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1. Einleitung

Schon vor Jahrhunderten wurde die Menschheit von vielen verschiedenen, mehr
oder weniger schwerwiegenden Krankheiten heimgesucht. Ob nun die Pest tausende
Menschen zu Grunde richtete oder ob sie von einer leichten Grippe geschwacht
schon nach kurzer Zeit verstarben, die Menschen waren machtlos. Das Leben
damals konnte von Erkrankungen so stark beeinflusst werden, wie wir uns das heute
gar nicht mehr vorstellen kdnnen. Eine unsichtbare Bedrohung deren Herkunft lange
unbekannt blieb beherrschte auch stark den damaligen Glauben, da man schwere
Krankheiten oder Verletzungen als Strafe Gottes ansah. Allerdings hinterfragten dies
immer mehr Gelehrte und begannen, zum Teil unerlaubterweise, zu erforschen, was
denn nun wirklich hinter all dem steckte. Sie stiel3en letztendlich auf
Kleinstlebewesen die Uberall auf der Erde ihr Unwesen trieben. Bakterien oder Viren,
wie man sie nannte, machten den Menschen schwer zu schaffen. Doch mit der Zeit
wurden immer mehr von ihnen entdeckt, benannt, genauer erforscht und
protokolliert. Nach und nach erkannte man viele ihrer Eigenschaften und wie man
sich diese zu Nutze machen konnte. Heute verwendet man dieses Wissen um sie zu
identifizieren und erfolgreich zu bekdmpfen, sei es durch die Erfindung des
Mikroskops oder die Entdeckung von Antibiotika. Heutzutage versucht man auch in
diesem Gebiet der Wissenschatft alles zu automatisieren, zu beschleunigen und zu
vereinfachen, doch meinen Recherchen zufolge ist ein manuelles Verfahren meist

simpler und zum Teil auch genauer.

Der Seminarkurs fur Mikrobiologie und Projektmanagement hat es mir ermdglicht
einige dieser wissenschaftlichen Methoden kennen zu lernen und zeigte mir, mit
welchen Schwierigkeiten sich die Forscher in den Laboren herumschlagen muissen.
In meiner Seminararbeit beschaftige ich mich mit einigen, sowohl traditionellen, als
auch neuartigen Methoden zur Identifizierung von bakteriellen Krankheitserregern

und zeige auf wie sie funktionieren und angewendet werden.



2. Charakterisierung von Bakterien

Unter Charakterisierung von Bakterien versteht man die Einteilung in bestimmte
Gruppen anhand ihrer Merkmale. Meist charakterisiert man Bakterien indem man ihr
Aussehen beurteilt. Dazu werden sie unter verschiedenen Mikroskopen, wie zum
Beispiel dem Lichtmikroskop oder dem Fluoreszenzmiskroskop betrachtet. Um sie
besser sichtbar zu machen, werden sie dazu erstmal eingeféarbt. Hierfur gibt es
ebenfalls verschiedene Methoden, wie zum Beispiel die Gramfarbung, auf die ich
spater allerdings noch genauer eingehen werde. Jeder Krankheitserreger besitzt
Eigenschaften anhand deren man ihn identifizieren kann, denn es gibt Merkmale, die
nur bestimmte Bakterien besitzen. Man kann sie beispielsweise mit Hilfe inrer DNA
oder ihrer Stoffwechselprozesse unterscheiden. Doch im Grunde untersucht man sie
auf vier grundlegende Merkmale: auf ihre morphologischen Merkmale, kulturell-
biochemischen Merkmale, genetischen Merkmale und auf ihr chemische
Zusammensetzung. Mittels dieser Merkmale lassen alle Bakterien grob
charakterisieren. Diese Charakterisierung ist Standart fir alle Identifikationsprozesse

und ist Grundlage fur eine erfolgreiche Identifikation.

2.1. morphologische Merkmale

Unter morphologischen Merkmalen versteht man die GroRe, Form, Anordnung der
Zellen und deren Besonderheiten der Innen- und AufBenstruktur. Diese Merkmale

lassen sich leicht unter dem Mikroskop erkennen.

Bakterien

Es gibt einige verschiedene Formen von

Bakterien; zum einen gibt es die Stabchen
(Abb.1.1. (1)) die, wie ihr Name schon

| A &
sagt, stdbchenférmig sind, zum anderen '
die Kokken (Abb.1.1. (2)), die kugelférmig

sind. Aulerdem gibt es noch die -

spiralformigen Spirillen (Abb.1.1. (3)). ;

Abb.1.1. Formen von Bakterien


http://www.wasser-wissen.de/abwasserlexikon/s/staebchen.htm
http://www.wasser-wissen.de/abwasserlexikon/k/kokken.htm
http://www.wasser-wissen.de/abwasserlexikon/s/spirillen.htm

Die meisten Bakterien haben einen Durchmesser von oft nur 0,5 um und eine Lange
von meist weniger als 5 um (Abb.1.2.). Anhand ihrer Anordnung kann man Bakterien
ebenfalls charakterisieren. Es gibt namlich Bakterienarten die nur als einzelne Zellen
auftauchen, allerdings gibt es auch solche, die im Verbund leben. So ein Verbund
kann ganz unterschiedliche Formen annehmen, beispielsweise als Kette. Solch

einen Kettenverbund nennt man Filament (Abb.1.2.).

| 1pm

Size: 0.5 - 0.7 microns

Abb.1.2. GroRRe von Bakterien; Filament



Auch kdnnen Kokken, wie zum Beispiel Staphylokokken, Kugelhaufen bilden.
Untersucht man Bakterien auf ihre inneren und

aulleren Merkmale, achtet man meistens
darauf, ob und wie sich die Bakterie fortbeweqgt.
Die meisten bewegen sich mit Hilfe von Geif3eln

schwimmend fort, wobei manche sehr viele

geilReln besitzen, andere hingegen nur eine.

- r :
Abb.1.3. Kugelhaufen

2.2. kulturell-biochemische Merkmale

Unter kulturell-biochemischen Merkmalen versteht man die Lebens- und
Wachstumsbedingungen die herrschen missen, damit die Bakterien optimal wachsen
kénnen. Aul3erdem zahlen Stoffwechselprozesse und biochemische Leistungen ebenfalls

zu diesen Merkmalen.
Zu der Gruppe der Wachstumsbedingungen

z&hlen eine Menge unterschiedliche
Faktoren. Einer davon ist die Nahrung.

Was fressen die Bakterien, die man
untersucht, am meisten bzw. gar nicht? Dies
wird getestet, indem man Bakterien auf

unterschiedlichen Nahrboden versucht

anzuzlchten. Es gibt etliche verschiedene
Agarsorten, die hierfiir sehr gut geeignet
sind (Abb.2.1.).

Auch spielt die Temperatur und das Milieu fir die Bakterien eine wichtige Rolle. Die einen

Abb.2.1. Blutagarschale

bevorzugen hohe, die anderen niedrige Temperaturen. Genauso wie es Bakterien gibt, die
sich im sauren Milieu wohler fihlen als im basischen. Um zu Uberprifen wo sie am besten
wachsen, setzt man sie einfach den unterschiedlichen Bedingungen aus und beobachtet
ihr Verhalten.

Um bestimmte Stoffwechselprozesse nachzuweisen, versetzt man den Nahrboden, auf
dem man die Bakterien anziichtet mit dementsprechenden Indikatoren, die dann auf
freiwerdende Stoffe wie zum Beispiel CO2 reagieren und sich verfarben. Gleichermal3en

verfahrt man mit den biochemischen Leistungen.



2.3. chemische Zusammensetzung

Man untersucht die chemische Zusammensetzung der Zellbestandteile von Bakterien um
herauszufinden welche Immunologische Wirkung sie haben. Indem man Die Bakterien auf
gefahrliche Gifte oder Sauren testet, die sie eventuell enthalten oder freisetzten, stellt
man fest, welche immunologische Wirkung sie auf den menschlichen Korper haben. Da
einige Erreger auf Grund ihrer Zellstruktur ahnliche Immunantworten auslésen, wie zum

Beispiel Entziindungen, kann man anhand dieses Merkmals Bakterien charakterisieren.

2.4. Genetische Merkmale

Genetische Merkmale zeigen an zu wel cher
gehort. Denn da sich Bakterien durch Teilung meist sehr schnell vermehren kdnnen, treten
bei diesen Organismen vermehrt Mutationen auf. Diese kdnnen sich durchsetzten oder
nicht. Setzten sie sich durch, bilden sie eine neue art von Bakterien, die allerdings mit der
vorherigen Generation verwandt ist usw. so lassen sich Bakterien auf Grund ihrer DNA-
Verwandschaft charakterisieren. Auch untersucht man bei dieser Methode die
Genomgrol3e, da diese von Bakterienart zu Bakterienart variiert. Entnimmt man den
Bakterien ihnre DNA und vervielfaltigt sie mittels PCR und trennt diese per Gelelektrophorese
auf, erhalt man ein Muster mit dessen Hilfe man die Bakterien charakterisieren und

identifizieren kann.



3. Vorgehensweise zur ldentifikation von Bakterien

Um Bakterien zu identifizieren werden einige Standartverfahren angewandt die
immer nach dem Selben Prinzip ablaufen und als Grundlage fir jede weitere
Untersuchung dienen. Um herauszufinden welche der vielen tausende Bakterien in
unserem Korper nun wirklich diejenigen sind, die uns krank machen, wird zuerst ein
Abstrich vom Patienten entnommen. Dieser abstrich enth&lt nun viele verschiedene
Bakterienarten, die man auf einem Nahrboden anzuchtet. Es entstehen
Bakterienkolonien aus denen man Reinkulturen heranzieht. Mit Hilfe dieser
Reinkulturen und einiger Testreihen und Untersuchungsmethoden, ist es mdglich

den Krankheitserreger zu identifizieren.

3.1 Isolierung und Kultivierung

Nachdem man einen Abstrich vom Patienten enthommen hat streicht man diesen auf
einem Nahrboden aus. Nun nimmt man eine desinfizierte Impfése (Abb.1.1) und

streicht die Bakterien so aus, wie in Abbildung 1.2. zu erkennen ist.

Abb.1.2 Ausstrichverfahren

Nun sind die Bakterien immer weiter und unkonzentrierter verteilt und
werden bei optimaler Temperatur bebrttet. Die Bakterien wachsen
und bilden Kolonien, die im ausgestrichenen bereich weit voneinander

getrennt und deshalb gut voneinander zu unterscheiden sind.

Abb.1.1. Impfésen



3.2. Reinkultur

Das Anlegen einer Reinkultur geschieht wie folgt. Nachdem man Bakterien isoliert
und Kultiviert hat, entnimmt man nun einer einzelnen Kolonie einige Bakterien. Diese
streicht man wie bereits im obigen verfahren erklart wieder auf einer Agarplatte aus
(Abb. 2.1.), oder zlchtet sie in einem flissigem Nahrmedium an. Nachdem man dies
wieder bebrutet hat, enthalt diese Reinkultur nur noch Bakterien dieser einen
Bakterienart. Da man nun eine sehr grof3e Menge des gesuchten Organismus
besitzt, kann man sie sehr gut untersuchen. Eine Reinkultur ist also eine sehr
wichtige Vorraussetzung fir eine erfolgreiche Identifizierung. Und sollte deshalb,
bevor weitere Schritte unternommen werden, auf ihre absolute Reinheit noch einmal

Uberpruft werden.

Abb.2.1. Ausstrich einer Reinkultur

3.3. Kulturmerkmale

Um sicher zu gehen, dass man das richtige Bakterium isoliert hat, Gberprtft man die
Kultur auf ihre spezifischen Merkmale. Man untersucht beispielsweise die Grél3e und
das aussehen einer Kolonie, aul3erdem betrachtet man deren Farbe und noch einige
andere Merkmale, die fur das gesuchte Bakterium wichtig sind. Diese MalRnahme ist
durchzufiihren um sicher zu gehen, dass man den richtigen Erreger untersucht und
um spatere Misserfolge zu vermeiden. Tut man dies nicht und gelangt nicht zu dem
gewinschten Ergebnis, hat man viel Zeit und Material und somit auch Geld

verschwendet.



3.4. mikroskopische Beurteilung

Unter dem Mikroskop beurteilt man nun das Aussehen des Erregers, welche GroRRe
und Form er besitzt, wie und ob er sich fortbewegt. Eine solche erste grobe
Identifizierung des Bakteriums ist wichtig, um spatere Fehler oder sich unnétige

Arbeit zu ersparen.

3.5. Basistests

Zu den Basistests zéhlen unter anderem auch die Gram Farbung, auf die ich spater
nochmals genauer eingehen werde. Die Gramfarbung gibt Auskunft Gber die
Beschaffenheit der Zellwand des Bakteriums. Anhand dessen kann eine weitere
Einteilung stattfinden. Zu den Basistests gehdrt auch der Test der Motilitat, das heif3t
ob der Erreger tberhaupt noch am leben ist und wie lange er Uberleben kann.
AulRerdem wird Uberprift, wie die Bakterien auf Enzyme reagieren. Es werden viele
weitere Tests durchgefiihrt, mit deren Hilfe man die Bakterien letztendlich
identifizieren kann, allerdings werde ich auf deren genaue Funktionsweise in

spateren Stichpunkten erlautern.

3.6. Stoffwechseleigenschaften

Die Stoffwechseleigenschaften werden mit Hilfe der so genanten Bunten Reihe
ermittelt. Die Bunte Reihe ist ein R6hrchen in dem einige Kammern mit
verschiedenen Nahrmedien gefillt sind (Abb.6.1.) und dient zur Identifizierung

gramnegativer Bakterien.
- 14 Al Sl | | [
L

Abb.6.1. bunte Reihen
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Es gibt kleine und grofRe bunte Reihen. Die Kammern der Kleinen sind von links nach
rechts mit Kligler-Agar, Harnstoff-Roéhrchen, MIO-R6hrchen und Simmons Citrat-Agar
gefullt. Die Grol3e besitzt diese und noch einige andere Nahrmedien. Diese enthalten

Reagenzien und Indikatoren, die auf bestimmt Eigenschaften der Bakterien
reagieren. Die einzelnen Kammern werden mit nur einer einzigen Bakterienart
beimpft, die mit Hilfe einer Impfése von einem Ende der Bunten Reihe zum anderen
hindurch gezogen werden. Die verschiedenen Agar geben Aufschluss tber
verschiedene Eigenschaften der Bakterien:
- Der Kligler-Agar reagiert auf Laktase-Aktivitat, zeigt, ob die Bakterien COz2
produzieren und ob sie H2S freisetzen.
- Das Harnstoff-R6hrchen zeigt auf, ob Urease aktiv ist
- Das MIO-Rohrchen zeigt an, ob die Bakterien beweglich sind, ob Indol
gebildet wird und ob ODC aktiv ist.
- Der Simmons Citrat-Agar gibt an, ob Citrat verwertet wird.
Anhand unterschiedlicher Verfarbungen und anderer Beobachtungen kann man

schlieBen um welche Krankheitserreger es sich handelt.

1. glucose/gas 5. adonitol 9. VP
2. lysine 6. lactose 10. dulcitol/PA
3. ornithine 7. arabinose 11. urea

4. H2S/indole 8. sorbitol 12. citrate
6 7 8 910 11 12

Abb.6.2. Bunte Reihen

Abb.6.3. Bunte Reihe


http://de.wikipedia.org/wiki/Agar
http://de.wikipedia.org/wiki/Harnstoff
http://de.wikipedia.org/wiki/Agar

4. Farbemethoden:

Farbemethoden sind sehr wichtige und praktische Methoden Bakterien sichtbar zu
machen. Da diese winzigen Organismen keine Eigenfarbe besitzen sondern
durchsichtig sind, muss man sie, um sie unter dem Mikroskop sehen zu kénnen,
mittels verschiedener Farbstoffe einfarben. Auch werden nicht nur normale
Farbstoffe, wie zum Beispiel Methylenblau, sondern auch fluoreszierende Farbstoffe
verwendet, die unter UV-Licht farbig leuchten. Diese Verfahren sind Standart und

unerlasslich um Bakterien erfolgreich zu identifizieren.

4.1. Einfachfarbung durch Methylblau nach Loffler:

Bei der Einfachfarbung mit Methylblau wird zuerst eine Portion der zu
untersuchenden Bakterien auf einem Objekttréager diinn ausgestrichen. Danach wird
dies hitzefixiert, indem man den Objekttrager ein- bis zweimal kurz durch eine heil3e
Bunsenbrennerflamme zieht. Danach wird die Bakterienprobe in Lofflers
Methylenblau eingetaucht und lasst dies 10 bis 15 min stehen. Nun wird der
Objekttrager wieder herausgeholt und mit klarem Leitungswasser solange abgespiilt,
bis die gesamte Uberfliissige Farbe entfernt wurde. Das Praparat wird nun senkrecht
gestellt an der Luft vollkommen getrocknet. Zur Konservierung kann die Probe nun
auch in Kunstharz eingeschlossen werden. Mit dieser Farbung kénnen Bakterien
unter dem Lichtmikroskop sichtbar gemacht werden und eine erste grobe

Identifizierung ist moglich.

4.2. Gram Farbunqg:

Im Gegensatz zur Einfachfarbung mit Methylenblau nach Loffler ist die Gramféarbung
eine Differential oder auch differenzierende Farbung von Bakterien. Sie ist deshalb
eine differenzierende Farbung, weil sie Bakterien in so genannte grampositive und
gramnegative Bakterien unterteilt. Grampositive Bakterien lassen sich blau farben,
wahrend gramnegative Bakterien ungefarbt bleiben. Dies liegt an der

unterschiedlichen Struktur der Zellwand der Bakterien. Bei grampositiven Bakterien



ist die sog. Murein-Schicht (Peptidoglycan) der Zellwand wesentlich dicker, so dass
der Farbstoff im Innern der Zelle, nicht mehr entweichen kann. Die Methode der
Gramfarbung folgt dem Prinzip des Farben-Entfarben-Gegenfarbens (Abb.2.1).
Hierbei werden in der ersten Phase alle zu untersuchenden Bakterien mit Karbol-
Gentianaviolett engefarbt, nachdem sie ausgestrichen und hitzeixiert wurden. Der
Farbstoff dringt in alle Zellen ein, diese werden nun mit Lugolscher Lésung
Behandelt, was dazu fiihrt, dass groéf3ere Farbkomplexe gebildet werden und die
Bakterien dunkelblau bis violett gefarbt werden. Der Uberflissige Farbstoff wird mit
Leitungswasser einfach abgesplilt. In der zweiten Phase werden sie nun mit Alkohol
(96% Ethanol) behandelt. Bei gramnegativen Bakterien I6st der Alkohol die
Lipidschicht, die auf der dinnen Mureinschicht aufgelagert ist, auf, so dass diese nun
freigelegt wird und die Farbkomplexe im innern der Zelle vom Alkohol ausgewaschen
werden kdnnen. Bei grampositiven Bakterien ist die Mureinschicht wesentlich dicker,

so dass der Alkohol die Farbkomplexe nicht auswaschen kann (Abb.2.2).

Gram Farbung - “
Bakterien-Zellwande
o ' , o
O g %O@ :: ‘.- @eusauren\‘ Polysaccharid
© — - ~ - O-Antigen
‘ Porin \ ipi
1 Fixierung 2 Violett-Farbung -\ Llpld A
Zellwand i
;. Lpopratein—
... OO ... .‘ ‘ . 3 T SELED RS 44 A 204 L
.. UD: .. ‘- " ﬂ‘mJ - : Paptidoglycan i & g
Koiken  Stabchen Zellmembran
3 Beizung u. Entfarbung 4 Gegenfarbung Gram-positiv Gram_negativ
(c) 2002 Prostatitis Hilfe
Abb.2.1. Bakterien-Zellwande Abb.2.2. Gram Farbung

Nachdem der Uberflissige Farbstoff mit Leitungswasser abgespilt wurde, kann man
die Probe unter dem Lichtmikroskop betrachten und eine grobe ldentifizierung
vornehmen. Man kann die gramnegativen Bakterien auch noch zuséatzlich mit
Karbolfuchsin rot farben, dies ist heutzutage aber nicht mehr notwendig, auf Grund

der Phasenkontrastmikroskopie.



4.3. Kontrastfarbung nach Ziehl-Neelsen:

Diese Farbung ist neben der Gramfarbung eine gebrauchliche Farbung fur
mikroskopische Praparate in der Mikrobiologie. Sie wurden von Franz Ziehl und Karl
Adolf Neelsen entwickelt und ist inzwischen eine wichtige differentialdiagnostische

Hilfe zur Identifizierung bestimmter Krankheitserreger (v.a.: Tuberkulose und Lepra).
Auch hier werden die Bakterien zuerst ausgestrichen und dann hitzefixiert, danach
werden sie mit wassriger-alkoholischer Karbolfuchsinlésung bestrichen und dreimal
Uber einer leuchtenden Bunsenbrennerflamme zum Dampfen (nicht Kochen)
gebracht. Dies bewirkt, dass der Farbstoff trotz der Lipidschicht, die das eindringen
des hydrophilen Farbstoffes verhindert, in die Zelle eindringen kann und unter
normalen Temperaturen mit tblichen Entfarbemethoden nur schwer wieder aus dem
Bakterium extrahiert werden kann. Wieder wird der Ubrige Farbstoff abgegossen und
der Objekttrager kurz mit Leitungswasser abgespult. Nun wird das Praparat mit
Alkohol der drei-prozentige Salzsaure enthalt ca. 1 min entfarbt und anschlie3end
wieder mit Leitungswasser abgesplilt. Hierbei verlieren nicht sdurefeste Bakterien
ihre Farbung, wahrend saurefeste Bakterien ihre Farbe beibehalten. Nun sind die so
genannten As2urefestenii Objekte rot gefarhbt
noch mit 0,3 bis 1 Protzentiger Methylblau-L6sung gegengefarbt. Unter dem
Mikroskop kann man nun die unterschiedlichen Bakterien erkennen und eine grobe

Identifizierung vornehmen.

Abb.3.1. gefarbte Tuberkulosebakterien nach Neelsen


http://de.wikipedia.org/wiki/Differentialdiagnose

4.4. Fluoreszenzfarbung mit Acridinorange:

Da der Farbstoff Acridinorange an Nukleinsauren bindet, kbnnen somit Zellkerne
eingefarbt werden. Mit Hilfe des fluoreszierenden Farbstoffes kdnnen lebende von
toten Organismen unterschieden werden, da lebende Organismen unter dem
Mikroskop grin (Abb.4.1.) erscheinen und tote orange-rot (Abb.4.2.). Beim sterben

einer Zeller kann man sogar den Farbumschwung beobachten.

Abb.4.1. lebende fluoreszierende Bakterien

Abb.4.2. tote fluoreszierende Bakterien



5. Antigen-Antikorper-Reaktion

1896 entdeckten erstmals Gruber und Durham, dass injizierte Bakterien durch Seren
von Tieren zusammengeballt werden. Dieses zusammenballen nennt man
agglutinieren oder Agglutination. Dass bekannteste Beispiel einer Agglutinationstest
ist die Blutgruppenbestimmung, bei der das Blut einer Testperson mit verschiedenen
Antikdrpern vermengt wird. Entstehen deutlich sichtbare Klumpen (Abb.1.1) liegt eine
positive Reaktion vor aus der man schlussfolgern kann, welche Blutgruppe die
Testperson besitzt. Dieses Antigen-Antikérper-Prinzip lasst sich auch auf die

Identifikation von Bakterien Ubertragen.

Abb.1. positive Agglutination Abb.2. negative Agglutination

5.1. Objekttrageragglutination:

Die Objekttrageragglutination dient der Identifikation der Antigenstruktur von z.B.
Salmonellen. Hierbei wird eine Bakterienportion mit Antikdrpern die auf spezifische
Antigene reagieren (z.B. O-Antigen bei Salmonella-Stdmmen) vermischt. Bei einer
positiven Reaktion bilden sich Klumpen, die vor einem schwarzen Hintergrund

erkennbar sind.



5.2. Komplement i Bindungs i Reaktion (KBR):

1901 entwickelten die Wissenschaftler Bordet und Gengou mit der
Komplementbindungsreaktion eine der ersten serologischen Testmethoden. Mit ihrer
Hilfe kann man Antikdrper im Serum nachweisen, hierzu wird das Serum des
Patienten zu dem gesuchten Antigen des Erregers gegeben und anschlielRend mit
Erythrozyten versehen. Sind viele Antikdrper im Serum des Patienten vorhanden,
werden die Blutkdérperchen nicht aufgelost, was als positive Reaktion bezeichnet

wird. Werden die Erythrozyten aufgel6st sind keine Antikérper im Serum vorhanden.

5.3. Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (EIA) bzw. Enzyme Linked

Immunosorbent Assay (ELISA):

ELISA ist eine Methode um virale, bakterielle oder Parasitenantigene oder Antikérper
nachzuweisen. Zuerst bindet man Antigene an Enzyme. Danach wird ungebundenes
Material weggewaschen und Patientenserum dazugegeben. Sind Antikérper im
Serum vorhanden kénnen diese mit den Antigenen reagieren. Gibt man eine
spezielle Substanz hinzu erfolgt eine chemische Reaktion und man kann einen
Farbumschwung beobachten. Je grof3er die Antigen-Antikdrperkonzentration ist,
desto starker ist die Intensitat des Farbstoffes. (Abb.3.1)
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Abb.3.1. ELISA-Prozess



5.4. Radioimmunassay:

Das Radioimmunassay funktioniert im Grunde gleich wie das ELISA. Nur dass hier
Radioaktivitat anstatt des Farbstoffes verwendet wird. Radioaktive Stoffe werden an
Enzyme gebunden die wiederum an Antigene gebunden werden. Nun wird Serum
des Patienten zu den Antigenen gegeben, enthélt es Antikdrper, konnen diese mit
den Antigenen eine Verbindung eingehen. Die Radioaktivitat kann gemessen werden

und gibt Auskunft Gber die Menge der vorhandenen Antigene.

5.5. Fluoreszenzmikroskopie:

Bei der Fluoreszenzmikroskopie wird zuerst das zu untersuchende Material auf
einem Objekttrager fixiert, anschlieRend werden Antikdrper die mit einem
fluoreszierenden Farbstoffs versehen sind eingesetzt. Die Antikérper binden direkt an
die Bakterienhille und nach einem Waschschritt kann das Praparat nun unter dem
Fuoreszenzmikroskop betrachtet werden. Durch UV-Licht wird der
Fluoreszenzfarbstoff angeregt und der damit versehene Erreger erscheint leuchtend
gelb, grin oder rot. Mit dieser Methode lassen sich besonders gut Antigene oder

spezifische Eiweil3kérper nachweisen.

5.6. Western-Blot-Technik:

Zuerst werden Proteinantigene von z.B. Bakterien mittels Gelelekrtrophorese
aufgetrennt. Die getrennten Proteine werden dann durch Elektrotransfer auf eine
Filtermembran Ubertragen und in Teststreifen geschnitten. Diese Teststreifen werden
mit Patientenserum bestrichen und in einen Warmeschrank gelegt. Haben sich
Antikoérper an den Teststreifen gebunden, so kann ein zweiter, speziell markierter
Antikorper an diese binden. Gibt man nun eine weitere Substanz auf den streifen,
wird der Farbstoff der an die Proteine gebunden ist umgesetzt und aus dem daraus
resultierendem Muster kann man diagnostizieren um welche Krankheit es sich
handelt. Besonders als Bestéatigungstest flr Borreliosen, Hepatitis C-Infektionen und
HIV-Infektionen eignet sich dieser Test.



5.7. Widal i Reaktion:

Basierend auf Gruber und Durhams Entdeckung der Bakterienagglutination
entdeckte Widal, dass dieses Verfahren auch umgekehrt anwendbar ist. Gruber und
Durham stellten fest, wenn man Bakterien einem Tier spritzt, das diese durch Seren
des Tieres verklumpen. Widal entnahm einem Patienten der z.B. Typhus hatte
Serum, nachdem der Patient die Typhusreaktion durchgemacht hatte. Als
Typhusrektion bezeichnet man die Immunantwort des Patienten auf den Erreger, d.h.
er hat bereits Antikorper gebildet. Widal gab also dieses Serum zu einer Portion
Typhusbakterien, welche aufgeschwemmt wurden und es zu einer Verklumpung
kam. Durch dieses Verfahren kann man das Vorhandensein spezieller Bakterien

nachweisen, auch wenn diese bereits abgestorben sind.

5.8. Radiale Immundiffusion:

Bei der radialen Immundiffusion wird noch flissiger Agar mit Antikérpern versehen
und in eine Schale gegossen. Aus dem erstarrten Gel werden Lécher ausgestanzt
und die Antigenldésung des Patienten eingefullt. Erfolgt eine Reaktion von Antigen

und Antikorper, bilden sich ringférmige Hofe um die Locher. Durch Ausmessen des

Ringdurchmessers lasst sich das Antigen quantitativ bestimmen.



6. Polymerase-Kettenreaktion (PCR: engl. Polymerase Chain

Reaction ):

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion kann Erbsubstanz vervielfaltigt werden, mit
deren Hilfe man Erbkrankheiten oder Virusinfektionen zu identifizieren. Zuerst
Extrahiert man aus einer zu identifizierenden Bakterienart etwas DNA. Mit Hilfe hoher
Temperaturen von ca. 90 i 92°C wird der DNA-Doppelstrang in zwei Einzelstrange
aufgespaltet (Abb.1; S.19; (1)). Zu diesen werden nun einige Primerstrange
hinzugeflgt. Durch Abkihlen der Masse kann der Primer an einen DNA-Strang
anknupfen (Abb.1; S.19; (2)). Daraufhin wird das Enzym Polymerase hinzugegeben
und alles auf 72°C erhitzt, damit das Enzym optimal arbeiten kann. Die
Primerstrange werden von der Polymerase mit Hilfe der Triphosphate, die ebenfalls
zu der Mischung hinzugegeben wurden, verlangert (Abb.1; S.19; (3)). Somit werden
die Einzelstrange wieder zu Doppelstrangen vervollstandigt du die Gesamtmasse der
DNA-Doppelstrange hat sich verdoppelt. Dieser Zyklus beginnt nun wieder von
vorne, bis man eine groRe Menge an DNA besitzt (Abb.1; S.19; (4)). Mit Hilfe der so
genannten Gelelekrophorese kann man nun die DNA-Strédnge zu einzelnen
Molekilen aufspalten, die dann auf einer speziellen Gelplatte ein spezifisches Muster
hinterlassen. Dieses kann ausgewertet und dem dazugehoérigen Krankheitserreger
zugeordnet werden. Die PCR dient also dazu eine DNA-Portion zu vervielfaltigen, mit
deren Hilfe man schnell den unbekannten Erreger identifizieren kann. Ohne diese

schnelle Vervielfaltigung ware es unmaoglich ein so deutliches Muster zu erhalten.



