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1 Wachstum von Mikroorganismen

1.1 Nahrstoffe

Funktion von Nahrstoffen

Energiegewinnung
Biosynthese

Lésungsmittel (Wasser; Bakterienzellen bestehen aus 80-90% Wasser)

Funktionen von Wasser

Losungsmittel
Wasserstoff lonen Lieferant
(Sauerstoff Lieferant)

Wichtigste Elemente der Bakterienzelle
Element Anteil der Funktion, Vorkommen
Trockenmasse
C 50% Organisches Zellmaterial
O] 20% Organisches Zellmaterial
N 14% Aminosauren, Nucleotide, Coenzyme
H 8% Organisches Zellmaterial
P 3% Nucleotide, Phospholipide, Coenzyme
S 1% Zwei Aminosauren, z. T. in Coenzymen
Na 1% Salze
Ka 1% Salze, Cofaktoren (Enzym)
Mg 0,5% Salze, Cofaktoren
Ca 0,5% Salze, Cofaktoren, Endosporen
Cl 0,5% Salze, Methabolite
Fe 0,2% Fe-Proteine (Lytocrom), Cofaktoren
Spuren Elemente |~ 0,3% Vitamine, Enzyme (z. B. Mn, Mo, Cu, Co, Zn)

1.1.1 Quellen von Nahrstoffen

Kohlenstoff und Energie

Klassifizierung nach Ernahrungstypen

Typ Energie C-Quelle Beispiel

Photoautotroph Licht CO, Cyanobakterien, einige
Purpurbakterien, griine
Bakterien

Photoheterotroph Licht Organischer C Einige Purpurbakterien

Chemo-(Litho)- Molekuile (H,, NH3, CO, Einige Bakterien, viele

autotroph H,S) Archaebakterien

(Chemo) heterotroph Organische Molekile | Organische Molekile | Die meisten Bakterien,
Pilze, Archaebkterien

Viele Bakterien kénnen den gesamten Bedarf an Kohlenstoff und Energie aus einer Quelle decken
z. B. Glukose. Einige bendtigen zusatzlich organische Molekiile, so genannte Wachstumsfaktoren,
bei anderen wird das Wachstum dadurch nur beschleunigt.




1.1.1.2

1.1.1.3

Nahrmedien

Wenn die Wachstumsfaktoren des Mikroorganismus bekannt sind wird ein so genanntes
chemisch definiertes Medium verwendet. Sind die Wachstumsfaktoren nicht bekannt, wird auf ein
komplexes Medium zuriickgegriffen.

Wachstumsfaktoren

Stoffe Beispiele Vorkommen, Funktion

Aminosaure Glycin, Lysin Proteine, sekundar Methabolite (z. B. Antibiotika)
Nucleotide Adenin, Guanin Nucleinsdure

Vitamine Riboflanin (B, ) Coenzym

Typen von C-Quellen

Typ Beispiele

Zucker Glukose, Saccharose, Xylose, Gluconseaure, Mannit, ...
Fettsaure Essigsaufe, Buttersaure

Organische Sauren Citronensaure, Milchsaure

Alkohole Aethanol, Butanol

Aminosauren

Glutaminsauren

Aromatische Verbindungen

Benzol, Phenol

Polysacharide

Starke, Xanthan

Peptide

Lipide

Komplexe Quellen

Ribenmelasse

Getreideabfélle (zum Beispiel Corn Steep Liquor)

Sulfitablauge

Komplexe Quellen fir Wachstumsfaktoren

Extrakte aus zum Beispiel Hefe, Fleisch, Blut, Erde, Tomaten, Pferdeapfel

Stickstoff

Stickstoff Quellen

N-Quelle

Beispiel

Luftstickstoff

Wird nur von wenigen Bakterien genutzt (Azotobacter, Rhizobium)

Anorganischer Stickstoff

NH3;, NH4+, NO3-

Komplexe Quellen

Peptone

Fleisch, Casein, Soja

komplexe Abfélle

Schlachthaus Abfalle

Sauerstoff

Klassifizierung nach Sauerstoff

Gruppe Wachstum in Umgebung | Sauerstoff Effekt

Aerob Anaerob
Obligate Aerobier v - Erforderlich fir die Atmung
Mikroaerophile bei < 0,2 atm. |- In geringer Konzentration erforderlich
Obligate Anaerobier - v Toxisch
Fakultative Anaerobier v v Nicht erforderlich, aber verwendet wenn

vorhanden

Aerotolerante Anaerobier v v Nicht bendtigt und nicht verwendet




Sauerstoff Radikale

Sauerstoff Radikale kénnen von einigen Enzymen gebildet werden. Sie sind hochreaktiv und
somit geféhrlich fir den Organismus. Andere Enzyme kdnnen diese zu harmloseren
Verbindungen umwandeln. Diese Enzyme fehlen jedoch den Obligaten Anaerobiern.

1. Stufe

Superoxid Dismutase wandelt Peroxy-Radikale und Superoxid-
Radikale in Peroxid und Sauerstoff um:

HO, + O, +H" 0, + H,0;

2. Stufe

p5e

@3

H/ 120° (%)

Katalase wandelt zwei Peroxidmolekiile in Wasser und Sauerstoff um:

2H,0, 2H,0+ O,

Oder: Peroxidase wandelt ein Peroxid in Wasser um:

H,O, + NADH+H"  2H,0 + NAD"

Peroxid  Superoxid
R adilal R adilal

}

- Superoxid Dismutase
HO, + 0,

Stufe 1

& + 20, —

— 2H,0,

Stufe 2

_Hﬂoﬂ

Katalase EHED + G‘z

Peroxidase EHQG'

Coenzym

NADH + HY  NAD®

Enzyme zum Abbau von O ,-Radikalen

Klassen Superoxid Dismutase Katalase Peroxidase
Obligate Aerobier und S S -
Fakultaitve Anaerobier

Aerotolerante Anaerobier S - s
Obligate Anaerobier - - -

1.1.1.4 Kationen und Anionen

lonen werden in Form von Salzen, die sich im Nahrmedium befinden aufgenommen. Sie kénne in
der Lésung eventuell Pufferwirkung haben z. B. KH,PO,, K,;HPO,




1.1.1.5 Spurenelemente

Spurenelemente In komplexen Medien vorhanden, sonst Spurenelemente Losung zusetzen.

Spurenelementelsung

Eigen III-Citrat 1000 mi NazMoQy + 2H20 1,0 mg
MnCl; * 4 HzO 10 mg CoCla 5,0 mg
ZnCl; 5 mg  SnClz - 2H;O 0, 5 mg
LiCl 0,5 mg BacCly 0,5 mg
KBr 2,5 mg AlCls 1,0 mg
KJ 2,5 mg H3BO; 10, 0 mg
CuS0y 0,005 mg  Athylendiamintetraacetat 20, 0 mg
CaClz 1000 mg Aqua dest. ad 1000 ml

Diese Losung wird in der Verdinnung 1 : 100 (algo 10 ml auf 11) bis
1 : 500 der Nihrlosung zugesetzt.

1.1.2 Beispiele fur Nahrstoffmedien

Fur Mikroorganismen mit geringen Nahrstoffanspriiche genligt oft ein chemisch definiertes
Minimalmedium.

Beispiel: Minimalmedium fir  Bazillus megaterium

Stoff Menge Funktion

Glukose 100g C-Quelle, Energie
Ko,HPOL/KH,PO, 2,59 P- Quelle, K-Quelle, Puffer
(NH,) , HPO, 1,0g S- Quelle, Mg-Quelle
FeSO, 7H,0O 0,01g Fe-Quelle

CaCl, 0,01g Ca- Quelle, CI-Quelle
Spurenelemente 10ml Vitamine, Enzyme
Wasser pH =7,0 985ml Lésungsmittel

In komplexen Medien ist jedoch ein schnelleres Wachstum mdglich.

Beispiel: Allgemeines Komplexes Medium fir Bakterie n

Stoff Menge [Funktion

Glukose 100g C-Quelle, Energie

Pepton 69 Aminosauren, Stickstoff, Schwefel, Phosphor, Spurenelemente
Hefeextrakt 3,09 Wachstums-Faktoren, Spurenelemente

Wasser pH =7,0 |1000ml |Ldsungsmittel

Fur Stoffwechseluntersuchungen muss allerdings ein chemisch definiertes Medium mit
Wachstumsfaktoren benutzt werden.

Bei der Technischen Anzucht von Mikroorganismen wird die Nahrstoffauswahl durch folgende
Faktoren bestimmt:

Anspriuche der Mikroorganismen
Ausbeute Produkt
Kosten



Medium for Leuconostoc mesenteroides”

Water ' 1 liter

Energy source:
Glucoese 258

Nitrogen source:
NH,Cl 3g

Minerals:
KH,PO, 600 mg FeSO, - 7H,O 10 mg
K:HFO, 600 mg MnSQ; - 4H,0 20 mg
MgSQ, - 7H,0 200 mg NaCl 10 mg

Organic acid:
Sodium acetate 20g

Amino acids:
pi-a-Alanine 200 mg L-Lysine - HC1 250 mg
L-Arginine 242 mg pL-Methionine 100 mg
L-Asparagine 400 mg vL-Phenylalanine 100 mg
1-Aspartic acid 100 mg L-Proline 100 mg
1-Cysteine 50 mg pL-Serine 50 mg
L-Glutamic acid 300 mg ni.-Threonine 200 mg
Glycine 100 mg pL-Tryptophan 40 mg
L-Histidire - HCI 62 mg L-Tyrosine 100 mg
pL-Isofeucine 250 mg pL-Valine 250 mg
pL-Leucine 250 mg

Purires and pyrimidines:
Adenine sulfate - H,O 10 mg Urecil 10 mg
Guanine - HCl - 2H,0 10 mg Xanthine - HC] 10 mg

Vitamins:
Thiamire - HCI 0.5 mg Riboflavin 0.5 mg
Pyridoxine - HCI 1.0 mg Nicotinic acid 1.0 mg
Pyridoxamine - HCI 0.3 mg p-Aminobenzoic acid 0.1 mg
Pyridoxal - HC1 0.3 mg Biotin 0.001 mg
Calcium pantothencte 0.5 mg Folic acid 0.01 mg

aFrom H. E. Sauberlich and C. A. Baumann, “A Factor Required for the Growth of Leu-
cenostec citrovorum,” J. Biol. Chem., 176, 166 (1948).

1.2 Wachstumsbedingungen

1.2.1 pH-Wert
Extreme Standorte
PH-Wert Standort
0,5 sehr sauere Boéden
10,5 sehr alkalische Seen
T T T
min opt max pH
Signifikante Punkte
pH-Wert Bedeutung

Minimaler pH-Wert

Niedrigster pH-Wert, den der Mikroorganismus toleriert

Optimaler pH-Wert

pH-Wert bei dem optimales Wachstum stattfindet

Maximaler pH-Wert

Hochster pH-Wert, den der Mikroorganismus toleriert




Klassifizierung nach pH-Werte
pH-Wert Bezeichnung
<7 Acidophile
=7 Neutrophile
>7 Alkaliphile
Beispiele (nicht kiausur relevant)
Mikroorganismus PH-Wert

Minimum Optimum Maxlimum
Thiobacillus thiooxidans 0,5 2,0-2,8 4,0-6,0
Bacillus acidocaldarius 2,0 4,0 6,0
Lactobacillus acidophilus 4,0-4,6 5,8-6,6 6,8
Escherichia coli 4,4 6-7 9,0
Pseudomonas aeruginosa | 5,6 6,6-7 8,0
Streptococcus pneumoniae | 6,5 7,8 8,3
Nitrobacter agilis 6,6 7,6-8,4 10,0

Das Wachstum sollte méglichst bei konstantem pH-Wert durchfiihrt werde.

Methoden zum konstant halten des pH-Wertes

Methode Anwendung Praxis
Regelung Fermenter pH-Sonde, Messgeréat, Regler, Dosierung ( Séaure, Lauge )
Puffer Kleine Kolben Phosphat-Puffer (~ pH 7)),

Reaktionen:

K;HPO, + HClI  KH2PO, + KCI
KH,PO, + KOH  K;HPO, + H,O

1.2.2 Temperatur

min

Signifikante Punkte

Temperatur

Bedeutung

Minimale Temperatur

Mindesttemperatur fir das Wachstum des Mikroorganismus

Optimale Temperatur

Temperatur fur optimales Wachstum

Maximale Temperatur

Maximale Temperatur fiir das Uberleben des Mikroorganismus




Arrhenius Gleichung
B
m=Axe RT

m= Wachstumsrate

E, = Aktivierungsenergie
A = spezifische Konstante
T = absolute Temperatur

R = Ideale Gaskonstante (8,314 J /(moIXK) )

Klassifizierung nach Temperatur

Bezeichnung Temperatur C

Minimum Optimum Maxlimum
Psychrophile <0 10-15 <20
Psychrotrophe 0 15-30 25-35
Mesophile 10-15 30-40 <45
Thermophile 45 50-85 >100
Beispiele (icht kiausur relevant)
Mikroorganismus Temperatur T

Minimum Optimum Maxlimum
Vibiomarinus 4 15 30
Pseudomonas maltophila 4 35 41
E. coli 10 37 45
Thermus aquaticus 40 70 79
Pyrobacterium brocKii 80 105 115

Anpassung an Temperatur

Mikroorganismus S$tandort Anpassung

Psychrophile Hoher Anteil von ungesattigten Fettsauren

Thermophile Keine ungesattigten Fettsduren (bei Archaebakterien sind zum Beispiel
Fettsauren in der Plasmamembran durch Phytan ersetzt), Proteine sind
gegeniber Mesophilen modifiziert (Dehydrierung, Primarstruktur)

1.2.3 Osmotischer Druck

Der Osmotische Druck bestimmt die Verfligbarkeit des Wassers. Ein Maf3 dafir ist die
Wasseraktivitat Ay. Mikroorganismen leben in einem Bereich mit einer Wasseraktivitat von 0,7-1,0.

Wasseraktivitat

Medium Wasseraktivitat (A )
Wasser 1,0

Blut 0,99

Seewasser 0,98

Ahorn Sirup 0,9

Gr. Salt Lake 0,75

In der Natur werden niedrige Ay-Werte meist durch Salze verursacht.



Klassifizierung nach Salz Gehalt im Wasser
Bezeichnung Prozentualer NaCl Gehalt im Wasser
Mild Halophile 1-6%
Moderat Halophile 6-15%
Extrem Halophile 15-30%
Halotolerante Besseres Wachstum ohne Salz, aber gewisse Toleranz
Normale Mikroorganismen Besseres Wachstum ohne Salz

[T

normale
halotolerant
1.0 0.9 0,8 0.7 By

1.2.4 Bellftung

Malinahmen zur BelUftung Aerober Kulturen

= Methode Gefald Menge
Schiitteln Kleine GeféRe (Reagenzglaser, Erlenmeyerkolben) 5ml — 1I

L Ruhren GrolRere Gefal3e (Erlenmeyerkolben, Standfalschen) 21—10I
Begasen Standflaschen, Fermenter 10l — 5000m°

1.2.5 Durchmischung

Durchmischung wird bei Flissig-Kulturen angewendet.

Elemente einer FlUssig-Kultur

Elemente Beispiel

Feststoffe Mikroorganismen, ungeldste Nahrstoffe
Flissigkeiten geltste Nahrstoffe

Gase Sauerstoff

Ein Probleme bei der Durchmischung ist die Empfindlichkeit von Mikroorganismen gegenuber

Scherkréften.




1.3 Kulturmethoden

Mikroorganismen

Mahrboden Mahrlosung
Adhdrent (an einer Oberflichenkulturen Suspension
Dhelll'ﬂache, . {(schwimmen auf der
GefaBwand o. 4.) Oberfliche)

Von der Kolonie zum Grofifermenter

Kolome Stammkuitur Schﬁﬂeikultur

Yorfermenter Produktionsfermenter
. 301 150.000 |

) )

]

auf Agarptatte Schridgagar 0 mi Fluhrkultur 31

1.3.1 Nahrbdden
Ein Nahrboden besteht aus einer Nahrlésung und einem Geliermittel.
1.3.1.1 Agar

Meistens wird Agar verwendet. Er wird aus Rotalgen-
Polysaccharid hergestellt.
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Vorteile

Verflissigt sich erst ab 95T

Anschliel3ende Erstarrung erst bei unter 45C

Kann nur von sehr wenigen Organismen abgebaut werden

Agartypen

Bezeichnung Agarmenge Konsistenz

Feste Nahrboden 15-20g Agatr/l relativ fest, wie steifer Wackelpudding

Weichagar 5g Agar/l keine freie Bewegung madglich, aber Ausbreitung im
Medium

1.3.1.2 Gelatine

Wird kaum noch verwendet. Das liegt daran, dass Gelatine bei Gber 25T bereits weich wird und
viele Organismen Gelatine abbauen kénnen.

1.3.1.3 Kieselgel

Kieselgel ist ein anorganisches Tragergel. Es ist relativ leicht herzustellen. Man bendétigt Na,SiOs—
Lésung und Salzsaure (HCI) um hoch kondensierte Kieselsaure (H,Si,Os), herzustellen.

KulturgefalRe
, Petrischale
; Multi-Trays
s ' | Schragréhrchen
== [stichagar-Rohrchen

[

Petrischale

Schrigagar Stichagar

1.3.2 Nahrlésungen

1.3.2.1 Submers Kulturen

In Submers Kulturen sind die Mikroorganismen homogen in einer Flissigkeit verteilt.

Methoden zu Durchmischung
Schitteln

Rihren

Begasen

11




1.3.2.2 Oberflachen Kulturen

Oberflachen Kulturen werden meist bei Pilzen verwendet. Die Mikroorganismen schwimmen in
einer flachen Schicht auf der Oberflache einer Nahrldsung ohne, dass das Medium gemischt wird.
Das Verfahren wird heute kaum noch angewendet.

1.3.2.3 Adhéarente Kulturen

Adhéarente Kulturen sitzen auf einem Tragermaterial fest und die Nahrldsung strémt vorbei.

1.3.2.4 Kulturgefal3e

Kiuyverkotben
Gefifle zur Oberflichen- und Sub kultur von b
Mikroorganismen,
KulturgefaRe, Volumina 0,25ml-5000m *
Reagenzglaser Fermenter Saulenférmige
e - A __l

Reaktoren

o= T -
= oy

1.3.3 Anaerobe Kulturen

Die Aerobe Kultivierung muss unter Ausschluss von Sauerstoff geschehen. Das wird ermdglicht,
in dem Sauerstoff in einem sogenannten Anaeroben Topf durch andere Gase wie zum Beispiel
Stickstoff ersetzt werden. Flissigkulturen werden mit Stickstoff begast, so dass der Sauerstoff
verdrangt wird. AuRerdem werden noch reduzierender Substanzen wie zum Beispiel Thioglycolat

zugefugt.

12



1.35.1

1.3.4 Aerobe Kulturen

Ablauf der Anzucht

Schritt Ablauf
1 Stammkultur | Konservierte Zellen (zum Beispiel gefriergetrocknet)
2 Vorkultur (Erlenmeyerkolben 50ml)
3 Vorkultur (Erlenmeyerkolben 11)
4 Fermenter 20l
...Zwischenschritte...
n-1 Letzter Vorfermenter 5.000I
N Produktionskultur 10.000I

1.3.5 Ziel der Kultur

Selektionskultur

Das Ziel bei einer Selektionskultur ist
aus einer Mischpopulation eine
Reinenkultur zu gewinnen. Dies kann
durch Selektionsdruck erreicht werde
Diesen kann man durch die
bereitgestellten Nahrstoffe (z.B.
Kohlenwasserstoffe) oder durch
Wachstumsbedingungen erzeugen.

Wachstum von Mikroorganismen

Einzelzellen
Zellaggregate
Hypen (Mycel)

Vermehrungstypen

Sexuelle Vermehrung. Meist bei
Pilzen. Ist jedoch fir die Anzucht
meist unbedeutend.

Asexuelle Vermehrung. Teilung
(symmetrisch) , Knospung
(asymmetrisch), Sporulation
(Dauerformen)

Some technigues

for the cultivation of anaerobic
hacteria. (A Fluid thioglycolate
medium. This liquid medium
cantalns o raducing compound,
sodiym thioglycolate, which
recluces the oxygen contant of the
medlum, creating snagrobic
canditions. For growth of
anaercbes, this medium is
inoculated and incubated in the
same fashion az for the cultivation
of aerobes. (B) Brewar ancerchic

es

n.

jar equipped with a special lid
contgining a haating slement
surroungded by a platinized
caralyst. Tha qir in the |ar ia
replacad with hydrogen or
iluminoting gas. The heoting of the
tube on which the catalyst is fixed
activates the catalyst, sausing the
axygen present to combine with
tha hydrogen to ferm water or, in
the case of illuminating gas, water
and carbon dioxide, thus ramoving
the free oxygen frem the jar and
establishing anasrobic conditions.
{Baltimore Biological labaratory,
Divisian of BiaQuest.}

{C} Mechanical evacuotion and
replacement methad. Air is
avacuored from the jar by @
vacuum pump. The jar is flushed
with nitrogen gos several times
and finally fitled with nitragen

gus or @ mixture of corben digxide
and nitrogen. Meosurement of
gas remavol and replacsment con
be d ined from the r

in tha system.

Layer of

plasticine.

Thres-way
Slopcock

[

Space lar
combination
ofgoses

‘Platinized
cotalyst
'

Heating

Tuks

Munometer

Tevacyum line

Compressad gos:
nltrogen of
helium plus

carbon dioxide

13
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Aspergillus Penicillium

Asexual spores {conidia) are produced ot the tips (sterigmata) of fertile hyphae.
Note the different appearance of the conidiophores of the three genera illustrated.

'ri-\f\c&f:;w’-‘l\\} k&wax_i% Si}u ma {on \\Lv\

{.3

Three morphelogical

types of hyphoe: (A} nonseptare
{coenocytic); (B) septate with
uninucleate cells; or (C) septote

with multinucleate cells.

Transverse fission
Budding Sporulation

Yeast reproduce by budding, transverse fission, or sporulation.

Streptomyces Waksmania Streptosporangium

Micromonaspora Nocardia Jensenia

Some genera of the Actinomycetales.

14



1.3.5.2 Wachstumskultur

Die gewonnene Reinkultur wird so optimiert, dass das Wachstum maximal ablauft.

1.3.5.3 Produktionskultur

Die gewonnene Reinkultur wird so optimiert, dass die maximale Menge des Zielproduktes
hergestellt wird.

15



1.4 Physiologie des Wachstums

1.4.1 Kinetik
Zeichenerklarung
Zeichen Einheit Erklarung
N Anzahl der Mikroorganismen
N, Anzahl der Mikroorganismen nach n Teilungen
N; Anzahl der Mikroorganismen nach der Zeit t.
No Anzahl der Mikroorganismen vor der ersten Teilung
n Anzahl der Teilungen
K Std™* Teilungsrate
G Std Zeit die wahrende einer Generation vergeht
N=2°2,2,2,2,.

Anzahl der Mikroorganismen N nach n Teilungen:

N, = N, %"

Gleichung mit log », Logarithmiert:

log, N, =log, N,+n

Iug!H

Anzahl der Teilungen n wenn N Mikroorganismen vorli egen:

n=log, N, - log, N,

Anzahl der Mikroorganismen N nach t Stunden:

N, = N, <*

Teilungsrate K der Mikroorganismen wenn nach t Stun den N Mikroorganismen

vorliegen

K

— Ing Nt B logz No _n

t

16




Generationszeit g bei einer Teilungsrate K:
g=L-t
K n

Praxis

In der Praxis wird nicht von Einzelzellen sondern von einer gesamten Population ausgegangen.
Eine Zellpopulation verhalt sich wie die folgenden chemischen Reaktionen:

autokatalytisches System
Vermehrung folgt einer Reaktion 1. Ordnung

Zeichenerklarung

Zeichen Einheit Erklarung

X Zellzahl bzw. Zellmasse (Annahme: Masse pro Zelle bleibt konstant)
Xi Zellzahl bzw. Zellmasse nach t Stunden

m Std? Wachstumsrate

tp Std Zeit bis zur Verdopplung von x (Zellmasse)

Fur eine Reaktion erster Ordnung gilt:

dx

_t = mMXX Integration ( Grenzen: Xq, X; )

Zellmasse x nach t Stunden mit der Wachstumsrate m;
X, = X, x&”

Gleichung mit In Logarithmiert und nach maufgelost:

n X =g 0 X%

X t

Wachstumsrate mwenn nach t Stunden die Zellmasse x vorliegt und zu beginn x 4
vorlag:

m:Inx[-Img)
t

Verdopplungszeitt pbei der Wachstumsrate m:

_in2

t
° m

Wenn die Zellmasse pro Zelle konstant ist, gilt g=t,

Mit g =t und K =1 ergibt sich K =1 U t,= i
g b K

17



- In2 1
— U m¥ —und t; =—ergibtsich /m=In2>XK
m ty K

Wachstumsrate [ bei der Teilungsrate K:

m=1n2xXK

Zusammengefasste Formelsammlung

Erklarung Formel
Anzahl der Mikroorganismen N nach n Teilungen — n
z i gani ilung Nn — No )
Anzahl der Teilungen n wenn N Mikroorganismen vorliegen | = log, N, - log, N,
Anzahl der Mikroorganismen N nach t Stunden — kot
g N, = N, %

Teilungsrate K der Mikroorganismen wenn nach t Stunden N
Mikroorganismen vorliegen.

K = log, N, - log, N, _n

t t
Generationszeit g bei einer Teilungsrate K 1 t
g = — =-—
K n
Zellmasse x nach t Stunden mit der Wachstumsrate m X =% xgd™
Wachstumsrate mwenn nach t Stunden die Zellmasse x; In X, - In X
vorliegt und zu Beginn die Zellmasse x, vorlag i
Verdopplungszeit tp bei der Wachstumsrate m ¢ In2
° m
Wachstumsrate u bei der Teilungsrate K m=1n 2K

1.4.2 Wachstumskurve

LN

Phase 1: Lag-Phase

Phase 2: Exponentielle Phaze
Phase J: Stationare Phase
Phase 4 Sterbe Phase

Wachstum von Mikroorganismen in flissigen Kulturen.
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1.4.2.1 Lag Phase (Anlauf Phase)

Inx

Die Lag Phase ist die Zeit, die vom animpfen bis zu
Erreichen der maximalen Wachstumsrate verstreicht. Die
Dauer dieser Phase ist von dem alter der Vorkultur, der
Medienzusammensetzung und der Impfmenge abhéangig.
Typische Impfmengen liegen zwischen 0,1 und 20%.

Definition der Lag Phaset | t t
L

Die Lag-Phase beginnt zum Zeitpunkt 0 und endet zum L= Grenze zwichen Phase 1 und 2

Zeitpunkt T,. Siehe Zeichnung.

Inx

Diauxie
2. Lag-Phase

Diauxie bedeutet Wachstum von Mikroorganismen mit
unterschiedlichen Nahrstoffen einer Klasse (z.B. C-Quelle). \
Nach dem Verbrauch der einen Quelle tritt eine zweite Lag-
Phase ein, da der Stoffwechsel auf die andere Quelle Glukose
umgestellt werden muss. N

1. Lag-Phase

1.4.2.2 Exponentielle Phase (Log Phase)

In der Exponentiellen Phase findet Wachstum mit maximal méglicher Geschwindigkeit statt.

M= I
. . R . . In x
Die maximale Wachstumsgeschwindigkeit ist zum einen von %
genetischen Faktoren abhangig, zum Beispiel von dem t
Enzymgehalt der Zelle oder von Regulationsmechanismen
innerhalb der Zelle, zum anderen ist die
Wachstumsgeschwindigkeit von Umweltfaktoren wie zum
Beispiel den vorliegenden Nahrstoffen oder .

vorherrschenden Wachstumsbedingungen abhangig.

m... kann aus der Wachstumskurve bestimmt werden. i, t t
_Inx - Inx
L =—2
t- 1,

Beispiel fur die Verdopplungszeit der Zellmasse (bei optimalen Bedingungen)
Mikroorganismus T p(Std)
Pseudomomonas natriegens 0,16
E. Coli 0,35
Vibio marinus 1,25
Mycrobacterium tuberculosis 6,0




1.4.2.3 Stationdre Phase

Wahrend der stationaren Phase wird das Wachstum

. - . . 1

eingestellt, weil die Nahrstoffe verbraucht sind. Die nx
stationare Phase beginnt immer dann, wenn ein Nahrstoff an
das Limit gelangt. Bei einfacher Limitierung gilt die so
genannte Monod Gleichung. B

LI=4

2
m=m x :
ax kS + CS HE t

cs = Konzentration des limitieren Substrates
ks = Substratsattigungskonstante

1.4.2.4 Absterbe Phase

In der Absterbe Phase sterben die Zellen ab, weil sie entweder verhungern oder Toxine bilden,
und sich so selbst abtéten. In der Absterbe Phase lysieren mache Mikroorganismen, andere nicht.

Inx Inx

mit Lyse ohne Lyzse

/ /

s } t 7 t

lebende Zellzahl lebende Zellzahl
gesamte Zellzahl gesamte Zellzahl

1.4.3 Ertrag

- gZeIImasse

Ertragskoeffizient: Y,
Substrat

1.4.4 Synchrone Zellteilung

Die synchronisierte Zelleteilung wird durch Reize (Temperatur oder H
Licht) ausgeldst. Die Graphik zeigt eine Wachstumskurve fur
Mikroorganismen in Batch-Kulturen (geschlossenes System).

Alternativen

Fed-Batch-Kultur
Kontinuierliche Kultur

Verschiedene Mikroorganismen benétigen verschiedene
Nahrlésungen, die Wachstumskurven sind jedoch &hnlich.
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1.5 Messung des Wachstums

Zur Bestimmung des Wachstums kann man die Zellmasse oder die Zellzahl messen. Die
Zunahme der Zellmasse und der Zellzahl ist in der Lag und Log Phase sehr &hnlich, wahrend der
stationaren und der Absterbe Phase sind jedoch starke Abweichungen Mdoglich.

Methoden zur Wachstumsmessung

Zellzahl/Zellmasse

Methoden

Lebendzellzahl

Agar Kulturen

Gussplatten Methode

Spatelplattenmethode

Glasperlenmethode

Tropfmethode

Spiralmethode

Membranfiltermethode

Flissig Kulturen

Most Propable Number Methode (MPN)

Gesamt Zellzahl

Zahlkammer

Coulter Counter

Zellmasse

Direkte Methoden

Feuchtmasse

Trockenmasse

Zellprotein

Zellstickstoff

Indirekte Methode

Tribungsmessung (Durchlicht, Streulicht)

Respirationsquotient

Warmebildung

pH-Anderung

Substratverbrauch

Viskositatsdnderung

1.5.1 Zellzahl

Die Lebendzellzahl ist die Anzahl der vermehrungsfahigen Keime. Ein Problem bei der
Bestimmung der Lebendzellzahl ist die Aggregatbildung. Wenn man eine Einzelzelle auf einen
Nahrboden gibt, vermehrt sich diese und bildet Kolonien.

Definition: Koloniebildende Einheiten (KBE) oder englisch colony-forming units (CFU)

Vorgehen bei Agar Kulturen

Probe entnehmen

Probe verdiinnen

Probe auf dem Nahrboden verteilen
Bakterien Kolonien auszahlen

Optimal zum auszéahlen: 50-200 Kolonien pro Platte
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1.5.1.1 Lebend Zellzahl

Agar Kulturen

Stamm- Verdiin- | Volu-

suspension |nungs- | men

stufe |pro
Platle

nicht
0.1 ml z&hlbar
»
g 45ml | 110 0,1ml

430 Kolonien
-;.-'_'. 45ml {1100 01 mi 86 Kolenien
45ml 11000 [Q1ml 10 Kolonien

|
=
45mil 110000 (0,1 mi 2 Kolonien

Bestim mung der Lebendzellzahl.

B -
//
i,’ “ Pipetta
Culture of bactenio or ony olher
Specimen sample comtaining bocterio in
suspensian

(—_/ b ml transferred 10 2% ml dilu-
tion blank; | ml transferred to

2d 9% ml dilstion blonk: ¢ ml

| Dikdicns transfarred to 3d 92 mi dilulion
| blunk
=16 110,000 R After addimon of Inoculum T.O
: dilution dilution dilutian e e e
Platirg um is poured into each plate.
l 1mi I ml 1 ml The plate ic gantly rototed for
==l i T ¥ thorough distribution of inocu-
} } } lum throughout tha medium.
Incubation  —-
) Plates ore ploced, inverted, in
/" \“\ ETE //' i T, anincubator fes 24 hror tongar,
b s il W A
Cointing h T | / } : ] . l A plate is selacted which cons

\ o i N Y /,/ i ¢ /r' tains from 30 to 300 colonics.
Mumber of cclonies counfed

on plate X dilution of sample
Calgulenon of count = numbar of bacteria per ml

e - P - —— -—— .

Plate-count techniquye.




Gussplattenmethode
Vorgehen:

Probenverdiinnung
Mischen mit flissigem Agar
Agar in Platten gieRen

Alternatives Vorgehen:

Platte mit Agar (15 g/l)

Probe mit Weichagar (3-5 g/l) mischen
Weichagargemisch auf die Agarplatte
aufbringen.

Mit dieser Methode erhalt man klar
abgegrenzte Kolonien, sie ist jedoch nicht
fur thermolabile Mikroorganismen (ca. 45C)
geeignet.

Spatelplattenmethode e Sees
= brrmmn] premrmneeney
Bei der Spatelplattenmethode werden 0,1- EES LT 2erEaTN: e i ol
0,2 ml der Probe mit einem Spatel
(Drigalski-Spatel) auf einer Agarplatte
verteilt.

Methoden zur Bestimmung der kolonlenbildenden Einhelten

Glasperlenmethode

Der Spatel wird ersetzt durch 6-12 sterile Glaskugeln (Durchmesser 6mm). Platten 15-30
Sekunden horizontal schitteln

Tropfmethode
Vorgehen:
5 x 10 m Proben entnehmen
Auf eine Agarplatte geben
Agarplatte schrag halten
5 parallele Streifen ergeben sich
Spiraliermethode
Die Spiraliermethode wir auf einer so genannten ,Spiral Plater* durchgefiihrt. Man bringt
spiralférmig von innen nach auf3en die Mikroorganismen (Pumpe) auf einer drehenden Agar Platte
aus. AnschlieRend zahlt man die Sektoren aus.
Membranfiltermethode
Die Membranfiltermethode wird bei Proben mit sehr geringem Keimgehalt (Trinkwasser)
angewendet. Die Wasserprobe wird durch Membranfilter (Durchmesser z.B. 0,1-0,2 pm Poren)

gesaugt und anschliel3end wird der Filter auf eine Agarplatte gelegt. Nachdem die Agarplatte
bebritet wurde wird die Probe Auszahlt.
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Flussig Kulturen

Most Probable Number Methode

e, e e

£
=

3
-
s (>
Pribi 9"“ i1 ”“' 1:100 ”’”‘

E

le _
yml 9'“' = B
9ml 'J‘ ml ! 9mi

Kontrolle 0.1 ml/ml 0,01 ml/mi 0,001 mi/ml

Most-probable-number-Methode zur Kelmzahlbestimmung

Zahl der Réhrchen pro Reihe, die Wachstum zeigen

Reihe Reihe Reihe Wahrscheinlichsie
100 10 1 Zahl von Mikro-

{mg- oder {mg- oder {mg- oder organismen pro g
wl-Probe) ul-Probe) ul-Probe) oder m! Probe

> 1100
1100
500
200

O = M Lo

290
210
150

80

(AT LS R LSRN | W oW

160
120

[

WWWL | Wwwww | wwww |wwww
So | O [ Dd—rw

oo o

Mast-probable-number-Methode zur Kelmzahlbestimmung

Das MPN Verfahren liefert die wahrscheinliche Zellzahl. Diese Methode wird bei Proben mit
geringem Keimgehalt (bis ca. 103/ml) angewendet.

Vorgehen:

14 Reagenzglaser mit je 9 ml Nahrlésung
1 Kontrolle (je 3)

3 Verdunnungen (je 3)

Auswertung nach Tabellen



Auszahlen unter dem Mikroskop

Bei groRen Bakterien oder Zellen mit Zellkern wie zum Beispiel Hefen, kann man am Mikroskop
die Gesamtzellzahl durch Auszahlen bestimmen. Um lebende Zellen von abgestorbenen zu
unterscheiden kann man auf Vitalitat bei der Auszahlung achten oder vorher eine Kernfarbung

durchfiihren.
15.1.2 Gesamt Zellzahl

Zahlkammer

Mit einer Zahlkammer kann man Partikel Z&hlen. Sie besteht aus einem dicken plangeschliffenen
Objekttrager mit eingeritztem Gitter.

——J \J

P |

Ein Grol3quadrat (GQ) hat eine Kantelange von 0,2mm und besteht
aus 16 Kleinquadraten (KQ) mit einer Kantenlange von 0,05mm. Das
Volumen Uber einem Kleinquadrat betragt 0,00025 mm® =2,5x10" | =
0,25 plund tber einem GroRRquadrat 0,004 mm® = 4x10-6 | = 4 pl. Zur
Auszahlung verwendet man ublicherweise vier Grol3quadrate. Ideale
zur Auszéhlung sind 40-80 Zellen pro GroRquadrat.

[ IS
o 0 .
]
[ ] ]
e ®
@ 9 °
® ®
g ®
L | | N B N4GQ x0°
: Zellzahl 16m|
Coulter Counter
.\E:I_F"
r Elektralyt
e
a
° e ® Zelle
ol 2 o
@ T; e g @
Kapilare Elektroden

Der Coulter Counter saugt Uiber eine extrem
feine Kapillare (Durchmesser: 30um) ein
genau messbares Volumen einer verdinnten
Flussigkeit mit Einzelzellen an. Eine Elektrode
misst dabei die Anzahl der vorbeiflieRenden
Zellen. Im Nachhinein ist des dann méglich
die Zellzahl pro Volumen zu bestimmen.

Sakler

—

Stop-
kontakt

Vakuum

Kapillare

Elektroden

Quecksilbersaule

Partikelzahlung mit dem Coulter Counter®,
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1.5.2 Zellmasse

1.5.2.1 Direkte Methoden

Feuchtmasse

Vorgehen

Probenahme

zentrifugieren oder filtrierten der Probe
Auswaschen der Nahrlésungsbestandteile
Wiegen der Feuchtmasse

Diese Methode ist unaufwendig aber auch sehr ungenau.
Trockenmasse

Vorgehen

Probenahme

zentrifugieren oder filtrierten der Probe

Auswaschen der Nahrlésungsbestandteile

Trocknung bei entweder 80<C fir 24 Stunden oder 10 5T fir 6 Stunden
Wiegen der Trockenmasse

Diese Methode ist deutlich genauer als die Bestimmung der Feuchtmasse ist jedoch aufwendiger.
Proteine

Die Bekannteste Methode ist die Methode nach Lowry. Mann bestimmt die Feuchtmasse (siehe
oben). Dann Uberfiihrt man die Proteine in Losung indem man die Probe fiir 90 Minuten in 60C
heiRer Natronlauge erhitzt. Danach wird je nach Konsistenz der Probe zentrifugiert. Anschliel3end
fiigt man folgende Reagenzien hinzu:

Kupferreagenz : Peptidbindungsnachweis
Folinreagenz : Zyklische Aminosauren

Dann wir Zentrifugiert und anschlieRend der Proteingehalt gemessen.

Stickstoff
Stickstoff befindet sich vor allen in Proteinen. So kann man indirekt Gber die Proteinkonzentration
die Zellmasse bestimmen. Man bestimmt zunachst wieder die Feuchtmasse. Dann wird mit heiRer

Schwefelsédure der organische Stickstoff in Ammoniumsulfat Giberfihrt und die Menge des
Ammoniaksulfats durch Filtrationen oder Farbreaktionen bestimmt.
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1.5.2.2 Indirekte Methoden

Die Indirekten Methoden zur Bestimmung der Zellmasse basieren darauf, dass man eine Relation
zur Zellmasse findet.

Tribung

Bei dieser Methode ist die abgelenkte Lichtmenge proportional zur Zellmasse.

Trlbung: Durchlicht

Bestimmung der Optische Dichte (OD):

I
OD =log |—° =g x k

t

|, = Eingestrahlte Lichtmenge
|, = Durchgelassene Lichtmenge

€ = Transmissionskoeffizient
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C = Konzentration der Partikelmasse
| = Probenstrecke (0,5-2 cm)

Bestimmung Prozentuale Transmission:

:II—°>1OO

t
Wellenlange des verwendeten Lichtes

sichtbares Licht ( 600-700nm)
nahes Infrarotlicht (<1100nm)

Einschrankungen:

Dies Methode ist nur in verdiinnten

Suspensionen genau

Die Methode funktioniert nur bei einer klaren
Né&hrlésung

Gasblasen wirken sich stérend aus

Nur Einzelzellen (oder kleine Aggregate von

zwei bis vier Zellen) kdnnen so gemessen werden

Trubung: Streulicht
Bein Streulicht gibt es Folgende Einflisse auf das Messergebnis:
Form und Grol3e der Partikel

Streuwinkel (meist bei 909

Wellenlange
Differenz der Brechungsindices von Partikeln und Medium (muss ungleich Null sein)

Respirationsquotient

Ro= o Mo,
Q02 M co,

QCOZ = CO, Bildungsrate
Qo2 = O, Verbrauchsrate

M 0, M co, = Molekulargewichte von Sauerstoff bzw. Kohlenstoffdioxid

Der Respirationsquotient Fir gilt nur fir aerobe Mikroorganismen. Die Messung von O, und CO,
wird in der Zu- bzw. Abluft vorgenommen.

Warmebildung
Fur groRe Fermenter verwendet man dynamische Kalorimetrie
Vorgehen

Kurzfristiges Abstellen der Kiuhlung
Temperatur Anstieg (0,5-1C) abwarten
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Warmebildungsrate

DT _ .,
Qo =75 "

DT = Temperatur Zunahme
Dt = Zeitintervall

C'p = Warmekapazitat des Systems ( Kcal/C)

pH-Anderung
Viele Mikroorganismen produzieren wahrend des Wachstums bei konstanter pH-Regelung
Sauren, so dass der Verbrauch an Lauge auf die Lebendzellzahl zuriickschliel3e lasst. Dies
funktioniert jedoch nur in der Lag- und Log Phase.

Substratverbrauch
Wahrend des Wachstums ist der Substratverbrauch proportional zur Zellmasse. Problematisch bei
der Messung ist jedoch, dass man meist eine Probe nehmen und sie analysieren muss. Dadurch
sind keine Echtzeitmessungen mdaglich.

Viskositat

Die Viskositat lasst Riickschlisse auf die Zellzahl zu, wenn es sich um viskose Substrate (zum
Beispiel Starke) oder viskose Produkte (zum Beispiel Xanthan) handelt.
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1.6 Hemmung des Wachstums

Wirkungen

Bakteriostatikum, Fungistatikum.  Reversible Hemmung: Unterdriickung des Wachstums.
Bakterizid, Fungizid. Abtétende Hemmung: Mikroorganismen werden Abgetotet.

Die hemmende bzw. abtétende Wirkung ist Konzentrations- bzw. Dosierungsabhéngig.
Erwlinschte Wirkungen

Sterilisation

Desinfektion

Konservierung

Unerwiinschte Wirkung

Bei Anzucht von Mikroorganismen

1.6.1 Wirkmechanismen

1.6.1.1 Schadigung von Zellbestandteilen

Ubersicht: Zellbestandteile

Zellwand
Cytoplasmamenbran
Proteine

Enzyme

Schadigung der Zellwand

Die Zellwand kann durch Enzyme abgebaut werden. Bei Bakterien: Lysozym. Aber auch durch
Losungsmittel.

Schéadigung der Cytoplasmamembran

Eine Besonderheit der Cytoplasmamembran ist ihre Fahigkeit zur selektive Permeabilitat. Die
selektive Permeabilitat kann durch Leckagen gestért werden, was zum absterben der Zelle fuhr:

Phenole
Detergentien
Quarternare Ammonium Verbindungen

Schéadigung von Proteinen

Es gibt Struktur Proteine als auch funktions-Proteine. Beide arten sind in allen Zellen enthalten
und fur die Funktion unerlasslich. Durch eine irrreversible Aggregatbildung kann die erwiinschte
Funktion der Proteine zerstort werden. Die Aggregatbildung kann durch folgende Faktoren
ausgelést werden:

Losungsmittel
Hitze
Oxidationen



Schéadigung von Enzymen

Enzyme sind Bio-Katalysatoren. Die katalytische Aktivitat kann spezifisch gehemmt werden.

1.6.1.2 Hemmung der Synthese

Ubersicht: Ansatz der Hemmung

Co-Enzyme
Proteine
Nukleinsauren
Zellwand

Co-Enzyme
Co-Enzyme werden von vielen Enzymen zur Funktionalitéat benétigt. Bakterien kénnen Co-
Enzyme aus einfachen Nahrstoffen aufbauen, verwenden aber auch angebotene Teilstrukturen
und Struktur Analoge.
Ein Beispiel dafir ist Tetrahydrofolsdure (Co-Enzym des C1-Stoffwechsels). Sie enthalt p-Amino-
Benzoesaure. Zu dieser Saure Analog ist das Sulfamilamid. Bakterien kénne nicht zwischen
diesen Beiden Stoffen unterscheiden und bauen, wenn angeboten, das Sulfamilamid in Co-
Enzyme ein. Diese sind dann funktionsunfahig.
Proteine
Hemmung der bakteriellen Proteinbiosynthese durch Antibiotika z.B. Tetracyclin Chloramphenicol.
Nukleinsduren
Die Synthese von Nukleinsauren kann auch mit Antibiotika gehemmt werden z.B. Mitomycin C,
Actinomycin D. Eine weitere Mdglichkeit ist das Anbieten von Strukturanalogen. Ein Analogon zu
Thymin ist Bromuracil. Es wird in die DNA eingebaut und stort die Funktionalitét.

Zellwand

Die Synthese der Zellwand kann ebenfalls durch Antibiotika gehemmt werden z.B. Penicilline,
Cephalosporine.

Allgemeines
Generell ist die Hemmung des Wachstums bei aktiven Zellen (in exponentieller Wachstumsphase)

starker als bei inaktiven Zellen (in statischer Wachstumsphase). Das liegt an den
unterschiedlichen Stoffwechselgeschwindigkeiten und Permeabilitaten.
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2 Hygiene

Ubersicht: HygienemalRnahmen

Sterilisation (absolut, es gibt nur Steril oder nicht Steril)
Desinfektion (selektiv)

Konservierung (Vorbeugend)

Steriles Arbeiten

Buchempfehlung zum Thema Hygiene: Wallhauser

2.1 Sterilisation

Definition: Sterilisation bedeutet das Abtoten oder Entfernen aller vermehrungsfahigen Keime.

Sterilisation ist ein absoluter Begriff. Keime kommen nahezu tberall vor und viele sind sehr
widerstandsfahig.

Ubersicht: Verfahren zur Sterilisation

Trockene Hitze

Feuchte Gase

Mikrobizide Gase

lonisierende Gase

Steril-Filtration (die Keime werden nicht nur abgetétet sondern auch entfernt)

Auswahl des Verfahrens
Bei der Auswahl des Sterilisationsverfahrens spielt vor allem das zu sterilisierende Gut eine Rolle:

Eigenschaften (chemische und physikalische)
Stabilitat
Art und Umfang der Kontamination

2.1.1 Trockene Hitze

Trockene Hitze kann von Keimen besser vertragen werden, daher ist sie weniger wirksam als die
Feuchte Hitze. Daher bendtigt man Hohere Temperaturen. Trockene Hitze wird in
Trockenschranken drucklos durchgefiihrt. Folgende Stoffe sind verwendbar:

Metall
Glas
Porzellan
Pulver

Meistens wird diese Verfahren bei 180<C fur 30 Minu ten angewendet. Bei LPS (Lipo-Poly-

Saccharid, auch bezeichnet als Endotoxin, O-Antigen oder Pyrogen) —Inaktivierung muss
zusétzlich bei 250C fur 30 min erhitzt werden.
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2.1.2 Feuchte Hitze

Feuchte Hitze ist das meist verwendete Sterilisationsverfahren. Es wird mit gesattigtem Dampf
(Sattdampf) gearbeitet, das heif3t, es darf keine Luft mehr vorhanden sein. Die erfolgreiche
Sterilisation ist von folgenden Faktoren Abhangig:

Art der vorhandenen Keime (Endosporen sind besonders Resistent)

Ausgangskeimzahl (desto hoher die Keimzahl ist, desto hdher ist die Wahrscheinlichkeit, das
sehr resistente Keime vorhanden sind)

Umgebungsbedingungen (In z.B. Erdproben sind Keime geschiitzter als in einer Lésung)

Behandlungszeit

Die Festlegung der Sterilisationsbedingungen hangt besonders von zwei Werten ab.

Der Destruktionswert D ist die Zeit in Minuten zur Verringerung der Keimzahl um eine
Zehnerpotenz (90%) bei gegebener Temperatur.
Die Gesamtletalitat F ist die Zeit in Minuten zum Abtéten aller Keime bzw. Sporen bei

gegebener Temperatur.

Ubliche Bedingungen fiir Feuchte Hitze sind 121 un d 1bar Uberdruck.

Beispiele
Mikroorganismus D-Wert in Minuten
115C 121C
Bacillus Stearothermophilus 10-24 1,5-4,0
Bacillus Subtilis 2,2 0,4-0,7
B. megaterium 0,25 0,04
Clostridium sporogenes 2,8-3,6 0,8-1,4
C. botulinum - 0,204
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Autoklav , Betrieb in vier Abschnitten

Anheizphase

Die Anheizphase dient dazu die Luft zu verdrangen. Das Taktventil wird taktweise geotffnet, wenn
der Dampf 100C heil} ist.

Ausgleichsphase
In der Ausgleichsphase wird die endgiiltige Sterilisationstemperatur im Sterilisationsgut erreicht.
Sterilisationsphase

Wenn die endgultige Sterilisationstemperatur erreicht ist, beginnt die Sterilisationsphase. Sie ist
mindestens 20 Minuten meistens eine halbe Stunde lang. Bei 121<C und 1 bar Druck. Bei
empfindlichen Substanzen werden eventuell niedrigere Temperaturen benutzt (112 bis 115C,
niedriger darf die Temperatur jedoch nicht sein).

Abkuhlphase

In der Abkihlphase wird der Druck langsam reduziert werden und die Temperatur abgesenkt. Der
Autoklav sollte erst bei 80€C oder niedriger gedffn et werden.

In-Situ Sterilisation

Die In-Situ Sterilisation wir bei gréReren Anlagen angewendet. Zum Beispiel Fermenter,
Zentrifugen, Filtrationseinheiten, Rohrleitungen. Ein Dampferzeuger erzeugt aus destilliertem
Wasser Reinstdampf. Der Reinstdampf wird bei leeren Gefal3en oder Leitungen bei circa 134C
drucklos eingeleitet. Da die zu Sterilisierende Anlage meist kélter ist als der Dampf ist, bildet sich
Kondensat. Es muss durch zum Beispiel ein Gefélle abgeleitet werden und durch Bodenventile
abgelassen werden.

Bei Fermentern mit Nahrlésung muss unter Druck (1 bar) gearbeitet werden um den Dampf auf
Uber 100 (circa 121<C) erheizen zu kdnnen.
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2.1.3 Gas Sterilisation

Zur Gas Sterilisation werden mikrobizide Gase verwendet. Der Erfolg der Gassterilisation kann
durch folgende Faktoren beeinflusst werden

Luftfeuchtigkeit (hohe Luftfeuchtigkeit ist unglinstig)
Temperatur (desto héher die Temperatur desto schneller die Reaktionsgeschwindigkeit)
Druck (bei erhéhtem Druck kann das Gas schneller in die Zellen eindringen)

Die Wirkung bei der Gassterilisation beruht auf starken Oxidationen. Bei der Anwendung muss
darauf geachtet werden, dass das Gas toxisch ist und auf keinen fall eingeatmet werden darf.
AuRerdem sind Sterilisationsgase explosiv. Im Weiteren folgen drei Beispiele fur
Sterilisationsgase.

Aethylenoxid

Aethylenoxid ist ein zyklischer Aether.

CHZ//CHZ

o

Es zersetzt sich in Wasser in harmloses Ethylenglykol (HO-CH,-CH,-OH). Deswegen wird diese
Gas nur bei relativ trockenen Bedingungen verwendet und anschlieBend mit Wasser neutralisiert.

Hy, H;

CH O
H

o

Aethylenoxid ist explosiv und stark giftig. Aethylenglycol wirkt, indem es Aminoséuren-
Seitenketten und Nukleinsduren der Mikroorganismen oxidiert. Die technische Durchfiihrung findet
in druckdichten abgeschlossenen Sterilisationskammern statt. Diese Methode wird zum Beispiel
bei temperaturempfindlichen Materialien verwendend. Weitere Anwendungsbereiche sind:

Medizinische Geréate

Einwegmaterial (Kunststoffe)

Trocken-Nahrungsmittel (Kakao, Milchpulver, Gewlrze; in Deutschland Verboten)
Alte Bucher (Schutz vor Verfall von Altbestanden)

b-Propiolacton
Die Wirkung des b-Propiolacton ist ahnlich wie die des Aethylenoxids. Es wird heute nicht mehr

verwendet, weil es mutagene (Die Erbanlagen verandernd) und kanzerogene (Krebserzeugend)
Wirkungen zeigt.

H,C—C=—7=0
H2C_O
Ozon

Ozon ist hoch toxisch und explosiv. Es wir besonders bei Wasseraufbereitung fir Trinkwasser und
Schwimmbader verwendet.

__0
o/
o
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2.1.4 Strahlen Sterilisation

Die Strahlen Sterilisation wird heute sehr haufig angewendet. Man verwendet lonisierungs-
Strahlen. Sie wirken indem sie durch chemische Reaktionen Enzyme inaktivieren. AuRerdem wird
die DNA geschadigt. Zur Sterilisation kénnen folgende Strahlen verwendet werden:

b-Strahlen
g Strahlen
UV-Strahlen

b-Strahlen
b-Strahlen werden wegen ihrer geringen Durchdringung kaum verwendet.
@gStrahlen

g-Strahlen haben ein tiefere Durchdringung. Meistens wir ®°Co verwendet. Das Sterilisationsgut
wird Gber ein Férderband in einem isolierten Raum am Bestrahlungsfenster vorbeigefuhrt. Mit
dieser Methode werden vorwiegend Einwegartikel behandelt, da sie schon fertig verpackt
bestrahlt werden kdnnen.

UV-Strahlen

UV-Strahlen werden hauptséchlich zur Wasseraufbereitung verwendet. Aber auch fur die
Raumluftdesinfektion werden sie verwendet.

2.1.5 Steril-Filtration

Die Steril-Filtration dient nicht, wie die oben genannten Methoden, zur Abtétung der
Mikroorganismen, sonder zur Entfernung von Keimen. Typische Filter-Porenweiten sind 0,1 um.
Bei der Produktion kann es immer passieren, dass sich vereinzelt grof3ere Poren bilden. Dies fihrt
zu Keimdurchbriichen. Die Wahrscheinlichkeit von Keimdurchbriichen hangt von folgenden
Faktoren ab:

Anzahl groRer Poren pro cm?
Ausgangskeimzahl im Sterilisationsgut
Gegenwart oberflachenaktiver Substanzen

Deswegen verwendet man mehrschichtige Filter. So wird von Filter zu Filter die Uberlagerung
UbergrofRer Poren unwahrscheinlicher.
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Bubble Point Test

Der Bubble Point Test ist ein Verfahren mit
dem man Filter testen kann. Es wird mit einem
bestimmten Druck Flissigkeit durch den zu
testenden Filter gepresst. Der Druck wird dann
langsam erhoht, bis Blasen entstehen. Dann
ist der Bubble Point erreicht. Er kann auch
durch folgende Formel berechnet werden:

_kxs ®os (

pBubee Point — d

d: Porendurchmesser
k: Formkorrektur-Faktor
S : Oberflachenspannung

Q : Kontaktwinkel von Fliissigkeit zu Festkorper

Anwendung der Sterilfiltration

Vakuum Filtration

Durch den Unterdruck im Vakuum wird die Flussigkeit durch den Filter gesaut. Der Vorteil dieser

Methode ist, dass sie relativ einfach durch zu fihren ist. Nachteil ist, dass man maximal 1 bar
Druckdifferenz erreichen kann. Verwendung findet die Vakuum Filtration meist im Labor bei

kleineren Volumina.

37



Druck Filtration

Bei der Druck Filtration kann im Gegensatz zu Vakuum Filtration ein héherer Druck errecht
werden. Abhangig vom zu filtrierenden Volumen verwendet man folgende verschiedene

Filtertypen:

Scheiben-Filter
Filter-Platten

Filter-Kerzen (meist verwendet)

Auswabhlkriterien fur die Filtrations-Methode sind:

ChargengroRe (Volumen des zu filtrierenden Mediums)
Prozesszeit (Im Technischen Bereich ist eine kurze Prozesszeit wichtig)
Feststoffanteil (Desto mehr Feststoffe sich in einer Flissigkeit befinden, desto schneller

setzten sich die Poren zu)

Keimbelastung ( Der Filter kann sich durch die Keimbelastung zusetzten und desto mehr
Keime im Filtrations-Gut desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass Keime nicht ausgefeilter

werden )

Adsorption am Filter (Chemische Verbindungen mit dem Filter knnen gewtinscht und

ungewinscht auftreten)

Chemische Bestandigkeit (Der Filter muss das Filtrationsgut vertragen. Zum Beispiel saures

oder basisches Filtrations-Gut)

Druck Bestandigkeit (Grade bei Druckfiltration muss dieser Faktor bertcksichtigt werden)
Hitzebestandigkeit (Wenn bei der Sterilisation des Filters zum Beispiel mit Feuchter Hitze
gearbeitet wird muss er dem entsprechend Hitze vertragen)

Anwendungsbeispiele

Situation

Zu Filtern

Fermentation

Zuluft, Abluft, N&hrlésung (hitzelabil)

Aufarbeitung

Sterile Abfillung

Sterile RGume Luftfilter
Keimzahlbestimmung Trinkwasser
Getrankeindustrie Abfillung

Allgemein:

Nach einer steril Filtration mussen die Filter Entsorgt, oder sterilisiert werden.
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2.2 Desinfektion

Desinfektion ist eine selektive Methode. Das Ziel ist, im Gegensatz zur Sterilisation, dass
Ubertragen von Bakterien und Vieren zu verhindern. Es ist also lediglich notwendig beim
desinfizieren schadliche Keime zu entfernen beziehungsweise abzutéten. Das heil3t alles was
Steril ist, ist auch Desinfiziert, aber nicht alles was Desinfiziert ist, ist auch Steril.

Desinfektion wird seit 1831 angewendet. Ohne die Kentnis von Mikroorganismen hat man damals
schon Raume mit Schwefel desinfiziert.

Desinfektions-Verfahren

Verfahren Einsatz

Verbrennen Einwegartikel

Kochen mit 0,5% Soda Wasche, vor allem in Krankenh&usern
UV-Bestrahlung Arbeitsflachen

Gase

Aethylenoxid Kunststoffe

Triethylenglykol R&ume

Formaldehyd R&ume, Matratzen in Krankenhdusern
Ozon Trinkwasser

Chlorgas Krankenhduser

Flissigkeiten

Diverse | Hande, Wasche, Flachen, Geréte
Aerosole

Diverse | Hande, Flachen, Behdlter, Luft

Desinfektion mit Flissigkeiten und Lésungen
Einflusse fur den Erfolg der Desinfektion:

Zeit (Hautdesinfektion wird nur wenige Minuten durchgefiihrt)

Temperatur (Desinfektion wirkt besser bei h6herer Temperatur, es muss jedoch auf das zu
desinfizierende Gut geachtet werden)

Konzentration (So gering wie moglich, da die Substanzen toxisch wirken. Jedoch nicht zu
gering, so dass die Keime nicht richtig abgetdtet werden)

Feuchtigkeit (Wasseranteil ist immer erforderlich, da das Desinfektionsmittel in den Keim
hineingelangen muss. 70%iger Ethanol wirkt wesendlich besser als 100%iger Ethanol)
PH-Wert ( pH-Wert ist Wirkstoffspezifisch. Optimum des Wirkstoffes sollte eingehalten
werden)

Eiweil3 Faktor (Die Wirkung in Anwesenheit von Proteinen ist oft schlechter, da sich Keime mit
einer Eiweil3hille schiitzen kénnen. Beispiele sind Blut oder Casein.)

Schutz Stoffe (Generell: ,Schmutz schitzt Keime*, denn Keime kénne sich zwischen
Schmutzpartikeln verstecken. Deswegen geht eine Desinfektion oft mit einer Reinigung
einher)

Inaktivierung (Mischen mit Reinigungsmitteln kann eventuell zu einer Inaktivierung des
Wirkstoffes fuhren)

Wirkspektrum (Abstimmung mit der jeweiligen Anwendung, wenn bestimme Keime besonders
getroffen werden sollen, sollte man entsprechende Wirkstoffe verwenden)

Substanz Gruppen

Substanz Beispiel

Aldehyde Formaldehyd

Alkohol Aethanol

Organische Sauren Ameisensaure
Phenol-Derivate Kresol

Quarternare Ammoniumverbindungen Benzanlkoniumchlorid
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Halogen Verbindungen Jod, Hypochlorid
Peroxide H,0,

Stickstoff Verbindungen Na-Azid (NaNs)
Organische Quecksilberverbindungen Phenylquecksilberacetat

2.3 Konservierung

Bei der Konservierung wird verhindert, dass Keime in ein Produkt gelangen. So soll das Produkt
Uber einen langeren Zeitraum Erhalten bleiben.

Weltweit kbnnen 10-20% aller Ernten und Folgeprodukten daraus nicht zu Nahrungsmittel
verarbeitet werden, weil sie vorher verderben.

Schadigende Einflisse physikalisch/chemischer Art:

Luft (Oxidation, meist werden luftdichte Verpackungen mit einem Schutzgas (Stickstoff) gefillt
oder ein Vakuum erzeugt)

Licht (Produkte sollten vor Licht geschiitzt werden)

Feuchtigkeit (Feuchtigkeit kann dazu fiihren, dass das Produkt chemische Reaktionen
eingeht)

Warme (Warme kann ein Produkt unansehnlich machen)

Komplexbildung (Schwermetall lonen kdnnen Komplexreaktionen auslésen und die
Vertraglichkeit negativ beeinflussen)

Hydrolyse (Zellmaterial reagiert)

Fremdstoffe (Verpackungen sollen das eindringen von Fremdstoffen verhindern)

Anzeichen fiur Mikrobiell Einflisse:

Geruchsveranderung

Geschmacksveréanderung

Verfarbung

Gas Bildung (Zischen bei 6ffnen eines Produkts)

pH-Anderung

Konsistenzanderung

Abbau Substanzen

Sichtbarer Bewuchs (zum Beispiel Pilzkolonien)

Toxinbildung (wenn Mikroorganismen sich in einem Produkt vermehrt haben, haben sie oft
auch Toxine Gebildet. Zum Beispiel Botulin und Aflatoxine (Sehr gut wasserloslich, deswegen
Wasserhaltige Produkte direkt komplett wegwerfen. Bei befallenen Nissen ist die
Wahrscheinlichkeit, dass der Pilz Aflatoxin bildet sehr hoch)).

Pathogenge Keime (zum Beispiel Salmonellen)
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Physikalische Konservierung

Trocknen
Erhitzen

Kihlen bzw. gefrieren

Durch diese Konservierungsverfahren kann man zwar die Keimzahl auf einem Level halten, es ist
jedoch nicht méglich alle Keime abzutéten. Das bedeutet, dass Konservierungsmittel Produkte

nicht steril machen.

Kiihlen von Lebensmittel

Produkte (eingesiegelt) Keimzahl pro Gramm

Nach der Enthahme ¥ Tage bei 4C 48 Stunden bei 32° C
Sauerbraten 3,0x1¢ 1,2x10 1,5x10
Kalbfleischgeschnetzelt 1,8x1¢ 2,5x10 3,040
Hahnersuppe 5,4x10 4,6x10 4,0x10

Chemisch Konservierung

Produkte, die chemisch konserviert werden

Produkt

Bespiel

Nahrungsmittel

Haltbarkeitsverlangerung ist wichtig bei der Lagerung von
Nahrungsmitteln

Arzneimittel Bei gesundheitlich geschwachten Menschen kénnen Keime
schlimmere Auswirkungen als bei gesunden Menschen haben, daher
ist es wichtig, Medikamente zu Konservieren

Kosmetika Grade bei teueren Produkten ist Konservierung wichtig, da sie lange

haltbar bleiben missen

Technische Produkte

Farben auf Wasserbasis kénne unbrauchbar werden, wenn sie nicht
entsprechend Konserviert werden

Anforderungen an K

onservierungsmittel

Eigenschaft Bespiel
Bakterizide Konservierungsmittel sollten zumindest Bakterien abtoten
Mdoglichst geringe Toxizitat Vor allen dingen im Lebensmittelbereich ist eine geringe

Toxizitat wichtig

Gute Hautvertraglichkeit

Besonders bei Kosmetika wichtig

Moglichst niedrige Konzentration | 0,1-5000ul/g

Produkte

Keine Beeintrachtigung der Der Geschmack darf nicht durch das Konservierungsmittel

beeintrachtigt werden

Zulassung von Konservierungsmitteln

Produktgruppe !

Figenschaft

Lebensmittel

Bei Lebensmitteln dirfen nur zugelassene Chemikalien benutzt werden.
Es besteht eine Kennzeichnungspflicht.

Medikamente

Bei Medikamenten gibt es keine Zulassungspflicht. Kennzeichnung ist
nur in Einzelféllen nétig. Da das Medikament aber als ganzes
zugelassen werden muss, wird bei dieser Zulassung auch die
Konservierungsmittel auf Vertraglichkeit getestet

Kosmetika

Etwa 70 Substanzen sind zugelassen. Nur 11 sind jedoch davon
Kennzeichnungspflichtig.
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Zugelassene Konservierungsmittelgruppen

Produktgruppe Anzahl Beispiele

Lebensmittel 5 Sorbinsdure, Propionsaure, Ameisensaure, Benzoesaure,
Parabenzo-Hydroxy-Séure (PHB-Saure)

Medikamente 15

Kosmetika 70

Technische Produkte 80

Da es kein universelles Konservierungsmittel gibt, muss man sich fur ein Konservierungsmittel
entscheiden. Im Folgenden werden Faktoren fur die Auswahl von Konservierungsmitteln genannt.

Faktoren fir die Auswahl des Konservierungsmittels

Faktoren Erklarung

Wirkungsspektrum Das Konservierungsmittel sollte auf die Keime wirken, die das Produkt
verderben kénnen: Bakterien, Pilze

Wirkungsweise Ist Abtdéten oder Hemmen der Keime erwiinscht

PH-Optimum Passend zum Produkt. Alkalische und saure Produkte verlangen
verschiedene Konservierungen.

Loslichkeit Bei wassrigen Produkten bendtigt man ein Wasserlgsliches

Konservierungsmittel, bei 6ligen Produkt.n bendétiget man 6llésliche
Konservierungsmittel

Vertraglichkeit Vertraglichkeit des Produktes fir den Konsumenten. Spielt vor allem
Bei Nahrungsmittel eine Rolle, weniger aber bei technischen Produkten.

Toxizitat Es gibt verschiedene Stufen der Toxizitat, die je nach Produkt nicht
Uberschritten werden durfen. Toxizitatstabelle siehe unten.

Stabilitat Je nach Produkt wird das Konservierungsmittel verschiedenen

Temperatur-, Licht- und Sauerstoffverhéltnissen ausgesetzt, bei denen
es seine konservierende Wirkung behalten muss.

Konservierungsbelastungstest

Mit dem Konservierungsbelastungstest prift man die Wirkung eines Konservierungsmittels. Das
Produkt wird mit dem Konservierungsmittel versetzt und nach einer gewissen Einwirkungszeit wird
die Keimzahl bestimmt. Wenn dann die Keimzahl gré3er als 1000 ml pro Gramm ist, ist das
Konservierungsmittel ungeeignet. Dieses Ergebnis dient als Vortest. AnschlieRend werden gezielt
Keime eingebracht (105-106 Keime pro ml). Folgende Keime werden getestet:

Testkeime

Keim Bild Beschreibung

Staphylococcus Kommt beim Menschen normalerweise in

aureus Schleimhéauten vor und ist dort ungefahrlich. S.
aureus ist grampositiv.

Escherichia coli Ist ein ganz normaler Darmbewohner. Im Blut eines
Menschen mit geschwachtem Immunsystem kann es
jedoch Komplikationen geben. E. coli ist
gramnegativ.

Candida albicans C. albicans Ldst Hautinfektionen aus und ist
gramnegativ.

Aspergillus niger A. niger ist ein Schimmelpilz, er entwickelt sich in
vielen Lebensmitteln.
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Alle Testkeime werden einzeln eingebracht und einzeln getestet. Die Beurteilung des
Testergebnisses ist von Einsatzbereich abhangig und ist noch nicht international vereinheitlicht.
Im Folgenden werden einige Normen aufgefihrt.

Medikamente

Jedes Land hat ein eigenes Regelwerk fiir Keimzahlen in Medikamenten. In der englischen
Regelung missen zum Beispiel Bakterien nach 24 Stunden abgetétet sein und die Anzahl der
Pilze nach sieben Tagen eine Reduktion um zwei zehner Potenzen aufweisen. In den USA ist
lediglich eine Reduktion von Bakterien nach 14 Tagen um drei Zehner Potenzen vorgeschrieben
und bei Pilzen darf keine Vermehrung mehr stattfinden. Die englische und Amerikanische
Regelungen sind zwei Extreme. Andere nationale Standards liegen zwischen den beiden. In
Europa werden die Richtlinien mehr und mehr aneinander angeglichen.

Kosmetika

Bei Kosmetika ist in Deutschland ist bei Bakterien eine Reduktion von 10°/ml auf 10%/ml innerhalb
von drei Wochen vorgeschrieben. Pilze miissen um zwei Zehner Potenzen in drei Wochen
abnehmen. Zusatzlich wird bei Kosmetika gefordert dass nach zwei Jahren immer noch keine
Keimvermehrung stattfindet.

Lebensmittel

Bei Lebensmitteln ist in Deutschland gefordert, dass Bakterien durch das Konservierungsmittel
abtotet werden. Fur die Abtétung gibt es jedoch keine Zeitangabe, da die Dauer sehr
Lebensmittelspezifisch ist. Pilzen darf keine Vermehrung mehr méglich sein. Diese Regelungen
gelten jedoch nur bis zur Auslieferung des Produktes, danach liegt die Konservierung in der Hand
des Endkunden.

Technische Produkte
Fur technische Produkte gelten ahnliche Regeln wie bei Kosmetika. Zum Teil geniigt es jedoch
schon wenn keine Vermehrung mehr maéglich ist, da bei der Konservierung mehr die
Aufrecherhaltung der Konsistenz des Produktes, als der Schutz des Konsumenten, im
Vordergrund steht.

Allgemein:

Die Durchfiihrung des Testes ist immer gleich, die Beurteilung des Ergebnisses jedoch vom
Produkt abhangig.

Toxizitat
Toxizitatsklassen
Klasse | Bezeichnung | etaldosis fir den Menschen
1 Extrem Toxisch <50 mg
2 Hoch Toxisch <4g
3 MaRig Toxisch <30g
4 Leicht Toxisch <250 g
5 Praktisch nicht Toxisch <500 g
6 Relativ Harmlos >500 g

Die Bestimmung der Toxizitat wird mit dem LDsq Test ermittelt. Der LDsg Wert ist die Dosis eines
zu testenden Stoffes, die bei 50% der Versuchstieren zum Tod fihrt. LD steht hierbei fur “letale
Dosis".

Toxizitatstests

Bevor ein Konservierungsmittel eingesetzt werden kann, muss es eine Reihe von Toxizitatstests
bestehen.
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Toxizitatsarten

Unbedenklichkeitsuntersuchung (gesundheitliche unbe

denklichweit)

Typ

Erklarung

Akute Toxizitat

Akute Toxizitat gibt die Todlichkeit direkt nach dem Konsum des
Stoffes an. Sie wird mit dem oben erwahnten LDsy Test bestimmt.

Subakute Toxizitat

Subakute Toxizitat gibt die Todlichkeit bei dauerhafter Konsumierung
an. Getestet wird Uber 30 Tage.

Chronische Toxizitaten

Chronische Toxizitat gibt die Schadigungen bei dauerhafter
Konsumierung Uber langeren Zeitraum an. Getestet wird Uber zwei
Jahre

Toxikokinetik

Gibt an, wie sich der Stoff im Kérper verhalt. Resorption vom Kérper,
Verteilung im Korper, Ausscheidung , Verstoffwechselung im Kérper
(Anreicherung, Abbau, Umbau)

Fortpflanzungsbeeinflussung

Terratogenitat

Oder auch Embryonaltoxizitat genannt. Verursacht Fehlbildung im
Embryonal Stadium. Beispiel: Kontagan.

Fertilitat Beeinflussung der Fortpflanzungsfahigkeit
Peri- und Postnatale Beeinflussung der Entwicklung von Kleinkindern bzw. Embryos kurz
Entwicklung vor und kurz nach der Geburt

Mutagenitat

Beschreibt die Tendenz eines Stoffes, Mutationen auszulésen.

Kanzerogenitat

Beschreibt die Krebserregbarkeit eines Stoffes
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2.4 Steriles Arbeiten

Ziele
Schutz

Schutz vor Infektion von Proben bzw. Produkten, aber auch des Menschen und der Umwelt.
Prozess

Da man immer bestrebt ist Reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, missen Versuche mit
definierten Bedingungen durchgefiihrt werden. Durch steriles Arbeiten wird gewéhrleistet, dass
Proben nicht durch Verunreinigungen oder ungewollte Infektionen verfélscht werden.

Produkt

Fur bestimmte Produkte gibt es bestimmte Richtlinien die festlegen, in welchem Malf3 steril
gearbeitet werden muss. Desto wichtiger die Qualitdt und Reinheit eines Produktes bzw. einer
Probe ist, desto wichtiger ist es auf sterilen Umgang zu achten. Fir steriles Arbeiten gibt es einige
behordliche Auflagen. Die GMP (Good Manufacturing Practice), zum Beispiel, ist eine
Richtliniensammlung der Weltgesundheitsorganisation (WHO) fir die Herstellung und die
Sicherung der Qualitat von Arzneimitteln.

Mensch
Steriles Arbeiten dient auch dem Schutz des Menschen, weil es die Infektion mit pathogenen
Keimen verhindert. Aber auch Kontakt mit nicht pathogenen Keimen, die allergische Reaktionen
durch Aerosole oder Sporen auslésen, kann durch steriles Arbeiten vermieden werden.

Umwelt

Die Freisetzung von pathogenen oder genetisch veranderten Keimen soll durch steriles Arbeiten
verhindert werden.

2.4.1 Voraussetzungen

Zu Sterilisieren:

GefalRe
Nahrmedien
Arbeitsgerate
Arbeitsraume
Arbeitsflachen
Arbeitstechnik

2411 Gefalle

Alle Behalter, die mit den Mikroorganismen oder dem Produkt in Beriihrung kommen sollten
vorher sterilisiert werden.

45



2.4.1.2 Nahrmedien

Sowohl Nahrlésung und Nahragar als auch Pufferldsungen mussen vorher sterilisiert werden.
Dabei ist nicht zu vergessen, dass auch Pufferldsungen, die nachtréglich zugefiigt werden steril
sein mussen.

2.4.1.3 Arbeitsgerate

Bei einem Transfer von Mikroorganismen muss das zu beimpfende GefalR gedffnet werden.
Nahrbéden werde meist mit Impfésen beimpft. Man kann einmal sterilisierbare Impfésen aus
Platin oder CrNi-Stahl (Chrom-Nickel-Stahl) verwenden oder Einweg Impfésen aus Kunststoff
verwenden. Zum uberimpfen bei Flussigkulturen werden Pipetten benutzt. Sie sind meist aus Glas
oder Kunststoff. Aber auch Spatel kann man zum beimpfen von Flissigkulturen benutzten. Bei
groReren Geraten reicht das impfen mit Impfésen oder Pipetten meist nicht. Dort verwendet man
meist Silikon Schlduche. GrolRere Reaktoren werde nicht mehr mit Schlauchen beimpft sonder
durch Leitungen aus Edelstahl. Hier benétigt man auch sterilisierbare Pumpen aus Stahl oder
Teflon.

2.4.2 Arbeitsraume

Arbeitsrdume sollten daflir ausgelegt sein, um steril zu
arbeiten. Sie sollten Keimarm sein und Luftzug muss
vermieden werden. Die Raumluft sollte filtriert sein, der
Zugang in den Raum Uber eine Schleuse geschehen.
Zusétzlich wird auf einer Reinraumwerkbank bzw.
Sicherheitswerkbank (Laminar flow) gearbeitet. Es wird sterile
Luft von oben zugefihrt, so dass ein Luftvorhang entsteht.

2.4.3 Arbeitsfachen

Arbeitsflachen sollten glatt sein, so ist eine effektive Desinfizierung maoglich. Arbeitsflachen sollten
nicht zugestellt werden, also nur das ndétigste Arbeitsmaterial auf der Arbeitsflache abstellen.
Arbeitsflachen bestehen aus Kunststoff, Keramik oder Edelstahl.

2.4.4 Arbeitstechniken

Regeln fur sterile Arbeitstechniken:

Vermeidung von Luftturbolenzen. Also Fenster und Tiren geschlossen halten. Aber auch zum
Beispiel Husten und Niesen sollte vermieden werden. Bei sehr heiklen Stoffen wird auch
teilweise Mundschutz verwendet.

Vor dem Arbeiten muss der Arbeitsplatz gereinigt werden. Dazu muss die Arbeitsflache
komplett freigerdumt werden und kann dann desinfiziert werden.

Vor dem Arbeiten Hande waschen. Die Haut ist eine ideale Bewuchsflache fir Keime,
deswegen immer Hande waschen, besser noch Sterilisieren. Auch Handschuhe werde
teilweise verwendet, ersetzten jedoch nicht das Handewaschen

Ré&nder von Glasgeraten, Impfésen und Spateln sollten immer abgeflammt werden. Beim
Abflammen immer erst das geréat in den kalten Teil der Flamme halten (unten) dann in den
heilRen. Das vermeidet, dass eventuell Aerosole entstehen, wenn nicht sterile Geréate zu
schnell erhitzt werden.
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Pipetten und Metallkappen von Kulturgefaen nur am oberen Teil anfassen, denn wenn man
zu weit unten anfasst konnen Teile berthrt werden, die anschlieBend mit dem steril zu
haltenden Gut in Beriihrung kommen.

GefalRe immer moglichst kurz 6ffnen. Deckel nicht ablegen, sonder in der Hand behalten und
das GefaR schréag halten (Dafiir ist etwas Ubung nétig, denn man muss teilweise drei Sachen
mit Zwei Handen erledigen).

Mdglichst unter Sterilwerkbank arbeiten
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Industrielle Mirkoorganismen

Industrielle Mikroorganismen sind Mikroorganismen, die fiir Produktionszwecke verwendet
werden. Sie unterscheiden sich von denen, die man Im Labor verwendet werden.
Mirkoorganismen erhalt man entweder, indem man sie bei einer Stammsammlungen bestellt oder
mit Hilfe des Screening Verfahrens isoliert.

2.5 Stammsammlungen

Die meisten Industrielander verfiigen Uber Stammsammlungen die

mit Hilfe von Hochschulen unterhalten werden. Dort kann man tiber

einen Katalog Mikroorganismen bestellen. In Deutschland gibt es die

DSM (Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen) in

Braunschweig. Die grof3ste Stammsammlung ist die ATCC in den

USA. Neue Produkte kommen eher selten aus diesen Sammlungen,

aber fur Vergleichs- und Aushildungszwecke wird in diesen

Stammsammlungen Bestellt. http://www.dsmz.de

2.6 Screening

Zur Neuentwicklung von Produkten benutzt man meistens das Screening Verfahren. Screening ist
die Suche nach neuen Mikroorganismen bzw. Produkten in der Natur. Man schétzt, dass von allen
Mikroorganismen die es auf der Welt gibt nur etwa ein Prozent detailliert beschrieben sind. Ein
Beispiel fiir das prinzipielle Vorgehen beim Screening ist das Antibiotika Screening. 1929 ist das
erste Antibiotikum von Flemming entdeckt worden. Jedoch gibt es immer wieder resistente Keime
die zur Suche nach neuen Antibiotika zwingen. Aber auch die zunehmende Zahl an Allergien treibt
die Suche nach neuen Mikroorganismen fiir neue Produkte an.

Antibiotika Screening

Ubersicht tiber die einzelnen Schritte eines Screeni  gs

Schritt Volumen Anzahl der Testproben pro Jahr
Isolation - 10000
Aktivitatstest 2ml 12 x 10000
Erweitertes Wirkspektrum 1 500-1000
Chemiche Klasse
Volles Wirkspektrum 10-20I 50-100

Chemische Charakterisierung
Fermentation

Technikum | 1.000l 10-20
Strukturaufkérung
erste Optimierung

Technikum || 5x5.000lI 1-2
Verfahrensentwicklung
Optimierung
Praeklinik

Technikum 111 1.000-50.000I (0,5
weitere Optimierungen
Klinische Prifung

Zulassung
Produktion >100.000I 0,1 (also alle 10! Jahre einen
immer noch wertere Optimierung Keim)
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2.6.1 Isolation

Keime gibt es fast tiberall. In einem Gramm Erde findet man zum Beispiel durchschnittlich 10°-10°
Bakterien, 10*-10° Actinomyceten (bilden h&ufig Antibiotika) und 10°-10* Pilze. Bei der Isolation ist

es jedoch nicht egal, wo man die Probe entnimmt. Mikroorganismen haben unterschiedliche
Nahrstoffanspriiche und Optima der Umweltfaktoren. Dadurch kann man Rickschliisse auf ihr
Vorkommen ziehen. Mit Standartmethoden findet man auch oft nur bekannte Keime. Der Erfolg
einer Isolation hangt zu 30-40% von der Anzahl der Proben, die man untersucht, ab. Die
restlichen 60-70% macht das verwendete Testsystem aus.

Vorgehen bei der Isolation
Schritt | Vorgehen Erklarung und Beispiele
1 Liste der gesuchten
Organistengruppen erstellen
2 Liste moglicher Standorte erstellen Nicht alle Mirkoorganismen findet man Uberall.
3 Proben gruppieren zum Beispiel nach Erde, Wasser oder auf
Pflanzen
4 Liste der Messparameter erstellen Messparameter, die man an den jeweiligen
Standorten untersuchen will. Zum Beispiel: pH-
Wert, Sauerstoff Gehalt oder Temperatur.
Wenn man anschliel3end flindig geworden ist
kann man durch diese Liste Rickschlisse auf
das Vorkommen ziehen.
5 Liste natirlicher Substrate Damit man weil3 wovon die Mikroorganismen
sich bevorzugt erndhren. Zum Beispiel
Cellulose oder Chitin.
6 Planung der Isolation Auf Grund der Ergebnisse von Schritt 1. bis 5.
7 Verglich ,6kologischer* Methoden mit
Standard Methoden
8 Kombination der Methoden
9 Entwicklung eines spezifischen
Isolationsverfahrens

2.6.2 Aktivitatstest

Antibiotika

Testsystem: Agarplatten mit Testkeim, Auslese nach Hemmhofen (Hemmhoftest, sieh unten).

b-Lacktamase stabile Penicilline

Die Gruppe der b-Lacktamase stabilen Penicilline ist die wirkungsvollste Antibiotika Gruppe. Wenn
eine Resistenz gegeniber einem Stoff aus dieser Gruppe entstanden ist, macht es trotzdem noch
Sinn, in dieser Gruppe nach weiteren Wirkstoffen zu suchen. Testsystem: Auf einer Agarplatten
Testkeim und b-Lactamase Proteasen ausbringen und Keime nach Hemmhdofen auswahlen.

Proteasen

Proteasen sind Eiweil3spaltende Enzyme. Sie sind wirtschaftlich gesehen die Wichtigsten
Proteine. Testsystem: Agar mit Casein (Milcheiweil3) mischen. Da Casein nicht Wasserloslich ist,
farbt sich der Agar triib. Proteasen bildende Testkeime zerlegen das Casein und es bilden sich
klare Hofe. Die Keime werden dann anhand der klaren Zonen ausgewahilt.

Amylasen

Amylasen sind Starkespaltende Enzyme. Ein wichtiger Prozesse ist die Starkeverzuckerung.
Testsystem: Agar mit Starke mischen und Keime aufbringen. Stérke reagiert mit Jod zu einem
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Farbkomplex. Wenn die Starke von den Testkeimen zerlegt wird findet diese Reaktion nicht mehr
statt. Nach dem Wachstum farbt man die Agarplatte also mit Jod. Wenn die Kolonie Amylasen
bilden, ergibt sich ein unverfarbter Hof.

Immunmodulatoren

Immunmodulatoren sind Substanzen, die das Immunsystem positiv oder negativ beeinflussen,
also anregen oder hemmen. Es kann durchaus gewiinscht sein, Immunreaktionen zu
unterdrticken. Dies ist zum Beispiel nach Transplantationen der Fall, um die Abstol3ung der neuen
Organe zu unterdriicken. Pflanzliche Extrakte sind oft Gemische von hunderten Stoffen. Diese
synthetisch herzustellen ist aufwendig, da die Wirkung meist nur in Kombination mit vielen Stoffen
eintritt. Deswegen versucht man Produkte von Mikroorganismen zu nutzen. Testsystem:
Anreichern des Testkeims in Fliissigkulturen und Uberstand dann auf Induktion (Anregung des
Immunsystems) oder Repression (Hemmung des Immunsystems) testen.

Antitumor Substanzen

Antitumor Substanzen sind Substanzen, die, so hofft man, das Tumorwachstum hemmen oder
Tumorzellen zerstéren. Testsystem: Testkeim in Flissigkulturen anreichern und anschlielend den
Uberstand in biochemischen Tests und Tierversuchen untersuchen (Es wird daran gearbeitet,
Tierversuche zu vermeiden. Dies ist allerdings noch nicht méglich)

Hemmhoftest

Zuerst fertigt man Agar mit dem Testkeim an und gibt ihn in eine Petrischale. Dann werde die
gewonnenen Isolate aufgebracht. Um Isolate, die das Wachstum des Testkeims hemmen, bildet
sich ein klares Umfeld im Agar, der so genannte Hemmhof. Hemmenden Substanzen, die nicht
Wasserldslich sind verursachen jedoch keinen Hemmhof und sind somit nicht durch diesen Test
feststellbar. Die GréRe des Hemmbhofes sagt nichts Giber die Qualitat des Antibiotikums aus,
lediglich die Tatsache ob es eine Hemmbhof gibt, oder nicht.

2.6.3 Wirkspektrum

Erweitertes Wirksektrum

Zur Untersuchung des erweiterten Wirkspektrums werden positive Isolate in Flissigkulturen
vermehrt. Dann wird auf weitere Krankheitskeime getestet, damit man genau weil3 welche art von
Keimen unterdriickt wird und welche nicht. AnschlieRend erfolgt eine Bestimmung der chemischen
Klasse. Zum Beispiel b-Lactamase-Antibiotikum, Peptid, Kohlenhydrat oder Aromat.

Volles Wirkspektrum
Bei der Untersuchung des vollen Wirkspektrums werden alle Krankheitskeime, die man mit dem

neuen Antibiotikum unterdriicken méchte, getestet und weitere chemische Untersuchung auf
Seitengruppen (-OH,-CHs;, -NH,) durchgefihrt.
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2.6.4 Technikumsfermentation

Chemische Struktur . Die chemische Struktur muss spétestens zu beginn der
Technikumsphase ganz aufgeklart werden.

Patentsituation. AufRRerdem muss kontrolliert werden, ob die Substanz noch Patentiert
werden kann. Wenn das nicht mehr méglich ist, ist eine industrielle Produktion uninteressant.
Optimierung. Vor der industriellen Nutzung wird der Prozess und das Medium optimiert. Es
wird keinesfalls mit einem Keim, der direkt aus der Natur isoliert wurde eine industrielle
Produktion gestartet.

Praklinik. Vor dem klinischen Einsatz kommt die Praklinik. Zunachst werden Tierversuche auf
Vertraglichkeit und dann auf Wirksamkeit durchgefihrt. Leider sind die meisten
hochwirksamen Antibiotika auch schadlich fur Hohere Organismen und deswegen nicht
einsetzbar. Erste Tests werden an Mausen durchgefiihrt. Dann werden Versuche bei
Menschen auf Vertraglichkeit gemacht. Meist mit freiwilligen Labormitarbeitern oder
Studenten. Die Tests finden als Doppel-Blind-Studien (nur jeder zweite bekommt das
Testpraparat, die andere Halfte Placebopraparate) statt.

Klinische Tests. Dann werden klinische Tests durch Doppel-Blind-Studien an Patienten
durchgefihrt. Hier wird jedoch zum Ausschluss von Placeboeffekten kein unwirksames
Medikament verabreicht sondern mit herkémmlichen Therapien behandelt. Deswegen werden
bei klinischen Tests deutlich mehr Probanten benétigt. Sollte das neue Medikament deutlich
schlechter sein als das Vergleichsmedikament, wird die Studie oft abgebrochen und die
Patienten bekommen die herkbmmliche Therapie.

Zulassung. Letztlich muss noch die behordliche Beantragung der Zulassung erfolgen. Dies
muss fir jedes Land neu gemacht werden, da jedes Land andrer Kriterien fur die Zulassung
von Medikamenten hat.

2.6.5 Produktion

Nur wenn alle Untersuchungen zufriedenstellend ausfallen, wird mit der Produktion begonnen. Die
Zulassung ist daftr ist Vorhaussetzung. Aber auch die Patentsituation spielt eine wichtige Rolle.
Die Wirksamkeit sollte vergleichbaren Produkten Konkurrenz machen kénnen. Nur in
Ausnahmefallen, wenn die Vertraglichkeit deutlich besser ist als bei bereits verfligharen
Produkten, kann eine geringere Wirksamkeit akzeptiert werden. Zum Schluss muss mit Hilfe einer
Kostenprognose festgestellt werden, ob es tGiberhaupt méglich ist, das neue Produkt
gewinnbringend zu produzieren. Ist dies nicht der Fall kann keine industrielle Produktion
stattfinden.

Optimierung

Fur eine wirtschaftliche Produktion ist die Optimierung wichtig:

Stammoptimierung

Medienoptimierung

Prozessoptimierung
Beispiel fir die Bedeutung der Prozessoptimierung: Penicillin
Penicillin wurde 1929 entdeckt. bei einem Wildstamm, einem Standartmedium und einem
Standardverfahren, kann man mit einer Ausbeute von 10 mg/l rechnen. Nach circa 50 Jahren

Optimierung hat man heute Hochleistungsstdamme herausgezichtet. Auch die Medien und
Verfahren sind optimiert worden und man hat so heute eine Ausbeute von ungefahr 50 g/l.
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2.7 Hochleistungsstamme

Wildstamme werden praktisch nicht mehr in biotechnologischer Produktion verwendet. Statt

dessen entwickelt man Hochleistungsstamme.
Ziele der Stammentwicklung

Hohere Produktivitat der Kultur

Reduktion von Co-Metabolite (Mdglichst sollte nur eine Substanz in groRen Mengen

produziert werden)
Nutzung glnstiger Nahrstoffe (Gewéhnung an billigere Nahrstoffe)
Veranderung von Morphologie (eventuell bei Pilzen und Actinomyceten)

Verfahren

Mutation und Selektion (einfachste Methode und erste Methode der Wahl)
Transformation (geht nur in einigen Fallen)

Transduktion (nicht so wichtig)

Konjugation (nicht so wichtig)

Fusion (Verschmelzung von Zellen, meist bei Pilzen)

Gentechnik (wird bei der Optimierung noch Relativ wenig angewendet)

2.7.1 Mutation/Selektion

Stdmme koénnen durch ungerichtete Mutation und anschlieBende Selektion optimiert werden. Da
Mikroorganismen aus kleinen Zellen bestehen und eine sehr kurze Generationszeiten haben, ist
es mdoglich, durch diese Methode in relativ kurzer Zeit Erfolge zu erzielen, obwohl die Mutationen

vollig ungerichtet Eintreten.

Mutation kdnnen auf zwei verschiedene Arten eintreten:

Spontan. Mutationen treten auch ohne Eingriffe statt. Die Mutationsrate ist dann allerdings zu

gering um in vertretbarer Zeit Erfolge zu erzielen.

Induziert. Um die natiirliche Mutationsrate zu erhohen kann man Mutationen durch einwirken

von zum Beispiel UV Strahlen induzieren.
Fur die Stammentwicklung sind vor allem Punktmutationen wichtig:

Substitution. Die Substitution ist die wichtigste Punktmutation fir die
Stammentwicklung. Hierbei wird eine Base durch eine andere ersetzt.
Dabei muss zwischen einer Transition und einer Transversion
unterschieden werden. Bei einer Transition wird ein Purin

durch ein Purin (z.B. G durch A) ersetzt bzw. ein Pyrimidin

durch ein Pyrimidin (z.B. C durch T). Bei einer Transversion

wird ein Purin durch ein Pyrimidin (z.B. A durch C) oder ein

Pyrimidin durch ein Purin (z.B. T durch G) ersetzt. Dieser
Substitutionstyp hat schwerwiegendere Folgen.

Insertion. Bei einer Insertion wird eine Base in den DNA

Strang eingefligt. Diese Mutation ist meist Letal und deswegen
uninteressant fiir die Stammentwicklung.

Deletion. Fir die Deletion gilt das gleiche wie fir die Insertion

mit dem Unterschied, dass keine Base eingeftigt wird sonder
entfernt.

Purine: G, A
Pyrimidine: C, T, (U)

52




2.7.1.1 Mutagenese

Da die Spontanen Mutationen in zu geringem Maf3 auftreten, miissen Mutationen induziert
werden. Dies nennt man Mutagenese. Mdglichkeiten zur Mutationsauslésung sind:

Verwendung von mutagenen Substanzen
Bestrahlung durch zum Beispiel g-Strahlen

Die Dosis der Mutationsauslésung sollte so hoch sein, dass nur circa 10% der Mikroorganismen
Uberleben.

Mutagene Substanzen
Bei mutagenen Substanzen tritt oft eine Substation ein. Es gibt zwei Mdglichkeiten die Eintreten

kénnen. Zum einen kann ein Basenanalogon anstelle der richtigen Base eingesetzt werden, zum
anderen kann auch die richtige Base durch mutagene Substanzen veréandert werden.

Basenanaloge

Bromuracil ist ein Thymin-Analog. Es paart sich jedoch nicht, wie Thymin, nur mit Adenin sonder
auch mit Guanin. Das heif3t es muss nicht unbedingt eine Mutation auftreten.

O
CH, Thymin

NH Br Brom-Uracil

SR

2-Aminopurin ist ein Adenin-Analogon. Es wirkt &hnlich wie Bromuracil, paart sich also mit Tymin
aber auch mit Cytosin. Auch hier kann es sein, dass keine Veranderung stattfinden.

. . NS
2-Amino-porin NH2" =S N
Basenverdndernde Substanzen

Nitrit wandelt Cytosin in Uracil um. Uracil ist normalerweise nur in der RNA vorhanden. Kommt es
jedoch durch basenveréandernde Stoffe dazu, dass ein Uracil im DNA Strang vorliegt, tritt ein
Lesefehle auf.
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Bestrahlung

Zur Bestrahlung werden ionisierende, energiereiche Strahlen (z.B. UV-Strahlen oder g-Strahlen)
verwendet. Die Bestrahlung ruft chemische Veranderungen hervor, die zu Ablesefehlern fithren
kénenn.

Beispiel: Thymin-Dimere

Thymin-Dimere sind zwei Thymin Basen, die auf dem DNA Strang direkt hintereinander liegen.
Wenn dieser Fall eintritt, kann es passieren, dass sie auch zu anderen Molekilen Verbindungen
bilden. Da diese Mutation relativ haufig ist, gibt es natirliche Reparaturmechanismen, die den
Schaden teilweise beheben kénnen.

2.7.1.2 Selektion

Nach der Mutagenese fuhrt man eine Selektion durch. Das Ziel ist es, positive Mutanten zu
isolieren. Die Selektion lauft prinzipiell in drei Schritten ab:

Vermehrung
Vereinzelung
Auswahl

Beispiel fur ein Selektionsverfahren

Stufe | Nr | Schritt Anzahl
I 1. | Mutagenese in Suspension (auslésen der Mutation) 8 Dosen
2. | Vermehrung in Flussigkulturen 8 Kulturen

3. | Ausplattieren auf Agar, damit man einzelne Kolonien 8x5 Platten
bekommt, die auf eine Zelle zuriickzufuhren sind.

4. | Auswahl von einzelnen Kolonien Zum Beispiel 25 pro Dosis
5. | Flussigkultur mit den ausgewahlten Kulturen 200 Stamme
6. | Auswahl der Kolonien mit dem hdchsten Titer. Also 40 Stamme
welche Stamme die Héchste ausbeute haben.
I 1. | Wiederholungstest ausgewahlter Stamme. 5x40 Stdmme
2. | Erneute Auswahl der Besten Zum Beispiel 8 Stamme

Diese Gesamte Prozedur muss mit unterschiedlichen Mutationsauslésern mehrfach wiederholt
werden. Zum Beispiel: Brom-Uracil, UV-Bestrahlung, Nitrit, g-Strahlen, usw.
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Automatisierung

Mutagenese muss auch bei der Automatisierung in einer Suspension
stattfinden. Durch einen Diluter werden die Zellen so vereinzelt, dass
durchschnittlich eine Zelle in einem Tropfen vorhanden ist. Dann kommt ein
Zellsorter (kompliziertes, lasergesteuertes Instrument, das den Tropfen
darauf kontrolliert, ob auch tatsachlich genau eine Zelle drin ist) zum Einsatz.
Er gibt zu den 250 pl Lésung In jedem Napf jeweils genau einen Tropfen mit
einer Zelle. Dann wird die Mikrotiterplatte in den Brutschrank gestellt, damit
sich Kolonien bilden kénnen. Dann wird die ganze Platte zentrifugiert und
anschlieBend wird mit einem Analysator der Titer in jedem einzelnen Napf
gemessen. Dank einer eindeutigen Bezeichnung der Napfe durch
Buchstaben an der einen und Zahlen an der anderen Seite, kann das
Ergebeins durch einen Rechner ausgewertet werden. Dann werden die
besten Stamme in grofReren Volumina vermehrt.

2.7.2 Transformation

Bei der Transformation wird isolierte DNA in lebende Zellen eingebracht. So, dass die Zellen die
DAN aufnehmen und einbauen. DNA Bruchstiicke werden aus Spenderzellen gewonnen um
Vorteile von Zellen zu kombinieren. Diese DNA Bruchstiicke werden dann von Empfanger Zellen
Aufgenommen. Dabei muss darauf geachtet werden, dass die Empfangerzelle die DNA nicht
zerlegt und als Nahrstoff verwendet. Deswegen verwendet man sogenannte kompetente Zellen.
Die Eigenschaften der Kompetenz ist von bestimmten Faktoren abhéangig:

Bestimmte Transportproteine . Es missen Proteine in der Zellmembran vorhanden sein, die
in der Lage sind so gro3e Molekile wie die DNA in die Zelle schleusen zu kénnen. Dies ist
normalerweise nicht der Fall. Sie werden nur unter bestimmten physiologischen Bedingungen
von einigen Mikroorganismen gebildet.

Einbau in die DNA. Die Zelle muss die aufgenommene DNA in ihr Erbgut einbauen. Die Zahl
der Zellen, die die aufgenommene DNA auch tatsachlich einbauen belauft sich auf nur circa
1%.

Selbst kompetente Zellen bauen jedoch nur DNA von verwandten Arten in ihr Erbgut ein. Auf
Grund dieser Einschrankungen ist das Verfahren in vielen Fallen nicht brauchbar.
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2.7.3 Transduktion

Transduktion ist die Ubertragung von DNA Stiicken von einer Spenderzelle in eine
Empfangerzelle mit Hilfe von Viren (Bakterienvieren = Bakteriophagen). Um diese Methode
anwenden zu kdnnen, mussen eine Reihe von Bedingungen erfiillt sein. Die Bakteriophagen
dirfen nicht virulent sein, da sie dann die Zelle zerstéren wirden. Die Phagen dirfen die Zelle
nicht vor ihrer Vermehrung zerstéren, sondern missen sich synchron mit ihr Teilen, so dass die
neue DNA an die Tochterzelle weitergegeben werden kann. Diesen Phagentyp nennt man
themperent. Themperente Phagen weisen nur bei rund jeder 100.-100.000. Zelle eine spontane
Phagenvermehrung auf, die dann zur Zelllyse fuhrt. Beim verlassen der Wirtszelle kann maximal
1% der Wirts-DNA iibertragen werden. Diese Ubertragung kann in zwei Formen unterteilt werden:

Generalisierte Transdukton. Bei der generalisierten Transduction wird ein beliebiger
abschnitt der Wirds-DNA durch den Bakteriophagen ubertragen.

Lokalisierte Transduction. Bei der lokalisierten Transduktion wird immer der gleiche
Abschnitt der Wirts-DNA {bertragen.

Auch die Transduction ist nur innerhalb verwandter Arten méglich. Wie auch die Transformation
wird die Transduktion wegen den zahlreichen Einschrankungen eher selten verwendet.

2.7.4 Konjugation

An eine Konjugation sind zwei Zellen beteiligt, die so genannte
Donorzellen (auch als ménnliche Zellen bezeichnet) und
Akzeptorzellen (dementsprechend auch als weibliche Zellen
bezeichnet). Die Unterscheidung zwischen mannlich und weiblich ist
etwas irrefihrend, da keiner der Partner wirklich mannlich oder
weiblich ist. Deswegen findet mach auch haufig die Begriffe
pseudomannlich und pseudoweiblich.

Bei der Konjugation wird Erbgut tber den Pilus (Proteinréhre) von
Zelle zu Zelle Ubertragen. Man unterscheidet zwei verschiedene
Konjugationstype: Zellen, die nur einen Faktor bei der Konjugation Uibertragen. Hierbei werden die
Konjugationspartner als F*-Zellen (Donorzelle) und F-Zellen(Akzeptorzelle) bezeichnet. Und
Donorzellen, die Ihr gesamtes Chromosom Ubertragen. Sie werden Hfr-Zellen (High frequency of
recombination) genannt.
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2.7.5 Fusion

Bei der Fusion werden zwei Zellen
miteinander verschmolzen. Durch
die Fusion erhofft man ich neue
Kombinationen von Eigenschaften
verschiedener Mikroorganismen.
Diese Methode ist wie alle bis jetzt
besprochenen Methoden eine
ungerichtetes Verfahren.
Normalerweise fusionieren
vegetative Zellen nicht, deswegen
muss man mit chemischen oder
physikalischen Methoden eine
Fusion kinstlich erzwingen. Die
Genrekombination durch Fusion
kann bei folgenden
Mikroorganismen angewendet
werden:

Bakterien (Bacillus)
Streptomyceten (Streptomyces)
Pilzen (Penicillium)

Es gibt eine relativ grol3e Anzahl von Mikroorganismen, bei denen man eine Fusion durchfiihren
kann. Deswegen findet diese Methode auch haufiger Anwendung als zum Beispiel die
Transduktion oder Konjugation. Das Verfahren wird in folgende Schritte unterteilt:

Wachstum
Homogenisierung
Protoplastenbildung
Fusion
Regeneration
Selektion
Stabilisierung



2.75.1 Wachstum

Die Wachstumsphase dient der Anzucht der Fusionspartner. Die Zellen sollten in einem sehr
aktiven Zustand sein um eine maximale Wachstumsgeschwindigkeit zu erreichen. Die Ernte wird
spater in der exponentiellen Phase (siehe 1.4.2.2) durchgefiihrt, da dort der Stoffwechsel am
aktivsten ist.

2.7.5.2 Homogenisierung

Homogenisierung ist immer dann notwendig, wenn man mit mehrzelligen Organismen arbeitet.
Bei Einzelzellen wie zum Beispiel Bakterien kann das Homogenisieren entfallen. Man kann
Zellverbande durch Ultraschall oder mit einem Morser, wobei zum Beispiel das Mycel von Pilzen
durch Scherkréfte zerkleinert wird, trennen. Bei beiden Verfahren ist es nicht zu vermeiden, dass
auch Zellen zerstort werden. Es wird jedoch angestrebt, dass anschlieRend méglichst viele
lebende Zellen ubrig bleiben.

2.7.5.3 Protoplastenbildung

Mikroorganismen Zellen haben nicht nur ein Cytoplasmamembran sonder zusétzlich noch eine
Zellwand. Zellen mit Zellwand kdnne jedoch nicht Fusionieren. Deswegen muss die Zellwand
entfernt werden. Dieser Schritt ist nur bei Mikroorganismen und Pflanzen Zellen nétig, bei
tierischen Zellen kann er entfallen.

Zur Herstellung von Protoplasten muss als erstes die Zellwand entfernt werden, so dass nur noch
die Cytoplasmamembran ubrig bleibt. Das muss in einem osmotisch stabilen Medium stattfinden.
Die Stoffkonzentration im Medium und in der Zelle missen ahnlich (isotonisch) sein, damit die
Cytoplasmamembran nicht durch den osmotischen Druckunterschied zerstort wird.

Die Zellwand wird durch katalytisch wirksame Substanzen (Enzyme) entfernt. Bei Bakterien wird
Lysozym verwendet. Lysosym ist ein Enzym, dass die Zellwand unter der Gegenwart von Gycin
auflést. Gycin wirkt stabilisierend auf die Protoplasten und erhéht somit die Ausbeute an intakten
Protoplasten. Pilze haben keine einheitliche Zellwand, deswegen hat man je nach Gattung
einzelne Enzyme oder Enzymgemische zur Auflésung der Zellwand. Beispiele fur
zellwandauflésende Enzyme sind: Cellulase (Zellulose), Chitinase (Chitin), Helicase, b-D-
Glucanase, b-D-Glucuronidase. Zum Teil ist noch die Zugabe von Reduzierenden Substanzen wie
zum Beispiel Glutathion notwendig.

2.7.5.4 Fusion

Die Fusion soll dafiir sorgen, dass die beiden Zellen
verschmelzen. Dafiir muss zuerst die Cytoplasmamenbran
aufgeweicht werden, damit die Zellen bei Kontakt
verschmelzen kénnen. Diese Aufweichung kann man
chemisch und elektrisch erreichen:

Die chemische Aufweichung wird durch sogenannte
fusogene Agenzien ausgeldst. Meist wird PEG (Poly
Ethylem Glycol) eingesetzt. Durch PEG wird einerseits die
Cytoplasmamembran aufgeweicht, andererseits bleiben die
Zellen noch so stabil, dass sie nicht aufbrechen. Das
Molekulargewicht von PEG schwankt zwischen 1000 und
6000 g/mol je nach Zellart. Die Konzentration schwankt
zwischen 30% und 50% (Volumenprozent).

Elektorfusion erreicht man durch anlegen eines elektrischen

Feldes von ca. 2 kV/cm. Das Anlegen des Feldes hat zwei
Auswirkungen: Die Zellen werden ungleichmé&Rig elektrisch
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aufgeladen werden so zu Dipolen, wodurch es zur gegenseitiger Anziehung kommt. Au3erdem
kommt es an den Kontaktstellen zur Aufldsung der Cytoplasmamembran, so dass die Zellinhalte
verschmelzen kdnnen.

2.7.5.5 Regeneration

Nach den vorangehenden Belastungen ist es notwendig, den Zellen die Mdglichkeit zur
Regeneration zu geben. Dafir bendtigt man optimale Bedingungen fur Zellwandbildung und
Wachstum. Diese Optimalen Bedingungen sind teilweise etwas anders als normale
Wachstumsbedingungen. Folgende Schritte sind notwendig:

Je nach angewendetem Verfahren miissen entweder die fusogene Agenzien entfernt oder das
elektrische Felde abgeschaltet werden

Die Protoplasten mussen in ein Vollmedium tberfihrt werden

Die Temperatur muss of etwas niedriger sein als die optimale Wachstumstemperatur, da es
wichtiger ist, dass die Zellen zuerst wieder eine Zellwand bilden

Der pH-Wert muss oft fiir eine optimale Zellwandbildung leicht erhdht sein

Bei Pilzen ist meist noch die Zugabe von Ca™" lonen in Konzentrationen von 0,01-0,6 M
erforderlich.

2.7.5.6 Selektion

Da die Fusion ein ungerichtetes Vorgehen ist, muss anschlieBend eine Selektion durchgefiihrt
werden um die Mikroorganismen mit den gewlinschten Eigenschaften zu identifizieren und zu
Isolieren. Nach der Fusion sind vier moégliche Fusionsergebnisse zu erwarten:

Unfusionierte Zellen. Zellen, die nach der Prozedur nicht mit einem Partner verschmolzen
sind.

Fusionierte Zellen ohne Vorteile. Nach der Fusion liegt die doppelte menge von DNA vor. Die
hélfte wird resorbiert. Dabei kénnen gewlnscht Eigenschaften verloren gehen.

Fusionierte Zellen mit erwlinschten Kombinationen. Diese Zellen werden durch Testverfahren
identifiziert. Zum Beispiel die Selektion nach der Produktkonzentration.

2.7.5.7 Stabilisierung

Nach der Fusion haben die Zellen die doppelte Genetische Ausstattung. Die Uberflissige DNA
wird entfernt so dass Sich ein stabiler Organismus bildet. Dieser Vorgang wird Stabilisierung
genannt und lauft bei Bakterien sehr schnell ab. Bei Pilzen tritt jedoch die Stabilisierung teilweise
erst nach mehreren Teilungen ein, da sie eukariotisch sind und mehrere Chromosomen haben.
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2.7.6 Gentechnik

Der groR3te Vorteil der Gentechnik ist, dass man ein definiertes Gen in einen beliebigen
Mikroorganismus, unabhangig vom Verwandtschaftsgrad, einbringen kann.

Schematischs Vorgehen

Isolation von m-RNA (Anstatt der DNA wird die m-RNA isoliert, da dort die Sequenzen fir ein
Gen schon in richtiger Reihenfolge zusammengesetzt vorliegen)

Ruckubersetzung der m-RNA in DNA mit Hilfe von Reversen Transcriptasen

Anfligen von Organismus spezifischen Reglern (Promotor, Terminator, Operator)

Einbau der DNA in einen Vektor

Einschleusen des Expressionsvektors in die Wirtszelle
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2.8 Stammbhaltung

Da Mikroorganismen aus Hochleistungsstammen dazu neigen, die angeziichteten Eigenschaften
wieder zu verlieren, also zu degenerieren, missen sie konserviert werden. Dies ist bei
Wildstammen nicht nétig, da sie nicht degenerieren kénnen.

Konservierungsmethoden

Einfrieren (haufigste Methode)
Lyophilisieren (Gefrier trocken)
Andre Methoden

Anforderung an Konservierungsverfahren

Vitalitét der Organismen erhalten
Produktivitat der Organismen erhalten
Sterilitat gewahrleisten

2.8.1 Einfrieren

Einfrieren ist das schonenste Verfahren und besonders fur Hochleistungsstamme geeignet. Bei
dem Konservieren durch einfrieren sind vor allen die Randbedingungen beim Einfrieren wichtig:

Zugabe von Schutzsubstanzen. Da Lebende Zellen zum gréf3ten Teil aus Wasser bestehen,
bilden sich beim Einfrieren Eiskristalle, die so grol3 werden, dass sie die Zellorganellen
zerstoren. Deswegen ist der Einsatz von Schutzsubstanzen, die die Bildung von zu grof3en
Eiskristallen verhindert, nétig. Eine typische Schutzsubstanz beseht aus: 10% Glycerin, 5%
DMSO (Dimethylsulfoxid)

Zellen im exponentiellen Wachstumsphase verwenden . Die Zellen sollten sich in einem
mdglicht aktiven Zustand befinden, also am besten in der spaten exponentiellen
Wachstumsphase zur Konservierung geerntet werden.

Kontrolliertes Einfrieren.  Im Kryomaten werden die Organismen mit definierter
Einfriergeschwindigkeit eingefroren. Eine typische Einfriergeschwindigkeit ist zum Beispiel 1T
pro Minute bis auf minus 70<C.

Optimale Lagerung. Wenn die Zelle eingefroren sind, miissen sie richtig gelagert werden, um
eine optimale Konservierung zu gewahrleisten. Desto niedriger die Temperatur ist desto
langer halten sich die Organismen, der Aufwand steigt aber auch mit fallender Temperatur:
Optimal ist eine Lagerung in oder Uber flissigem Stickstoff bei -196C oder in gasférmigem
Stickstoff bei -156C. Organismen, die nicht so wer tvoll sind, kdnnen aber auch in einer
Spezialkiihlkammer bei -70C gelagert werden. Kuhltr uhen, die nur auf bis zu —20C kihlen
kénnen eignen sich nicht zur langeren Konservierung, da in der Nahe von —20C eine
Umkristallisierung von Eis stattfindet. Schwankt die Temperatur um diesen Wert, kdnnen
Zellorganellen Uberstrapaziert und schlie3lich zerstért werden.

Das Auftauen ist weniger kompliziert und man muss nicht auf so viele Randbedingungen achten
wie beim Einfrieren. Folgende Schritte reichen aus:

Organismen Auftauen,

in ein steriles Medium Gberfihren und anschlieRend
in einem Medium bei optimalen Wachstumsbedingungen vermehren
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2.8.2 Lyophilisieren

Beim Lyophilisieren bzw.
Gefriertrocknen wird das Wasser mit
Hilfe eines Vakuums entzogen. Die
gefrorene Mikroorganismen Suspension
wird in ein Vakuum gebracht. Dadurch
verdampft Das Eis ohne vorher in die
flissige Phase uber zu gehen. Fir
Hochleistungsstamme ist diese
Verfahren jedoch nicht geeignet, da es
die Rickmutation beschleunigt uns so
die Degeneration des Stammes fordert.
Wildstamme kénnen jedoch durch
Gefriertrocknen Konserviert werden. Um
die Bildung von Proteinaggregaten zu
vermeiden, die wahrend der Trocknung
zwischen den Zellen entstehen kénnen,
bendtigt man auch beim Gefriertrocknen
Schutzsubstanzen. Sie bilden eine
Schutzschicht um die Zelle und
verhindern so unerwiinschte
Reaktionen. Beispiele fur
Schutzsubstanzen sind:

Trockenmilch
Saccharose
Mannit

Bei der Lagerung sind nicht so tiefe
Temperaturen wie beim normalen
Einfrieren nétig. Bei —20C oder sogar
+4<C konnen die Organismen gelagert
werden.
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2.8.3 Andere Methoden

Andere Methoden sind meisten auf einen Mikroorganismentyp beschrankt und deswegen nicht
universell oder fir Hochleistungsstdmme einsetzbar. Ein paar Beispiele:

Trocknen auf Silicagel oder unglasierten Porzellank

ugeln . (Wasserentzug, gekuhlt in

Magermilch). Diese Methode ist vor allen Dingen fiir Bakterien und Pilzsporen geeignet.
Agar Kulturen unter Paraffindl.  Geeignet fir einige Bakterien und Pilze. Dei Parafindlschicht

verhindert, dass das Wasser verdunstet.

Trocknen in steriler Erde. Dies ist eine der Natur nachempfundene Konservierungsmethode.
In vertrocknender Erde kann nattrliche Sporenbildung beobachtet werden.

2.8.4 Zellbanke

Unter einer Zellbank versteht man identische Ampullen von Produktionszellen die definiert und
reproduzierbar konserviert wurden. Es dirfen nur charakterisierte und dokumentierte Zellen
verwendet werden. Das bedeutet, folgende Eigenschaften miissen dokumentiert sein:

Morphologie. GréRe, Form,
Feinstrukturen und Kolonien.
Physiologie. Nahrstoffanspriche,
Wachstumseigenschaften,
Produktivitat und
Prozessparameter.

Phatogenes Potenzial. Selbst bei
vollig harmlosen Stammen muss
das Phatogene Potential
dokumentiert sein.

AuRRer der Dokumentation oben

genannter Eigenschaften, muss

garantiert sein, dass es sich um eine

vitale und virusfreie Reinkultur mit

gleichbleibender Produktivitat handelt. Um Sicherheit zu
gewahrleisten muss auf3erdem fiir adaquate
Konservierung, Kontrollierte Lagerung und Geeignete
Raume gesorgt werden.

Abbildung: Vergleich einer Kultur, die ihre
Produktivitét uber mehrere Generationen
beibehalt (griin), mit einer instabilen Kultur, die
schon anfangs von Generation zu Generation
ihre erworbenen Eigenschaften verliert (rot).
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2.8.5 Lagerung

Abbildung: Lagerung von
Zellampullen in flussigem Stickstoff.
Fillstandssensoren sorgen fir einen
konstanten Stickstoffstand. Sinkt der
Stickstoffstand unerwarteter weise
bis an eine kritische Grenze, wird
ein Alarm ausgelost.

Hochleistungsstamme werden oft in aufwendigen Verfahren herangezichtet. Damit dieser zeit-
und geldaufwendige Prozess nur einmal durchgefiihrt werden muss, werden
Hochleistungsstamme sicher Konserviert. Dies geschieht in Abgesicherten Raumen, die eine
Zugangsberechtigung erfordern. Oft werden gleiche Kulturen an verschiedenen Standorten
gelagert, damit bei einem Brand oder einer Explosion nicht alle Kulturen Zerstort werden kénnen.
AuRerdem gibt es die Méglichkeit, in kommerziellen Kryotresoren Mikroorganismen einzulagern.

3 Pathogene Mikroorganismen

Das folgende Kapitel beschéftigt sich mit pathogenen Mikroorganismen, das heif3t
Mikroorganismen, die Krankheiten auslésen kénne. Dies ist wichtig weil man auch mit diesen
Mikroorganismen, zum Beispiel in der Medizin, arbeiten muss.

3.1 Normale Flora

In allen héheren Organismen halten sich ein Vielzahl von Mikroorganismen auf. Diese
Besiedelung wird als Flora bezeichnet. Eine Normale Flora bietet den Mikroorganismen und auch
dem hoéheren Organismus, der sie beherbergt, Vorteile.

Vorteile fur den Mikroorganismus:

Stabile Umwelt. Der Wirt stellt eine stabile Umwelt dar, da zum Beispiel der PH-Wert oder die
Temperatur konstant sind.

Schutz. Im Darm, zum Beispiel, sind Mikroorganismen vor &uf3eren Einflissen geschiitzt.
Transport. Durch den Transport in héheren Organismen kdnnen Mikroorganismen weite
strecken zurlicklegen und schneller neue Lebensrdume erschlieRen.

Nahrstoffe. Die Nahrstoffkonzentration ist in Organismen meist hdher als in der freien
Umwelt.

Vorteile fur den Wirt:
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Nahrungsverwertung. Mikroorganismen im Darm helfen bei der Verdauung und Verwertung
von Nahrung.

Stimulation des Immunsystems.  Die Mikroorganismen der Flora stimulieren standig das
Immunsystem und verhindern so, dass es verkiimmert.

Behinderung der Besiedelung nicht adaptierter Mikro organismen. Da die
Mikroorganismen der Flora ihren Lebensraum verteidigen, verhindern sie so die Ansiedelung
von unadaptierten (fremden) Keimen.

Nicht jeder Keim setzt sich in jedem Gewebetyp fest. Keime sind an Gewebetypen adaptiert.

Adaptierte Gewebetypen

Bakterium Gewebe

Streptococcus mutans Zahnoberflache (bedenklich bei zu kohlenhydratreicher Ernahrung)
Streptococcus salivarius Zungenoberflache

Eschericha coli Dinndarmepithel

Staphylococcus epidermidis | Hautoberflache

Die Flora ist nicht bei allen Menschen gleich. Die Flora variiert nach

Geschlecht
Alter
Erndhrungsweisen

Die durchschnittliche Besiedlung bei Menschen:

Besiedlungsort Keimzahl pro Organismus
Haut 10™
Mund 10™
Magen-Darm-Trakt 10"

Einige Vertreter der normalen Flora kdnnen aber auch unter bestimmen Bedingungen Krankheiten
hervorrufen. Ein Beispiel Dafir ist E. coli. Im Urlaub, wo man oft auf unbekannte E. coli Stamme
trifft, kann es durch eine Besiedlung mit einem nicht adaptierten E. coli Stamm zu
Sommerdurchfall (Enterotoxin) kommen.

Septikamie bzw. Wundenbesiedlung kann bei gestértem Immunsystem, zum Beispiel bei
grof3flachigen Verbrennungen, sogar todlich sein.

3.2 Mechanismen der Pathogenitat

Es gibt drei Unterteilungen, die man bei der Klassifizierung des Verhaltnisses zwischen
Mikroorganismen und Wirt macht.

Mutualismus. Gegenseitiger Nutzen.

Kommensalismus. Assoziation von zwei Organismen, ohne dass jemand geschadigt wird.
Oft zieht aber ein Organismus einen Nutzen aus der Assoziation.

Parasitismus. Ein Organismus schadigt den anderen.

Pathogener Mikroorganismus.  Ein pathogener Mikroorganismus bewirkt eine Erkrankung bei
Tieren oder Pflanzen.

Virulenz. Virulenz Bezeichnet den Grad der Geféhrlichkeit eines Mikroorganismus (grad der
Pathogenitat).

Wechselwirkung zwischen Wirt und Parasit . Die Wechselwirkung ist dynamisch. Zwei Faktoren

spielen hier eine rolle: Pathogenitat des Mikroorganismen und Widerstandskraft bzw. Anfalligkeit
des Wirtes.
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Toleranz pathogener Mikroorganismen.  Manchmal toleriert der Wird auch die Kolonisierung
durch einen pathogenen Mikroorganismus, solange er keinen Schaden anrichtet. Ein gutes
Beispiel hierfiir ist Staphylococcus aurens. Er findet sich bei fast jedem Menschen in der
Nasenschleimhaut, wo er ungefahrlich ist. In offenen Wunden bringt Staphylococcus aurens diese
jedoch zum Eitern.

Induzierte und konstitutive Abwehr.  Hohere Organismen schiitzen sich vor Krankheitserregern
auf zwei verschiedene Arte. induzierte (spezifische) Abwehr und Konstitutive (unspezifische)
Abwehr. Letztere ist unspezifisch und bietet standigen und allgemeinen Schutz, da sie dauerhaft
aktiv ist. Es gibt folgende Méglichkeiten der konstitutiven Abwehr:

Mechanisch. Zum Beispiel das Flimmerepithel in den Bronchien, es reinigt die Atemluft durch
feine Harchen mechanisch.

Chemisch. Durch Enzyme in Kdrperoffnungen. Zum Beispiel Lysozym im Speichel.
Immunologisch. Unspezifische Zellulare Abwehr.

Bei besonderen Keimen, die sich schnell vermehren kénnen, greift die induzierte Abwehr. Sie
reagiert spezifisch auf ein eindringenden Mikroorganismus. Diese Immunabwehr wird erst nach
Kontakt mit dem Parasit aktiv und kann auf zellularer und auf molekularer Ebene stattfinden:

Zellular. T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen. Ca 1% der Menschlichen Zellen gehéren zum
Immunsystem!

Molekular . Antikorper (Antikbrper Markieren Parasiten und erméglichen der Zellularen
Abwehr sie zu erkennen) und Hormone.

Nach einer Infektion geht es darum wer schneller ist: Immunsystem oder Parasit.
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3.2.1 Bakterieller Pathogenitat

Es gibt vor allen Dingen zwei Ursachen, warum ein Mikroorganismus eine Kranket verursachen
kann:

Fahigkeit, des Mikroorganismus in Gewebe einzudring en. Das eindringen in den Wirt
kann man in drei Stadien einteilen: Kolonisation, Invasion, umgehen der Wirtsabwehr
Bildung von Toxinen. Toxine unterscheidet man in l6sliche und zellassoziierte Toxine.

3.2.1.1 Kolonisation

Es gibt bestimmte Eintrittsstellen, die bevorzugt verwendet werden:

Urogenialtrakt

Verdauungstrakt

Atemwege

Bindehaut ( zum Beispiel Auge)

Als erstes muss sich der Mikroorganismus an das zu befallende Gewebe anheften (Adharenz).
Dies ist notwendig, um mechanischen Einwirkungen stand halten zu kénnen. Fir eine erfolgreiche
Adhérenz sind zwei Vorhaussetzungen erforderlich:

Rezeptor am Wirt. Zum anheften wir ein Rezeptor am Wird bendtigt. Dies ist meistens ein
spezifischer Kohlenhydrat- oder Peptidreste an der eukariotischen Zelloberflachen. Die
Parasiten sind an bestimmte Wirtszellenoberflachen adaptiert.

Ligand bzw. Adhéasin am Bakterium. Liganden sind Oberflachenkomponenten die aus
Kohlenhydraten oder Peptiden bestehen. Man findet sie als Kapselsubstanzen,
Zellwandstrukturen oder Fimbrien.

Die Bindung, die der Parasit mit dem Wirt eingeht kann entweder Reversibel oder Permanent
sein. Normalerweise bildet der Wirt zuerst eine Reversible Bindung aus, da dies schneller geht.
Anschlie3end wird dann eventuell eine Permanente Bindung ausgebildet.

Nach der Adhésion findet erst eine Vermehrung statt.

Beispiel fur eine Adhasion durch Fimbrien (Pili): Neisseria gonorrhoeae (Tripper Erreger) hat
ein Protein (methyliertes Penylalanin) am Aminoemde, das an den Rezeptor (Oligosaccarid) der
Wirtszelle bindet.

3.2.1.2 Invasion

Nach der Kolonisation folgt das Eindringen in das Zielgewebe, die so genannte Invasion. Die
Invasion wird durch extrazellulare Substanzen, sogenannte Invasine, unterstitzt. Das sind
Enzyme, die zum Beispiel schiitzende Schleimhaute lokal zersetzen und so das Eindringen
ermdglichen. Invasine funktionieren &hnlich wie Toxine; Invasine wirken jedoch schwéacher und
nur lokal, Toxine starker und globaler.
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Beispiele flr Invasine

Enzym Organismus Funktion

Neuraminidase Vibrio cholerae Neuraminidase spaltet Neuraminsaure, ein
Bestandteil des Bindungsstoffes von Epithelzellen,
wodurch Lécher in der Schleimhaut entstehen
(speziell Darmschleimhaut).

Streptokinase Streptokoccen Streptokinase verhindert die Blutgerinnung nach
Lasionen (kleine oberflachliche Verletzungen) von
Blutgefalien.

Phospholipase Clostridum perfringens | Phospholipase hydrolysiert Phospholipide in
Zellmembranen.

3.2.1.3 Umgehen der Wirtsabwehr

Die Abwehrmadglichkeiten des Wirtes, die ein Keim umgehen muss, kann man in drei Gruppen
zusammenfassen:

Bakterizide (Chemikalien die Bakterien abwehren)
Phagozyten (Fresszellen)
Immunantwort (Spezifische Abwehr)

Im Folgenden werden die drei Gruppen genauer beschieben und gezeigt, wie Mikroorganismen
diese Abwehrmoglichkeiten umgehen kénnen.

Bakterizide

Bakterizide sind Chemikalien die Bakterien abtéten. Man findet sie in Speichel, Serum und
Schleimhaut. Gegen diese Abwehr haben einige Mikroorganismen Schutzmechanismen
entwickelt. Mycobacterien, zum Beispiel, haben eine Wachssicht, die Schutz vor Bakteriziden
bietet.

Phagocyten

Phagocyten, oder Fresszellen, erkennen ,fremde*”
Bakterien und machen sie unschadlich. Einige Bakterien
sind jedoch in der Lage, sich mit wirtseigenen
Substanzen einzuhtllen. So werde sie nicht mehr von
den Phagocyten erkannt. Stoffe, die Bakterien vor
Phagocyten Angriffen schitzen, werden auch als
antiphagocytische Substanzen bezeichnet. Ein Beispiel
daflr ist Staphylococcus aureus. Er produziert das
Enzym Koagulase, fallt so Fibrin aus dem Plasma und
bildet durch das gerinnende Blut eine Schutzhiille aus
wirtseigenen Substanzen.

. Abbildung: Griin geféarbte Tuberkulose-Erreger
Passive Abwehr in einer Fresszelle: Rot gefarbt sind die
Lysosomen, das Verdauungssystem der Zelle.

Es gibt Stoffe, die nicht wirtseigen sind, aber trotzdem
von den Fresszellen verschont bleiben. Einige Mikroorganismen hillen sich mit diesen Stoffen ein
und schiitzen sich so passiv vor Phagocyten.

Schutzhllen zur passiven Abwehr

Hulle Mikroorganismus
Polysaccharid Kapsel Klebsiella pneumoniae
(Polysaccharid) Schleim Pseudomonas aeruginosa
Protein A Staphylococcus aureus




Aktive Abwehr

Im Gegensatz zur passiven Abwehr, die sich auf die Tarnung beschrankt, gibt es noch die
Mdglichkeit der aktiven Abwehr. Das bedeutet die aktive Zerstérung von Phagozyten, durch
auflosen der Zellmembran.

Enzyme flr die aktive Abwehr

Enzym Mikroorganismus

Streptolysin Streptococcen

Leucozidin Staphylococcen
Immunantwort

Wenn ein fremder Keim in den Wirt eindringt I6st dies eine Immunantwort aus. Es werden
Antikorper und Killerzellen produziert. Fremde Keime tragen an ihrer Oberflache so genannte
Antigene. Antikorper erkennen diese Antigene, heften sich an die Zelloberflache und dienen so als
Markierung. Killerzellen sind in der Lage diese Markierung zu erkenne und die Mikroorganismen
zu zerstoren. Mikroorganismen haben verschiedene Mdglichkeiten gefunden, dieses
Schutzsystem zu umgehen:

Molekulare Mimikry

Dadurch, dass ein Mikroorganismus eine Kapsel bildet, werde seine Antigene nicht erkannt und
das Immunsystem des Wirtes erkennt den Mikroorganismus nicht als ,fremd".

Antigen Variation

Das Immunsystem braucht eine gewisse Zeit, bis es auf Eindringlinge reagieren kann. Das hangt
damit zusammen, dass erst die passenden Antikorper fir die Antigene des Mikroorganismen
produziert werden missen. Durch eine besonders hohe Mutationsrate im Bezug auf die
AuBRenstruktur (Antigen Varitation) kdnnen Keime die Latenzzeit des Immunsystems zu ihren
Gunsten ausnutzen

Verstecken

Es gibt einige Orte im Korper des Wirtes, auf die das Immunsystem keinen Einfluss hat. Dort kann
sich also ein Keim vor dem Immunsystem verstecken:

In Zellen

Im Darm

In der Mundhéhle
Im Harntrakt

3.2.1.4 Toxine

Die Bildung von Toxinen ist die eigendliche Ursache fiir Krankheitsbilder. Man kann grundsatzlich
zwei verschiedene arten von Toxinen unterscheiden:

Endotoxin . Endotoxin ist Bestandteil der gram-negativen Zellwand. Es wird, abhéngig vom
Kontext, auch anders Bezeichnet: Lipopolysaccharid (chemisch), O-Antigen (immunulogisch)
oder Pyrogen (technisch).

Exotoxin . Exotoxin besteht aus ausgeschiedenen Proteine.

Generelle Funktion aller Toxine ist die Zerstérung einzelner Zellen oder Gewebe. Dies dient der
Schwéchung des Wirtes und begtinstigt eine Vermehrung des Keimes.
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Vergleich von Endotoxinen und Exotoxinen

Merkmal Endotoxin  Exotoxin

Chemie LPS Proteine

Molekulargewicht 10.000 50.000-1.000.000

Toxisches Potential >100ug lug

Spezifitat Niedrig Hoch (werde von bestimmten Keimen gebildet um
in ganz bestimmten Organen zu wirken)

Enzymatisch aktiv Nein Ja (meist), da Exotoxine fast immer Enzyme sind

Pyrogen (Fiberauslésend) Ja Manchmal

Endotoxin

Endotoxin ist Bestandteil der gram-negativen
Zellwand. Die &uRere Schicht der &uf3eren
Zellwand besteht aus Lipopolysaccharid (LPS).
LPS besteht wiederum aus drei Untereinheiten:

Lipid A (toxischer Anteil)
Kernpolysaccarid
O-Polysaccarid (Antigen)

Toxische Symptome

Lipid A ist ein Pyrogen, das heil3t es lost Fieber
aus. Lipid A bindet an Rezeptorpoteine im Blut
und an Makrophagen. Darauf bilden die
Makrophagen Cytokine die dann das Fiber
auslésen. Weitere Symptome sind:

Fiber
Durchfall
Schock
Tod

Anzahl weil3er Blutkdperchen veradert sich (steigt meistens, kann aber auch sinken)

Blutgerinnsel
Niedriger Blutdruck

Nekrosen (Gewebe farbt sich schwarz und stirbt ab)

Exotoxine

Da jeder Keim andere Exotoxine produziert, ist auch bei jedem Keim das Krankheitsbild anders.
Exotoxine sind Proteine, die fast immer enzymatische Aktivitat aufweisen. Sie funktionieren also
wie Enzyme und benutzen als Substrat Gewebezellen, Organe oder Korperflissigkeiten.
AuRBerdem sind sie typischerweise wasserloslich, so dass sie sich in Korperflissigkeiten gut
verteilen kdnnen und werden in der exponentiellen Phase des Zellwachstums produziert. Die
Nomenklatur von Toxinen richtet sich nach dem Wirkort oder nach dem produzierenden

Mikroorganismus.

Nomenklatur von Endotoxinen

Wirkort Poduzierende Mikroorganismus
Enterotoxin (Entero=Darm) Tetanus Toxin

Neurotoxin Diphteria Toxin

Leukotidin Antrax Toxin

Hamolysin Botulin

Exotoxine sind starke Toxine und rufen Immunantworten, antigene, hervor.
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Toxoide sind detoxifizierte Exotoxine. Das heif3st die wurden chemich verandert, so dass die
Toxische wirkung nicht mehr da ist, jedoch das immunsystem noch darauf regiert. Dies kann duch
Jod oder Formaldehyd erreicht. Daduch kann man jemanden Impfen.

Aufbau von Exotoxinen
Exotoxienne stehen immer aus mehreren untereinheitenm mindestens aus zwei. Es gibt immer

eien A teil, dass eigendliche Toxin( Enzym), und eiene B Teil, der bindungsteil an einen Rezeptor,
zum Beispiel an die Zellmenbran einer Korperzelle, dadurch spezifisch.

Beispiele flr Exotoxine

Toxin Bakterium Wirkung

Anthrax Toxin Bacillus anthracis B. anthracis |6st Milzbrand aus. Eine erhdhte
Konzentration von cAMP in den Zellen fiihrt zu einer
Porenbildung und schlie3lich zur Hamolyse.

Shiga Toxin Shigella dysenteriae | S. dysenteriae 16st die Bakterien Ruhr aus. Durch
Spaltung von rRNA in den Zellen wird die
Proteinsynthese gehemmt.

Tetanus Toxin Clostridium tetani C. tetani l6st spastische Paralyse aus. Durch die
Ausscheidung eines Neurotoxins (Zink abhangige
Protease) werden Neurotransmissionen verhindert und
so Nervenreaktionen unterdrickt.

3.3 Infektionskrankheiten

Friher waren Bakterielle Infektionen die vorherrschende Todesursache. Der Zusammenhang
zischen Tod und Todesursache wurde jedoch erst im 19. Jahrhundert aufgedeckt.

Primitive Kulturen

Ursache: Bose Geister
Behandlung: Beschworungen, Heilpflanzen

Hippokrates (460-377 v.C.)
Konzept der Korperséfte: Diese Theorie besagt, dass Gesundheit dann vorliegt, wenn die vier
Kdrpersafte (Blut, Schleim sowie gelbe und schwarze Galle) in der richtigen Balance sind.
Behandlung: Aderlass

Wissenschatftliche Betrachtung
Paracelsius (1493-1541)
Luis Pasteur (1822-1895)
Robert Koch (1843-1910)

Ubertragung

Der Ubertragungszyklus kann in zwei Phasen eingeteilt werden :

Freisetzung. Freisetzung Aus dem befallenen Wirt.
Befall . Befall eins neuen Wirtes.

Die Ubertragung von Wirt zu Wirt kann in zwei Typen unterteilt werden:
Mensch-Mensch. Ubertragung von Mensch zu Mensch durch direkten der indirektern
Kontakt. Zum Beispiel Uber Lebensmittel, Wasser, kontaminierte Gegenstande oder Aerosole.

Mensch-Vektor-Mensch. Ubertragung mit Zwischenstufe in einem Vektor (Tier). Mit und
ohne Keimvermehrung maglich.

72



73



FOLIE (The microorganisms that cause many res ... )

3.3.1 Luft Ubertragung

3.3.1.1 Tuberkulose

Erste Anzeichen fir eine Tuberkuloseinfektion wurden schon in ca. 3000 Jahre alten Mumien
gefunden. In den westlichen Landern haben die Tuberkulosefélle nach dem zweiten Weltkrieg
durch neue Impfverfahren stark abgenommen. Von 1953 bis 1984 ist die Infektionsrate um 74%
gefallen. In den letzten 20 Jahren ist aber wieder ein Anstieg der Tuberkuloseinfektionen zu
bemerken; von 1985 bis 1992 stieg die Zahl der jahrlichen Infektionen wieder um 14%.
Weltweit wurden 1999 rund 90 Millionen Tuberkulosefélle registriert davon 3 Millionen mit
tédlichem Ausgang. Ohne Behandlung steckt ein infizierter Mensch 10-15 weitere an.

Erreger

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium africanum
Mycobacterium microti
Mycobacterium bovis

Eigenschaften

unbeweglich
stabchenférmig

obligat aerob (  1.1.1.3), deswegen konne sie nur in Kdrperteilen mit hohem Sauerstoffgehalt

leben; zum Beispiel in der Lunge.
gram-positiv

Generationszeit von 10-12 Stunden
Hoher Lipidgehalt in der Zellwand
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Infektion

Tuberkulose wird durch Aerosole lbertragen, also Husten oder Niesen. In selteneren Fallen kann
auch durch kontaminierte Nahrung eine Infektion iiber den Margen-Darm-Trakt auftreten.

Das Risiko, Krankheitssymptome zu bekommen, liegt bei gesunden Menschen bei ca. 10%. Bei
geschwéchten Menschen kann das Risiko auf bis zu 100% steigen.

Pathogenese

Das Einatmen von 1-3 Keimen genigt fur eine Infektion. Makrophagen nehmen die Keime auf,
kénnen sie aber aufgrund ihrer Schutzschicht nicht abtéten; wenn sie dann in den Lymphknoten
wieder freigesetzt werden kdnnen sie sich im Lymphsystem ausbreiten. Bei Versagen des
Immunsystems kommt es zur Organzerstérung, besonders in der Lunge. So kann Tuberkulose bis
zum Tod fuhren.

Behandlung

Um 1850 behandelte man Tuberkulose, indem man die Patienten in Luftkurorte brachte. Man
glaubte die Uhrsache fiir Tuberkulose sei schlechte Luft. Ferner sorgte bessere Ernahung und
bessere Arbeitsbedingungen dafir, dass die Patienten die Krankheit oft selber auskurieren
konnten.

1921 gab es mit BCG-Vaccine (Bacille Calmette-Guérin) den ersten Impfstoff gegen Tuberkulose.
BCG-Vaccine ist ein Lebendimpfstoff, der aus avirulenten Mycobacterium bovis Stammen
gewonnen wird. Der Einsatz ist jedoch umstritten, da es trotzdem zu einem Krankeisverlauf
kommen kann. AuRerdem bietet diese Impfung zum Beispiel nur 70%igen Schutz gegen
Lungentuberkulose.

1944 hat man die ersten Antibiotika Therapien entwickelt. Beste Wirksamkeit bietet eine
Kombination von vier Praparaten: Streptomycin, Rifampin, Isoniazid und Ethanbutol. Diese
Behandlung ist so effizient, dass die Heilungschancen bei (iber 90% liegen. Diese funktioniert
jedoch nur, wenn die Behandlung konsequent 6-8 Monate durchgefiihrt wird. Auf Grund
mangelnder Disziplin der Patienten lber diesen langen Zeitraum kdnnen sich multiresistenten
Stammen entwickeln. Deswegen Unterstitzt die WHO Uberwachte Therapien die eine Korrekte
Behandlung fur 6 Monate ermdglichen soll. Zukunftig hofft man auf neue Impfstoffe durch die
Gentechnik.

3.3.1.2 Scharlach

Scharlach ist eine typische Kinderkrankheit. Sie wird durch Aerosole Gbertragen. Die
Inkubationszeit betragt 3-6 Tage und die der Krankheitsverlauf erstreckt sich tiber ca. 2 Wochen.
Symptome fir eine Scharlacherkrankung sind:

Fieber
Kopf- und Halsschmerzen
Ubelkeit
Schuttelfrost
Rotfarbung des Rachens
Ausschlag
Das Risiko, dass es bei einem unbehandelten Krankheitsverlauf zu Komplikationen, zum Beispiel
Mittelohrentziindung oder rheumatoide Arthritis, kommt, ist relativ gro3. Deswegen wird Scharlach
heutzutage immer behandelt
Erreger
Streptococcus pyogenes (Gruppe A)
Eigenschaften

rund bis oval
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Durchmesser : 0,6pum - 1um

gram-positiv

unbeweglich

bilden beim teilen Ketten

anaerob (aerotolerant  1.1.1.3)

kapselbildend

5-15% aller gesunden Menschen tragen Streptococcus pyogenes im espriationstrakt (Lunge)
ohne Erkrankung

Infektion

Scharlach wird durch Aerosole Ubertragen. Wenn das Immunsystem geschwécht ist oder der
Erreger in empfangliches Gewebe gelangt, kann es zu einer Infektion kommen.

Pathogenese

Der Erreger kann in den Korper des Wirtes eindringen, weil er von einer Kapsel umgeben ist.
Diese Kapsel besteht aus Hyaluronsaure, ein kdrperahnlicher Stoff, der es dem Immunsystem
schwer macht, den Erreger als Kérperfremd zu erkennen. Virulenzfaktoren, die Adharenz
erleichtern:

Adhasin
M-Protein
Lipoteichonsarue
Protein F
Toxine
Scharlach Toxine
Toxin Wirkt auf ...
Streptolysin S
Streptolysin O Leukocyten
NADase NAD
Hyalorumidase ~.Gewebekitt"
Streptodornase A-D DNA
Streptokinase Blutgefalie
Pyrogene Exotoxine: A-C verursacht Gewebezerstérung
Behandlung

Scharlach wird mit b-Lactan-Antibiotika wie zum Beispiel Penicilline oder Cephalosporine
behandelt.
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3.3.2 Wasser- und Lebensmitteliibertragung

3.3.2.1 Cholera

Cholera ist eine schwere und akute Infektionskrankheit. Die Inkubationszeit betragt einen bis vier
Tage. Ubertragen wird Cholera durch kontaminiertes Wasser, aber auch durch direkten Kontakt.
Symptome sind heftige Durchfélle, Erbrechen, Krafteverfall, Untertemperatur, Kollaps und kalte
Gliedmalien. Unbehandelt fuhrt Cholera bei 70% der Infizierten zum Tod. Die Infektion dauert
etwa zwei bis drei Tage an und es kann Ruckfélle geben. Nach einer tUberstandenen Infektion
verfugt der Korper nicht tiber bleibende Immunitét.

Erreger
Vibrio cholerae
Eigenschaften
gebogenes Stabchen
Form: 0,3um - 0,6um x 1-5um
gram-negativ
beweglich mit Hilfe von polaren Geif3eln
fakultativ anaerob
Vermehrung im Darm
Pathogenese
Der Erreger wird tber die Nahrung aufgenommen und gelangt tber den Magen in den Dinndarm.
Er kann sich aktiv in Richtung von Schleimhauten bewegen. Durch Adhasine wir die Anheftung in
Schleimhé&uten erleichtert:
Oberflachen-Proteine

TCP-PIili (Toxin coregulatet Pili)
OMP-Protein (Outer membran Protein)

Toxine

Das Endotoxin (LPS) des Cholera Erregers ist besonders aggressiv. Das Cholera-Toxin
(Enterotoxin) wird mit Hilfe eines Invasins an die Darmzellewande gebunden.

Toxinaufbau

Der Aufbau des Cholera-Toxins ist etwas komplexer als der anderer Toxine. Es besteht aus
verschiedenen Teilstlicken:

funf Untereinheiten B
ein Verbindungsstick A,
eine aktive Untereinheit (Toxin) A;

Das Toxin aktiviert intrazellulare Adenylat-Cyclase, was zu einem Anstieg von AMP in der Zelle
fuhrt. Dies verursacht eine Sekretion von H,O, Na*,. K*, CI, HCO5 im Darmraum.

Epidemien

1563 beschreib Garcia del Huerto eine Epidemie in Indien.
1892 gab es eine Epidemie in Hamburg die 6 Wochen andauerte und 8000 Tote forderte.
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Behandlung

Cholera kann zu schnellem Flissigkeitsverlust fihren. Dem kann man mit Salzlésungsinfusionen
entgegenwirken. Zur Einddmmung der Infektion werden Breitbandantibiotika wie zum Beispiel
Tetracycline eingesetzt. Eine Impfung gegen Cholera ist nur bedingt méglich. Durch eine gezielte
Infektion mit abgettteten ganze Zellen des Cholera Erregers kann man eine Immunitat erreichen.
Dies ist jedoch unangenehm, da nach der gezielten Infektion Krankheitssymptome auftreten.
AuRerdem bietet diese Impfung nur ca. 90%igen Schutz und wirkt nicht Ianger als 6 Monate.
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3.3.3 Kontakt Ubertragung

3.3.3.1  Syphilis

Syphilis wird auf Grund des Krankheitsverlaufes in Phasen eingeteilt. Sie beginnt mit der
Frihsyphilis, die sich in primére und sekundéare Syphilis unterteilt. Nach der Frihsyphilis setzt eine
Latenzzeit ein. Danach setzt die Spatsyphilis ein und schliellich die tertidre Syphilis, die bis zum

Tod fuhren kann.

Frahsyphilis (priméare, sekundare Syphilis)

Latenzphase
Spatsyphilis

Tertiare Syphilis

Ubertragung

Sexueller Kontakt (Eindringen tber kleine Schleimhautverletzungen)
Placentakreislauf (Infektion des Embryos bei der Schwangerschaft)

Krankheitsverlauf

Symptome wahrend des Krankheitsverlaufes

Phase

Zeit nach Infektion

q

fu

ymptome

Priméare Syphilis

3-6 Wochen

Einzelnes hartes Knétchen (klein, gerotet).
Schmerzloses oberflachliches Geschwir, mit hartem
Rand (harter Schanker).

ab. 5. Woche

Schmerzloses anschwellen regionaler Lymphknoten.
Primareffekt: heilt auch unbehandelt nach einigen
Wochen ab.

Sekundare
Syphilis

9-10 Wochen

Hautausschlage

Flecken

Knétchen (enthalten viele Keime).
Juckreiz an den Schleimh&aute (Mund und
Genialbereich).

12-14 Woche

Breit wuchernde Papeln, Genial-, Analbereich.

ab 20. Woche

Ausschlage klingen ab.

28-32 Woche

Haarausfall, Hinterkopf und Augenbrauen.

Weil3e Flecken an den Stellen wo die Papeln waren.
Fieber

Gewichtsverlust

Latenzphase

Dauert 3-5 Jahre

Keine sichtbaren Symptome.

Keime setzen sich im Gewebe fest ( Ob ihn dieser
Phase eine Ansteckung mdoglich ist, ist ungeklart )
Ubertragung der Krankheit auf den Fétus bei
Schwangerschatft.

Tertiare Syphilis

Entwickelt sich bei 50% ohne Behandlung.

GroRRe entziindliche Geschwiilste.

Gewebezerstodrung.

Zerstérung von Gefallwanden.

Zerstérung von Nervengewebe.
Ruckenmarksschwindsucht

Progressive Paralyse (Zerstérung der Gehirnsubstanz)
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Erreger
Treponema Pallidum
Eingenschaften

Gehort zu den Spirochaetales

Schraubenférmig, 8-14 Windungen

0,25-0,3 x 6-14 pm

Wachst nur in Gegenwart von Zellen (nicht in N&hrlésungen)
Mikroaerophil (Luft wirkt abtétend)

Obligater Parasit

Generationszeit ist relativ lang: 30 Std.

Pathogenese

Syphilis ist wenig untersucht. Es ist bekannt, dass
bei der Anheftung an den Wirt einige outer-
membrane Proteine (OMP) eine Rolle spielen.
Hyaluronidase ist ein Enzym, dass das Eindringen
erleichtert und Fibronectin umhdllt virulente
Syphilis Stdmme um Tarnung vor der Wirtsabwehr
zu ermdglichen. Der Erreger ernahrt sich durch
Zellbestandteile, die von zerstéren Gewebezellen
freigesetzt wurden, deswegen ist er nicht in reinen
Nahrmedien kultivierbar.

Geschichte
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Syphilis stammt urspriinglich aus Amerika und wurde nach der Entdeckung von Amerika nach
Europa eingeschleppt. Die erste groRe Verbreitung in Europa fand durch die Kriege im 16.
Jahrhundert statt.

Behandlung

Erste Behandlungsmethode war die Einnahme von Quecksilber. Da die notwendige Dosis jedoch
nahe an der Letaldosis lag starben viele auch auf Grund der Behandlung. Seit 1943 werden zur
Behandlung hohe Dosen von Penicillin eingesetzt. Bei Penicillin Allergien weicht man auf
Breitbandantibiotika, zum Beispiel Tetracyclin, Chloramphenicol oder Erythromycin, aus. Gute
Heilungschancen bestehen nur wahrend der primaren und sekundaren Syphilis.

Epidemiologie

Syphilisfalle in den USA

Jahr Falle
1943 580.000
1959 200.000
1970 100.000
1995 70.000

Die Fallzahl ist ricklaufig, jedoch bereiten Resistenzen und Penicillin Allergien Probleme.
3.3.3.2 Magengeschwur
3.3.3.3 Biologischen Kriegsfiihrung

Keime

Viren (Pocken, Ebola)
Bakterien (Anthrax, Pest)

Gifte (Toxine)
aus Mikroorganismen: Botulin (extrem giftig), Tetanus-Toxin

aus Pflanzen: Ricin
aus Tieren: Butrachotoxin (Pfeilgiftfrésche)

Historie der biologischen Kriegsfihrung

Zeit Ereignis

600 v Chr. Assyrer vergifteten die Brunnen |hrer Feinde mit Mutterkorn.

1346 Bei Kaffa: Pesttote werden mit Schleudern in die belagerte Stadt geworfen.
15. Jahrhundert | Pizarro

1754-1767 Englander setzen Pocken gegen Indianer ein.

1914-1918 Deutsche Agenten in USA infizieren Pferde mit Rotz.

1937-1945 Japaner testeten Anthrax an Kriegsgefangenen (Einheit 731) ca. 3000 Tote
1940 Japanische Luftwaffe wirft iber China Pestinfizierte Fléhe ab.

1979 Bei einem Unfall in Swerdlowsk wird Anthrax freigesetzt, ca. 200 Tote

Heute gibt es biologische Waffenprogramme zum Beispiel in den USA und in Russland.
3.3.3.4  Milzbrand (Anthrax)

Erreger
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Bacillus anthracis
Eigenschaften

Gram-positiv

Bildet Endosporen

Stabchenférmig

1-1,5 x 4-10 pm

Wachstum aerob und anaerob

Temperatur Optimum: 37C

Hohe Toleranz gegeniiber Temperatureinfliissen:
12-45<C

Bildet Schleimkapseln

Anthrax Toxin
Das Anthrax Toxin besteht aus drei Komponenten:

Faktor I: A1l (Geschwiirbildung, Adenylat-Cyclase)
Faktor II: B (Bindet an Wirtszellen)

Faktor lll: A2 (Letale Effekte, Gewebezerstdrung,
zinkabhangige Protease)

Krankheitsbilder
Darmmilzbrand

Darmmilzbrand fiihrt zu einer Vergréf3erten aussehenden Milz. Deswegen der Name Milzbrand. .
Durch enzymatische Aktivitat der Toxine platzen die Gefal3e und es tritt blut aus. Wenn es gerinnt,
sorgt es flr die charakteristische Schwarzfarbung. Beim Menschen ist diese Form sehr selten und
kann durch Verzehr von kontaminiertem Fleisch ausgelést werden Symptome sind blutiger Stuhl
und blutiges erbrechen.

Hautmilzbrand

Mit Hautmilzbrand infiziert man sich typischerweise Uber Hautwunden. Da diese Krankheit bei
Huftieren verbreitet ist, sind besonders Tierarzte, Hirten, Gerber, Wollsortierer geféahrdet. Nach der
Infektion bildet sich eine Pustel und wird zu einem bléulich schwarzem Karbunkel. Hautmilzbrand
ist mit Antibiotika behandelbar. Todlich verlauft die Krankheit nur, wenn der Erreger in die
Blutbahn gelangt.

Lungenmilzbrand

Symptome des Lungenmilzbrand sind in den ersten zwei bis drei Tagen hohes Fieber, Husten und

schmerzende Brust in den néchsten ein bis zwei Tagen treten hamorrhagische (innere Blutungen
auslésend) Organzerstérung, Schittelfrost, Blutiger Auswurf und Atemnot ein.

Pathogenitat
Die tédliche Anthrax Dosis ist relativ hoch: > 3000 Sporen.
Behandlung

Bei Milzbrand ist eine frihe Behandlung mit Antibiotika ist wichtig. Normale Antibiotika wirken
teilweise nicht gut. Mdgliche Behandlungen:

Ciprofloxazin . 400 mg alle 8-12 Std

Doxycyclin. 200mg, dann alle 8-12 std 100mg

Penicillin. 2 Mio. Einheiten alle 2 Std. und Streptomycin 30mg/kg
Bei Resistenzen: Gentamycin, Erythromycin, Chloramphenicol
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Vorbeugung

Gegen Milzbrand gibt es zwei Impfstoffe; einer kommt aus den USA und einer aus Russland. Der
Impfstoff aus den USA ist ein Totimpfstoff. Die Immunitat wird durch sechs subcutane Infektionen
erreicht. Jeweils eine Infektion zwei Wochen, vier Wochen, sechs Monaten, zwdlf Monaten und 18
Monaten nach der ersten Infektion. In Deutschland ist diese Impfung nicht zugelassen, da sich bei
etwa 30% der Impfpatienten wahrend der Impfungen Nebenwirkungen wie zum Beispiel
Schwellungen, Muskel und Gelenkschmerzen, Ubelkeit, Schlafstérung, Magendarmerkrankungen
oder Ekzeme einstellen. Aul3erdem muss die Impfung jahrlich aufgefischt werden.

In Russland steht ein Lebendimpfstoff zur Verfliigung, von dem allerdings nicht bekannt ist, ob er
gesundheitlich bedenklich ist. Er ist ebenfalls nicht in Deutschland zugelassen.

Persodnliche SchutzmalRnahmen

Bei dem Umgang mit Antrax empfiehlt es sich, Latexhandschuhe einen Schutzanzug und Stiefel
sowie Handschuhe aus Butyl Gummi zu tragen. AufRerdem ist eine Atemschutzmaske zu tragen.
Die US-Armee benutzt eine M40-Maske; sie halt Aerosole die grof3er als 10um sind ab und enthalt
ein Schraubfilterelement, das durch Adsorption an Aktivkohle vor Gasen und durch statische
Aufladung vor Partikel schitzt. Dies ist jedoch nur méglich, wenn der Filter alle 30 Tage
gewechselt wird.

Desinfektionsmalinahen

Hénde grundlich waschen.

10-15 Min mit 0,5%iger Na-Hypochloridldsung spulen.

Kleidung 30 Min mit 5% Na-Hypochloridlésung desinfizieren und anschlieRend waschen.
Ganze Raume kdnnen mit Gasen bzw. Aerosolen wie zum Beispiel Formaldehyd (sehr giftig)
desinfiziert werden.

3.3.3.5 Pest

Die Anzahl der Pestopfer wird insgesamt auf 200 Millionen geschéatzt.

Erreger

Yesinia pestis, wurde 1894 durch A. Yersin identifiziert.
Eigenschaften

Gramnegativ

Stabchenfdrmig

Unbeweglich

Kapselbildend

Grofde: 1 x 2 um

Familie der Enterobacteriaceae
Wachstum zum Beispiel auf Blutagar
Optimale Temperatur; 28C
Temperaturtoleranz: 2 - 45C°
Optimaler pH-Wert: 7,4
pH-Wert Toleranz: 5 - 9,6

Vorkommen

Pestinfektionen hat man vor allen dingen bei
Ragetieren wie zum Beispiel Ratten, Erdhérnchen,
Eichhérnchen, Murmeltiere und Prariehunden
beobachtet. Aber auch bei Katzen, sowie bei
speziellen FIohen wie zum Beispiel dem orientalischer
Rattenfloh: Xenopsylla cheopsis.
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Verbreitung

Die Pest ist relativ weit verbreitet und findet sich im Westen der USA, Afrika, Russland,
Sudamerika, China und Indien.

Infektion
Man kann sich auf verschiedene Arten mit Pest infizieren:

Flohbisse

Aerosole

Infiziertes Fleisch

Infizierte Tierfelle

Direkter Kontakt (Blut, Speichel, Wundsekret)

Krankheitsformen
Es wir zwischen vier verschiedenen Krankheitsbildern bei der Pest unterschieden:

Beulenpest
Lungenpest
Pestsepsis
Abortive Pest

Beulenpest (Bubonenpest)

Eine Bubone ist eine Schwellung der leisten Lymphknoten. Beulenpest wird meist durch Flohbisse
Ubertragen. Unbehandelt fiihr sie bei 30-60% der Infizieren zum Tod. Die Inkubationszeit liegt
zwischen zwei und zehn Tagen. Symptome sind: starke Schmerzen vor allen Dingen in Kopf und
Gliedern, hohes Fiber tiber 38,5C, Schiuttelfrost, S chwindelgefiihl und Schwellung der
Lymphknoten (bis zu 10 cm grof3 und eitrig).Nach dem Aufbrechen und Abfluss der Beulen kann
es eventuell zur Genesung kommen, wird jedoch die Lunge befallen kommt es zu einer so
genannten sekundéaren Lungenpest, die meist letal ist. Gelangen die Erreger in die Blutbahn,
verlauft die Krankheit auch meist letal. Nach einer Beulenpest Infektion kann es zu ausgedehnten
Hautblutungen kommen, daher der Name ,Schwarzer Tot". Seltener kommt es zu einer Meningitis
(Hirnhautentziindung).

Lungenpest

Lungenpest fihrt unbehandelt immer zum Tod. Setzt die Lungenpest direkt nach einer
Tropfcheninfektion ein, spricht man von einer priméren Lungenpest, setzt sie nach einer
Beulenpest ein, spricht man von einer sekundaren Beulenpest. Die Inkubationszeit liegt bei ein bin
zwei Tagen. Die Symptome sind heftig: Atemnot, Husten, blaue Lippen, blutiger Auswurf,
Lungenddem, Kreislaufversagen. Der Tod tritt nach zwei bis finf Tagen ein.

Pestsepsis

Pestsepsis wird eine fortschreitende, bakterielle Infektion bezeichnet. Sie kann sowohl durch
direkte Infektion ohne sichtbare Schwellung entstehen aber auch als Folge der Beulen- oder
Lungenpest. Sie ist unbehandelt bei 100% der Infizierten letal. Symptome sind Fieber, Lethargie
Delirium, toxische Herzschadigungen, Milz und Leber VergréRerung, Hautblutungen (Petechien),
Nierenversagen und bei 6-7% der Infizierten Meningitis.

Abortive Pest

Abortive Pest ist eine ,milde Form* der Pest, sie ist meist nicht tddlich. Symptome sind leichtes
Fiber und einen leicht entziindeten Lymphknoten. Abortive Pest heilt meistens von selber ab.
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Geschichte

Pestféalle in der Vergangenheit

der Bevdlkerung. FIéhe wurden in Féallen durch Karawanen aus
Zentralasien mitgebracht.

Zeit Fall

Ungefahr 1000 v.Chr. Agypten : Erste Erwahnung von Pest

430 v. Chr Athen

1347-1352 Grol3e Pandemie in Europa: ca. 25 Millionen Tote, also ungeféhr 1/3

1534 17 Schiibe im abstand von 6-13 Jahren.

1894 Letzte Pandemie aus Indien. Dauerte 50 Jahre und forderte ca. 12
Mio. Opfer.

1970-1991 USA: 295 Félle von Pest. Vor allen dingen Jager und Kemper.

Historische Ursachen

Im Mittelalter hatte man verschiedene Erklarungen fur das Auftreten der Pest:

ungunstige Konstellation von Jupiter, Mars und Saturn
Ausdiinstung schadlicher Luft aus der Erde
Sudliche Winde, Kadaver Dampfe

Donner und Erdbeben
Tote Fische in Gewassern

Wenn viele Frosche zu beobachten

waren

Man glaubte, Menschen mit ,warm

feuchter Komplexion,,, also Frauen, Kinder

und Rothaarige, sowie Menschen mit
~Schlechten Séaften”, seien besonders
anfallig fur Pest.

Prophylaxe und Therapie
Wohnort entfernt von Stimpfen

Fenster nach Stiden schliel3en
Fenster nach Norden 6ffnen

Besprengen und Rauchern mit Essig

Baden

Einschrankung korperlicher arbeit
Wenig essen

Vermeiden von Zorn und Trauer
Sexuelle Enthaltsamkeit
Aderlass

R&auchern mit Weihrauch

FOIE (Pest Verbreitung)

Pathogenese

Die Gene fur die Pathogenitat des Pesterregers findet man auf dem 70 kbp grof3en Plasmid

namens pYV.

Yesinia pestis hat verschiedene Faktoren, die das Unterlaufen der Wirtsabwehr ermdglichen:
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Pathogene Faktoren

Faktor Funktion
LervV Regulator: Freisetzung von Yops
YpkA — Serin Threonin-Kinase: Suppressor von Cytokinen
YopH — Tyrosin Phosphatase: dient zur abwéhr der Phagotyose durch Fesszellen
YopE GTPase Aktivator, auch abwahr der Phagotytose
YopT Anlich YopE
YopJ Inhibitor der Phosphorylierung
YopM ?
YopO ?
? Adhésine
Behandlung

Um Pest erfolgreich zu bekéampfen ist es wichtig, innerhalb der ersten 24 Stunden nach
Symptombeginn mit der Behandlung zu beginnen. Behandelt wir mit Antibiotika; typischerweise
30mg/Kg Streptomycin auf zwei bis drei Gaben verteilt oder 3-5mg/Kg Gentamycin auf 3 Gaben
verteilt oder 2mg Tetracyclin auf 4 Gaben Verteilt. Bei Pestmeningitis behandelt man mit
Chloramphenilol. Die Behandlung dauert zwischen 10 Tagen und zwei Wochen.

Vorbeugung

In den USA ist ein Totimpfstoff gegen Beulenpest zugelassen er bietet jedoch nur 6 Monate
Schutz. In Russland gibt es einen Lebendimpfstoff. Bei akuter Gefahrdung, zum Beispiel bei
Kontakt mit Erkrankten, ist eine Chemoprophylaxe mit Ciprofloxazin, Doxycyclin méglich. In
endemischen Gebieten kann man durch die Bekampfung von Ratten und Fléhen vorbeugend
gegen die Pest angehen. Um Epidemien zu vermeiden besteht bei dem Auftreten eines Pestfalles
Meldepflicht.

Biowaffen
Biowaffen versprihen méglichst multiresistente Keime als Aerosole. Die WHO schétzt, dass 50Kg
Aerosol von Yesinia pestis auf eine Stadt mit 5 Mio. Einwohnern verspriht, zu etwa 50.000 Fallen

von Lungenpest fihrt. In diesem Fall rechnet man mit 36.000 Toten und einer Nachweisbarkeit
der Keime im Umkreis von 10 Km.

88




3.3.3.6 Magengeschwur

Zunachst hat man Magengeschwiire auf die Uberproduktion von Magenséure und Proteasen
zurlickgefuhrt. Heute ist jedoch klar, dass bei einem Magengeschwiir ein Erreger der Ausloser ist:

Erreger

Helicobacter pylori, Entdeckung durch Marshall und
Warren 1982!

Eigenschaften

Gramnegativ
Spiralférmig

Aerob und mikroaerophil
Beweglich

4-6 polare Geif3eln
Grofle 0,5 -3 um

Infektion

Heliobacter pylori wird durch direkten
Kontakt von Mensch zu Mensch
Ubertragen. Der Mensch ist bis jetzt der
einzige bekannte Wird. Desto alter man
ist, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit,
mit dem Erreger infiziert zu sein. Rund
50% aller Menschen uber 60 Jahren
tragen ihn in sich.

Dadurch, dass sich H. pylori aktiv
bewegen und in Schleimhé&ute eindringen
kann, ist es ihm mdglich im extrem sauren
Milieu des Magens zu Uberleben.
AuRerdem produziert H. pylori. Urease die
zur Bildung von Ammoniak fiihren. Da
Ammoniak alkalisch ist kann H. pylori. die
Séure neutralisieren und sich ein
optimaleres Milieu schaffen.

Pathogenese
Uber 90% der Patienten mit Magengeschwiir oder Zwolffingerdarmgeschwiir sind mit H. pylori
infiziert. Die Ubrig bleibenden 10% leiden auf grund von Medikamenteneinnahme (zum Beispiel
dauerhafte Aspirin Einnahme) unter Magengeschwiir.

Zusatzliche Faktoren

Erhoéhte Magensaureproduktion erhdht die Wahrscheinlichkeit eines Magengeschwurs und ist auf
Stress oder Veranlagung zuriickzuftihren.

FOLIE H. pylori (pfeile)

Beteiligung von H. pylori
H. pylori produziert Adhasine von denen bereits neun verschiedene
nachgewiesen wurden. Sie binden an Lipide und Kohlenhydrate, also
Zelloberflachen. Aulzerdem fihrt die Produktion von Ammoniak zur

Zehrstoérung der Epithelzellen und die Zellwand von H. pylori wirkt als
Endotoxin und stimuliert die Pepsinproduktion.
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Behandlung

Friher wurde per Operation der geschadigte Teil des Magens entfernt. Dies fiihrte jedoch zu einer
Verkleinerung des Magens. Zur Vorbeugung versuchte man medikamentos die
Magenséaureproduktion zu senken oder den Magensaft zu neutralisieren.

Heute wendet man eine Dreifach-Therapie an: Wismut-Citrat, Metronidazol und ein Antibiotikum:
Tetracyclin oder Amoxycillin. Der erfolg der Behandlung liegt bei 82% so dass Operationen
weitgehend vermieden werden kdnnen. Es kann jedoch zu Nebenwirkungen wie Durchfall,

Ubelkeit, Erbrechen kommen.
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3.3.4 Opportunistische Erreger

Opportunistische Erreger sind Erreger, die einem gesunden Organismus nicht viel anhaben
kénnen. Wird der Organismus jedoch geschwécht, medizinisch Bezeichnung fiir diesen Zustand
ist ,reduziertem Allgemeinzustand”, kdnnen opportunistische Erreger pathogen werden.
Deswegen sprich man auch von fakultativ pathogenen Keimen. Einen reduziertem

Allgemeinzustand haben Menschen mit Verbrennungen, mit fischen Operationswunden, Alkohol-

und Drogenabhangige, Frihgeburten, Patienten die mit einer Immunsuppressiven Therapie
(gewollte Schwéachung des Immunsystems zur Abschwachung der AbstoRreaktion nach der

Transplantation) behandelt werden sowie Menschen mit angeborenen oder Krankheitsbedingten
(AIDS) Immundefekten.

3.34.1

Typische Opportunistische Keime

Pseudomonans aeruginosa
Staphylococcus aureus
Escherichia coli

Clostridium perfingens
Bacteroides fragilis
Candida albicans

Einige Viren

Ursachen in Krankenhauern

Mangelnde Hygiene

Mangelnde Qualifikation des Personals
Falsche Antibiotika Anwendung
Platzmangel

Bautechnische Mangel

Allgemeine Vorbeugung

Administrative Kontrolle und Registrierung
Hygiene, Sterilisation, Desinfektion
Korrekter Einsatz von Antibiotika

Organisatorische MalRnahmen

Abschirmung des OP
Patientenpflege

Isolierung Infektidser Patienten

maglichst kleine Krankenzimmer
Schulung des Personals

3.34.2

Pseudomonas aeruginosa ist grampositiv. Eine Infektion ist Uiber
Atemwege, Wunden, Schleimhaute oder Katheter mdglich.

Pseudomonas aeruginosa

Mdglich Erkrankungen

Endokarditis (Entziindung der Herzinnenhaut)
Lungenentziindung
Bakteriamie (Erreger in der Blutbahn)

Infektion des Zentralen Nervensystems, zum Beispiel Meningitis

Mittelohrentziindung
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Keratitis (Hornhautentziindung)
Knochenhautentziindung
Harnwegsinfektion

Magen- und Darminfektionen
Dermatitis

3.3.4.3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ist gramnegativ. Durch unsachgemafe Behandlung mit
Antibiotika hat man teilweise das Problem, dass multiresistente Stamme
auftreten (MRSA). Man kann sich mit S. aureus Uber Wunden, Haarwurzeln
oder Atemwege infizieren.

Mégliche Erkrankungen

Furunkel

Impetigo (Hautausschlag)

Abszess

Mastitis (Entztindung der Brust)
Osteomyelitis (Knochenmarksinfektion)
Wundinfektionen

Endokarditis (Entziindung der Herzinnenhaut)
Lungenentzindung

Sepsis bzw. Blutvergiftung

Enterokolitis (Dinn oder Dickdarm Entziindung)
Toxischer Schock
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4 Fragenkatalog

Nennen Sie Erndhrungstypen mit Energie- und C-Quelle.

Wie unterscheiden sich Bakterien hinsichtlich ihrer Reaktionen mit molekularem Sauerstoff?
Wie kénnen Mikroorganismen Sauerstoff-Radikale unschadlich machen?
Welchen Einfluss hat der pH-Wert auf das Wachstum?

Welchen Einfluss hat die Temperatur auf das Wachstum?

Was sind Wachstumsfaktoren? Nennen Sie Beispiele.

Wie wird aus einer Nahrlésung ein Nahrboden?

Was ist der Unterschied zwischen Wachstumsrate p und Teilungsrate k?
Beschreiben Sie eine Wachstumskurve.

Nennen Sie Methoden zur Messung des Wachstums.

Was bedeutet Diauxie?

Wie bestimmt man die Dauer der lag-Phase tL?

Nennen Sie Wirkmechanismen zur Hemmung des Wachstums.

Nennen Sie Sterilisationsmethoden und je ein passendes Sterilisationsgut.

Was beeinflu3t den Erfolg einer Sterilisation im Autoklaven?

Skizzieren Sie einen Autoklaven mit Beschriftung.

Erklaren Sie die 4 Phasen bei einer Sterilisation im Autoklaven.

Definieren Sie D-Wert und F-Wert?

Was ist der Bubble-Point-Test?

Welche Faktoren bestimmen den Erfolg einer chemischen Desinfektion?
Welchen Anforderungen soll ein Konservierungsmittel entsprechen?

Welche Wirksamkeit eines Konservierungsmittels wird bei Kosmetika gefordert?
Wie wird ein Konservierungsbelastungstest durchgefuihrt?

Wie verlauft ein Antibiotika-Screening (Tabelle)?

Wie geht man schematisch bei der Isolation von Mikroorganismen vor?

Nennen Sie Ziele und Verfahren der Stammentwicklung.

Welche Methoden der Stammentwicklung kennen Sie?

Wie wird eine Stammentwicklung durch Mutation und Selektion durchgefiihrt?
Wie laRt sich die Mutationsrate steigern?

Was ist eine Fusion und in welchen Schritten wird sie durchgefiihrt?

Was will man mit der Konservierung von Mikroorganismen erreichen?

Welche Methoden der Konservierung von Zellen kennen Sie?

Welches ist die schonendste Methode der Zell-Konservierung und was ist dabei besonders zu
beachten?

Welche Anforderungen muss eine Zellbank erfiillen?

Definieren Sie Mutualismus, Kommensalismus und Parasitismus.

Welche Ubertragungswege von Infektionskrankheiten kennen Sie?

Worin liegen die Vorteile fir Mikroorganismen und Wirt bei der normalen Flora z.B. im
Menschen?

Wie kann sich ein Wirt gegen Parasiten schiitzen?

Wie unterscheiden sich Endo- und Exo-Toxine?
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