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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 Qualität von Lebens- und Futtermitteln sowie von
Umweltproben spielt nicht nur die mögliche 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, können mit Hilfe von biologi-
schen Testverfahren Hinweise zur Toxizität als Summenparameter erfasst werden. Der Ein-
satz von Bioassays ist insbesondere dann sinnvoll, wenn mehrere Toxine in einer Probe
erwartet werden können. Für diesen Zweck wurde in den letzten Jahren ein Bioassay auf
Zellkulturbasis entwickelt und für die Überprüfung der hygienischen Qualität von Nah-
rungsmitteln, Futtermitteln sowie Umweltproben eingesetzt. Grundlage des Testes ist die
Spaltung von gelbgefärbten Tetrazoliumsalzen (MTT) zu violetten Formazanen durch in
Mikrotiterplatten kultivierbare Zellinien. Jede Schädigung dieser Zielzellen durch zytotoxische
Substanzen oder Rückstände in Rohextrakten von Probenmaterialien reduziert diese
Spaltungsaktivität und erlaubt eine objektive Aussage über die mögliche Belastung mit
zytotoxischen Rückständen 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 für 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 für
die Beschreibung der Toxizität von Rein-
substanzen oder Kulturextrakten einge-
setzt, hat jedoch keine praktische Be-
deutung für die Überprüfung von komplex
zusammengesetzten Probenmaterialien
erlangt. Ursache dafür ist die mit den
Testen verbundene Unspezifität, 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 Gründen daher nicht
brauchbar, da sie sehr zeitaufwändig sind,
häufig keine objektive Befunderhebung
möglich ist und, bei Verwendung von Ver-
suchstieren, ethische und tierschutzrecht-
liche Gründe dem Einsatz entgegenste-
hen. Bei der Konzeption und der
Erarbeitung des MTT-Zellkulturtestes als
Screening-Test waren daher die nachfol-
genden Anforderungen maßgebend:

− Schnelle und einfache Durchführ-
barkeit (Screening-Methode)

− Hohe Sensitivität gegenüber zytotoxi-
schen Substanzen bei geringer
Spezifität

− Objektive Befunderhebung

− Testung von Rohextrakten verschie-
dener Ausgangsmaterialien muss
möglich sein, um möglichst alle
Rückstände erfassen zu können (ge-
ringe Sensitivität gegenüber Matrix-
bestandteilen).

Das Prinzip des MTT-Testes beruht auf
einer colorimetrischen Reaktion, bei der
eine quantitative Umsetzung des gelbge-
färbten 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 für Zell-
kulturen (2). Seitdem wird es für die Tes-
tung der Viabilität von Zellen und
Wirksamkeitsprüfungen von Medikamen-
ten, Antibiotika etc. in vielen Bereichen
eingesetzt. Im Hintergrund für diesen Be-
reich steht die in vitro Prüfung 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 können.

Um diesem Anspruch für praxisorientierte
Belange gerecht zu werden, wurden
zunächst grundlegende Arbeiten zur
Auswahl geeigneter Zielzellen und zur
Optimierung der Zelltestparameter durch-
geführt (3). Voraussetzung für die bio-
logische Charakterisierung von unter-
schiedlichen Proben ist die Erfassung
möglichst aller toxischer Rückstände, wes-
halb Rohextrakte und keine aufgereinigten
Probenfraktionen gegenüber Zielzellen zu
testen sind. Dabei muss das Testsystem
so abgestimmt werden, dass die Zellen
nicht aufgrund der Matrixeffekte der
Probenrohextrakte geschädigt 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 Schüttler ex-
trahiert und mit Hexan entfettet. Bei
Umweltproben werden 2 g Probenmaterial
mit 40 ml Methanol über Nacht einge-
weicht, am nächsten Tag zusätzlich mit je
40 ml Chloroform und Methanol auf dem
Schüttler extrahiert und die Filtrate verei-
nigt. Nach Einengung am Rotationsver-
dampfer müssen die Rückstände in ent-
sprechende Probengefäße überführt,
aliquotiert, mit Stickstoff eingeengt und in
Zellkulturmedium aufgenommen werden.
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Die so gewonnenen Rohextrakte werden
in Verdünnungsstufen auf in Mikro-
titerplatten eingesäte Zelllinien gegeben
und bis zu 48 Std. im CO2-Inkubator bei
37 oC inkubiert. Nach Zugabe des MTT-
Farbreagenzes erfolgt nach weiterer vier-
stündiger Inkubation die photometrische
Messung der in DMSO gelösten violetten
Farbkristalle bei 510 nm. Die Auswertung
der jeweiligen Spaltungsaktivitäten erfolgt
über ein entsprechendes Messprogramm
(Mikrowin 2000). Dabei werden die Ex-
tinktionen jeder Probenkonzentration mit
der unbehandelten Zellkontrolle (100 %
Spaltungsaktivität) verglichen und ins

Verhältnis gesetzt. Als toxische Grenz-
konzentration wird der IC50 Wert ermittelt,
d. h. die niedrigste Konzentration in mg/ml,
die die Spaltungsaktivität 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 bewährt (4-10).
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Tab. 1: Zytotoxizität von Mykotoxinen im MTT-Zellkulturtest mit SK-Zielzellen

Mykotoxin IC 50

µg/ml µM

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
Penicillinsäure 25,00 146,89
Tenuazonsäure 40,62 178,16
Alternariol 116,67 451,86
Beauvericin 200,00 255,1
L-DON > 200,00 > 680,27
Mycophenolsäure 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
Cyclopiazonsäure 400,00 1190,12

IC50 (inhibitory concentration 50): Toxinkonzentration, die die MTT-Spaltungsaktivität auf 50 % der
Kontrollwerte reduziert

Durch den Vergleich zwischen Rohex-
trakten von Proben hoher Qualität mit
entsprechenden Extrakten zu untersu-
chender Proben lässt sich ein direkter
Hinweis auf die mögliche Präsenz oder
das Fehlen zytotoxischer Rückstände in
der betreffenden Probe ableiten. Die Kon-
zeption des Testes in Mikrotiterplatten er-
laubt die gleichzeitige Überprüfung 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, Stäube)
(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 gänz-
lich andere Anforderungen als für die
Verfahren wie DC, GC, HPLC oder EIA
gestellt werden müssen. Dabei darf sich
die Eignung eines Testes nicht nur an-
hand der Testung von Reinsubstanzen
messen lassen, sondern muss primär auf
der Basis seiner Praxistauglichkeit erfol-
gen. Der MTT-Bioassay erfüllt dabei, wie
die verschiedenen Untersuchungen und
Anwendungsbereiche zeigen, diese An-
sprüche.

Als ‘short term test‘ auf der Basis eines
Zellkulturtestes in Mikrotiterplatten konzi-
piert, können 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 genügend hohe Empfindlichkeit ge-

genüber der Mehrzahl der überprüften
mikrobiellen Toxine, vor allem Mykotoxine,
aufweisen, sich andererseits aber relativ
unempfindlich gegenüber Rohextrakten
verschiedenster komplexer Probenmatri-
ces zeigen, können nicht nur die Effekte
von Reinsubstanzen vergleichend über-
prüft werden, sondern auch die biologi-
schen Aktivitäten von ganz unterschiedli-
chen Nahrungsmitteln, Futtermitteln und
Umweltproben erfasst und somit deren
hygienische Qualität beurteilt werden.

Durch die problemlose Handhabung, die
schnelle Durchführbarkeit, die Möglichkeit
der Miterfassung verschiedener Positiv-
und Negativkontrollen sowie der photo-
metrischen Messung des Parameters
MTT-Umsatz als Maß der zytotoxischen
Effekte, ist das erarbeitete Testsystem
hinsichtlich der Interpretierbarkeit und
Objektivierbarkeit der Ergebnisse anderen
biologischen Testverfahren überlegen und
auch eine Alternative für die Verwendung
von Labortieren zum Nachweis von toxi-
schen Rückständen.
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