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GESUND?

Krankmachenden Keimen auf der Spur

L
Mikroorganismen vermehren
sich in falsch oder zu lange

gelagerten Lebensmitteln
rasend schnell - und bei
Verzehr machen sie krank.
Klassische mikrobiologische
Nachweismethoden brauchen
ein bis drei Tage, um die
Keimzahlen zu ermitteln -
zu lange, um das Ergebnis
fiir den Einzelfall
noch verwerten zu kénnen.
Wissenschaftler des Instituts fiir
Lebensmittelwissenschaft
haben Anwendungen
fiir eine Methode entwickelt,
die in zehn Minuten
zu einer Aussage kommt -
mit Hilfe des Leuchtkéfers.

MIT PRAVENTIVEM SCREENING KONNEN MIT MIKROORGANISMEN
KONTAMINIERTE LEBENSMITTEL SCHNELL ENTDECKT WERDEN

Die Kontamination von Le-
bensmitteln mit pathogenen
Mikroorganismen stellt eine
wesentliche Gefahr fiir die Ge-
sundheit der Verbraucher dar.
Lebensmittel sind aufgrund
ihrer chemischen und physika-
lischen Struktur ein idealer
Néhrboden fiir Mikroorganis-
men jeglicher Art.

Pathogene Mikroorganismen
vermehren sich bei giinstigen
Temperaturen exponenziell.

Je langer ein Lebensmittel
bei falschen Temperaturen ge-
lagert wird, desto grofSer ist
das Risiko, dass entsprechend
hohe Keimzahlen erreicht wer-
den, die zu einer Lebensmittel-
vergiftung fiihren kénnen.

Trotz bemerkenswerter
Leistungen der Wissenschaft
in der Verbesserung der 6f-
fentlichen Gesundheit und der
Reduzierung von Infektions-
krankheiten in den vergange-
nen Jahrzehnten sterben welt-
weit jahrlich etwa drei Millio-
nen Menschen an den Folgen
lebensmittelbedingter Infek-
tionen. Studien belegen, dass
jahrlich circa 9000 Todesfalle
allein in den USA zu verzeich-
nen sind. Dartiber hinaus wer-
den induzierte jahrliche Kos-
ten fiir den Sektor Gesundheit
auf 6,5 bis 34,9 Mrd. US-Dollar
und assoziierte Kosten fiir die
Industrie auf 3,3 bis 5,1 Mrd.
US-Dollar geschatzt (Buzpy
UND ROBERTS, 1997).

44

Eine erste Schatzung des Ro-
bert-Koch-Instituts fiir die Zeit
von 1994-1999 hat fiir die ge-
sundheitliche Versorgung von
Darminfektionen in Deutsch-
land Gesamtkosten von 225
Millionen Euro jahrlich erge-
ben. In dieser Berechnung sind
die Kosten fiir ambulante Be-
handlung, Arbeitsausfall und
hausliche Versorgung der
betroffenen Patienten sowie
Ruckrufaktionen der Herstel-
ler nicht inbegriffen. Aufgrund
der beachtlichen Anzahl von
nicht gemeldeten Erkrankun-
gen sind deutlich hohere tat-
sachliche Kosten zu vermuten.

Ohne den urséchlichen Zu-
sammenhang zwischen Ver-
giftungserscheinungen und
mikrobiellen Lebensmittel-
vergiftungen und -infektionen
zu kennen, gab es bereits im
Mittelalter interessante, pra-
ventive Gesetzgebungen:

e 1300 in Basel: Nicht ver-
kaufter Fisch musste dekla-
riert werden und durfte
ausschlie8lich an Fremde
verkauft werden.
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e 1319 in Utrecht: Fisch der
gegen Abend nicht verkauft
war, musste vernichtet wer-
den.

e 1435 in StrafSburg: Verdor-
benes Fleisch oder Fleisch
von kranken Tieren durfte
ausschlieSlich an Kranken-
héauser geliefert werden.

Die Vorschriften waren einfach
aber effektiv. In den industria-
lisierten Landern, wie auch in
Deutschland, nehmen lebens-
mittelbedingte bakterielle Er-
krankungen trotz standig ge-
stiegener Hygienestandards
weiterhin zu (Abbildung 1).

Die Griinde hierfiir sind viel-
faltig. Eine Ursache ist sicher
in der zunehmenden raum-
lichen und damit auch zeit-
lichen Trennung von Produk-
tionsort und Distribution des
Endproduktes an den Verbrau-
chern zu suchen.



Ein anschauliches Beispiel
stellt hier die Verarbeitung
von Krabbenfleisch dar.

Ein groB8er Teil des Fangs
wird in Kiihlcontainern in so
genannte Niedriglohnlander
nach Osteuropa oder Nord-
afrika transportiert, um dort
manuell gepult zu werden.
Der Transport allein dauert bis
zu einer Woche ohne Bertick-
sichtigung der Wartezeiten
zwischen den Transporten.
Nordseekrabben gehoren zu
den leicht verderblichen Le-

bensmitteln, die nur eine be-
grenzte Zeit lagerfahig sind.
Bereits nach dem Fang, dem
Kochen und dem Kiihlen ist
der Keimgehalt von Nordsee-
krabben relativ hoch. Um
sicherzustellen, dass die Krab-
ben aus mikrobiologischer
Sicht noch verzehrsfahig sind,
ware eine Keimzahlbestim-
mung vor der Weiterverarbei-
tung oder dem Verkauf sinn-
voll.

Eine mikrobiologische Kon-
trolle mit klassischen Metho-
den erfordert einen Zeitraum
von mindestens ein bis drei
Tagen. Aufgrund dieser Zeit-
spanne sind so iiberwiegend
nur retrospektive Aussagen zu
treffen. Wegen der kurzen
Umschlagzeiten bei der Le-
bensmittelproduktion wird
daher nach Systemen gesucht,
die eine schnelle Aussage er-
moglichen.

Die zurzeit schnellste mi-
krobiologische Schnellmetho-
de beruht auf dem ATP-Nach-
weis. Durch die quantitative
Bestimmung des ATP (Adeno-
sin 5-Triphosphat) kann in-
direkt die Keimzahl bestimmt
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werden. Hierzu bedient man
sich eines einfachen Vorganges
aus der Natur, der Biolumines-
zenz.

Bei der Biolumineszenz
handelt es sich um biologische
Leuchterscheinungen als Spe-
zialfall der Chemielumines-
zenz, die bei vielen Seetieren,
Bakterien, Glithwiirmchen,
Pilzen, faulem Holz oder Laub
sowie beim Meeresleuchten
auftreten. Am besten unter-
sucht ist die chemische Reak-
tion beim Leuchtkafer. Biolo-
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gisch gesehen dient es der Ver-
fithrung und Anlockung der
Mannchen, die von den Weib-
chen mit ihrem leuchtenden
Hinterleib tiber weite Distan-
zen angelockt werden. (Abbil-
dung 2). Auch heute noch
wird die Schliisselsubstanz,
die Luciferase, aus dem Abdo-
men gewonnen (Abbildung 3).
Das Leuchten der Leucht-
kéfer lasst sich mittels der drei
Schliisselsubstanzen ATP, Lu-
ciferin und Luciferase auch in
vitro erzeugen (Abbildung 4).
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Abbildung 1 (linke Seite)
Entwicklung der Enteritis infec-
tiosa (aufSer Salmonellose und
Shigellose)

Abbildung 2 (links)
Lampyris noctiluca

Abbildung 3
Gewinnung der Luciferase aus
dem Abdomen der Leuchtkifer

Abbildung 4
Reaktionsablauf der Biolumines-
zenz




Abbildung 5
Probenahme am Schlachttier-
korper mittels Tupfer
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Da sich ATP als Energietra-
ger in allen Zellen befindet,
also auch in Mikroorganismen,
lasst sich tiber diese Lichtreak-
tion die Menge an ATP und so-
mit auch die Anzahl an Mikro-
organismen bestimmen.

Voraussetzung fiir die
Keimzahlbestimmung tiber
den Nachweis von ATP ist das
Herauslosen des ATP aus den
Zellen, da es nur extrazellular
nachgewiesen werden kann.
Gleichzeitig muss verhindert
werden, dass zelleigene Enzy-
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Somit stellt dieses System
eine schnelle Methode dar, um
einerseits den Keimgehalt und
andererseits als Hygienekon-
trollmafsnahme auch Verunrei-
nigungen bei der Lebensmit-
telproduktion nachzuweisen.

Problematisch gestaltet sich al-
lerdings gerade bei der Unter-
suchung von Lebensmitteln
der Gehalt an ATP in den so-
matischen Zellen, sowie an
storenden Substanzen, die die
Lichtreaktion negativ beein-

Ein anderes Einsatzgebiet
ware die Kontrolle von
Schlachttierkorpern. Es ist in
der Praxis tiblich, aus dem
Schlachttierkorper Proben aus-
zustanzen und diese mit dem
Plattenverfahren auf ihre
Keimzahl zu untersuchen. Bis
zum Vorliegen der Ergebnisse
vergehen bis zu drei Tage. Die
hier vorgestellten Verfahren
erlauben eine nichtdestruktive
Probenahme und liefern be-
reits nach zehn Minuten die
gewiinschten Ergebnisse.

Abbildung 6 (rechts)
Probenahme mittels Abspiil-
technik

me das durch spezifische Rea-
genzien freigesetzte ATP ab-
bauen.

Der Nachweis des ATP als
Indikator fiir die Anzahl an
Zellen beruht auf dem enzy-
matischen Abbau von Adeno-
sintriphosphat zu Adenosin-
monophosphat.

In dieser exergonischen
Reaktion, die durch das aus
Leuchtkifern gewonnene En-
zym Luciferase katalysiert
wird, wird die freiwerdende
chemische Energie in Lichten-
ergie umgewandelt. Die Mes-
sung der freigesetzten Photo-
nen erfolgt in einem Lumino-
meter; in der Regel tiber einen
Integrationszeitraum von zehn
Sekunden.

Die gemessene Lichtinten-
sitat (ausgedriickt in relativen
Lichteinheiten — RLU) ist pro-
portional zu der vorhandenen
Menge an ATP, und diese wie-
derum korreliert mit der An-
zahl an lebenden Mikroorga-
nismen bzw. dem Gehalt an
organischen Riickstdnden.

flussen. Entsprechend miissen
Applikationen fiir die einzel-
nen Lebensmittel entwickelt
und statistisch mit der stan-
dardisierten mikrobiologi-
schen Untersuchung vergli-
chen und verifiziert werden.

Im Folgenden sollen einige
Applikationen vorgestellt wer-
den, die im Institut fiir Le-
bensmittelwissenschaft bear-
beitet wurden.

Fiir die Keimzahlbestim-
mung von Nordseekrabben
konnte so eine Korrelation von
r = 0,93 im Vergleich zum
Standardverfahren erzielt wer-
den. Wesentlich bedeutender
ist allerdings die kurze Nach-
weiszeit von ungefahr zehn
Minuten, die falls erforder-
lich ein schnelles Reagieren
erlaubt.

So kann vermieden werden,
dass hoch verkeimte, gesund-
heitsgefahrdende Krabben in
den Handel kommen oder
weiterverarbeitet werden
(WERLEIN, 1999).

Alternativ zur destruktiven
Probenahme wurde ein Tup-
ferverfahren (Abbildung 5)
mit anschliefSender Filtration
zur Erniedrigung der Nach-
weisgrenze sowie ein Absptil-
verfahren (Abbildung 6) mit
anschliefSender Filtrationskas-
kade entwickelt.

Beide Verfahren zeigten in
der Praxis vergleichbar gute
Ergebnisse in der Handha-
bung sowie in der Korrelation
mit dem Standardverfahren.

Die kurzen Nachweiszeiten
ermoglichen so bereits wah-
rend des Schlachtprozesses
Kontaminationsquellen auf-
zuzeigen und zu beseitigen
(WERLEIN, 1997; WERLEIN, 2001).

Aber auch bei der Produk-
tion von Getranken ist dieses
Verfahren bei der Warenein-
gangs- oder Endproduktkon-
trolle einsetzbar. Ein Nachteil
dieses Verfahrens ist, dass po-
sitive Ergebnisse erst ab einer
Keimzahl von 103 KbE/g er-
zielt werden konnen. Aller-
dings detektiert das Verfahren



auch Mikroorganismenwachs-
tum uber den ATP-Gehalt, wel-
ches mit iiblichen Methoden
nicht nachweisbar ist. So kann
der lebensmittelproduzierende
Betrieb bei auffalligen Proben
entsprechende Untersuchun-
gen einleiten und so eventuell
gesundheitsgefihrdende Pro-
dukte frithzeitig erkennen.

Abschliefend sei noch Max
von Pettenkofer (1818-1901)
zitiert, der Begriinder der wis-
senschaftlichen Hygiene,
Schiiler und Freund Liebigs,
erster ordentlicher Professor
fir Hygiene, der die Aufgabe
der Hygiene poetisch und
auflerst treffend beschreibt:

Die Kunst zu heilen kann viele
Leiden lindern, doch schoner ist
die Kunst, die es versteht, die
Krankheit am Entstehen schon zu
hindern.
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