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Erzeugung eines sterilen Arbeitsplatzes

Zum Arbeiten gehort auch eine moglichst keimfreie Umgebung, welche mit Hilfe eines Bunsenbrenners erstellt werden kann.
Dabei wird der Bunsenbrenner auf einer zuvor mit Ethanol abgewischten Tischoberflache aufgestellt. Durch die Flamme entsteht
eine standige Sogwirkung (Kamineffekt). Dadurch ist es Bakterienzellen oder Sporen nicht moglich, sich in der naheren Bunsen-
brenner-Umgebung abzusetzen (50 cm). Hier aufgestellte, sterile Utensilien bleiben auch steril. Nicht bendtigte Utensilien, wie
z. B. Mappen oder Flaschen, storen den Luftsog, sorgen fiir ungewollte Verwirbelungen und sollten daher vermieden werden.
Trotz der Verwendung schulgeeigneter Bakterien und Bakteriophagenstamme ist auf ein sauberes mikrobiologisches Hantieren zu
achten. Nicht weiter benotigtes Material oder Abfall sind in einem Dampfkochtopf fiir 20 min zu sterilisieren.
Ausgangshypothesen:

o Gibt es Bakteriophagen in unserer auBeren Umgebung?

« Sind alle Bakteriophagen gleich?

Luftbewegung

Abb. 1. Prinzip eines sterilen Feldes. Durch die erwarmte Luft entsteht ein standiger Luftstrom iber
einer zuvor sterilisierten Arbeitsflache und ermoglicht dadurch ein Arbeiten in einem keimfreien
Raum (ca. 50 cm um die Bunsenbrennerflamme).
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Versuchsdurchfithrung

Material
« Bunsenbrenner (am besten mit wechselbarer Kartusche fiir den mobilen Einsatz)
« Wasserbad
o 70 % Alkohol (vergallt)
« Pipette (100 pl)
« Klebeband zum Abkleben der Petrischalen
» Wasserprobe (50 ml), moglichst aus einem verschmutzten Gewasser, wie z. B. Ententeich
« 5 ml einer Ubernachtkultur von Escherichia coli K12 wt (zu beziehen iiber die DSMZ)
» T4-Bakteriophagen (10-6/ ml) Kontrolle (zu beziehen iiber die DSMZ)
« A-Bakteriophagen (10-7/ ml) Kontrolle (zu beziehen Uber die DSMZ)
« Sterilfilter und Spritze (zu beziehen uber Carl Roth GmbH & Co. KG)
« Falcon-Rohrchen (zu beziehen uber Carl Roth GmbH & Co. KG)
o 4 NZCYM-Weichagar in Falconrohrchen (auf 50 °C im Wasserbad temperieren)
o 4 NZCYM-Weichagarplatten
« Wasserprobe aus einem Ententeich
o Stift

Zusammensetzung der Kulturmedien (Puffer und Weichagar)
Die Medien konnen als Fertigmischung bestellt (Carl-Roth GmbH und Co. KG oder anderen Laborausstattern) oder nach der folgen-
den Anleitung selbst hergestellt werden.

Es genuigt ein Liter Medium fir ca. 25 Petrischalen. Die Medien werden nach dem Einwiegen mittels Einwecktopfs fur 20 min steri-
lisiert. Sollen Petrischalen befllt werden muss dies im handwarmen Zustand erfolgen. Dabei wird die Petrischale nur in der Nahe
des sterilen Feldes gedffnet. Die Unterschale wird bis zur kurz unter die Halfte des Randes beflillt und wieder geschlossen. Nach
dem Abkihlen konnen die Petrischalen flir ca. 4 Wochen im Kiihlschrank aufbewahrt werden.

Phagenverdiinnungspuffer:

NaCl 58¢/l

MgS04 * 7H20 2,0g/1

1M Tris/HCl 50 ml/ L pH-Wert 7,0
NZCYM-Weichagar

Caseinhydrolysat 10 mg/ |

NaCl 5g/1

Hefextrakt 5g/1

MgS04*7H20 2g/1

Agar 15¢g/ 1

MNU Journal - Ausgabe 06.2021 - ISSN 0025-5866 - © Verlag Klaus Seeberger, Neuss -3-



Sch ulpraxis Was wir von Viren lernen konnen

Durchfiihrung
1)
(Tag 1, Doppelstunde) ~
1. Herstellen einer Phagenlosung aus einer Gewésserprobe . @
- 10 ml der Wasserprobe sterilfiltrieren und in ein @
Falcon-Rohrchen tiberfithren o

2. Bakteriophagentest
- Zu den vier Ansétzen von je 1 ml Bakteriophagenlosung werden je 1)

200 pl Escherichia coli K12 wt gegeben.
(1. sterilfiltrierte Wasserprobe/ 2. T4-Bakteriophagenlosung/
3. -Bakteriophagenldsung/ 4. Phagenverdiinnungspuffer) 1[12113]]4
vorsichtig mischen und 15 min bei 37 °C erhitzen (im Wasserbad). U U U U 2)
Jede Phagen-E. coli Suspension zu je einem Weichagar geben.
kurz schiitteln (vorsichtig) — nicht erkalten lassen

auf vorgewédrmten NZCYM-Weichagarplatten 3) - ) ‘

gleichmaBig ausgieBen (3 mm dick)
- Platten erstarren lassen H
- Platten mit Klebeband zukleben
- 20 min auf 41 °C erhitzen (Wirmeschrank oder Heizung) 4) 41°C/ 20 min
- Ubernacht bei Raumtemperatur kultivieren

geschaffene Einheiten (PhagenFormingUnits - PFU)
- Zihle die Anzahl der verschiedenen PFU!

- Sind Unterschiede in Form und Grofe zu erkennen?

- Vergleiche die Probe aus dem Ententeich mit den kauflich erworbenen Phagenstdmmen.
- Rechne um: Wieviele Phagen sind in einem ml der Ententeichprobe enthalten gewesen?

Abb. 2. Arbeitsblatt zur Versuchsdurchfiihrung. Der Versuch erstreckt sich iiber 2 Tage, ca. 3 h.
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