2. Bakterienund Viren Material (7) Voriberlegungen

Nachweis von Mikroorganismen'

Die Durchfiihrung von mikrobiologischen Versuchen zum Nachweis von Mikroorganismen ist fur
Schilerinnen und Schiilerund Schiiler besonders motivierend. Firdie vorgeschlagenen Experimente
istkein steriles Arbeiten notwendig. Allerdings muss die Handhabung (Abnahme des Deckels der
Petrischale beim Beimpfen) geklart werden. Die Versuche werden in Partner- oder Gruppenarbeit
durchgefiihrt und ausgewertet. Zur Kontrollewerden 1— 2 Agarplatten ohne Beimpfung bebriitet.

Die Bebriitungerfolgt entweder fiir zwei Tage im Brutschrank bei 30 °C oder fiir mehrere Tage bei
Raumtemperatur. Bis zur Auswertung kdnnen sie anschliefend im Kiihlschrank aufbewahrt werden.

Sicherheitshinweise fiir die Schiilerinnen und Schiler:

e DieAgarplattendirfennurfirdenjeweiligen Versuch und moglichst nurkurze Zeit ge6ffnet
werden.

e Die Ansadtze sind nach dem Beimpfen ssicher—z. B. mit Klebeband —zu verschliefen und
dirfen nicht mehrgeoffnet werden.

Sicherheitshinweise fiir die Le hrkraft:

e BeiAbklatschversuchen handelt es sich um nicht gezielte Tatigkeiten nach §2 der BioStoffV.
Es sinddie Vorgaben der,,Dokumentation der Tatigkeitsbezogenen
Gefdhrdungsbeurteilung nach BioStoffV fiir ausgewahlte Experimente mit
biologischen Arbeitsstoffen analog der allgemeinen SchutzmaRnahmen
(Schutzstufe 1) zu beachten. (siehe Anlage1).

e UnterweisungderSchilerinnen und Schileranhand der Betriebsanweisung Arbeiten mit
biologischen Arbeitsstoffen analog Schutzstufe 1 (siehe Anlage 3)

e Keine Probenentnahmean Orten, wo eine hohe Keimbelastung mit pathogenen Keimen, z. B.
Fakalkeimen zu erwartenist (Toilette, Klaranlage, Abfalltonne, ...).

Entsorgung der bebriiteten Platten:

e Alle biologischen Arbeitsstoffe bei Experimenten analog Schutzstufe 1sind verschlossenin
einem dafiir bestimmten Abfallbehalter zu sammeln und tiber den Hausmiill zeitnah zu
entsorgen. Ggf. kdnnen die Ansatzeauch vorherin geschlossenen, hitzebestandigen
Kunststoffbeuteln autoklaviert bzw. im Dampfkochtopfoderbei 130°C im Warmeschrank
mindestens 30 Minuten erhitzt werden.

1 Verindert nach: © Bundeszentrale fiir gesundheitliche Aufklarung, Kéln: Infektionskrankheiten vorbeugen
Schutz durch Hygiene und Impfung, Materialien fiir den Unterricht ab Jahrgangsstufe 7, Seite 24
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2. Bakterienund Viren Material (7)

Nachweis von Mikroorganismen?

Mikroorganismen wie Bakterien sind so klein, dass wir sie selbst unter dem Mikroskop kaum
erkennenkonnen. Unter glinstigen Bedingungen vermehren sie sich schnell und wachsen zu einem
sichtbaren Haufen, einer Bakterienkolonie. Wirverwenden fiir die folgenden Versuche Plastikschalen
mit Deckel (Petrischalen). Auf dem speziellen Ndhrboden entwickeln sich Mikroorganismen
besonders schnell. Aus jedem unsichtbaren Bakterium entwickelt sich in wenigen Tagen ein kleiner
runder Fleck, eine Kolonie.

Nachweis von Mikroorganismen in der Luft

Es soll untersucht werden, ob die Anzahl der Mikroorganismen vom Standort (Schulbank,
Klassenzimmer, Flur, Schulhof) abhangt.

Material: Pro Gruppe 2 Petrischalen mit Ndhrboden, Folienstift, Klebeband (Para- oder Tesafilm).

Durchfiihrung:

1. Beschriftetden Boden derPetrischalen miteurem Namen, Versuchsnummer, Standort und
Dauer der Offnung der Petrischale.

2. Stelltdie beiden Schalenam ausgewahlten Ort nebeneinander auf.

3. Offnetbeide Schalen gleichzeitig und verschlieRt eine Schale nach 15, die andere nach 30
Minuten.

4. VerschlieRtdie Petrischalen fest mitdem Klebefilm. AnschlieRend werden siez Tage lang bei
ca. 30 °C bebriitet.

Auswertung:

1. Fertigteine Skizze voneinerderbebriiteten Schalenan.
2. Prift, ob verschiedene Mikroorganismen (unterschiedliche Farben oder Formen) in die
Schale gelangtsind und zahlt die jeweils gleich aussehenden Kolonien.

2 Verandert nach:  © Bundeszentrale fiir gesundheitliche Aufkldrung, KéIn: Infektionskrankheiten vorbeugen
Schutz durch Hygiene und Impfung, Materialien fiir den Unterricht ab Jahrgangsstufe 7, Seite 24
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2. Bakterienund Viren Material (7)

Nachweis von Mikroorganismen?

Mikroorganismen wie Bakterien sind so klein, dass wirsie selbst unter dem Mikroskop kaum
erkennenkonnen. Unter glinstigen Bedingungen vermehren sie sich schnell und wachsen zu einem
sichtbaren Haufen, einer Bakterienkolonie. Wirverwenden fiir die folgenden Versuche Plastikschalen
mit Deckel (Petrischalen). Auf dem speziellen Ndhrboden entwickeln sich Mikroorganismen
besonders schnell. Aus jedem unsichtbaren Bakterium entwickelt sichin wenigen Tagen ein kleiner
runder Fleck, eine Kolonie.

Nachweis von Mikroorganismen auf Gegenstinden

Es soll untersucht werden, ob sich auf Alltagsgegenstanden Mikroorganismen befinden.

Material: ProGruppe eine Petrischale mit Ndhrboden, Folienstift, Klebeband (Para- oder Tesafilm).

Durchfiihrung:

1. BeschriftetdenBoden eurerPetrischale miteurem Namen undVersuchsnummer.

2. Zeichnetmitdeinem Folienstift auf den Boden derPlatte ein groRRes Ypsilon, das die Platte in
drei gleich groRe Abschnitte einteilt.

3. Beschriftetdie Abschnittemitden Namen derdrei Gegenstande, die ihr priifen wollt.

4. Offnetnundie Platte kurzund driickt nacheinanderdie Gegenstindeganz leicht auf jeweils
einen AbschnittderPlatte. Berlihrt dabei den Nahrboden nicht miteuren Fingern!

5. VerschlieBtdie Petrischale fest mit dem Klebeband. AnschlieBend werden sie zwei Tage lang
beica. 30 °C bebritet.

Auswertung:

1. Fertigteine Skizze vonderbebriteten Schale an.

2. Prift, ob verschiedene Mikroorganismen (unterschiedliche Farben oder Formen) in die
Schale gelangtsind und zahlt die jeweils gleich aussehenden Kolonien.

3. Anwelchen Gegenstanden befanden sich die meisten Mikroorganismen?

3 Verdndert nach: © Bundeszentrale fiir gesundheitliche Aufkldrung, Kéln: Infektionskrankheiten vorbeugen
Schutz durch Hygiene und Impfung, Materialien fiir den Unterricht ab Jahrgangsstufe 7, Seite 24
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2. Bakterienund Viren Material (7)

Nachweis von Mikroorganismen*

Mikroorganismen wie Bakterien sind so klein, dass wirsie selbst unter dem Mikroskop kaum
erkennenkonnen. Unter giinstigen Bedingungen vermehren sie sich schnell und wachsen zu einem
sichtbaren Haufen, einer Bakterienkolonie. Wirverwenden fiir die folgenden Versuche Plastikschalen
mit Deckel (Petrischalen). Auf dem speziellen Ndhrboden entwickeln sich Mikroorganismen
besonders schnell. Aus jedem unsichtbaren Bakterium entwickelt sich in wenigen Tagen einkleiner
runder Fleck, eine Kolonie.

Nachweis von Mikroorganismen auf der Hand — und wie man sie loswird

Es soll gezeigt werden, dass sich auf einer ungewaschenen Hand sehrviele Bakterien befinden.
Zudem soll die Wirksamkeit von Seife bzw. Desinfektionsmittel untersucht werden.

Material: Pro Gruppe eine Petrischale mit Ndhrboden, Folienstift, Klebeband (Para- oder Tesafilm).

Durchfiihrung:

1. BeschriftetdenBodenderPetrischale miteurem Namenund derVersuchsnummer.

2. Zeichnetmitdem Folienstift ein groRRes Ypsilon auf den Boden derPlatte, dasdie Plattein
dreigleich groRe Abschnitte unterteilt. Beschriftet die Abschnitte mit A, Bund C.

3. Offnetfiirdie Schritte 4 —6 die Petrischalen jeweils nurkurz.

4. Drickt mitungewaschenen Hinden ganzleicht mitdem Daumen auf den Abschnitt Ader
Platte.

5. Wascht eure Hande griindlich mit Seife, trocknet sie miteinem Papiertuch ab und driickt
denselben Daumen auf Abschnitt B.

6. Behandelteure Hinde nach dem Waschen fiir 30 Sekunden mit einer Desinfektionslosung.
Driickt dann den Daumen auf Abschnitt C.

7. VerschlieStdie Petrischalen fest mit dem Schutzfilm. Anschlieffend werden sie zwei Tage lang
beica. 30 °C bebritet.

Auswertung:

1. Fertigteine Skizze von einerderbebriiteten Petrischalen an.
2. Notiertdie Anzahl derKolonienindendrei Abschnitten und beschreibt euer Ergebnis.

4 Verdndert nach: © Bundeszentrale fiir gesundheitliche Aufkldrung, KéIn: Infektionskrankheiten vorbeugen
Schutz durch Hygiene und Impfung, Materialien fiir den Unterricht ab Jahrgangsstufe 7, Seite 24
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2. Bakterienund Viren Material (7)

Anlage1l: Dokumentation der Tatigkeitsbezogenen Gefahrdungsbeurteilung nach
BioStoffV fiir ausgewdhlte Experimente mit biologischen Arbeitsstoffen analog
der allgemeinen SchutzmaRnahmen (Schutzstufe 1)

Schule/Dienststelle:

Unterrichtsfach/Fachbereich:

Anwendungsbereich

o Diese Gefdahrdungsbeurteilung findet Anwendung bei Tatigkeiten mit biologischen Arbeitsstoffen
im Unterrichtan allgemeinbildenden Schulen sowie fiir vergleichbare Facheran beruflichen
Schulen.

e SiegiltausschlieRlichflrimAnlage 2 aufgefiihrten Experimente mit den dort aufgelisteten
biologischen Arbeitsstoffen. Vor jedem Experiment mit biologischen Arbeitsstoffen ist von der
fachkundigen Lehrkraft zu priifen, ob diese Dokumentation giiltigist.

e Fiir Experimentemitbiologischen Arbeitsstoffen, die nichtin Anlage 2 aufgefiihrtsind, isteine
gesonderte Gefahrdungsbeurteilung durchzufiihren und zu dokumentieren.

¢ Kommen bei Experimenten mit biologischen Arbeitsstoffen chemische Gefahrstoffe zum Einsatz,
so isteine tatigkeitsbezogene Gefahrdungsbeurteilung und Dokumentation, z. B. mittels des
vorhandenen Musterformulars zur Gefadhrdungsbeurteilung von Gefahrstoffen nach §6 GefStoffV,
zu erstellen.

Ergebnis der Gefdhrdungsbeurteilung fiir Experimente nach Anlage 1

1. Die biologischen Arbeitsstoffe bei gezielten Tatigkeiten lassen sich maximal der Risikogruppe 1
zuordnen.

2. Bei nicht gezielten Tatigkeiten konnenin seltenen Féllen biologische Arbeitsstoffe hherer
Risikogruppen auftreten (z. B. Teichwasserproben, Bodenproben, Abklatschversuche). Diese fiihren
jedoch aufgrund geringer Auftretenswahrscheinlichkeit oder geeigneter SchutzmaRnahmen nicht zu
einererhohten Gefahrdung.

Somitkodnnen alle aufgefiihrten Experimenteim Grundsatz nach den Vorgaben fiir Schutzstufe 1-
Experimente (BioStoffV) durchgefiihrt werden.
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2. Bakterienund Viren Material (7)

MaRnahmen:

1. Lehrkrafte sowie Schiilerinnen und Schiiler werden gemal Musterbetriebsanweisung ,Arbeiten
mit biologischen Arbeitsstoffen analog Schutzstufel”(Anlage 3) unterwiesen.

2. Die SchutzmaRBnahmen der Musterbetriebsanweisung (Anlage 3) sind zu beachten.

3. Beim Arbeiten mit Teichwasser, Bodenproben und einem Heuaufguss dirfen keine offensichtlich
kontaminierten Proben (z. B. Abwasser, Kldrschlamm) verwendet werden.

4. Bei Abklatschversuchen und Spontankulturen dirfen keine Proben von Orten mit zu erwartenden
hohen Verunreinigungen mit Fiakalienkeimen (z. B. Toilette, Kompost, Abfalltonne) entnommen
werden. Eine Kultivierung von Proben aus Kérpersekreten (z. B. Speichel) ist nicht zulassig; ein
Fingerabdruckist moglich. Proben sind vor derInkubation sicher zu verschlielen (z. B. Klebeband) —
keine offene Handhabung!

5. Alle biologischen Arbeitsstoffe bei Experimenten analog Schutzstufe 1sind verschlossenineinem
dafiirbestimmten Abfallbehalter zu sammeln und Giber den Hausmiill zeitnah zu entsorgen. Die
Entsorgungvon Teichwasser, Bodenproben und Heuaufguss erfolgt iiber z. B. Kompost oder
Gartenteich.

Name, Datum, Unterschrift
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Anlage 2:

2. Bakterienund Viren

Material (7)

Experimente — gezielte Tatigkeiten

Versuch/Experiment

Biologische Arbeitsstoffe

zuséatzliche Hinweise

Herstellung von Lebensmitteln
Alkoholische Garung

Hefen (Saccharamyces cerevisiag)

Bier, Wein
Herstellung von Lebensmitteln Béckerhefe (Saccharomyces cerevisiae)
Milchséuregérung Levconostoc sp.

Sauerkraut, Brot, Joghwrt, Quark, Kise

Lactobacillales (Milchsdurebakterien)

Qualitatshestimmung verschiedener
Wasserproben (IMViC indolbildung, Methyirot, Voges-
Proskauer-Test, Ciratvenwertung)

Escherichla colf K 12
Enterobacter sp. (nur teils RG 1)

Keine Yerwendung von Abwasserproben zur
Vermeidung von RG 2 - Arbeitsstoffen

Vereinzelungstechnik

Micrococcus lufeus

Vermehrung von Bakterien,
Verdinnungsausstriche

Z. B. Escherichia coli K 12

Bei Verwendung anderer Bakterien auf
Risikogruppe 1 achten

Kolonienzucht

Saccharomycss sp.

Kulturbeobachtung makroskopisch und
mikroskopisch

Bakterien der RG 1

Wachstum und Sporulation Bacillus subfilis
Zuchtung von Bacillus megatenum auf Mdhren
und Erstellung einer Reinkultur auf Bacillus megatenum

Standardagar

Anzucht und Untersuchung von E. caoli -
Mangelmutanten

Escherichia coffl K12 Mangsimutantsn

Farbetechniken
{z. B. Gramfarbung, Sporenfarbung, Farbung mit Methylenblaw
zur Darstellung der Zellform)

Escherichia colif K12
Bacillus sublilis

Bacillus megaterium
Micrococcus lufeus
Fseudomonas fluorescens
Lactococous lactis

Zusatzliche Schutzmainahmen auf Grund der
verwendeten Gefahrstoffe (Farbstofie)

Methoden zur Zellmassenbestimmung,
Wachstumskurve

Escherichia colf K12

Machweis von Hemmstoffen und Antibiotika

Escherichia colf K12

{Agardiffusicnstest) igﬁﬁi m;en’um
MNachweis von Lysozymwirkung Eﬁ?ﬂﬁ;ﬁgﬁé
Machweis des Pasteureffekies Saccharomyces cersvisiae
Immohilisierung von Zellen Saccharomyces cersvisiae

Diauxie
(Verwertung zwei verschiedener Kohlenstoffquellen)

Escherichia colf K12

Biologische Vitamin B6-Bestimmung

Saccharomyces carlsbergensis

Regulierung des Lactoseabbaus

Escherichia colf K12

MNachweis von Bakteriophagen

Escherichia colf K12
Lambda-Phage

Machweis chromosomaler DNA,
Isolierung von Plasmid-DNA

Escherichia colf K12
Saccharomycses cersvisias

Isolierung streptomycinresistenter Mutanten

Escherichia colf K12

Transformation, Konjugation von E coli K12

Escherichia colf K12

Ubertragung des /acZ-Gens

{Plasmidisolierung, Herstellung kompetenter Zellen, Transforma-

tion dieser Zellen)

Escherichia colf K12 JM 109 pBR 322MacZ
(Genbaukasten Blue Genes)
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2. Bakterienund Viren

Material (7)

Anlage 2: Experimente — nicht gezielte Tatigkeiten
Versuch/Experiment Biologische Arbeitsstoffe zusitzliche Hinweise
F';:uramecr'tfm catdatum
Heuaufguss (Pantoffeltierchen) Kein verschimmeltes Heu verwenden.

Kahmhefen Hansenwla, Pichia, Candida
Bacillus sublilis

Untersuchung von Teichwasser

Diverse Protozoen: Amoben, Trompetentierchen
{Spirofricha), Glockentierchen (Peritricha);

keine biclogischen Arbeitzstoffe sind Chiorella
sp. (Grunalge), Valvox sp. (Grunalge)

Die magliche Konzentration von
biologischen Arbeitsstoffen der
Risikogruppe 2 (einige Amdhenarten)
kann als sehr gering eingestuft werden.

Mikroskopieren von Mikroorganismen in
Lebensmitteln (Kise. Joghurt)

Schimmelpilze (z B. Penicillium camenbert,
Penicillium rogueforti), Milchsaurebakterien

Keine verdorbenen Lebensmittel
verwenden.

Sauerkraut

Isolierung von Milchs3urebakterien aus Joghurt und

Leuconostoc mesanteroides
Streptococcus laclis
Lactobacillus plantarum

Anzucht von Schimmelpilzen
{Lebensmitted)

Schimmelpilze

Eine sensibilisierende Wirkung kann
nicht ausgeschlossen werden.
Keine offene Handhabung.

Keimzahlbestimmung in Roh- und Vollmilch

Milchsdure-Bakteren
Listeria monocytogenes

Keine offene Handhabung.
(Listeria monocytogenes - RG 2)

Abklatschversuche

In Abhangigkeit vom Probenentnahmeort:

zurn Machweis von Handkeimen / Bedeutung der Handedesinfekiion Ege[l;ﬂeﬂ Keine Probenentnahme von Orten mit zu
Geldstiicke, Radergummi, Hande) Pilze erwartender hoher Verunreinigung mit
] Fakalkeimen (Toilette, Kompost. Abfalltonne ...).
Spontankuliuren auf Agarplatien Bakterien Keine offens Handhabung.
{Fangplatien) Pilze
Die magliche Konzentration von
Bakterien biologischen Arbeitsstoffen der
¥
Untersuchung von Bodenproben Pilze Risikogruppe 2 kann als sehr gering
eingestuft werden.
Abbau verschiedener C-Verhindungen durch Bacillus subtilis
Bodenorganismen Cellulomonas sp.

Anreicherung von anaerchen Bodenorganismen

Clostridium pasteunianum
Clostridium butyricum

Anzucht auf kohlenhydratreichen
Substraten (z. B. Kartoffeln) um das
Wachstum von peptolytischen
Clostridien (C. perfringens, C. fefani, C.
botulinum - RG 2) zu unterdnicken

Nachweis von Kapseln bei Bodenbakterien
(Farbung)

Azotobacter sp.

Anreicherung phototropher Bakterien

Rhodospirillaceas

Selektive Anreicherung von speziellen
Stoffwechselgruppen

Thiobacillus sp.
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2. Bakterienund Viren Material (7)

Anlage 3: Musterbetriebsanweisung fiir das Arbeiten mit biologischen Arbeitsstoffen

MUSTERBETRIEBSANWEISUNG
Arbeitsbereich: Biologie
Arbeitsplatz: Biologievorbereitungsraum _ /Fachraum Unterschrift:
Verantwortliche: Schulleitung / Fachlehrkraft Biologie

ANWENDUNGSBEREICH

Arbeiten mit biologischen Arbeitsstoffen analog Schutzstufe 1

GEFAHREN FUR MENSCH UND UMWELT

Gefahren fir Mensch und Umwelt bestehen durch biologische Arbeitsstoffe die analog Schutzstufe 1 zugeord-
net werden konnen nach dem Stand der Wissenschaft nicht. Ein Infektionsrisiko fur den Menschen ist unwahr-
scheinlich, ein allergenes oder toxisches Potenzial ist aber nicht grundsatzlich auszuschliefen. Ein mogliches
Auftreten von biologischen Arbeitsstoffen der Risikogruppe 2 fuhrt bei geringer Auftretenswahrscheinlichkeit
oder geeigneten Schutzmalnahmen nicht zu einer erhdhten Gefahrdung.

SCHUTZMASSNAHMEN UND VERHALTENSREGELN

Geeignete Kleidung tragen.

Gegebenenfalls Schutzbrille tragen.

Zum Pipettieren ausschlieflich Pipettierhilfen benutzen.

Aerosolbildung vermeiden, Fenster und Turen der Arbeitsbereiche sollen wahrend der Arbeit geschlossen sein.

Spritzen, Kandlen und Skalpelle sollen nur wenn unbedingt nétig benutzt werden. Benuizte Kaniilen direkt in die|
Kanilenabfallbehalter geben, nie in die Schutzhillen zuriickstecken.

Arbeitsplatz aufgeraumt und sauber halten.
Nach Beendigung der Arbeiten Hande mit Wasser und Seife waschen.
Im Arbeitsraum nicht essen, rauchen, trinken, Kaugummi kauen oder Kosmetika aufiragen.

Unbekannte Mischkulturen sind nach der Inkubation durch Abkleben luftdicht zu verschlieen und nicht mehr zu
Gffnen.

VERHALTEN IM GEFAHRFALL Ruf Feuerwehr: 112

Bei Freisetzung von biologischen Arbeitsstoffen ist die Lehrkraft zu informieren.

Kontaminierie Gegenstande oder Oberflachen sofort reinigen bzw. nass aufwischen und gegebenenfalls
desinfizieren.

Zum Wischen und Aufsaugen Zellstoff verwenden.

ERSTE HILFE Notruf: 112

Offene Wunden fachkundig versorgen.
Gegebenenfalls arziliche Hilfe in Anspruch nehmen.
Verletzungen sind der Lehrkraft zu melden — Dokumentation mittels Unfallanzeige oder Verbandbuch.

SACHGERECHTE ENTSORGUNG

Alle biologischen Arbeitsstoffe sind verschlossen in einem dafur bestimmten Abfallbehalter zu sammeln und
uber den Hausmull zeitnah zu entsorgen.

Die Entsorgung von Teichwasser, Bodenproben und Heuaufguss erfolgt Gber z. B. Kompost oder Gartenteich.
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