bei der Beseitigung der
Platte mit Sorgfalt vorgegangen werden (Formalinldsung zur Desinfektion zugeben!).

Es ist wahrend des Kurses von auf3erordentlichem Interesse, auch andere Stoffe auf ihre bakterizide Wirk-
samkeit zu testen. Tranken Sie zu diesem Zweck kleine Filtrierpapierstiicke (markiert) mit verschiedenen
Desinfektionsmitteln oder mit Schwermetallsalzen (z.B. Kupfer-oder Quecksilbersalze). Legen Sie diese
Papierschnitzel feucht oder getrocknet auf die Kultur und protokollieren Sie die Ergebnisse.

Bakterien auf der Haut. Wascheffekt.

Unterteilen Sie eine Nahrbodenplatte in zwei Halften durch einen Markierungsstrich am Schalenboden. Auf
die eine Halfte dricken Sie den ungewaschenen Daumen ab. Dann waschen Sie die Hand griindlich mit
Seife, spulen unter flieRendem Wasser ab und driicken denselben Daumen noch feucht (nicht abgetrocknet!)
auf die andere Nahrbodenhélfte. Die Bakterien entwickeln sich bereits bei Zimmertemperatur, rascher geht
es bei 30° C.

Nach wenigen Tagen erhalten Sie ein verbluffendes Resultat: Eigentlich kdnnte man annehmen, dass sich
vom Abdruck des ungewaschenen Daumens mehr Bakterien entwickeln, als vom gewaschenen. Das Umge-
kehrte ist aber der Fall.

Erklérung: Die Seife reinigt ,porentief* und spult die Bakterien aus den Hautleisten. Trocknet man jetzt die
gewaschene Haut ab, so bleibt die Masse der Bakterien am Handtuch hangen (Problematik des Gemein-
schaftshandtuchs!)

Die Abdruckmethode eignet sich auch, um orientierende Hinweise auf den Bakterienbesatz der Oberflache
verschiedener Gegenstande zu erhalten. Interessant sind z.B. entsprechende Untersuchungen an Handti-
chern, Geldscheinen, Miinzen, Turklinken usw.

Hinweis: Aus Sicherheitsgrinden sollten menschliche Hautbakterien nicht weitergezichtet werden. Kultu-
ren nach Gebrauch zuverléassig vernichten.

Wirkung ultravioletter Strahlung. UV-Strahlung kann Bakterien abtéten. Sie wird deshalb auch zur Steri-
lisation verwendet. Als Strahlenquelle fiir einfache Experimente dient eine UV-Laborlampe, ersatzweise ein
UV-Bestrahlungsgeréat.

Durchfihrung: Man plattiert auf der Nahrbodenoberflache eine Bakterienprobe aus. (Drigalski-Spatel ver-
wenden). Die Bakterien sollten einer Kultur entstammen, die erst ca. 1 - 2 Tage alt ist. Selbst Kulturen von
Sporenbildnern, wie beispielsweise Bacillus subtilis, befinden sich zu dieser Zeit noch in der UV-empfind-
lichen vegetativen Phase.

Die offene Petrischale wird mit einer Pappscheibe abgedeckt, in die ein Fenster (z.B. Kreuzform) einge-
schnitten worden ist. Die so abgedeckte Kultur wird etwa 20 Minuten der Strahlung ausgesetzt, anschlief3end
mit dem Deckel verschlossen und 1 bis 2 Tage bebritet (Zimmertemperatur).

Zur Prifung der UV-Durchlassigkeit von Glas decken Sie das Schablonenfenster mit einer Glasplatte (Ob-
jekttrager) ab.

Ergebnis: Nicht sporenbildende Bakterien sowie Sporenbildner im vegetativen Zustand werden relativ rasch
abgetdtet.(,Fenster” in der Pappabdeckung). Da sich unter der Glasabdeckung ein ungestorter Bakteri-
enrasen entwickelt, kann gefolgert werden, dass Glas das UV-Licht absorbiert.

Vervielfaltigung von Kolonie-Verteilungsmustern auf andere Nahrbdden

Beachten Sie bitte dabei, dass die verwendeten Petrischalen einen & von mindestens 80 mm haben.

Mit dem Replika-Stempel (Art. 355.400) werden Bakterienkulturen in ihren Verteilungsmustern auf andere
Néahrbdden Ubertragen (dupliziert).
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Auf diese Weise kdnnen Sie vielféltige Tests mit den gleichen, aber duplizierten Bakterienstammen durch-
fuhren. Zum Beispiel, in dem Sie unterschiedliche Wirkstoffe auf die Stdmme einwirken lassen oder durch
Anderung des pH-Wertes der Nahrbdden. Bei der Verwendung eines Agar-Nahrbodens, dem einzelne Ami-
nosauren fehlen, wird eine veranderte Wachstumsrate feststellbar sein, Mangelmutanten kénnten gefunden
werden u.a.

Gebrauch: Um eine Kolonieplatte zu duplizieren, fixiert man ein steriles Tuch mit dem Haltering auf dem
Stempel. Stempel und Haltering vorher mit Ethanol sterilisieren, ebenso die Pinzette, mit der die Tlcher
vorsichtig aus der Alufolie entnommen und mit der weichen Seite nach oben auf den Replikatorblock gelegt
werden. Mit dem Haltering wird das Tuch auf dem Block fixiert. AnschlieRend wird die Kolonieplatte mit der
Oberseite leicht auf das gespannte Transfertuch gedriickt. Mit einer weiteren Petrischale, in der sich ein
geeigneter Nahrboden befindet, wird dieser Vorgang wiederholt. So erzeugt man einen Abdruck (Replikat)
der urspriinglichen Kolonieanordnung auf der neuen Platte.

Herstellung von Ausstrichpraparaten

Voraussetzung fir ein einwandfreies Gelingen ist die Benutzung fettfreier Objekttradger. Das Einfetten ge-
schieht z.B. durch Abwischen mit Benzin oder Alkohol. Als recht geeignet erweist sich auch einfaches
Spulen mit Wasser, dem etwas Spulmittel zugesetzt wurde. Die Objekttrager stellt man senkrecht und laft
sie abtropfen und an der Luft trocknen - nicht trocken wischen! Es bildet sich ein Spulmittelfilm, der das
Ausstreichen erleichtert.

Nun verfahren Sie in folgender Weise:

Einen kleinen Wassertropfen auf den Objekttrager aufbringen.

Bakterien mit der Impfése im Wassertropfen aufschwemmen.

Bakterienaufschwemmung mit der waagerecht gehaltenen Impfése ausstreichen.

Ausstriche waagerecht flach legen und an der Luft trocken lassen.

Fixieren:

Dazu ziehen Sie den Objekttrager, mit dem Ausstrich nach unten, 3 x - jeweils etwa eine Sekunde lang -
durch eine nichtruRende Flamme (z.B. Sparflamme des Bunsenbrenners, Spirtusflamme usw.). Die Bakte-
rien werden auf diese Weise abgetttet und aulRerdem am Objekttrager befestigt.

Farben:

Ausstrich waagerecht auf saugfahige Unterlage (Filtrierpapier, Zeitungspapier usw.) legen und Farbstoffl6-
sung auftropfen.

Bei Verwendung von Methylenblaulésung lafst man die Farbe ca. 5 Minuten lang einwirken. Dann wird mit
Leitungswasser abgesplilt. Den gefarbten Ausstrich 1a3t man anschlieBend an der Luft trocknen. Man kann
Spulmittelreste auch durch vorsichtiges (1) Auflegen eines Filtrierpapiers absaugen. Nicht abwischen!

Jetzt ist das Praparat fertig zur mikroskopischen Untersuchung. Das Auflegen eines Deckglaschens eribrigt
sich. Lichtgeschutzt aufbewahrt sind solche Praparate jahrelang haltbar.

Dauerpraparat:
Auf den gut getrockneten Ausstrich gibt man einen Tropfen EinschluBmittel und legt ein Deckglas auf - fertig.
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