4. Diskussion und Schlussfolgerungen

Isolierung und Differenzierung der Enterokokkenstamme

In der Literatur gibt es viele Untersuchungen zum Vorkommen von
Enterokokken in Lebensmitteln. Bei den eigenen Untersuchungen diente die
Isolierung und Differenzierung der Enterokokken aus den verschiedenen
Medien der weiteren Untersuchung auf ihre Fahigkeit biogene Amine, hier
speziell Phenylethylamin und Tyramin, bilden zu kénnen. Die Bedeutung der
Enterokokken als Indikatorkeime flr fakale Verunreinigungen, Verursacher von
Lebensmittelintoxikationen sowie Starterorganismen ist im Kapitel 2.1.2.
eingehend erlautert worden.

In den eigenen Untersuchungen wurden Proben von Ka&se und
Schweinehackfleisch sowie Abstriche von Schweine- und
Rinderschlachtkorpern sowie Huhnerdarm untersucht. Den Hauptanteil von
allen gefundenen Enterokokken machte mit fast 50 % Ec. faecalis aus. Danach
folgten Ec. faecium, Ec. hirae und Ec durans. Ec. gallinarum und Ec.
casseliflavus wurden nur vereinzelt gefunden. Auch in der Literatur stellen Ec.
faecalis und Ec. faecium die am meisten isolierten Enterokokkenspezies aus
Lebensmitteln dar. Sie sind damit die am haufigsten untersuchten Spezies der
Enterokokkengruppe (GARG u. MITAL, 1991; BEUTLING, 1994; GIRAFFA et
al.,, 1995; WALTER u. BEUTLING, 1999; SUZZI et al. 2000; GARDINI et al.
2001).

Aus den Proben von Schweine- und Rinderschlachtkorpern wurden in den
eigenen Untersuchungen zum Uberwiegenden Teil Ec. faecalis isoliert. Dies ist
vergleichbar mit den Ergebnissen von KLEIN et al. (1998), die aus Schweine-
und Rinderhackfleisch 209 Enterokokkenstamme, davon 87 % Ec. faecalis
isolierten. Bemerkenswert ist hierbei allerdings das Ergebnis der eigenen
Untersuchungen der Schweinehackfleischproben. Hier wurden zu gleichen
Teilen Ec. faecalis und Ec. faecium isoliert, was im Widerspruch zu den
Untersuchungen von KLEIN et al. (1998) steht. Bei den Untersuchungen dieser

Autoren machte Ec. faecium nur 4 % der Gesamtenterokokkenspezies aus. In
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den eigenen Untersuchungen war diese Stammgruppe mit ca. 8-15 % aus den
Schlachtkdrperproben und 31,5 % aus Schweinehackfleisch wesentlich starker
vertreten.

Ebenso wie in den Untersuchungen von TURTURA und LORENZELLI (1994),
die Enterokokken von frischen Huhnerbeinen isolierten, stellten Ec. faecalis
(40 %) und Ec. faecium (26,7 %) den Hauptanteil der gefundenen
Enterokokkenspezies dar. Die genannten Autoren fanden auflerdem noch
Stamme von Ec. avium und Ec. durans. Diese konnten in den eigenen
Untersuchungen nicht isoliert werden. Hingegen wurden Stamme der Spezies
Ec. hirae gefunden, die mit 20 % einen nicht au3er acht zu lassenden Anteil
darstellten.

Auch in den untersuchten Kaseproben wurden im Hauptanteil mit 40,7 % Ec.
faecalis Stamme isoliert. Es folgten Ec. faecium mit 18,6 % und Ec. durans mit
11,1 % am Gesamtanteil der gefundenen Enterokokkenstamme aus Kase. In
den Untersuchungen anderer Autoren zum Vorkommen von Enterokokken in
Kase sind die oben genannten Spezies ebenfalls Hauptbestandteil der
Enterokokkenflora. Dabei variierten die Anteile der aufgefuhrten Spezies in
Abhangigkeit von der Kasesorte und der Produktion (siehe Kap. 2.1.2.4.). Nicht
immer nimmt hier Ec. faecalis den Hauptanteil an den gefundenen
Enterokokkenspezies ein. In KIELWEIN's Untersuchungen (1977) wurden in
Hart- und Weichkase im Hauptanteil Ec. durans Stamme isoliert, wahrend bei
den untersuchten halbfesten Schnittkdsen Ec. faecalis Uberwog und im festen
Schnittkase die Stamme der Ec. faecium Gruppe den groften Teil ausmachten.
Gleiche Ergebnisse brachten die Untersuchungen von BRANDL et al. (1985).
Auch hier wurden bei Edamer- und Geheimratskase im Hauptanteil Ec. faecium
und bei Butterkdse am meisten Ec. faecalis Stamme isoliert. SUZZI et al. (2000)
untersuchten Proben von italienischem Ziegenkadse auf ihren Gehalt an
Enterokokken in den verschiedenen Reifestadien. Dabei veranderte sich der
Anteil der oben genannten Enterokokkenspezies Ec. faecalis, Ec. faecium und
Ec. durans wahrend der Reifung. Am Ende der Reifungszeit Uberwog hier der
Anteil an Ec. faecium vor Ec. faecalis und Ec. durans. Die Spezies Ec. durans

spielte mit 3 % im Reifeendstadium in dieser Arbeit nur eine untergeordnete
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Rolle. Anders als bei vorher genannten Autoren nahm in den eigenen
Untersuchungen Ec. durans mit 11,1 % am Enterokokkenanteil in Kase einen
zu beachtenden Teil ein. Die anderen Enterokokkenspezies spielen sowohl in
den eigenen Untersuchungen als auch bei den oben genannten Arbeiten nur
eine untergeordnete Rolle.

Hervorzuheben ist aber, dass in den eigenen Untersuchungen keine
Unterteilung der Kasesorten vorgenommen wurde, so dass ein Vergleich des
Vorkommens der einzelnen Enterokokkenspezies in Kase mit oben genannten
Arbeiten nur bedingt moglich ist.

Aus allen Arbeiten einschliellich den eigenen Untersuchungen geht jedoch
hervor, dass Enterokokken einen wesentlichen Teil der Mikrobenflora
bestimmter Lebensmittel, sowohl beim Rohmaterial als auch im fertigen
Lebensmittel ausmachen. In der Literatur lassen sich zahlreiche
Untersuchungen verschiedener Autoren zu Keimzahlen von Enterokokken in
Lebensmitteln finden, die diese Aussage unterstreichen, z.B.: GATTI et al.
(1993), HALASZ et al. (1994), PRASOVSKA et al. (1991), KLEIN et al. (1998),
BOVER-CID et al. (2000a), SUZZI et al. (2000), BOVER-CID et al. (2001a).

Phenylethylamin- und Tyraminbildung der gepriiften Enterokokkenspezies

Im  Schrifttum  finden sich nur wenige Untersuchungen zum
Aminbildungsvermogen der einzelnen Enterokokkenspezies. Meist werden
dabei nur Angaben zu Ec. faecalis und Ec. faecium gemacht.

In den eigenen Untersuchungen wurde die Aminbildung an einem Ec. faecalis
Stamm, dem Referenzstamm Fs 202, Uber einen Zeitraum von 72 Stunden im
24 Stundenabstand analysiert. Die Tyraminbildung hatte nach 24 Stunden
Bebritung den hdéchsten Wert erreicht, wahrend Phenylethylamin bis zu 72
Stunden Bebritung weiter anstieg. Die Keimzahl schwankte nach 24 Stunden
Bebrutung nur leicht (siehe Kap. 3.3.4.1.). Es ist zu berlcksichtigen, dass
Phenylalanin im Uberschuf vorlag und Tyrosin nur in solcher Menge bemessen
war, dass es innerhalb von 24 Stunden zu Tyramin umgesetzt werden konnte.

Da die anderen Bedingungen flr die Aminbildung optimal waren, kann vermutet
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werden, dass hier das Substrat einen grof3en Einfluss auf deren Bildung hatte.
Auch andere Autoren beschrieben das Vorhandensein von freien Aminosauren
fur die Aminbildung als limitierenden Faktor (EITENMILLER et al., 1978;
CHANG, 1985; JOOSTEN, 1988). Ware Phenylalanin ebenfalls begrenzt
vorhanden, hatte man evtl. den gleichen Aminbildungsverlauf erhalten wie fur
Tyramin.

Die Arbeit von GIRAFFA et al. (1995) unterstutzt diese Aussage teilweise. Die
Autoren untersuchten einen Ec. faecalis und drei Ec. faecium Stamme, welche
vorher auf ihre Decarboxylasetatigkeit positiv getestet waren, auf ihr Vermogen
biogene Amine zu bilden. Dabei bebruteten sie die Mikroben bei 37 °C Uber 72
Stunden. Der pH-Wert des Mediums wurde auf 6,6 eingestellt. In der einen
Testreihe gaben die Autoren 0,2 g/l der entsprechenden Vorlauferaminosauren
(Phenylalanin, Tyrosin, Histidin, Tryptophan, Lysin) hinzu, in der anderen
Versuchsgruppe wurde ohne diese gearbeitet. Im Ergebnis war ohne Zusatz
der entsprechenden Aminosauren nur der Ec. faecalis Stamm in der Lage
Phenylethylamin und Tyramin zu bilden. Aul3erdem wurde von diesem Stamm
Putrescin und Spermidin gebildet. Bei dem ersten Ec. faecium Stamm wurde
Phenylethylaminbildung nachgewiesen ohne jegliche andere Aminbildung. Der
zweite Ec. faecium Stamm konnte nach 72 Stunden Bebritung nur Tyramin und
Spermin bilden. Bei Zusatz der oben genannten Aminosauren (Phenylalanin,
Tyrosin, Histidin, Tryptophan, Lysin) konnte dieser Ec. faecium Stamm mehr
Tyramin und Spermin bilden, auBerdem wurde Spermidin nachgewiesen. Der
dritte Ec. faecium Stamm bildete ohne Zusatz von Aminosduren keines der
gesuchten Amine. Nach Zusatz konnten Tyramin, Spermin und
Spermidinbildung nachgewiesen werden. Der erste Ec. faecium Stamm, bei
dem ohne Zusatz von Aminosauren nur Phenylethylamin gefunden wurde,
bildete nach Zusatz der entsprechenden Aminosauren weniger Phenylethylamin
als ohne Zusatz. Zusatzlich konnte die Bildung von Tyramin, Spermidin und
Spermin nachgewiesen werden. Somit betrug der relative Anteil des
Phenylethylamins am Gesamtaminanteil bei diesem Ec. faecium Stamm nur
noch 9 %. Der Ec. faecalis Stamm bildete nach Zusatz der entsprechenden

Aminosauren mehr Phenylethylamin und Tyramin. Anstelle von Putrescin
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konnte nun nach 72 Stunden Bebrutung Cadaverin nachgewiesen werden.
Aulerdem bildete der untersuchte Ec. faecalis Stamm noch Spermidin und
Spermin, so dass der relative Anteil der Amine Phenylethylamin und Tyramin im
Vergleich zur gebildeten Gesamtaminmenge beim Zusatz der entsprechenden
Vorlauferaminosauren sank. Es sei herausgestellt, dass die Stamme, welche
ohne Zusatz von Vorlauferaminosauren kein Phenylethylamin bildeten (2. und
3. Ec. faecium Stamm), dies auch durch Zugabe von Phenylalanin nicht taten.
Alle von den Autoren untersuchten Enterokokkenstamme konnten nach Zugabe
der Vorlauferaminosauren Tyramin bilden. Histamin wurde bei allen Stammen
nicht nachgewiesen.

GARDINI et al. (2001) untersuchten den Einfluss von pH, Temperatur, NaCl-
Gehalt und Proteolyse auf die Bildung biogener Amine bei Ec. faecalis. Die
Proteolyse, welche der Bereitstellung der Aminosauren dient, die dann zu
biogenen Aminen umgesetzt werden, schien in ihren Augen kein begrenzender
Faktor zu sein. Sie stellten das Wachstum der Mikroben als hauptsachlichen
limitierenden Faktor flr die Aminbildung dar. Weiterhin war der pH-Wert ein
Schlusselfaktor. In den Untersuchungen von GARDINI et al. (2001) stellte
Phenylethylamin gefolgt von Tyramin das wichtigste biogene Amin dar. Seine
Konzentration war in 14 von 17 Untersuchungsreihen am hochsten. In drei
Melreihen wurde etwas mehr Tyramin als Phenylethylamin analysiert. Die
biogenen Amine wurden mittels HPLC gemessen. Bei den eigenen
Untersuchungen an Ec. faecalis Stammen aber auch an den anderen
untersuchten Enterokokkenspezies konnte dagegen kein Unterschied der
Aminbildung bei wachstumsstarken gegenuber wachstumsschwacheren
Stammen beobachtet werden. Die Tyraminkonzentrationen der ausgesuchten
Ec. faecalis Stamme lagen in den eigenen Untersuchungen etwa in der
gleichen Grolenordnung. Nur einer von zwei  ausgesuchten
wachstumsschwacheren Ec. faecalis Stammen bildete mit ca. 250 pg/ml ein
Viertel Phenylethylamin der anderen Ec. faecalis Stamme.

JUHLS et al. (1999) testeten den Einfluss der Temperatur auf das Vermogen
Phenylethylamin zu bilden bei je zwei Ec. faecalis und Ec. faecium Stammen.

Alle Prifstamme bildeten Phenylethylamin. Bei 30 °C und 40°C wurden die
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hochsten Konzentrationen des Amins gefunden. Es wurden Mengen zwischen
520/760 pg/ml (Ec. faecium) und 890/980 ug/ml (Ec. faecalis) nachgewiesen.
Auch in den eigenen Untersuchungen konnten die Ec. faecalis Stamme die
untersuchten Amine in grofieren Mengen bilden als die Ec. faecium Stamme.
BOVER-CID et al. (2000) untersuchten das Aminbildungsvermogen an 16
Enterokokkenstammen (11 Ec. faecalis, 5 Ec. faecium). Sie bebruteten die
Stamme bei 30 °C und gaben entsprechende Vorlauferaminosauren hinzu.
Leider wurden weder Bebrutungszeit noch Keimzahlen angegeben. Alle
untersuchten Ec. faecalis und Ec. faecium Stamme bildeten Phenylethylamin
und Tyramin. Bei Ec. faecalis wurde Phenylethylamin in Mengen von 80-585
Mg/ml nachgewiesen. In den eigenen Untersuchungen wurde etwa 2-3 mal
mehr Phenylethylamin (ca. 260-1100 ug/ml) bei den untersuchten Ec. faecalis
Stammen gefunden. Dagegen konnten die genannten Autoren bis 4 mal soviel
Tyramin (419-3763 pg/ml) bei ihren untersuchten Ec. faecalis Stammen
nachweisen als in den eigenen Untersuchungen (824-949 pg/ml) analysiert
wurde.

BOVER-CID et al. (2000) fanden bei ihren untersuchten Ec. faecium Stammen
Phenylethylaminmengen von 40-432 ug/ml. Dies entspricht der GréRenordnung
an gebildetem Phenylethylamin, wie sie auch in dieser Arbeit gefunden wurde
(nicht nachweisbar bis 505,1 ug/ml). Dagegen konnten die Autoren bei ihren Ec.
faecium Stammen mit 474-4337 pyg/ml wesentlich mehr Tyramin, etwa 1,5-5 mal
mehr, nachweisen als bei den Ec. faecium Stadmmen in den eigenen
Untersuchungen gefunden wurde (754,4-858,6 ug/ml). Wahrend oben genannte
Autoren bei allen ihren untersuchten Enterokokkenstammen Phenylethylamin
nachwiesen, konnte einer von drei in dieser Arbeit untersuchten Ec. faecium
Stamme (Fc 304) zwar Tyramin aber kein Phenylethylamin bilden. Es sei noch
bemerkt, dass BOVER-CID et al. (2000) in den angefuhrten Untersuchungen
bei ihren Enterokokkenstammen keine anderen biogenen Amine nachweisen
konnten. Die Analyse erfolgte mittels HPLC. Den Ausfuhrungen der oben
genannten Autoren, dass die Aminproduktion nicht von der Spezies selber,

sondern vom einzelnen Stamm abhangt, kann sich hier vor allem Bezug
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nehmend auf die untersuchten Ec. faecalis und Ec. faecium Stamme aber auch
auf die anderen untersuchten Enterokokkenspezies, angeschlossen werden.
Dies wird ebenso unterstitzt durch die Untersuchung von VOIGT und
EITENMILLER (1977a), welche 3 Streptococcus faecalis Stamme auf ihre
Tyrosindecarboxylaseaktivitat untersuchten. Nur bei einem Str. faecalis Stamm
konnte Tyrosindecarboxylasetatigkeit nachgewiesen werden. EDWARDS und
SANDINE (1981) konnten in einem aus Kase isoliertem Str. faecalis Stamm
Tyrosindecarboxylasetatigkeit nachweisen.

Bei den Untersuchungen von BOVER-CID und HOLZAPFEL (1999) zur
Entwicklung eines Screeningverfahrens zum Testen von Milchsaurebakterien
auf ihre Aminbildungskapazitat wurden 26 Enterokokkenstamme (15 Ec.
faecalis, 10 Ec. faecium, 1 Ec. durans) auf ihr Tyraminbildungsvermégen
untersucht. Die Fahigkeit Phenylethylamin zu bilden wurde nicht gepruft. Alle
untersuchten Stamme waren in der Lage Tyramin, teilweise in betrachtlichen
Mengen, zu bilden (Ec. faecalis 601-4986 ug/ml, Ec. faecium 379-4339 ug/ml,
Ec. durans 610 ug/ml; Bebritung bei 37 °C Uber 4 Tage). In den eigenen
Untersuchungen konnten nur zwei von funf untersuchten Ec. durans Stammen
Phenylethylamin und Tyramin bilden.

Ahnliche Erfahrungen machten auch SUZZI et al. (2000). Sie untersuchten
Enterokokken, isoliert aus italienischem Ziegenkase, unter anderem auf ihr
Aminbildungsvermogen. Auch hier wurde die Kapazitat der Stamme
Phenylethylamin zu bilden nicht gepruft. Von den insgesamt 117 Stammen
zeigten alle Ec. faecalis (79), Ec. faecium (16) sowie Ec. hirae Stamme (2)
Tyraminbildung. Bei den untersuchten Ec. durans (6) und Ec. gallinarum (1)
Stammen konnte diese Eigenschaft nicht nachgewiesen werden. Die zwei Ec.
gallinarum Stamme der eigenen Untersuchungen konnten ebenfalls kein
Tyramin aber auch kein Phenylethylamin bilden.

In den eigenen Untersuchungen konnte bei allen Ec. hirae Stammen eine
betrachtliche Phenylethylamin- und Tyraminbildung nachgewiesen werden.
Diese Stamme bildeten insgesamt Phenylethylaminmengen von 936,2-
1729,3 ug/ml und Tyraminmengen von 809,3-1022,0 ug/ml. Damit war die

Stammgruppe Ec. hirae unter den untersuchten Enterokokkenspezies diejenige,
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mit dem groldten Potenzial die genannten Amine zu bilden. Damit wurde
erstmals Phenylethylamin- und Tyraminbildung durch Ec. hirae Stamme
nachgewiesen. Entsprechende andere Angaben in der Literatur sind der Autorin

nicht bekannt.

Bei den Ergebnissen der eigenen Untersuchungen schien der pH-Wert keinen
grolRen Einfluss auf die Bildung der untersuchten Amine zu haben, wobei zu
berticksichtigen ist, dass die Bakteriensuspension aller gepriften Enterokokken
nach 72 Stunden Bebrutung bei 30 °C pH-Werte zwischen 4,03 und 5,57
aufwiesen, also immer im sauren Bereich lagen. Das Optimum der mikrobiellen
Decarboxylasen wird u.a. in der Literatur mit pH 5-6,5 (EDWARDS u.
SANDINE, 1981) bzw. pH 5-7 (BEUTLING, 1996b), also in diesem Bereich
angegeben. Bei den untersuchten Ec. faecalis Stammen lag der pH-Wert der
Stamme zwischen 4,03 und 4,25. Die Aminbildung war bei diesen Stammen
recht gleichmallig (siehe Kap. 3.3.4.1. und 3.3.4.2.). Die pH-Werte der
gepruften Ec. faecium Stamme lagen bei 4,23, 4,31 und 4,61 beim Stamm Fc
304, der gleichzeitig der einzige geprufte Ec. faecium Stamm war, der kein
Phenylethylamin bilden konnte. Bei diesem Stamm wurde nur Tyramin
nachgewiesen (Kap. 3.3.4.3.). Bei den untersuchten Ec. durans Stammen (Kap.
3.3.4.4.) lagen die pH-Werte der Bouillon nach 72 Stunden Bebritung zwischen
4,10 und 4,22. Eine Ausnahme war der Stamm D 203, bei dem der pH-Wert
5,57 betrug. Im Gegensatz zur Speziesgruppe der Ec. faecium Stdmme, wo bei
dem Stamm mit der schlechtesten Sauerung kein Phenylethylamin
nachgewiesen wurde, war der Stamm D 203 in der Lage am meisten
Phenylethylamin zu bilden. Bei den untersuchten Ec. hirae Stammen lagen die
erreichten pH-Werte zwischen 4,17 und 4,46, wobei der Stamm mit der groften
Sauerung (H 402, pH 4,17) am wenigsten Phenylethylamin und Tyramin bilden
konnte (Kap. 3.3.4.5.). Bei den gepriften Stammen der Spezies Ec. gallinarum
und Ec. casseliflavus (Kap. 3.3.4.6.) lagen die pH-Werte zwischen 4,09 und
4,14, bei diesen Stammen konnte keine Aminbildung nachgewiesen werden.
Dies konnte auf eine Speziesspezifitat fur das Potenzial Phenylethylamin und

Tyramin zu bilden, hinweisen.
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Die Untersuchungen zeigen unterschiedliche Aminbildung unabhangig vom
erreichten pH-Wert. Es ist daher zu uUberlegen, ob es vielleicht mehrere
Decarboxylasen mit unterschiedlichem pH-Optimum gibt. GARDINI et al.
(2001), die den Einfluss von verschiedenen Faktoren u.a. auch den Einfluss des
pH-Wertes auf die Bildung von biogenen Aminen an einem Ec. faecalis Stamm
untersuchten, kamen zu dem Schluss, dass der pH-Wert eine Schllsselrolle im
Aminbildungsvermdgen darstellt. Sie fuhrten 17 Melreihen durch, bei denen
der pH-Wert zwischen 5,4 und 7,0 lag, die groRte Aminmenge wurde bei einem
pH-Wert von 6,6 bei Temperaturen von 23 °C bis 30 °C gebildet. Allerdings
wurden auch andere Faktoren wie Temperatur und Salzkonzentration
verandert. Die Autoren kamen zu dem Ergebnis, dass die Aminbildung von der
Wachstumsaktivitat der Bakterien abhangt und nicht von den
Wachstumsbedingungen per se. Wobei die Umgebungsbedingungen sicherlich
entscheidenden Einfluss auf die Wachstumsaktivitat der Mikroben haben. Alle
diese Untersuchungsergebnisse unterstutzen bereits oben ausgeflhrte These,
dass die Kapazitat biogene Amine zu bilden individuell vom Stamm abhangt

und nicht auf eine Speziesgruppe verallgemeinert werden sollte.

Ein direkter Zusammenhang zwischen Phenylethylamin- und Tyraminbildung
konnte in den eigenen Untersuchungen nicht gezeigt werden. So gab es zum
Beispiel innerhalb der Stammgruppe der Ec. faecalis Stamme vier Stamme, die
mehr Phenylethylamin als Tyramin bilden konnten und zwei Stdmme, bei denen
dieses Verhaltnis umgekehrt war. Bei den Ec. faecium Stdmmen gab es einen
Stamm, der zwar in der Lage war, Tyramin aber nicht Phenylethylamin zu
bilden. Bei den anderen Stammen dieser Speziesgruppe konnte im Verhaltnis
zu Phenylethylamin mehr Tyramin nachgewiesen werden. Dagegen wurde bei
allen aminbildenden Stammen der Ec. durans sowie bei den Stammen der Ec.
hirae Gruppe mehr Phenylethylamin als Tyramin gebildet. Es zeigte sich
jedoch, dass aulder bei dem Ec. faecium Stamm Fc 304, wo nur Tyramin
nachgewiesen wurde, bei allen untersuchten Enterokokkenstammen entweder
beide untersuchten biogenen Amine oder keines dieser Amine bestimmt

werden konnte. Diese Ergebnisse sind jedoch nur begrenzt aussagefahig, da in
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den Untersuchungen mit unterschiedlichen Mengen an zugegebenen
Ausgangssubstanzen gearbeitet worden ist. Phenylalanin lag hier, im
Gegensatz zu Tyrosin, im Uberschu vor. Auch im Lebensmittel direkt gibt es
normalerweise kein Uberangebot von Phenylalanin. Dies begrenzt die
Moglichkeit der vorhandenen Enterokokken im Lebensmittel selbst
Phenylethylamin zu bilden. Zu berucksichtigen ist dabei der Aspekt des
Vorhandenseins von Bakterienmischkulturen im Lebensmittel. Befinden sich
darunter Proteolyten (z.B. Ec. faecalis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas hydrophila), die in der Lage sind, durch
EiweilRabbau entsprechende Vorlauferaminosauren freizusetzen, kann unter
bestimmten Bedingungen schnell gentgend Substrat (Phenylalanin) zur
Verfigung stehen (SCHNULL, 1983; GIFFEY, 1997). Vorhandene
Enterokokkenstamme konnten dann ihre Fahigkeit zur Bildung von
Phenylethylamin ausschopfen.

Die eigene Arbeit macht somit das Potenzial der verschiedenen
Enterokokkenspezies Phenylethylamin bilden zu kénnen, deutlich. Sie haben
dadurch ihre Bedeutung als potenzielle Ausloser von Lebensmittelintoxi-
kationen, nicht nur im Sinne von direkten Krankheitserregern.

In der Lebensmittelindustrie finden Enterokokken haufig als Starterkulturen zur
pH-Wertverschiebung, Stabilisierung und Aromabildung Verwendung. Dazu
werden hauptsachlich Vertreter der Spezies Ec. faecium und Ec. durans,
seltener Ec. faecalis, ausgewahlt (BEUTLING, 1994). Haufig sind Enterokokken
aber auch aufgrund ihres Vorkommens im Ausgangsmaterial im fertigen
Lebensmittel anzutreffen, wenn sie durch Verunreinigungen ins Rohmaterial
gelangen. So sind Enterokokken zum Beispiel gewohnlich in Rohmilch und
Rohmilchprodukten nachzuweisen (GARG u. MITAL, 1991; GIRAFFA et al.,
1995). Milch ist ein ideales Substrat flr diese Bakteriengattung. Man findet sie
u.a. in einer groRen Zahl von Milchprodukten und Kase aber auch in
Rohschinken, Rohwurst, Kochschinken und verschiedenen Brihwursterzeug-
nissen. In fermentierten Lebensmitteln sind sie an der Proteolyse und an der

Aromabildung im Sinne der Reifung beteiligt. In ausgereiften Produkten kénnen
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Keimzahlen bis zu 10" KbE/g nachgewiesen werden (SINELL,1978; SUZZI et
al., 2000; BOVER-CID et al., 2001a).

Einen Uberblick tber die in den eigenen Untersuchungen verwendeten
Lebensmittel zur Isolierung der Enterokokken, welche dann auf ihr Vermdgen
Phenylethylamin und Tyramin zu bilden untersucht worden sind, gibt Tabelle
35.

Einzelne Vertreter der hier untersuchten verschiedenen Enterokokkenspezies
konnten soviel Phenylethylamin bilden, dass ausgehend von der oben
genannten GréRenordnung von 10’ KbE Enterokokken/g Lebensmittel und der
toxischen Dosis fur Phenylethylamin von 3-5 mg, der Verzehr von wenigen
Gramm eines solchen Lebensmittels bei empfindlichen Personen ausreicht, um
zu klinischen Symptomen zu fuhren. Der Stamm H 005 der Ec. hirae Stamme
zeigte unter allen untersuchten Enterokokkenstammen das grofdte Potenzial zur
Phenylethylaminbildung. Theoretisch wurde unter idealen Entwicklungs- und
Decarboxylasebedingungen fur diesen Stamm der Konsum von 6 g eines
kontaminierten Lebensmittels ausreichen, um bei sensitiven Personen
Symptome einer Intoxikation hervorzurufen.

Aus der Gruppe der Ec. durans Stamme stellte sich der Stamm D 203 als
derjenige mit der grof3ten Phenylethylaminbildungskapazitat dar. Bei diesem
Stamm wirden theoretisch 15 g eines kontaminierten Lebensmittels zum

Hervorrufen von Symptomen ausreichen.
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Tab. 35: Phenylethylaminbildung durch Enterokokkenstamme aus
Lebensmitteln nach 72 Stunden Bebritung bei 30 °C

Stamm PEA mg/mi pH

Schweineschlacht-

koérper Fs 015 0,93 4,25
Fs 020 0,93 4,25
H 001 1,69 4,43
H 002 1.52 4,45
H 004 1,52 4,46
H 005 1,73 4,42

Rinderschlacht-

korper Fs 106 1,09 4,52
D 102 1,05 4,22

Schweinehack-

fleisch Fc 302 0,51 4,31
Fc 304 Spuren 4,61
D 303 Spuren 4,11

Kase Fs 202 1,05 4,52
Fs 205 0,82 4,20
Fs 209 0,24 4,03
D 203 1,37 5,57
D 201 n.a. 4,12
D 202 n.a. 4,10
D 303 Spuren 4,11
G 201 n.a. 4,09
G 202 n.a. 4,14

Huhn Fc 403 0,26 4,23
H 402 0,94 4,17

Stammbezeichnung: Fs  Ec. faecalis
Fc Ec. faecium
D Ec.durans
H  Ec. hirae
G Ec. gallinarum
C Ec. casseliflavus
n.a. keine Aminbildung nachgewiesen
Spuren Bildung unterhalb der Bestimmungsgrenze der Methode

Bei den untersuchten Stammen der Spezies Ec. faecalis und Ec. faecium waren
die Stdamme Fc 302 und Fs 202 diejenigen mit dem grofliten
Phenylethylaminbildungsvermogen. Hier wurde unter oben genannten
theoretischen Bedingungen der Verzehr von 30 bzw. 60 g des mit dem
jeweiligen Stamm besetzten Lebensmittels zu klinischen Symptomen fuhren.
Nicht geklart ist dabei, ob es sich bei den Enterkokokken isoliert aus Kase um

Starterkulturen oder Kontaminanten durch Verunreinigung handelt. Interessant
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ware die Klarung dieser Frage vor allem bei den Ec. faecalis Stammen Fs 202,
Fs 205 und bei dem Ec. durans Stamm D 203. Diese Stamme bildeten unter
gegebenen Untersuchungsbedingungen ca. 1 mg Phenylethylamin je ml
Bouillon und gehdéren damit zu den starken Aminbildnern der gepriften
Enterokokkenstamme.
Oben genannte Ausfliihrungen sind zwar nur theoretische Uberlegungen, sie
zeigen jedoch die Madglichkeiten und Potenziale von Enterokokken unter
ungunstigen Bedingungen in der Praxis schnell die Menge an Phenylethylamin
bilden zu kdnnen, welche die Grenze der toxischen Dosis erreicht.
Die in den eigenen Untersuchungen gepruften Enterokokken konnen aufgrund
ihrer Gefahrlichkeit hinsichtlich Aminbildung (PEA) wie folgt eingeordnet
werden: Ec. hirae -> Ec. faecalis -> Ec. durans -> Ec. faecium. Dabei ist zu
beachten, dass ein Vertreter der Spezies Ec. durans mehr Phenylethylamin
bilden konnte als die Ec. faecalis Stamme. Jedoch wurde hier bei allen
Vertretern dieser Stammgruppe Phenylethylaminbildung nachgewiesen. Bei der
Spezies Ec. durans waren nur zwei von funf untersuchten Stammen in der Lage
dieses Amin zu bilden. Die oben genannte Einstufung =zeigt die
darmbewohnenden Enterokokken als die kraftigsten Aminbildner. In diesem
Zusammenhang stellt sich die Frage, ob die Bildung von Phenylethylamin und
Tyramin evtl. als Uberlebensstrategie der Enterokokken innerhalb der
Konkurrenz der Darmflora zu bewerten ist (Hemmung des Wachstums anderer
Keime, GIFFEY u. BEUTLING, 2000). Diese Eigenschaft scheint einen weiteren
Pathogenitatsfaktor der Enterokokken darzustellen.
Hieraus ergibt sich die Notwendigkeit nach folgenden Forderungen:
- die Uberpriifung eingesetzter Starterkulturen auf ihre Fahigkeit biogene
Amine einschliellich Phenylethylamin zu bilden,
- dem Einsatz von qualitativ hochwertigem Rohmaterial,
- einer entsprechenden Hygiene im Herstellungsprozel} sowie
- niedrige Temperaturen bei der Lagerung des fertigen Lebensmittels.
Im Schrifttum gibt es mittlerweile einige Arbeiten, die sich mit dieser
Problematik auseinandersetzen. Folgende Autoren unterstitzen mit ihren

Untersuchungen einzelne oder mehrere der oben genannten Forderungen:
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EDWARDS u. SANDINE, 1981; HALASZ et al., 1994; GIRAFFA et al., 1995,
1997; SANTOS, 1996; HERNANDEZ-JOVER et al. 1997; BOVER-CID u.
HOLZAPFEL, 1999; HALASZ et al., 1999; PETAJA et al., 2000; SCHEUER wu.
RODEL, 2000; BOVER-CID et. al., 2000, 2000a, 2000b, 2001; KOMPRDA et
al., 2001; BEUTLING et al., 2001; BEUTLING u. WALTER, 2002.

Ziel lebensmittelhygienischer Bemuhungen mufd es sein, die Zahl der amin-
produzierenden Enterokokken im Lebensmittel moglichst gering zu halten und
damit die Gefahr von Lebensmittelintoxikationen durch biogene Amine zu
minimieren.

In den eigenen Untersuchungen wurde der Ec. faecium Stamm Fc 304 als
phenylethylaminnegativer Stamm identifiziert. Unter den Ec. durans Stammen
konnten drei von funf der untersuchten Stamme weder Phenylethylamin, noch
Tyramin bilden. Die genannten Stadmme zeigten gute Sauerung und
Keimvermehrung. Diese Ergebnisse zeigen, dass es Stamme dieser Spezies
gibt, die die Fahigkeit zur Phenylethylamin- und Tyraminbildung mit groRer
Wahrscheinlichkeit nicht besitzen und somit als potenzielle Starterkulturen
geeignet waren. Im Schrifttum findet man keine Angaben zu Untersuchungen
von Enterokokken dieser Speziesgruppen, die Stamme herausstellen, welche
weder Phenylethylamin- noch Tyraminbildung aufweisen.

Zu berucksichtigen ist, dass in den eigenen Untersuchungen nur jeweils drei
Ec. faecium und funf Ec. durans Stamme auf ihr Vermdgen zur
Phenylethylamin- und Tyraminbildung untersucht worden sind. Ziel
weiterfUhrender Untersuchungen sollte es sein, durch Prifen mehrerer Ec.
faecium und Ec. durans Stamme, d.h. Erhéhung der Untersuchungszahlen
sowie Uberprifung weiterer Enterokokkenspezies, mehr Stamme als
phenylethylamin- und tyraminnegative Enterokokkenstdmme zu identifizieren.
Diese waren bei entsprechender Sauerung und guter Keimvermehrung als
potenzielle Starterkulturen geeignet. Als weitere Voraussetzung solcher
Stamme ist zu beachten, dass sie die Fahigkeit Histamin zu bilden nicht
besitzen. Da in der Literatur kaum Enterokokkenstdmme beschrieben sind, die
dazu in der Lage waren, bzw. die gebildete Histaminmenge durch Enterokokken
keine Relevanz im Hinblick auf toxikologische Sicht hatte (THAM, 1988), blieb
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die Untersuchung der Enterokokken auf diese Eigenschaft in der eigenen Arbeit
unbericksichtigt.

Darlber hinaus sei auf einen Beitrag von BULOW-OLSEN (2001) hingewiesen.
Die Autorin engagiert sich in der Danischen Migrane-Gesellschaft und brachte
einige Wunsche ihrer Patienten in Hinsicht auf die weitere Erforschung der
biogenen Amine Tyramin und Phenylethylamin an die Offentlichkeit. Unter
anderem forderte sie das Herausfinden solcher Bakterienstdmme, welche
Tyramin und Phenylethylamin bilden konnen, Schnellmethoden fur Labore,
maximale Amingehalte erkennen zu konnen und die Entwicklung von
Bakterienkulturen zum Einsatz in der Lebensmittelindustrie, die weder
Phenylethylamin noch Tyramin erzeugen kdnnen.

In diesem Zusammenhang sei auf die Wichtigkeit weiterflihrender Forschungen
hingewiesen, wie sie z.B. im Rahmen eines EU-Projektes ,Enterococci in food
fermentations: Functional and safety aspects® (FAIR-CT 3078) durchgeflihrt
werden. In diesem Projekt soll unter anderem die taxonomische Verwandtschaft
von Enterokokkenisolaten aus Lebensmitteln, Tieren und Menschen untersucht
werden, die Eignung der Enterokokken als Starterkulturen hinsichtlich ihrer
probiotischen Eigenschaften herausgefunden werden sowie deren Prufung auf
Sicherheitsaspekte in Bezug auf die Auspragung von Virulenzfaktoren erfolgen.
Leider wird in bisherigen Veroffentlichungen aus diesem Untersuchungs-
programm die Bildung biogener Amine durch Enterokokken nur wenig

berucksichtigt.

Die Methode der HPLC zur Aminanalyse

Die hier durchgefuhrte Methode der HPLC zur Bestimmung von
Phenylethylamin und Tyramin stellte sich als sehr gut geeignet heraus. Die
Untersuchungsmethode wies eine grolte Genauigkeit auf (siehe Kap. 3.3.6.).
SHAKILA et al. (2001) verglichen in einer Arbeit die Dunnschicht-
chromatographie mit der Methode der HPLC zur Bestimmung von biogenen
Aminen. Als Derivatisierungsreagenz verwendeten die Autoren Dansylchlorid.

Sie wiesen die biogenen Amine in GréRenordnungen von 5-10 ng mittels HPLC
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nach, wahrend mit der Methode der Dunnschichtchromatographie nur Mengen
von 15 bis 20 ng bestimmt werden konnten. Auch sie stellten damit die niedrige
Nachweisgrenze und die hohe Genauigkeit als Vorteile der HPLC heraus. Dem
gegenuber stehen ein hoher Aufwand an Technik, Zeit und Kosten. Mit der
verwendeten Methode der HPLC (Vorsaulenderivatisierung mit o-
Phthaldialdehyd) in den eigenen Untersuchungen konnten ebenfalls Bereiche
bis ca. 5 ng Phenylethylamin bzw. Tyramin bestimmt werden.

BOVER-CID und HOLZAPFEL (1999) verwendeten die HPLC als Kontroll-
methode zum Nachweis von biogenen Aminen bei der Entwicklung eines
Schnellverfahrens zum  Testen von  Milchsaurebakterien auf ihr
Aminbildungsvermdgen. In der Literatur gibt es weitere Autoren, die in ihren
Untersuchungen die Methode der HPLC zum Nachweis von biogenen Aminen,
auch speziell Phenylethylamin gewahlt haben: Vorsaulenderivatisierung mit
o-Phthaldialdehyd: JUHLS et al. (1999), BEUTLING et al. (2001), BEUTLING u.
WALTER (2002); Nachsaulenderivatisierung mit o-Phthaldialdehyd: BOVER-
CID et al. (1999, 2000a, 2000b, 2001, 2001a).
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