
Anhang C

Auch wenn die Methoden, die Ihnen in diesem Kapitel vorgestellt werden, im »ech-
ten« Buch keinen Platz mehr hatten, sind sie heute noch immer genauso wichtig für 
die Routine wie früher. Einige Teste werden nicht mehr von allen Laboren durchge-

führt (das trifft zum Glück auch auf die Tierversuche zu). Dennoch werden gerade die »al-
ten« bakteriologischen Verfahren gern im Unterricht zur Veranschaulichung demonstriert.

Mikroskopie – mehr als nur Licht
Im Buch wurde Ihnen in Kapitel 9 die Lichtmikroskopie vorgestellt, aber mit Licht können 
Sie auch nicht alles sehen – Viren oder Treponema pallidum (den Erreger der Lues) zum 
Beispiel nicht. In diesem Abschnitt werden Ihnen noch zwei weitere Methoden zur Mikro-
skopie vorgestellt, mit denen auch die ganz kleinen Objekte sichtbar werden.

Dunkelfeldmikroskopie – Tanz im Spotlight
Die Dunkelfeldmikroskopie ist eine besondere Methode, um kleinste Objekte wie zum Bei-
spiel Treponema pallidum kontrastreich zu mikroskopieren (siehe Abbildung  c.1). Diese 
Methode bedient sich des Tyndall- Effekts; dabei streuen kleine Teilchen Licht, wenn sie 
in einem dunklen Umfeld von einem Lichtstrahl getroffen werden. Diesen Effekt kennen 
Sie, wenn in einem abgedunkelten Raum herumfliegender Staub von einem Lichtstrahl be-
leuchtet wird. In der Routinediagnostik wird die Dunkelfeldmikroskopie allerdings nur sel-
ten durchgeführt.

Bei der Dunkelfeldmikroskopie von Treponemen haben Sie lebende und somit 
infektiöse Mikroorganismen unter dem Mikroskop! Bitte achten Sie hier beson-
ders auf Hygiene und Ihren eigenen Schutz!
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Elektronenmikroskopie – hier wird scharf geschossen
Die Elektronenmikroskopie gehört nicht (mehr) in die Routinediagnostik. Abgesehen da-
von, dass es inzwischen weitaus praktischere Methoden für die Identifikation von Viren 
gibt, ist so ein Gerät sehr, sehr teuer und seine Anwendung je nach Fragestellung oft sehr 
zeitintensiv. Da die Elektronenmikroskopie aber in den Virologie- Kapiteln oft Erwähnung 
gefunden hat und auch für die Forschung genutzt wird, werden Ihnen zwei Versionen die-
ser Technik kurz vorgestellt.

Warum Elektronenmikroskopie?
Viren sind sehr klein. Sie sind sogar so klein, dass sie meist das Auflösungsvermögen des 
Lichtmikroskops unterschreiten und daher keine erkennbare Ablenkung des Lichtstrahls 
hervorrufen. Um diese Winzlinge dennoch sichtbar machen zu können, haben sich schlaue 
Leute Elektronenmikroskope mit einem noch besseren Auflösungsvermögen ausgedacht. 
Damit die abgefeuerten Elektronen nicht mit Luftmolekülen wechselwirken, erfolgt der 
ganze Ablauf in einem Vakuum.

Transmissions- Elektronenmikroskop (TEM) – das geht  
sauber durch
1931 wurde von den deutschen Physikern Max Knoll und Ernst Ruska das erste experimen-
telle TEM in Berlin gebaut. Das TEM funktioniert ähnlich wie ein Lichtmikroskop, aller-
dings mit Elektronenstrahlen anstatt sichtbarem Licht (Abbildung c.2).

 ✔ Eine Elektronenkanone feuert Elektronenstrahlen ab.

 ✔ Durch einen Kondensor (Magnetspulen) werden diese Strahlen gebündelt.

Abbildung c.1: Dunkelfeldmikroskopie: Eintreffende Lichtstrahlen werden von einem Objekt (hier: 
Treponemen) in alle Richtungen gestreut.



ANHANG C Mikroskopie, Toxinnachweis und bakteriologische Methoden 3

 ✔ Die Elektronen durchdringen das Objekt. Damit sie es passieren können, muss das 
Objekt vorher aufwendig behandelt werden (zum Beispiel Schockgefrierung, Einbet-
tung in Kunstharz) und extrem dünn (10 bis 100 nm) aufgetragen werden.

 ✔ Objektspulen und Projektionsspulen konzentrieren die Elektronen nochmals.

 ✔ Ein Detektor misst die ankommenden Elektronen.

 ✔ Durch ein entsprechendes Verarbeitungsprogramm im PC kann das Objekt am Bild-
schirm sichtbar gemacht werden. Mit dem TEM können nur 2- D- Abbildungen er-
stellt werden.

Rasterelektronenmikroskop (REM) – mehr fühlen als sehen
Das erste Rasterelektronenmikroskop wurde 1937 von Manfred von Ardenne gebaut. An-
statt eine Probe mit dem Elektronenstrahl zu »durchleuchten«, wird diese mit dem Strahl 
abgetastet (Abbildung c.2). Seit einigen Jahren gibt es nicht nur Rasterelektronenmikros-
kope mit Hochvakuum, sondern auch welche mit variablem Druck, in denen Objekte ohne 
Beschichtung betrachtet werden können. Für eine Abbildung von Virendetails ist die Auf-
lösung aber zu gering.

 ✔ Eine Elektronenkanone erzeugt wieder einen Elektronenstrahl.

 ✔ Durch die Kondensor-  und Objektspulen, beides Magnete, wird der Elektronenstrahl 
gebündelt auf das Objekt geschickt.

Abbildung c.2: Vergleich von Rasterelektronenmikroskop (REM, links) und Transmissions- 
Elektronenmikroskop (TEM, rechts)
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 ✔ Der Elektronenstrahl trifft auf das Objekt. Dieses sollte ebenfalls vorher behandelt 
werden, es erhält bei Viren zum Beispiel eine Beschichtung aus Chrom. Das Objekt 
wirft die Elektronen wieder zurück. Durch die Bewegung des Elektronenstrahls kann 
das Objekt abgetastet werden; dabei werden Elektronen aus dem Probenmaterial her-
ausgeschlagen.

 ✔ Diese Sekundärelektronen gehen durch einen Verstärker, bevor sie auf einen Detektor 
treffen.

 ✔ Mit der entsprechenden Software generiert der PC aus den ankommenden Elektro-
nen ein 3- D- Modell Ihrer Probe.

Für die Routine sind diese Methoden zum direkten Virusnachweis ungeeignet. 
Greifen Sie lieber auf die serologischen und molekularbiologischen Methoden 
zurück. Die sind nicht nur günstiger, sondern auch einfacher und platzsparen-
der durchzuführen.

Toxinnachweis im Tierversuch
In Kapitel 6 wurden Ihnen die Clostridien vorgestellt, zu denen auch Clostridium tetani und 
Clostridium botulinum gehören. Bei Tetanus und Botulismus weisen Sie das Toxin selber 
nach. Da die Untersuchungsanforderung auf Tetanus-  und Botulinum- Toxin nur selten vor-
kommt, ist es für die Firmen leider nicht wirtschaftlich, einen serologischen Test auf den 
Markt zu bringen (im Gegensatz zum Toxinnachweis von Clostridioides difficile, denn dafür 
gibt es einen ELISA und immunchromatografische Testkits). Daher gibt es für beide Toxi-
ne leider immer noch den Tierversuch, der zum Glück aber auch nur ganz selten und nicht 
von jedem Labor durchgeführt wird. Selbstverständlich gilt es, auch strenge Vorschriften 
des Tierschutzgesetzes einzuhalten!

Für die Tests benötigen Sie mindestens vier Mäuse. Verwenden Sie nur zwei Tiere, kann es zu 
falsch negativen beziehungsweise falsch positiven Ergebnissen kommen, da Sie die Reaktionen 
der Mäuse nicht überprüfen können. Zwei Mäuse werden mit einem Antitoxin (Antikörper) 
»immunisiert«, bevor das Untersuchungsmaterial injiziert wird. Die anderen beiden Mäuse wer-
den nicht »immunisiert« und erhalten nur das Untersuchungsmaterial. Ist im Untersuchungs-
material das Toxin vorhanden, werden die ungeschützten Mäuse unter der Ausbildung typi-
scher Symptome eingehen, während die »immunisierten« Mäuse vor dem Toxin geschützt sind.

Bei Verdacht auf eine Vergiftung müssen Sie sofort eine Therapie mit Antitoxin 
einleiten! Untersuchungsmaterial müssen Sie zwar vor Therapiebeginn abneh-
men, Sie dürfen aber nicht das Ergebnis des Versuchs abwarten!

Nachweis von Tetanustoxin
Als Untersuchungsmaterial können Sie nur Patientenserum verwenden. Das Serum soll-
ten Sie möglichst bald nach Erkrankung (das Toxin dockt an den Nervenzellen an und ver-
schwindet langsam aus der Blutbahn) und vor Therapiebeginn (das verabreichte Antitoxin 
würde das Toxin inaktivieren und der Test »falsch negativ« ausfallen) abgenommen werden.
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Positives Testergebnis: Als typisches Symptom tritt bei den Mäusen durch einen Starrkrampf 
der Hinterbeine die in Abbildung c.3 gezeigte Robbenstellung der Hinterbeine auf. Allge-
meine Muskelkrämpfe können innerhalb von ein bis drei Tagen auftreten. Sie können den 
Test nur sicher als »positiv« bewerten, wenn die beiden Kontrollmäuse ohne gesundheitliche 
Beeinträchtigung am Ende des Tests am Leben sind, während die ungeschützten Mäuse (un-
ter mehr oder weniger stark ausgeprägten Symptomen innerhalb von 10 Tagen) verenden.

Nachweis von Botulinumtoxin
Sie können für diesen Test nicht nur Patientenserum, sondern auch Erbrochenes und Nah-
rungsmittel verwenden. Das Patientenserum sollten Sie auch bei diesem Test vor Thera-
piebeginn abnehmen. Erbrochenes und Nahrungsmittel müssen vor dem Testeinsatz in 
0,9%iger NaCl- Lösung zerkleinert und mit einem Filter steril gefiltert werden.

Positives Testergebnis: Typische Symptome sind neben der in Abbildung c.4 gezeigten We-
spentaille die allgemeine Muskelschlaffheit sowie die Lähmung der Beinmuskulatur. Bei 
den Mäusen tritt eine Schnappatmung auf. Der Tod der Mäuse tritt infolge der Atemläh-
mung ein. Sie können den Test nur sicher als »positiv« bewerten, wenn die beiden Kontroll-
mäuse ohne gesundheitliche Beeinträchtigung am Ende des Tests am Leben sind, während 
die ungeschützten Mäuse (unter mehr oder weniger stark ausgeprägten Symptomen inner-
halb von 7 Tagen) verenden.

»Alte« bakteriologische Teste – ganz 
lässig »old school«
Stellen Sie sich vor, in Ihrem Labor fällt ein wichtiges Gerät zur Identifikation aus oder Sie kön-
nen mit der biochemischen Identifizierung die Bakterienspezies nicht eindeutig bestimmen. 
In einigen Fällen hilft Ihnen noch nicht einmal die Molekularbiologie weiter, weil die einzelnen 
Vertreter einer Art biochemisch und molekularbiologisch zu nahe verwandt sind. Anbei eine 
kurze Liste mit einigen klassischen Tests, die Ihnen in diesem Fall sehr nützlich sein können.

Abbildung c.3: Schematische Darstellung. Links die normale Beinstellung der Mäuse, rechts die 
Robbenstellung
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Die Amme – Hilfestellung für Haemophilus influenzae
Wie in Kapitel 4 bereits beschrieben, benötigt Haemophilus influenzae zwei Wachstums-
faktoren (X- Faktor = Hämin, V- Faktor = NAD). Auf normalem Blutagar können Sie Hae-
mophilus influenzae nur dann wachsen lassen, wenn Sie zusätzlich einen Impfstrich von 
Staphylococcus aureus auftragen. Streichen Sie den verdächtigen Keim großflächig auf ei-
ner Agarplatte aus und bringen Sie einen Impfstrich von Staphylococcus aureus auf die 
Platte. Bebrüten Sie die Platte bei erhöhter CO2- Spannung und 36 °C über Nacht. In den 
Erythrozyten (roten Blutkörperchen) befindet sich das Hämin, das durch die Hämolyse 
von Staphylococcus aureus freigesetzt wird und jetzt als Nährstoff zur Verfügung steht. Zu-
sätzlich bildet der Erreger den Cofaktor NAD. Jetzt kann in der Hämolysezone von Staphy-
lococcus aureus (der »Amme«) dann als kleine, feine Kolonie Ihr Haemophilus influenzae 
wachsen (Abbildung c.5)

Abbildung c.4: Schematische Darstellung. Rechts die normale Körperform der Maus, links die 
sogenannte »Wespentaille«

Abbildung c.5: Das »Ammen«- Phänomen. In der Hämolysezone von Staphylococcus aureus sind 
die Erythrozyten zerstört, und Hämin wurde freigesetzt. Da Staphylococcus aureus den Cofaktor 
NAD produziert, kann Haemophilus influenzae nur in der Hämolysezone wachsen, obwohl er auf der 
gesamten Agarplatte verimpft wurde.
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Mit dem Amme- Test können Sie Haemophilus influenzae nicht eindeutig iden-
tifizieren, da auch andere Bakterien (beispielsweise andere Haemophilus spp.) 
im Hämolysehof von Staphylococcus aureus wachsen können.

Der XV- Test – weiter geht’s mit Haemophilus spp.
Um Ihren Keim aus dem Hämolysehof von Staphylococcus aureus weiter zu identifizie-
ren, können Sie den XV- Test verwenden. Auf eine Agarplatte ohne besondere Nährstoffe 
geben Sie eine Suspension mit Ihrem gesuchten Erreger. Jetzt legen Sie drei Testblättchen 
auf die Agarplatte. Ein Testblättchen ist mit dem X- Faktor, eines mit dem V- Faktor und das 
dritte mit beiden Faktoren getränkt. Bebrüten Sie die Platte bei erhöhtem CO2- Gehalt und 
36 °C über Nacht. Die Faktoren diffundieren in den Agar, und nur bei dem Testblättchen 
mit X-  und (!) V- Faktor kann Haemophilus influenzae wachsen und bildet einen Hof um 
das Blättchen (Abbildung c.6). Haemophilus parainfluenzae benötigt hingegen nur den 
V- Faktor, um zu wachsen.

CAMP- Test – wenn sich zwei Bakterien verbünden
Nach seinen Erstbeschreibern (Christie, Atkins und Munch- Petersen) benannt, dient Ihnen 
der CAMP- Test zur Identifikation von Streptococcus agalactiae. Geben Sie einen Impf-
strich von Staphylococcus aureus auf eine Blut- Agarplatte. Streichen Sie Streptococcus 
agalactiae im rechten Winkel aus und bebrüten Sie die Agarplatte bei 36 °C für 24 Stun-
den aerob (wenn Sie den Test bei erhöhtem CO2- Gehalt bebrüten, kann auch Streptococ-
cus pyogenes eine verstärkte Hämolyse hervorrufen). An der Stelle, an der beide Bakterien 
aufeinandertreffen, tritt eine pfeilförmige Hämolysezone auf (Abbildung c.7). Diese kommt 
durch ein Zusammenspiel des CAMP- Faktors (eines von Streptococcus agalactiae gebil-
deten Proteins) und des β- Hämolysins von Staphylococcus aureus zustande.

Abbildung c.6: Der XV- Test. Nur bei dem Testblättchen, aus dem beide Faktoren in den Agar 
diffundiert sind, kann Haemophilus influenzae als angrenzender Hof wachsen.
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Optochin- Test – Pneumokokken sind sensibel
Streptococcus pneumoniae und einige vergrünende Streptokokken (zum Beispiel Strep-
tococcus oralis) sind biochemisch und molekularbiologisch so nah miteinander verwandt, 
dass Sie keine eindeutigen Ergebnisse erhalten, und auch optisch ist nicht immer verlässlich 
ein Unterschied auszumachen. Jetzt können Sie den Optochin- Test einsetzen. Optochin 
heißt eigentlich Ethylhydrocuprein und ist eine auf Streptococcus pneumoniae bakteri-
zid wirkende Substanz. Bringen Sie Ihre verdächtige Kolonie in Suspension und streichen 

Abbildung c.7: Wenn der CAMP- Faktor von Streptococcus agalactiae auf das β- Hämolysin von 
Staphylococcus aureus trifft, entsteht durch ein Zusammenwirken eine pfeilförmige verstärkte 
Hämolyse der Schafserythrozyten.

Abbildung c.8: Um das Testblättchen mit Optochin hat sich auf einem Streptococcus- pneumoniae- 
Rasen ein Hemmhof gebildet (rote Eigenfarbe der Agarplatte). Andere Streptokokken wie 
Streptococcus oralis sind gegen Optochin resistent und wachsen bis an das Testblättchen heran.
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Sie sie gleichmäßig auf einer Müller- Hinton- Agarplatte mit Blut aus. Legen Sie ein mit Op-
tochin getränktes Testblättchen auf die Agarplatte und bebrüten Sie sie bei 36 °C aerob für 
24 Stunden. Wenn Sie den Test mit erhöhtem CO2- Gehalt bebrüten, kann es zu falschen 
Ergebnissen kommen (einige Pneumokokken sind dann Optochin- resistent). Die Substanz 
diffundiert in den Agar. Bei Streptococcus pneumoniae bildet sich ein Hemmhof um das 
Testblättchen, während andere Streptococcus spp. in der Regel resistent sind und bis an das 
Testblättchen heranwachsen (Abbildung c.8).




