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Erzeugung eines sterilen Arbeitsplatzes

Zum Arbeiten gehört auch eine möglichst keimfreie Umgebung, welche mit Hilfe eines Bunsenbrenners erstellt werden kann. 
Dabei wird der Bunsenbrenner auf einer zuvor mit Ethanol abgewischten Tischoberfläche aufgestellt. Durch die Flamme entsteht 
eine ständige Sogwirkung (Kamineffekt). Dadurch ist es Bakterienzellen oder Sporen nicht möglich, sich in der näheren Bunsen-
brenner-Umgebung abzusetzen (50 cm). Hier aufgestellte, sterile Utensilien bleiben auch steril. Nicht benötigte Utensilien, wie  
z. B. Mappen oder Flaschen, stören den Luftsog, sorgen für ungewollte Verwirbelungen und sollten daher vermieden werden.
Trotz der Verwendung schulgeeigneter Bakterien und Bakteriophagenstämme ist auf ein sauberes mikrobiologisches Hantieren zu 
achten. Nicht weiter benötigtes Material oder Abfall sind in einem Dampfkochtopf für 20 min zu sterilisieren.
Ausgangshypothesen:

• Gibt es Bakteriophagen in unserer äußeren Umgebung?
• Sind alle Bakteriophagen gleich?

Abb. 1. Prinzip eines sterilen Feldes. Durch die erwärmte Luft entsteht ein ständiger Luftstrom über 
einer zuvor sterilisierten Arbeitsfläche und ermöglicht dadurch ein Arbeiten in einem keimfreien 
Raum (ca. 50 cm um die Bunsenbrennerflamme).

Caseinhydrolysat 10 mg/ l 
NaCl   5 g/ l 
Hefextrakt  5 g/ l 
MgSO4 * 7 H2O 2 g/ l 
Agar   15 g/ l 
Abb. 2. 
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Versuchsdurchführung

Material
•	 Bunsenbrenner (am besten mit wechselbarer Kartusche für den mobilen Einsatz)
•	 Wasserbad
•	 70 % Alkohol (vergällt)
•	 Pipette (100 µl)
•	 Klebeband zum Abkleben der Petrischalen
•	 Wasserprobe (50 ml), möglichst aus einem verschmutzten Gewässer, wie z. B. Ententeich
•	 5 ml einer Übernachtkultur von Escherichia coli K12 wt (zu beziehen über die DSMZ)
•	 T4-Bakteriophagen (10-6/ ml) Kontrolle (zu beziehen über die DSMZ)
•	 λ-Bakteriophagen (10-7/ ml) Kontrolle (zu beziehen über die DSMZ)
•	 Sterilfilter und Spritze (zu beziehen über Carl Roth GmbH & Co. KG)
•	 Falcon-Röhrchen (zu beziehen über Carl Roth GmbH & Co. KG)
•	 4 NZCYM-Weichagar in Falconröhrchen (auf 50 °C im Wasserbad temperieren)
•	 4 NZCYM-Weichagarplatten
•	 Wasserprobe aus einem Ententeich
•	 Stift

Zusammensetzung der Kulturmedien (Puffer und Weichagar)
Die Medien können als Fertigmischung bestellt (Carl-Roth GmbH und Co. KG oder anderen Laborausstattern) oder nach der folgen-
den Anleitung selbst hergestellt werden. 

Es genügt ein Liter Medium für ca. 25 Petrischalen. Die Medien werden nach dem Einwiegen mittels Einwecktopfs für 20 min steri-
lisiert. Sollen Petrischalen befüllt werden muss dies im handwarmen Zustand erfolgen. Dabei wird die Petrischale nur in der Nähe 
des sterilen Feldes geöffnet. Die Unterschale wird bis zur kurz unter die Hälfte des Randes befüllt und wieder geschlossen. Nach 
dem Abkühlen können die Petrischalen für ca. 4 Wochen im Kühlschrank aufbewahrt werden.

Phagenverdünnungspuffer:
NaCl		  5,8 g/ l
MgSO4 * 7H2O	 2,0 g/ l
1M Tris/HCl	 50 ml/ l		  pH-Wert	  	 7,0

NZCYM-Weichagar
Caseinhydrolysat	 10 mg/ l
NaCl		  5 g/ l
Hefextrakt	 5 g/ l
MgSO4 * 7 H2O	 2 g/ l
Agar		  15 g/ l
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Abb. 2. Arbeitsblatt zur Versuchsdurchführung. Der Versuch erstreckt sich über 2 Tage, ca. 3 h.
 

Abb. 2. Arbeitsblatt zur Versuchsdurchführung. Der Versuch erstreckt sich über 2 Tage, ca. 3 
h. 
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