
SterilisationsverfahrenSterilisationsverfahren
Die thermoresistentesten Lebensformen sind Die thermoresistentesten Lebensformen sind EndosporenEndosporen von von BacillaceaeBacillaceae..

1.1. AbtAbtööten durch Hitzeten durch Hitze
1.11.1 Trockene HeiTrockene Heißßluftluft

1.21.2 AusglAusglüühenhen

1.31.3 AbflammenAbflammen

1.41.4 Feuchte Hitze [Autoklav, Schnellkochtopf (NotlFeuchte Hitze [Autoklav, Schnellkochtopf (Notlöösung), sung), TyndallisationTyndallisation]]

2.2. AbtAbtööten durch Gifteten durch Gifte
2.12.1 EthylenoxidEthylenoxid

2.22.2 Ethanol 70%, Ethanol 70%, IsopropanolIsopropanol 70% (Koagulation der Proteine)70% (Koagulation der Proteine)

2.32.3 Neutralseifen, Neutralseifen, DetergenzienDetergenzien, usw., usw.

3.3. AbtAbtööten durch Strahlenten durch Strahlen

UVUV--Strahlung (SchStrahlung (Schäädigung des Genoms)digung des Genoms)

4.4. Abscheiden durch FiltrationAbscheiden durch Filtration
4.14.1 MembranfilterMembranfilter

4.24.2 Wattefilter fWattefilter füür Gaser Gase



Der AutoklavDer Autoklav
PRINZIP:PRINZIP:

Ein Autoklav ist ein druckEin Autoklav ist ein druck--
fester, gasdicht verschliefester, gasdicht verschließß--
barer Behbarer Behäälter. Im Innerenlter. Im Inneren
herrscht eine Atmosphherrscht eine Atmosphäärere
aus reinem Wasserdampf.aus reinem Wasserdampf.
Bei einem Bei einem ÜÜberdruck vonberdruck von
1 bar (101 bar (1055 Pa) erreicht manPa) erreicht man
eine Temperatur von 121eine Temperatur von 121°°C.C.
Bei einer Sterilisierzeit vonBei einer Sterilisierzeit von
15 Minuten werden dabei15 Minuten werden dabei
Alle Mikroorganismen einAlle Mikroorganismen ein--
schlieschließßlich der lich der EndosporenEndosporen
abgetabgetöötet.tet.

Sterilisiergut:Sterilisiergut:
Medien und GerMedien und Gerääte, diete, die
hhööhere Temperaturen nichthere Temperaturen nicht
vertragen.vertragen.



KulturmedienKulturmedien
LLöösung, die alle fsung, die alle füür das Wachstum der betreffenden Organismen r das Wachstum der betreffenden Organismen 

erforderlichen Bestandteile entherforderlichen Bestandteile enthäält.lt.

ØØ Energiequelle (hEnergiequelle (hääufig organische Kohlenstoffverbindung)ufig organische Kohlenstoffverbindung)

ØØ folgende Elemente in grfolgende Elemente in größößeren Mengen: C O H N S Mg K P Ca Feeren Mengen: C O H N S Mg K P Ca Fe

ØØ SpurenelementeSpurenelemente

ØØ Hauptbestandteil: destilliertes WasserHauptbestandteil: destilliertes Wasser

ØØ pHpH--WertWert



Kulturmedien

Definierte und 
komplexe 

Kulturmedien

Minimal- und
Vollmedien

Selektiv- und
Differential-Medien

Flüssige und
„feste“ Medien



Definiertes (synthetisches) KulturmediumDefiniertes (synthetisches) Kulturmedium Komplexes KulturmediumKomplexes Kulturmedium
Zusammensetzung aus definierten chemischen VerbindungenZusammensetzung aus definierten chemischen Verbindungen komplexe Bestandteilekomplexe Bestandteile
Beispiel:Beispiel: Beispiele:Beispiele:
KHKH22POPO44 0,5 g0,5 g PeptonePeptone und und TryptoneTryptone werden auswerden aus
NH4ClNH4Cl 1,0 g1,0 g FleischabfFleischabfäällen durch llen durch enzymatischeenzymatische
MgSOMgSO44 x 7 Hx 7 H22OO 0,2 g0,2 g Hydrolyse hergestellt.Hydrolyse hergestellt.
FeSOFeSO44 x 7 Hx 7 H22OO 0,01g0,01g HefeextrakteHefeextrakte werden aus Backwerden aus Back-- oderoder
CaClCaCl22 x 2 Hx 2 H22OO 0,01 g0,01 g Bierhefe hergestellt.Bierhefe hergestellt.
GlucoseGlucose 5,0 g5,0 g SSääftefte sind Auspressungen pflanzlichersind Auspressungen pflanzlicher
destdest. Wasser. Wasser 1000 ml1000 ml Gewebe, z. B. Tomatensaft, MohrrGewebe, z. B. Tomatensaft, Mohrrüübenben--
SpurenelementeSpurenelemente--SLSL 1 ml1 ml saftsaft

Vollmedium Vollmedium enthenthäält nebenlt neben unbedingt erforderlichen Nunbedingt erforderlichen Näährstoffenhrstoffen Minimalmedium Minimalmedium (ausschlie(ausschließßlichlich

auch Verbindungen, die dieser Organismus selbst herstellen kann,auch Verbindungen, die dieser Organismus selbst herstellen kann, definierte Medien) Es enthdefinierte Medien) Es enthäält nur dielt nur die
deren Zusatz das Wachstum jedoch meistens beschleunigt.deren Zusatz das Wachstum jedoch meistens beschleunigt. Bestandteile, die die MindestansprBestandteile, die die Mindestansprüücheche

des Organismus erfdes Organismus erfüüllen.llen.

SelektivSelektiv--Medium Medium bietet nur einer bestimmten Gruppe vonbietet nur einer bestimmten Gruppe von DifferentialDifferential--MediumMedium
Mikroorganismen gute Wachstumsbedingungen (Selektion).Mikroorganismen gute Wachstumsbedingungen (Selektion). Beispiel: Beispiel: ChinablauChinablau--LactoseLactose--AgarAgar
Beispiel: Beispiel: BrillantgrBrillantgrüünn--GalleGalle--LactoseLactose--MediumMedium
BrillantgrBrillantgrüün und Gallensalze hemmen das Wachstum fast aller Bakterien.n und Gallensalze hemmen das Wachstum fast aller Bakterien.
EnterobacteriaceaeEnterobacteriaceae (Darmbakterien) sind unempfindlich dagegen.(Darmbakterien) sind unempfindlich dagegen.

Feste Kulturmedien Feste Kulturmedien enthalten neben den anderen Bestandteilen enthalten neben den anderen Bestandteilen 

Geliermittel, die ihnen eine Geliermittel, die ihnen eine gelartigegelartige Konsistenz verleihen.Konsistenz verleihen.
AgarAgar: stark vernetztes, komplex zusammengesetztes : stark vernetztes, komplex zusammengesetztes PolysaccharidPolysaccharid ausaus
MeeresalgenMeeresalgen
Gelatine: GerGelatine: Gerüüsteiweisteiweißß (Kollagen)(Kollagen)



KulturgefKulturgefäßäßee



Robert KochRobert Koch

** 11. Dezember 1843 in Clausthal11. Dezember 1843 in Clausthal--
ZellerfeldZellerfeld

†† 27. Mai 1910 n Baden27. Mai 1910 n Baden--Baden an Baden an 
HerzschwHerzschwäächeche

-- Medizinstudium in GMedizinstudium in Gööttingenttingen

-- Erste groErste großße Entdeckung 1876e Entdeckung 1876

Erreger des Milzbrandes:Erreger des Milzbrandes:

BacillusBacillus anthracisanthracis

-- SpSpääter identifizierte Koch den Erreger der ter identifizierte Koch den Erreger der 
Tuberkulose (Schwindsucht):Tuberkulose (Schwindsucht):

MycobacteriumMycobacterium tuberculosistuberculosis

Er klEr kläärte auch den Ansteckungsweg rte auch den Ansteckungsweg üüber ber 
die Atemwege auf.die Atemwege auf.

-- 1883 Isolierung des Cholera1883 Isolierung des Cholera--Erregers:Erregers:

VibrioVibrio choleraecholerae

-- FFüür seine Tuberkuloser seine Tuberkulose--Forschungen Forschungen 
erhielt Robert Koch 1905 den Nobelpreis erhielt Robert Koch 1905 den Nobelpreis 
ffüür Medizin.r Medizin.



Bestimmung von Bestimmung von MikroorganismenkonzentrationenMikroorganismenkonzentrationen

Bestimmung der Bestimmung der MOMO--KonzentrationenKonzentrationen
durch direktes Auszdurch direktes Auszäählenhlen

1. Ausz1. Auszäählen in Zhlen in Zäählkammernhlkammern

2. Ausz2. Auszäählen in Ausstrichen aufhlen in Ausstrichen auf
ObjekttrObjektträägerngern

3. Ausz3. Auszäählen auf Membranfilternhlen auf Membranfiltern

Bestimmung der KeimkonzentrationenBestimmung der Keimkonzentrationen

Keimzahl (Koloniezahl)Keimzahl (Koloniezahl)

nach der Gussplattenmethodenach der Gussplattenmethode
durch durch AusspatelnAusspateln auf auf AgarplattenAgarplatten
nach der Methode von Miles und nach der Methode von Miles und MisraMisra
nach dem Tauchverfahrennach dem Tauchverfahren
nach der nach der SchSchüüttelagarmethodettelagarmethode
nach der Membranfiltermethodenach der Membranfiltermethode

Der Der KeimtiterKeimtiter gibt das kleinste Volumengibt das kleinste Volumen
der Probe an, in dem gerade noch ein MO durchder Probe an, in dem gerade noch ein MO durch
seine Vermehrung nachweisbar istseine Vermehrung nachweisbar ist

Wahrscheinlichste Keimzahl:Wahrscheinlichste Keimzahl:

MPN (MPN (mostmost probableprobable numbernumber))



Keimzahl (= Koloniezahl)Keimzahl (= Koloniezahl)
-- GussplattenmethodeGussplattenmethode
Vermischung des flVermischung des flüüssigen ssigen AgarmediumsAgarmediums mitmit

einem bekannten Volumen der Probe bzw. einereinem bekannten Volumen der Probe bzw. einer

VerdVerdüünnungnnung
Geeignet fGeeignet füür Keimkonzentrationen ab etwa10 mlr Keimkonzentrationen ab etwa10 ml--11

-- TauchverfahrenTauchverfahren

-- SchSchüüttelagarmethodettelagarmethode

„„KeimtiterKeimtiter““
Verschiedene Volumina der flVerschiedene Volumina der flüüssigen Probessigen Probe

bzw. von Verdbzw. von Verdüünnungen einer Probe in einernnungen einer Probe in einer

abgestuften Reihe werden jeweils mit einemabgestuften Reihe werden jeweils mit einem

geeigneten flgeeigneten flüüssigen Kulturmedium vermischtssigen Kulturmedium vermischt

und unter geeigneten Bedingungen bebrund unter geeigneten Bedingungen bebrüütet.tet.

Die Bestimmung des Die Bestimmung des TitersTiters ist bei Routineunterist bei Routineunter--

suchungensuchungen schnell und einfach durchzufschnell und einfach durchzufüühren.hren.

Sie ergibt jedoch nur sehr ungenaue Werte fSie ergibt jedoch nur sehr ungenaue Werte füürr

die Keimkonzentration. Die Abweichungen sinddie Keimkonzentration. Die Abweichungen sind

mindestens von der Grmindestens von der Größößenordnung der enordnung der VerdVerdüünn--

nungsstufennungsstufen..

„„Wahrscheinlichste KeimzahlWahrscheinlichste Keimzahl““ (MPN)(MPN)
Genauere Werte erhGenauere Werte erhäält man, wenn man mehrerelt man, wenn man mehrere

Parallelkulturen mit dem gleichen Volumen derParallelkulturen mit dem gleichen Volumen der

Probe bzw. ihrer VerdProbe bzw. ihrer Verdüünnungen ansetzt.nnungen ansetzt.

Dadurch wird die tatsDadurch wird die tatsäächliche Keimkonzentrationchliche Keimkonzentration

etwas genauer bestimmt, der Einfluss desetwas genauer bestimmt, der Einfluss des

Zufalls eingeschrZufalls eingeschräänkt. nkt. 



Schema des ArbeitsgangsSchema des Arbeitsgangs

VerdVerdüünnungsfaktornnungsfaktor

RRööhrchenhrchen

mit je 9 ml mit je 9 ml destdest. Wasser. Wasser

VerdVerdüünnungsreihennungsreihe

Petrischalen 1 mlPetrischalen 1 ml
VerdVerdüünnung + 15 bis 20 mlnnung + 15 bis 20 ml

AgarAgar KoloniezahlKoloniezahl

RRööhrchen mit je 6 mlhrchen mit je 6 ml

FlFlüüssigmediumssigmedium
GesamtkeimtiterGesamtkeimtiter und MPN +und MPN +

1 ml Verd1 ml Verdüünnung nnung 


