ExXzeELLENZ IN MiKkROSKOPIE °R-BS(HU(HARDT
Versuchsanleitung GorrinGen)

Do-It-Yourself Dauerpraparate

Teil 3 von 3:

Ausstriche von Bakterien

Klassenstufe Thema Niveau | Vorbereitungszeit
Sek | + i Mikroskopie, coe .o
Mikrobiologie

Inhalt dieser Anleitung

In Teil 1 lernten Sie eine einfache Herstellung von Dauerpréaparaten und eine Einfachfarbung
kennen (Arbeitsplane Nr. 1 und Nr. 2). Teil 2 beinhaltete Doppelfarbungen und Diinnschnitte
(Arbeitsplane Nr. 3 und Nr. 4).

Beide Teile finden Sie online unter:

https://www.schuchardt-lehrmittel.de/media_center/versuchsanleitungen

Im dritten und finalen Teil der Serie widmen wir uns dem mikrobiologischen Bereich und
fertigen Ausstriche von Bakterien unterschiedlicher Herkunft an. Fir den Unterricht eignet
sich eindrucksvoll der Ausstrich von Zahnbelag, an dessen Beispiel wir die Methodik in
dieser Versuchsanleitung zeigen. Darlber hinaus verdeutlicht dies die Wichtigkeit von
Zahnhygiene.

Dariber hinaus eignen sich auch saure Milch und Ka&se, um beispielsweise
Milchsaurebakterien auszustreichen.
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Versuchsanleitung

Einleitung

Den groRten Teil der Mundbakterien (Abbildung 1) stellen runde Formen, Kokken (1),
besonders die perlschnurartige Ketten bildenden Streptokokken (2). Einige von diesen sind
Eitererreger, andere verursachen z.B. Zahnpulpaentziindung, doch sind auch nitzliche unter
ihnen wie Milchgerinner und Kéasebildner. Zu zweit zusammenliegende Kokken werden als
Diplokokken (3) bezeichnet. Bazillen (4) sind stabchenférmig, die einzeln oder auch in
mehr oder weniger langen Ketten auftreten kbnnen. Viele von Ihnen sind in der Lage
dauerhafte Sporen zu bilden und eine Reihe von ihnen sind bekannt als Erreger gefahrlicher
Erkrankungen.

Spirillen (5) sind schraubig gebogene bis korkenzieherartig gewundene, bewegliche
Organismen, die an den Enden oft mit Geil3eln versehen sind. Spirillen, die nur halb
schraubig gewunden sind, werden Vibrionen genannt. Von diesen sind die 1883 von Robert
Koch in Agypten gefundenen Cholera-Vibrionen besonders bekannt. Andere Vibrionen
erregen z.B. das Meeresleuchten in der Ostsee. Spirochaten (6) sind haarférmig lang und
spiralig gewunden, in sich biegsam, schwimmen, gleiten auf der Unterlage, haben jedoch
keine Geil3eln.

Abbildung 1: Bakterienformen, wie sie im Mund zu finden sind. Kokken (1), Streptokokken (2), Diplokokken (3), Bazillen (4),
Spirillen (5) und Spirochéaten (6).

Bakterien bilden u.a. Polysaccharide und sind wesentlich an der Entstehung von Karies und
Zahnbetterkrankungen beteiligt. Phagozytiert werden die Mundbakterien u. a. von im Mund
lebenden Amoben. Einige Amdbenarten sind an Zahnfleischentziindungen beteiligt.
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Durchfihrung
Material:

- Zahnstocher zum Sammeln des Zahnbelags.

- Destilliertes Wasser (auch demineralisiertes Wasser).
- Eindeckmedium: Glyzeringelatine.

- Safraninlésung zur Farbung der Praparate.

- Objekttrager

- Deckglaschen

- Filterpapier

- Pipetten

- Rasierklinge

- Feuerzeug, Spiritusbrenner oder Bunsenbrenner, um die Bakterien einer Hitzefixierung zu
unterziehen.

- Ein Wasserbad zum Schmelzen der Glyzeringelatine im Becherglas, sofern dies nicht unter
der Flamme eines Brenners geschieht.

- Lack zum Abdichten des Deckglaschens. Es genlgt handelsublicher klarer Nagellack.

- Praparateglaser oder Farbetrdoge nach Hellendahl
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Allgemeines zur Praparation:

- Prinzipiell sollten alle Flussigkeiten nur einmal verwendet werden. Lediglich die
Farblésungen konnen, falls sie nicht verdinnt werden mussten, in die Vorratsflaschen
zurtickgegossen werden. Verdunnte Farblésungen nicht in die Vorratsflaschen
zurlickgiel3en! Besser ist immer die Verwendung neuer, ungebrauchter Farbldsungen.

- Es lohnt sich, die Objekttrager vor der Verwendung, mit Alkohol zu desinfizieren. Dies

vermeidet den Miteinschluss von unerwiinschten Bakterien und Pilzsporen, welche die
Haltbarkeit der Praparate beeintrachtigen.

Arbeitsplan Nr.5

Bakterienpraparat, Farbung mit Safraninlésunag:

Bakterienausstrich von Material unterschiedlicher Herkunft. Beispielsweise Zahnbelag, Kése
oder saurer Milch.

Weicher Zahnbelag (Plaque) enthalt neben Nahrungsbestandteilen bis zu 80% Bakterien. Er
eignet sich daher besonders zur Herstellung von Préparaten, in denen verschiedene
Bakterienformen gefunden werden kdnnen. Der Biofilm ist recht einfach von den Zahnen
entnehmbar und lasst sich gut zu einem Ausstrich praparieren.

Vorbereitung:

- Es werden 2 separate Praparateglaser oder Farbetroge nach Hellendahl mit 1%iger
Safraninlésung sowie destilliertem Wasser gefiillt.

- Ein Bunsen- oder Spiritusbrenner wird vorbereitet.
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Der Ausstrich:

- Mit dem Zahnstocher wird vorsichtig etwas Zahnbelag von den Z&hnen und
Zahnzwischenrdumen gesammelt und auf eine Halfte des Objekttragers gebracht.

- Mit der Pipette werden ein - zwei Tropfen Wasser hinzugefiigt und mit der Spitze des
Zahnstochers gut vermengt, bis eine Suspension entsteht.

- Ein zweiter Objekttrager wird an die Mischung im Winkel von etwa 30°- 45° schrag
herangefuhrt, sodass sich die Flussigkeit leicht an den zweiten Objekttrager hinaufzieht.

- Nun schiebt man den zweiten Objekttrager von der Mischung wegwarts, in die leere Halfte
des Objekttragers. Hierdurch werden die Bakterien des Belags diuinner ausgestrichen
(Abbildung 2).

- Der Ausstrich wird an der Luft etwa 10 min getrocknet.

- Hitzefixierung. Mit der ausgestrichenen, belegten Seite nach oben (!) wird der Objekttrager
drei Mal kurz durch eine Flamme gezogen.
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Abbildung 2: Ausstrich der Bakterien-Suspension zwischen zwei Objekttragern.

Die Féarbung:

- Der Objekttrager wird in 1%ige Safraninlésung gebracht (5min)
- Zum Auswaschen wird der Objekttrager in destilliertes Wasser tberfihrt (2min)

- Eine Kontrolle der Farbung (Mikroskop) ist empfehlenswert, gegebenenfalls nochmals
auswaschen oder nachféarben.

- Ausgewaschene Objekttrager kbnnen mit Filterpapier abgetrocknet werden und an der Luft
getrocknet werden. Nach der Trocknung muss die Einbettung erfolgen.
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Die Einbettung:

- Die Glyzeringelatine wird vorbereitet. Eine gréRere Menge wird in einem heiRen Wasserbad
oder Uber einer Flamme erwarmt. Sie schmilzt ab 60°C. Nicht kochen!

- Mittels Pipette wird der Objekttrager mit Glyzeringelatine eingedeckt.
- Ein sauberes, steriles Deckglaschen wird mit der Pinzette langsam auf das Objekt gelegt.
Blaschenbildung vermeiden. Die Glyzeringelatine sollte den gesamten Raum unter dem

Deckglaschen fiillen, sie darf an den Réandern austreten.

- Die Praparate werden waagerecht (!) einige Minuten an der Luft getrocknet, bis die
Glyzeringelatine erstarrt.

- Uberstehende Reste werden mit einer Rasierklinge vorsichtig von Objekttrager entfernt.

- Das Deckglaschen wird an seinem Rand mit Lack versiegelt.

Safranin- 5min
[6sung 1%

Destilliertes 2min

Wasser

1

Glyzeringelatine Einbetten und trocknen

0

Versiegeln

Mit freundlicher Unterstitzung von
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Datenanalyse

Auswertung der Ergebnisse:

Aufgrund der groRRen Vielfalt an Formen, bietet der Versuch einen guten Uberblick tiber die
Biodiversitat von Bakterien im Allgemeinen. Es ist eine einfache Methode, um Bakterien
unter dem Mikroskop selbst zu praparieren, sowie Schulerinnen und Schulern die
Anfertigung eines Ausstrichpraparats durchfuhren zu lassen.

Das Anfertigen von Zeichnungen der beobachteten Zellformen bietet sich im Nachhinein an.
Insbesondere lassen sich Fragen zum Zusammenhang zwischen Form und Funktion stellen.

Die Bakterien im Zahnbelag verdeutlichen die Relevanz von Mundhygiene, aber weisen auch
auf die symbiotische Lebensweise der Mikroorganismen in und auf dem Koérper hin. Viele
Mikroorganismen besetzen eine Nische und reduzieren somit die Ausbreitung von
potentiellen Krankheitserregern und erflillen nitzliche Rollen. Hier gilt es, das Vorhandensein
von Bakterien im Korper differenziert zu betrachten und zu bewerten.
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