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GEGEN BAKTERIEN

Auszug aus Abschlussbericht:

Untersuchung zur mogllichen antibakteriellen
Wirkung von Zirbenholz durchgefiihrt am Insti-
tut fiir Genetik und Allgemeine Biologie der
Universitdt Salzburg 11. Juli 2001

Zusammenfassung

Es wurden fiinf Holzarten (Ahorn, Buche, Fich-
te, Pappel, Zirbe) auf mogliche antibakterielle
Wirkung getestet. Dazu wurde eine Abklatsch-
Methode entwickelt, bei der definierte Mengen
eines Testbakterienstamms (Escherichia coli
K12) auf desinfizierte Holz-Schnittflachen auf-
gebracht wurden, in feuchter bzw. trockener
Umgebung fiir unterschiedlichen Zeiten dort
belassen wurden und dann auf Agarplatten ab-
geklatscht wurden. Die erhaltenen kolonie-bil-
denden Einheiten sind als Mass fiir die unter-
schiedliche bakteriostatische bzw. bakteriozi-
de Wirkung der Holzer zu werten. In feuchter
Umgebung war eine deutlich hthere bakterien-
hemmende Wirkung von Zirbenholz sowie eine
méssigere bakterienhemmende Wirkung von
Fichtenholz im Vergleich mit Ahorn, Buche und
Pappel festzustellen. In trockener Umgebung
waren nur sehr wenige Bakterien an allen Holz-
proben zéhlbar. Die mogliche Ursache fiir das
bessere Abschneiden der Nadethdlzer, insbe-
sondere der Zirbe, werden diskutiert und eini-
ge Vorschlige fiir weiterfiihrende Untersuchun-
gen gemacht.

Einleitung

Die Verwendung von Holz hat lange Tradition in
der Geschichte der Menschheit in mehreren Be-
reichen, besonders als Bau- und Mgbelmaterial,
sowie in Zusammenhang mit Lebensmittelzu-
bereitung, -verpackung, -lagerung und -trans-
port. Der Einsatz von Holzarten entsprach ver-
stindlicherweise den geographischen Gege-
benheiten; in alpinen Regionen bedeutete das

oft die Verwendung von Zirbenholz. Wahrend
bei Baumaterialien meist die Widerstands-
fahigkeit des Holzes gegeniiber Pilzbefall von
Interesse ist, sind die mikrobiologischen Aspek-
te von Holz im Lebensmittelbereich mehrin den
hygienisch bedeutsamen Eigenschaften der
Gerite und Behilter zu sehen. In den letzten
Jahrzehnten gab es einen Trend zu Kunststof-
fen, die das Holz aus mehreren Griinden erset-
zen sollten. Insbesondere nach einigen wissen-
schaftlichen Studien (zitiert in Schonwalder
1999, Schénwalder etal.2000), die zu dem
Schluss kamen, dass Holz schwerer zu desinfi-
zieren und zu reinigen sei als Kunststoffmate-
rialien oder auch Metall, somit schlechtere hy-
gienisch Eigenschaften aufwies, wurden Ver-
ordnungen und Richtlinien ins Leben gerufen,
die auf den Verzicht auf Holz im Lebensmittel-
bereich abzielten. Demgegeniiber stehen Stu-
dien von Ak et al. (1994 a, b), die zu dem Erge-
bnis kommen, dass Holz wesentlich bessere Ei-
genschaften in Bezug auf Hygiene habe als
Kunststoff, dass namlich eine deutliche Keim-
hemmung auf Holzoberflachen (hier: Schnei-
debrettchen) zu beobachten war-im Gegen-
satz zu Kunststoff~die auf antibakterielle In-
haltsstoffe (Polyphenoleund dhnliches) des
Holzes und /oder Wasserentzug aus Bakterien,
und damit Absterben derselben, wegen der
Hygroskopie des Holzes, zuriickzufiihren sein
kénnte. Untersuchungen von Gehrig etal.
(2000) zeigten, dass abgesehen von dem gros-
sen Einfluss der Holzfeuchtigkeit auf das Uber-
leben von Bakterien, die keimhemmende Wir-
kung von Holz mit grosser Sicherheit durch die
Porositdt verursacht wird.

Die Kontroverse um die Einschdtzung der hy-
gienischen bzw. allgemein antimikrobiellen Ei-
genschaften von Holz hat erst begonnen; ins-
gesamt gibt es noch vergleichsweise wenige
quantitative Untersuchungen zu diesem Thema.
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Wegen der Bedeutung von traditionellen Holz-
materialien fiir die Volkswirtschaft ganzer Re-
gionen sowie dem allgemeinen wissenschaftli-
chen Interesse in der Holzforschung wurde die
vorliegende Studie durchgefiihrt, die einen
ersten Versuch zum Testen der potentiellen an-
tibakteriellen Wirkung von Zirbenholz dar-
stellt; Als Testkeim wurde Escherichia coli
eingesetzt, ein Vertreter der gramnegativen
Bakterien, die von besonderer hygienischer
Bedeutung sind, da sie eng verwandt sind mit
potentiell pathogenen Keimen.

Material und Methoden

Escherichia coli K12 wurde von der Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul-
turen (DSMZ) in Braunschweig, Deutschland,
erhalten (Katalognummer DSM 498). Der Bak-
terienstamm wurde in LB (Luria Broth; pro Li-
ter: 10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefe-Extrakt, 10g
NaCl) Nadhrlosung bei 37° C Schiittelkultur ge-
ziichtet. Von der Kultur wurde fiir jeden Versuch
eine Verdiinnungsreihe (von 1:102 bis 1:10°%)
mit physiologischer Kochsalzlésung (0,9 Pro-
zent NaCl) hergestellt. Damit wurde die Keim-
zahl im Plattenspatelverfahren bestimmt, wo-
bei definierte Mengen von Bakterienverdiin-
nungen auf LB-Agarplatten (LB mit 1,5 Prozent
Agar) gleichmdssig mittels Glasspatel verteilt
werden und nach Bebriiten bei 37°C iiber
Nacht die kolonie-bildenden Einheiten (KBE)
ausgezdhlt werden.

Quadratische Holzpldttchen (10 x 10 x 0,5cm)
folgender Arten wurden von Ing. E. Treml, Holz-
technikum Kuchl, zur Verfligung gestellt: Ahorn
(Acerspec.); Buche (Fagus silvatica), Fichte
(Piceaspec.), Pappel (Populusspec.), Zirbe
(Pinus cembra). Diverse Verdiinnungen der

Bild 1: Schema der feuchten Kammer, die aus
einer Glasschale mit Deckel und einer Plattform
besteht, auf der bis zu 3 x 4 Holzplittchen

(5 % 5.¢m) iiber eine niedrige Wasserschicht in-
kubiert werden kénnen.

gleichen Bakterienkultur (jeweils 0,5 ml) wur-
den auf kleinere quadratische Holzstiicke (g5 x
5 cm) aufgebracht. Die Holzstiicke waren vor-
her desinfiziert worden, entweder durch kurzes
Eintauchen (etwa1os) in 70 Prozentigen Etha-
nol (siehe Ergebnisse), oder durch Bestrahlen
mit Ultraviolett-Licht (254 nm; Lampe Typ Syl-
vania F8Ts /BLB, USA) fiir 30 Minuten in einer
Sterilbank (Abstand zur Oberflache: 2 cm). Die
beimpften Holzstiicke wurden in einer feuchten
Kammer bei Raumtemperatur fiir unterschied-
liche Zeiten (siehe Ergebnis) inkubiert. Eine
Ansicht der feuchten Kammer ist in Bild 1 dar-
gestellt. Nach Inkubation erfolgte Abklatsch
der Holzstiicke auf Agarplatten, wobei leichter
Fingerdruck fiir 2 Minuten auf die Holzstiicke
ausgelibt wurde. Die Agarplatten wurden dann
bei 37°C fiir 48Stunden inkubiert; danach
wurden die KBE ausgezdhlt. Einige der be-
wachsenen Agarplatten wurden mit einer Pola-
roid-Landcamera fotografiert; verwendet wur-
de Polaroid-Film 667 (siehe Bild 2).

Ergebnisse

Desinfizieren der Holzoberfldchen

Um zu genauen Aussagen iiber das Bakterien-
wachstum zu kommen, ist es wichtig, dass kei-
ne Kontaminanten (unerwiinschte Mikroorga-
nismen) auf dem Holz vorhanden sind, die eben-
falls Kolonien bilden kénnten und damit das
Versuchsergebnis verfdlschen wiirden.

Holz ist allerdings naturgemdss kein steriles
Material, und daher miissen Vorkehrungen ge-
troffen werden, zumindest die zu untersuchen-
den Oberflichen keimfrei zu machen. Im Vor-
versuch zeigte sich, dass Behandlung mit 70
Prozentigem Ethanol zur Oberflachendesinfi-
zierung nicht sehr effizient war; es war nach
Abklatsch der Holzpldttchen auf Agarplatten
Wachstum zu beobachten, insbesondere Pilz-
wachstum. Weitaus besser erwies sich dann
die Behandlung mit UV-Licht (siehe Aketal.
1994 a). Nach 3o0-miniitigem Bestrahlen der
Holzstlicke mit einer UV-Laborlampe (siehe
Methoden) warim allgemeinen kein Wachstum
unter den genannten Versuchsbedingungen
festzustellen; daher kdnnen die Oberfldchen
derart behandelter Holzstiicke als steril ange-
sehen werden. Dennoch ist es ratsam, immer
Kontrollplattchen mitzufiihren, da gelegentlich



Pilzwachstum auftrat, welches anzeigte, dass
manche Pilzsporen gegeniiber der hier ange-
wandten UV-Bestrahlung resistent sind.

Abklatsch-Versuche

inkubation in feuchter Kammer

In mehreren Vorversuchen wurden die auf das
Holz aufzubringenden Keimzahlen mittels Ver-
diinnungsreihen und nachfolgendes Auszah-
len der kolonie-bildenden Einheiten (KBE) be-
stimmt. Es erwies sich eine Bakterienmenge
von 1,2 X 106 bis 3,25 x 10% (* 8 Prozent) Zel-
len in einem Volumen von o,5 ml als geeignet.
Es wurden die KBE mittels je zwei sukzessiven
Abklatschproben (siehe Methoden) bestimmt.
Nachdem die Bakterien 12 bis 14 Stunden lang
auf den Holzproben belassen worden waren
(Tabelle1). Diese Messreihen beinhalten je-
weils 3 bzw. 4 X 2 Experimente mit jeder Holz-
art; daher sind die erhaltenen Ergebnisse als
vorldufig zu betrachten. Es zeigte sich jedoch
ein Trend insofern, als das bei Buche und Ahorn
unter den beschriebenen Versuchsbedingun-
gen durchschnittlich noch etwa 6o Bakterien
nach 12 Stunden Verbleiben auf der Holzober-

Ahorn

KBE Abklatschi: 62 (4)*
KBE Abklatsch Il: 60 (4)
Buche

KBE Abklatsch 1: 38 (3)
KBE Abklatschll: 61 (4)
Zirbe

KBE Abklatsch I: 0(4)
KBE Abklatsch 11: 1(4)

*Mittelwerte; Zahl der Messungen
in Klammern

Tabelle 1: Kolonie-bildende Einheiten (KBE) nach
12 Stunden Inkubation mit 3,25 X 10° Zellen von
E. coli K12 auf Ahorn, Buche und Zirbe in einer
feuchten Kammer.

flache lebensfahig waren, wogegen auf Zirben-
holz praktisch keine lebensfdhigen Bakterien (1
bis 2 Kolonien pro Platte) nachgewiesen wer-
den konnten. Zur Illustration sind diese Ergeb-
nisse auch als Foto (Bild 2) gezeigt; die Koloni-
en sind im allgemeinen gleichmdssig auf den

Zirbe Ahorn

Buche

Bild 2: Kolonien von E. coli auf quadratischen Platten (10 x 10 cm) mit LB-Agar nach Abklatschen
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Buche

KBE Abklatsch I: 62 (4)*
Fichte

KBE Abklatsch i: 8(4)
KBE Abklatsch li: 17 (4)
KBE Abklatsch Il 9(4)
Pappel

KBE Abklatsch I 253 (4)
KBE Abklatsch If: 221 (4)
KBE Abklatsch lll: 206 (4)
Zirbe

KBE Abklatsch I: 0(4)
KBE Abklatsch I1: 1(4)

*Mittelwerte; Zahl der Messungen
in Klammern

Tabelle 2: Kolonie-bildende Einheiten (KBE)
nach 12 Stunden Inkubation mit 1,2 x 10° Zellen
von E. coli K12 auf Buche, Fichte, Pappel

und Zirbe in einer feuchten Kammer.

Platten verteilt; Schwankungen in den ver-
schiedenen Feldern sind ersichtlich (beson-
ders bei Buche zu erkennen). Fiir diese Art von
Versuchsansatz kann eine statistische Streu-
ung von 8 bis 15 Prozent abgeschatzt werden,
was ein zu erwartendes Resultat darstellt. Von
jeweils 4 Holzplattchen (5 x 5 cm), die mit Bak-
terienkultur behandelt worden waren (siehe
Methode) pro Agarplatte, und Bebriitung der
Platten. Die aufgebrachte Bakterienzahl pro
Holzpldttchen betrug 3,25 + 0,3 x 10% Zellen;
die Inkubationszeit war jeweils 12 Stunden. Die
Holzarten sind unter den Fotos angegeben.

Um zu untersuchen, ob die antibakterielle Wir-
kung vielleicht auf Inhaltsstoffe von Nadelhol-
zern (zum Beispiel Pinosilvin bei der Zirbe)
zuriickzufithren sein konnte, wurden weitere
Holzarten (Pappel, Fichte), die ein dhnliches
Porenvolumen aufweisen, in einer dhnlichen
Versuchsanordnung untersucht. Buche und Zir-
be wurden wieder mitgefiihrt; es wurden bis zu
drei Abklatschproben durchgefiihrt. Die Ergeb-
nisse sind in Tabelle 2 gezeigt. Fiir Zirbe und
Buche waren in diesem Versuch ziemlich genau
die Ergebnisse von Tabelle 1 reproduziert wor-
den, das heisst starke Hemmwirkung auf Bak-

Ahorn

KBE Abklatsch I: 0(4)*
KBE Abklatsch 1l:  0(4)
KBE Abklatsch Ill: 0 (4)
KBE Abklatsch 1111: 1 (4)
Buche

KBE Abklatsch I: 3(4)
KBE Abklatsch 1l:  0(4)
KBE Abklatsch I1l:  0(4)
KBE Abklatsch 111l: 0 (4)
Zirbe

KBE Abklatschl:  0(4)
KBE Abklatsch 1l: 0 (4)
KBE Abklatsch 11l: 0 (4)
KBE Abklatsch I111: 0 (4)

* Mittelwerte; Zahl der Bestimmungen
in Klammern

Tabelle 3: KBE nach 14 Stunden Inkubation mit
1,2 X 10° Zellen von E. coli K12 auf Ahorn, Buche
und Zirbe in einer trockenen Kammer.

terien durch Zirbenholz, weniger durch Buche
(Tabelle 2). Fichtenholz zeigte nur 8 bis 17 KBE
in diesem Versuch, etwas mehr als Zirbenholz,
aber deutlich weniger als Buche oder Ahorn
(Tabelle1). Eine erhdhte Anzahl von KBE
(Durchschnitt von220) war bei Pappelholz
festzustellen. In einem weiteren Versuchsan-
satz wurden bereits verwendete, das heisst
noch feuchte Holzpldttchen eingesetzt, die nur
oberflachlich durch UV-Bestrahlung desinfi-
ziert worden waren. Damit sollten «Verbrau-
cherbedingungen» simuliert werden (siehe
auch Ak. Et al. 1994 a). Hier zeigte sich nach bis
zu 8-maligem Abklatschen starkes Bakterien-
wachstum auf allen Platten, das zum Teil kon-
fluent war, und daher nicht auszdhlbar. Es war
offensichtlich, dass der Feuchtegehalt der Holz-
plattchen eine wesentliche Rolle spielt bei der
Erhaltung der Lebensfahigkeit der Bakterien.

Inkubation in trockener Kammer

In diesem Versuch wurden Holzplattchenintro-
ckene Petri-Schalen gelegt, um die feuchte Kam-
mer ohne Fliissigkeit zu simulieren. Verwendet
wurden jeweils 4 Plattchen von Buche, Ahorn
und Zirbe. Die Bakterien wurden frisch ange-



ziichtet, in einer Konzentration von 1,2 x 10°
KBE (in 0,5 ml physiologischer NaCl) aufgetra-
gen und fiir 14 Stunden inkubiert. Nach 4-mali-
gem Abklatschen auf Agar und Inkubation der
Platten waren nur mehr wenige Bakterienkolo-
nien zu zdhlen (Tabelle 3).

Trockene Holzplattchen stellten nach diesen
Befunden (Tabelle 3) keine fiir die Lebensfahig-
keit von Bakterien giinstige Oberflache dar. Es
ist wahrscheinlich, dass sie Bakterien im Zeit-
raum von 14 Stunden austrockneten und keine
Kolonien mehr bilden konnten. Allerdings ist es
auch moglich, dass Bakterien in das Holz ein-
gewandert sind und in Poren {iberlebt haben,
aber mit einfachem Abklatsch auf Agar nicht
von den Plattchen abgeldst wurden.

Diskussion und Empfehlungen

Wenn Oberflichen von Werkstoffen und sons-
tigen Materialien auf das Vorhandensein von
Mikroorganismen getestet werden sollen, ist es
wichtig, die gewdhlten Versuchsbedingungen
so genau wie moglich zu beschreiben (siehe
Gehrig et al. 2000), da es bisher keine allge-
mein anerkannten standardisierten Methoden
gibt (AK etal.1994 a). Die hier erhaltenen Er-
gebnisse zum Verbleib von lebensfahigen Bak-
terien auf den Oberfldchen von verschiedenen
Holzarten zeigten—obwohl aufgrund der rela-
tiv kleinen Probenzahl ist vorldufig zu betrach-
ten - einen Trend insofern, als bei Buche, Ahorn
und Pappel unter den gewdhlten Versuchsbe-
dingungen hohere Zahlen von Bakterien nach
12 bis 14 Stunden Verbleiben auf der Holzober-
fliche gefunden wurden, wogegen auf Zirben-
holz praktisch keine lebensfahigen Bakterien
nachgewiesen werden konnten. Auch auf Fich-
tenholz konnten nur geringe Zahlen an Bakteri-
en nachgewiesen werden.

Als Ursachen fiir diese Ergebnisse kdnnen nach
dem jetzigen Stand der Untersuchungen nur
Annahmen gemacht werden, die aber alle das
Potential haben, experimentell Giberpriifbar zu
sein: es kénnten beim Zirbenholz Inhaltsstoffe
vorhanden sein (zum Beispiel Pinene), die die
Bakterien hemmen oder sogar abtdten; es kénn-
te die Oberflichenstruktur so beschaffen sein,
dass Bakterien einwandern und sich nicht
mehr abklatschen lassen; es kdnnte ebenfalls
durch die Struktur des Zirbenholzes bedingt-

eine schnellere Austrocknung und damit Abto-
tung der Bakterien erfolgt sein. Ahnliche Eigen-
schaften sollte Fichtenholz aufweisen.

Eine generelle antibakterielle Wirkung von Holz
wurde von Ak et al. (1994 b) beschrieben, wo-
bei festgestellt wurde, dass es nicht um eine
wasserlosliche Substanz handeln diirfte. Die
antibakteriellen Eigenschaften von Kiefern-, Ei-
chen- und Lirchenholz wurden von Schonwal-
der et al. (2000) gezeigt und als deutlich aus-
gepragter eingestuft als die von Ahorn oder Bu-
che. Jedoch wurde festgestellt, dass Faktoren
wie Temperatur, Bakteriendichte, Bakterienart
und Holzfeuchte einen grossen Einfluss auf die
Ergebnisse haben. Dies kann auch aus den hier
beschriebenen Versuchen gefolgert werden.
Bei wiederverwendeten Holzplattchen die zwi-
schendurch nicht getrocknet worden waren,
wurde nach bis 8-maligem Abklatschen jeweils
etwa gleiche Mengen an KBE gefunden wur-
den. Dies zeigt, dass besonders die Feuchtig-
keit des Holzes bei der Erhaltung der Lebens-
fahigkeit von Bakterien eine wichtige Rolle
spielt, wie auch bereits von Schonwalder et al.
(2000) und Gehrig etal. (2000) dargestellt
wurde.

Die letztgenannte Autorengruppe kam aufgrund
von elektronenmikroskopischen Bildern von ge-
brauchten und frischen Schneidebrettern zudem
Schluss, dass beim Trocknen des Holzes sich
durch Schwinden vorhandene Schnitte und Spal-
ten wieder 6ffnen und auf diese Weise das Aus-
trocknen und damit Abtéten von Bakterien ge-
fordert wird. Fir die Moglichkeiten des Einwan-
derns von Bakterien in Holz spricht der hier
durchgefiihrte Versuch in der trockenen Kam-
mer (Tabelle3); jedoch wurden im Rahmen
dieser Untersuchungen keine weiteren Experi-
mente unternommen, um einen Beweis dafiirzu
fiihren. Es wére aber méglich, mit modernen
molekularbiologischen Methoden, die die Ex-
traktion von DNA aus dem Holz und das Auffin-
den von Genen beinhalten, solche Beweise zu
liefern (Schonwilder1999). Die Ergebnisse
dieser Studie lassen einige vorldufige Schluss-
folgerungen in Bezug auf etwas giinstigere hy-
gienische Eigenschaftenvon Zirbenholz im Ver-
gleich mit anderen Holzern zu. Genauere Un-
tersuchungen iiber den Einfluss von Tempera-
tur, Feuchtigkeit, Art der Bakterien (zum Bei-
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spiel auch Gram-positive}, sonstiger Mikroor-
ganismen (zum Beispiel mikroskopische Pil-
ze), Vorbehandlung des Holzes usw. wdren
wiinschenswert. Ausserdem kénnten Versuche
geplant werden, die Zirbenholz und Kunst-
stoffmaterialien in Bezug auf verschiedene Ei-
genschaften vergleichen. Derartige Forschun-
gen konnten fiir den Holzsektor dusserst niitz-
lich sein, da damit die Anerkennung der guten
Eigenschaften des Werkstoffs Holz und seine
gezieltere Einsetzung auf eine fundierte Basis
gestellt wiirden.

Wir danken dem Holztechnikum Kuchl, beson-
ders Herrn Dipl. Ing. E. Treml, fiir die Themenstel-
lung und die ausgezeichnete Zusammenarbeit.

Prof. Dr. Helga Stan-Lotter
Universitdt Salzburg

Mag. josef Aschl
Universitdt Salzburg
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