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Diagnostik von Nahrungs- und Futtermitteln sowie Umweltproben mit einem
biologischen Indikatorsystem auf Zellkulturbasis (MTT-Test)
Diagnostics of food, feedstuffs and samples from the environment by use of
a cell culture based bioassay (MTT-Test)

M. GAREIS und R. ROTHENEDER

Zusammenfassung

Bei der Beantwortung der hygienischen Qualitdt von Lebens- und Futtermitteln sowie von
Umweltproben spielt nicht nur die mégliche Belastung mit pathogenen und/oder saprobioti-
schen Mikroorganismen eine Rolle, sondern auch die Kontamination sowohl mit toxischen
Stoffwechselprodukten mikrobieller Herkunft (bakterielle Toxine und die von Schimmelpilzen
gebildeten Mykotoxine) als auch die Belastung mit Xenobiotika. Im Unterschied zu
physikalisch-chemischen und immunchemischen Methoden, die den Nachweis und die
Identifizierung einzelner Toxine in Nahrungsmitteln erlauben, kénnen mit Hilfe von biologi-
schen Testverfahren Hinweise zur Toxizitat als Summenparameter erfasst werden. Der Ein-
satz von Bioassays ist insbesondere dann sinnvoll, wenn mehrere Toxine in einer Probe
erwartet werden konnen. Fir diesen Zweck wurde in den letzten Jahren ein Bioassay auf
Zellkulturbasis entwickelt und fiir die Uberpriifung der hygienischen Qualitdt von Nah-
rungsmitteln, Futtermitteln sowie Umweltproben eingesetzt. Grundlage des Testes ist die
Spaltung von gelbgefarbten Tetrazoliumsalzen (MTT) zu violetten Formazanen durch in
Mikrotiterplatten kultivierbare Zellinien. Jede Schadigung dieser Zielzellen durch zytotoxische
Substanzen oder Rilckstande in Rohextrakten von Probenmaterialien reduziert diese
Spaltungsaktivitat und erlaubt eine objektive Aussage Uber die mogliche Belastung mit
zytotoxischen Ruckstanden im Vergleich zu Kontrollproben. Die Anwendungsbereiche des
Bioassays umfassen neben der Testung von Standardsubstanzen und Schimmelpilzisolaten
Lebens- und Futtermittel sowie unterschiedlichste Umweltproben.

Summary

The formation of mycotoxins in moulded food, feed or materials from the environment is
dependent on a row of factors, among which the toxigenicity of the particular fungus, the
composition and the water activity of the substrate are of most importance. In order to
assess a possible human or animal exposure to mycotoxins in such samples, information on
the toxicity of field samples is needed. For that purpose a sensitive cell culture based
bioassay for the evaluation of cytotoxic properties and the hygienic quality of food, feedstuffs
and samples from the environment has been developed. The principle of this bioassay is
based on the transformation of the yellow tetrazolium salt MTT by viable, living cells (via
mitochondrial dehydrogenase ) to purple formazans. Swine kidney monolayer cells (SK),
known to be sensitive to mycotoxins, were used as target cells. Crude extracts of food, feed
and indoor samples (controls and moulded samples) were prepared by extraction of sample
aliquots with organic solvents and tested in the MTT-bioassay. The cell culture assay has
been shown to be a useful diagnostic tool for cytotoxicity screening and could be applied to a
variety of sample materials such as cereals, bread, mixed feed and building materials.
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Einleitung

Als Testobjekte fir die Reihe verschiede-
ner Bioassays sind u.a. Pflanzen, Bakte-
rien, Protozoen, Arthropoden, Vertebraten
und Zellkulturen verwendet worden. Die
Mehrzahl dieser Teste wurde und wird flr
die Beschreibung der Toxizitat von Rein-
substanzen oder Kulturextrakten einge-
setzt, hat jedoch keine praktische Be-
deutung fur die Uberprifung von komplex
zusammengesetzten  Probenmaterialien
erlangt. Ursache daflr ist die mit den
Testen verbundene Unspezifitat, die, je
komplexer zusammengesetzt das Pro-
benmaterial ist, zunimmt, sowie die Emp-
findlichkeit einzelner Systeme auf Matrix-
bestandteile der Proben.

Viele der genannten Bioassays sind aus
praxisorientierten Grinden daher nicht
brauchbar, da sie sehr zeitaufwandig sind,
haufig keine objektive Befunderhebung
mdglich ist und, bei Verwendung von Ver-
suchstieren, ethische und tierschutzrecht-
liche Grinde dem Einsatz entgegenste-
hen. Bei der Konzeption und der
Erarbeitung des MTT-Zellkulturtestes als
Screening-Test waren daher die nachfol-
genden Anforderungen mal3gebend:

— Schnelle und einfache Durchfihr-
barkeit (Screening-Methode)

— Hohe Sensitivitat gegeniber zytotoxi-
schen Substanzen bei geringer
Spezifitat

— Objektive Befunderhebung

— Testung von Rohextrakten verschie-
dener Ausgangsmaterialien muss
mdglich sein, um moglichst alle
Ruckstande erfassen zu kénnen (ge-
ringe Sensitivitdt gegeniber Matrix-
bestandteilen).

Das Prinzip des MTT-Testes beruht auf
einer colorimetrischen Reaktion, bei der
eine quantitative Umsetzung des gelbge-
farbten Tetrazoliumsalzes MTT zu violet-
ten Formazanen erfolgt (1, 2). Diese Re-
aktion erfolgt durch  mitochondriale
Dehydrogenasen in biologischen Syste-
men und wurde bereits 1941 von KUHN

und JERCHEL bei Desinfektionsstudien
erstmals beschrieben (1). MOSMANN be-
schrieb dieses Testprinzip 1983 fur Zell-
kulturen (2). Seitdem wird es flir die Tes-
tung der Viabilitat von Zellen und
Wirksamkeitsprifungen von Medikamen-
ten, Antibiotika etc. in vielen Bereichen
eingesetzt. Im Hintergrund fir diesen Be-
reich steht die in vitro Prifung von Rein-
substanzen, nicht jedoch von komplex zu-
sammengesetzten Probenmaterialien wie
z.B. Lebensmittel.

Ziel der eigenen Arbeiten war es jedoch
nicht Reinsubstanzen zu testen, sondern
dieses Prinzip als Teil eines Bioassays zu
verwenden, mit dessen Hilfe die qualitati-
ven Eigenschaften von biologischen Pro-
ben vergleichend getestet werden kénnen.

Um diesem Anspruch fir praxisorientierte
Belange gerecht zu werden, wurden
zunachst grundlegende Arbeiten zur
Auswahl geeigneter Zielzellen und zur
Optimierung der Zelltestparameter durch-
gefuhrt (3). Voraussetzung flr die bio-
logische Charakterisierung von unter-
schiedlichen Proben ist die Erfassung
mdglichst aller toxischer Riickstande, wes-
halb Rohextrakte und keine aufgereinigten
Probenfraktionen gegenlber Zielzellen zu
testen sind. Dabei muss das Testsystem
so abgestimmt werden, dass die Zellen
nicht aufgrund der Matrixeffekte der
Probenrohextrakte geschadigt werden.

Material und Methodik

Zur Herstellung der Rohextrakte werden
bei Nahrungs- und Futtermitteln 20 g Pro-
benmaterial eingewogen, mit Aceto-
nitril/Wasser (3:1) auf dem Schittler ex-
trahiert und mit Hexan entfettet. Bei
Umweltproben werden 2 g Probenmaterial
mit 40 ml Methanol Uber Nacht einge-
weicht, am nachsten Tag zusatzlich mit je
40 ml Chloroform und Methanol auf dem
Schuttler extrahiert und die Filtrate verei-
nigt. Nach Einengung am Rotationsver-
dampfer missen die Rlckstande in ent-
sprechende  ProbengefalRe  Uberflhrt,
aliquotiert, mit Stickstoff eingeengt und in
Zellkulturmedium aufgenommen werden.
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Die so gewonnenen Rohextrakte werden
in  Verdlnnungsstufen auf in Mikro-
titerplatten eingesate Zelllinien gegeben
und bis zu 48 Std. im COs-Inkubator bei
37 °C inkubiert. Nach Zugabe des MTT-
Farbreagenzes erfolgt nach weiterer vier-
stiindiger Inkubation die photometrische
Messung der in DMSO gel6sten violetten
Farbkristalle bei 510 nm. Die Auswertung
der jeweiligen Spaltungsaktivitaten erfolgt
Uber ein entsprechendes Messprogramm
(Mikrowin 2000). Dabei werden die Ex-
tinktionen jeder Probenkonzentration mit
der unbehandelten Zellkontrolle (100 %
Spaltungsaktivitat) verglichen und ins

Zellkontrolle
Kontrolle der Probe

Probe 1
Probe 2

Probe 3

Probe 4

Verhaltnis gesetzt. Als toxische Grenz-
konzentration wird der 1Csq Wert ermittelt,
d. h. die niedrigste Konzentration in mg/ml,
die die Spaltungsaktivitat um 50 %
reduziert.

Ergebnisse

Der auf diese Weise konzipierte MTT-Test
(Abb. 1) hat sich mittlerweile bei einer
Vielzahl von Fragestellungen an Proben-
materialien ganz unterschiedlicher Zu-
sammensetzung bewahrt (4-10).

zyotoxische

Endkonzentration* Zytotoxizitat
500 mg/ml -
31.2 mg/ml ++
15.6 mg/ml +++
500 mg/ml -
7.8 mg/ml ++++

15.6 62.5 250 500 1000
mg / ml

*ICsp: Inhibitory concentration 50%

Abb. 1: MTT-Assay von 4 Lebensmittelproben (Rohextrakten). Im Vergleich zum Kontrollextrakt
weisen die Proben 1, 2 und 3 eine deutlich erhdhte zytotoxische Aktivitat auf, was auf eine
Belastung mit zytotoxischen Substanzen, mdglicherweise Mykotoxine, hinweist

Als Zielzelle wird von uns die gegenuber
Mykotoxinen  besonders  empfindliche
SK-Zelllinie  (Swine-Kidney) eingesetzt
(Tab. 1). Extrem hohe zytotoxische Ei-
genschaften weisen makrozyklische Tri-
chothecene (Roridin A, Satratoxin G und
H) sowie das Typ A-Trichothecen T-2
Toxin auf. Diese Mykotoxine werden von
Stachbotrys chartarum, Myrothecium rori-
dum bzw. Fusarium spp. gebildet und
kénnen in Umweltproben (Stauben) und
Futtermitteln vorkommen. Auch Typ-B
Trichothecene wie Nivalenol und De-
oxynivalenol sowie verschiedene Mykoto-
xine von Penicillium- und Aspergillusarten
(Gliotoxin, Patulin, Ochratoxin A) sind ver-

gleichsweise stark zytotoxisch im MTT-
Assay gegeniber SK-Zielzellen. Verschie-
dene andere Toxine wie Penitrem A und
Roquefortin sind dagegen nur gering oder
nicht zytotoxisch.

Die SK-Zielzelle erweist sich gegenlber
den Rohextrakten und Matrixeffekten der
Probenmaterialien stabil, weshalb Mes-
sungen in Abhangigkeit des Ausgangs-
materials in einem Bereich zwischen etwa
50-1000 mg Probenaliquot/ml Zellkultur-
medium (erste Konzentrationsstufe der
Verdinnungsreihen) durchgefiihrt werden
kénnen.
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Tab. 1: Zytotoxizitat von Mykotoxinen im MTT-Zellkulturtest mit SK-Zielzellen

Mykotoxin IC 50

pg/mi UM
Roridin A 0,0018 0,0033
Verrucarin A 0,0070 0,0139
Satratoxin G 0,0081 0,0149
Satratoxin H 0,0183 0,035
T2-Toxin 0,0373 0,080
Gliotoxin 0,34 1,05
Nivalenol 2,08 6,66
Patulin 4,23 27,45
Chaetocin 11,56 16,61
Fumagillin 12,50 27,26
Deoxynivalenol (DON) 17,73 59,84
Ochratoxin A 15,31 37,91
Citrinin 25,00 99,88
Monorden 25,00 68,53
Penicillinsaure 25,00 146,89
Tenuazonsaure 40,62 178,16
Alternariol 116,67 451,86
Beauvericin 200,00 255,1
L-DON >200,00 >680,27
Mycophenolsaure 200,00 624,41
Penitrem A 200,00 315,36
Sterigmatocystin >200,00 >616,71
X-DON 200,00 675,68
Roquefortine C 250,00 641,85
Cyclopiazonséaure 400,00 1190,12

ICso (inhibitory concentration 50): Toxinkonzentration, die die MTT-Spaltungsaktivitat auf 50 % der

Kontrollwerte reduziert

Durch den Vergleich zwischen Rohex-
trakten von Proben hoher Qualitat mit
entsprechenden Extrakten zu untersu-
chender Proben lasst sich ein direkter
Hinweis auf die mdgliche Prasenz oder
das Fehlen zytotoxischer Rlckstédnde in
der betreffenden Probe ableiten. Die Kon-
zeption des Testes in Mikrotiterplatten er-
laubt die gleichzeitige Uberpriifung meh-

rerer Proben, was dem Anspruch der
Praxistauglichkeit gerecht wird.

Der Anwendungsbereich des Bioassays
umfasst, neben dem Vergleich von Rein-
substanzen, Schimmelpilzkulturen, Le-
bensmittel (z. B. Getreide, Brot und Back-
waren), Futtermittel sowie Umweltproben
(Baumaterialien, Filterproben, Staube)
(4-13).
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Schlussfolgerungen

Da die Art und Menge denkbarer toxischer
Beimengungen in biologischen Proben-
materialien wie Lebensmitteln oder Um-
weltproben nicht vorhersehbar ist, ist die
Analytik mit physikalisch-chemischen und
immunchemischen Verfahren allein nicht
ausreichend, wenn es um eine gesamte
hygienische Beurteilung geht. Die Anwe-
senheit irgendwelcher toxischer Kompo-
nenten ist nur mit Hilfe biologischer Indi-
katorsysteme festzustellen, an die ganz-
lich andere Anforderungen als flr die
Verfahren wie DC, GC, HPLC oder EIA
gestellt werden mussen. Dabei darf sich
die Eignung eines Testes nicht nur an-
hand der Testung von Reinsubstanzen
messen lassen, sondern muss primar auf
der Basis seiner Praxistauglichkeit erfol-
gen. Der MTT-Bioassay erfullt dabei, wie
die verschiedenen Untersuchungen und
Anwendungsbereiche zeigen, diese An-
spriche.

Als ‘short term test' auf der Basis eines
Zellkulturtestes in Mikrotiterplatten konzi-
piert, kbnnen Befunde bei geringem Auf-
wand bereits nach 24 bis 48 Stunden, die
zelltechnischen Manipulationen nicht ein-
berechnet, erhalten werden. Durch die
Verwendung von Zielzellen, die einerseits
eine genugend hohe Empfindlichkeit ge-
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gentber der Mehrzahl der Uberpriften
mikrobiellen Toxine, vor allem Mykotoxine,
aufweisen, sich andererseits aber relativ
unempfindlich gegeniber Rohextrakten
verschiedenster komplexer Probenmatri-
ces zeigen, kénnen nicht nur die Effekte
von Reinsubstanzen vergleichend (ber-
pruft werden, sondern auch die biologi-
schen Aktivitdten von ganz unterschiedli-
chen Nahrungsmitteln, Futtermitteln und
Umweltproben erfasst und somit deren
hygienische Qualitat beurteilt werden.

Durch die problemlose Handhabung, die
schnelle Durchfuhrbarkeit, die Moglichkeit
der Miterfassung verschiedener Positiv-
und Negativkontrollen sowie der photo-
metrischen Messung des Parameters
MTT-Umsatz als Mal} der zytotoxischen
Effekte, ist das erarbeitete Testsystem
hinsichtlich der Interpretierbarkeit und
Objektivierbarkeit der Ergebnisse anderen
biologischen Testverfahren Uberlegen und
auch eine Alternative fur die Verwendung
von Labortieren zum Nachweis von toxi-
schen Ruckstanden.
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