Mibi2 Zusamenfassung
Grundlagen des mikrobiologischen Arbeitens

Steriles Arbeiten: MO überall als vegetative Keime oder Sporen-Dauerformen, deshalb im keimarmen Labor oder Impfkabine (Clean Bench) arbeiten. Keimreduzierung durch häufige Desinfektion der Arbeitsflächen, Umgebung durch Versprühen von Desi, UV-Bestrahlung o.ä. 

Sterile Geräte: Kulturgefäße sind vor und nach dem Entnehmen abzuflammen. In der Nähe der Flamme arbeiten, nur solang öffnen wie nötig, schräg halten.
Quadranten Ausstriche: dient der Vereinzelung, einzelne Strich und drehen der Platte um 90 Grad (Impföse jeweils ausglühen, da Mitnahme des Materials vom vorangegangenen Striches.) oder in Ws und Ms ausstrichen, nicht ausglühen 
Nährmedien: Bedeutende Faktoren sind pH, Konz., osmotischer Druck, Spurenelemente und Vitamine, aW-Wert, Sauerstoffpartialdruck (pO2); Zweck berücksichtigen
Zusammensetzung: Als Energiequelle dienen organische Kohlenstoffverbindungen (Zucker, Alkohol), Makroelemente H,N,S,P,K,Ca,Mg,Fe; Spurenelemente Mn,Sn,Cu,Co,Ni (oft als Verunreinigungen im Glas, Zugabe nur bei Minimalmedien) (Toxizitätsskala bei Spuren- und Makroelemeten) (C-, N-, P-, S-, O-Quellen)
Pepton: Eiweißprodukt, durch proteolytische Enzyme (Pepsin, Trypsin, Papin) aus tierischen oder pflanzlichen Proteinen (Muskeleiweiß, Casein, Sojamehl) hergestellt. 

Hydrolysate: durch Säurehydrolyse aufgespaltene Eiweißgrundstoffe und bilden ein Gemisch aus hoch- und niedermolekularen Peptiden und Aminosäuren. Dabei werden Vitamin und bestimmte Wuchsstoffe zerstört. Caseinhydrolysat.

Extrakte: Wässrige Auszüge, bei den das Lösungsmittel Wasser durch schonendes Verdampfen entzogen wurde. Reich an niedermolekularen Eiweißbestandteilen und Wachstumskomponenten. Fleischextrakt – aus fettfreien, enzymatisch leicht vorverdautem Fleisch, wird als universelle C- oder N-Quelle eingesetzt. Malzextrakt für Hefen und Pilze. Hefeextrakt – Pulver durch Extraktion autolysierter Hefe und anschließendem Trocken gewonnen. Wuchsstoffquelle bei komplexen Kulturmedien. Da hoher Vitamin-B Gehalt, besonders gut für anspruchsvolle MO. Es gibt auch Erdextrakt, Orangenextrakt, E. aus Früchten, Melasse, Maisquellwasser usw. Nährmedien ohne Verfestiger = Lösung, enthalten sie viel Eiweiß = Boullion -> Verfestiger sind Serum- und Hühnereiweiß, Stärke, Pektin und Agar-Agar.

Agar-Agar: Galactan-Polysaccharid gewonnen aus Rotalgen. Inert gegenüber fast allen MO, es wird nicht assimiliert. Löslich bei ca. 95°C, erstarrt bei ca. 45-50°C. Agarkonz. für Platten ca. 1,5-2%.
Gelantine: Extrakt aus Häuten, Knochen, Sehnen. Gerüsteiweiß. Gelantinenährböden dienen zum Nachweiß von proteloytischen Exoenzymen. Verflüssigungs- und Verfestigungspunkt bei ca. 25-30°C, Konz. 3-15%.

Unterscheidung von Nährmedien:

· Nach der Zusammensetzung:

Synthetische Medien – definierte chemische Verbindungen, immer gleich, für physilogische Untersuchungen

Komplexe Kulturmedien – Zusammensetzung quantitativ nicht vollständig bekannt, meist biologisch: Würze, Fleischwasser, Obstsaft - billig

· Nach den Ansprüchen des MO:

Minimalmedien: erfüllen qualitativ die Grundbedürfnisse eines MO, aus einer organischen C-Quelle und einer Mineralsalzlsg. – definierte Medien

Vollmedien: enthalten neben den essentiellen Stoffen viele Bestandteile, die der MO selbst herstellen könnte, daher schnelleres Wachstum als bei Nährmedium.
· Nach der Zielsetzung:

Selektivnährmedium: Wachstum nur bestimmter Gruppen von MO mit bestimmten physiologischen Eigenschaften. Mossel-Bouillion für Enterobacteriaceaen.

Differenzialmedien: Spezialnährmedien wirken nicht unbedingt selektiv, Unterscheidung anhand physiologischer Unterschiede. Nährboden mit ph-Indi., DRCM für Clostridien.

Kollektivnährmedien: für grosse Gruppen von MO, ST-I für Bak., YEPD für Hefe, Pilze.

Herstellung und Gießen von Agarplatten: Beschriftung!!! (Agar-Typ, Name, Gruppe, Datum usw.)
YEPD-Agar: für 250ml, Abwiegen der Substanzen, Hitzeempfindliche Sub. Einzeln autoklavieren, Maillard-Reaktion, mit entionisiertem Wasser verdünnen, pH 6,3 einstellen, die Substanzen in einem EMK mit 225ml, Aufkochen zum Lösen, dann für 15min in den Autoklaven, temperieren auf 50-55°C und langsam auf leicht geöffnete Platte gießen. Vermeiden von Kondenswasser und Synaresewasser (Quetschwasser). Trocknen im Brutschrank, Reinluftkabine, Haltbarkeit 2 Monate.
· 1% Hefeextrakt = 2,5g

· 0,11 mol/l Glucose (Dextrose MG 180g/mol) = 4,95g

· 2% Pepton = 5g

· 2% Agar-Agar

ST I-Agar: pH 7,5

· 0,3% Hefeextrakt = 0,75g

· 0,016 mol/l Glucose = 0,72g

· 1,5% Pepton = 3,75g

· 2% Agar-Agar

· Natrimchlorid (MG 58, 44g/mol) = 0,10 M = 1,1g

Halotoerante MO: vertragen bis zu 15% NaCl – Microkokkus, Staphylokokkus
Halophile MO: benötigen 15-30% NaCl Halobakterien
Wichtige Nährmedien:

YEPD: Komplexmedium für Hefen und Schimmelpilze ( Yeast-Extract-Pepton-Agar), pH 6,3

ST I: Komplexmedium für Bakterien, pH 7,5

Endo-Agar: Hemmt gram (+), E.coli/coliforme Keime wachsen, färben sich aufgrund von Fuchsin rot, bei E.coli. grün/metallisch. E.coli und Coliforme verwerten Laktose unter Bildung von Aldehyd und Säure. Aldehyd setzt Fuchsin aus der Fuchsin-Sulfit-Verbindung frei, die färbt die Kolonien rot an. Bei E.coli kristallisiert das Fuchsin aus und dadurch schimmern die Kolonien grün-metallisch.

Malachitgrün-Bouillion: Wachstum von Pseudomonaden, aber E.coli wächst z.T. auch. Malachitgrün hemmt die Begleitflora, während P.a. ungehindert wachsen kann. Zusatz geringer Mengen Phosphatpuffer stabilisiert den pH der Boullion. 

King A und B: Nachweis von Pseudomonaden, sie bilden Pyocyanin (Fluorescein), UV Fluoreszenz
Azid-Glucose-Bouillion: Nachweis von Enterokokken, gram (-) Keime werden gehemmt durch Na-Azid

Kanamycin-Äsculin-Azid-Agar (KAA): Nachweis von D-Streptokokken, sehr spezifisch, kaum Begleitflora, da Kanamycin und Azid. Das Glucosid Äsulin wird durch Streptokokken in Glucose und Äsuletin hydrolisiert. Kolonien färben sich olivgrün bis braun/schwarz (Eisen(III)-Ionen + Äsculetin).
Acetamid-Mineralsalzlösung:

· anorganische Salze

· Acetamid (C,N - Quelle)

Verwertung von Acetamid von Pseudomaden unter Bildung von Ammoniak. Nachweis mit Nessler-Reagenz (alkalische Lsg. K2(HgJ4) Qucksilberiodid) ( Farbumschlag nach orange = Ammoniak (Quecksilberammoniumiodid)

YNB: Yeast Nitrogen Base

YNBD: Yeast-Nitrogen Base; Hefe-Stickstoff mit einem Zusatz von Dextrose (für Mutagenese)

CBM-Medium: (für Mutagenese) alle notwendigen Bestandteile enthalten
DSM Medium 535: (für Mutagenese) Casein peptone, tryptic digest, Hefeextrakt, Glucose, NaCl, Agar
YEPG: Hefeextrakt Pepton Glycerin Agar – Glycerin anstelle von Glucose, dies kann eine atmungsdefekte Hefe nicht verwerten. (für Mutagenese)

DRCM-Medium: (Differential Reinforced Clostridial Broth) Cystein als reduzierende Substanz und Resazurin als Indikator. Vorhandenes Sulfit wird von Closrtidien zu Sulfid reduziert, dies wird als Eisensulfid (schwarze Färbung) nachgewiesen. Vorbehandlung zum entfernen der vegetativen Keime mit Erhitzen 80°C und Polymyxin-Zugabe nötig, da auch andere MO Sulfid bilden können. Es bleiben die SSA (=sulfitreduzierende, sporenbildende Anaerobier) übrig.

Sulfit-Eisen-Agar: Nachweismedium für Clostridien, nach Pasterisation bleiben nur die Bakteriensporen übrig.

Thioglycolat-Medium: Zur Züchtung von und Isolierung von obligaten und fakultativ anaeroben und mikroaerophilen Keimen. Reduzierende Substanzen sind Cystein und Thioglycolat. Durch ihre Sulfhydrylgruppen werden Arsen-, Quecksilber- und andere Schwermetallverbindungen inaktiviert. Durch die hohe Viskosität wird ein Eindringen von Sauerstoff verhindert, Kontrolle Farbumschlag des Redoxindikators Resazurin.

Bacillus Stearothermophilus: Abtötungsversuch der Sporen
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Indikatorkeim bei der Autoklavensterilisation. Sporensuspension wird mit Filterpapier aufgenommen und in RG mit ST-I Bouillion (+2 Tropfen Phenolrot) überführt. Bei unterschiedlicher Hitzebehandlung wird Trübung und bei Wachstum (Säurebildung) eine Verfärbung von rot nach gelb angezeigt. (Phenolrot: pH 6,8 = gelb, pH 8,4 = rot) Bebrütung 1-2 Tage bei 55°C.
Verünnungsreihe:

108 Hefezellen pro ml und bis zu 1012 Bakterien / ml. Bis zu 1000 Kolonie pro Petrischale (Ø90mm) können ausgezählt werden. Für KBE/ml besser 20-30 (weniger=statistischer Fehler, mehr als 300=Nährstoffkonkurenz). Meist 0,9% NaCl-Lösung oder isotonische Salzlsg. zum Verdünnen. Meist Dekadisch! Nicht dekadisch 1:10 1:20 1:40 1:50 usw. (groß/klein)
Konzentrationsgleichung c1 x V1=c2 x V2

c1= 0,25 % iges DF und c2 = gewünscht 0,1%iges DF

V2= 1000 µl und  V1 (µl)  =0,1 % x 1000µl /0,25%  =400 µl
Kolonien bildende Einheiten = KBE/ml = KBE/Platte x Verdünnungsfaktor VF (bei 0,1ml Verdünnung = VF 10)
Beispiel: 29 KBE x 106 VF (bei einer 10-5 Verdünnung und 0,1ml)

Keimzahlbestimmung

direkt:

1. Zählkammer

Nur für Hefen und Schimmelpilze, da Bakterien meist zu klein.Es gibt verschiedene Kammertypen, sie unterscheiden sich in ihren Volumina. Thoma-Kammer: 16 Großquadrate mit je 16 Kleinquadraten ( 256 KQ mit je 0,05mm*0,05mm= 0,0025mm² * 0,1mm= 0,00025mm³. 1GQ mit der Fläche 16*0,0025mm²= 0,04mm² * 0,1mm= 0,004mm³. Reinigung, Befüllung vom Rand mit einer Pasteurpipette. Wenn Newton’sche Ringe nach Aufschieben des plangeschliffenen Deckgläschens entstehen ist das Volumen exakt. Mikroskopieren bei 100-400facher Vergrößerung, die Zahl der Einheiten sollte zwischen 50-80 pro GQ betragen, Zellen auf oberer und rechter Begrenzungslinie zählen. Es werden 4GQ diagonal ausgezählt, die Kammer wird mehrfach befüllt. Thoma-Kammer-Faktor= 106/4. Die Zellzahl liegt höher als beim Plattenguß und Drigalski-Ausstrich, da auch tote Zellen mitgezählt werden.

2. Coulter Counter

3. DEFT- Direkt-Fluoreszenz-Filtertechnik

indirekt:

· Lebendzellzahl:

1. Gussplattenverfahren - Koch’sches Plattengussverfahren
meist 1ml Suspension in leere Petrischale, flüssiger auf 50°C temperierter Agar angießen, vermischen eine 8 beschreiben, bebrüten, auszählen. KBE zwischen 20-300!!! Vorteil: größeres Probevolumen möglich, gleichmäßigere Verteilung. Nachteil: keine mikroskopische Analyse, etwas längere Bebrütung, keine Auszählung verschiedener Keime. Probleme: Nährstoffkonkurenz, Aggregate, Antibiotikabildner -> Verfälschung. Praxis: 1ml S.cerevisiae-Suspension mit 50°C warmen YEPD-Agar, 28°C, 48h, aerob. >500KBE= TNTC (to numerous to count), 0=500 KBE auszählen, 20-300KBE berechnen, Kontaminanten extra bestimmen!

2. Oberflächenspatelverfahren

Drigalski-Ausstrich, meist 0,1ml auf fertigen Agar, mit Spatel ausstreichen. KBE zwischen 20-300!!! Vorteil: mikroskopische Analyse möglich, kürzere Bebrütung, Auszählung verschiedener Keime möglich.

Praxis: 0,1ml S.cerevisiae-Suspension auf YEPD-Agar, 28°C, 48h, aerob. >500KBE= TNTC (to numerous to count), 0=500 KBE auszählen, 20-300KBE berechnen, Kontaminanten extra bestimmen!

3. Tropfplattenverfahren

4. Membranfilterverfahren

5. Titerverfahren und MPN-Verfahren (most probable number)
Vorteil: Substrate mit geringem Keimgehalt, Einsatz spezifischer Nährmedien, einfache Zugabe von Indikatoren, hoher Einsatz von Selektionsmitteln möglich. Nachteil: Keine genaue Abgabe des Keimgehaltes, Keimzahl möglich, sehr zeit- und materialaufwendig. Keimtiter: das kleinste Probevolumen in dem gerade noch ein Mikroorganismus durch Wachstum (Trübung, Gasbildung, Durham-Röhrchen, Gärung, Farbumschlag) nachweisbar ist!!! Nachweis durch Wachstum in Nähr- oder Selektivmedium durch Wachstum (Trübung, Farbumschlag, Gasbildung), Proben in dekadisch fallenden Verdünnungsstufen. Wenn kein Wachstum festzustellen war: weniger als 1 Keim in Probemenge oder weniger als10 Keime in nächst höherer Probemenge. Angabe des Keimtiters in g (  1Keim/g; Praxis: 0,1 g Gewürz und 99ml physiologische Kochsalzlösung 15min. lang schütteln (10³). Verdünnungsreihe mit StI-Bouillion.

-     Partikelzählung:
1. 
 Zählkammer: direkt
2. Gewichtsbestimmung indrekt
3. Trübungsmessung indirekt
Es werden Wellenlängen zwischen 400 und 600nm verwendet. Die Lichtschwächung wird als optische Dichte (OD) (=scheinbare Extinktion) oder Transmission (Durchlässigkeit, keine Trübung = 100%) (T) in % angegeben und kommt durch die Streuung des Lichtes durch Teilchen zustande. Ein unbeimpftes, steriles Medium wird im gleichen Messgefäß, Küvette gemessen und das Gerät auf OD=0 oder T=100 eingestellt. Die Schwächung, Streuung des Lichtes ist abhängig von:

· Teilchenkonzentration

· Beschaffenheit der Teilchen

· Größe der Teilchen

· Wellenlänge des Lichtes

· Länge des Lichtweges

Bei den standartisierten Verfahren im Photometer ist die Lichtschwächung nur noch von der Teilchenkonzentration abhängig. Die Intensität des durchfallenden Lichtes (l) wird zu der Intensität des eintretende Lichtes (lo) ins Verhältnis gesetzt, durch Logarithmieren ergibt sich die scheinbare Extinktion. Um die scheinbare Extinktion zu messen muss eine Kalibriergerade angefertigt werden. Diese sind spezifisch für jeden MO in einer bestimmten Wachstumsphase. Die Eichgerade wird über die Messung einer Verdünnungsreihe hergestellt. Die Keimzahlbestimmung erfolgt mittels Thomakammer und errechnet sich für andere Verdünnungen. Die Extinktion kann im linearen Bereich abgelesen werden. Praxis: Messung bei 595nm, drei Füllungen bei der Zellzahlbestimmung in der Thoma-Kammer. Messungen immer gegen Blindwert. Verwendeter Keim: S.cerevisiae in YEPD. Extinktionswerte zwischen 0,05 und 1 können verwertet werden. OD = log lo/l = -l/lO
-     Stoffwechselprodukte:

1. Messung von metabolischer Aktivität

2. Messung von DNA, ATP, Protein

3. Messung von isotopen markierter Vorstufen z.B. 3H-Thymidin
Vitamin B2-Bstimmung: durch enzymatische, physikalisch-chemische und mikrobiologische Methoden, die sind meist spezifischer und weniger aufwändig. Der Nachweis beruht auf Nährstoffbedürftigkeit – Auxotrophie -  kann nur in Anwesenheit dieses Stoffes wachsen. Liegt eine Aminosäure-Auxotrophie des Testorganismus vor, so kann die Methode auch zur Aminosäurenkonzentrationsbestimmung angewendet werden. Quantitative Erfassung durch Messung des Wachstums und Biomasseertrages, Wachstumsrate (proportional zur Nährstoffmenge) oder Stoffwechselleistung z.B. Säurebildung. Nachweisreaktion: Zur Kultivierung wird der Testorganismus auf definierten Nährmedium ohne der zu testenden Substanz aufgebracht. Diese Substanz wird (in bekannter Konz. ; Eichkurve) dann zugegeben, nun kann der MO wachsen und man kann bei vorliegender Aminosäure-Auxotrophie die Konzentration, das Wachstum bestimmen.
Anforderungen an den Testorganismus: 

· Nährstoffansprüche gleich bleibend für längere Zeit, keine Eigensynthese, kein Ersatz durch andere Wuchsstoffe

· Stoffwechselleistung muss von der zu testenden Substanz anhängen und gut messbar sein
· Hohe Stoffwechselaktivität, damit die Analyse in kurzer Zeit durchgeführt werden kan
· Gattungen: Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus

· Meist natürliche Anpassungsformen (Wiedererlangung der Synthesefähigkeit)

· Defekt-Mutanten besser geeignet, da die Gene zur Synthese der nachzuweisenden Substanz nicht mehr funktionsfähig
Eigenschaften und Aufgabe von Riboflavin (Lactoflavin, Vitamin B2):

· Schwer wasserlöslich
· Empfindlich gegen Licht, UV-Strahlung

· Empfindlich bei alkalischem pH-Wert

· Relativ stabil bei Wärme und Sauerstoffeinwirkung

· In fast allen lebenden Zellen als Bestandteil von Coenzym FAD (Flavin-Adenin-Dinucleotid) und FMN (Flavin-Mono-Nucleotid) enthalten; Nachweis als prosthetische Gruppe der Flavoenzyme, diese sind nötig beim oxidativen Abbau von Pyruvat, Fett- und Aminosäuren und beim Elektronentransport der Atmungskette

· Riboflavin-Mangel führt zu Cheilosis (Lippenveränderung, Dermatitis, Müdigkeit, nachlassende Sehschärfe), bei Tierversuchen zu Wachstumverringerung und Hautveränderung

· Täglicher Vitamin B2 Bedarf: 1,6 – 2,6 mg (Milch(-produkte), Eier, Hefe, Fisch, Fleisch, Gemüse)
Versuch mit Lactobacillus casei ATCC 7469:
· Zur Bestimmung des Vitamin B2 Gehaltes eines Fruchtsaftes mittels einer Eichgerade
· Bebrütung 48h in MRS Bouillion (mikroaerophil, BBL Gaspack R)

· Abtrennung störender Vitamin B2 Reste, hierfür werden 5ml (5min, 4000rpm) abzentrifugiert, Überstand abdekantieren, das Pellet in 1ml 0,9% NaCl geben, diesen Vorgang noch 2 mal wiederholen.

· Zur Erstellung der Eichgerade 15ml mit 10-4 mg/ml verdünnte Riboflavinlsg. mit einer Verdünnungsreihe in RG überführen und bei 37°C für 72h bebrüten.

· Der Fruchtsaft mit der unbekannten Konz. wird verdünnt (auf Eichgeradenkonz.) und ebenso behandelt.
· Der Nachweis beruht auf der Erfassung der gebildeten Milchesäure
· Hierfür vortexen, im Erlenmeyerkolben mit Phenolrot gegen 0,1N NaoH titrieren. (Phenolrot 6,8 gelb , 8,4 rosa)

· Im Eichgeraden-Diagramm (linearer Bereich) kann die unbekannte Konz. abgelesen werden.
Desinfektion:
• Abtötung pathogener MO‘s, (medizinischer Bereich) - alt
• Bei einer Desinfektion ( Entseuchung, Entkeimung) wird totes oder lebendes Material so behandelt, dass es nicht mehr infizieren kann, d.h krankheitserregende Keime werden vermindert, inaktiviert , abgetötet - heute
Ausweitung auf LM- Bereich: die Inaktivierung aller pathogenen Keime und eines weiten Bereichs produktschädigender, vegetativer MO (nicht unbedingt Sporen) auf ein Niveau, das den jeweiligen mikrobiologischen Erfordernissen entspricht. Das Lebensmittel darf dabei nicht negativbeeinflusst werden…

Chemische Desinfektionsmittel:
• Breites Wirkungsspektrum, Abtötung vieler Arten von Krankheitserregern

• Schnell wirkend, niedrige Konzentration

• Keine Beeinflussung durch organisches Material (Proteine, Plasma)
• geruchlos

• ungiftig, nicht Schleimhautreizend, keine Hautreizungen
• keine Beschädigung des infizierten Materials, rückstandsfrei
• Umwelt nicht belasten

• kostengünstig, angebene Anwendungskonz. 
Parameter:
• Wirkungsspektrum Desi

• Art und Zustand der MO‘S

• Temperatur

• Inaktivierbarkeit durch Reinigungsmittel und Schmutzstoffe

• Einwirkzeit

• Konzentration

• Feuchtigkeit

• pH- der Lösung

• Eintretende Selektion der MO’s

Wirkungsmechanismen:
· Zerstörung der Cytoplasmamembran (Alkohole, Phenole, oberflächenaktive Substanzen (Seifen), anionische Detergenzien, quarternäre Ammoniumverbindungen)

· Oxidation (Halogene, Wasserstoffperoxid, Ozon)

· Reaktion mit bestimmten Molekülgruppen (Schwermetalle, Quecksilber, Kupfer)

· Kombination mehrere Mechanismen

· Bessere Wirksamkeit gegen gram (+) MO‘S

· Besonders unempfindlich Pseudomonaden wie Ps. aeruginosa und Mycobacterium tuberculosis
· Sporen i. d. R. nicht abgetötet, Wasserarme Keime bieten weniger Angriffspunkte

· Verunreinigungen durch Lipide, Proteine beeinträchtigen die Keimreduktion

Destruktive-mikrobizide Wirkung ( Oxidation!

Irreversible Veränderung der Proteinstruktur, unspezifische Denaturierung von Zellbestandteilen durch Oxidation. (Peroxide, Peroxiessigsäure, oxidative Halogenverbindung, Ozon) Günstiges Rückstandsverhalten H2O2 -> H2O + ½ O2 (J->Br->Cl->F; J2 unverdünnt einsetzen, Cl2 für Trinkwasser, F-Verbindungen meist toxisch
Inhibitiv-adsorptiv mikrobizide Wirkung ( Anlagerung!

Reversible Adsorption der Wirkstoffe durch lebenswichtige Substanzen, u.U. Reaktivierung der MO durch Desorption oder Entgiftungszusätze.
Aldehyde (Formalin, Glutardialdehyd, Glyoxal): langsam, gut auch bei Verschmutzungen, Anlagerung an endständige –NH2-Gruppen, reversibel solange keine Wasserabspaltung erfolgt ist.
-NH2 + HCHO <-> -NH2 – CH2OH -> -N=CH2 + H2O; Formaldehyd und seine Polymere besitzen ein breites antimikrobielles Wirkungsspektrum, schlechte Wirkung bei Hefen, Schimmelpilzen. Entscheidend neben Temp./Konz., relative Luftfeuchtigkeit. Formaldehyde gasförmig (Gassterilisation) oder in wässriger Lsg. (Formol, Formalin (35-40% Formaldehyd)). Die abtötende inaktivierende Wirkung ist eine Reaktion von Carboxyl-, Amino-, Hydroxyl-, und/oder Sulfhydrylgruppen mit Zellproteinen. Bei Viren Reaktion mit den terminalen Gruppen der Proteine und hauptsächlich den Nukleinsäuren. Sporen könne nach Entfernung des Formaldehydes durch Hitze reaktiviert werden.
Tenside: quaternäre Ammoniumverbindungen=Kationentenside und Amphotenside, oberflächenaktive Moleküle (Detergenzien) stören Permebilität der Zellwände, Desorption möglich. Positiv geladene hydrophlie Gruppe in Form von Ammonium-, Sulfonium-, Phosphonium-, Jodonium, Arsoniumgruppe.  Wirkung bei gram+ gut, bei gram- schlechter, Hefen mit hoher Empfindlichkeit, Schimmelpilze resistent. Sporen werden nicht abgetötet. Pseudomonaden und Enterobak. vermehren sich selbst noch in höheren Konz. 
Schwermetallverbindungen: HgCl2, Hemmwirkung kann durch Inaktievierungszusätze verstärkt werden, Silber für Trinkwasser, Phenylquecksilberacetat für technische Konservierung
Koagulativ-denaturierend mikrobizide Wirkung ( Denaturierung!

Denaturierung und Koagulation von Proteinen.

Physikalisch: Hitzeeinwirkung

Chemisch: unspezifische pH-Verschiebung,
Alkohol (Ethanol, n-Propanol, Isopropanol): H3C-CH2-OH allg. R-OH; niedrige Konz. C2H5OH werden vergoren, ab 15% konservierender Hemmstoff, ab 70% desinfizierende Wirkung, hochprozentige Alkohole können u.U. Sporen von Bacillen enthalten, darum wird Peroxid als sporozider Zusatz eingesetzt. Ethanol zum Abflammen=Sterilisation, Methanol weniger geeignet. 70-90%ige alkoholische Lösungen haben eine höhere desinfizierende Wirkung als wasserfrei. Durch das Wasser besseres Eindringen und  Koagulation von Protein. Wirkung nimmt mit steigender relativer Atommasse zu, Isopropanol besser als Ethylalkohol. Irreversible Schädigung der Zelle durch herauslösen von Lipiden aus den Membranen. Auffaltung lipophiler Zentren -> Denaturierung von Protein. Abtötung nur von vegetativen Zellen, Sporen bleiben intakt!
Phenolische Verbindungen (Phenol=Karbolsäure=Hydroxybenzol): im Sanitärbereich, Hand/Haut Desi. Meist Derivate, Phenol heute nur noch in der pharmazeutische Industrie und Konzervierung von Injektionpräparaten. Phenol ist ein starkes Protoplasmagift, Adsorption an der Zelloberfläche, durch Lipoide gelöst, dringt es in die Zelle ein, wo es mit Proteinen, Enzymen und Protoplasma reagiert. Je nach Konz. wirken Phenole/Derivate bakterizid oder bakteriostatisch. Kritische Grenze für Keime ca. 0,2%. Bakterizide Wirkung besser im sauren, nimmt im alkalischen ab. Sporen werden nicht abgetötet, zahlreiche Viren bleiben unbeeinflusst, Mycobak. nur bei höheren Konz. Bei einfachen Alkylphenolen und Kresolen (Phenolderivat) steigt die Desi.-Wirkung mit Verlängerung der Alkylkette bis zur n-Heptylkette an. Auch mit zunehmender Chlorierung steigt die mikrobiozide Wirkung an, aber auch die Toxidität.
Organische Säuren und Derivate: nur im dissoziierem sauren pH wirksam, Alkyle mit Carboxygruppe besitzen einen lipophilen Molekülteil, dadurch Permeation der Zellwand. Ameisensäure, Essig- und Propionsäure zur Desi., Halogencarbonsäure in niedrigen Konz. Zur Konservierung, in höheren zur Desi., besonderes gut bei Hefen, gram- schneller als gram+.

Sterillium (Handdesinfektionsmittel): Wirkstoff: n- Propanol
Koagulation der Proteine, intrazellulär schnelle Inaktivierung lebenswichtiger Enzyme
Achtung: stark konzentrierte Alkohole ; starke Dehydratation und Denaturierung der Zellwand; Barrierenbildung, Zellwandgeschädigte MO nehmen Zellteilung nach Verdunstung des Ethanol wieder auf; Spektrum: Gegen vegetative Keime ; Viren, keine Sporenabtötung sondern Sporenkonservierend

Skinman Soft (Handdesinfektionsmittel): Wirkstoff: n- Propanol, Benzalkoniumchlorid (Quats); Gemisch von Alkylbenzyldimethylammoniumchloriden,
Spektrum: Gegen Bakterien, Pilze; Viren,

Quarternäre Ammoniumverbindungen (lat. quaternarius = aus je vieren

bestehend) organische Ammoniumverbindungen, bei denen alle vier Valenzen eines

N2-Atoms organisch gebunden sind; Mikrobizid nur, wenn die am N-Atom gebundene Alkylgruppe eine Kettenlänge von 8 bis 18 C-Atomen aufweist; Anreicherung in Zellmembranen und damit Funktionsbeeinträchtigung,

Kationische Tenside: Störungen der Ladungsvorgänge an Zellmembran, Unterbindung

des Stoffwechsel, Zelllyse, Eindringen in Zelle und Reaktion mit lebenswichtigen

Proteinen und Nucleinsäuren

Kohrsolin (Flächendesinfektionsmittel): Kombination aus Aldehyd / Quats; Aldehyde wirken durch Alkylierungreaktionen mit COOH, - NH2; ,- OH– oder SH-Gruppen von Zellproteinen, Zerstörung spezifischer Zellproteine, bei Viren Wirkung über Nukleinsäuren; Wirkungsspektrum: Bakterizid, fungizid, tuberkulozid, sporizid, viruzid, begrenzt viruzid
Sopuroxid (Desinfektionsmittel): Rohrleitungen, Tanks, Apparate; Kombination aus H2O2 und Peressigsäure; oxidative Wirkung und damit irreversible Zerstörung der Zellwand und Lyse
Peressigsäure darüberhinaus oxidativ- destruktiv wirkend, undissoziierte Säure dringt in Zelle ein, wirkt unspezifisch auf alle Eiweißkomponenten in der Zelle inkl. Enzyme; Wirkungsspektrum:
Bakterizid, fungizid, tuberkulozid, sporizid, viruzid, begrenzt viruzid

Konzentrationsabhängige Wirkung von Desinfektionsmitteln auf verschiedene Testkeime

Prinzip: Bei einer desinfizierenden Wirkung entstehen auf einer dicht beimpften Agarplatte nicht bewachsene, freie Zonen (= Hemmhöfe) um den in Löchern einpipettierten Wirkstoff. Der Durchmesser des jeweiligen Hemmhofs ist dabei proportional zu der verwendeten Konzentration des applizierten Desinfektionsmittels. Bebrütung 37 °C, 24h Die minimale Hemmkonzentration (MHK) eines Hemmstoffes ist die Konzentration, die gerade noch notwendig ist, um das Wachstum des getesteten Keimes zu hemmen.)(Konzentration des Desinfektionsmittels wird halblogarithmisch gegen Hemmhofdurchmesseraufgetragen)
Testkeime:

Bacillus subtilis:

· aerob

· gram (+)

· Katalase (+)

· Endosporenbildner, mesophil, monotrich begeißelte Stäbchen, Resitenz gegen Antibiotika, Desi. 
Pseudomonas aeruginosa:

· siehe P. flourecens

· pathogen!

Pseudomonas fluorescens:

· aerob

· gram (-)

· Katalas (+), CCO (+)

· Wasserkeim

· Fluoresceinbildung

· typischer Geruch (Fäulniskeim)

· Gelatineverflüssiger

Streptococcuc feacalis:

· mikroaerophil bis aerob

· gram (+)

· Katalase (-)

· Enterobakterium, Wasserkeim, Diploform, Ketten von Kokken
Desinfektionsmittellisten

• Bundesgesundheitsamt (BGA)

• Deutsche Veterinärmedizinische Gesellschaft (DGV),

• Deutsche Gesellschaft für Hygiene und Mikrobiologie (DGHM)

• Deutsche Landwirtschaftsgesellschaft (DLG)

· Behördlich angeordneten Entseuchungen: (BGA)

• Liste des RKI

• Bundesinstitut für Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM)

• Umweltbundesamt (UBA)

Desinfektionsmittel ( menschlicher Körper) :

• Bundesinstitut für Arzneimittel und Medizinprodukte

Mittel zur Instrumentendesinfektion:

• Medizinproduktegesetz

Desinfektionsmittel, (nicht menschlicher Körper, keine Instrumentendesinfektionsmittel):

• Biozidgesetz und somit den Regelungen durch die Bundesanstalt für

Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin.

Luftanalyse: Erfassen von lebendigen oder toten Einheiten in der Luft, besonders Pilzsporen und Bakterien -> potentielle Infektionskeime / Kontaminationskeime; nur als Stichprobe, Zeit und Standort sind Faktoren, deshalb wird statt der mibi Luftanalyse, eine Partikelzählung durchgeführt.

Kulturversuche: mit möglichst großem Volumen für hohe Keimzahlen und Aussagekraft

Sedimentationsverfahren: Keime fallen auf eine ausgelegte Nähragarplatte. 

· + unkompliziert, wenig Aufwand und Material, gut vergleichbar

· - ungenau, durch aerodyn. Verhältnisse, Dichte, Gewichte, Flugfähigkeit der Keime

Filtration: Luft wird durch gewaschenes Glaspulver oder Sandschichten gefiltert, der Filter wird ausgewaschen und das Wasser wie bei der Wasseranalyse behandelt.

· - großer apparativer Aufwand, eventuell bleiben Keime am Filter

· + sehr sicher

Impactionsverfahren: Die Luft wird angesaugt und über ein festes Medium (Impactor) oder flüssiges Medium (Impinger) geführt.

· - unterschiedliche Ergebnisse bei verschiedenen Geräten.

Luftkeimsammler (z.B.RCS-Biotest): Luft wird durch konstant drehende Lüfterflügel angesaugt. Durch die spezielle Flügelform werden die Partikel über eine eingeschobene Nährbodenfolie geschleudert. Nach Bebrütung -> Keimzahlbestimmung, Vorteile: schneller Standortwechsel, große Luftvolumen, leichtes Austauschen der Nährböden, teuer

Luftkeime bilden häufig farbige Kolonien (gelb, organge, rot)

· Ursache: Carotinoide, Anthocyane, Pyrrol

· Vorteil für Mikroorganismen: Schutz vor Photooxidation

Typische Luftkeime

Bakterien:                                    Hefen/Schimmelpilze:

Micrococcus luteus                       Rhodotorula

Micrococcus roseus                       Mucor mucedo

Rhodococcus spe.                          Penicillium glaucum

Corneybacterium spe.                    P. notatum

Bacillus cereus                               P. chrysogenum

Bacillus mycoides                          Aspergillus niger

Mycobacterium spe.                       Cladosporium

Streptomyces                                  Alternaria
Norcardia

Wasseranalyse
Trinkwasserverordnung vom 21.5.2001 – Abwesenheit von Krankheitserregern, in der Lebensmitteltechnologie Abwesenheit von produktschädlichen Keimen.

Grenzwerte: Koloniezahl bei 22 °C und 36 °C ohne anomale Veränderung (bei Mineralwasser o.ä. 22 °C = 100/ml und 36 °C = 20/ml) E.coli, Enterokok., coliforme Keime, Ps. Aeruginosa 0/100ml (bei Mineralwasser o.ä. 0/250ml)
Mikrobiologische Betriebsüberwachung: 2 Hauptaufgaben

Untersuchung: 


hygienischer Zustand zum Schutz des Verbrauchers





Technologische Eignung

Übersicht Bakteriengattungen im Wasser:

· Gram-, aerobe St. und Kokken: Pseudomonas (Ps. aeruginosa als Indikatorkeim); Alcaligenes

· Gram-, fakultativ anaerobe St.: E. (E.coli als Inikatorkeim), Citrobacter, Enterobacter, Klebsilla, Salmonella, Serratia, Proteus, Aeromonas, Zymomonas, Chromobacterium, Flavobacterium
· Gram+, Kokken: Micrococcus, Staphylococcus, Streptococcus als Indikatorkeim für Enterokokken, Sarcina
· Gram-, anaerobe Bak.: Desulfovibro

· Endosporenbildende St. Una Kok.: Bacillus, Clostridium als Indikatorkeim für sulfitreduzierende, sporenbildende Anaerobier

· Actinomyceten: Nocardia, Streptomyces

Verunreinigung durch Abwasser oder mikroorganismenhaltiges Oberflächenwasser: Indikatorkeime E.coli, coliforme Bak., Ps. Aeruginosa, D-Streptokok., sulfitreduzierende, sporenbildende Anaaerobier

Fäkale Verunreinigung: Coliforme Keime, Bak. Der Enterobacteriaceae (Escherichia, Citrobacter, Enterobacter, Klebsilla) die in weniger als 48h Laktose unter Gas- und Säurebildung vergären können. E. coli kommt in Fäkalien in Keimzahlen von 105 – 109 pro Gramm vor. Vorkommen lässt auf andere pathogene Krankheitserreger (Viren, Salmonellen, Parasiten) schließen, deshalb Untersuchung im Speziallabor, Infektionsschutzgesetz.

Biochemische Bakteriendifferenzierung am Beispiel der Familie Enterobacteriaceae: 

Physiologische Gruppe:  gemischte Säuregärung = Ameisensäure (charakteristisch), Essigsäure, Milchsäure, Ethanol, CO2, Wasserstoff. Enterobacteriaceaen einige repräsentative Vertreter sind Darmbewohner

Merkmale: gram negativ, Kurze Stäbchen, peritriche Begeißelung oder unbeweglich, fakultativ anaerob (Atmung / Gärung), Katalase-positiv, Oxidase-negativ, Keine Sporenbildung, Säurebildung bei Vergärung von Glucose, Wichtige Arten: E. coli und coliforme Bakterien, Escherichia, Enterobacter, Citrobacter, (pflanzenpathogen, Pektinase – Weichfäule), Klebsiella; nicht coliforme: Proteus, Yersinia, Serratia, Hafnia, Salmoella, Shigella, Erwinia
Untersuchung erfolgt mit der „Bunten Reihe“: durch Farbumschlag wird der Abbau von Substraten oder Bildung von Stoffwechselprodukten sichtbar, Vorhandensein bestimmter Enzyme. Diese Reaktionen werden auch als IMViC-Reaktionen bezeichnet. Von den ENDO-Agar Platten werden die roten, metallisch glänzenden Kolonien und die nicht metallischen in 1ml 0,9%ige NaCI-Lsg. resupendiert und mit je 100μl der „Kleinen Bunten Reihe“ Suspensionen angesetzt.
Test auf Cytochromoxidase : Alle Enterobacteriaceen sind Cytochromoxidase-Negativ. Mit Oxidase Teststreifen testen einer Kolonie, wobei sich nach 2 Minuten eine Blaufärbung einstellte. Dies bedeutet Oxidase (+). Fähigkeit zur Bildung von Säure und Gas aus Glucose und Laktose in Glucose oder Laktose-Pepton Lsg. mit Bromthymolblau als Inikator (grün < ph < blau). Oder mit Nadi-Reagenz (alpha-Naphtol und N,N-Dimethyl-p-Phenylendiamin) nach 1-2min färben sich C.-positive Keime blauviolett. 36°C 24 +/-4 h
Bildung von Säure und Gas aus Zuckern: Zum Nachweis der Säureproduktion aus Glucose (braun) und Lactose (violett) wurden mit Säureindikator (Bromthymolblau (gelb < pH 6-7; 8 (grün) < blau), Bromkresolpurpur (gelb < pH 5,2 – 6, 8 < purpur), Methylrot (rot < pH 4,4 – 6 , 2 < gelb) versetzte Boullion verwendet. Zum Nachweis der Gasbildung werden Durham-Röhrchen verwendet. 

Citratverwertung: Nachweis, ob Enterobacteriaceen Citrat als einzige Kohlenstoffquelle benutzen. Nährboden enthält Bromthymolblau als ph-Indikator. Bei Citratverwertung schlägt pH-Indikator von grün (sauer) nach blau (alkalisch) um. (gelb < pH6-7, 8 (grün) < blau). Citrat-Agar 36°C 24 +/-4 h
Test auf Indolbildung: Können Enterobacteriaceen aus der Aminosäure Tryptophan  Indol bilden? Positiv, wenn nach Zugabe (überschichten und leicht anstoßen) des Kovacs-Reagenz (p-Dimethylaminobenzaldehyd) innerhalb von 2 min. ein roter Farbstoff aus dem Indol entsteht. 36°C 24 +/-4 h
Gemischte Säuregärung: in einer Glukose-Pepton-Phosphat Lsg. mit Methylrot als Indikator

Voges-Proskauer-Test - Bildung von Acetoin: in einer Glukose-Pepton-Phosphat Lsg., während der Glucosevergärung Acetoin (Acetyl-Methyl-Carbinol) Bildung. Acetoin kann entweder durch NADH2 zu Butandiol reduziert werden oder durch Luftsauerstoff zu Diacetyl autooxidiert werden. In der Glukose-Pepton-Nährlösung gebildetes Acetoin führt mit dem im Pepton enthaltenen Kreatin nach Zusatz von starkem Alkali (KOH) zu einer Rotfärbung. Empfindlichkeitssteigerung durch Zusatz von Kreatin, a-Naphtol. 
Test auf Urease: Vorhandensein von Urease zur Spaltung von Harnstoff, Indikator Phenolrot (gelb < pH6, 4-8, 2 < rot). Bei Harnstoffspaltung bleibt die Boullion alkalisch, also Inidkator rot. 

Schwefelwasserstoff H2S Bildung: aus Aminosäuren (z.B. Cystein, Cystin, Methionin), z.B. mittels Bleiacetatpapier (positiv, es entsteht PbS) bei fl. und Eisenchlorid (positiv, -> FeS – Schwarzfärbung des Agars) bei festen Nährmedien

Fähigkeit zur Proteolyse: Gelantineabbau, gelantinehaltigen Nährboden z.B. Serratia, Proteus

Beweglichkeit: in Weichagar (0,7% Agar) oder als Stichkultur Schwärmkolonie (alle außer Klebsilla, Shigealla)

Gesamtkeimzahlbestimmung: 4 STI Agar Platten werden mit 0,05ml =50μl (0,1ml) Trinkwasser nach dem Koch’schen Plattengussverfahren beimpft und 2 bei 22°C für 72h und 2 bei 37°C für 48 bebrüten. Auswertung: Gesamtkeimzahlbestimmung durch Auszählen der KBE. Berechnung der GKZ/100ml je Platte.

E.coli/coliforme Keime:

1.Tag:  250ml membranfiltrieren (0,45μm), Animpfen in 1%iger Lactose-Pepton-Lösung, 36°C, 24h (44h) ( Gas- und Säurebildung (Bromkresolpurpur, RG mit Durham)
2.Tag: Ausplattieren auf Endo-Agar, 36°C, 24h ( E.coli (grün)metallisch-glänzende Kolonien, coliforme Keime rote Kolonien, Auswertung Säure- und Gasbildung
3.Tag: Kleine Bunte Reihe:

· Test auf Indolbildung: Animpfen in Tryptophan-Bouillion, Nachweis mit Kovacs-Reagenz (Ehrlicher-Reagenz) ( E. coli kirschrote Farbe!

· Methylrot-Probe: Verwertung von Glucose (Lactose), Farbumschlag von Methylrot, E. coli Citrob. rot
· Voges-Proskauer-Reaktion: Bildung von Acetoin in Glucose-Pepton-Bouillion, Nachweis mit starker Lauge (10% KOH) ( roter Farbstoff!

· Citratverwertung, Farbumschlag von Bromthymolblau, blau Citrobacter, E.coli farblos
· Glucose und Lactose Bouillon mit (Bromkresolpurpur , Durham) Farbumschlag und Gasbildung,  (+) gelb E. coli, Citrobacter
                                       E.coli          Enterobacter       Klebsiella     Citrobacter    coliforme K.
Indol                                  +                     -                   -/+                -             - (+ möglich)
Methylrot                            +                     -                    +                 +

Acetoin VP-Test                   -                     +                    +                 -

Citrat                                  -                     +                   -/+               +             +(- möglich)                   

Oxidase                               -                                                                                    -

Laktose-Verwertung             +                                                                                   +

Glucose-Verwertung             +                                                                                   +

Pseudomonaden: Ps. Aeruginosa (pathogen, daher Ps. Floureszenz)
1.Tag:  250ml membranfiltrieren (0,45μm),  Animpfen in 50ml Malachitgrün-Pepton-Lösung, 36°C, 24h bis 44h ( Trübung!

2.Tag: Ausplattieren auf Endo-Agar  (  grün-metallisch glänzende Kolonie!

3.Tag:

· Nachweis von Cytochromoxidase mittels Teststreifen! Ps. Positiv blau-violett Nachweireagenz oxidiert!
· Animpfen auf King A/B-Medium, Fluorescein-Bildung, unter UV-Licht sichtbar

· Animpfen in Acetamid-Nährlösung, Farbreaktion nach orange mit 2 Tropfen Nessler-Reagenz, Nachweis Ammoniakbildung

· 36°C, 24h

· Ps. Aeruginosa kann auch mit einem selektiven Nährmedium erfolgen, Ps.-Cetrimid-Agar mit bakterizider Wirkung (Ammoniumverbindung). Ps.a. bildet gelb-grüne oder gelb-braune fluoreszierende Pyoverdin und das blaue Pyocyanin, mischen dieser Farbstoffe – typische grüne Färbung von Ps.a.

Enterokokken / Fäkalstreptokokken:

1.Tag: 250ml membranfiltrieren (0,45μm, 0,2 μm), Animpfen in 50ml Azid-Glucose-Boullion, 36°C, 24h (44h) ( Trübung!

2.Tag: Ausplattieren auf Enterokokken-Selektiv-Agar (nach Slanetz u. Bartley) ( rotbraun/rosa Kolonie!

3.Tag:

· Animpfen in Nährbouillion pH 9,6 36°C, 24h (+/- 4h) (Vermehrung auch in 6,5% NaCL-Boullion)
· Animpfen in Kanamycin-Äsculin-Azid-Lösung (KAA) oder Kanamycin-Äsculin-Agar 36°C, 24h (44h)
4.Tag: Auswertung Kanamycin-Äsculin-Agar: Äsculinabbau, (Zugabe von frisch hergestellter 

7%ige wässriger Lsg. von Eisen(II)-Chlorid – psoitiv = braun-schwarze Farbe)

Wachstum Nährboullion mit pH 9,6, Gramfärbung einer typischen Kolonie (gram+ Diplokokken gelten als Fäkalstreptokokken

Antibiotika: (gegen etwas Lebenes)

Sekundäre Stoffwechselprodukte welche bakteriostatisch, fungistatisch (Hemmung) oder bakterizid, bzw. fungizid wirken. ATB wird von Pilzen=24% (Aspergillaceae, Moniliaceae), Actinomyceten=61,7% (Gattung Streptomyces), Bakterien (Bacillus Arten=8,5%), aber auch Algen, Flechten, Pflanzen, Tiere, Insekten, Würmer produziert. Verschaffung eines Vorteiles gegenüber Nahrungskonkurrenten, Standortvorteil. Antibiose einer Mischkultur 1928 durch Fleming, Penicillium hemmt Staphylokokkenwachstum. Isolation erst 1940, dann Einsatz im WW2 gegen Wundinfektion. 1992 ca. 2000 ATB, 50 werden therapeutisch verwendet. 
Klassifizierung: 
- Wirkungsmechanismus

- Produzentenstamm

- Biosynthetische Ableitung 

- Chemische Struktur (i.f.)
Beta-Lactam-Antibiotika:

· Hemmen Synthese der Bakterienzellwand (Quervernetzung der Pepidketten) während der Teilungsphase

· bateriozide Wirkung

· ß-Lactam-Ring bindet ein Enzym (D-Alanin-Transpeptidayse) der Zellwandsynthese

· Penicillin (Penicillin G) (P. notatum, P. chrysogenum), gut verträglich
· Wirken nicht auf MO ohne ß-Lactamasen, gram+ und Anaerobier
· Resistenzen durch Bildung von ß-Lactamasen (=Penicilasen), diese spalten den ß-Lactamring der P., durch halbsynthetische P. z.B. Ampicillin (chemische modifiziert) kann dies verhindert werden.
· Cephalosporin (Acremonium chrysogenum) ( wenig allergen, gegen gram+, Staphylpkokkken, Enterokokken, besser Stabilität gegenüber ß-Lactamasen
Aminoglykosid:

· Streptomycin (Streptomyces griseus)

· bakteriozide Wirkung

· Greifen die 30S-Untereinheit Ribosomen an und verursachen Fehler bei der Proteinbisynthese (falsche Aminosäuresequenz)

· keine Wirkung gegen Pseudomonaden

· hohes allergenes Potential ( Tiermedizin, Pflanzenschutz

· wirkt gegen Mycobacterium (Tuberkoloseerreger)

· Synthetische Aminoglykoside zeigen hohoe Aktivität und auch Wirkung auf  Streptokokken, Staphylokokken, Enterobakterien (E. coli) und Pseudomonas aeruginosa

Tetracyclin:

· von Streptomyces-Arten gebildet (S. aureofaciens)

· wirken bakteriostatisch auf gram+ und viele gram-
· blockieren Proteinbiosynthese

Makrolide:

· von Streptomyces-Arten gebildet z.B. Erthromycin (Gattung Haemophilus, Brucella)
· meist synthetische Herstellung

· wirken auf Ribosomen ( Proteinbiosynthese

· bakteriostatische Wirkung auf gram+ z.B. Streptokokken
· auch gegen bestimmte Protozoen, einige große Viren
Polypeptid-ATB:

· von Bacillus-Arten: Polymyxin B
· wirkt gegen gram-, P. aeruginose, E. coli, Salmonella, Shigella

· hohe Affinität zur Cytoplasmamembran, stört die Permeabilität

· für Bak. Und Eukaryonten toxisch und werden klinisch nicht angewendet

Chloramphenicol:

· bakteriostatisch gegen gram+ und gram-, Rickettsien, Spirochaeten, Actinomyceten, große Viren
· breites Wirkungsspektrum

· Streptomyces venezulae, jetzt überwiegend synthetisiert

· Behandlung von Typhus, Paratyphus und bakterieller Meningitis

Cycloserin: hemmt den Zusammenbau der Zellwandbausteine im Cytoplasma
Amphotericin: gegen Hefen und Hyphenpilze

Actidion / Cycloheximid: gegen Eukaryonten

Nystatin: gegen Pilze
Bacitracin:Verhindert den Transport von Bausteinen zum Mureinnetzwerk

Multiresistente Keime sind Pseudomonas aeruginosa und Enterococcus faecium!

Antibiotikaresistenzen entstehen durch den häufigen Gebrauch von ATB in der Therapie beim Menschen (Nosokomialinfektion=schwere Infektion im Krankenhaus), in der Tierzucht und in der Lebensmittelherstellung. Meistens beruht die Resistenz auf der Bildung von Enzymen, die durch Spaltung in unwirksame Komponenten das  ATB unwirksam machen. Oder durch Veränderung der Zielstruktur Veränderung der Bakterienzellwand, kein Eindringen in die Zelle mehr möglich. Die Resistenzen können von Bakterien übertragen werden, in Form von Plasmiden, Transposons oder Phagen auch über Artengrenzen hinaus. Ein weiteres Problem ist das hohe allergene Potential der ATB und deren Vorkommen in als Rückstände in Wasser, Fleisch usw. Synthetisierte oder halbsynthetisierte ATB weisen häufig eine höhere Stabilität, die Aufnahme wird erleichtert, das Wirkungsspektrum erweitert und die Wirkkonzentration herabgesetzt. 
Screening: Auffinden von Antibiotikabildnern

Isolierte MO aus Bodenprobe werden auf ihre Antibiotikaaktivität getestet. Das Aufsprühen von Staphylokokkensuspension auf Agar, die mit dem isolierten MO bewachsen sind. (Schnellverfahren im Labor). Messung der Hemmhöfe -> Ausscheidung von wachstumshemmenden Stoffen.
Qualitative Bestimmung eines ATB: Testkeime: E. coli, C. Albicans, Streptococcus, Stahpylococcus aureus, P. Aeruginosa, Trichophytum rubrum
· Strichtest – radiales Ausstreichen auf Nähragar, Messung der Wachstumstrecke, bzw. Hemmstrecke

· Rillentest – Rille am Rand ausgestanzt, MO senkrecht zur Rille von der das ATB diffundiert  = Agarrdiffusionstest
· Streifentest – mit ATB getränkter Papierstreifen auf die Mitte paralleler Impfstriche -> Wachstum
Ermittlung der minimalen Hemmkonzentration: Die MHK ist die Konzentration die gerade noch ausreicht um einen Organismus am Wachstum zu hemmen. Plattendiffusionsverfahren. Der Durchmesser des Hemmhofes ist proportional dem Logarithmus der ATB-Konzentration. Eine genaue Angabe der MHK kann aber nur gegeben werden, wenn die Ergebnisse graphisch dargestellt werden. Bei flüssigen Medien wird die Trübung benutzt. Um Rückstände in Lebensmittel zu prüfen, wird anstatt des ATB eine Lebensmittelprobe in die ausgestanzten Löcher gegeben. Bei der Prüfung von ATB-Rückständen in Lebensmitteln ist darauf zu achten dass eine Wachstumshemmung auch durch Reinigungsmittelrückstände, Konservierungsmittel, Säuren oder anderen Hemmstoffen hervorgerufen werden kann. Testkeim u.a. B. subtilis ATCC 6633 – Probe ist positiv wenn der Hemmhof 2mm aufweist. Versuch: 0,1ml E.coli in STI-Bouillion auf Tetracyclin getestet, nicht dekadische Verdünnung im RG, Trübung, 24h bei 37°C

Antibiotikasensibilität zur Quantitative Bestimmung eines ATB: Plattendiffusionstest als Zylindertest, Lochplattentest (ausgestanzte Löcher) oder Plättchentest (Filterpapierplättchen ca. Ø 6mm); Versuch: Lochtest mit Tetracyclin, Testkeim B. subtilis, Eichgerade mit Tetracyclin Verdünnungsreihe, halblogarhytmisch in μg/ml. 
Antibiotikaresistenz: Keine Anreicherung pathogener antibiotikaresistenter Keime. Ausstrich auf Agarplatte. Natürliche Mutanten und auch solche die Fähigkeiten zur Resistenz entwickelt haben. Gründe:

1. Bildung von Enzymen

2. Veränderung der Zielstruktur (Proteinstruktur an die die ATB binden -> Makrolide)
3. Veränderung der Bakterienzellwand, kein Eindringen in die Zelle mehr möglich. Gram- haben häufig eine stark lipophile Membranschicht. 80% der ATB können nicht eindringen.
4. Übertragung der Resistenzen über Plasmide oder Transposons oder Phagen

Antibiogramm: Testkeime: E. coli, B. subtilis, S. cerevisiae, C. Tropicalis ATB: Streptomycin, Penicillin, Tetracyclin, Cycloheximid

Drigalski-Ausstrich der Testkeime auf STI-Agar, bzw. YEPD-Agar, gut antrocknen lassen. Anschließend Filterplättchen in die jeweiligen ATB tauchen und auf Platten legen. Als Negativ-Kontrolle wird steriles dest. Wasser verwendet. Mehrere Stunden Kühlraum damit ATB eindiffundieren kann, dann bebrütet bei 37°C, 24h, bzw. 28°C, 48h. Bestimmung der Hemmhofdurchmesser.

Ermittlung des Wirkungsspektrums: Ein ATB wird auf das Wirkungsspektrum gegenüber verschiedenen MO getestet. Streptomycin auf E. coli, B. subtilis, Streptococcus faecalis, P.fluorescens. (24h, 37°C) Loch im STI-Agar ausstechen und mit zwei Tropfen Streptomycin füllen, MO sternförmig ausstreichen, 4 Std. kühl lagern, bebrüten. Messung der Hemmstrecke.
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Mutagenese: Bewusste Veränderung des Erbguts von Organismen durch Mutagene
• Auxotroph: bestimmter Nährstoffbedarf in Folge einer Mutation (Histidin auxotroph)

• Prototroph: kein bestimmter Nährstoffbedarf

• Phänotyp: sichtbare Charakterisierung eines Organismus (=Genotyp+Umwelt)
• Genotyp: genetische Ausstattung eines Organismus

• Wildtyp: natürlich isolierte Form

• Selektion: Bedingungen, die das Wachstum bestimmter Genotypen begünstigen
Mutagene: Wirkstoff, Strahlung, die eine Mutation auslöst



• chemische (Bromuracil, Nitrit, Hydroxylamin, Acridinfarbstoffe)

• physikalische (Strahlung, UV, ionsierende)

• biologische (Transposons)

• Zwei grundlegende Ansätze:

– gezielte ortspezifische Veränderung (molekulare Gentechnik)

• lange Vorbereitungszeit

• Sequenzinformation notwendig

• Transformationstechniken müssen vorhanden sein

• meist nur eine Veränderung

– zufällige Einführung von Mutationen

• erzielt mehrere verschiedene Mutanten

• geht relativ schnell

• gründliche Analyse notwendig

• Methode, die zum Einsatz kommt, abhängig vom Ziel

Mutation: Sprunghafte Änderung der genetischen Information oder vererbbare Veränderung des Erbgutes (DNA). Bei vielzelligen Organismen werden Mutationen nur in den Keimzellen übertragen, während Mutationen (somatisch) in den Körperzellen zu Tumoren führen Die Erbinformation der Eukaryonten ist in den Chromosomen der Zellkerne enthalten, die genetische Informationen liegen bei Bak. in ringförmigen Chromsomen, die bei Viren als Strang vor. DANN als Doppelhelix mit 4 verschiedenen Nukleotiden, das aus 3 Komponenten besteht:

· Pentose (Zucker mit 5 C) C-Atom an der 5’-Position mit

· einer Ortophospahtgruppe und deren C-Atom in der 1’-Position mit

· einer stickstoffhaltigen basischen Ringverbindung (Base aus Adenin, Guanin, Thymin, Cytosin) verbunden ist.

Genom-Mutation: Veränderung des gesamten Genoms (=Gesamtzahl der Gene=gesamte genetische Information), z.B. Vervielfachung der Chromosomenzahl.
Chromosomen-Mutation: Veränderung der Form und Strukur von Chromosomen.
· Translokation: Verlagerung eines Chromosomenstückes auf eine andere Stelle oder ein anderes Chromosom

· Deletion: Verlust von Abschnitten eines Chromosomes

· Insertion: Einbau eines Chromosomenstückes

· Inversion: Verdrehung eines Chromosomenabschnittes um 180°
Punktmutation: Austausch einer Base durch eine andere Base, Änderung des Basepaares. 
· Transition: Ersatz eines Purins (Adenin, Guanin) in einem Basenpaar durch ein anderes Purin oder der Ersatz eines Pyrimidins (Thymin, Cytosin) durch ein anderes Pyrimidin
· Transversion: Ersatz eines Purins durch ein Pyrimidin und umgekehrt

Mutationshäufigkeit: Anzahl Mutanten in einer Popullation 10-4 – 10-11
Mutationsrate: Wahrscheinlichkeit einer Mutation pro Zelle und pro Generation, abhängig vom Alter und Milleu
Sie ist bei hohen Wachstumsraten konstant und wird bei exp. und optimalen Bedingungen bestimmt.
Rückmutation: Wiedererlangung der ursprünglichen Eigenschaften, durch eine 2. Mutation an der gleichen Stelle und Herstellung des gleichen Basenpaares.
Reversion: Mutante mit einer Deletion und einige Basen weiter eine Insertion, wodurch die richtige Ablesereihenfolge vorliegt. Man erhält ein Protein das am Anfang und Ende normale Aminosäure-Sequenzen aufweist, in der Mitte sind aber einige Aminosäuren vertauscht.
Reparaturmechanismen für UV-Schäden an DNA:

· Photoreaktivierung (Photolyase <400nm (320-550nm) Blaulicht) Das Enzym repariert die Schäden durch Spaltung der Thymindimere.
· Ausschnitts- (Excisions-) oder Dunkelreparatur: 

- DNA-Abschnitt mit Thymin-Dimer

- Entfernung des Abschnitts durch Endonuclease und Helicase

- Schließen des Strangabschnitts durch DNA Polymerase I und Ligase

Metabolic engineering 

Definition: Gezielte oder unspezifische Veränderung der genetischen Information, um einen Organismus mit einer gewünschten Eigenschaft zu erhalten. (Optimierung der Lysinbildung durch Gen-Austausch. Aspartokinase als entscheidendes Enzym für Lysin-Überproduktion – Sequenzvergleich des Gens im Wildstamm und Produktionsstamm)
Optimierung von:

· Precursorstoffwechsel 

• Biosynthese



· Transport


• Cofaktorsynthese (z.B. NADH+H+ / NAD+)
· Nebenproduktbildung 

• Regulation & Erhaltungsstoffwechsel
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Stempeltest: Lederbergstempel = zylindrischer Holzblock mit autoklaviertem Samtbezug (ohne Falten), Strichmarkierung der Mutterplatte, Tochterplatte und des Stempels. Über-stempeln auf Minimalmedien, zur Überprüfung Übertragung auf Vollmediumagarplatte.  
UV – Mutagenese: Mutationsauslösung durch UV-Strahlen - bekanntes Phänomen Unterscheidung zwischen der primären Schädigung der DNA und der sekundär auftretenden   Mutationsauslösung. UV-Licht von < 310 nm chemischen Veränderungen an Nukleotidbasen; ohne Reparatur: Mutation

2 benachbarte Thyminbasen der DNA werden konvalent gebunden.
Versuch: UV-Mutagenes von S.cervisiae zur Aminosäurebedürftigkeit oder Atmungsdefekten
Haploider Stamm, damit ein inaktives Chromosom nicht die Funktion eines mutierten übernehmen kann. Durch das UV-Licht wird die Vermehrungfähigkeit gesenkt, ein Teil mutiert, ein Teil repariert sich und ein Teil wird nicht beeinflusst. Physiologischer Zustand ist entscheidend für die Wirkung eines Mutagens, in ruhenden Zellen am besten. Die Dosis-Effektiv-Kurve ist ein Maß für die Anzahl der Überlebenden zur Dosis und damit der Wirkung.  Aus dem Verhältnis der Zellzahl nach (Nn) und vor (N0) der Mutageneinwirkung ergibt sich die Überlebendrate bei einer bestimmten Dosis und Einwirkzeit. Bei Hefen wird eine Mutagenisolierung von 80% Vermehrungsfähigkeit gewählt. -> UV-Bestrahlung auf beimpfte Agarplatten, Bebrütung 2 Tage bei 28°C. Stempelmethode auf Minimalmedium (MM) (hier YNBD) und Vollmedium YEPG mit Zusatz von Glycerin anstelle von Glucose; Atmungsdefekte Hefen können Glycerin nicht verwerten. Bebrütung 2 Tage bei 28°C aerob und Auszählen der auxotrophen (aminosaäurebedürftigen) Mutanten und Berechnung des % der Mutanten.
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Versuch: Biotechnologische Produktion von Aminosäuren
Optimierung der L-Lysinproduktion durch UV-Mutagenese bei Corynebakterium glutamicum (gibt auch größere Mengen Glutamat ins Medium ab). L-Lysin wird in C. glutamicum aus den Bausteinen L-Aspartat und Pyruvat synthetisiert. Die Aspartokinase ist das Schlüsselenzym für die Regulation der L-Lysin Synthese. Steigt die Konzentration von L-Lysin und L-Threonin in der Zelle, so binden diese an die Aspatokinase und hemmen damit die Eigensynthse, Hemmung ist unerwünscht. Möglichkeiten der Deregulation: abschalten der L-Threonin Produktion oder Veränderung der regulatorischen Untereinheit, die kann dann keine L-Lysin, L-Threonin mehr binden und somit wird die Aspartokinase nicht mehr gehemmt. Eine Selektion auf L-Threonin auxotrophe Stämme kann durch Verwendung von L-Threonin freiem Medium nach Isolation der Mutanten erfolgen.
Feedback Regelung bei der Lysinproduktion im Wildtyp: L-Aspartat wird Hilfe des Enzyms Aspartokinase phosphoryliert. Die vorliegende Feedback Inhibierung soll durch die UV-Mutation aufgehoben werden. Selektion der gewünschten Mutation auf  Selektionsagar mit alpha-Amino-Ethyl-Cystin (toxisches Struktur-Analogon von Lysin, irreversibloe Bindung der Aspatokinase an der Lysinbindungsstelle) -> Feed-back resistente Stämme Versuch: Drigaslskisuastrich 100μm von C. glutamicum ATCC 13032 auf Medium 535 und UV-Bestrahlung 0 als Wachstumskontrolle,30,60,90,120,150 sec, 28°C 2-3 Tage, Gewachsene Kolonie in 5ml CBM-Medium bei 28°C für 3-4 Tage inkubieren. 1,5ml entnehmen und zentrifugieren 14000rpm 10min, Überstand in Eppi, OD und pH Bestimmung, alkalischer pH und hohe OD lassen auf Lysinproduktion schliessen. Konz. im PCM-Praktikum.
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Betriebshygiene: Der Verderb von Lebensmitteln ist zu 80% auf die Aktivität von Mikroorganismen zurückzuführen ! Möglichst keimarme Bedingungen bei der Lebensmittel und Pharmaindustrie bei Produktion, Verarbeitung und Abfüllung. Keine Gefährung, mikrobiologische Qualität durch präventive hygienische Maßnahmen (Good hygienic practice) und Kontrollen (Monitoring). Qualitätsicherung durch HACCP-Maßnahmen (Hazard analysis and critical control point). Hygieneplan mit alle hygienisch kritischen Punkten und Art und Umfang der Kontrollen. Organisationstruktur mit Recall-System, zur Rückholung ausgelieferter Waren. IOS 9000-9004. Mögliche Kontaminationsquellen: Luft / Maschinen + Arbeitsgeräte (Kessel, Rohrleitungen, Laufbänder, Messer) / Personal (Hände, Haare, Atem…) / Rohstoffe (z.B. Getreide, Wasser) / Verpackungsmaterial. Der Mensch als HKP (klassischer Hygienekontrollpunkt), da nicht sicher beherrschbar wie ein CCP. Gezielte Gesundheitskontrollen und Personalschulungen. Übertragung von Verderbniskeimen auf Lebensmittel, bilden Gifte -> indirekt krankheitserregend. Gefährdung bei Magen-Darm-Erkrankungen bei Ausscheidern, die nicht erkranken. (Salmonellen, Thyphus-, Parathyphuserreger, EHEC (enterohämorrhagische E.coli), Viren (Gelbsucht=Hepatitis A), Würmer, Parasiten). Problem: Staphylokokkus aureus in Haut, Haaren auch im Nasen-Rachen-Raum ->niesen! ->Risikofaktor Mensch in der Produktion, weiterhin sollten regelmäßig:
· Kontrolle der Raumluft: Vorgeschrieben sind heute Luftkeimsammler

· Untersuchung von Desinfektionsmitteln: u.a. Untersuchung auf Resistenzen

· Untersuchung von Nachspülwasser: Vermeidung von Rückständen, Biofilmen, Reinigungsmitteln in Anlagen

· Kontrolle der Produktionsmittel und des Personals: Mikrobiologische Qualität des Rohstoffes und des Produktes

· Personalhygiene: Kopfbedeckung, Arbeitskleidung (Trennung reiner und unreiner Bereich), Handhygiene, ärtzliche Untersuchungen und Hygiene-Schulungen, Vermeidung von Erkrankungen -Beschäftigungsverbot
Untersuchungsmethoden:

· Abklatsch- oder Kontaktverfahren für Hände, Kleidung, Tische, Arbeitsgeräte mit RODAC-Platten oder Klebefilmen, Bebrütung auf Nährsubstraten

· Abstrich- oder Tupferverfahren für Rohrleitungen usw., bei trockenen Flächen werden feuchte und bei nassen Flächen trockene Tupfer verwendet. Tupfer werden in Verdünnungflüssigkeit geschüttelt und auf Nährböden aufgebracht oder direkt auf Nährmedium ausgestrichen und bebrütet werden.

· Überschichten mit Nähragar zur Kontrolle von Verpackungsmaterialien und Bedarfsmitteln. Mit einer sterilen Schere ein Stück der Folie, Pappe o.ä. ausschneiden und in eine Petrischale legen oder direkt in die Petrischale legen. Temperierter und verflüssigter Agar angießen und bebrüten.

Versuche:
1. Glatte Oberflächen

RODAC-Platte mit Plate-Count-Agar auf Fläche drücken (=Abklatsch), 48h, 28°C

2. Feuchte Flächen

Trockener Tupfer über 25cm² wischen und in 5ml physiologischer NaCl ausschütteln, jeweils 1ml mittels Plattenguß auf STI und Würze-Agar bringen, 28°C, 3 Tage

3. Trockene Flächen

Feuchter Tupfer über Fläche streichen und anschließend über STI-Agarplatte streichen, 28°C, 3 Tage 

4. Verpackungsmittel

Verpackungsmittel mit 50°C STI übergießen, 24h, 37°C

Anaerobier
aerob: nur bei Sauerstoff wachsend, Micrococcus
Fakultativ anaerob: Wachstum gleich gut, bei anaeroben/aeroben Bedingungen( E.coli

aerotolerant: anaerob besser als bei aerob ( Zymomonas mobilis

mikroaerophil: bei geringem Sauerstoffpartialdruck besser ( Corynebacterium/Lactobacillus

obligate anaerob: keine Atmungskette, Sauerstoff  ist tödlich ( Desulfovibrio/Clostridium

Redox-Potential: Sauerstoff bewirkt in wässrigen Lsg. ein hohes Redox-Potential, dies kann eine Oxidation der Sulfhydrylgruppen von Proteinen verursachen und somit den zellulären Elektronentransport stören. Sauerstoff wirkt toxisch durch die Bildung reaktionsfähiger Radikale. Aerobe und fak. Anaerobe Bakterien können diese Produkte mit den Enzymen Katalase und Superoxid-Dismutase abbauen. Die Enzyme fehlen bei obligat, strikt anaeroben B.. Die aus dem Sauerstoff stammenden Elektronen (Protonen) werden bei Anaerobiern nicht auf Sauerstoff übertragen.  Je nach MO werden die E. (P.) auf einen organischen Wasserstoff-Akzeptor (aus dem Stoffwechsel) oder einen anorganischen Akzeptor (Nitrat, Sulfat aus der N.- / S.-Atmung) übertragen. Energiegewinn aus der anaeroben Atmung ist höher als bei der Gärung, jedoch niedriger als bei der Atmung. Daher brauchen die Anaerobier ein reichhaltiges Nährstoffangebot mit tiefem Redox-Potential, aufgrund der geringen Energieausbeute.
Kulturverfahren: zur Entfernung oder Bindung von Luftsauerstoff, auch in Kombination
Stichkultur in hoher Schicht: Im Agar-RG herrschen am Boden anaerobe Verhältnisse, dazwischen stellt sich ein O2-Gradient, abhängig von dem Diffusionsbedingungen, ein. Senkrechtes Einstechen mit einer Impfnadel zur Verteilung der MO, es ergeben sich Wachstumszonen. 
Biologisch:

1. Fortner-Platte: Aerober MO und Anaerober MO auf einer Platte, luftdicht in größerer Schale und mit Parafilm abgedichtet. Der aerobe MO wächst zuerst, bis der Sauerstoff verbraucht ist, dann der anaerobe.
2. Hefegefäß: Hefekultur und beimpfte Platten im Exikator, Hefe produziert CO2
3. Leber-Leber-Bouillion: Beimpfen des Agars (setzt Redoxpotential herab) und Überschichten mit Paraffin, Agar-RG im Wasserbad kochen um Sauerstoff zu entfernen.
4. Kultur in hoher Schicht: Überschichten des beimpften Agars mit unbeimpften.

Physikalisch: Evakuierung des Exikator, Befüllen mit Schutzgas (90% N,10% CO2), spezielle Anaroben-Brutschränke, glove-Box.
Chemisch: Gaspack-Verfahren, Bebrütung im Anaerobier-Topf. Hier bei wird der Sauerstoff durch eine chemische Reaktion verbraucht. Hierzu wird ein Gasentwickler (Gas-Pack, Anaerocult, GasKit) mit Wasser befeuchtet und in das Gefäß eingebracht. Durch die Wasserzugabe wird molekularer H2 aus einer Natriumborhydrid-Tablette (NaBH4) frei, dieser verbindet sich mit dem Luftsauerstoff.
Entfernung von Sauerstoff: – O2 +2H2 -> 2H2O; mit Katalysator (=mit 0,5% Palladium beschichteten Aluminiumstücke) Überprüfung: Methylenblau-Streifen, wenn noch Sauerstoffen vorhanden ist färbt sich der Streifen blau. sonst farblos. Bei mikroaerophilen MO gibt es Gasentwickler mit Citronensäure und Natrimbicarbonat, nach Wasserzugabe entsteht eine CO2-Atmosphäre. In manchen Systemen wird zusätzlich CO2 aus Carbonaten freigesetzt: z.B. für Lactobacillus sp.
Kulturmedien: Heute verwendet man reduzierende Nährböden, diese Verbindungen sollen nicht toxisch sein und das Redox-Potential auf -300mV herabsetzen. Verwendet werden Na-Thioglycolat, Cystein, Ditiothreitol. Kontrolle: Zusatz von Redoxindikatoren, z.B. Resazurin, unter -110mV farblos und färbt sich bei Oxidation rosa.
DRCM-Medium: (Differential Reinforced Clostridial Broth) Cystein als reduzierende Substanz und Resazurin als Indikator. Vorhandenes Sulfit wird von Closrtidien zu Sulfid reduziert, dies wird als Eisensulfid (schwarze Färbung) nachgewiesen. Vorbehandlung zum entfernen der vegetativen Keime mit Erhitzen 80°C und Polymyxin-Zugabe nötig, da auch andere MO Sulfid bilden können. Es bleiben die SSA (=sulfitreduzierende, sporenbildende Anaerobier) übrig.
Sulfit-Eisen-Agar: Nachweismedium für Clostridien, nach Pasterisation bleiben nur die Bakteriensporen übrig.
Thioglycolat-Medium: Zur Züchtung von und Isolierung von obligaten und fakultativ anaeroben und mikroaerophilen Keimen. Reduzierende Substanzen sind Cystein und Thioglycolat. Durch ihre Sulfhydrylgruppen werden Arsen-, Quecksilber- und andere Schwermetallverbindungen inaktiviert. Durch die hohe Viskosität wird ein Eindringen von Sauerstoff verhindert, Kontrolle Farbumschlag des Redoxindikators Resazurin.
Versuche:
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Stichkultur zur Überprüfung des Verhaltens von MO gegenüber Sauerstoff, Thiogycolat-Agar-RG, Clostridium sporogenes, E.coli, Ps. fluorenszens. Überprüfung des Wachstums am Stickkanal. Inkubation 1-2 Tage bei 37°C. 
· Chemisches Verfahren zur Schaffung anaerober Bedingungen, Gasentwickler befeuchten und mit Methylenblau-Redoxindikator im Anaerobiertopf, Wachstum von Clostridien = schwarze Kolonien, Quadrantenausstrich auf DRCM-Medium. Inkubation 3-5 Tage bei 37°C.
· Biologisches Verfahren zur Schaffung anaerober Bedingungen, Hefe im RG oder Agar zur CO2-Produktion und Wachstum von L.casei unter mirkoaerophilen Bedingungen im Anaerobiertopf. Inkubation 3-5 Tage bei 28°C.

· Anaerobe Kultur in hoher Schicht, ST-I RG verflüssigen und auf 50°C temperieren, 5ml mit 0,1ml Clostridien-Suspension beimpfen und erstarren lassen, Rest angießen, Gasbildung bei Wachstum. Inkubation 1-2 Tage bei 37°C.

Hefebestimmung-Auxanogramm

Merkmale:

· Morphologie der Kultur, Kolonieform- und farbe, Bodensatz oder Kahmhautbildung (Pichia, Hansenula) Farb- und Aromastoffbildung (H. anaomala: Ethylacetat = Klebstoffaroma)
· vegetative Vermehrung (Sprossung, Teilung, Sprossungsart,etc.)

· Zellenform

· Bildung von Mycel oder Pseudomycel

· asexuelle Vermehrung, Endosporen meist in alten Kulturen (Trichsporon, Candida)
· Sexcuelle Merkmale, Ascus und Ascosporenbildung, Anzahl, Form
· Physiologische Merkmale: Verwertung bestimmter Nährstoffe, Vergärung von  Kohlenhydraten, Assimilation von C, N (Nitrat, Nitrit, Lysin, Ethylamin, Ammoiumsulfat – Hansenula, Candida), Wachstum ohne Vitamin, Wachstum in Gegenwart von 50 oder 60% Glukcose, oder Cycloheximid/Actidion (Candida maltosa, Klyveromyces marxianus), Fettspaltung (Candida lipolytia), Produktion von stärkeähnlichen Polysacchariden (Cryptococcus), Hydroylse von Harnstoff (Pichia jadinii = C. utilis), Säurebildung, Esterbildung (Brettanomyces), Gelantineverflüssigung
Die Auxanographie wird zur Ermittlung der Verwertbarkeit bestimmter chemischer Substanzen (Kohlenstoff- und Stickstoffquellen) eingesetzt. Für jeden MO ist genetisch festgelegt welche Substanzen er verwerten kann. Für den Gäransatz werden in der Regel flüssige Medien eingesetzt, für den Test auf Assimilation können sowohl feste als flüssige Medien eingesetzt werden. Die Auxanografie wird hauptsächlich für die Hefebestimmung eingesetzt, da Hefen über wenige morphologische Merkmale verfügen. Nicht bei Schimmelpilzen und Bakterien.
Gärung: Zucker(Pyruvat(Acetaldehyd(Alkohol+CO2                      +2ATP

Atmung: Zucker(Pyruvat(Zitronensäurezyklus(Atmungskette         +36ATP

Kyversche Gärregeln: 
· Wenn ein hefeartiger Pilz gären kann, vergärt er Glucose
· Wenn Glucose vergoren wird, werden auch Mannose und Fructose vergoren
· Lactose und Maltose werden nicht von demselben Pilz vergoren, nur die eine oder andere (Ausnahmen: Brettanomyces claussenii, Candida veratilis)
· Raffinose kann muss aber nicht vergoren werden, wenn Sacchaorse vergoren wird (Ausnahmen: S. cerevisiae var. oleacus und oleaginosus)

Metoden der Hefebestimmung:

Hefeindentifikationssystem (api20 C Aux), Assimilationstest in 19 RG mit verschiedenen C-Quellen inerhalb von 48-72h, Datenbank ist nötig, 91% können korrekt nachgewiesen werden.

PCR = Polymearse chain reaction; genetischer Fingerabdruck zur Identifizierung von Bierschädlingen (S. cervisiae var. diastaticus) oder S. bayanus var. uvarum (Cidre Herstellung)

FIT-IR-Spektroskopie (Fourier Transform Infrared Spectrometry), über Vergleich des Spektrums mit Referenzbibliothek

Auxanogramm Versuch:

Verwendet wird ein spezielles Nährmedium YNB (Yeast Nitrogen Base) in dem alle wichtigen Stoffe wie Stckstoffquelle, Vitamine, Mineralstoffe, Spurenelemente, Salze vorhanden sind. Der Kohlenstoff wird einzeln dazugegeben. Reduzierende Zucker werden erst nach dem Autoklavieren zugegeben, da sonst Maillardprodukte entstehen und der Kohlenstoff nicht mehr verwertbar wäre. Wichtig ist dass die Kultur vorher mehrfach (3 mal) gewaschen, zentrifugiert (5min 400rpm) und abdekantiert (Pellet danach in 5ml 0,9% NaCl) wurde, damit sich keine Kohlenhydrate in der Suspension befinden.
Gärung: 0,5ml Hefesuspension in 2,5ml 0,67% YNB + 2% eines KH mit Parafin überschichten, 28°C, 3-5 Tage CO2-Bildung
Veratmung von Zucker: 0,67% YNB + 2% Agar-Agar + 0,5% des KH, Quadrantenausstriche mit gewachsener Hefesuspension. Dem Agar ist der pH-Indikator Bromkresolpurpur (pH 5,2 gelb– 6,8 violett) zugesetzt – Nachweis von Säurebildung, außer bei Citrat (sauer pH) Farbumschlag von gelb nach violett bei Citratverwertung. Bebrütung 28°C 3 Tage aerob. Durch Autolyse werden Zellinhaltstoffe freigesetzt die andere Hefen verstoffwechseln können = Hungerwachstum (auch durch Reste von Nährstoffen).
Hefen im Praktikum:
Debaromyces hansenii: Milch,Käse,Früchte,Wein,Bier,Wurst,Fleisch,Butter,Pilze,Mensch,Tier,Wasser,Luft

Geotrichum candidum: Milch,Käse,Planzen,Malz,Früchte,Insekten,Mensch,Tier

Klyveromyces marxianus: Molkerei,Mensch,Tier

Trichosporon beigelii: Sägemehl,Orangen,Wasser,Tiefkühlgeflügel,Insekten,Mensch,Tier

Pichia anomala:Gummi,Beeren,Softdrinks,Kondensmilch,Sauerkraut,Mensch,Tier

Candida tropicalis: Sauerkraut,Melasse,Wasser,Früchte,Bachhefe,Mensch,Tier
Candida Santamariae = Candida krusei, Zucker, Insekten
Rhodotorula glutinis: Wasser,Luft,Leder,Blätter,Früchte,Gewürzgurken,Mensch

Pichia jadinii: Blumen,Brennerei,Mensch,Tier
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