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Vorlesungsunterlagen

http://www.boku.ac.at 
Dept. f. Lebensmittelwissenschaften u.- technologie
http://www.dlwt.boku.ac.at/

 Institut für Lebensmittelwissenschaften
 Arbeitsgruppe Lebensmittelqualitätssicherung
 „Lehre“
download unter link: „Allg. Mikrobiologie & Hygiene“

Online Skripten und Vorlesungsunterlagen
des Departments f. Lebensmittelwiss. u. –technologie
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1. EINFÜHRUNG

MIKROBIOLOGIE

Allg. 
Biologie

Botanik Zoologie

Mykologie

Bakteriologie

Virologie

Phykologie Protozoologie
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HYGIENE

Gesunderhaltung Wohlbefinden

Mensch Umwelt

MIKROBIOLOGIE HYGIENE
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Streptococcus pyogenes

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme

Bifidobacterium sp.
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Candida albicans

Penicillium camemberti
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Aspergillus niger

Mit bloßem Auge nicht zu erkennen:

MIKROORGANISMEN
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Unter dem Begriff MIKROORGANISMUS darf 
nicht automatisch ein Lebewesen verstanden 

werden. Eine nicht unerhebliche Zahl von Infektions-
krankheiten wird von Viren oder virusartigen

Strukturen verursacht. Es handelt sich hierbei um 
infektiöse Partikel, die jedoch keinen eigenen 

Stoffwechsel aufweisen und deshalb im klassischen 
Sinne auch keine Lebewesen sind !

Begriffserklärung

mod. nach Black, 
2005

mit freiem Auge sichtbar

mit Elektronenmikroskop sichtbar

mit Lichtmikroskop sichtbar

Dimensionen
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Mikroskop von 
Robert Hooke
(1664)

Blauschimmelkolonie auf Leder

Brock, 2001

Industriell genutzte
Mikroorganismen

Verderbs-
mikroorganismen

Hauptaspekte 
der Mikrobiologie

Fermentations-
mikroorganismen

Gesundheits-
schädigende

Mikroorganismen

Antagonistisch
wirksame 

Mikroorganismen

Gesundheits-
fördernde

Mikroorganismen

MIKRO-
FLORA
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- Physiologische Mikroflora (Mensch und Tier, Umwelt)

- Pathogene Keime

- Mikroorganismen „im Dienste des Menschen“

Lebensmittel 

Biotechnologie

„Mikroorganismen in und um uns“

Gesamtheit des genetischen Potenzials 
von Mikroorganismen in bestimmten Habitaten 

Vielfalt an Mikroorganismen (im Darm, an den 
verschiedenen Oberflächen und Schleimhäuten)

DEFINITIONEN NEUER BEGRIFFE

MIKROBIOTA

MIKROBIOM



13

Einteilung von Mikroorganismen

- Künstliche Einteilung

- Natürliche Einteilung

orientiert sich an typischen
Merkmalen und Eigenschaften,
sehr oft zweckmäßig

orientiert sich an der Evolution,
berücksichtigt molekularbio-
logische Fakten

D.H. Bergey
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Einteilung der (Mikro)organismen
in einem „5-Reiche-System“

TIERE

PFLANZEN PILZE

PROTISTEN

PROKARYONTEN

(Einzellige bis „wenigzellige“
Eukaryonten)

Bakterien, Archaeen

Vorläufer der Eukaryoten?

Untersuchung molekularer Kriterien
zur Aufklärung der phylogenetischen

Verwandtschaft

16S rNA-Analyse
(Carl Woese)

Phylogenetischer Stammbaum
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Untersuchung molekularer Kriterien
zur Aufklärung der phylogenetischen

Verwandtschaft

16S rRNA-Analyse, 18S rRNA-Analyse
(Carl Woese)

Phylogenetischer Stammbaum

Madigan et al., 2006

Phylogenie der Lebewesen - Allg. Überblick

Brock, 2001

Stammbaum
gemäß 16S- und
18S-rRNA
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Aktivitäten in der Mikrobiologie

 Auffinden, Detektieren und Zählen der Mikro-
organismen

 Identifizieren und Typisieren der M.Org.

 Entfernen der M.Org. (reinigen, desinfizieren,...)

 Nützen der M.Org. (fermentieren, Biotechnologie..)

Geschichtliches -
Meilensteine der Mikrobiologie

A. van Leeuwenhoek
L. Spallanzani
E. Jenner
L. Pasteur
R. Koch
C. Gram
F. Rous
E. Behring
P. Ehrlich
A. Fleming
G. Domagk
Watson & Crick
O. Kandler
R. Gallo
K.B. Mullis
S.B. Prusiner

Bakterien
Bakt. Präparat
Pockenschutzimpfung
Alkohol. Gärung
Cholera, TBC
Gramfärbung
Tumorviren
Serologie
Immunbiologie
Penicillin
Sulfonamide
DNA-Struktur
Archae
HIV-Virus
PCR Technik
Prionen

1600

1800

1900

1920

1990
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Pioniere der Mikrobiologie und Hygiene

Chemische
und biologische
Evolution der Erde

Munk, 2001
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Einteilung der Mikroorganismen

Subzelluläre biologische Objekte:
• Viren
• Viroide
• Prionen

Einzellige Mikroorganismen:
• Prokaryonten

– Bacteria (Eubakterien)
– Archaea (Archaebakterien)

• Eukaryonten
– Hefen, Mikroalgen, Protozoen,…

Mehrzellige eukaryontische 
Lebewesen:
– Schimmelpilze,... Madigan et al., 2006

Einteilung der Mikroorganismen

Prionen PR  oteinhaltiges
I      nfektöses Agens
O    ohne isolierbare
N    ucleinsäure

„proteinaceous infectious agent“
Stanley Prusiner, 1982

Jakob-Creutzfeldt-Erkrankung
BSE, Scrapie
„Kuru“ Disease

< 5 nm
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Computerisierte Darstellung 
des Prion-Proteinmoleküls:

links die physiologische („gesunde“), 
rechts die pathologische 

(„krankhafte“) Form

Quelle: Bhakdi S., Bohl, J. (2002)  Deutsches Ärzteblatt

Einteilung der Mikroorganismen

Viroide

- Fremde Nucleinsäure innerhalb
einer Zelle

- Nackte Nucleinsäure ohne Hülle
- Geringe Zellmasse
- Vermehrung noch unklar
- Pflanzenkrankheiten

< 5 nm
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Viren

Einteilung der Mikroorganismen

- Obligate Zellparasiten
- Fertige Partikel mit jeweils 1 Typ
Nucleinsäure (DNA oder RNA)

- kein eigener Stoffwechsel
- immer 2 typische Strukturen:

Nucleinsäure
Kapsid (aus Kapsomeren)

verschiedene Formen

20 -200 nm

Einteilung der Mikroorganismen

Prokaryonten

- Einzellige Lebewesen
- enthalten DNA und RNA
- eigener Stoffwechsel
- Vermehrung durch Zweiteilung
- keine eigener Zellkern (ohne Membran)
- entwicklungsgeschichtlich: Vorstufe
für Eukaryonten

- Unterteilung in Eubakterien und
Archae(bakterien) Extreme Ansprüche
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Binäre Nomenklatur

Binäre Nomenklatur:  Der erste Name bezeichnet hier die Gattung
(Genus) und der zweite Name gibt die Art (Species) an.

Deutsch Latein Beispiel

Reich Regnum Bacteria

Abteilung Divisio Firmicutes 
(Gram+)

Klasse Classis Bacilli

Ordnung Ordo Lactobacillales

Familie Familia Lactobacillaceae

Gattung Genus Lactobacillus

Art Species acidophilus

Stamm DSM 590027

2. GRUNDLAGEN 
DER 
BAKTERIOLOGIE
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Bakterien

- typische Formen (Coccen, Stäbchen)
- typische Zellanordnungen
- typischer Zellwandaufbau
- keine Membran um den Zellkern
- beweglich oder unbeweglich
- typische Antigenmuster ihrer Oberfläche
- typisches Stoffwechselverhalten
- Vermehrung durch Zweiteilung

Formen, Größe und Zellverbände von Bakterien

1. Kugelförmige Bakterien („Kokken“)

einzeln, paarweise oder in Zellverbänden (Ketten, 
Haufen, Viererpakete und Trauben)
Durchmesser: ca. 0,5 - 2 µm

Beispiele:
Micrococcus
Streptococcus
Staphylococcus

Morphologie
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Kugelförmige Bakterien („Kokken“)

paarweise: Diplokokken

Ketten: Streptokokken

Viererpakete: Sarcinen

Trauben- und Haufenform: Staphylokokken

Formen, Größe und Zellverbände von Bakterien

2. Zylinderförmige Bakterien („Stäbchen“)

Gerade Stäbchen

einzeln oder in Zellverbänden, bevorzugt 
in Ketten
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Formen, Größe und Zellverbände von Bakterien

Kurzstäbchen Langstäbchen

Breite     ca. 0,5 µm                       ca. 1 - 1,5 µm 

Länge    1,5 - 3 µm                        4 - 8 µm

Pseudomonas
Serratia
Escherichia
Enterobacter
Proteus

z.B.: Bacillus
Lactobacillus
Clostridium

3. Gekrümmte und schraubenförmige
Stäbchen

Breite ca. 0,5 - 1 µm
Länge 3 - 6 µm

Beispiele:
Ancylobacter (gekrümmt)
Vibrio (gekrümmt)
Aquaspirillum (spiralförmig)

Formen, Größe und Zellverbände von Bakterien
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„Spezialformen“ bei Bakterien

Chlamydien

Rickettsien

Mykoplasmen

besitzen DNA und RNA , vermehren
sich nur parasitär in eukaryotischen 
Zellen, Entwicklungszyklus innerhalb
der Wirtszelle

besitzen DNA und RNA, vermehren
sich nur in eukaryotischen Zellen
durch Zweiteilung (kein Entw. Zyklus)

Vermehren sich wie Bakterien extrazellulär, 
besitzen jedoch keine starre Zellwand,
variable Formen (kokkoid bis fadenförmig)

0,3 - 1 µm

0,3 - 0,7 µm

0,2 - 0,3 µm

Bakterielle Zellformen
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Bakterielle Zellformen - Beispiele

Lactococcus lactis

Streptokokken

Diplokokken

Bakterielle Zellformen - Beispiele

Staphylococcus epidermidis

Haufen bzw. Trauben
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Micrococcus luteus

Sarcinenform

Bakterielle Zellformen - Beispiele



28

Bakterielle Zellformen - Beispiele

Bacillus subtilis

Langstäbchen

Lichtmikroskop mit 
Dunkelfeldkondensor

Bakterielle Zellformen - Beispiele

Citrobacter freundii

Kurzstäbchen
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Bakterielle Zellformen - Beispiele

Lactobacillus acidophilus

Phasenkontrastmikroskop-Aufnahme

WK, 2000
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Bakterielle Zellformen - Beispiele

Corynebacterium diphtheriae

Keulenform

Bakterielle Zellformen - Beispiele

Vibrio cholerae

Gekrümmte Stäbchen

Quelle: ASM News 7/2003

Elektronenmikroskopische Aufnahme
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Bakterielle Zellformen - Beispiele

Bifidobakterien

Bakterielle Zellformen - Beispiele

Spirillum volutans

Spirillenform
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Bakterielle Zellformen - Beispiele

Treponema pallidum

Spirochätenform

Bakterien -
kleine Zellen - große Oberfläche !
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Erklärung:

Würfel: Kantenlänge 1 cm (Vol. 1 cm )
unterteilt in µm......ergibt 10   Würfel á 1 µm

3

12

Vergrößerung der Oberfläche 
1 cm  -Würfel gegenüber 10   µm  -Würfel:12 3 3

FAKTOR 10.000

Bakterienvolumen: ca. 1 µm 
3

3

Aufbau einer Bakterienzelle

Munk, 2001

30 - 15 % Trockenmasse
70 - 85 % Wasser
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Elektronenmikroskopische Aufnahme
einer Bakterienzelle

Aufbau einer Bakterienzelle

Brock, 2001



35

Aufbau 
einer Bakterienzelle

Brock, 2001

Die bakterielle Zellwand - Grundcharakteristik

- dünn
- elastisch
- stabilisierend
- durchlässig für Nährstoffe
- Grundgerüst: „Murein-Sacculus“
Peptidoglycan (Polymer) aus Zuckern
und Aminosäuren (Zus.setzung
variabel, > 100 Arten)

„Murus“ (latein: Wand)

N-Acetylglucosamin
N-Acetylmuraminsäure
ß-1,4 glycosidisch verknüpft
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Peptidoglycan
von S. aureus

Das „Rückgrat“
der Bakterienzelle

Diaminopimelinsäure
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G....N-Acetylglucosamin
M....N-Acetylmuraminsäure

...Peptidbindungen
Brock, 2001

Unterschiede im Zellwandaufbau

Auswirkung auf die Gram-Reaktion

ca. 2 nm DMca. 20-30 nm DM
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Grampositiv Gramnegativ

Bacillus subilis
E. coli

1 µm

Zellwandaufbau grampositiver Bakterien

Brock, 2001

!
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Zellwandaufbau gramnegativer Bakterien

Brock, 2001

!

LPS

Periplasmatischer Raum bei Gram-neg.

Zellwandaufbau der Archaeen 

Bei einigen Arten:
- Pseudopeptidoglycan
- Polysaccharidstruktur
- Bestandteile:

N-Acetylglucosamin
N-Acetyltalosaminuronsäure
ß-1,3-verknüpft

Ebenfalls möglich:
- parakristalline Oberflächenschichten („S“)

Große Vielfalt !
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Parakristalline S-Schicht von Thermoproteus

S.......“surface“ layer

Munk, 2001

Parakristalline S-Schicht von Aquaspirillum
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Besonderheiten im Zusammenhang mit den 
unterschiedlichen Zellwandaufbauformen

- Lysozym
- Gramreaktion
- Antibioticaempfindlichkeit
- LPS/Endotoxine
- Aminopeptidase-Reaktion
- Coryneforme Bakterien
- Protoplasten, Sphäroplasten

„Stichwortliste“

Lysozym

- N-Acetyl-Muramylhydrolase (Enzym)
- spaltet ß-1,4-Bindung zwischen
N-Acetylglucosamin u. N-Acetyl-
muraminsäure

- Vorkommen: Tränenflüssigkeit
Hühnereiklar
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Die Gramfärbung

- H.C. Gram, 1884
- bakterielle Diagnostik
- unterschiedliches Färbeverhalten, bedingt
durch Zellwandaufbau

- Alter der Bakterienkultur beeinflusst
Färbeverhalten

- säurefeste Bakterien nicht Gram-differenzierbar
(z.B. Nocardia, Mycobacterium)

- Coryneforme Bakterien ebenfalls
nicht Gram-differenzierbar

Ziehl-Neelsen-Färbung

Gramfärbung

Staphylococcus epidermidis
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Gramfärbung

Bacillus subtilis

Pseudomonas fluorescens

Staphylococcus xylosus

Antibioticaempfindlichkeit

- „Medizinische Achillesferse“
- Antibiotica (bakt. Zellwandsynthetase-
Hemmer)

- Schritt der sogen. Transpeptidierung
blockiert

- Ausbildung von „L-Formen“ (....large)

Bakt.zelle

Einwirkung von
Penicillin

L-FORM
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E.coli Zelle 
nach Einwirkung von Penicillin

9000-fache Vergrößerung

Schlegel, 1992

Antibiotica:

Hemmung der bakteriellen Zellwandsynthese

- Penicilline (ß-Lactam-Antibiotica)
- Cephalosporine
- Monobactame/Carbapeneme
- Glycopeptide
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LPS / Endotoxine

- Bestandteil der gramnegativen Zellwand
- nach dem Tod der Bakterienzelle freigesetzt
- aktives exogenes Pyrogen
- regt im menschl. u. tier. Organismus 
die Bildung von Cytokinen an

- führt letztlich zum Temperatur(Fieber)anstieg
- LPS-Nachweis mittels Limulustests

Galenik

Aminopeptidase

- typisches Enzym der gramnegativen
Zellwand

- gramnegative Bakterien zeigen starke
Aktivität

- Alternative/Ergänzung zur Gramfärbung
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Coryneforme Bakterien

- Peptidoglycan-Schicht mit
Arabinogalactan vernetzt

- Ausbildung wachsartiger Polymere
- Gramfärbung funktioniert nicht

Protoplasten

Def.: Zelle ohne Zell-
wand, z.B.nach Ein-
wirkung von Lysozym

Osmotischer Druck

Sphäroplasten
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Mycoplasmen

im Grunde genommen freilebende, sehr kleine, parasitäre 
Protoplasten, die durch Zellwand-orientierte Antibiotica 
(z.B. Penicillin) nicht beeinträchtigt werden
(„Weichhäuter“….Mollicutes)
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3. ZELLSTRUKTUREN

Das Gen  - die funktionelle Einheit 
der genetischen Information

- bestimmt die Aminosäure-Zusammensetzung
von Proteinen und Peptidketten

- ….Proteine enthalten 20 verschiedene Amino-
säuren

- ….Proteine enthalten Hunderte von 
Aminosäureresten
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Die Pioniere der
Aufklärung der 
DNA-Struktur

Das bakterielle Genom

- Träger der genetischen Information
- Makromolekül: Desoxyribonucleinsäure (DNA)
- besteht aus 

Desoxyribose 
Phosphorsäure

Purinbasen
Pyrimidinbasen

- paarweise Vernetzung durch H-Brückenbindung
- genetische Information auf Basis der Basenfolge
festgelegt

- Größe: 0.8 bis 8 Mio. Basenpaare

Adenin
Guanin

Zellkern ohne Zellmembran

Cytosin
Thymin

(Uracil)

*)

*)
Winkler,1920
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Brock, 2001
!

DNA-Struktur

- Doppelhelix
(„antiparalleler Doppelstrang“)

- komplementäre Verbindungen
zwischen den Basen 

- hohes MolekulargewichtBrock, 2001
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DNA-Struktur

Brock, 2001

- Nucleotidstrang
- Basenpaare..........
....Kilobasenpaare (kbp) 

Beispiel:
E.coli-Genom: 
- ca. 4600 Mbp
- pro bp ca. 0.34 nm lang
- pro Helixdrehung: 10 bp

1000

1.000.000

Anordnung der Basenpaare

Brock, 2001
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Taxonomische Bedeutung des Genoms

- Genomaufklärung revolutionierte Systematik
- „GC-Gehalt“ (Guanin/Cytosin) der DNA 
typisch für alle Lebewesen

(G+C) / (A+T+G+C) x 100 = GC-Gehalt in %

- heute eines der wichtigsten taxonomischen
Merkmale

- unterschiedliche Spannbreite !

Anteil der Basen Guanin und Cytosin an der Gesamtheit aller Basen

Tiere
Pflanzen
Algen
Pilze
Einzellige Eukaryonten
Bakterien
Archae

35 - 43
33 - 57
35 - 68
21 - 60
21 - 66
20 - 78
26 - 61

Gruppe                  GC-Gehalt (mol%)

Quelle: Munk, 2001
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Genetischer Informationsfluss in der Bakterienzelle

3 Stadien:

Replikation

Transkription

Translation

DNA verdoppelt sich, es entstehen
2 Doppelhelices, d.h. aus 2 Strängen
werden 4 !

Ausbildung einer einzelsträngigen 
Messenger RNA (mRNA), mit der die 
genet. Information vom DNA-Strang
weitergeleitet wird.

Erstellung spezifischer Aminosäuren-
sequenzen auf Basis der Basenfolge
(genetischer Code)....Polypeptidkette,
unter Beteiligung der Transfer-RNA

Proteinbiosynthese
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Messenger RNA …Kopie eines DNA Segments, Basis für ein best. Protein
Transfer RNA … unterstützt den Transport von Aminosäuren zu den 

Ribosomen, um dort Proteine zu synthetisieren
Ribosomale RNA …Bestandteil der Ribosomen, dient der Synthese 

von Proteinen

Quelle:
www.theodora.com

Genetischer Code

- 3 mRNA-Basen codieren 1 Aminosäure
- „Proteinsyntheseapparat“ übersetzt Code
in die Proteinform

- CODE = CODON = TRIPLETT
- 4 Basen      4    Möglichkeiten       64
- zusätzlich Startcodons und Stoppcodons
- Beispiele:

Glycin......GGA
Arginin.....CGA
Tyrosin.....UAC

- Ort der Synthese: Ribosomen
- Beteiligung der Polymerasen

3

(UAG, UAA, UGA)(AUG)
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Ribosomen

- Orte der Proteinbiosynthese
bei den Pro- (und Eukaryonten)

- Träger der RNA
- Aufbau aus Untereinheiten mit
unterschiedlicher Größe (Sedimentations-
verhalten, „S“...Svedberg-Einheit)

- Antibioticaempfindlichkeit
- in stärkster bakterieller Wachstumsphase:
viele Ribosomen.....Polysomen

Transfer-RNA (tRNA):

- bestimmte Enzyme bringen tRNA
und ihre spezifische Aminosäure 
zusammen

- ATP fungiert als Aktivator

Aminosäure + ATP        Aminoacyl-AMP + P-P
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Beispiel für die Katalyse der Aminosäure Valin

Brock, 2001
Enzym

Valin
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Theodor Svedberg
(1884-1971)

Angabe des 
Sedimentationskoeffizienten

in „Svedberg-Einheiten“
(10   s)-13

Ultrazentrifuge

Hof, Müller, Dörries, 2000
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Antibiotica:

Hemmung der bakteriellen Proteinbiosynthese

- Aminoglycoside
- Makrolide
- Lincosamide
- Tetracycline
- Chloramphenicol
- Oxazolidone
- Ketolide
- Streptogamine

Plasmide

- kleine genetische Elemente, die vom
eigentlichen Chromosom getrennt sind

- doppelsträngig
- unterschiedliche Größe (wenige bis tausende kb)
- meist zirkuläre Form, selten linear
(„Haarnadelstruktur“)

- verantwortlich für bestimmte Eigenschaften
- replizieren sich autonom
- Austausch von Plasmiden zwischen Bakterien-
zellen möglich (Konjugation)

- Episome: im Chromosom integriertes Plasmid
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Plasmid

Plasmid

Chromosom

Schonend
aufgebrochene
Zelle

n. Brock, 2001

Plasmide

1 µm
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Übetragung von Plasmiden durch Zellkontakt
während der Konjugation

n. Brock, 2001

Kategorien von Plasmiden

- Metabolische Plasmide

- Resistenzplasmide

- Virulenzplasmide

- Toxinbildungsplasmide

- Kryptische Plasmide

Gene für die Metabolisierung
von Nährstoffen, Synthese von
Bacteriocinen

gegen Schwermetalle, Antibiotica

für pathogene Eigenschaften, z.B.
die Kolonisierung von Wirts-
zellen

codieren Synthese von Toxinen,
z.B. Enterotoxin oder 
B. thuringiensis-Toxin

verleihen der Zelle keine neuen
Eigenschaften
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Cytoplasma

- flüssiger Anteil der Zelle, die durch
Cytoplasmamembran begrenzt wird

- enthält verschiedene Organellen
- Hauptanteil: Wasser, daneben Makromoleküle,
Ribosomen, kl. organische Substanzen, 
anorganische Ionen

- reagiert auf osmotische Einflüsse

A   Zellwand
B   Cytoplasmamembran
C   Ribosomen
D   Cytoplasma
E   Chromosom
F    Plasmid

Bakterielle Zelle
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Cytoplasmamembran

- semipermeable Lipiddoppelschicht:
nach außen : hydrophil
nach innen: hydrophob

- Sitz des „Permeasesystems“
- selektive osmotische Schranke
- Barriere nach innen und nach außen:

verhindert „Auslaufen“ und dient dem Transport
von Nährstoffen hinein und hinaus

- eingelagerte Proteine
wichtig für Transport („Carrier“), Bioenergetik, 
Chemotaxis

Turgor

- Stoffwechselregulation
Elektronentransport
Oxidative Phosphorylierung
bzw. Energiegewinnung (ATP)

- Rolle bei der Endosporenbildung
- empfindlich gegen oberflächenaktive
Substanzen u. einzelne Antibiotica

Cytoplasmamembran:
Weitere wichtige Funktionen
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Grundstruktur der Phospholipid-Doppelschicht
der Cytoplasma-Membran

ca. 8 nm

Brock, 2001

Schema der Cytoplasmamembran

Brock, 2001
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Turgor

- Innendruck innerhalb der bakteriellen Zelle
- Osmotische Verhältnisse: 

Wassermoleküle
gelöste Teilchen

„Umgebung“ mit
Nährstoffen

„Umgebung“ mit
Nährstoffen Turgor

Diffusion
Permeation
aktiver Transport (Carrier)

Normale hypotonische Umgebung
(außen niedrigere Konz. als innen)

Wassereintritt durch Osmose,
semipermeable Zellmembran,
Stabilisierung durch Zellwand

Isotonische Umgebung
(Gleichgewicht zw. Innen und außen)

Hypertonische Umgebung
(außen höhere Konz. als innen)

Plasmolyse

Grampositive Bakterien
Hefen

Schimmelpilze

Zellschrumpfung

Gramnegative Bakterien

Einfluss des osmotischen Drucks auf Mikroorganismenzellen

(mod. n. Garbutt, 1997)
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Einschlüsse im Cytoplasma

Verbindungen aus:
- Kohlenstoff
- Stickstoff
- Schwefel
- Phosphor

Reservefunktion

 Stärke
 Glykogen
 Fettgranula u. -tröpfchen
 Poly-ß-Hydroxybuttersäure (PHB)
 Neutralfette u. Wachse
 Polyphosphate
 Schwefelkügelchen
 Parasporale Kristalle
 Gasvakuolen
 Carboxysomen
 Cyanophycingranula

Einschlüsse/Reservestoffe
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Stärke / Glykogen

Glykogeneinschlüsse 
in E. coli

Schlegel, 1992

PHB

PHB in Zellen von 
Alcaligenes eutrophus

Schlegel, 1992

- Thermoplastische 
Eigenschaften

- Plastikersatz
- Biokompatibiltät
(Medizintechnik) PHB in Zellen von 

Chromatium

Industrielle Nutzung:
100 g Zucker       30 g PHB
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Polyphosphate

- erstmals bei Spirillum volutans beschrieben
„Volutinkörner“

- Typische Anfärbbarkeit mit Farbstoffen
(Methylenblau, Toluidinblau)

- langkettige u. ringförmige Phosphate

Volutinkörner in Sprillum volutans
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Schwefel

- bei Sulfid-oxidierenden Bakterien
- temporäre Schwefelkügelchen
- Energiequelle

Schwefeleinschlüsse bei 
Beggiatoa gigantea

Schlegel, 1992

Gasvakuolen

- verleihen Schwebefunktion
- bestehend aus ein od. mehreren Gasvesikeln
- spindelförmige Vesikel mit Proteinwand (2 nm)
- bei vielen Wasserbakterien
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Vakuole in einer Hefezelle
(rasterelektronenmikroskopische Aufnahme)

Carboxysomen

- polyedrische Gebilde
- Größe: durchschn. ca. 100 nm
- bei Cyanobakterien, nitrifizierenden Bakt.
- dienen der Fixierung von CO 2

Präparat von Carboxysomen 
aus Thiobacillus neapolitanus Brock, 2001
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Cyanophycingranula

- Speicher f. gebundenen Stickstoff
- nur bei Cyanobakterien
- Polypeptidstruktur (Asparaginsäure
und Arginin)

Endosporen

- resistente Dauerform bei bestimmten 
grampositiven Bakterien

- sehr hitze- und umweltresistent
- dickwandig
- runde oder elliptische Formen
- Spore mit hoher Dichte und hoher Lichtbrechung
- hoher Anteil an Ca-Dipicinolat
- typische Lage innerhalb der Bakterienzelle
- Endosporenbildung durch äußere Einflüsse 
induzierbar

Bacillus
Clostridium
Sporosarcina
Heliobacterium
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Brock, 2001

Elektronenmikroskop. Aufnahme
einer Endospore von Bacillus megaterium

Dipicolinsäure

Brock, 2001
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Lage von Endosporen

zentral

terminal

subterminal

Sporangium
geschwollen oder nicht

Clostridium botulinum
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Vereinfachter Lebenszyklus 
endosporenbildender Bakterien

Alexander & Streete, 2000

Madigan et al., 2006
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Sporenfärbe-Präparat

Bacillus licheniformis

Endosporen

Sporenfärbe-Präparat

Bacillus sphaericus

Endospore
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Phasenkontrastmikroskopische
Aufnahme

Clostridium tyrobutyricum

Endosporen
Vegetative

Zellen

E. Czech, 2001

Clostridium tetani

Endospore

Vegetative Zelle
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Praktische Bedeutung von
endosporenbildenden Bakterien

- ubiquitäre Präsenz
- keine Abtötung durch normale Pasteurisation
- Sterilisation erforderlich
- Desinfektionsmittel nur teilweise wirksam
- extrem lange Überlebenszeiten !

- Nachweis:
- Färbemethoden
- Kultureller Nachweis („Sporenzahl“)

Bakterielle Oberflächenorganellen

 Geißeln (Flagellen)

 Fimbrien

 Fibrillen

 Pili
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Geißeln (Flagellen)

- ermöglichen Beweglichkeit der Bakterienzelle
- helikal gewundene Fäden 
mit ca. 10 - 20 nm Durchmesser
bis zu 20 µm Länge

- Rotationsprinzip

- typischer Aufbau: 
Filament  - Haken  - Basalkörper

- typische Substanz: Flagellin (Protein)
- Unterschiede im Feinbau Grampos./Gramneg.

z.B.: E.coli: 100 U / sec          1.5 mm / min

Struktur einer prokaryotischen Geißel

Brock, 2001
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Begeißelungsformen

Schlegel, 1992

Elektronenmikroskopische Aufnahme
von Proteus

Munk, 2001
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Vibrio cholerae

Monopolare, monotriche 
Anordnung der Geißel

Nachweis der Begeißelung
bzw. Beweglichkeit

Mikroskopisch

Kulturell

Geißelfärbung

Elektronenmikroskopisch

Hängender Tropfen

Schwärmplatten
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Geißelfärbepräparate

Pseudomonas aeruginosa

Proteus vulgaris

Phasenkontrastmikroskopische
Aufnahme einer Geißelfärbung

Bacillus subtilis
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100

Öl

Objektiv

Immersionsöl

Deckglas

HÄNGENDER TROPFEN
Vaseline

Kreuztisch

Kondensor / Licht

Auge

Mikroskopieren des Hängenden Tropfens

Objektträger

Bewegliche Zellen im mikroskopischen Gesichtsfeld
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Enstehung eines Schwärmhofes
nach Inkubation

B. subtilis

Fimbrien

- höchstwahrscheinlich Adhärenzfaktoren
- kurze (2 - 5 µm) ca. 30 - 40 nm dicke
Fädchen

- von Bedeutung für 
Pathogenität

- aus Protein aufgebaut
- viele Fimbrien pro
Zelle

Brock, 2001

Geißeln und Fimbrien
einer Salmonella typhi-Zelle
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Pili

- bei gramnegativen Bakterien
- unterteilt in:
F-Pili  (lang)
I-Pili (kürzer)

- röhrenförmige Struktur
- länger als Fimbrien (bis zu 20 µm)
- Durchmesser ca. 5 - 8 nm
- nur ein bis wenige Pili pro Zelle
- Beteiligung am Konjugationsprozess
- Gene für Pili auf Plasmiden codiert

Sex-Pili

Pilus (latein.: „Haar“)

Salmonellenzelle mit Pili
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Kontakt zwischen zwei 
konjugierenden Bakterien über Pili

Spezielle Oberflächenstrukturen bei Bakterien

Kapseln und Schleimschichten

- Exopolymere
- „Glycokalyx“
- unterschiedliche Form 
und Struktur

- starr oder flexibel
- Schutzfunktion
- Schleimabgabe in das Medium möglich
- biotechnologisch interessant              

Polysaccharide
Glycoproteine

Aminozucker
Polyalkohole

Protein

Bacillus anthracis

scharf abgegrenzt diffundierend
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Acinetobacter Rhizobium

Bakterienkapseln

Brock, 2001

Kapseln: Medizinische Bedeutung

- Virulenzfaktor
- Schutz vor Phagozytose
bzw. vor Angriff des Immunsystems

- Zahnbelag (Laevan, Streptococcen)

Streptococcus pneumoniae
Bacillus anthracis Resistenzfaktor

Proteinkapsel
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(Bio)technologische Bedeutung

- Dextran

- Sephadex

- Xanthan

- Cremige Sauermilchprodukte

Blutplasmaersatz (Leuconostoc mesenteroides)

Molekularsieb  (Leuconostoc mes.)

Verdickungsmittel  (Xanthomonas campestris)

EPS-bildende Milch-
säurebakterien

Bakterien mit röhrenförmigen Hüllen

- Material: Heteropolysaccharid
- oft mehrere Zellen von Scheide umgeben 
- in Tümpeln, Abwasser
- bildet lange Fäden
- fallweise Probleme bei Kläranlagen
- Sphaerotilus, Beggiatoa

Sphaerotilus natans

Schlegel, 1992
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Beweglichkeitsreize für Bakterien

Taxien

Chemotaxis
Osmotaxis

Aerotaxis

Phototaxis

Magnetotaxis

anziehend
oder
abstoßend -
„Lockstoff“-
„Schreckstoff“

Chemotaxis:

in Abhängigkeit von der Lockstoff-Konz.:
taumelnde oder geradlinige Bewegung

Munk, 2001
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Kapillare
Kapillare 

mit Lockstoff
Kapillare 

mit phys. NaCl
Kapillare 

mit Schreckstoff

„Kapillarexperiment“ zur Chemotaxis

Bakteriensuspension

mod n. Brock, 2001

Chemotaxis von Pseudomonas
(Schwärmverhalten hin zu nährstoffreicheren

Regionen der Nährbodenplatte)
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Aerotaxis:

Bewegung auf Sauerstoff zu oder 
von ihm weg

„Beijerinck´sche Atmungsfiguren“

Luftblase

Aerobier Mikroaerophile Anaerobier

Phototaxis:

bei phototrophen Bakterien starke
Affinität hin zum Licht

Phototaxis von Thiospirillum

Brock, 2001
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Magnetotaxis:

- Bakterien orientieren sich im Magnetfeld
- schwimmen entlang der Feldlinien
- enthalten eisenhaltige Grana:
„Magnetosomen“

- häufig anaerobe bis mikroaerophile Keime

Magnetosomen (Eisenoxid) bei Aquaspirillum
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Sonstige Merkmale von Prokaryonten

Pigmente

Farbstoffe in das Medium ausgeschieden

Zelle selbst pigmentiert

Bedeutung und Eigenschaften von Pigmenten

- Schutzfunktion
- Sekundäre Metabolite
- überwiegend gelbe, rote, orange
Farbtöne                 Carotinoide

Pulcherrimin
Prodigiosin

- blaue bis violette Pigmente
Indigoidin
Violacein
Phenazinfarbstoffe

- gelbgrün-fluoreszierende Pigmente
„Siderophore“

Mycobacterium
Rhodotorula
Serratia marcescens

Corynebacterium
Chromobacterium
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa
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Pigmentierung von Mikroorganismen

Fraktionierter Ausstrich von Serratia marcescens

Pigmentierung von Mikroorganismen

Mycobacterium tuberculosis 
auf Loewenstein-Jensen-Agar
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Pigmentierung von Mikroorganismen

Rhodotorula sp.



08.04.2013
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4. GRUNDLAGEN 
DER 
VIROLOGIE

Charakteristik  der Viren

- Obligate Zellparasiten
- Vermehrung in Wirtszelle (.....Tod)
- Fertige Partikel mit jeweils 1 Typ
Nucleinsäure (DNA oder RNA 
oder beide)

- DNA und RNA entweder einzel-
oder doppelsträngig

- kein eigener Stoffwechsel
- immer 2 typische Strukturen:

Nucleinsäure
Kapsid (Protein aus Kapsomeren)
verschiedene Formen

20 -200 nm



08.04.2013

2

Geschichtliches:

- 1892: Ivanowski, Tabakmosaikvirus
- Viren passieren Bakterienfilter
- Infektion bei Tabakpflanzen
- 1898: Beijerinck, neue Klasse von

Mikroorganismen
- 1935: Stanley präparierte TMV

1400 v.Chr.:
ägypt. Tempelpriester
mit Poliomyelitis-
Symptomen
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Eigenschaften von Viren

- liegen intra- oder extrazellulär vor
- Viruspartikel: Virion
- Virion überträgt virales Genom auf 
andere Zelle (...Wechsel von extra auf 
intrazelluär)

- danach Virusreplikation mit Synthese
der Virenbestandteile im Wirt

- Virusreplikation eng mit Wirtsstoffwechsel
verknüpft           

Bekämpfung des Virus richtet 
sich auch immer gegen den Wirt

Klassifizierung  von Viren

• DNA oder RNA oder DNA + RNA-V.
• einzel -oder doppelsträngige Nucleinsäure
• nach ihren Wirten

- Tierviren (und humanspezifische V.)
- Pflanzenviren
- Bakterienviren etc.
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Morphologie von Viren: Größenordnungen

Schlegel, 1992

Morphologie von Viren: Zellstruktur

• helikal

• ikosaedrisch 
bzw. kubisch

• nackt

• umhüllt

n. Brock, 2001

(„Envelope“)

+ „komplexe“
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Beispiele 
für morphologisch unterschiedliche Virentypen

Helikale

Ikosaeder

„Komplexe“

Nackte: TMV, viele Pflanzenviren
Umhüllte: Influenzaviren, Parainfluenzaviren

Nackte: Picornaviren, Polioviren, MKS-Viren
Umhüllte: Retroviren, onkogene Viren

Umhüllte: Pockenviren, Kuhpockenviren

Menschliches Warzenvirus
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Rotaviren

Influenzavirus
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Quelle: biokurs.de

Quelle: biokurs.de
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http://www.johnkyrk.com/virus.html

Interessante Animation

T4-Bakteriophage von E.coli
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Bakteriophagen Lambda

Brock, 2001

HIV-Virus

Hepatitis
B-Virus

Poliomyelitis-
Virus

Virenmodelle

Human Immunodeficiency Virus
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Invasionswege
humanmedizinisch
bedeutsamer Viren

Hof, Müller, Dörries, 2000

• Direkte/indirekte Infektion durch einzelne bzw. mehrere 
Vektoren:
– Insektenstiche und –bisse (v.a. blutsaugende Insekten: Zecken, 

Stechmücken,…)
– Bissverletzungen durch kranke Haus-, Nutz- und Wildtiere
– kontaminierte Spritzen und chirurgische Bestecke
– Wasser-, Lebensmittel- u. Futtermittelkontaminationen (über 

Verdauungstrakt)
– Haut- u. Schleimhautkontakte (v.a. bei Verletzungen)
– Körperflüssigkeiten u. Bluttransfusionen
– Verdauungs- und Ausscheidungsprodukte (Schmierinfektionen)
– Aerosol-Übertragung (Atemwege => Lunge)

• Folgen sind abhängig von der Virulenz der Virusstämme 
und der Konstitution der erkrankten Individuen:
– akute Erkrankung
– chronische Erkrankung
– Sekundär-/Spätfolgen
– Ausheilung
– Immunität (temporär od. lebenslang, nur selten keine Immunantwort)

Virale Infektionen
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Übersicht über humanpathogene Viren - 1

Picornaviren

Caliciviren

Reoviren

Coronaviren

Togaviren

Flaviviren

Arenaviren

Filoviren

Polio, Hepatitis 

Hepatitis E

Rotavirus-Diarrhoe

Atemwegserkrankungen, SARS *)

Röteln

Gelbfieber

Lassa-Virus

Ebola-Virus

RNA-Viren

*) Severe Acute Respiratory Syndrome

Übersicht über humanpathogene Viren - 2

Bunyaviren

Orthomyxoviren

Paramyxoviren

Rhabdoviren

Retroviren

Krim-Kongo-Virus

Influenza A, B, C

Mumps, Masern

Tollwut

HIV

RNA-Viren
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Übersicht über humanpathogene Viren - 3

DNA-Viren

Herpesviren

Papovaviren

Parvoviren

Adenoviren

Poxviren

Hepadnaviren

Herpes, EBV 

Warzen

Röteln

Div. Schleimhauterkrankungen

Pocken

Hepatitis B

Grundsätzliche Unterschiede im Virenbefall

Prokaryonten Eukaryonten

Virusgenom
dringt in Zelle ein,
Proteinhülle bleibt

außerhalb des Wirts

Aufnahme des gesamten
Virus durch Endocytose

Trennung von der 
Proteinhülle findet 

im Wirt statt
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Tierviren

- morphologische und strukturelle Vielfalt
- verschiedene Infektionsformen:

lytische 
persistierende
latente

- Potenzial, normale Zellen in Tumorzellen
umzuwandeln (onkogene Viren)

*)

*) auch humanrelevant

Onkogene Viren

• Schätzung, dass rund 15-20% der Krebserkrankungen
Spätfolgen einer viralen Infektion sind

• Vorwiegend bei langer Persistenz des Virus und nicht
erfolgter Replikation

• z.B. Papillomaviren (Gebärmutterhalskrebs),
Hepatitisviren, Leberkarzinom, etc.
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Mögliche Auswirkungen
von Tierviren auf die von 
ihnen angegriffenen Zellen

Brock, 2001

Insektenviren

- Biologische Schädlingsbekämpfung
- Präparate mit Hilfe von Raupenzuchten
- stäbchenförmige Baculoviren
(doppelstr. DNA-Viren)

- Fettkörperzellen und Darmepithel 
von Insekten befallen            Tod

- Kernpolyederviren Kiefernbuschhorn-
Blattwespe, Apfelwickler etc.
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Mit Baculoviren infizierte Zellen

Pflanzenviren

- ca. 600 Arten
- vorwiegend einsträngige, stäbchen-
förmige RNA-Viren

- Eintritt über Wunden oder über Vektoren
- häufig systemischer Befall
- Chlorosen, Wachstumsstörungen,
Blattkräuselungen, und -rollungen
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Tabakmosaikvirus

Infektion

gesunde Pflanze



08.04.2013

17

Bakterienviren

- infizieren Bakterien (meist Darmbakterien)
- nur plasmidhaltige Bakterien befallen
- gut geklärte Modellmechanismen
- typische Strukturen
- RNA- (hauptsächlich) und DNA-Viren
- wichtige Werkzeuge in der Gentechnik

Bakteriophagenmodell

Munk, 2001
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Schritte der Virusreproduktion

1. Anhäftung
2. Penetration
3. Frühe Schritte der Replikation (Enzyme)
4. Replikation der viralen Nucleinsäure
5. Synthese von Struktur-Proteinen
6. Zusammenbau der Struktureinheiten
7. Freisetzung reifer Virionen 

aus der Wirtszelle

Entwicklungszyklus 
eines Bakteriophagen

Brock, 2001
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Anhäftung von
T4-Phagen an
die Zellwand 
von E.coli

Brock, 2001

Rasterelektronenmikroskopische 
Aufnahme einer phageninfizierten

Bakterienzelle

Quelle: Danisco-Cultor
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Eigenschaften von Bakteriophagen

- hohe Wirtsspezifität

- Aktivität:
virulent
temperent

- Lysogenie

Gentechnologie,
Diagnostik

infizieren, lysieren, töten

virale Gene nicht exprimiert,
synchrone Vervielfältigung
mit Wirtschromosom, Ausbildung
sogen. „Prophagen“

Stadium der temperenten
Infektion (auch bei anderen 
Viren)

Alternative Entwicklung von Bakteriophagen

Brock, 2001
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Virenbefall bei anderen Mikroorganismen

Pilze:

Hefen:

Penicillium
(z.B. auch bei Champignonkulturen)

„Killerphänomen“
bei Infektion mit Mykoviren (RNA-Viren)
Synthese von Toxinen durch Viren in 
Hefen codiert, zuerst Vorstufen, nach
Reifungsphase in der Hefe ausgeschieden

zerstören Zellmembran
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5. GRUNDLAGEN 
DER 
MYKOLOGIE

Eukaryontische Mikroorganismen

- strukturell und genetisch verschieden
zu den Prokaryonten

- morphologisch und größenordnungs-
mäßig verschieden zu den Prokaryonten

- einzellig oder mehrzellig
- Vermehrung asexuell oder sexuell
- diploider oder haploider Chromosomensatz
- starre Zellwand
- im Gegensatz zur Pflanze keine Photosynthese
- geschätzte 300.000 Pilzarten

(allgemeine Charakteristika)
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Die eukaryontische Zelle

Brock, 2001

Wesentliche Unterschiede zwischen
pro- und eukaryontischen Zellen

Größe
Organisationsform
Zellwände
Bewegung
Organellen
Ribosomen
Vermehrung
Erythromycin
Kernstruktur
Chromosom. DNA
Extrachrom. DNA
RNA-Polymerasen
Histone
Endosporen

0.2 - 5 µm
einzellig
Murein, Prot.,Polysacch.
Flagellen
--
70S
Zellteilung
sensitiv
Kernäquivalent
ringförmig,1 Chromosom
Plasmide
1
nein, Histon-ähnliche
ja, fallweise

1 - 50 µm
ein oder mehrzellig
Polysacch.,Cellulose,Chitin
Geißeln, Cilien,Pseudopodien
Mitochondrien (Plastiden)
80S (und 70S...Mitoch.)
ungeschlechtlich oder geschl.
nicht sensitiv
echter Zellkern
linear,mehrere Chromosomen
Plasmide (Pilze),Plasmon (Mit.)
3
ja
nein

PRO EU



3

Pilze (Fungi)

Schimmelpilze

Hefen

Ständerpilze

Schimmelpilze

TELEOMORPHE ANAMORPHE

Sexuelle Vermehrung 
mit typischen Fruchtkörpern

asexuelle Vermehrung 
mit typischen asexuellen Sporen

z.B. Eupenicillium z.B. Penicillium

Fungi imperfectiFungi perfecti
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Einteilung der Pilze

 Chytridiomycota

 Zygomycota

 Ascomycota

 Basidiomycota

 Oomycota

Chytridiomycota:

- einzellig
- sexuelle Fortpflanzung durch bewegl. Gameten
- Zoosporen für asexuelle Vermehrung
- aquatischer und bodenspezifischer Lebensraum
- einige Vertreter sind Parasiten

Beispiel: Synchytrium



5

Zygomycota:

- fädig wachsende Mikroorganismen
- Hyphen (größtenteils) unseptiert
- asexuelle Vermehrung durch Sporangien
- sexuelle Vermehrung durch Zygosporen

Beispiel: Mucor

Entwicklungszyklus einer Zygospore

Zygosporejunge reife

n. Alexander & Streete, 2001
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Ascomycota:

- einzellige oder fädig wachsende 
Mikroorganismen

- Hyphen größtenteils septiert
- sexuelle Vermehrung in schlauchartigen
Zellen („Ascus“)

- daneben asexuelle Vermehrung weit verbreitet

Beispiel: Hefe
(Candida)

Deuteromycota

Ascosporenpräparat von Peziza

Ascosporen

Ascosporen

Alexander & Streete, 2001

(z.B. an verrottendem Holz)
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Rostpilz an Birnenblättern

Basidiomycota:

- fädig wachsende Mikroorganismen
- Name von der Vermehrungsstruktur (Basidie / Ständer)
- sexuelle Vermehrung:
Basidie mit 4 meiotischen Sporen

- einige Vertreter zur asexuellen Vermehrung befähigt
- Speisepilze, Rostpilze, Brandpilze

Cryptococcus
(hefeartig)Russula
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Basidiosporen von Tricholomopsis

Basidie

Basidiosporen

Munk, 2001

Oomycota:

- fädig wachsende Mikroorganismen
- Hyphen unseptiert
- sexuelle Vermehrung durch Ausbildung von 
Oosporen 

- asexuelle Vermehrung durch Sporangiosporen
- viele Pflanzenschädlinge

Phythophthora
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Krankheitsbilder
Phytophthora

Quelle: Ontario CropIPM
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Vielfalt an Wuchsformen bei den Fungi

Hefe Schimmelmycel Ständerpilze

FlechtenSchwämme

Spross-
zelle

Hyphenzellen

n. Alexander & Streete, 2001

Septen

Schimmelpilze

- Filamentöse Pilze
- in der Natur weit verbreitet
- typischer Aufbau
Cellulose
Chitin
Glucane (Mannane, Galactosane etc.)

- Wachstum: 
Boden, totes Pflanzenmaterial
Lebensmitteln
oder parasitär (Pflanze, Tier, Mensch)

- geringe Nährstoffansprüche
- Befähigung zur sexuellen und asexuellen
Sporenbildung
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Sporenformen

Sporangium

Sporangio-
sporen

Sporangio-
phoren

Konidien

Konidio-
phoren

Zygospore Ascosporen

Ascus

Basidium

Basidio-
sporen

SEXUELL

ASEXUELL

n. Alexander & Streete, 2001

Hyphen- bzw. Mycelstruktur von Pilzen

Brock, 2001
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Septierte Hyphen

Schematische Darstellung 
der Bildung von Konidiophoren

Munk, 2001
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Deuteromyceten / Deuteromycota

- Gruppe, in der die asexuell reproduzierenden
Schimmelpilze zusammengefasst werden

- Vermehrung über Konidiosporen
- viele Vertreter von Bedeutung für:

Lebensmittelindustrie
Biotechnologie

Mycotoxinbildung
Schleimhautinfektionen

Bedeutung ausgewählter Deuteromyceten

Penicillium candidum
camemberti

roquefortii
nalgiovensis

chrysogenum
griseofulvum

Aspergillus niger
oryzae

Trichoderma viride

Mucor miehei

Camembert-Käse 
Camembert Käse
Roquefort-Käse
Rohwurst (Salami)
Penicillin
Griseofulvin

Citronensäure
Amylasen, Proteasen

Cellulasen

Lab-Ersatzenzym

+
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Penicillium candidum
(z.B.Camembert-Käse)

Bedeutung ausgewählter Deuteromyceten

Aspergillus flavus

Penicillium viridicatum

Botrytis cinerea 

Fusarium sporotrichioides

Candida albicans

Aflatoxine

Ochratoxin

Grauschimmel (Wein)

Trichothecene

Schleimhautinfektionen

-
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Candida albicans

Agarplatte mit Schimmelkolonien
aus der Luft
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Penicillium

Aspergillus
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Penicillium camemberti

Penicillium chrysogenum
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Rhizopus

Asexuelle Vermehrung 
von

Rhizopus

Quelle: Backyardnature.net



19

Hefen

- einzellige Pilze
- kugelförmig bis oval und zylindrisch
- größer als Bakterienzellen
- Zellteilung durch Knospung/Sprossung
- zu Ascomyceten (    sexuelle Vermehrung)
- Bildung von Sprossverbänden
- fallweise Bildung eines Pseudomycels

Schlegel, 1992
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Entwicklungszyklus von
Saccharomyces cerevisiae

Fritsche, 2002

Elektronenmikroskopische Aufnahme
von Saccharomyces cerevisiae

Brock, 2001

ca
. 8

 -
10

 µ
m
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Deckglaspräparat

Saccharomyces cerevisiae

Sprossung

Methylenblau-Präparat Presshefe
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Deckglaspräparat

Candida humicola

Pseudomycel

Ausbildung von Pseudohyphen
(Pseudomycel) bei Hefen

Munk, 2001
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Spezielle Wachstumsformen bei Pilzen

„Arthrosporen“ / Hyphenfragmentierung

Geotrichum candidum,
isoliert von Weichkäse
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Candida albicans

Chlamydosporen

Chlamydospren

• Dickwandige, Zellen zur Überdauerung
ungünstiger Umweltbedingungen

• Oft größer als Nachbarzellen und teilweise 
gefärbt

• Lage entweder endständig oder innerhalb
von Zellkomplexen

• Asexuelle Dauerform
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„Sudden Death“ Phänomen
bei Sojabohnen

(Infektion mit Fusarium solani) Chlamydosporen



6. MIKROBIELLES6. MIKROBIELLES
WACHSTUMWACHSTUM

Wachstum ist die irreversible Zunahme Wachstum ist die irreversible Zunahme 
der lebenden Substanzder lebenden Substanz

DefinitionDefinition

•• EnergiegewinnungEnergiegewinnung
•• Aufbau von ZellmaterialAufbau von Zellmaterial
•• AnsprAnsprüüche der Mikroorganismen unterschiedlichche der Mikroorganismen unterschiedlich



Wachstum und Wachstum und 
ZelldifferenzierungZelldifferenzierung
von Bakterienvon Bakterien

Identische Identische ReplikationReplikation
und Zellteilungund Zellteilung

Fritsche, 2002Fritsche, 2002

Kinetik des Zellteilungsvorgangs Kinetik des Zellteilungsvorgangs --11

Brock, 2001Brock, 2001

Beispiel: rasch wachsende BakterienBeispiel: rasch wachsende Bakterien



1      2       2       2       2      2       2  ........Zellen1      2       2       2       2      2       2  ........Zellen11 22 33 44 55 nn

Geometrische ReiheGeometrische Reihe

66

Kinetik des Zellteilungsvorgangs Kinetik des Zellteilungsvorgangs --22

Brock, 2001Brock, 2001

Beispiel: rasch wachsende BakterienBeispiel: rasch wachsende Bakterien



Bakterielle Wachstumskurve in statischer KulturBakterielle Wachstumskurve in statischer Kultur

Fritsche, 2002Fritsche, 2002

Wachstumsgeschwindigkeit:Wachstumsgeschwindigkeit:

ÄÄnderung der Zellzahl oder der Zellmasse nderung der Zellzahl oder der Zellmasse 
pro Zeiteinheitpro Zeiteinheit

Generationszeit (Generationszeit („„VerdoppelungszeitVerdoppelungszeit““):):

Zeit, die eine Zellpopulation benZeit, die eine Zellpopulation benöötigt, tigt, 
um sich zu verdoppelnum sich zu verdoppeln



Beurteilung des WachstumsBeurteilung des Wachstums

µµ = = 
lnln 22

t  t  dd

Spezifische Spezifische 
WachstumsrateWachstumsrate

(pro h)(pro h)
VerdoppelungsVerdoppelungs--

zeit (in h)zeit (in h)

t    =t    =dd

lnln 22

µµ

n. Fritsche, 2002n. Fritsche, 2002

Wachstum Wachstum endosporenbildenderendosporenbildender BakterienBakterien



Voraussetzungen fVoraussetzungen füür das r das 
Wachstum von MikroorganismenWachstum von Mikroorganismen

•• NNäährstoffehrstoffe

•• EnergieEnergie

•• WachstumsbedingungenWachstumsbedingungen

Belebte UmgebungBelebte Umgebung

Unbelebte UmgebungUnbelebte Umgebung

............parasitparasitäärr

..........saprophytsaprophytäärr

ErnErnäährung von Mikroorganismenhrung von Mikroorganismen

Elementare AnsprElementare Ansprüücheche

WasserWasser

MakroelementeMakroelemente

MikroMikro-- und Spurenelementeund Spurenelemente

C, O, H, N, S, PC, O, H, N, S, P
K, Na, Ca, Mg, FeK, Na, Ca, Mg, Fe

Mn, Mo, Zn, Cu, Co, Ni, Mn, Mo, Zn, Cu, Co, Ni, 
VaVa, B, Cl, Se, Si, Wo etc., B, Cl, Se, Si, Wo etc.

Wachstum Wachstum „„milieuabhmilieuabhäängigngig““

SiderophoreSiderophore



ad Stoffwechselleistungad Stoffwechselleistung

Ein Laktose-vergärendes Bakterien setzt pro Stunde 
das 1000 - 10.000fache seines Eigengewichts an 
Substrat um (zum Vergleich: Mensch 250.000 h = 

halbes Leben).

Energieklassen von MikroorganismenEnergieklassen von Mikroorganismen

Mikroorganismen nMikroorganismen nüützen verschiedenetzen verschiedene
Energiequellen...............Energiequellen...............

....................““trophtroph““ ((GriechGriech.: .: „„ffüütternttern““))



Einteilung von MikroorganismenEinteilung von Mikroorganismen
nach ihren Nnach ihren Näährstoffansprhrstoffansprüüchen chen --11

phototrophphototroph chemotrophchemotroph

nutzen Licht als nutzen Licht als 
EnergiequelleEnergiequelle

nutzen die im Verlaufnutzen die im Verlauf
einer chem. Reaktion,einer chem. Reaktion,
vorwiegend vorwiegend RedoxRedox--ReaktionReaktion,,
freigesetzefreigesetze EnergieEnergie

z.B. z.B. CyanobakterienCyanobakterien z.B. Pseudomonaden,z.B. Pseudomonaden,
BacillenBacillen etc.etc.

Einteilung von MikroorganismenEinteilung von Mikroorganismen
nach ihren Nnach ihren Näährstoffansprhrstoffansprüüchen chen --22

heterotrophheterotroph autotrophautotroph

organotrophorganotroph lithotrophlithotroph

verwertet verwertet organischorganischee
KohlenstoffKohlenstoffverbindungenverbindungen

verwertet verwertet COCO22

Verwendet Verwendet organischenorganischen
ElektronenElektronen--DonorDonor

verwendet verwendet anorganischenanorganischen
ElektronenElektronen--DonorDonor

z.B. z.B. DesulfovibrioDesulfovibrioz.B. E. z.B. E. colicoli etc.etc.

z.B. z.B. PseudomonasPseudomonas
carboxidovoranscarboxidovoransz.B. z.B. FungiFungi



Einteilung von MikroorganismenEinteilung von Mikroorganismen
nach ihren Nnach ihren Näährstoffansprhrstoffansprüüchen chen --33

prototrophprototroph auxotrophauxotroph

benbenöötigen autigen außßer einerer einer
einzigen organischeneinzigen organischen
Verbindung (EnergieVerbindung (Energie-- undund
Kohlenstoffquelle) keine  Kohlenstoffquelle) keine  
weiteren organischenweiteren organischen
VerbindungenVerbindungen

mmüüssen entsprechende ssen entsprechende 
Vorstufen fVorstufen füür organischer organische
Substanzen aufnehmenSubstanzen aufnehmen

SupplineSuppline, Wachstumsfaktoren, Wachstumsfaktoren

-- VitamineVitamine
-- AminosAminosääurenuren
-- Purine/PyrimidinePurine/Pyrimidine

z.B. Milchsz.B. Milchsääurebakterienurebakterienz.B. z.B. EnterobacterienEnterobacterien

Fritsche, 2002Fritsche, 2002



Bedeutung von NBedeutung von Näährstoffkomponentenhrstoffkomponenten

C        C        organorgan. Molek. Moleküülele
O        O        organorgan. Molek. Moleküüle, le, ElektronenakzeptorElektronenakzeptor aerober Organismenaerober Organismen
H        H        organorgan. Molek. Moleküüle, le, ElektronendonorElektronendonor bei vielen bei vielen ProkaryontenProkaryonten
N        N        Proteine, Proteine, NucleinsNucleinsääurenuren, , CoenzymeCoenzyme
S        S        Proteine, Proteine, CoenzymeCoenzyme, Vitamine etc., Vitamine etc.
P        P        NucleinsNucleinsääurenuren
Fe      Fe      CytochromeCytochrome, Proteine, Enzyme etc., Proteine, Enzyme etc.
Na      Na      ZellwandstabilisierungZellwandstabilisierung
K        K        Proteinbiosynthese (Enzyme)Proteinbiosynthese (Enzyme)
Mg     Mg     Stabilisierung von Stabilisierung von RibosomenRibosomen, , NucleinsNucleinsääurenuren, Enzyme, Enzyme

MikrobiellerMikrobieller StoffwechselStoffwechsel
(Metabolismus)(Metabolismus)

Enge Verflechtung von Stoffumwandlungen Enge Verflechtung von Stoffumwandlungen 
und Energietransformationenund Energietransformationen

ABBAU........KATABOLISMUSABBAU........KATABOLISMUS
AUFBAU........ANABOLISMUSAUFBAU........ANABOLISMUS



ÜÜbersicht bersicht üüber denber den
ZellstoffwechselZellstoffwechsel

Brock, 2001Brock, 2001

Fritsche, 2001Fritsche, 2001



Atmung                             GAtmung                             Gäärungrung

SauerstoffSauerstoff

anwesendanwesend nicht anwesendnicht anwesend

Haupttypen der Chemoorganotrophie

Gärung

Glucose

O2

ATP

H2O + CO2

Glucose

ATP

Gärungsprodukte

Atmung 
(aerob)



AtmungAtmung

GlucoseabbauGlucoseabbau

OxidativeOxidative PyruvatPyruvat--DecarboxylierungDecarboxylierung

TricarbonsTricarbonsääureure--ZyklusZyklus

AtmungsketteAtmungskette

........katabolekatabole Reaktionsfolge, bei der organische Reaktionsfolge, bei der organische 
Substanz zu CO  und H O abgebaut wird und freieSubstanz zu CO  und H O abgebaut wird und freie
Energie zur ATPEnergie zur ATP--Bildung genutzt wird.Bildung genutzt wird.

22 22

F16BPF16BP--Weg    Weg    KDPGKDPG--WegWeg PPPP--ZyklusZyklus



FructoseFructose--1,61,6--BisphosphatBisphosphat--WegWeg
((EmbdenEmbden--MeyerhofMeyerhof--ParnasParnas--WegWeg))

-- von vielen Euvon vielen Eu-- und und ProkaryontenProkaryonten beschrittenbeschritten
-- EMPEMP--WegWeg leitet oft Gleitet oft Gäärungsprozesse einrungsprozesse ein
-- Start mit Start mit PhosphorylierungPhosphorylierung der Glucoseder Glucose
-- PyruvatPyruvat als Intermedials Intermediäärproduktrprodukt

-- carboxyliertcarboxyliert zu zu AcetylCoAAcetylCoA
-- AcetylCoAAcetylCoA in den Citratzyklus eingeschleustin den Citratzyklus eingeschleust
-- Bildung von CO  und Bildung von CO  und OxalacetatOxalacetat ((AcetylakzeptorAcetylakzeptor))
-- Citratzyklus: bioenergetische und biosynthetischeCitratzyklus: bioenergetische und biosynthetische

FunktionFunktion
-- Gewinnung von ATP in der AtmungsketteGewinnung von ATP in der Atmungskette

22

z.B.: Hefen, z.B.: Hefen, E.coliE.coli

Fritsche, 2002Fritsche, 2002

EMPEMP--WegWeg



Andere KohlenhydratAndere Kohlenhydrat--AbbauwegeAbbauwege

22--KetoKeto--33--desoxydesoxy--66--phosphogluconatphosphogluconat--WegWeg
((EntnerEntner--DoudoroffDoudoroff--WegWeg, , KDPGKDPG--WegWeg))

PentosephosphatPentosephosphat--ZyklusZyklus

z.B.: z.B.: PseudomonasPseudomonas, , XanthomonasXanthomonas

z.B.: z.B.: GluconobacterGluconobacter, , BrucellaBrucella

Fritsche, 2002Fritsche, 2002

TricarbonsTricarbonsääureure--
((CitratCitrat--)Zyklus)Zyklus



Funktion der AtmungsketteFunktion der Atmungskette

Umwandlung der  freien Energie der Umwandlung der  freien Energie der 
ReduktionsReduktionsääquivalente [H] in den quivalente [H] in den 

Protonengradienten und das MembranpotenzialProtonengradienten und das Membranpotenzial

Kaskadenartig ablaufende Kaskadenartig ablaufende RedoxreaktionenRedoxreaktionen,,
bei denen Energie bei denen Energie „„dosiertdosiert““ abgegeben wirdabgegeben wird

Eukaryonten..........MitochondrienEukaryonten..........Mitochondrien
Prokaryonten.........CytoplasmamembranProkaryonten.........Cytoplasmamembran

Vereinfachtes Vereinfachtes 
SchemaSchema
der Atmungsketteder Atmungskette

Fritsche, 2002Fritsche, 2002



Summe: 38 ATPSumme: 38 ATP

EnergiebilanzEnergiebilanz
des bei der Atmung des bei der Atmung 
gebildeten ATP ausgebildeten ATP aus
den verschiedenenden verschiedenen
StoffwechselphasenStoffwechselphasen

Fritsche, 2002Fritsche, 2002

Anaerobe AtmungAnaerobe Atmung

...vollst...vollstäändige Substratoxidation zu CO  und H Ondige Substratoxidation zu CO  und H O
mit alternativen mit alternativen ElektronenakzeptorenElektronenakzeptoren (Nitrat,(Nitrat,

Sulfat, Carbonat)Sulfat, Carbonat)

22 22

Nitratatmung:Nitratatmung: PseudomonasPseudomonas, , BacillusBacillus
Sulfatreduktion:Sulfatreduktion: DesulfovibrioDesulfovibrio

Beispiele:Beispiele:



Atmung undAtmung und
anaerobe anaerobe 
AtmungAtmung

Fritsche, 2002Fritsche, 2002

GGäärungrung

L. Pasteur: L. Pasteur: „„GGäärung ist Leben ohne Sauerstoffrung ist Leben ohne Sauerstoff““

GGäärungen sind der Energiebereitstellung dienenderungen sind der Energiebereitstellung dienende
Prozesse, bei denen auf Grund des Mangels an Prozesse, bei denen auf Grund des Mangels an 

anorganischen anorganischen ElektronenakzeptorenElektronenakzeptoren die wdie wäährendhrend
der Substratoxidation anfallenden Elektronender Substratoxidation anfallenden Elektronen

(Reduktions(Reduktionsääquivalente) auf quivalente) auf organische organische AkzeptorenAkzeptoren
üübertragen werden.bertragen werden.

Fritsche, 2002Fritsche, 2002



Prinzip der alkoholischen GPrinzip der alkoholischen Gäärungrung

-- Start mit Start mit EMPEMP--WegWeg
-- PyruvatPyruvat wird wird decarboxyliertdecarboxyliert
-- AcetaldehydAcetaldehyd fungiert als fungiert als AkzeptorAkzeptor ffüürr

ReduktionsReduktionsääquivalentequivalente
-- NADH dient als NADH dient als WasserstoffWasserstoff--CarrierCarrier
-- von insgesamt 4 ATPvon insgesamt 4 ATP--MolekMoleküülen dienenlen dienen

2 der Glucoseaktivierung2 der Glucoseaktivierung
pro Molekpro Moleküül Glucose werdenl Glucose werden

2 ATP2 ATP--MolekMoleküüle gewonnenle gewonnen

z.B.: z.B.: SaccharomycesSaccharomyces cerevisiaecerevisiae

„„PasteurPasteur--EffektEffekt““

OO
22

OO
22

HefeHefe HefeHefe

aerobaerob anaerobanaerob

1 Mol Glucose1 Mol Glucose 1 Mol Glucose1 Mol Glucose

38 Mol ATP38 Mol ATP 2 Mol ATP2 Mol ATP

Ethanol Ethanol 
und COund CO

22

H OH O
und COund CO

22
22



Schema der Schema der 
alkoholalkohol. G. Gäärungrung
durch durch 
SaccharomycesSaccharomyces
cerevisiaecerevisiae

Fritsche, 2002Fritsche, 2002

AlkoholAlkohol--
dehydrogenasedehydrogenase

PyruvatPyruvat--
decarboxylasedecarboxylase

MilchsMilchsääureure--GGäärungrung

MilchsMilchsääurebakterienurebakterien::
PflanzenPflanzen

MilchMilch
SchleimhSchleimhääute (Mensch, Tier)ute (Mensch, Tier)

-- Verwertung von Glucose und Verwertung von Glucose und LactoseLactose
-- spezifische Funktion der spezifische Funktion der ßß--GalactosidaseGalactosidase
-- homohomo-- und und heterofermentativeheterofermentative MSMS--GGäärungrung
-- konservierende Bedeutung der Milchskonservierende Bedeutung der Milchsääureure



HomofermentativeHomofermentative
MilchsMilchsääureguregäärungrung

Fritsche, 2002Fritsche, 2002

LactatLactat--
dehydrogenasedehydrogenase

PhosphoketolasePhosphoketolase

HeterofermentativeHeterofermentative
MilchsMilchsääureguregäärungrung

Fritsche, 2002Fritsche, 2002



Andere GAndere Gäärungenrungen

-- PropionsPropionsääureguregäärungrung

-- AmeisensAmeisensääureguregäärungrung
(Gemischte S(Gemischte Sääureguregäärung,rung,
2,32,3--ButandiolButandiol--GGäärung)rung)

-- ButtersButtersääureguregäärungrung

-- EssigsEssigsääureure““ggäärungrung““

PropionibacteriumPropionibacterium,,
VeillonellaVeillonella

EnterobacterienEnterobacterien ((E.coliE.coli,,
SalmonellaSalmonella, , ErwiniaErwinia etc.)etc.)

RuminococcenRuminococcen, Essig, Essig--
ssääurebakterienurebakterien

ClostridienClostridien, , 
FusobacteriumFusobacterium, , EubacteriumEubacterium

Proteinabbau und VergProteinabbau und Vergäärung von Aminosrung von Aminosääurenuren

-- Proteine dienen als CProteine dienen als C--, N, N-- und Energiequelleund Energiequelle
-- Bakterien und PilzeBakterien und Pilze
-- ProteasenProteasen zerlegen Proteine in Peptidezerlegen Proteine in Peptide

und Aminosund Aminosääurenuren
-- nach nach TransaminierungTransaminierung: ....Proteinbiosynthese: ....Proteinbiosynthese

nach nach DesaminierungDesaminierung und und DecarboxylierungDecarboxylierung::
.....C.....C-- und Energiequelle und Energiequelle 

-- anaerob: unvollstanaerob: unvollstäändiger Abbaundiger Abbau
aerob: vollstaerob: vollstäändiger Abbaundiger Abbau

-- „„FFääulnisulnis““ PrimPrimääre Amine (....Geruch !)re Amine (....Geruch !)
FuselFuselööle (bei Vergle (bei Vergäärung eiweirung eiweißßhhäältigerltiger

Substrate)Substrate)



Am Stoffwechsel beteiligte Substanzen Am Stoffwechsel beteiligte Substanzen 
-- allgemeine allgemeine ÜÜbersichtbersicht

KohlenhydrateKohlenhydrate
ProteineProteine
EnzymeEnzyme
CoenzymeCoenzyme und und prosthetischeprosthetische GruppenGruppen
MetaboliteMetabolite
ATP und energiereiche VerbindungenATP und energiereiche Verbindungen
IntermediIntermediäärprodukterprodukte

Zusammenhang zwischen MilieubedingungenZusammenhang zwischen Milieubedingungen
und und mikrobiellemmikrobiellem WachstumWachstum

•• Verhalten gegenVerhalten gegenüüber Sauerstoff / ber Sauerstoff / RedoxpotenzialRedoxpotenzial
•• TemperaturoptimumTemperaturoptimum
•• HitzeresistenzHitzeresistenz
•• Bevorzugte Bevorzugte pHpH--BereicheBereiche
•• WasseraktivitWasseraktivitäät und osmotischer Stresst und osmotischer Stress

EinteilungEinteilung



Verhalten gegenVerhalten gegenüüber Sauerstoff / ber Sauerstoff / RedoxpotenzialRedoxpotenzial

Mindestens 3 Gruppen:Mindestens 3 Gruppen:

-- obligat aerobe Organismenobligat aerobe Organismen

-- obligat anaerobe Organismenobligat anaerobe Organismen

-- fakultativ anaerobe Organismenfakultativ anaerobe Organismen

-- aerotoleranteaerotolerante
-- mikroaerophilemikroaerophile

Energie nur durch AtmungEnergie nur durch Atmung

Energie nur durch GEnergie nur durch Gäärungrung

Energie durch GEnergie durch Gäärungrung
oder Atmungoder Atmung

BEISPIELE:BEISPIELE:

-- obligat aerobe Organismenobligat aerobe Organismen

-- obligat anaerobe Organismenobligat anaerobe Organismen

-- fakultativ anaerobe Organismenfakultativ anaerobe Organismen

Pseudomonaden, Pseudomonaden, AeromonadenAeromonaden,,
SchimmelpilzeSchimmelpilze

ClostridienClostridien, , BacteroidesBacteroides

EnterobacterienEnterobacterien, , BacillenBacillen
Hefen                Hefen                „„PasteurPasteur--EffektEffekt““



TemperaturoptimumTemperaturoptimum

Mindestens 4 Gruppen:Mindestens 4 Gruppen:

-- psychrophilepsychrophile OrganismenOrganismen

-- mesophilemesophile OrganismenOrganismen

-- thermophilethermophile OrganismenOrganismen

-- psychrotrophepsychrotrophe OrganismenOrganismen -- psychrotolerantepsychrotolerante
-- thermotolerantethermotolerante
-- hyperthermophilehyperthermophile
-- thermotrophethermotrophe

Wachstumsoptimum < 20 Wachstumsoptimum < 20 °°CC

Wachstumsoptimum 20 Wachstumsoptimum 20 -- 40 40 °°CC

Wachstumsoptimum > 40 Wachstumsoptimum > 40 °°CC

Optimum wie Optimum wie mesophilemesophile,,
aber auch bei Kaber auch bei Küühltemperaturenhltemperaturen

Wachstum mWachstum mööglichglich

Wachstumsrate von Mikroorganismen Wachstumsrate von Mikroorganismen 
in Abhin Abhäängigkeit von der Temperaturngigkeit von der Temperatur

Brock, 2006Brock, 2006



BEISPIELE:BEISPIELE:

-- psychrophilepsychrophile Organismen Organismen 

-- mesophilemesophile OrganismenOrganismen

-- thermophilethermophile OrganismenOrganismen

-- psychrotrophepsychrotrophe OrganismenOrganismen

BacillenBacillen, , FlavobakterienFlavobakterien

E.coliE.coli, , StaphylococcenStaphylococcen

GeobacillusGeobacillus stearothermophilusstearothermophilus, , ThermusThermus

Pseudomonaden, Pseudomonaden, BacillenBacillen

Faktoren der ThermoresistenzFaktoren der Thermoresistenz

-- EndosporenEndosporen
-- Problematik PasteurisationProblematik Pasteurisation
-- Sterilisationsprozess notwendigSterilisationsprozess notwendig
-- BacillenBacillen, , ClostridienClostridien



pHpH--OptimumOptimum

-- AcidophileAcidophile OrganismenOrganismen

-- NeutrophileNeutrophile OrganismenOrganismen

-- AlkaliphileAlkaliphile OrganismenOrganismen

SulfolobusSulfolobus, , ThiobacillusThiobacillus

AlcaligenesAlcaligenes, , PseudomonasPseudomonas etc.etc.

BacillenBacillen, , NitrobacterNitrobacter

Schimmelpilze, HefenSchimmelpilze, Hefen

SSääuretoleranzuretoleranz
SSääureresistenzureresistenz

WasseraktivitWasseraktivitäät und osmotischer Stresst und osmotischer Stress

WasseraktivitWasseraktivitäät:t:

MaMaßß ffüür das r das „„verfverfüügbare Wassergbare Wasser““

aaww--WertWert ==
Wassergehalt im Dampfraum Wassergehalt im Dampfraum üüber dem Substratber dem Substrat

Wassergehalt im Dampfraum Wassergehalt im Dampfraum üüber reinem Wasserber reinem Wasser

Osmotische VerhOsmotische Verhäältnisseltnisse
OsmotoleranzOsmotoleranz
OsmophileOsmophile KeimeKeime



aw-
Wert

H
a
l
t
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t

Allgemeiner Zusammenhang zwischen Allgemeiner Zusammenhang zwischen awaw--WertWert
und Produkthaltbarkeitund Produkthaltbarkeit

aw-Wert
Kein 
Wachstum

Gehemmtes
Wachstum

Teilw. gehemmtes
Wachstum

Wachstum

0,60

0,90

0,98

1,00

Zusammenhang zwischen aw-Wert
und Mikroorganismenwachstum

n. Pichhardt, 1998



WasseraktivitWasseraktivitäätsbereiche ftsbereiche füür Mikroorganismenr Mikroorganismen
-- allgemeine allgemeine ÜÜbersichtbersicht

Bakterien, generellBakterien, generell
MicrococcenMicrococcen, , LactobacillenLactobacillen
StaphylococcusStaphylococcus aureusaureus
HalophileHalophile BakterienBakterien
HefenHefen
SchimmelpilzeSchimmelpilze
OsmophileOsmophile HefenHefen

0,95 0,95 -- 0,920,92
0,900,90
0,860,86
0,750,75
0,94 0,94 -- 0,880,88
0,93 0,93 -- 0,700,70
0,730,73

MikroorganismusMikroorganismus awaw--WertWert--BereichBereich

trockentrocken feuchtfeucht

aaww--WertWert

0,50,5

0,750,75

1,01,0

MikroorganismenMikroorganismen--WachstumWachstum

PulverPulver
TablettenTabletten
GranulateGranulate

Sirupe                      CremenSirupe                      Cremen
Pasten          LPasten          Löösungensungen

Einfluss der Produktfeuchte Einfluss der Produktfeuchte 
auf das auf das MikroorganismenwachstumMikroorganismenwachstum

aaw
w

-- W
er

t
W

er
t



Industrielle Mikrobiologie / BiokatalyseIndustrielle Mikrobiologie / Biokatalyse

Herstellung vonHerstellung von::

-- Zellen (z.B. Hefezellen)Zellen (z.B. Hefezellen)
-- Stoffen durch Umwandlung (z.B. biologisch Stoffen durch Umwandlung (z.B. biologisch 

modifizierte Steroide)modifizierte Steroide)
-- Produkten aus Zellen:Produkten aus Zellen:

EnzymeEnzyme
AntibioticaAntibiotica
LebensmittelzusatzstoffeLebensmittelzusatzstoffe
AlkoholAlkohol
ChemikalienChemikalien

Brock, 2001Brock, 2001

FermenterFermenter



Unterschiede zwischen statischerUnterschiede zwischen statischer
und kontinuierlicher Kulturund kontinuierlicher Kultur

Typische Typische 
WachstumsphasenWachstumsphasen

-- laglag
-- loglog
-- stationstationäärere
-- AbsterbeAbsterbe--PhasePhase

Kontinuierliche logKontinuierliche log-- PhasePhase

permanente Npermanente Näährstoffzufuhrhrstoffzufuhr
Automatischer Austrag von Automatischer Austrag von 
ZellmasseZellmasse
pHpH konstantkonstant
TemperaturkonstanzTemperaturkonstanz
gleichbleibende Zelldichte   gleichbleibende Zelldichte   

STATISCH                KONTINUIERLICHSTATISCH                KONTINUIERLICH

(in (in situsitu Sterilisation)Sterilisation)

LaborfermenterLaborfermenter



LaborfermenterLaborfermenter

Industrieller Industrieller 
FermenterFermenter



Industrielle Produktion von BakterienkulturenIndustrielle Produktion von Bakterienkulturen

Quelle: Quelle: DaniscoDanisco--CultorCultor

GroGroßßtechnische Gefriertrocknungtechnische Gefriertrocknung
von Bakterienkulturenvon Bakterienkulturen

Quelle: Quelle: DaniscoDanisco--CultorCultor



„„UpscalingUpscaling““ Prozess fProzess füür Fermentationenr Fermentationen

Industriell vorwiegend genutzteIndustriell vorwiegend genutzte
MikroorganismenMikroorganismen

Pilze (Hefen und Schimmelpilze)Pilze (Hefen und Schimmelpilze)

ProkaryontenProkaryonten (h(hääufig ufig StreptomycesStreptomyces))

Zielsetzungen:Zielsetzungen:

-- hohe Ausbeutehohe Ausbeute
-- exakt definierte und hinterlegte Stexakt definierte und hinterlegte Stäämmemme



Internationale KulturensammlungenInternationale Kulturensammlungen

ATCC   American Type ATCC   American Type CultureCulture CollectionCollection USAUSA
CBS      CBS      CentraalbureauCentraalbureau voorvoor SchimmelculturenSchimmelculturen NLNL
DSMZ   Deutsche Sammlung von Mikroorganismen         DSMZ   Deutsche Sammlung von Mikroorganismen         

und Zellkulturen                                   und Zellkulturen                                   DD
PCC      Pasteur PCC      Pasteur CultureCulture CollectionCollection FF
NCTC   National NCTC   National CollectionCollection of Type of Type CulturesCultures UKUK
NCIB    National NCIB    National CollectionCollection of Industrial of Industrial BacteriaBacteria UKUK
CCM     Czech CCM     Czech CollectionCollection of of MicroorganismsMicroorganisms CZCZ
..
..
..
..

Verwendung von Hefe und HefeproduktenVerwendung von Hefe und Hefeprodukten
in der Industriein der Industrie

-- BBääckerhefe und Broterzeugungckerhefe und Broterzeugung
-- getrocknete Lebensmittelhefe als LMgetrocknete Lebensmittelhefe als LM--ZusatzstoffZusatzstoff
-- FutterhefeFutterhefe

-- Hefeextrakt fHefeextrakt füür Kulturmedienr Kulturmedien
-- Vitamine der BVitamine der B--GruppeGruppe
-- Vitamin DVitamin D
-- Enzyme fEnzyme füür die LMr die LM--Industrie (Industrie (InvertaseInvertase, , GalactosidaseGalactosidase))
-- Biochemikalien Biochemikalien f.df.d. Forschung (ATP, NAD , RNA). Forschung (ATP, NAD , RNA)

-- EthanolEthanol
-- GlycerinGlycerin
-- Bier Bier 
-- WeinWein
-- Whiskey, Weinbrand, Wodka, RumWhiskey, Weinbrand, Wodka, Rum

++



Industrielle HefeproduktionIndustrielle Hefeproduktion

Brock, 2001Brock, 2001

Bedeutende Produkte der industriellenBedeutende Produkte der industriellen
MikrobiologieMikrobiologie

AntibiotikaAntibiotika

Chemikalien, die von Chemikalien, die von Mikroorganismen Mikroorganismen produziert werden, produziert werden, 
die andere Mikroorganismen tdie andere Mikroorganismen tööten oder deren Wachstum ten oder deren Wachstum 
hemmen.hemmen.

AActinomycetenctinomyceten, , BBakterien, akterien, SSchimmelpilzenchimmelpilzen

BeispieleBeispiele:          :          BacitracinBacitracin BacillusBacillus licheniformislicheniformis
PolymyxinPolymyxin B                    B                    BacillusBacillus polymyxapolymyxa
ErythromycinErythromycin StreptomycesStreptomyces erythreuserythreus
Streptomycin                   Streptomycin                   StreptomycesStreptomyces griseusgriseus
Penicillin                          Penicillin                          PenicilliumPenicillium chrysogenumchrysogenum
CephalosporinCephalosporin CephalosporiumCephalosporium sp.sp.

AA

BB

SS



Selektive ToxizitSelektive Toxizitäät von Antibiotikat von Antibiotika

•• TranslationsvorgangTranslationsvorgang in in RibosomenRibosomen
•• ZellwandsyntheseZellwandsynthese
•• CytoplasmamembranCytoplasmamembran
•• DNADNA--ReplikationReplikation
•• TranskriptionTranskription

Anforderungen an einen industriell Anforderungen an einen industriell 
nutzbaren Mikroorganismusnutzbaren Mikroorganismus

-- produziert die gewproduziert die gewüünschte Substanznschte Substanz
-- steht als Reinkultur zur Verfsteht als Reinkultur zur Verfüügunggung
-- ist genetisch stabilist genetisch stabil
-- ist lagerungsstabilist lagerungsstabil
-- soll msoll mööglichst einfache Beimpfung des glichst einfache Beimpfung des 

FermentersFermenters gestattengestatten
-- soll schnell wachsensoll schnell wachsen
-- soll die gewsoll die gewüünschte Substanz in mnschte Substanz in mööglichstglichst

kurzer Zeit produzierenkurzer Zeit produzieren
-- soll in preiswertem Kulturmedium wachsensoll in preiswertem Kulturmedium wachsen
-- soll ggf. genetisch modifizierbar seinsoll ggf. genetisch modifizierbar sein



Woran erkennt man Woran erkennt man mikrobiellesmikrobielles Wachstum ?Wachstum ?

-- TrTrüübungbung
-- SedimentbildungSedimentbildung
-- GasbildungGasbildung
-- KoloniebildungKoloniebildung

Wie kann man Wie kann man mikrobiellesmikrobielles Wachstum messen ?Wachstum messen ?

•• ZZäählkammerhlkammer--PrPrääparatparat

•• Kulturelle LebendkeimzahlKulturelle Lebendkeimzahl

•• TrTrüübungsmessungbungsmessung

•• BiomasseBiomasse--BestimmungBestimmung

•• Indirekte Erfassung Indirekte Erfassung üüber Stoffwechselber Stoffwechsel--
produkteprodukte

.......s. auch Einheit 10.......s. auch Einheit 10



BlutkBlutköörperchenzrperchenzäählapparat 1925hlapparat 1925

NNäährbodenplatte mit hrbodenplatte mit EnterococcenEnterococcen--KolonienKolonien



7. EINF7. EINFÜÜHRUNG HRUNG 
IN DIE IN DIE 
BIOTECHNOLOGIEBIOTECHNOLOGIE

Die Biotechnologie nutzt die biologische Zelle Die Biotechnologie nutzt die biologische Zelle 
und deren Inhaltsstoffe zur Entwicklung und deren Inhaltsstoffe zur Entwicklung 

von Verfahren.von Verfahren.

Allgemeine Definitionen

Glick & Pasternak, 1995

Die Biotechnologie ist die Anwendung wissenschaftlicher  Die Biotechnologie ist die Anwendung wissenschaftlicher  
und technischer Prinzipien zur Stoffumwandlung durch und technischer Prinzipien zur Stoffumwandlung durch 

biologische Agenzien mit dem Ziel der Bereitstellungbiologische Agenzien mit dem Ziel der Bereitstellung
von Gvon Güütern und Dienstleistungen.tern und Dienstleistungen.

OECD 2005



Biologische Agenzien:Biologische Agenzien:
Mikroorganismen (inkl. genetisch verMikroorganismen (inkl. genetisch veräänderter Mikronderter Mikro--
organismenorganismen) sowie Zellkulturen) sowie Zellkulturen

Genetisch verGenetisch veräändert:ndert:
Erbmaterial wird durch gentechnische Verfahren soErbmaterial wird durch gentechnische Verfahren so
ververäändert, wie dies unter natndert, wie dies unter natüürlichen Bedingungen durchrlichen Bedingungen durch
Kreuzen oder natKreuzen oder natüürliche rliche RekombinationRekombination nicht mnicht mööglich ist.glich ist.

……mit dem Ziel, verbesserte Zellfunktionen und Enzyme,mit dem Ziel, verbesserte Zellfunktionen und Enzyme,
bessere Produkte bei weniger Energiebessere Produkte bei weniger Energie-- und Produktionsund Produktions--
aufwandaufwand zu erreichen.zu erreichen.

DefinitionenDefinitionen

MikrobiologieMikrobiologie
BiochemieBiochemie
MolekularbiologieMolekularbiologie
GenetikGenetik
BioinformatikBioinformatik
VerfahrenstechnikVerfahrenstechnik

BIOTECHNOLOGIEBIOTECHNOLOGIE
MedikamenteMedikamente
ImpfstoffeImpfstoffe
DiagnostikaDiagnostika
FeldfrFeldfrüüchtechte
FuttermittelFuttermittel
NutztiereNutztiere
NahrungsmittelNahrungsmittel
AbfallentsorgungAbfallentsorgung

BerufsfelderBerufsfelder
Chemische IndustrieChemische Industrie
ErnErnäährungsindustriehrungsindustrie
AgrarsektorAgrarsektor
UmweltschutzUmweltschutz
EnergieversorgungEnergieversorgung
ForschungForschung
BehBehöördenrden

InterdisziplinaritInterdisziplinaritäätt



TraditionelleTraditionelle
Biotechnologie/Biotechnologie/

industrielleindustrielle
MikrobiologieMikrobiologie

Molekulare Molekulare 
BiotechnologieBiotechnologie

Die Biotechnologie basiertDie Biotechnologie basiert
im Wesentlichen auf im Wesentlichen auf 

natnatüürlichen Stoffkreislrlichen Stoffkreislääufenufen

Substrate
(z.B. Zucker, Stärke, 

Cellulose)

Schadstoffe
(z.B. chlorierte Kohlen-

wasserstoffe,
andere Rückstände)

BIOLOGISCHESBIOLOGISCHES
SYSTEMSYSTEM

((Mikro.Org.,ZellkulturMikro.Org.,Zellkultur))

Nützliche Produkte
Nebenprodukte Abfallprodukte

Stoffumwandlungsprozesse in der BiotechnologieStoffumwandlungsprozesse in der Biotechnologie



Geschichtliche Daten: Biotechnologie

10.000 10.000 v.Chrv.Chr.     Spontane alkoholische G.     Spontane alkoholische Gäärung in Srung in Sääftenften

3.000 3.000 v.Chrv.Chr Biererzeugung (Biererzeugung (ÄÄgypten, Kelten, Germanen)gypten, Kelten, Germanen)

Altertum u.         Fermentierte Lebensmittel (KAltertum u.         Fermentierte Lebensmittel (Kääse, Joghurt, se, Joghurt, 
Mittelalter           fermentierte Sojaprodukte usw.)Mittelalter           fermentierte Sojaprodukte usw.)

um 15. um 15. JhdtJhdt.       Essigerzeugung (Frankreich).       Essigerzeugung (Frankreich)

19. 19. JhdtJhdt.             Pasteurisation, G.             Pasteurisation, Gäärungsindustrierungsindustrie

20.Jhdt.              Abwasseraufbereitung, Glycerinproduktion,20.Jhdt.              Abwasseraufbereitung, Glycerinproduktion,
CitronensCitronensääureproduktionureproduktion, Penicillin etc., Penicillin etc.

Geschichtliche Daten: Biotechnologie

1917     K. Ereky prägt Begriff „Biotechnologie“
1943     Penicillin- großtechnische Produktion
1944     Avery, McLeod u. McCarthy beweisen,

dass DNA das genetische Material ist
1953     Watson & Crick: DNA-Struktur
1961     Entzifferung des genetischen Codes
1972     Khorana et al. synthetisieren tRNA-Gen
1975     Kohler & Milstein: Produktion von mono-

klonalen Antikörpern
1976     Analyse der DNA-Sequenz
1978     Produktion von Humaninsulin mit E.coli
1981     erste automatisierte DNA-Synthesemaschine
1988     PCR-Technik
1990     Gentherapie beim Menschen genehmigt (USA)



Nutzen der Biotechnologie: Beispiele  

• Verfahren für die Diagnose, Prävention und Therapie
ansteckender oder genetisch bedingter Krankheiten

• Erzeugung resistenter Pflanzen (gegen Insekten,Pilze, 
Viren, Stress, Dürre, Hitze etc.)

• Nutzung von Mikroorganismen zur Produktion von
Chemikalien, Polymeren, Aminosäuren, Enzymen, 
Nahrungsmittelzusatzstoffen

• Beseitigung von Schadstoffen aus Abfallmaterial aus 
der Umwelt

Biokatalyse / Biotechnologie

• Zellen (z.B. Hefezellen)

• Stoff-Umwandlung => Biotransformation

– biologisch modifizierte Hormone (z.B. Steroide),…

• Produkten aus Zellen:
– Enzyme, Antibiotika, Lebensmittelzusatzstoffe

– Organische Säuren (Essig-, Zitronen-, Milch-, 
Propionsäure)

– Alkohol (Ethanol, Zuckeralkohole,...), Chemikalien 
(Monomere,…),…

Madigan et al., 2006



Molekulare Mechanismen der Molekulare Mechanismen der RekombinationRekombination

•• KonjugationKonjugation

•• TransformationTransformation

•• TransduktionTransduktion

mit mit PlasmidenPlasmiden
durch Chromosomendurch Chromosomenüübertragungbertragung

GentransferGentransfer

Standorte, an denen horizontaler GentransferStandorte, an denen horizontaler Gentransfer
nachgewiesen wurdenachgewiesen wurde

Miller: Spektrum der Wissenschaft Miller: Spektrum der Wissenschaft --3/19983/1998



KonjugationKonjugation

Vorgang der Vorgang der GenGenüübertragungbertragung üüber direkten Kontakt ber direkten Kontakt 
zwischen den Zellen (zwischen den Zellen („„PaarungPaarung““))

PlasmidPlasmid--codiertercodierter Vorgang (z.B. Vorgang (z.B. FF--PlasmidePlasmide))

SpenderSpender-- oder oder DonorzelleDonorzelle üübertrberträägt gt PlasmidePlasmide oder oder 
andere genetische Elemente auf Empfandere genetische Elemente auf Empfäängernger--
oder Rezeptorzelleoder Rezeptorzelle

Funktion der Funktion der PiliPili

FF--PlasmidPlasmid kann auch Chromosom kann auch Chromosom „„mobilisierenmobilisieren““, dies, dies
ffüührt zur hrt zur ÜÜbertragung von bertragung von chromosomalerchromosomaler DNADNA

AA

BB



Ausbildung der Ausbildung der PiliPili
vor der Konjugationvor der Konjugation

Miller: Spektrum der Wissenschaft Miller: Spektrum der Wissenschaft --3/19983/1998

Genetische TransformationGenetische Transformation

Vorgang, bei dem freie DNA in einer EmpfVorgang, bei dem freie DNA in einer Empfäängerzellengerzelle
aufgenommen und eingebaut wirdaufgenommen und eingebaut wird

Zellen, die DNA aufnehmen kZellen, die DNA aufnehmen köönnen, sind nnen, sind „„kompetentkompetent““

„„KompetenzKompetenz““ durch durch RegulationssystemeRegulationssysteme gesteuertgesteuert
(Proteine, (Proteine, ZellwandlysineZellwandlysine))

DNA entweder als EinzelDNA entweder als Einzel-- oder Doppelstrang oder Doppelstrang 
aufgenommenaufgenommen

Sonderform der Transformation: Sonderform der Transformation: 
TransfektionTransfektion: DNA wird in : DNA wird in eukaryontischeeukaryontische ZelleZelle
üübertragenbertragen



TransformationTransformation

natnatüürlichrlich durch durch ElektroporationElektroporation
-- nur bei wenigen Gattungennur bei wenigen Gattungen
-- seltenselten
-- viel empirische Forschungviel empirische Forschung
(div. Einflussfaktoren, z.B. Ca(div. Einflussfaktoren, z.B. Ca--Ionen)Ionen)

-- Erzeugung von kleinen Poren durchErzeugung von kleinen Poren durch
pulsierende elektrische Felderpulsierende elektrische Felder

-- ermermööglicht sowohl DNAglicht sowohl DNA--GewinnungGewinnung
als auch als auch --ÜÜbertragungbertragung

-- weniger Aufwandweniger Aufwand

RekombinantesRekombinantes
PlasmidPlasmid

E.coliE.coli
WirtszelleWirtszelle

TransformierteTransformierte
ZelleZelle

NatNatüürliche Transformationrliche Transformation

Miller: Spektrum der Wissenschaft Miller: Spektrum der Wissenschaft --3/19983/1998



TransduktionTransduktion

Vorgang, bei dem DNA Vorgang, bei dem DNA mittels Virenmittels Viren von Zelle zuvon Zelle zu
Zelle Zelle üübertragen wirdbertragen wird

unspezifische unspezifische TransduktionTransduktion::

spezifische spezifische TransduktionTransduktion::

nicht alle nicht alle PhagenPhagen kköönnen nnen transduzierentransduzieren,,
nicht alle Bakterien sind nicht alle Bakterien sind transduzierbartransduzierbar !!

trotzdem: in der Natur weit verbreiteter Gentransfertrotzdem: in der Natur weit verbreiteter Gentransfer

ViralesVirales Genom durch Genom durch 
Wirtsgenom Wirtsgenom ersetztersetzt

WirtsgenomWirtsgenom--DNADNA in in viralesvirales
Genom Genom integriertintegriert, nur bei, nur bei
temperententemperenten PhagenPhagen

Unspezifische Unspezifische 
TransduktionTransduktion

Brock, 2001Brock, 2001



TransduktionTransduktion -- virusvermittelter Gentransfervirusvermittelter Gentransfer

Miller: Spektrum der Wissenschaft Miller: Spektrum der Wissenschaft --3/19983/1998

Bedeutung der Reihenfolge der Gene auf der DNABedeutung der Reihenfolge der Gene auf der DNA

Reihenfolge der Gene auf dem ChromosomReihenfolge der Gene auf dem Chromosom
nicht grundsnicht grundsäätzlich fixtzlich fix

Vorgang der Vorgang der „„WanderungWanderung““ eines Gens von einereines Gens von einer
Stelle zur Stelle zur anderen......anderen......TranspositionTransposition (mind. 1:100.000)(mind. 1:100.000)

Transponierbare Transponierbare Elemente......Elemente......TransposonsTransposons

IntegronsIntegrons..........““fangenfangen Gene aus anderen Quellen einGene aus anderen Quellen ein““
(Bestandteil einiger (Bestandteil einiger TransposonsTransposons))

AntibioticaresistenzAntibioticaresistenz--ProblematikProblematik



Genetik in Genetik in eukaryontischeneukaryontischen MikroorganismenMikroorganismen
Beispiel: Lebenszyklus v. Beispiel: Lebenszyklus v. SaccharomycesSaccharomyces cerevisiaecerevisiae

Brock, 2001Brock, 2001

MMööglichkeiten der glichkeiten der KlonierungKlonierung

•• Molekulare Molekulare KlonierungKlonierung

•• KlonierungKlonierung mit Hilfe von mit Hilfe von PlasmidenPlasmiden

•• KlonierungKlonierung mit Hilfe von mit Hilfe von BakteriophagenBakteriophagen

•• AndereAndere



KlonierungKlonierung

-- Historisch: Historisch: „„kküünstl. Kernspaltungnstl. Kernspaltung““
-- KKüünstl. Vervielfachung ohne Mitwirkung vonnstl. Vervielfachung ohne Mitwirkung von

Keimzellen (Keimzellen (…„…„Dolly, 1997)Dolly, 1997)
-- Fusion aus einem Zellkern (aus irgendeinerFusion aus einem Zellkern (aus irgendeiner

Zelle) mit einer Zelle) mit einer „„entkerntenentkernten““ ZelleZelle

-- DNADNA--Fragment mit interessierendem GenFragment mit interessierendem Gen
in das gereinigte Genom eines sich selbstin das gereinigte Genom eines sich selbst
replizierenden genetischen Systems replizierenden genetischen Systems 
(z.B. Virus oder (z.B. Virus oder PlasmidPlasmid) eingebracht) eingebracht

-- Virus oder Virus oder PlasmidPlasmid……..KlonierungsvektorKlonierungsvektor

Klonschaf Dolly (1996 Klonschaf Dolly (1996 –– 2003)2003)



KlonierungKlonierung

……..bezieht sich immer auf das Vervielf..bezieht sich immer auf das Vervielfäältigenltigen
von DNA (also Molekvon DNA (also Moleküülen) len) und nichtund nicht

von Mikroorganismenvon Mikroorganismen

KlonenKlonen

……..Herstellung genetisch ..Herstellung genetisch identeridenter OrganismenOrganismen

DNADNA--RekombinationstechnikRekombinationstechnik
((GenklonierungGenklonierung))

ÜÜbertragung genetischer Information (DNA)bertragung genetischer Information (DNA)
von einem Organismus auf einen anderenvon einem Organismus auf einen anderen

DNA aus Spender isolierenDNA aus Spender isolieren

DNA DNA enzymatischenzymatisch spaltenspalten

mit mit VektorVektor--DNADNA verknverknüüpfenpfen

neues DNAneues DNA--Konstrukt in Konstrukt in WirtWirtszelle einfszelle einfüührenhren

Wirtszellen mit Wirtszellen mit klonierterklonierter DNA vermehrenDNA vermehren

TransformationTransformation



KlonierungsverfahrenKlonierungsverfahren
ffüür r rekombinierterekombinierte DNADNA

GlickGlick & Pasternak, 1995& Pasternak, 1995

Ziele der Ziele der KlonierungKlonierung

•• KostengKostengüünstiges Vervielfachen der DNA (z.B.nstiges Vervielfachen der DNA (z.B.
ffüür diagnostische Zwecke)r diagnostische Zwecke)

•• ExprimierenExprimieren von Proteinen (z.B. von Proteinen (z.B. pharmazeutpharmazeut. Industrie,  . Industrie,  
Herstellung von Insulin etc., Erzeugung von Labferment,Herstellung von Insulin etc., Erzeugung von Labferment,
resistente Pflanzenarten)resistente Pflanzenarten)

•• Genmanipulation (z.B. zur Verbesserung von StoffwechselGenmanipulation (z.B. zur Verbesserung von Stoffwechsel--
vorgvorgäängenngen))

……ausprauspräägengen



Wirte fWirte füür r KlonierungsvektorenKlonierungsvektoren

Anforderungen:Anforderungen:
-- schnelles Wachstumschnelles Wachstum
-- preiswert kultivierbarpreiswert kultivierbar
-- apathogenapathogen

SaccharomycesSaccharomyces
cerevisiaecerevisiae

BacillusBacillus subtilissubtilis E.coliE.coli

ExprimierungExprimierung von Genenvon Genen

KloniertesKloniertes LuciferasegenLuciferasegen in in E.coliE.coli. Die . Die 
4 verschiedenen Gene entstammen 4 verschiedenen Gene entstammen 
jeweils einer anderen Art aus der jeweils einer anderen Art aus der 
Familie der SchnellkFamilie der Schnellkääfer. Jede fer. Jede LuciferaseLuciferase
strahlt Licht einer anderen Farbe aus.strahlt Licht einer anderen Farbe aus.
Quelle: Science 244:700 (1988)Quelle: Science 244:700 (1988)



Einbau eines fluoreszierenden ProteinsEinbau eines fluoreszierenden Proteins
in das Gen einer in das Gen einer SaccharomycesSaccharomyces cerevisiaecerevisiae

Brock, 2001Brock, 2001

Zusammenfassung der wichtigsten Zusammenfassung der wichtigsten 
Prinzipien sowie Voraussetzungen der GentechnikPrinzipien sowie Voraussetzungen der Gentechnik

DNADNA--Struktur und Struktur und --ChemieChemie

DNADNA--EnzymologieEnzymologie

DNADNA--ReplikationReplikation

PlasmidePlasmide u. Konjugationu. Konjugation

TemperenteTemperente BakteriophagenBakteriophagen

TransformationTransformation

TranslationTranslation

Genetischer CodeGenetischer Code

Isolierung u. Isolierung u. SequenzierungSequenzierung der DNAder DNA

Bedeutung der Enzyme bei der Synthese der DNABedeutung der Enzyme bei der Synthese der DNA

Erkenntnisse darErkenntnisse darüüber, wie ber, wie DNADNA--ReplikationReplikation ablablääuftuft

AufklAufkläärung der Mechanismenrung der Mechanismen

Regulation der Regulation der ReplikationReplikation innerhalbinnerhalb
der der BakteriophagenBakteriophagen

Methodische Entwicklungen, freie DNA zu Methodische Entwicklungen, freie DNA zu üübertragenbertragen

Bedeutung der Bedeutung der RibosomenRibosomen und der und der mRNAmRNA

EntschlEntschlüüsselung des genetischen Codessselung des genetischen Codes
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8. ARBEITEN IM
MIKROBIOLOGISCHEN
LABOR  - TEIL 1

Kultivierung von Mikroorganismen

Nährmedium - Nährsubstrat

Einteilungsmöglichkeiten:

- nach ihrer Zusammensetzung
- nach ihren physikalischen Eigenschaften
- nach ihrem Verwendungszweck
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Kultivierung von Mikroorganismen

Nährmedium - Nährsubstrat

Synthetische
Nährmedien

Komplexe
Nährmedien

Def. chem. Zusammensetzung
Mehr oder weniger exakt
definierte Bestandteile

Hefeextrakt
Tomatenpresssaft

Pepton, ....

Zusammensetzung

Komplexe Nährbodenbestandteile

Pepton

Fleischextrakt

Caseinhydrolysat

Malzextrakt

Hefeextrakt

Eiweißspaltprodukte, hergest. durch enyzmatische
Verdauung tierischer u. pflanzlicher Proteine

Wässriger Extrakt von enzymatisch vorverdautem
Fleisch

Salzsaures Hydrolysat aus Milcheiweiß ohne nieder-
molekulare Spaltprodukte, liefert freie Aminosäuren

Wässriger Extrakt von Malz, spezieller Bestandteil 
von Pilz-Nährmedien

Wässriger Extrakt aus autolysierte Hefe, liefert viel
C und N

Lieferanten für C, N, Aminosäuren, Vitamine,
Mineralstoffe, Spurenelemente
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Nährmedium - Nährsubstrat

Physikal. Eigenschaften

Kultivierung von Mikroorganismen

FEST FLÜSSIGWEICH
Verfestigungsmittel

Agar-Agar

1,5 - 2 %           0,2 - 0,8%

Gelatine
10 - 15 %

(CMC, 1,5 %)

Agar-Agar

- Verfestigungsmittel aus marinen Rotalgen
- hoher Polysaccharidanteil (ca. 70%)
- Agarose und Agaropektin
- bedeutende Schmelz- und Erstarrungs-
eigenschaften:

Schmelzbereich: 80 - 90 °C
Erstarrungsbereich: 32 - 38 °C
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Nährmedium - Nährsubstrat

Verwendungszweck

Kultivierung von Mikroorganismen

Universal/Kollektivmedium

Selektivmedium

Elektivnährmedium

Differentialmedium

Anreicherungsmedium

Mangelmedium
Transportmedium etc.

Nährmedienbereitung

Nährbodenkonzentrat (oder Komponenten) einwägen

Aufschlämmung in (dest.) Wasser

Ggf. Zugabe von Verfestigungsmittel

Nährsubstrat auflösen (Dampf, heizbarer Magnetrührer)

pH-Kontrolle/-korrektur

Sterilisation
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Sterilisation

- Dekontaminationsmaßnahme
- Abtöten und Entfernen aller Lebewesen
einschließlich ihrer Ruhestadien............
........vollständige Entkeimung (?)

- verschiedene Möglichkeiten:

 Hitzesterilisation
 Filtration
 Bestrahlung
 Begasung
 Anwendung von Chemikalien

Feuchte Hitze
Tyndallisation
Trockene Hitze

UV
Ionisierende Strahlen

Hitzesterilisation

- Denaturierungseffekt
- Abgetötete Keime verbleiben im Sterilisiergut
- Autoklavierung (Überdruck)

- Diskontinuierliche/fraktionierte Sterilisation
(Tyndallisation)

121 °C / 20 min.

100 °C / 30 min.
30 °C / 12 - 24 h
100 °C / 30 min.
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Aufbau eines Autoklaven

Autoklav um 1950
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Diverse
Autoklaven-
modelle

Tischautoklav
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Zyklus einer Autoklavierungsprozedur

Brock, 2001

Temperatur und Dampfdruck 
von gesättigtem Wasserdampf

100
105,3
109,7
115,2
120,6
133,9

101
122
142
170
203
304

1,01
1,22
1,42
1,70
2,03
3,04

1,00
1,20
1,40
1,68
2,00
3,00

Temp.
°C

kPa. bar atm
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Sterilisierdauer richtet sich nach dem
Sterilisiervolumen !

bis 50 ml
20 - 200 ml
200 - 1000 ml
1 - 2 l
10 l
20 l

Einzelvolumen

15 
20
25
35
60 - 90
120 - 180

Sterilisierzeit 
bei 121 °C

Wärmeübergang !

Empfehlungen zur Durchführung 
einer Labor-Autoklavierung

- nur hitzesterilisierbares Gut sterilisieren
- Gefäße nicht voll befüllen (    1/2-voll)
- Dampfunduchlässige Verschlüsse nur lose
aufsetzen

- Wattestopfen mit Pergament oder Alufolie
abdecken

- Beschriftung mit autoklavenfestem Filzstift
- Sterilisiergut möglichst senkrecht platzieren
- separate Gefäße für Vernichtungssterilisation
verwenden

- nach Autoklavieren langsamer Duckabfall
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Kontrolle der Dampfsterilisation

Indikatoren

Chemische Biologische
(„Bioindikatoren“)- Farbstreifen mit Feldern

- Farbumschlagsanzeige
- einfach zu handhaben
- auf Sterilisiergut aufkleben 

- aufwändiger als chem. Indikatoren
- zuverlässiger als  - “ -
- meist Sporenpräparate
(Geobacillus stearothermophilus,
definierter ATCC-Stamm)

- Sporenstreifen oder Testampullen
- an „kältester Stelle“ platziert
- anschl. Bebrütungsphase
(...keine Trübung)

Im Europäischen Arzneibuch spezifizierte
Bioindikator-Mikroorganismen

Staph. aureus                            ATCC 6538
Bacillus subtilis                          ATCC 6633
Pseudomonas aeruginosa        ATCC 9027
Clostridium sporogenes            ATCC 19404
Candida albicans                      ATCC 10231
Aspergillus niger                       ATCC 16404
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Sterilisationseffekt 
Abtötung durch trockene Heißluft:
Erhitzungsdauer in min. bei 120 °C

Salmonella typhi                                       20
E. coli                                                        30
Staphylococcus aureus                            30

Endosporen von:
Clostridium botulinum                              120
Bacillus anthracis                                     120

mod. n. Wallhäusser, 1995

Kinetik der Hitzeinaktivierung

Brock, 2001
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D-Wert
Dezimale Reduktionszeit

Zeit in Minuten, die bei vorgegebener Temperatur 
notwendig ist, um die Keimzahl um 90 % (= auf ein

Zehntel) zu reduzieren

Einflussgrößen auf den D-Wert:
- „Natur“/Empfindlichkeit des Mikroorganismus
- Bestimmung des D-Werts aufwändig
(mehrere KZ-Bestimmungsansätze)

- ........Abtötungskurve nicht immer eine Gerade

2

4

6

8

10

-2 Zeit

log KZ

D-Wert

1 Z / 100 ml

Hitzeinaktivierungskinetik
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Thermische Abtötungszeit

Jene Zeitdauer, die erforderlich ist, um bei
vorgegebener Temperatur alle (?) Zellen abzutöten

- wesentliche Einflussgröße: Dichte/Keimzahl der 
betrachteten Keimsuspension bzw. Probe  

Vorgangsweise:
Proben (def. Zellsuspensionen) für unterschiedliche
Zeitspannen erhitzen, dann inkubieren und auf 
Wachstum kontrollieren

Sterilisation von Nährmedien

Hitzesterilisation

Sterilfiltration

Autoklavieren

tyndallisieren

schonend „aufkochen“

1x Filter
1x-Filteraufsätze
Membranfiltration
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Andere thermische Entkeimungsverfahren

- Pasteurisierung

- UHT-Erhitzung

- nur Teilentkeimung
- Pathogene abgetötet
- Verderbskeime reduziert
- vorwiegend bei Lebensmitteln
- Haltbarkeitsverlängerung
- Verderb verzögert

- Erhitzung auf 130 bis 150 °C
für wenige Sekunden

- Sterilisationseffekt
- vorwiegend bei Lebensmitteln
(z.B. H-Milch....“UHT“)

Membranfiltrations-Sterilisation

- „mechanische Sterilisation“
- Mikrofilter mit definierter Porenweite

0,22 µm
0,45 µm

- Celluloseacetat, Cellulosenitrat
- ggf. Vorfilter vor eigentlicher Sterilfiltration

Struktur eines
Celluloseacetat-Filters
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1x-Filter
Membranfiltrationsvorrichtung

Brock, 2001

Schema Filtrationsaufsatz

Brock, 2001



29.04.2013

16

Vorrichtung zur Membranfiltration unter Druck

Bast, 2001

Filtrieranordnung des Microfil-Sytems
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Milliflex-System (Millipore)

Anwendung von Miniaturfiltern 
für Entkeimungszwecke

Block, 1991
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Spezialisiertes Filtrationssystem 
für kritische Anwendungen

Block, 1991

Beispiele für die Anwendung der 
Mikrofiltrations-Sterilisation

- Antibiotica
- Vakzine
- Intravenöse Lösungen
- Allergenextrakte
- Steroide
- Ophthalmolog. Produkte
- Organkonservierungslösungen
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Anwendung von trockener Hitze

- Hitzesterilisation von (trockenen) Glasgeräten
(Pipetten, Kolben, Röhrchen, Petri-
schalen etc.)

- Heißluftsterilisator, gute Luftzirkulation
- Sterilisiergut nicht zu dicht packen
- Check mittels Indikatorbändern oder
Bioindikatoren

- Vorsicht bei Gummi- u. Kunststoffstopfen
- nur trockenes Gut sterilisieren

Kenndaten der Heißluftsterilisation

160 °C

170 °C

180 °C

180 min.

120 min.

30 min

Temp.                 Zeit
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Heißluftsterilisatoren

Ausglühen von Impfösen und -nadeln

Bast, 2001

Bunsenbrenner
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Sterilisation durch Bestrahlung

- UV-Strahlung

- Ionisierende Strahlung

- Nucleinsäure-Schädigung
- Raumluft , Oberflächen, Trinkwasser
- geringe Eindringtiefe
- UV-C-Bereich am wirksamsten
(200 - 280 nm)

- Quecksilber-Niederdruckstrahler
(253,7 nm)

- Ozon !
- in unbenutzten Räumen

- Sterilisation von Einwegmaterialien, 
Gewebsersatz u. Antibiotica

- Gamma-Strahlen
- produzieren Elektronen, Radikale
- Schädigung der DNA
- Bestrahlungsdosis in Gray (Gy)
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Chemische Sterilisation

- Ethylenoxidbegasung

- Formalinbehandlung

- Peressigsäure

-Ethanol 

-(ß-Propiolacton)

Achtung explosiv  !

Hohe Toxizität, sterile 
Nachbelüftung

Raumluftdesinfektion,
kanzerogen, Anw.Konz. 1- 3.5%

Nicht mehr gebräuchlich,
kanzerogen

Arbeitsflächendesinfektion,
70%iger ,vergällter Alkohol,
60%iger Isopropanol

Schematische Darstellung einer 
Ethylenoxid-Sterilisations-Anlage

Block, 1991
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Laborsicherheit

Eingeschleppte Keime
(Mensch, Luft, unsterile

Geräte)

Raumluft
(ca. 500 - 2000 K/m )3

Wichtige Regeln für das mikrobiologische Arbeiten

- Alle Gegenstände sind so zu behandeln, als ob sie
pathogenes Material (Mikroorganismen u.o. deren
Stoffwechselprodukte) enthielten 

- Tragen von Schutzkleidung
- Schmuckverbot
- Essen, Trinken, Rauchen im Labor veboten
- Beschriften von Behältnissen
- Kontaminierte Gegenstände dekontaminieren
- Achtung auf Luftkontamination / Aerosolbildung
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Historische Darstellung 
eines Pestwächters
um 1720

Personen- und Produktschutz im Labor
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Umgang mit Mikroorganismen

- Schutz von Personal und Umwelt

- Genehmigung der Behörde für Arbeiten mit
human- u. tierpathogenen Erregern

- Einstufung der „biolog. Arbeitsstoffe“ 
in Risikoklassen (1 - 4)

Gruppierung nach Risikoklassen

Gruppe 1: kein oder sehr geringes Risiko für
Mensch und Wirbeltiere, als Krankheits-
erreger für Gesunde ohne Bedeutung

Gruppe 2: Geringes bis mäßiges Risiko für Mensch 
und Wirbeltiere, potenzielle Krankheitserreger
beim Menschen, wirksame Vorbeugung und 
Behandlung normalerweise möglich

Gruppe 3: Mäßiges bis hohes Risiko für Mensch und
Wirbeltiere, Erreger schwerer Erkrankungen,
wirksame Vorbeugung oder Behandlung 
normalerweise möglich

Gruppe 4: Hohes Risiko für Mensch und Wirbeltiere
(best. Viren)
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Beispiele für die einzelnen Risikoklassen

Gruppe 1:

Gruppe 2:

Gruppe 3:

Gruppe 4:

Acetobacter, die meisten Lactobacillen,
die meisten E.coli, Saccharomyces

Pathogene E.coli, Shigella dysenteriae,
Clostridium tetani, Klebsiella pneumoniae

Chlamydia psittaci, Salmonella typhi,
Yersinia pestis, Francisella tularensis

nur bestimmte Viren (Ebola,....)

Räumliche Voraussetzungen

- Lage des Labors (....nicht Erdgeschoß)
- Vorräume 
- Arbeitsflächen und Fußböden
- wenig Mobiliar
- Fenster und Türen geschlossen
- Desinfektionsmöglichkeit für Raumluft
- Regelmäßige Kontrolle auf Ungeziefer
- Keine Verwechslungen von Gerätschaften
- Vermeidung von Verletzungen (Nadeln etc.)

Allgemein:



29.04.2013

27

Arbeiten unter Schutzstufe 2

- Arbeitsraum mit Label kennzeichnen
- tägliche Desinfektion der Flächen
- Schutzkleidung nie außerhalb tragen
- Verwendung von starken Latexhandschuhen
- Arbeiten in Sicherheitswerkbänken
- Bunsenbrenner mit Spritzschutzglocke
- Verwenden von Einwegartikeln
- Kontaminierte Geräte in Desinfektionsbad einlegen
- Sofern Kontamination eintritt, Bereich sperren u. desinfizieren
- Abfallsammlung und -entsorgung (Dekontamination)

Arbeiten mit einer Reinraumwerkbank

- Durchführung aller aseptischen Arbeitsschritte
- Schutz der Umgebung, Schutz des Experimentators
- UV-Bestrahlung im Inneren der Werkbank
- Umluftsystem mit HOSCH-Filtern (engl.: HEPA filters)

- 3 Arten von Werkbänken:
1. Schutz des Arbeitenden und der Umgebung (Kl. 1)

2. Schutz der Arbeitsobjekte und -prozesse

3. Schutz des Arbeitenden und der Prozesse (Kl. 2 u. 3)

„Laminar Flow“

High Efficiency Particulate Air Filter
mit definierten Abscheidegraden
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Schematische Darstellung einer Reinraumwerkbank
Bast, 2001

Sterilwerkbänke
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Geräte und Utensilien 
für das mikrobiologische Arbeiten

Bast, 2001
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Laborausstattung

• Bunsenbrenner

• Wasserbäder

• Inkubationsschränke

– (aerob, anaerob)

– 6°C, 10°C 
(Kühlbrutschränke

– 25°C, 30°C, 37°C, 45°C

• Photometer

• Autoklav

• Heißluftsterilisator

• Dampfschrank

• Markierungsstift

• Schüttelinkubator

• Anaerobiertopf

• Petrischalen

• Pipetten

• Pipettierhilfe

• Röhrchen/Eprouvetten

• Eprouvettenverschlüsse

• Impfösen

• Impfnadel

• Drigalskispateln

• Skalpell, Schere, 
Stanleymesser

• Einwegartikel (Impfbesteck, 
Pipetten, Probenbehälter,…)

• …

Laborausstattung

- Petrischalen
- Pipetten
- Pipettierhilfe
- Röhrchen/Eprouvetten
- Eprouvettenverschlüsse
- Impfösen
- Impfnadel
- Drigalskispateln
- Schere, Stanleymesser
-
-
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Impföse n. Bast, 2001

Das Mikroskop

Bast, 2001
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Strahlengang 
eines

Lichtmikroskops

Brock, 2001

Aufbau des Mikroskops

Optischer Teil

Mechanischer Teil

Beleuchtung

Okulare
Objektive
Kondensor
Irisblende
(Filter)

Objekttisch
Tubus
Grob-/Feintrieb
Stativ

Lampe
(Spiegel)
Beleuchtungsstärke-
regler
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Erstes serienreifes
Zeiss-Mikroskop
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Qualitätskriterien für Mikroskope

Vergrößerungsvermögen

Auflösungsvermögen

Zeichnungsvermögen

Gesamtvergrößerung:
Okularvergrößerung x Objektivvergrößerung

Numerische Apertur

Korrektur von Linsenfehlern

Numerische Apertur

- Maß für die Qualität eines Objektivs
- je höher    desto besser/empfindlicher

A = n x sin u

n....Brechungsexponent
u....halber Öffnungswinkel der

Objektivfrontlinse

100 / 1,25

ÖL

u
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Wo liegt die Grenze der Auflösung ?

Bei welchem Minimalabstand zwischen zwei
Objekten kann ich diese beiden noch als 

getrennt erkennen ?

Auflösungsformel nach Abbé:

e =  / 2A

.....Wellenlänge der Lichtquelle

.....Numerische Apertur

A

100 / 1,25

ÖL Verwendung von Immersionsöl:

- Lichtbrechung
- Schärfere Abbildung
- n = 1.515

Trockene Objektive               Ölimmersionsobjektive
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Mikroskoparten

Lichtmikroskop

UV-Mikroskop

Fluoreszenzmikroskop

Normalkondensor
Dunkelfeldkondensor
Phasenkontrastkondensor

abhängig von der gewählten
Lichtquelle

UV: kein direktes Betrachten
des Bildes !

Fotografische Einrichtungen

Normales Hellfeld-
mikroskop

Phasenkontrast-
mikroskop

Dunkelfeld-
mikroskop

Brock, 2001

Saccharomyces cerevisiae
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Interferenzphasenkontrast-
Mikroskopie

Lactobacillus acidophilus

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen

Bacillus cereus Micrococcus luteus 
und Bacillus cereus

BacLight Inc.
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Elektronenmikroskopie

- Sehr hohe Auflösung (bis ca. 0,1 nm)
- Untersuchung von Zellstrukturen
und Molekülen

- Elektronen anstelle von Lichtstrahlen
- Magnete anstelle von Linsen
- Arbeitet unter Vakuum
- Spezielle Techniken zur Vorbereitung
der Proben („Dünnschnitte“)

- Erhöhung des Kontrasts durch spezielle
Färbungen (Osmiumtetroxid etc.)

Bauarten von Elektronenmikroskopen

Transmissions –EM
(TEM)

Raster- EM
(REM, auch Scanning
Electron Microcopy)

Keine Dünnschnitte erforderlich,
Negativfärbung, weniger
aufwändig

Präparat mit dünnem Schwer-
metallfilm (z.B. Gold) überzogen,
Elektronenstrahl tastet Oberfläche
ab, reflektierte, gestreute Elektronen 
gesammelt,      Bild
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System eines Elektronenmikroskops

Elektronen-
mikroskop



29.04.2013

40

Elektronenmikroskopische
Aufnahme von Fliegenköpfen

Bakteriophagen

Herstellung mikroskopischer Präparate

Lebendpräparate

Färbepräparate

Feuchtkammerpräparate

- Deckglaspräparat
- Hängender Tropfen
- Zählkammerpräparat

- Direkte Färbung
- Indirekte Färbung
- Gramfärbung
- Endosporenfärbung
- Kapselfärbung
- Geißelfärbung
- Säurefestigkeitsfärbung

- Darstellung von 
Schimmelpilzen
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Mikroskopierutensilien

- Mikroskop
- Objektträger
- Deckgläser
- Pinzetten
- Impföse/-nadel
- Immersionsöl
- Wundbenzin
- Watte
- Filterpaier
- beständiger Filzstift
- Vaseline
- Bunsenbrenner

Färbelösungen:
z.B.: Gramfärbe-Kit

Methylenblau-Lösung
etc.

Lebendpräparat

- Orientierende Schnelltest
- natürliche Zellform, -verbände
- Beweglichkeit erkennbar
- spezielle mikroskop. Techniken anwendbar
(z.B. Phasenkontrastmikroskopie)

Normales Deckglaspräparat     Hängender Tropfen
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Hohlschliffobjektträger

Vorbereitung: Hängender Tropfen

Bakteriensuspension
auf Deckgläschen
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100

Öl

Objektiv

Immersionsöl

Deckglas

HÄNGENDER TROPFEN
Vaseline

Kreuztisch

Kondensor / Licht

Auge

Mikroskopieren des Hängenden Tropfens

WK 2002s.a. 3. Einheit

Skizze eines Zählkammerpräparats
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Methylenblau-Färbepräparat

- Rasche und einfache Durchführung
- Erkennen morphologischer Kriterien
(Zellform, Zellverband)

-

-
- +

+
+

+
+ +

+

+

+

+

Ladung der 
BakterienzelleFarbstoffmoleküle

Gramfärbung

Gramfärbung

Bacillus subtilis

Pseudomonas fluorescens

Staphylococcus xylosus

Details s.a. 2. Einheit
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Endosporenfärbung

- Nachweis bakterieller Sporen
- Erkennen der Lage der Endospore
- Beschaffenheit des Sporangiums
- verschiedene Rezepturen

Bacillus licheniformis

Endosporen

Säurefestigkeitsfärbung

- Carbolfuchsinfärbung
- Ziehl-Neelsen-Färbung
- TBC/Mycobakterien-Diagnostik

M. tuberculosis
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Feuchtkammerpräparat

- Kultivierung von Schimmelpilzen
in feuchtem Milieu

Petrischale

Befeuchtetes Filterpapier

Objektträger

Paraffin

Festes Nährmedium

Wachsender Schimmel

Penicillium sp.



29.04.2013

1

9. ARBEITEN IM
MIKROBIOLOGISCHEN
LABOR  - TEIL 2

Kultivierung und Reinzucht von Mikroorganismen

Mikroorganismen anreichern:

- Erhöhung der Keimzahl bzw. Zellmasse
- kollektiv oder selektiv anreichern
- Zweck: 
Nachweis  - Identifizierung  - Gewinnung von Zellmasse
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Kollektiv anreichern bzw. züchten

Selektiv anreichern bzw. züchten

Möglichst viele/alle Keime zum Wachsen bringen:
Kollektivmedien.........optimale Wachstumsbedingungen

Nur bestimmte Keime zum Wachsen bringen:
Selektivmedien, spezifisch optimierte Wachstumsbedingungen:
Selektive Agenzien: - pH-Wert

- Antibiotica u.a. Hemmstoffe
- Verhalten gegenüber Sauerstoff
- Indikatoren im Nährsubstrat

Aerobes Wachstum - aerobe Kultivierung
von Mikroorganismen

Utensilien

- Kulturgefäße
- Kultivierungsmedium
- Inokulum
- „Werkzeug“ (Öse, Nadel, Pipette)
- Brutschrank oder Wasserbad

Bast, 2001
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Inkubationsschrank:
am häufigsten verwendete 
Temperaturen:
25 °C
30 °C
37 °C
45 °C

6 °C *)
10 °C *)

*)  Kühlbrutschrank

(Aerobes) mikrobielles Wachstum in Bouillon

Bodensatz Trübung Flockenbildung Hautbildung Ringbildung
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(Aerobes) mikrobielles Wachstum 
auf festem Nährboden

Oberflächenbeschaffenheit der Kolonien

flacherhabenkonvexhalbkugeligknopfförmig

unregelmäßig

gezahnt

filamentös wurzelförmig

wellig, rundlich

glatt, rundlich

Formen der aeroben Kultivierung

- Bouillonkultur

- Oberflächenkultur

- Submerskultur

- Mikroaerobe Kultur

Eintrag von O   zur Versorgung der 
Mikroorganismen mit gelöstem O

2

2

benötigen niedrigen Sauerstoffpartialdruck
(z.B.: halbfeste Nährmedien, Zusatz von
best. Substanzen)
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Bakterienwachstum in Nährbouillon

Schrägagarkulturen

Serratia marcescens

Micrococcus luteus
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Kolonien auf Agarplatten

Nicht selektives
Agarmedium

Selektives
Agarmedium

Saccharomyces cerevisiae
auf Chromogenagar

2 verschieden Bacillus sp. 
auf Trypton-Soja-Agar

Ausprägung von Kolonien auf Nährmedien
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Kolonien eines Stammes 
auf verschiedenen Medien

Beispiel

Pin points
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Schüttelinkubator

Anaerobe Kultivierung von Mikroorganismen

- betr. Mikroorganismen, die unter Anwesenheit
von Sauerstoff nicht wachsen können

obligate Anaerobier

- Absenkung des Redoxpotenzials
- Verbrauch des Sauerstoffs im Inkubationsmilieu
durch spezielle Hilfsmittel
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Toxische Wirkung von Sauerstoff

- „normale“ Form des Sauerstoffs: Triplett-O

- hochenergetische Form des O  : Singulett-O

- weitere hochtoxische Formen von O  :

* Superoxidanion

* Wasserstoffperoxid

* Hydroxylradikal

2

2 2

2

Katalase,
Peroxidase

Superoxiddismutase

O3
2

O1
2

O2
- Carotinoide

(…reaktivste Sauerstoffform)

H  O2 2

OH·

H  O     +   H  O                2  H O  +  O2 2 2 2 2 2

Reaktion der Katalase
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Gasbläschen

Katalasetest auf Objektträger

Bakterielle 
Zellmasse

H  O2 2 (3%)

Anaerobier-
Sterilwerkbank
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Schrägagarröhrchen
mit Wright-Burri-
Verschluss



29.04.2013

12

„Brewer“-Schale (historisch)

Anaerobier-Inkubationstöpfe
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Anaerobier-Inkubationsschrank

Kultivierung und Reinzucht von Mikroorganismen

Mikroorganismen reinzüchten:

- Maßnahmen, die zu einer Kultur führen,
die nur aus einer Art bzw. einem Stamm
besteht

- Grundlage für eine Identifizierung
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Fließschema der Reinzüchtung

Probe mit Mischflora

Anreicherung

Fraktionierter Ausstrich

Reinkultur

- einzelne Kolonien auf Nährsubstrat
- gleiches Aussehen und Größe
- gleiche Eigenschaften

Fraktionierter Ausstrich (A)
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Fraktionierter Ausstrich (B)

Fraktionierter Ausstrich - Sterile Impftechnik

Bast, 2001
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z.B. diesen Tropfen
gewinnen und 
weiterkultivieren

Tröpfchenverfahren (Hefe-Reinzucht)

Aufbewahrung von Reinkulturen

- Periodisches Überimpfen
(Stammhaltung, Gebauchskulturen,
.....Kontaminationsgefahr etc.)

- Schrägagarröhrchen
- Lagerung unter Paraffinöl
- Gefriertrocknung (Lyophilisation)
- Vakuumtrocknung mit Schutzstoffen

konz. Magermilch
Myo-Inosit
Raffinose

- Tiefgefrieren (mit Glycerin), -80°C
- Tiefgefrieren in flüssigem Stickstoff



29.04.2013

18

Schrägagarröhrchen
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10. MIKROORGANISMEN-
NACHWEIS 
UND KEIMZAHL

Qualitative                       Quantitative

METHODEN
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Strategie der Identifizierung von Mikroorganismen

Keimzahlbestimmung, selektiver Keimnachweis, 
allg. Qualitätsmerkmale, morpholog. Charakteristika 

„Presumptive Level“, Indikatorkeime

Spezieller Keimnachweis, physiologische
Charakteristika, serologische Bestätigung

Identitätsprüfung auf 
molekularbiologischem Niveau, 
DNA-Hybridsondentechnik, PCR

Aufklärung
der genetischen 

Struktur,Gefahren-
potenzial, Sicherheit 

© WK 2009

Reinkultur

Schritte der Identifizierung

Probe

Morphologie
Kolonie/Zellverband

Beweglichkeit
Gramreaktion
Sporenbildung

Physiologie
KH-Verwertung

Enzymaktivitäten
Fermentative Eigenschaften

Antibioticaresistenz

Serologie
Molekularbiolog. 
Charakteristik

*)

*) Details später

*)
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Physiologische/phänotypische Charakterisierung
von Mikroorganismen

- Tests mit Röhrchen („manuell“)
- Miniaturisierte Testkits
(API, BIOLOG, OXI-FERM etc.)

- Farbveränderungen (KH-Verwertung)
- Enzymatische Aktivitäten
- „Schnelltests“
- PC-Datenbank-Auswertung

- „Begleitende Tests“

Beispiel: API
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Beispiel: API

API 20E
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Beispiel:Miniaturisierte Identifizierungstests

Mikrotiterplaten für Biolog-Identifizierung
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Begleitende/Ergänzende Tests

- Oxidase-Test

- Katalase-Test

- Nitratreduktion

- ß-Hämolyse-Aktivität

- Koagulase-Test

- Proteolytische Aktivität

- Lipolytische Aktivität

- Fäkalindikator-Nachweis

Tropf-Test, Streifentest

Wasserstoffperoxid.....Gasbläschenbildung

Diazotierungs-/Kupplungsreaktion 
(Farbtest)

Hämolysehof auf Blutagar

Agglutinationstests

Hydrolyse auf Caso-Agar, Gelatine-
verflüssigung, Peptonisierung von 
Lackmusmilch

Tributyrin-Agar-Hydrolyse

Coliforme Keime VRB-Agar

Hämolysezone
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ß-Hämolyse von Staphylococcus aureus

Blutagar

Koagulase-Aktivität



29.04.2013

8

Gelatineverflüssigung (Beispiel Proteus vulgaris)

Nachweis der 
proteolytischen Aktivität

+

KEIMZAHL / KEIMGEHALT

- wichtiger Parameter
zur Beurteilung:

- der mikrobiologischen Qualität
- der Haltbarkeit bzw. des Verderbsstatus
- der Sterilität (ja/nein)
- des Mindestkeimgehalts von bestimmten
Produkten

liefert quantitative Aussage
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Bestimmung der Keimzahl

- Direkte Methoden
* Zählkammer
* Mikroskopischer Ausstrich
* Elektronische Verfahren
* Mikroskopische Verfahren kombiniert
mit Membranfiltertechnik

- Indirekte Methoden
* Trübungsmessung
*  Erfassung mikrobieller Stoffwechsel-

produkte (Pyruvat, Lactat etc.)

- Kulturelle Methoden
Koch´sches Plattenverfahren

Bast, 2001

Zählkammer nach Thoma
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Elektronisches Mikropartikel-Zählgerät
(Coulter Counter)

BactoScan-Gerät
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Trübungsmessung 
mit dem BioScreen C Analyzer

Anwendungsmöglichkeiten:

- Monitoring der Wachstumskinetik
- Hemmstoffprüfung
- Nährmedienoptimierung
- Sterilitätstests

Koch´sches Plattenverfahren

- Methode, mit der Kolonien auf/in einer
Nährbodenplatte (Petrischale) gezählt werden

- Prinzip: aus Mikroorganismenzelle(n) wachsen
Kolonien (während einer Inkubationsperiode)
................KBE (CFU)

- 1 ml (g) Probe(nverdünnung, -homogenat)
pro Platte...............KBE (CFU)

- zu berücksichtigen: wann ist eine Platte
auszählbar (auswertbar) ?
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1 Zelle
oder 1 Zellverband

1 Kolonie
(-bildende Einheit)

KBE (CFU)

Koch´sches Plattenverfahren – Forts. 

Ziel:

Platte mit mind. 10 bis max. 300 KBE

Statistische
Ungenauigkeit

Machbarkeit der
Auszählung

bei Proben mit KZ > 300/ml (g)

Dezimale Verdünnungsreihe



29.04.2013

13

Die Verdünnungsreihe des Koch´schen Plattenverfahrens

Konventionelles Schema

1 ml 1 ml 1 ml 1 ml

1 ml
10 10 10 10-1 -2 -3 -4

1

1

2

2

3

3

4

4

1 ml 1 ml 1 ml

0

0

1 ml

Probe 9 ml 9 ml 9 ml 9 ml

1 2 3 4

Doppelansatz

.......

.......

Koch´sches Plattenverfahren -3

Prinzip der Auswertung:

- Zählung der KBE
- Multiplizieren des Zählwerts 
mit dem Verdünnungsfaktor

(Kulturelle) Lebendkeimzahl
(viable count)
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Auswertung: Gewogenes arithmetisches Mittel

275 (325)

21 18

10

10

-2

-3 C = 275 + 21 +18
1•1 + 2 • 0,1

314
1,2=                  = 2,6• 102 • 104

Zählwert zu hoch

Beispiel 1

(KBE/ml)
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140 143

13 14

-3

-4 C = 140 + 143 +13 + 14
2•1 + 2 • 0,1

310
2,2=                  = 1,4• 103 • 105

10

10

Beispiel 2

(KBE/ml)

Varianten des Koch´schen Plattenverfahrens

 Gussplattenverfahren

 Oberflächenausstrichverfahren

 Spiral Plater-Technik

 Petrifilm-Methode

 Membranfilter-Methode

Drigalski-Spatel
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Spatelvorgang mit einer Drigalskispatel

Bast, 2001

Spiral Plater-
Technik

Automation des 
Koch´schen Platten-
verfahrens
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Petrifilm-Methode (3M)

Klassische Vorrichtung zur Membranfiltration

Bast, 2001
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Arbeitsschritte bei 
der Membranfiltration
flüssiger Proben

Membranfilterplatte mit Kolonien
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Gebräuchliche Medien 
für die kulturelle Keimzahlbestimmung

Verdünnungslösung(en): NaCl-Pepton-Puffer
Ringerlösung
physiolog. NaCl-Lösung

Agarmedien: Casein-Sojapepton-Agar
Sabouraud-Agar
Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Lactose-
Agar
McConkey-Agar
Baird-Parker-Agar
.....

Mikrobiologische Untersuchungsmethoden
- Einteilung

- Klassische Methoden
 Kulturelle Verfahren
 Membranfilter-Verfahren
 MPN-Methoden

- „Moderne“ Methoden / „Schnell“-Verfahren
 Schnelle kulturelle Techniken
 Mikroskopische Verfahren
 Elektrometrische Verfahren
 Biolumineszenzmethoden
 Serologische Methoden
 Molekularbiologische Methoden
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MPN (most probable number) Methode

- Keimgehalt nach statistischen Gesichtspunkten
geschätzt

- Basis: Veränderung im Nährmedium........
Gasbildung
Enzymatische Reaktion.....Farbe/Fluoreszenz

- Geeignet für relativ geringe Keimzahlen (< 100)
- Geeignet für größere Probenansatzmengen
- Anwendungsbeispiele:

Coliformennachweis in Trinkwasser
Nachweis von E.coli in Lebensmitteln
Keimzahl von Clostridien

Durham-Röhrchen

MPN (most probable number) Methode

Verdünnung1    2   3     4    5    6    7

3    3   2   0 Tabelle

Beispiel:
Coliformennachweis

Durham-R.
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MPN-AUSWERTE-TABELLE

Besonderheiten und Anforderungen
„moderner“ Methoden

- Höhere Empfindlichkeit im Vergleich 
zu den konventionellen Methoden

- individueller Anwendungsbereich
- Falsch-positive und -negative Befunde < 10% 
- Raschere Durchführbarkeit
- Weniger Vorbereitungsarbeit
- Schneller 
- Preiswerter (?)
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Schnelle mikroskopische Techniken

- Membranfilter-Mikrokolonie-Fluoreszenz-
Methode

- DEFT (Direkte Epifluoreszenzfilter-Technik)

- HGMF-Technik (Hydrophobic Grid Membrane
Filter Technique, ISO-Grid-System)

Quelle: www.neogen.com



29.04.2013

23

ISO-GRID-Methode (Forts.)

Elektrometrische Verfahren

- Impedanzmessung
- elektrische Leitfähigkeit / Widerstand
- direkte/indirekte Messung
- Verschiedene Systeme/Geräte:

BacTrac
Bactometer
Maltus System
RABIT

- Mikroorganismen produzieren
Stoffwechselprodukte, die den
elektrischen Widerstand
reduzieren (die Leitfähigkeit
erhöhen) SY-LAB
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GrenzwertL
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it

A

 B

Zeit

Impedanzkurven zweier Proben

SY-Lab Austria

Impedanzmessgerät
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Anwendungsbereiche
der Impedanzmessung

- schneller Nachweis von Mikroorganismen
bzw. Keimgruppen

- Sterilitätstests
- Messung der Wachstumsaktivität
- Hemmstofftests
- Nährmedienoptimierung u. -entwicklung

Biolumineszenzmethoden

- ATP-Biolumineszenz-Technik

- Anwendung von Luxgensonden

- Prinzip des Leuchtkäfers
- Reaktion mit ATP/Luciferin/Luciferase

- Luxgene mariner Bakterien in 
Bakteriophagen eingepflanzt
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ATP-Biolumineszenzreaktion

Kyriakides & Patel, 1994
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ATP-Biolumineszenz-Messung

Luxgen aus 
„Photobakterien“

„Keimspezifische“
Bakteriophagen

Gentechnische
„Einpflanzung“ des Luxgens

Transduktion

Lysogene
„Zielbakterien“
leuchten

Prinzip der
Luxgentransduktion
für bakteriologische
Nachweiszwecke



29.04.2013

28

Serologische Methoden

- Latex-(Co-)Agglutinationstests 
- ELISA Methoden
- Immunomagnetic Separation Technique
- Limulus-Test

Antigen  +  Antikörper       Antigen-Antikörper-Komplex

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK8014/
Baron  S (ed): Medical Microbiology, 4th edition.; Galveston (TX):

University of Texas Medical Branch at Galveston; (1996)

Latex Coagglutination
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Latex Agglutination

http://www.rapid-diagnostics.org/tech-agglut-howitworks.htm

Latex-Agglutinationstest zur Bestätigung
von Staphylococcus aureus

+

Positive Reaktion im Nachweis
von A-Streptococcen (Latex-Coagglutinationstest)
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ELISA:

.....Enzyme Linked Immunosorbent Assay

- Antikörper oder Antigen mit kovalent gebundenen
Enzymen (z.B. Peroxidase, Phosphatase etc.)

- Auswertung mittels Farbreaktion (Fluoreszenz)
- direkter oder indirekter ELISA-Test

Nachweis 
von Antigenen

Nachweis 
von Antikörpern

- Sandwich-ELISA: Antigen zw. 2 Lagen von
Antikörpern „gefangen“

- Mikrotiterplatten
- Streifen
- Reagenzröhrchen

B. Alberts et al.: Molecular biology of the cell, 5. ed., reference ed.
New York, NY: Garland Science (2008)

Prinzip des indirekten ELISA-Tests
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Prinzip des Sandwich-ELISA-Tests

P. Shepherd & C. Dean (ed.): Monoclonal antibodies- A practical approach; Oxford Univ. Press , (2000 )

Immunomagnetic Separation Technique

- Detektion von Keimen bereits während 
der Anreicherung

- Prinzip der „Immunoaffinitätsreaktion“ mit 
magnetischer Abscheidung

- große Zeitersparnis
- hohe Selektivität
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Prinzip der Immunomagnetic Separation

R.M. Maier, I.L. Pepper, C.P. Gerba: Environmental Microbiology (2 ed.)
Elsevier Academic Press, Amsterdam (2009)

Beispiel: TECRA IMS-Kit
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Limulus-Test

- Pfeilschwanzkrabbe 
(Limulus polyphemus)

- besitzt als Blutzellen so genannte
Amöbozyten

- Agglutination mit Lipopolysacchariden
der gramnegativen Bakterienzellwand

- Testkits mit Amöbozyten-Lysat (LAL)
- Nachweis gramnegativer Keime
- Nachweis der Rekontamination 
- Qualitätskontrolle in Großbetrieben
- Mikrotiterformat, teilautomatisierbar

Molekularbiologische Methoden

- basieren auf den genetisch festgelegten
Eigenschaften

- hohe Spezifität
- zumeist spezialisierte Ausrüstung erforderlich

- DNA-Sequenzierung
- Hybridsondentechnik

- PCR

„Automaten“
„Schlüssel-Schloss-

Prinzip“
Qualitative
Multiplex
Quantitative
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DNA extrahieren

DNA aufreinigen

DNA „schneiden“

DNA detektieren und auftrennen

DNA hybridisieren

DNA vervielfältigen

Arbeitsschritte
der molekular-
biologischen Techniken

Restriktionsenzyme

Agarosegel-
Elektrophorese

z.B. Filterhybridisations-
techniken

PCR

Grundlegende Arbeitstechniken 
der Molekularbiologie

DNA-Extraktion und -Aufreinigung

Brock, 2001
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Vorgang 
der Nucleinsäure-
Hybridisierung
(radioaktive Markierung)

Brock, 2001

Quelle:R.M. Maier et al.: Environmental Microbiology 
(2 ed.) Amsterdam, Elsevier Academic Press (2009)

Varianten der
DNA-Hybridisierung

(Digoxigenin)
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a

b

c

d

e

PCR- Polymerase-
Kettenreaktion

Brock, 2001

Reassoziation von
denaturierter DNA

Typisches 
Elektrophorese-Gel

Brock, 2001
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Quelle: B. Alberts: Molecular biology of the cell - referenced ( 5. ed) New York : Garland Sci. (2008)

Qualitative PCR-Technik
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Multiplex-PCR
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Analysenautomaten

- vorwiegend in großtechnischer Produktion
oder in größeren Laboratorien

- Bactoscan (Keimzahl von Rohmilch) …quantitativ

- Durchfluss-Zytometrie …quantitativ

- Impedanzmessgeräte …qualitativ/semiquantitativ

- Bakteriologische Diagnostik (VIDAS, VITEK)
…qualitativ

Quelle: http://missinglink.ucsf.edu/lm/molecularmethods/flow.htm

Prinzip der Durchfluss-Zytometrie
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Flow-Zytometer-Anlage
(Durchflusszytometrie)

Quelle: labo-online.de
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11. MIKROBIOLOGISCHE
UNTERSUCHUNG VON
PRODUKTEN

 Probenahme

 Strategien des Keimnachweises 
und der Ergebnisbeurteilung

 Mikrobiologische Normen

 Mikrobiolog. Methoden des Europäischen
Arzneibuches

Kernbereiche
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Probenahme

- repräsentativ
- zufällig
- steril bzw. kontaminationsfrei
- dokumentiert

- Masse / Volumen
- Transportbedingungen

Anforderungen:

Repräsentanz der Probe(nahme) 
hängt ab von folgenden Faktoren:

- physikalischer Zustand der Probe
(fest, flüssig,.....)

- Größe (Umfang) der Charge
- Größe der Packungen/Behälter
- Größe der Stichprobe
- erforderliche Einwaage
- individuelle Verteilung der Mikro-
organismen in der Probe/Charge
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Je risikoreicher das Produkt -
desto umfangreicher die Stichprobe -
desto strenger die Anforderungen -

desto größer die untersuchte Produkt-
masse (das Produktvolumen)

Leitsatz

Risk assessment

Mindestanzahl der zu prüfenden Einheiten 
hängt von der Größe der Charge ab !

Probenziehung

Beispiel:
Probenahme aus einem Vorratstank

Labor
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Beispiel:
Probenahme aus einer größeren 
Charge von Fläschchen

?

??

Auswahl der Stichproben
mittels Zufallszahltabelle

z.B.: Ziehen von 3 Proben einer Charge aus einer Grundgesamtheit 
von 50 Proben:

1. Proben durchnummerieren von  1 - 50
2. Zuhilfenahme einer Zufallszahltabelle
3. Antippen einer Zahl (....43).......gehe in die 4. Spalte, 3. Zeile....47
4. Von dort weitere Proben diagonal auswählen (sofern sie in 1 - 50

vertreten sind)
5. Alternative: PC-Zufallszahlgenerator
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Dokumentation der Probenahme 
- Probenahmeprotokoll

- Beschreibung 
der Ware

- Chargen-Code
- Ort, Datum, Zeit
- Probenzieher
- Beschreibung der Probenahmemethode
- ggf. sonstige Angaben (Konservierung,
Sicherheitshinweise)

Utensilien der Probenahme

- Sterilgefäße (Flaschen, Becher, Säckchen etc.)
- Löffel, Spateln, Messer, Schere, Pinzette
- Ethanol (75 vol %) zum Abflammen
- Lötlampe, Eimer
- Zellstoff
- Kühltasche mit Akkus
- ggf. Transportmedium
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Wahl der Untersuchungsmethode

Methodenvorschrift

verankert in:

Mikrobiologischen Normen

- Grenzwert
- Richtwert
- Spezifikation

Europ. Arzneibuch

Handels-/Vertragspartner

Grenzwert:

Richtwert:

Spezifikation:

Gesetzlich festgelegt 
Schranke, die nicht überschritten 
werden darf

Basiert auf Erfahrungen
allgemein gültige Empfehlung 
............“soll“

Vereinbarung zwischen Vertrags-
partnern
soll nachvollziehbar sein

Definitionen
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Mikrobiologische Normen
sollen auch exakte Methodenvorschriften

enthalten !

Probenahmeplan / Prüfplan

Methodenprotokoll
(„Standards“)

Prüfpläne

definieren,
- wie viele Proben gezogen werden sollen
- wie die Ergebnisse beurteilt werden sollen
- was als Konsequenz mit der untersuchten 
Charge passieren  soll

Freigabe

Sperre

Korrekturmaßnahmen

HACCP, GMP



13.05.2013

8

2-Klassen-Prüfplan

3-Klassen-Prüfplan
Nicht

akzeptiert
Akzeptiert

Akzeptiert
Nicht

akzeptiert

Noch
akzeptiert

Nein Ja

Nein   Ja, aber... Ja

2-Klassen-Prüfplan

3-Klassen-Prüfplan

Beispiele

Nachweis pathogener Keime
(z.B. in 25 g oder 10 g negativ)

Aerobe mesophile Gesamt-
keimzahl:

n = 5 , m = 10 , c = 2, M = 10
5 6

Risiko, Sicherheit

Qualität, Haltbarkeit...
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Allgemeine Schritte des Nachweises
pathogener Keime

Probenaufbereitung

(Voranreicherung)

Hauptanreicherung

Selektive Reinzucht

Bestätigung

Beispiel: Salmonellen-Nachweis

Einwaage: 25 g in Peptonwasser

24 h anreichern, 37 °C

24 h in Tetrathionat-Bouillon 
anreichern, 42 °C

XLD-A., BGPR-A., Rambach-A.
48 h / 37 °C

Serologie / PCR

Allgemeine Schritte der 
kulturellen Keimzahlbestimmung

Probeneinwaage (gemäß Vorschrift)

Herstellen der dezimalen Verdünnungsreihe

Kultivierung (mit def. Nährmedium)

Auszählung

Bestätigung auf Basis
von Kolonieisolaten
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Prüfung hemmwirksamer Substanzen

- Antibiotica
- Chemotherapeutica
- (Desinfektionsmittel)

- „Strichtest“
- Reihenverdünnungstest
- Agardiffusionstest
- Mikrotiterplatten-Tests
- Teststreifenmethoden

Antibiotica-imprägniertes 
Filterscheibchen

1 - 6.........Bakterien-Teststämme
auf Agarplatten ausgestrichen
und inkubiert

Wachstums-
hemmung

Strichtest
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Reihenverdünnungstest

kein Wachstum mehr
(bakteriostatischer
Effekt)

1:50
1:100

1:200
1:400

1:800
1:1600

1:3200
1:6400

Bakterienwachstum
(Trübung)

Hemmstoffkonzentration

Agardiffusionstests

Antibiogramm
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MercurochromeWasserstoffperoxid

JodtinkturEthanol 75 %Hemmhof-
durchmesser

Agardiffusionstest:
Ergebnis nach
Inkubation Bacillus cereus-

Ausstrich

n. Alexander & Streete, 2000

Prüfung von Erythromycin
gegenüber Staph. aureus

Möglicherweise 
antibioticaresistente

Stämme

Hemmhof

n. Alexander & Streete, 2000
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AB Biodisk, Sweden

Anwendung des „Etests“ (Konz. Gradienten)

Beispiel:
VITEK-Antibiotica-
Prüfsystem

Biomérieux, France

Microdilution assay
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Achtung Unterschied !

• Beurteilung eines bakteriostatischen Effekts

• Beurteilung eines bakteriziden Effekts

fungistatisch
fungizid
virustatisch
viruzid.....

keine Keimvermehrung

drastische Keimreduktion

Mikrobiologische Prüfmethoden
gemäß Europäischem Arzneibuch

- Prüfung auf Sterilität
- Prüfung auf Mykobakterien
- Prüfung auf Mykoplasmen
- Prüfung auf Pyrogene
- Prüfung auf Bakterien-Endotoxine
- Mikrobiolog. Prüfung nicht steriler Produkte
- Mikrobiologische Kontrolle zellulärer Produkte
- Mikrobiologische Qualität pflanzlicher Arzneimittel 
zum Einnehmen

- Mikrobiologische Wertbestimmung von Antibiotika

2.6 Methoden der Biologie
2.7 Biologische Wertbestimmung

Auszug aus 7. Ausgabe
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Mikrobiologische Prüfmethoden
gemäß Europäischem Arzneibuch

Auszug aus 7. Ausgabe

- Methoden zur Herstellung steriler Zubereitungen
- Bioindikatoren zur Überprüfung von Sterilisationsmethoden
- Prüfung auf ausreichende Konservierung
- Mikrobiolog. Qualität von nicht sterilen pharm. Zubereitungen und 
Substanzen zur pharm. Verwendung

- Anwendung der F0-Konzepts auf die Dampfsterilisation von wässrigen 
Zubereitungen

- Alternative Methoden zur Kontrolle der mikrobiologischen Qualität
- Virussicherheit
- Mikrobiologische Qualität pflanzl. Arzneimittel zum Einnehmen
- Hinweise zur Anwendung der Prüfung  auf Sterilität
- Empfehlungen zur Durchführung der Prüfung auf Bakterien-Endotoxine

5.1 Allgemeine Texte zur Sterilität
und mikrobiolog. Qualität

Prüfung auf Sterilität

Methoden zur Sterilisation:
- Dampfsterilisation
- Strahlensterilisation
- Entkeimungsfiltration
bzw. Herstellung unter
asept. Bedingungen

Begriff „Sterilitätssicherheit“
Sterility Assurance Level
(SAL)

Wahrscheinlichkeit, mit der eine 
Sterilisationsmethode eine best. 

Menge von Zubereitungen in sterile
überführt

bzw. 
die Wahrscheinlichkeit, unter einer 

bestimmten Menge von Zubereitungen 
eine nichtsterile Einheit zu finden

10
-6

z.B.: SAL =
1 unsterile Einheit
unter 1 Mio. Einheiten

Kapitel 5.1.1
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Prüfung auf Sterilität

Medien: 
Thioglycolat-Medium
Sojapepton-Caseinpepton-Medium

Validierung:
Test mit spezifizierten Testkeimen
(S. aureus, Ps. aeruginosa etc.)

Methode:
- Membranfilter-Methode
- Direktbeschickungsmethode

10 - 100 KBE

Filtrierbare, wässrige Lösungen,
ölige Zubereitungen oder Produkte,
die in öligen Lösungsmitteln löslich
bzw. damit mischbar sind;
Lösungsmittel dürfen keine anti-
mikrobielle Wirkung besitzen

Prüfung auf Sterilität

Direkte Übertragung der zu prüfenden
Zubereitung in das Medium,
maximaler Anteil der Prüfsubstanz
im Medium: 10 Vol.%;
ggf. Inaktivierung antimikrobieller
Komponenten

Membranfilter-
Methode

Direktbeschickungs-
Methode

*) Verdünnungslösung: steriles, neutrales Peptonwasser

*)

Kapitel 5
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Prüfung auf Freiheit von Endotoxinen

- Limulus-Amöbozytenlysat-Test
- 6 Methoden zur Wahl:
- Gelbildungstest - Grenzwertprüfung
- Gelbildungstest - Halbquantitative Methode
- Turbidimetrisch-kinetische Methode
- Kinetische Methode mit chromogenem Peptid
- Endpunktmethode mit chromogenem Peptid
- Turbidimetrische Endpunktmethode

Endotoxin-Stammlösung mit def. Endotoxin-Einheiten
alle Geräte müssen pyrogenfrei sein (....250 °C/ 30 min)

Pyrogenfreiheit (Kaninchentest)

Prüfung auf ausreichende
Konservierung

- Prüfung, ob Mikroorganismen in der Zubereitung 
wachsen können bzw. nach Zugabe nachweisbar
sind

- Testorganismen: Ps. aeruginosa
S. aureus
Candida albicans
Aspergillus niger

vorzüchten, 
- „Kontaminationssuspension“ mit ca. 10  KbE/ml
bereiten

- Probe inokulieren (Ziel: 10  bis 10   je ml bzw. g)
- Lagertest bei 20-25 °C, laufend KZ-Bestimmungen

8

5 6

Kapitel 5.1.3
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Prüfung auf ausreichende
Konservierung 

Untersuchung von Salben und Cremes
nach dem Agarplatten-Lochtest:

Stanzlöcher,
beschickt mit
zu prüfender Substanz

Agarplatte
mit inokulierten

Testkeimen

Hemmzone

keine
Hemmzone

Stanzloch mit Salbe
befüllen, 
8 h eindiffundieren lassen,
16 h bei 37°C inkubieren,
auf Hemmhof kontrollieren

Mikrobiolog. Wertbestimmung
von Antibiotica

- Vergleich der Wachstumshemmung
empfindlicher Mikroorganismen durch
bestimmte Konzentrationen von Antibiotica

- 2 Methoden:
Diffusionsmethode (....Hemmhof)
Turbidimetrische Methode (Trübung/keine Tr.)

- definierte Testmikroorganismen
- definierte Vorzuchtbedingungen
- definierte Lösungen für Antibiotika

Kapitel 2.7.2
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Prüfung nicht steriler Produkte

- Kulturelle Keimzahlbestimmungsmethoden
- Probenahmeplan-konforme Vorgangsweise
- üblicherweise 10 g bzw. 10 ml Produkt
- ggf. Zusatz von Polysorbat als Suspensionshilfe
- Hautpflaster: Abschwemmsuspension herstellen
- Methodik:
Membranfiltration
Gussplattenmethode
Ausstrichmethode
MPN-Verfahren

- Validierung der Nährmedien (chargenweise)
mit Testkeimen

Prüfung nicht steriler Produkte

Nachweis spezieller Mikroorganismen(gruppen)

Enterobakterien

E.coli

Salmonellen

Pseudomonas
aeruginosa

Staphylococcus aureus

Clostridien Columbia-Gentamicin-A.
anaerob

Baird-Parker-A., aerob

Cetrimid-Agar, aerob

Tetrathionat-B. Anreicherung,
danach Desoxycholat-A., XLD-A.,
BPR-A., aerob

McConkey-Agar, aerob

Kristallviolett-Neutralrot-Galle-
Dextrose-Agar, aerob
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Oxoid

Oxoid
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Oxoid

Prüfung nicht steriler Produkte

Weitere Nachweis-/Kultivierungsmedien

Sabouraud-Agar m. Chloramphenicol 
(Hefen-Schimmelpilze)

Anreicherungsmedium nach Mossel 
(Enterobacterien)

Clostridien-Anreicherungsbouillon
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Prüfung pharmazeutischer
Zubereitungen

• Gemäß Harmonisierung der Arzneibücher
• Akzeptanzkriterien für die mikrobiologische

Qualität nicht steriler Darreichungsformen
• Tabellarische Übersicht 

Kapitel 5.1.4

Methodenvalidierung

Kapitel 5.1.6, Punkt 3

• Richtigkeit und 
Präzision

• Spezifität

• Nachweisgrenze

• Robustheit

Übereinstimmung des Messergebnisses 
mit dem wahren oder als wahr anerkannten
Wert

Fähigkeit der Methode, das erwartete 
Spektrum an Keimen nachzuweisen

Niedrigste Anzahl an Keimen, die unter den
gegebenen experimentellen Bedingungen
nachgewiesen werden kann

Maß für das Vermögen einer Methode,
von kleineren Veränderungen der Parameter
unbeeinflusst zu bleiben (…Zuverlässigkeit)
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12. GRUNDLAGEN DER12. GRUNDLAGEN DER
HYGIENEHYGIENE

HygieneHygiene

DefinitionDefinition::

Lehre von der Gesunderhaltung Lehre von der Gesunderhaltung 
des Menschen und seiner Umweltdes Menschen und seiner Umwelt

Verschiedene SubVerschiedene Sub--Kategorien:Kategorien:
-- Umwelthygiene            Umwelthygiene            -- AnlagenhygieneAnlagenhygiene
-- Sozialhygiene              Sozialhygiene              -- BetriebshygieneBetriebshygiene
-- Psychohygiene            Psychohygiene            -- LebensmittelhygieneLebensmittelhygiene
-- --

HygieiaHygieia: : griechgriech. G. Gööttin der Gesundheit,ttin der Gesundheit,
Tochter des Tochter des AsklepiosAsklepios (Gott der Heilkunde)(Gott der Heilkunde)
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GGäärtner (1969):rtner (1969):

„„HygieneHygiene ist die ist die vorbeugende Arbeitvorbeugende Arbeit ffüür dier die
Gesunderhaltung der einzelnen Menschen undGesunderhaltung der einzelnen Menschen und
VVöölkerlker““

angewandte Wissenschaftangewandte Wissenschaft

Begriffe, die im ZusammenhangBegriffe, die im Zusammenhang
mit mit „„HygieneHygiene““ verwendet werdenverwendet werden

HYGIENEHYGIENESauberkeitSauberkeit

HygienischHygienisch
einwandfreieinwandfrei

HygienischHygienisch
verpacktverpackt

HygienepapierHygienepapier

HygienischHygienisch
saubersauber

HygieneartikelHygieneartikel
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Geschichtliches:Geschichtliches:

Altes TestamentAltes Testament
TalmudTalmud
KoranKoran

Pioniere im 19. Pioniere im 19. JhdtJhdt.:.:
Robert KochRobert Koch
Louis PasteurLouis Pasteur
Max v. PettenkoferMax v. Pettenkofer
..
..

Medizin/GesundheitMedizin/Gesundheit

LebensmittelLebensmittel

Karl der GroKarl der Großße (795 e (795 n.Chrn.Chr.):.):

„„CapitulareCapitulare de de villisvillis et et curtiscurtis imperialibusimperialibus““
(Rechtsbuch)(Rechtsbuch)

Alles, was mit HAlles, was mit Häänden verarbeitet und zubereitet nden verarbeitet und zubereitet 
wird wie Speck, Rauchfleisch, Swird wie Speck, Rauchfleisch, Süülze, Wein, Essig,lze, Wein, Essig,
Brombeerwein, WBrombeerwein, Wüürzwein, Most, Senf, Krzwein, Most, Senf, Kääse, Butter,se, Butter,
Malz, Malzbier, Met, Honig, Wachs, Mehl sollenMalz, Malzbier, Met, Honig, Wachs, Mehl sollen
mit grmit größößter Sauberkeit hergestellt werden.........ter Sauberkeit hergestellt werden.........
Niemand soll sich unterstehen, die Trauben etwaNiemand soll sich unterstehen, die Trauben etwa
mit den Fmit den Füßüßen zu keltern...........en zu keltern...........““
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InterdisziplinInterdisziplinääre Berre Berüührungspunktehrungspunkte
im Bereich im Bereich „„HygieneHygiene““

MedizinMedizin

BiologieBiologie Vet.Vet.
MedizinMedizinToxiToxi--

kologiekologie

ChemieChemie
VerVer--

fahrensfahrens
techntechn..

JusJus

ErnErnäähr.hr.
Wiss.Wiss.

LebensmLebensm..
wisswiss
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Hygiene aus pharmazeutischer SichtHygiene aus pharmazeutischer Sicht

Angewandte Wissenschaft, die dazu dient,Angewandte Wissenschaft, die dazu dient,

1. eine nachteilige Beeinflussung aller pharma1. eine nachteilige Beeinflussung aller pharma--
zeutischenzeutischen Produkte zu verhindernProdukte zu verhindern

2. eine nachteilige Beeinflussung der Gesundheit2. eine nachteilige Beeinflussung der Gesundheit
der die pharmazeutischen Produkte nder die pharmazeutischen Produkte nüützendentzenden

Individuen zu verhindernIndividuen zu verhindern

prprääventives und operatives Konzeptventives und operatives Konzept

INTERNINTERN

EXTERNEXTERN

Pharmazeutisch relevante TeilbereichePharmazeutisch relevante Teilbereiche
der Hygieneder Hygiene

-- RohstoffhygieneRohstoffhygiene
-- AnlagenAnlagen-- und Produktionshygieneund Produktionshygiene
-- ProdukthygieneProdukthygiene
-- PersonalhygienePersonalhygiene
-- UmwelthygieneUmwelthygiene

HH
A A 
CC
CC
PP
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H     H     azardazard
A     A     nalysisnalysis & & 
C     C     riticalritical
C     C     ontrolontrol
P     P     ointsoints

Das strategische KonzeptDas strategische Konzept

Systematischer AnsatzSystematischer Ansatz
zur Sicherstellung derzur Sicherstellung der
QualitQualitäät und zur Vermeidungt und zur Vermeidung
eines gesundheitlicheneines gesundheitlichen
Risikos (Risikos (MonitoringprinzipMonitoringprinzip))

Erkennen & DefinierenErkennen & Definieren
von Gefahren, Risiken,von Gefahren, Risiken,
Schwachstellen und MSchwachstellen und Määngelnngeln

-- biologischer,biologischer,
-- physikalischer,physikalischer,
-- chemischer Naturchemischer Natur

GMPGMP

HACCP HACCP –– Geschichtlicher HintergrundGeschichtlicher Hintergrund

Lebensmittel: sichere Lebensmittel
für den Verbraucher (i.d.R. gesund, aber 
auch fallweise exponierte Gruppen)

Arzneimittel: sichere pharm. Produkte für
den Verbraucher (i.d.R. gesundheitlich
beeinträchtigt)



7

GMPGMP Nichts darf dem Zufall Nichts darf dem Zufall üüberlassen werdenberlassen werden

-- ProzessparameterProzessparameter
-- RezepturenRezepturen
-- HygieneregelnHygieneregeln
-- UmfeldUmfeld
-- DokumentationDokumentation
..
..

-- SorgfaltspflichtSorgfaltspflicht
-- SauberkeitSauberkeit
-- bewbewäährte u. anerkanntehrte u. anerkannte
VerfahrenVerfahren

-- „„Stand der TechnikStand der Technik““
-- QualitQualitäätsbewusstseintsbewusstsein

Der strategische AnsatzDer strategische Ansatz

-- ProzessProzess-- und Risikoanalyse des gesamtenund Risikoanalyse des gesamten
HerstellungsprozessesHerstellungsprozesses

-- Erkennen und Festlegen der kritischenErkennen und Festlegen der kritischen
KontrollKontroll-- (=Lenkungs(=Lenkungs--) Punkte () Punkte (CCPCCP´́ss))

-- Festlegung kritischer LimitsFestlegung kritischer Limits
-- Etablierung eines Etablierung eines MonitoringMonitoring--SystemsSystems
-- Definition von KorrekturmaDefinition von Korrekturmaßßnahmennahmen
-- DokumentationDokumentation
-- ÜÜberprberprüüfung (des Konzepts)fung (des Konzepts)

regelmregelmäßäßige ige ÜÜberprberprüüfungfung
des Istdes Ist--SollSoll--Zustandes,Zustandes,
laufende Schulungenlaufende Schulungen
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GefahrenanalyseGefahrenanalyse
HazardHazard AnalysisAnalysis

ZusammensetzungZusammensetzung
HerstellungsartHerstellungsart
HerkunftHerkunft
MMöögliche Risiken u. Schgliche Risiken u. Schäädenden
Woher, womit, wodurch???Woher, womit, wodurch???

Wo und wie kann ichWo und wie kann ich
eventuelle Gefahren eventuelle Gefahren 
beherrschen ?beherrschen ?

Definition derDefinition der
CCPsCCPs

…“…“GefahrenbeherrschungspunktGefahrenbeherrschungspunkt““

Der strategische AnsatzDer strategische Ansatz

BiologischeBiologische
Bakterien, Viren, Pilze, Parasiten Bakterien, Viren, Pilze, Parasiten 

PhysikalischePhysikalische
Staub, Splitter, FremdkStaub, Splitter, Fremdköörperrper

ChemischeChemische
RRüückstckstäände, Toxine,nde, Toxine,
falsche Konzentrationenfalsche Konzentrationen

GefGefäährdungspotenzialehrdungspotenziale

((Mikro)biologMikro)biolog. Kontrollanalysen,. Kontrollanalysen,
PyrogenfreiheitPyrogenfreiheit

Einsatz von DetektorenEinsatz von Detektoren

Chem. Kontrollanalysen,Chem. Kontrollanalysen,
RRüückstandsanalytikckstandsanalytik

Kritische KontrollpunkteKritische Kontrollpunkte
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Nur quantifizierte GefahrenNur quantifizierte Gefahren
kköönnen beherrscht werden!nnen beherrscht werden!

Ausgangspunkt/Ausgangspunkt/
--situationsituation

GEFAHRGEFAHR
PERSONPERSON

•• Person aus einer Risikogruppe Person aus einer Risikogruppe 
•• Produktdosierung Produktdosierung 
•• DosisDosis--WirkungsWirkungs--Beziehung Beziehung 

((„„dose dose responseresponse effectseffects““))
•• Wirkung von GefahrenWirkung von Gefahren
•• Individuelle Gegebenheiten Individuelle Gegebenheiten 
•• ProduktProdukt--NebenwirkungenNebenwirkungen

„„normalenormale““ ErwachseneErwachsene
Senioren, Kinder, Senioren, Kinder, KrankeKranke,,……

MetalldetektorenMetalldetektoren
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RohstoffhygieneRohstoffhygiene

-- Mikrobiologische Mikrobiologische 
-- BiologischeBiologische
-- PhysikalischePhysikalische
-- ChemischeChemische

-- StandardStandard--konformekonforme
-- RichtwertRichtwert--konformekonforme
-- SpezifikationsSpezifikations--konformekonforme

QualitQualitäätt

AnlagenAnlagen-- und Produktionshygieneund Produktionshygiene

KriterienKriterien::

-- MikrobielleMikrobielle KontaminationKontamination
-- AnlagenmonitoringAnlagenmonitoring
-- MikrobielleMikrobielle ÖÖkologiekologie
-- HygienedesignHygienedesign
-- ReinigungReinigung
-- SanitationSanitation und Sterilisationund Sterilisation
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MikrobielleMikrobielle KontaminationKontamination

ProduktrProduktrüückstckstäändende

MenschMenschRohstoffeRohstoffe

Schlecht gereinigteSchlecht gereinigte
OberflOberfläächenchen

UmgebungUmgebung

-- regelmregelmäßäßige Kontrollenige Kontrollen
-- schnelle Methoden mit schnelle Methoden mit indikativemindikativem AussagewertAussagewert
-- Vermeidung von PannenVermeidung von Pannen
-- effiziente Reinigung und Desinfektioneffiziente Reinigung und Desinfektion

AnlagenmonitoringAnlagenmonitoring

dient zurdient zur

-- Erkennung von SchwachstellenErkennung von Schwachstellen
-- ÜÜberprberprüüfung einer ordnungsgemfung einer ordnungsgemäßäß

durchgefdurchgefüührten Reinigung und Desinfektionhrten Reinigung und Desinfektion
-- GewGewäährleistung eines reibungslosen Produktionshrleistung eines reibungslosen Produktions--

ablaufsablaufs
-- Sicherung der ProduktqualitSicherung der Produktqualitäätt
-- DokumentationDokumentation
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AnlagenmonitoringAnlagenmonitoring

-- Besichtigung Besichtigung 

-- Mikrobiologische Mikrobiologische ÜÜberprberprüüfungfung

Bauliche AspekteBauliche Aspekte

„„eingebauteeingebaute““ FehlerquellenFehlerquellen

-- OberflOberfläächenkeimbelastungchenkeimbelastung
-- RaumluftbelastungRaumluftbelastung
-- AufspAufspüüren von Nischenren von Nischen
-- ÜÜberprberprüüfung der Tanksterilitfung der Tanksterilitäätt
-- ÜÜberprberprüüfung von Rohrleitungenfung von Rohrleitungen

OberflOberfläächenkeimbelastungchenkeimbelastung

- Swab-Tests

- Oberflächentester u. 
  Contact Slides

- Klebestreifen-Methode

- Agar-“Wurstscheiben“
  -methode

„Slice“

RODAC-Platten

R  eplicate

O  rganism

D  etection

A  nd

C  ounting

-- ATPATP--BiolumineszenzBiolumineszenz--MethodeMethode
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RODACRODAC--PlattePlatte
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RODACRODAC--PlattePlatte „„abklatschenabklatschen““

InkubierteInkubierte RODACRODAC--PlattenPlatten
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Keimbelastung der LuftKeimbelastung der Luft

-- von Interesse im Produktionsvon Interesse im Produktions-- undund
AbfAbfüüll/ll/--AbpackbereichAbpackbereich

-- Laborbereich (.....Laborbereich (.....LaminarLaminar FlowFlow--EffektivitEffektivitäätsts--
prprüüfungfung))

-- vorwiegend Sporen (vorwiegend Sporen (EndoEndo--, , KonidioKonidio--, , 
SporangiosporenSporangiosporen))

-- Staub als Staub als „„TransportvektorTransportvektor““
-- Messung mit LuftkeimzahlMessung mit Luftkeimzahl--MessgerMessgeräätenten
-- Alternative: Alternative: „„LuftplattenLuftplatten““

LuftkeimsammlerLuftkeimsammler
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Beispiel: Beispiel: üüberwachsene berwachsene 
LuftkeimzahlplatteLuftkeimzahlplatte

AufspAufspüüren von Nischenren von Nischen

-- Rohrleitungen (....Sumpfbildung,Rohrleitungen (....Sumpfbildung,
„„tote Leitungsabschnittetote Leitungsabschnitte““))

-- VentileVentile
-- FittingsFittings
-- DichtungenDichtungen

-- KondenswasserKondenswasser
-- ZugluftZugluft
-- Manueller KontaktManueller Kontakt
-- Mangelnde PersonalschulungMangelnde Personalschulung
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ÜÜberprberprüüfung der Tanksterilitfung der Tanksterilitäätt
Untersuchung von RohrleitungenUntersuchung von Rohrleitungen

-- SpSpüülwasserproben (lwasserproben (v.av.a. letzte Sp. letzte Spüülfllflüüssigkeit)ssigkeit)
-- Untersuchung d. OberflUntersuchung d. Oberfläächenkeimbelastungchenkeimbelastung
((RODACRODAC--PlPl., ., ATPATP--BiolumineszenzBiolumineszenz etc.)etc.)

-- AnlagenAnlagen--StufenkontrolleStufenkontrolle
-- PlaceboPlacebo--Produktion mit anschl. AnalyseProduktion mit anschl. Analyse

HygienedesignHygienedesign::
Anlage soll so konzipiert sein, dass Anlage soll so konzipiert sein, dass 
1. keine Hygieneprobleme entstehen1. keine Hygieneprobleme entstehen
2. die Hygienesituation gut 2. die Hygienesituation gut üüberprberprüüfbar istfbar ist
3. Die Anlage gut zur reinigen und desinfizieren3. Die Anlage gut zur reinigen und desinfizieren

istist

ProdukthygieneProdukthygiene

Kriterien und Kontrollen gemKriterien und Kontrollen gemäßäß::

-- ArzneibuchArzneibuch
-- Spezifikation (...Handelsvereinbarungen)Spezifikation (...Handelsvereinbarungen)
-- Gesetzlichen VorgabenGesetzlichen Vorgaben
-- GMPGMP
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PersonalhygienePersonalhygiene

-- GesundheitskontrolleGesundheitskontrolle
-- Allg. SauberkeitAllg. Sauberkeit
-- HHäändereinigung u. ndereinigung u. --desinfektiondesinfektion
-- Handschuhe und SchutzkleidungHandschuhe und Schutzkleidung
-- HaarschutzHaarschutz
-- SchmuckverbotSchmuckverbot
-- Problematik von KosmetikaProblematik von Kosmetika
-- SanitSanitääre Anlagenre Anlagen
-- Speisebereich / SozialbereichSpeisebereich / Sozialbereich
-- Personalschulung und Personalschulung und --weiterbildungweiterbildung
-- MitarbeitermotivationMitarbeitermotivation

Keimzahlen am/im Menschen

Keweloh, 2006
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InkubierteInkubierte Petrischale Petrischale 
mit Fingerabdrmit Fingerabdrüückencken

Quelle: Behrs, 2000Quelle: Behrs, 2000

InkubierteInkubierte Petrischale Petrischale 
mit Abklatsch von Fingerringenmit Abklatsch von Fingerringen

Quelle: Behrs, 2000Quelle: Behrs, 2000
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InkubierteInkubierte Petrischale Petrischale 
mit Abklatsch von Haarbmit Abklatsch von Haarbüüschelnscheln

Quelle: Behrs, 2000Quelle: Behrs, 2000

Beispiel: HBeispiel: Häändereinigungndereinigung

-- Mikroflora der HandMikroflora der Hand

-- Technik des HTechnik des Häändewaschensndewaschens

-- Konzeption des WaschbeckensKonzeption des Waschbeckens
und der Armaturenund der Armaturen

-- HHäändetrocknungsvorgangndetrocknungsvorgang

TransienteTransiente FloraFlora

Residente FloraResidente Flora

mind. 30 sec.,mind. 30 sec.,
bis zum Handgelenk,bis zum Handgelenk,
abtrocknenabtrocknen

Problem:Problem:
GemeinschaftsGemeinschafts--HandtuchHandtuch
HeiHeißßlufttrocknerlufttrockner

BerBerüührungslosehrungslose
WasserhWasserhäähnehne
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Keimzahlreduktion durch HKeimzahlreduktion durch Häändewaschenndewaschen
und Hund Häändedesinfektionndedesinfektion

1. Seifenw1. Seifenwääsche: 1 min. waschensche: 1 min. waschen

2. Trocknen (2. Trocknen (wichtigwichtig))

3. Desinfektion (3. Desinfektion (alkoholalkohol. Desinfektions. Desinfektions--
mittel)mittel)

2 log2 log--Einheiten  (Einheiten  (-- 99%)99%)

weitere 2 logweitere 2 log--Einheiten  (Einheiten  (-- 99,99%)99,99%)

UmwelthygieneUmwelthygiene

-- EntsorgungsproblematikEntsorgungsproblematik
Abwasser Abwasser 
BodenBoden
LuftLuft

-- StrahlungStrahlung
-- LLäärmrm
-- StressStress
-- Psychosoziale FaktorenPsychosoziale Faktoren

direkt und indirektdirekt und indirekt
involviertinvolviert



13. REINIGUNG UND 13. REINIGUNG UND 
DESINFEKTIONDESINFEKTION

Funktion der ReinigungFunktion der Reinigung

-- ErfErfüüllung llung äästhetischer Ansprsthetischer Ansprüücheche
-- Wiederherstellung der vollen FunktionsfWiederherstellung der vollen Funktionsfäähigkeithigkeit

von Anlagen und Gervon Anlagen und Geräätenten
-- VerlVerläängerung der Lebensdauer von Anlagenngerung der Lebensdauer von Anlagen

und Gerund Geräätenten
-- Erzielung und Sicherung optimaler ProduktqualitErzielung und Sicherung optimaler Produktqualitäätt

sowie sowie --standardsstandards



Funktion der DesinfektionFunktion der Desinfektion

-- Schutz des Verbrauchers vor Schutz des Verbrauchers vor GesundheitsGesundheits--
gefgefäährdunghrdung

-- Sicherung der Produkte vor Sicherung der Produkte vor mikrobiellemmikrobiellem
VerderbVerderb und einer hygienischen Beeintrund einer hygienischen Beeinträächtigungchtigung

-- Sicherstellung der vollen Funktion sowieSicherstellung der vollen Funktion sowie
Nutzbarkeit von Anlagen und GerNutzbarkeit von Anlagen und Geräätenten

-- Sicherstellung Sicherstellung aseptischer Arbeitsbedingungenaseptischer Arbeitsbedingungen
im medizinischen Bereichim medizinischen Bereich



DefinitionenDefinitionen

ReinigenReinigen

Waschen/SpWaschen/Spüülenlen

Desinfektion Desinfektion -- Sterilisation Sterilisation -- SanitationSanitation

(M(Mööglichst vollstglichst vollstäändiges) Abtrennen unerwndiges) Abtrennen unerwüünschter nschter 
Substanzen, vor allem von OberflSubstanzen, vor allem von Oberfläächen und chen und 
GerGeräätenten

Entfernen unerwEntfernen unerwüünschter Substanzen mit Wassernschter Substanzen mit Wasser

DESINFEKTIONDESINFEKTION:: Beseitigung von potenziell pathogenen Keimen Beseitigung von potenziell pathogenen Keimen 
STERILISATIONSTERILISATION:: AbtAbtöötung bzw. Beseitigung aller Keime einschl.tung bzw. Beseitigung aller Keime einschl.

ihrer Ruhestadienihrer Ruhestadien
SANITATIONSANITATION:: Reduktion der Gesamtzahl an MikroorganismenReduktion der Gesamtzahl an Mikroorganismen

Welche Methoden kommen Welche Methoden kommen 
bei der R & D zum Einsatz ?bei der R & D zum Einsatz ?

PhysikalischePhysikalische

ChemischeChemische

MechanischeMechanische

-- Erhitzen (mit/ohne Dampf)Erhitzen (mit/ohne Dampf)
-- BestrahlungBestrahlung

-- ReinigungsReinigungs-- u. Desinfektionsmittelu. Desinfektionsmittel
-- BegasungBegasung
-- OzonisierungOzonisierung

-- FiltrationFiltration
-- AbbAbbüürstenrsten
-- HochdrucksprHochdrucksprüühbehandlunghbehandlung
-- (Sedimentation)(Sedimentation)



Einflussfaktoren auf den ReinigungseffektEinflussfaktoren auf den Reinigungseffekt

-- WasserqualitWasserqualitäät (Mikrobiologie, Ht (Mikrobiologie, Häärte, Rrte, Rüückstckstäände)nde)
-- Effizienz und Wirkungsspektrum des Effizienz und Wirkungsspektrum des 
ReinigungsmittelsReinigungsmittels

-- Wirkkonzentration des eingesetzten MittelsWirkkonzentration des eingesetzten Mittels
-- Schmutzart, Schmutzart, --menge, menge, --zustand (trocken etc.)zustand (trocken etc.)
-- OberflOberfläächenbeschaffenheit (glatt, rau)chenbeschaffenheit (glatt, rau)
-- Reinigungsmethode (maschinell, automatisch, manuell)Reinigungsmethode (maschinell, automatisch, manuell)
-- Physikalische Bedingungen (Physikalische Bedingungen (TempTemp., Einwirkzeit,., Einwirkzeit,
mechanischer Aufwand)mechanischer Aufwand)

Schmutzart und ReinigungseffektSchmutzart und Reinigungseffekt

FETTFETT

PROTEINPROTEIN

ZUCKERZUCKER

SALZE / ANORGAN. SUBST.SALZE / ANORGAN. SUBST.

Verseifen, emulgieren, schmelzen Verseifen, emulgieren, schmelzen 
(Alkali, (Alkali, TensideTenside, , TempTemp.).)

Dispergieren, quellen, denaturieren Dispergieren, quellen, denaturieren 
(S(Sääure, Alkali)ure, Alkali)

LLöösen, quellen, abspsen, quellen, abspüülen len 
((TempTemp., S., Sääure)ure)

LLöösen, abspsen, abspüülen len 
((TempTemp., S., Sääure)ure)



Kategorien von ReinigungsmittelnKategorien von Reinigungsmitteln

Alkalische RMAlkalische RM

Saure RMSaure RM

KomplexbildnerKomplexbildner

TensideTenside

NaOHNaOH, , NaNa--orthoortho-- bzw. bzw. metameta--SilikateSilikate, Soda, Soda

PhosphorsPhosphorsääure, Salpetersure, Salpetersääureure

NaNa--DiphosphatDiphosphat, , NitrilotriessigsNitrilotriessigsääureure,,
CitronensCitronensääureure

AmphiphileAmphiphile Substanzen, grenzflSubstanzen, grenzfläächenchen--
aktive Stoffeaktive Stoffe

Kategorien von DesinfektionsmittelnKategorien von Desinfektionsmitteln

Halogene u. Halogene u. --verbindungenverbindungen

SauerstoffSauerstoff--abspaltendeabspaltende
OxidationsmittelOxidationsmittel

AldehydeAldehyde

AlkoholeAlkohole

OberflOberfläächenaktive Substanzenchenaktive Substanzen

GuanidineGuanidine

AndereAndere

Chlor, Chlor, ClOClO , Aktivchlorverbindungen,, Aktivchlorverbindungen,
Jod, Jod, JodophoreJodophore, Brom, Fluor, Brom, Fluor

22

WasserstoffperoxidWasserstoffperoxid, , KMnOKMnO , , organorgan..
PerchlorsPerchlorsääurenuren, , anorgananorgan. . PersPersääurenuren

44

Formaldehyd bzw. FA in Kombination Formaldehyd bzw. FA in Kombination 
mit anderen Desinfektionsmittelnmit anderen Desinfektionsmitteln

QAVsQAVs

IminoharnstoffderivateIminoharnstoffderivate

o
xid

ieren
d

o
xid

ieren
d

PhenolischePhenolische DM, DM, HalogencarbonsHalogencarbonsääurenuren, Schwermetall, Schwermetall--
verbindungenverbindungen, Laugen, S, Laugen, Sääuren, Kombinierte R+DMuren, Kombinierte R+DM

Ethanol, Ethanol, PropanolPropanol, , IsopropanolIsopropanol



KEIMSPEKTRUM HALOGENE PEROXIDE ALDEHYDE ALKOHOLE

GRAM + BAKT.

GRAM - BAKT.

MYCOBAKTERIEN

BAKT. SPOREN

HEFEN

SCHIMMELPILZE

VIREN

TECHN. EIGENSCH. Korrosiv, Eiweißfehler Korrosiv, Eiweißfehler Geruch Entflammbarkeit

PHENOLE QAV  bzw.GUANIDE

Geruch Adsorptionsverhalten

Wirkungsspektrum von DesinfektionsmittelnWirkungsspektrum von Desinfektionsmitteln

GutGut
wirksamwirksam

BedingtBedingt
wirksamwirksam

NichtNicht
wirksamwirksam

Quelle: HenkelQuelle: Henkel

Wirkungsweise Wirkungsweise antimikrobiellerantimikrobieller
SubstanzenSubstanzen

DMDM

PermeabilitPermeabilitäätt
der der CytoplasmaCytoplasma--

membranmembran

SchSchäädigungdigung
cellulcelluläärerrer
EnzymeEnzyme

SchSchäädigungdigung
der bakteriellender bakteriellen

ZellwandZellwand

KoagulationKoagulation
desdes

CytoplasmasCytoplasmas

DenaturierungDenaturierung
der der 

ProteineProteine



AbtAbtöötungszeit (min.) ausgewtungszeit (min.) ausgewäählterhlter
Desinfektionsmittel bei 20Desinfektionsmittel bei 20°°CC

NaNa--HypochloritHypochlorit

JodophoreJodophore

PeressigsPeressigsääureure

WasserstoffperoxidWasserstoffperoxid

QAVQAV

StaphStaph..
aureusaureus

11

11

11

55

11

Konz.Konz.
(mg/l)(mg/l)

200200

2525

200200

30003000

250250

PseudPseud..
aerugaerug..

11

11

11

1010

3030

BacillusBacillus
cereuscereus

> 120> 120

> 120> 120

3030

>120>120

>>>>

SaccharoSaccharo--
mycesmyces

2,52,5

2,52,5

11

>120>120

2525

Quelle: Mrozek (1982)Quelle: Mrozek (1982)

Anforderungen an DesinfektionsmittelAnforderungen an Desinfektionsmittel

-- Gute Dosierbarkeit, LGute Dosierbarkeit, Lööslichkeit, Mischbarkeitslichkeit, Mischbarkeit
-- Hohe, temperaturunabhHohe, temperaturunabhäängige Wirksamkeitngige Wirksamkeit
-- Gute StabilitGute Stabilitäätt
-- Kontrollierbare WirkungKontrollierbare Wirkung
-- Geringer EiweiGeringer Eiweißßfehlerfehler
-- Keine nachteilige Beeinflussung der WerkstoffeKeine nachteilige Beeinflussung der Werkstoffe
-- GeruchsneutralitGeruchsneutralitäät und Anwendersicherheitt und Anwendersicherheit
-- Sensorische UnbedenklichkeitSensorische Unbedenklichkeit
-- Gute Gute AbspAbspüülbarkeitlbarkeit
-- UnschUnschäädlichkeit fdlichkeit füür Mensch, Tier, Umweltr Mensch, Tier, Umwelt
-- Abwasserneutrales VerhaltenAbwasserneutrales Verhalten

MAK !MAK !



Wichtige zu definierende KriterienWichtige zu definierende Kriterien
bei der Reinigung und Desinfektionbei der Reinigung und Desinfektion

-- R & DR & D--MittelMittel
-- KonzentrationKonzentration
-- TemperaturTemperatur
-- FrequenzFrequenz
-- PersonalPersonal

Arbeitsweise bei der ReinigungArbeitsweise bei der Reinigung

-- keine Rkeine Rüückstckstäände antrocknen lassennde antrocknen lassen
-- VorspVorspüülvorgang mit temperiertem Wasserlvorgang mit temperiertem Wasser
-- R & DR & D
-- BerBerüücksichtigung der cksichtigung der „„BegleitfaktorenBegleitfaktoren““

-- WirksamkeitskontrolleWirksamkeitskontrolle

-- TemperaturTemperatur
-- AnwendungskonzentrationAnwendungskonzentration



Oberflächenstruktur
Material

Mikroorganismen
Zellverbände
Aggregation

Schutzkolloide Belastung

Schmutzpartikel

TEMPERATUR                EINWIRKZEIT

ART / ZUSAMMENSETZUNG     KONZENTRATION

Einflußfaktoren bei der Anwendung 
von Reinigung- u. Desinfektionsmitteln

Technische Bedingungen bei der ReinigungTechnische Bedingungen bei der Reinigung
und Desinfektionund Desinfektion

ManuelleManuelle
R & DR & D

AutomatisierteAutomatisierte
R & DR & D

CleaningCleaning in Placein Place
„„CIPCIP““

SterilisationSterilisation in Placein Place
„„SIPSIP““

-- Geschlossenes ReinigungssystemGeschlossenes Reinigungssystem
-- Automatische Steuerung derAutomatische Steuerung der
R & DR & D--AbfolgeAbfolge

-- PCPC--DokumentationDokumentation
-- Einbindung in Einbindung in HACCPHACCP--KonzeptKonzept



MMöögliche Fehlerquellen bei der gliche Fehlerquellen bei der „„CIPCIP““ ReinigungReinigung

-- falsche Positionierung des Sprfalsche Positionierung des Sprüüharmsharms
-- verstopfte Dverstopfte Düüsensen
-- StrStröömungswiderstand im Rohrmungswiderstand im Rohr

(z.B. bei Ablagerungen)(z.B. bei Ablagerungen)
-- SchweiSchweißßnnäähte an Rohrleitungenhte an Rohrleitungen
-- zu weite horizontale Leitungenzu weite horizontale Leitungen
-- Entstehung von Entstehung von „„ProduktsProduktsüümpfenmpfen““
-- Tank lTank lääuft nicht leeruft nicht leer
-- zu geringes Gefzu geringes Gefäälle der Rohrleitunglle der Rohrleitung

PrPrüüfung von Desinfektionsmittelnfung von Desinfektionsmitteln

Kontrolle des AbtKontrolle des Abtöötungseffekts an Hand vontungseffekts an Hand von
Testmikroorganismen:Testmikroorganismen:

3 Methoden3 Methoden::

Messen der Messen der ZeitspanneZeitspanne, bis alle Keime , bis alle Keime 
abgetabgetöötet sindtet sind

Bestimmung der Bestimmung der RestkeimzahlRestkeimzahl nach definierternach definierter
Einwirkungsdauer einer best. KonzentrationEinwirkungsdauer einer best. Konzentration

Messen der Messen der MindestkeimzahlMindestkeimzahl, die durch das DM, die durch das DM
nicht mehr beeintrnicht mehr beeinträächtigt wirdchtigt wird

EndpunktEndpunkt--
testtest

SuspensionsSuspensions--
testtest

KapazitKapazitäätsts--
testtest



BegriffserklBegriffserkläärungenrungen

MikrobizidMikrobizid
BakterizidBakterizid
FungizidFungizid
ViruzidViruzid
SporizidSporizid
BiozidBiozid
BakteriostatischBakteriostatisch
FungitoxischFungitoxisch
AntibiotischAntibiotisch

AntiseptischAntiseptisch

ttöötet Mikroorganismen abtet Mikroorganismen ab

ttöötet Bakterien abtet Bakterien ab

ttöötet Hefen und Schimmelpilze abtet Hefen und Schimmelpilze ab

ttöötet Viren abtet Viren ab
ttöötet tet mikrobiellemikrobielle Sporen (insbes. Sporen (insbes. EndosporenEndosporen) ab) ab

ttöötet lebende Organismen abtet lebende Organismen ab

hemmt das Bakterienwachstumhemmt das Bakterienwachstum
fungistatischfungistatisch etc........etc........

verhindert verhindert mikrobiellesmikrobielles
Wachstum, kann abtWachstum, kann abtöötend seintend sein

toxisch ftoxisch füür r FungiFungi

wirkt gegen Organismen wirkt gegen Organismen -- AntibioticumAntibioticum: : 
vorwiegend von vorwiegend von eukaryontischeneukaryontischen M.OrgM.Org. gebildet,. gebildet,
wirksam gegen Bakterien (wirksam gegen Bakterien (u.au.a. . M.OrgM.Org.).)

Konzeption von aseptischen ArbeitsrKonzeption von aseptischen Arbeitsrääumenumen

-- hhööherer Luftdruck als in der Umgebung (z.B. OP)herer Luftdruck als in der Umgebung (z.B. OP)
-- gezielte Steuerung durch eine raumluftgezielte Steuerung durch eine raumluft--

technische (RLT) Anlagetechnische (RLT) Anlage
-- Verhinderung, dass Keime von innen nach auVerhinderung, dass Keime von innen nach außßen en 

dringen (Unterdruck, z.B. septischer OP)dringen (Unterdruck, z.B. septischer OP)
-- DesinfektionsmDesinfektionsmööglichkeit der glichkeit der RLTRLT--AnlagenAnlagen

(Ps. (Ps. aeruginosaaeruginosa, , LegionellenLegionellen))



Dekontamination und Dekontamination und biologbiolog. Abfallentsorgung. Abfallentsorgung

-- MikrobiologMikrobiolog. Materialien (Labor). Materialien (Labor)
-- Biologischer AbfallBiologischer Abfall

TunnelautoklavTunnelautoklav (infekti(infektiööse Abfse Abfäälle)lle)

LaborautoklavLaborautoklav
(in Kunststoffs(in Kunststoffsääcken)cken)

Block, 1991Block, 1991

Desinfektion im KrankenhausbereichDesinfektion im Krankenhausbereich

-- TauchbTauchbääderder
-- WischWisch-- bzw. Scheuerbehandlungenbzw. Scheuerbehandlungen
-- BesprBesprüühenhen
-- BegasenBegasen
-- Kombinierter Einsatz von Hitze + ChemikalienKombinierter Einsatz von Hitze + Chemikalien

(W(Wääschedesinfektion)schedesinfektion)
-- Glatte FlGlatte Fläächen (ohne Fugen etc.)chen (ohne Fugen etc.)
-- PhenolischePhenolische DM zur Desinfektion vonDM zur Desinfektion von

AusscheidungenAusscheidungen
-- SchSchäädlingsbekdlingsbekäämpfung (mpfung (EntwesungEntwesung,,

Gliedertiere, Nagetiere, VGliedertiere, Nagetiere, Vöögel)gel)
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14. PRODUKTVERDERB
UND -HALTBARKEIT

Veränderungen im/am Produkt

Mikro-
organismen

Physikalische
Chemische Faktoren

optisch
sensorisch
qualitativ

Produktverderb

- Gebrauchstauglichkeit vermindert
(z.B. durch Abbau wertbestimmender
Inhaltsstoffe)

- Genussfähigkeit vermindert
- Sensorische/chemische/physikalische/
mikrobiologische Parameter zeigen 
Unbrauchbarkeit an



12.10.2012

2

Nachteilige Beeinflussung durch: 

- mikrobielle Kontamination
- Grobverunreinigungen
- Feinverunreinigungen
- Temperatur- und Feuchtigkeitseinfluss
- Witterungseinflüsse
- Gase, Aerosole, Rauch, Dämpfe
- ungeeignete Behandlungs- oder Zu-

bereitungsverfahren
- ungeeignete Lagerungsbedingungen
- ungenügenden hygienischen Umgang

Ausgangsprodukte
Produktionsumfeld
Mensch
Verpackung

Die 5 augenfälligsten Verderbserscheinungen

1. Aussehen verändert
2. Oberfläche verändert
3. Festigkeit verändert
4. Geruch verändert
5. Geschmack verändert

Verfärbung/Verschimmelung/Trübung/
Phasentrennung/ Viskositätsänderung

Schleim/Pilzrasen/Hautbildung

„Matschigwerden“, Textur verändert

faulig, hefig, gärig, Gasbildung

seifig, muffig, sauer etc.

oder: nicht sensorisch erkennbar, jedoch analytisch
nachweisbar
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Beispiele für mikrobiell induzierten
Abbau wertbestimmender Inhaltsstoffe

Penicillin
Aspirin
Atropin
Belladonna
Hydrocortison

ß-Lactamase
Hydrolyse
Abbau
Abbau
Transformation

Micro-/Staphylococcen
Mischflora
Corynebacterium
Mischflora
Cladosporium

Produkt             Veränderung Mikroorganismus

n. Denyer & Baird, 1990

Möglicher Abbauweg von Acetylsalicylsäure
durch Acinetobacter

n. Denyer & Baird, 1990
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Kontaminations-
quellen

Intrinsic 
factors

Extrinsic 
factors

Processing 
factors

Ubiquitäre Standorte
Boden Staub, Luft,
Wasser

Spezifische Nischen
Produktionsräume,
Werkzeuge, 
Geräte
Maschinen

Vektoren
Personal, 
(Insekten,
Nagetiere)

Physikalische 
Faktoren
Wasseraktivität
Säuregrad, pH
Pufferkapazität
Redoxpotential

Chemische 
Faktoren
Nährstoffe, 
antimikrobielle 
Substanzen

Biologische 
Faktoren
Struktur
Natürl. Barrieren

Temperatur

Feuchtigkeit

Atmosphäre

Veränderung der
Struktur und 
Zus.setzung
Mahlen,
Zerkleinern, 
Mischen, 
Homogenisieren

Haltb.machungs-
verfahren
Erhitzen, Kühlen,
Trocknen,
Konserv.Zusätze

Verpacken
Lagern
Distribution
Reinigen, 
Desinfizieren

Innere Faktoren Äußere Faktoren Verarbeitungsfaktoren

ÖKOLOGISCHE VERDERBSFAKTOREN

„Intrinsic Factors“

• Physikalische Faktoren

• Chemische Faktoren

• Biologische Faktoren

- Wasseraktivität
- Säuregehalt, pH-Wert
- Pufferkapazität
- Redoxpotenzial

- Nährstoffangebot
- antimikrobielle
Substanzen

- Struktur
- Natürliche Barrieren
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aw-
Wert

Halt-
bar-
keit

MINDESTANFORDERUNGEN HINSICHTLICH
aw-WERT:

die meisten Verderbsbakterien.........0.90
die meisten Verderbshefen...............0.88
die meisten Verderbsschimmel.........0.80

Beispiele:
Pseudomonas.................0.97
Enterobacter....................0.95
Vibrio...............................0.94
Candida...........................0.94
Staphylococcus aureus.. 0.86 !
Aspergillen.......................0.70

Einteilung von Produktkategorien
hinsichtlich ihrer Feuchte

- sehr feucht

- feucht

- mittelfeucht

- trocken

0.99 - 0.95

0.95 - 0.90

0.90 - 0.60

< 0.60

aw-Wert

Lösungen, Suspensionen

Sirupe, Brei, Cremen, Salben

Sirupe, Pasten

Pulver, Granulate, Tabletten,
Dragees, Kapseln
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Säuretoleranz von Mikroorganismen

gering

durchschnittlich

hoch

pH > 5.0

pH 5.0 - 4.0

pH < 4.0

- pH-Wert
- potenzielle Azidität 
- Pufferungskapazität
- pKa-Wert (organ. Säuren)

zu berücksichtigen:

Schimmelpilze

Hefen

Milchsäurebakt.

Staph. aureus

Acetobacter

Salmonella

E.coli
Yersinia

Clostr. botulinum

Bacillus cereus

V. parahaemolyticus

Clostr. perfringens

Campylobacter

Vibrio spp.
(n. Jay, 1996)

0     1       2      3      4        5      6       7       8       9      10     11    12     13     14     

pH-abhängige Wachstrumsbereiche
ausgewählter Mikroorganismen
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Citronensäure
Ameisensäure
Milchsäure
Benszoesäure
Essigsäure
Sorbinsäure
Propionsäure

3,14
3,75
3,86
4,18
4,75
4,76
4,88

19      0,006
36      0,6
39      0,64
61      1,5
85      5,4
85      5,5
88      7,0

Organische           pKa- 4         6
Säure              Wert

Undissoziierter 
Anteil bei pH

Eigenschaften verschiedener organischer Säuren

Einfluss des pH-Werts 
auf die sporizide Wirkung von Erhitzungsvorgängen

110 °C                         190     160     40     35

120 °C                         18       13       7       7

TEMP                         6,1      5,3      5,0    4,7 

pH-Wert

(n. Pichhardt, 1998)

Zeit 
in Minuten
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Nährstoffangebot

- Wasser
- Energiequelle
- Stickstoffquelle
- Mineralstoffe u. Spurenelemente
- Vitamine u. Wachstumsfaktoren

aw-Wert

„Extrinsic Factors“

• Temperatur

• Rel. Feuchtigkeit

• Atmosphärische Bedingungen
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0
7

15

37
40

60

100
°C

Wachstum, bes. 
von Pathogenen

Allgemein
starkes 

Wachstum

Wachstum

möglich

Allg. temperaturabhängige
Wachstumsbereiche von Bakterien

mod. n. Hobbs, 1968

zu berücksichtigen:

- unter Kühlung Überlebensfähige
- Psychrotolerante
- Psychrotrophe
- Mesophile
- Thermophile
- Thermotolerante
- Thermoresistente
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Relative Feuchtigkeit

Wesentliche Aspekte:

- Umgebungsluft
- Verpackung
- Kondenswasserbildung

Rel. Feuchte d. Umgebungsluft soll < aw-Wert des Produktes

Atmosphärische Bedingungen

- „normale“ Bedingungen
- evakuierte/schutzbegaste Verpackung
- Kopfraum i.d. Packung
- gelöster Sauerstoff im Produkt
- (kontrollierte Atmosphäre)
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„Processing factors“

Einflüsse durch:

- Veränderungen in der Struktur 
und Zusammensetzung

- Haltbarmachung
- Verpacken
- Lagern
- Transportieren
- Reinigen
- Desinfizieren

Vermahlen
Verreiben
Zerkleinern
Mischen
Homogenisieren

Erhitzen
Kühlen
Trocknen
Chemische Zusätze

Quelle: Wirtschaftswoche, 2011

Verfahren zur Verhinderung des
mikrobiellen Wachstums

Verfahren zur Reduktion der
Mikroflora (Entkeimung)

Kernbereiche der mikrobiologischen 
Beeinflussung der Haltbarkeit
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Verfahren zur Verhinderung des
mikrobiellen Wachstums

- Kühlen
- Gefrieren
- Trocknen
- Zuckern
- Salzen
- Schaffung spez. atmosphär. Bedingungen
- Konservierungsmittelzusatz

Konservierungsmittel
am Beispiel Pharmazeutica

Denyer & Wallhäusser, 1990
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Antimikrobielles Wirkungsspektrum 
ausgewählter Konservierungsmittel

Denyer & Wallhäusser, 1990

Konservierungsmittel
am Beispiel Kosmetika

- Paraben-Ester-Verbindungen
(p-Hydroxybenzoat-Ester)

- Alkohole (Ethanol, Propylenglykol,
Phenylethylalkohol)

- Phenolderivate (ortho-Phenylphenol)
- organische Säuren
- Isothiazolinon-Verbindungen
- Formaldehyd-freisetzende Verbindungen
- Bromonitro-Verbindungen (Bronopol)
- Chelatbildner (EDTA)
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Anforderungen an Konservierungsmittel

- breites Spektrum antimikrobieller Aktivität
- rasches mikrobiolog. Inaktivierungspotenzial
- pH-stabil/kompatibel
- temperatur(un)abhängig
- Inhaltsstoff-kompatibel
- keine Beeinflussung des physikal. Zustandes
- gute Eignung bei „Öl-Wasser-Interaktionen“
- sichere Handhabbarkeit
- gesetzliche Zulassung
- gute Kosten/Nutzen-Relation

Verfahren zur Reduktion der
Mikroflora (Entkeimung)

- Erhitzen
Pasteurisieren
Sterilisieren

- Bestrahlen
Ionisierende Strahlen
UV-Bestrahlung

- Begasen
- Hochdruckbehandlung
- Mechanische Entkeimung

Filtration
Zentrifugation

- Kombinierte Verfahren
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Wellenlängen und elektromagnet. Strahlen 
- Übersicht

Gy (Gray)

Prüfungstermine
unter:

Dept. f. Lebensmittelwiss. u. -technologie
http://www.dlwt.boku.ac.at/9633.html

1190, Muthgasse 18
Anmeldungen mittels Online-Formular

bei Fragen: Fr. Barbara Veit:
Tel. 01-47654-6291
barbara.veit@boku.ac.at
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Hinweis zum Prüfungsmodus

Das Ergebnis der schriftlichen Prüfung, die insgesamt
6 Fragen umfasst, die möglichst vollständig und in leserlicher 
Schrift zu beantworten sind, wird wie folgt ermittelt:

Für die Vollständigkeit der Beantwortung einer jeden Frage
werden jeweils bis zu 5 Punkte vergeben. Das Prüfungsergebnis
resultiert grundsätzlich aus der errechneten Gesamtpunkte-
anzahl, jedoch kann eine völlig falsch beantwortete Frage
auch einen Punkteabzug zur Folge haben. Weiters werden
Prüfungen auch dann negativ gewertet, wenn 2 Fragen
überhaupt nicht beantwortet werden, weil davon ausgegangen 
werden kann, dass zumindest ein Drittel des Lernstoffes
nicht beherrscht wird.

Auf Wiedersehen
und 

viel Erfolg bei der
Prüfung!
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