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Zusammenfassung 

Um die Wasserqualität anhand von ökotoxikologischen Biotests beurteilen zu können, werden emp-
findliche, robuste, standardisierte und möglichst kosteneffiziente Biotests benötigt. Zur Auswahl da-
für geeigneter Biotests wurden im Rahmen der Arbeiten zu einem Modul Ökotoxikologie im Schwei-
zerischen Modul-Stufen-Konzept eine Literaturrecherche, eine Expertenbefragung und ein Exper-
tenworkshop durchgeführt. Ziel der Arbeiten war die Identifizierung der relevantesten biologischen 
Wirkmechanismen von Umweltschadstoffen und von Biotests, mit denen diese Effekte gemessen 
werden können. Der vorliegende Bericht fasst die Ergebnisse zusammen, empfiehlt Biotests, welche 
für eine Beurteilung der Wasserqualität geeignet sind, und zeigt den Handlungsbedarf auf.  

Ergebnisse der Literaturrecherche belegen, dass bisher in der Regulatorik vor allem in vivo-Biotests 
zur Erfassung von allgemeiner Toxizität verwendet werden. Die Anwendung von in vitro-Biotests zur 
Ermittlung spezifischer Effekte ist limitiert. Einzig ein in vitro-Biotest zur Bestimmung von Gentoxizität 
ist in der Gesetzgebung in Deutschland verankert, und ein in vitro-Biotest zur Messung östrogener 
Aktivität wird in Schweden eingesetzt. In der Forschung werden eine Vielzahl von in vitro-, in vivo- 
und in situ-Biotests für die Beurteilung von Abwasser und Oberflächengewässern eingesetzt. 

In der Expertenbefragung wurden relevante Wirkmechanismen ermittelt und die vielversprechends-
ten Biotests identifiziert. Die Anzahl der als relevant eingestuften Wirkmechanismen und Biotests 
nahm mit zunehmender trophischer Ebene (Ernährungsstufe) zu. Für Pflanzen wurden nur zwei 
Wirkmechanismen und sechs verschiedene Biotests vorgeschlagen, wohingegen für Wirbeltiere 
10 Wirkmechanismen mit 45 verschiedenen Biotests zur Erfassung der Effekte aufgeführt wurden. 
Folgende Wirkmechanismen wurden genannt (aufgeführt mit abnehmender Priorität): I) Allgemeine 
Toxizität und Photosynthesehemmung, II) endokrine Wirkungen, III) Gentoxizität und Mutagenität, 
IV) Neurotoxizität, V) dioxin-ähnliche Wirkung, sowie VI) Immuntoxizität und oxidativer Stress.  

Im Expertenworkshop wurde die Eignung von relevanten Biotests für die Praxis und Regulatorik dis-
kutiert. Die Ergebnisse werden im Folgenden zusammengefasst:  

Allgemeine Toxizität und herbizide Effekte: Zu diesen Wirkmechanismen sind geeignete Tests ver-
fügbar: Der standardisierte Algen-Wachstumshemmtest ebenso wie der Algen-Photosynthese-
Hemmtest.  

Endokrine Wirkungen: Hier wurde vor allem die östrogene Wirkung priorisiert. Diese kann mit in vitro-
Biotests, wie dem Hefezellöstrogentest (Yeast Estrogen Screen) und Tests mit menschlichen Zellli-
nien gemessen werden. Der Vitellogeningehalt in Fischen ist geeignet als Biomarker für östrogene 
Effekte. 

Gentoxizität und Mutagenität: Hier wurden grösstenteils bereits standardisierte Tests wie der Ames-
Fluktuationstest und der Mikrokern-Test als geeignet erachtet, wobei der Erste als Screening-Me-
thode, und der Zweite für ein vertieftes Umweltmonitoring dienen sollte. 

Neurotoxizität: Gegenwärtig gibt es nur einen bewährten und standardisierten Biotest zur Messung 
einer neurotoxischen Wirkung, den Acetylcholinesterase-Enzymhemmtest. Dieser zeigt jedoch aus-
schliesslich die Wirkung von Organosphosphat- und Carbamat-Insektiziden an. Verhaltenstests mit 
Fischen oder Krebstieren sind zwar höchst relevant, aber noch im Entwicklungsstadium. Die Mes-
sung der Genexpression wurde ebenfalls als vielversprechender Endpunkt angesehen. Auch hier 
besteht noch Forschungsbedarf. 

Dioxin-ähnliche Wirkung: Zur Erfassung dieser Wirkung wurden zwei geeignete Tests identifiziert, 
die die Aktivierung des Arylhydrocarbon (Ah)-Rezeptors messen: Tests mit H4IIE-Zellen ebenso wie 
ein Test zur Messung der Enzymaktivität von Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) in Fischen oder 
Fischzellinien. Auch hier können Tests mit H4IIE-Zellen für ein Screening herangezogen werden, 
wohingegen die EROD-Messung in Fischen mehr für das Umweltmonitoring geeignet ist. 

Immuntoxizität und oxidativer Stress: Zur Erfassung von Immuntoxizität gibt es keine geeigneten 
Tests für die Routineanwendung. Obwohl einige vielversprechende Untersuchungsmethoden iden-
tifiziert wurden, wie z.B. der disease challenge Test oder immunpathologische Untersuchungen mit 
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Fischen, sind diese gegenwärtig nur in Forschungsprojekten anwendbar. Einzelne Tests zur Erfas-
sung von oxidativem Stress sind verfügbar. 

Insgesamt zeigten die Ergebnisse von Expertenbefragung und -workshop, dass die Methoden, je 
nach Wirkmechanismus und zugehörigen Biotests, unterschiedlich weit entwickelt sind. Insbeson-
dere zur Erfassung von Neurotoxizität und Immuntoxizität besteht noch Entwicklungs- und For-
schungsbedarf. Für eine Anwendung im routinemässigen Monitoring von Oberflächengewässern 
sind daher Biotests zur Erfassung von allgemeiner Toxizität und herbiziden Wirkungen, ebenso wie 
für die Erfassung endokriner Effekte und von Gentoxizität / Mutagenität am besten geeignet. Biotests 
zur Messung von dioxin-ähnlichen Effekten und teilweise auch Neurotoxizität könnten in näherer 
Zukunft einbezogen werden. 
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Summary 

The assessment of water quality based on ecotoxicological bioassays requires the availability of 
sensitive, robust, standardized and preferably cost-effective methods. As part of the module ecotox-
icology within the framework of the Swiss modular stepwise procedure, we conducted an extensive 
literature search, consulted a group of experts and conducted an expert workshop to identify bioas-
says with such characteristics. Our aim was the identification of the most relevant biological modes 
of action of environmental pollutants, and of bioassays to measure such effects. This report summa-
rizes the results and provides recommendations for those bioassays well suited to evaluate water 
quality, but also shows were further action is required.  

The literature search showed that, so far, mainly in vivo bioassays have been applied in regulation 
for the assessment of general toxicity. Application of in vitro bioassays to detect specific effects is 
scarce. Only one in vitro bioassay for the detection of genotoxicity has been included in the German 
legislation. In Sweden, an in vitro bioassay to detect estrogenic activity is used. In contrast, a multi-
tude of in vitro, in vivo, and in situ bioassays are used in research to evaluate wastewater effluents 
or surface waters.  

During the expert consultation, relevant mode of actions and the most promising bioassays were 
identified. The number of modes of toxic actions and bioassays to measure the corresponding effects 
which were considered relevant by the experts, increased with the trophic level, i.e. more tools are 
available for fish than for invertebrates or plants. For plants, only two modes of action and six different 
bioassays were recommended, whereas for vertebrates 10 modes of action with 45 different bioas-
says were listed. The following modes of action were most relevant (listed in order of decreasing 
priority): I) General toxicity and inhibition of photosynthesis, II) endocrine disruption, III) genotoxicity 
and mutagenicity, IV) neurotoxicity, V) dioxin-like effects as well as VI) immunotoxicity and oxidative 
stress. 

During the expert workshop, the suitability of relevant bioassays for practical application and regula-
tion was discussed. The results are summarized below:  

General toxicity and herbicidal effects: For these modes of action appropriate assays are available 
– the standardized algal growth assay as well as the algae photosynthesis inhibition assay.  

Endocrine disruption: Here estrogenic effects were prioritized. They can be measured in in vitro bio-
assays like the Yeast Estrogen Screen or assays with human cell lines. The vitellogenin concentra-
tion in fish is suitable as a biomarker for estrogenic effects.  

Genotoxicity and mutagenicity: Already standardized assays like the Ames fluctuation or the micro-
nucleus assay were considered most suitable. The first should be applied as a screening method, 
whereas the second one is recommended for more in depth monitoring applications. 

Neurotoxicity: Currently, only one approved and standardized bioassay is available for measuring 
neurotoxic effects, the acetylcholine esterase inhibition assay. However, this assay can only detect effects 
of organophosphate and carbamate insecticides. Behavioral tests with fish or crustaceans are highly 
relevant, but most are still under development. The measurement of gene expression was regarded as 
promising, but here, as well, additional research is needed. 

Dioxin-like effects: To evaluate this mode of action two relevant assays were identified, both meas-
uring the activation of the arylhydrocarbon (Ah)-receptor: assays with H4IIE cells as well as an assay 
to measure activity of the enzyme Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) in fish or fish cell lines. The 
assay with H4IIE cells is recommended as a screening tool, whereas the EROD assay in fish is 
considered more suitable for monitoring purposes.  

Immunotoxicity and oxidative stress: No appropriate assays to detect immunotoxicity exist for routine 
application. Although several promising methods were identified, such as the disease challenge test 
or immunopathological evaluations with fish, these methods are currently only applicable in research 
projects. Several tests to detect oxidative stress are available.  
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Overall, the results of the expert consultation and workshop showed that suitable methods for mon-
itoring toxic effects are developed to different extents depending on the mode of action and the as-
sociated bioassay. Further research and method development will be needed, in particular for the 
measurement of neurotoxic and immunotoxic effects. So far, bioassays assessing general toxicity or 
herbicidal effects, as well as endocrine or genotoxic/mutagenic effects are available for the routine 
assessment of surface water quality. Bioassays to measure dioxin-like effects and neurotoxic effects 
could become available for routine monitoring in the near future. 
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Resumé 

Pour pouvoir apprécier la qualité de l'eau à l'aide de bioessais écotoxicologiques, les évaluateurs 
doivent disposer de tests sensibles, robustes, standardisés et abordables. Afin d'opérer la sélection 
nécessaire, une étude basée sur une recherche bibliographique, des entretiens avec les experts et 
un workshop a été réalisée dans le cadre de l'élaboration d'un module écotoxicologie pour le système 
modulaire gradué Suisse. L'objectif de ces travaux était d'identifier les mécanismes d'action biolo-
gique des polluants devant être pris en compte et les bioessais permettant de mesurer les effets 
correspondants. Le présent rapport fait la synthèse des résultats, indique les bioessais pouvant être 
recommandés pour l'appréciation de la qualité de l'eau et met en évidence les besoins de recherche 
dans ce domaine. 

L'étude bibliographique a montré que, dans le domaine normatif et réglementaire, les bioessais uti-
lisés jusqu'à présent pour évaluer la toxicité générale étaient principalement de type in vivo. Les tests 
in vitro spécifiques de certains effets intervenant assez peu. Les seuls à apparaître au niveau légi-
slatif sont un essai biologique in vitro de génotoxicité en Allemagne et un essai mesurant les effets 
œstrogènes en Suède. Dans la recherche, en revanche, de nombreux essais in vitro, in vivo et in 
situ sont employés pour étudier les effluents et les eaux de surface. 

Les entretiens avec les experts ont permis d'identifier les mécanismes d'action les plus importants 
et les bioessais les plus prometteurs. Le nombre de mécanismes d'action et de bioessais retenus 
était d'autant plus important que le niveau trophique était élevé. Pour les végétaux, seuls deux mé-
canismes d'action et six bioessais ont été proposés alors qu'ils étaient respectivement à 10 et 45 
dans le cas des vertébrés. Les mécanismes d'action suivants ont été retenus (par ordre de priorité) : 
I) toxicité générale et inhibition de la photosynthèse, II) perturbations endocriniennes, III) génotoxicité 
et effets mutagènes, IV) neurotoxicité, V) effet de type dioxine et VI) immunotoxicité et stress oxyda-
tif. 

Au cours du workshop, les qualités des bioessais pour les applications pratiques et les textes régle-
mentaires ont été évaluées. Les résultats de cette analyse sont résumés ci-dessous : 

Toxicité générale et effets herbicides : Des essais adéquats sont disponibles pour ces mécanismes 
d'action : le test standardisé d'inhibition de la croissance algale et le test d'inhibition de la photosyn-
thèse algale.  

Perturbations endocriniennes : La priorité a été donnée aux effets œstrogènes. Ceux-ci peuvent être 
mis en évidence grâce à des bioessais in vitro, comme le test sur levure (test YES, Yeast Estrogen 
Screen) et des essais sur lignées cellulaires humaines. Le taux de vitellogénine chez les poissons 
est également un bon biomarqueur des effets œstrogènes.  

Génotoxicité et effets mutagènes : Des tests en partie déjà standardisés ont été jugés adéquats, 
notamment le test de fluctuation d’Ames et le test du micronucléus, le premier devant plutôt être 
utilisé en screening et le second dans le cadre d'un monitoring environnemental plus poussé. 

Neurotoxicité : A l'heure actuelle, le seul essai biologique standardisé ayant prouvé son efficacité 
pour mesurer les effets neurotoxiques est le test d'inhibition de l'acétylcholine estérase. Il est cepen-
dant spécifique des insecticides de type organophosphoré et carbamate. Les essais de comporte-
ment avec les poissons ou les crustacés sont très pertinents mais se trouvent encore en phase 
expérimentale. La mesure de l'expression génique a également été jugée très intéressante mais, à 
nouveau, un certain travail de recherche doit encore être fourni avant qu'une utilisation soit envisa-
geable. 

Effets de type dioxine : Deux types de tests permettant de détecter ces effets en mesurant l'activation 
du récepteur des hydrocarbures aromatiques (récepteur Ah) ont été retenus par les experts : les 
tests sur cellules H4IIE d'une part et le test mesurant l'activité enzymatique de l'éthoxy résorufine-
O-dééthylase (EROD) dans les poissons ou les lignées de cellules de poisson. Comme précédem-
ment, les tests sur cellules H4IIE conviennent plutôt au screening et celui sur l'EROD au monitoring. 

Immunotoxicité et stress oxydatif : Aucun test n'a été retenu pour la mesure de l'immunotoxicité dans 
les analyses de routine. Bien que certaines méthodes aient été jugées prometteuses, comme par 



Methoden zur Beurteilung der Wasserqualität anhand von ökotoxikologischen Biotests 

  
vi 

 

exemple le test de provocation ou disease challenge test ou les études immunopathologiques chez 
les poissons, elles sont aujourd'hui réservées aux approches de recherche. Certains tests sont ce-
pendant disponibles pour la mesure du stress oxydatif. 

Dans l'ensemble, les résultats des entretiens et du workshop montrent que les outils diagnostiques 
sont plus ou moins développés selon les mécanismes d'action et les bioessais correspondants. Les 
besoins en recherche et développement sont particulièrement importants dans le domaine de la 
neurotoxicité et de l'immunotoxicité. Pour le contrôle de routine de la qualité des eaux de surface, 
les bioessais le mieux adaptés sont donc actuellement ceux portant sur la toxicité générale et les 
effets herbicides, les effets œstrogènes, la génotoxicité et les effets mutagènes. Les mesures des 
effets de type dioxine et, en partie, de la neurotoxicité pourraient venir s'y ajouter prochainement. 
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1 Einleitung 

 Ausgangslage 

Die Beurteilung der Wasserqualität basiert üblicherweise auf chemischen Analysen und der Effekt-
beurteilung von Einzelstoffen durch den Vergleich mit Qualitätskriterien [1, 2]. Dieser Ansatz ist je-
doch abhängig von der gewählten analytischen Methode und ist zudem limitiert auf bekannte Stoffe, 
für welche Qualitätskriterien vorhanden sind. Um die Wasserqualität über solche Einzelstoffe hinaus 
beurteilen zu können, sind integrative Methoden notwendig, wie beispielsweise Biotests. Diese ge-
ben Auskunft über die allgemeine Toxizität des Abwassers oder über spezifische Wirkungen von 
bestimmten Stoffgruppen, wie z.B. hormonähnliche oder herbizide Wirkungen oder Neurotoxizität. 
Dadurch ist eine Beurteilung der Mischungstoxizität von Chemikalien möglich. Im Wasser vorhan-
dene Einzelstoffe können damit jedoch meist nicht identifiziert werden. Biotests sind besonders wich-
tig, um die Auswirkungen von Stoffgruppen mit sehr tiefen wirkungsbasierten chronischen Qualitäts-
kriterien (CQK, auch Environmental Quality Standards, EQS) zu erfassen, die nicht oder nur schwer 
mit chemischer Analytik bestimmt werden können, wie beispielsweise östrogen-aktive Stoffe.  

Je nach zu erfassender Wirkung gibt es einen oder mehrere Biotests, welche zur Anwendung kom-
men können. Viele dieser Tests sind aber noch nicht standardisiert bzw. im Forschungsstadium und 
daher für eine Umsetzung im Vollzug noch nicht geeignet [3]. Verschiedene Biotests wurden im Rah-
men der Arbeiten für ein Modul Ökotoxikologie des Projektes Modul-Stufen-Konzept (MSK) des 
BAFU begutachtet, durchgeführt oder entwickelt [4-6]. Es hat sich gezeigt, dass für eine Anwendung 
in der Praxis in erster Linie gewisse in vitro-Testverfahren in Frage kommen. Solche Testverfahren 
müssen vergleichsweise einfach und kostengünstig anzuwenden sein und robuste, wiederholbare 
und interpretierbare Ergebnisse liefern. 

1.2 Ansätze zur Beurteilung der Wasserqualität 

1.2.1 Biotests 

Biotests sind Analysemethoden, die lebende Zellen, Organismen oder Gemeinschaften in definierter 
Art und Anzahl einsetzen, um deren Reaktion auf eine Exposition zu messen [7]. Mit Biotests können 
Effekte auf verschiedene biologische Organisationsebenen untersucht werden: von der Molekül- und 
Zellebene, über Gewebe und Organe bis hin zu Individuen, Populationen und Lebensgemeinschaf-
ten. Je nach dem Ziel einer Untersuchung können die Biotests entweder im Labor unter standardi-
sierten Bedingungen oder  wenn der Fokus mehr auf ökologischer Relevanz liegt  im Feld durch-
geführt werden. Im Labor können einzellige Systeme (in vitro), Organismen (in vivo) oder (einfache) 
Lebensgemeinschaften (Mikro- und Mesokosmen) untersucht werden. In vivo-Biotests werden häu-
fig komplementär mit Organismen verschiedener trophischer Ebenen durchgeführt, wie z.B. mit Al-
gen (Primärproduzenten), Wasserflöhen (Primärkonsumenten) und Fischen (Sekundärkonsumen-
ten). Im Feld werden in situ-Versuche durchgeführt, die Gesundheit von einheimischen Organismen 
anhand von Biomarkern (d.h. molekulare, biochemische, zelluläre und/oder physiologische Verän-
derungen im Organismus) erfasst und Veränderungen von Geweben oder Organen (histo-)patholo-
gisch untersucht. Auf Ebene der Lebensgemeinschaft können Gemeinschaftsindizes wertvolle Infor-
mationen über Effekte liefern [8]. Abb. 1 gibt einen Überblick über die verschiedenen biologischen 
Ansätze.  
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Im Gegensatz zur chemischen Analytik, bei der die Konzentrationen einzelner Stoffe ermittelt wer-
den, können mit Biotests die Auswirkungen von Stoffmischungen untersucht werden. Je nach Emp-
findlichkeit des eingesetzten Testorganismus und des gemessenen Endpunkts reagieren Biotests 
dabei unterschiedlich gut auf verschiedene Stoffgemische. Der Einsatz der verschiedenen Tests ist 
abhängig von der Fragestellung:  

 In vitro-Biotests, die auf der Erfassung spezifischer zellulärer Mechanismen beruhen und 
häufig mit einer Probenaufkonzentrierung kombiniert werden, ermöglichen eine sehr emp-
findliche Bestimmung der Wirkung bestimmter Stoffklassen mit einem gemeinsamen Wirk-
mechanismus, beispielsweise östrogen- oder herbizid-wirksame Stoffe. 

 In vivo-Biotests erfassen Effekte auf Organismen und werden in der Regel mit nativen, nicht 
aufkonzentrierten Wasserproben durchgeführt. Aus diesen Tests können Schlussfolgerun-
gen über biologische und mögliche ökologische Effekte wie Wachstum, Fortpflanzung und 
Sterblichkeit gezogen werden. 

 In situ-Biotests erfassen Effekte auf Organismen direkt im Ökosystem. Hierdurch wird eine 
hohe ökologische Relevanz gewährleistet. 

Alle diese Biotests können zur Beurteilung der Wasserqualität eingesetzt werden. Hierbei sollte die 
Auswahl der Tests auf das Ziel der Untersuchung abgestützt werden. Sollen spezifische Stoffklassen 
wie z.B. östrogen-aktive Stoffe erfasst werden, sind in vitro-Biotests geeignet. Für eine integrative 
Untersuchung von Effekten von Wasserproben auf ganze Organismen im Labor sind in vivo-Biotests 
die Methode der Wahl, und soll schliesslich die Wasserqualität unter möglichst realistischen Bedin-
gungen im Gewässer beurteilt werden, bieten sich in situ-Biotests an. Bei der Testauswahl ist zu 
berücksichtigen, dass der finanzielle und personelle Aufwand von den in vitro-Biotests bis hin zu in 
situ-Tests deutlich ansteigt. 

Die Variabilität des Biotest-basierten Ansatzes setzt sich aus folgenden Faktoren zusammen: 

Abb. 1: Überblick über verschiedene biologische Ansätze zur Messung der Toxizität von Chemika-
lien und ihren Effekten in der aquatischen Umwelt (nach [8]).  

Mit zunehmender ökologischer Relevanz nehmen Reproduzierbarkeit und Spezifität der Ansätze ab und da-
mit auch die Eignung für eine Standardisierung der Methoden. 
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 Variabilität der Exposition: Je nach Probenahmestelle und/oder Stoffklasse kann die Ex-
position kontinuierlich (z.B. ARA-Abwasser), semi-kontinuierlich (z.B. Staustufe), oder puls-
artig (z.B. bei diffusen Quellen aus der Landwirtschaft) verlaufen.  

 Variabilität der Umweltprobe: Hier spielen die Art der Probenahme (Stichprobe vs. Sam-
melprobe), der Probentransport und auch die Probenaufbereitung eine Rolle. Diese Fakto-
ren machen oft den grössten Teil der Unsicherheit/Variabilität einer Methode aus. 

 Variabilität der Probenaufbereitung: Je nach Materialien und Kartuschen, die für die Pro-
benvorbehandlung (Filtration und Festphasenextraktion) verwendet werden, kann hier eine 
Veränderung in der Zusammensetzung der filtrierten und/oder extrahierten Wasserprobe 
auftreten. 

 Variabilität des Testsystems selbst: Hier spielen Sensitivitätsunterschiede zwischen Arten, 
ebenso wie der allgemeine Gesundheitszustand der Testorganismen eine Rolle. Zudem 
können Unterschiede in der Testdurchführung durch verschiedene Personen bzw. in ver-
schiedenen Laboren eine wichtige Rolle spielen. 

Neben dem Biotest-basierten Ansatz gibt es noch weitere Methoden zur Beurteilung der Wasser-
qualität, die im Folgenden kurz vorgestellt werden. 

1.2.2 Chemikalien-basierter Ansatz zur Beurteilung der Wasserqualität mit Um-
weltqualitätskriterien  

Zur Beurteilung der Wasserqualität anhand chemisch-analytischer Messdaten werden in vielen Län-
dern Umweltqualitätskriterien eingesetzt. Darunter versteht man in der Europäischen Union (EU) 
wirkungsbasierte (d.h. auf ökotoxikologischen Effektdaten basierte) numerische Anforderungen an 
die Wasserqualität für Einzelstoffe nach EU-Wasserrahmenrichtlinie [9]. Dieser Ansatz wird in der 
EU angewendet [10]. Für die Schweiz existieren Empfehlungen für die Anwendung von Umweltqua-
litätskriterien zur Beurteilung der Wasserqualität [1, 2]. Tab. 1 gibt einen Überblick über die Möglich-
keiten und Beschränkungen von Biotest-basierten und Chemikalien-basierten Ansätzen. 

Tab. 1: Vergleich von Möglichkeiten und Grenzen von Biotests im Vergleich zu chemischer Analy-
tik (angepasst nach [11]). 

  Biotests  Chemische Analytik 

Einzelchemi-
kalien 

− Keine Bestimmung von Einzelchemika-
lien möglich 

+ Bestimmung von Einzelchemikalien 

+ Selektiv für spezifische Endpunkte   

+ Bestimmung von Chemikalien mit dem 
gleichen Wirkmechanismus möglich 

  

Mischungen + Bestimmung von Mischungseffekten al-
ler vorhandenen bioaktiven Chemikalien 
möglich 

− Bestimmung interaktiver Mi-
schungseffekte nur für messbare 
Substanzen und mit Modellen mög-
lich 

± Keine Unterscheidung von additiven und 
interaktiven Wirkungen möglich 

  

Gesamt- 
belastung 

+ Erfassung der Gesamtbelastung mit bio-
aktiven Chemikalien durch unspezifische 
Endpunkte und mehrere Testarten 

− Gesamtbelastung mit Chemikalien 
nicht bekannt 

Sensitivität ± Oft weniger sensitiv als chemische Ana-
lytik für Einzelchemikalien, aber emp-
findliche Erfassung der Gesamtheit aller 
Einzelchemikalien mit einem spezifi-
schen Wirkmechanismus möglich 

− In „sauberen“ Wasserproben fallen 
einzelne Stoffe unter das Detekti-
onslimit, sie können aber dennoch 
zur Mischungstoxizität beitragen 
und teilweise zu Effekten führen. 

Transformati-
onsprodukte 

± Berücksichtigung von Transformations-
produkten durch Messung von Mi-
schungstoxizität 

− Identifikation von Transformations-
produkten nötig bevor Quantifizie-
rung möglich ist 
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Die obige Tabelle zeigt, bei welchen Aspekten Biotests eine gute Ergänzung des chemisch-analyti-
schen Ansatzes darstellen. Im Folgenden werden noch einige zusätzliche Aspekte aufgeführt:  

Für die Ableitung von Umweltqualitätskriterien werden die empfindlichsten bekannten Arten heran-
gezogen. Hierfür werden alle vorhandenen Toxizitätsdaten für einen Stoff berücksichtigt. Allerdings 
muss hierbei beachtet werden, dass meist nicht alle, möglicherweise für Effekte verantwortliche, 
Chemikalien bekannt und messbar sind. Einige Chemikalien können bereits in Konzentrationen un-
terhalb der Bestimmungsgrenze der chemischen Analytik biologische Effekte auslösen (z.B. Ethi-
nylestradiol, Pyrethroide). Diese werden bei einer Chemikalien-basierten Beurteilung der Wasser-
qualität nicht erfasst. Derzeit wird daher die Anwendung von in vitro-Biotests zur Erfassung von Öst-
rogenen im Rahmen des Monitorings für die Wasserrahmenrichtlinie der Europäischen Union disku-
tiert [12]. 

1.2.3 Biologische Beurteilung der Wasserqualität anhand von Lebensgemein-
schaften im Freiland (Bioassessment) (z.B. Saprobienindex, SPEAR-Index, 
Methoden Modul-Stufen-Konzept) 

In der sogenannten biologischen Beurteilung der Wasserqualität wird eine mögliche Belastung an-
hand verschiedener Parameter direkt im Ökosystem untersucht. Häufig untersuchte Parameter u.a. 
auch im Rahmen des Modul-Stufen-Konzepts [13] sind die Artenzusammensetzungen der Lebens-
gemeinschaften von Kieselalgen (Diatomeen) [14], Wasserwirbellosen (Makrozoobenthos) [15], hö-
heren Wasserpflanzen (Makrophyten) [16] und Fischen [17]. Der chemische (v.a. auf Nährstoffe be-
zogene) Zustand der Fliessgewässer wird mit Hilfe des Moduls „Chemisch-physikalische Erhebun-
gen, Nährstoffe“ bestimmt [18]. Als Ergänzung zu den gewässerchemischen Untersuchungen er-
möglicht die Zusammensetzung der Kieselalgen-Lebensgemeinschaft ebenfalls Aussagen über die 
chemische Wasserqualität [14]. Ein weiterer vielsprechender Ansatz, bei dem die Empfindlichkeit 
der Gewässerlebewesen (Makrozoobenthos) in die Bewertung einbezogen wird, ist der SPEAR 
(SPEcies At Risk)-Ansatz [19]. Bei dieser Methode werden die am Flussgrund lebenden wirbellosen 
Tiere aufgrund spezifischer Eigenschaften in „gefährdete Arten“ (Species at Risk) und „ungefährdete 
Arten“ (Species not at Risk) eingeteilt. Berücksichtigt werden hier ihre Empfindlichkeit gegenüber 
Pestiziden (vor allem Insektiziden) ihre Generationsdauer, ihre Bewegungsfähigkeit und das Vor-
handensein aquatischer Lebensstadien während der Anwendungszeit von Pestiziden [19]. 

Bei den biologischen Beurteilungsmethoden werden, wie bei den in situ-Biotests, Einflüsse verschie-
dener Stressfaktoren integrativ gemessen. Die Methoden können beeinträchtigte Standorte aufzei-
gen. Allerdings ist zu beachten, dass keine oder nur begrenzte Rückschlüsse auf schädliche Fakto-
ren möglich sind. Auch ist die Identifizierung einer Beeinträchtigung erst dann möglich, wenn die 
Schädigung im Ökosystem sichtbar ist; es ist keine Vorhersage möglich. Um eine frühzeitige Erken-
nung gefährdeter Gewässerabschnitte zu ermöglichen sind daher ökotoxikologische Biotests eine 
sinnvolle Ergänzung und Erweiterung der bisher verwendeten Methoden in der Gewässerbewertung. 
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1.3 Ziel dieses Berichtes 

Für die Beurteilung der Wasserqualität ist eine Vielzahl von Biotests verfügbar, die aber derzeit über-
wiegend in der Forschung eingesetzt werden. Der vorliegende Bericht soll einen Überblick über in 
der Regulatorik verschiedener Länder angewendete Biotests geben. Des Weiteren soll aufgezeigt 
werden, welche zusätzlichen geeigneten Biotest-Methoden zur Beurteilung der Wasserqualität exis-
tieren; hierzu zählen: 

 Standardisierte Biotests 

 Vielfach angewendete aber nicht standardisierte Biotests 

 Vielversprechende Methoden aus der Forschung 

Im Bericht wird eine Empfehlung geeigneter Methoden für kantonale Gewässerschutzfachstellen, 
private Labors und weitere Experten aus der Praxis des Gewässerschutzes gegeben. Neben einem 
Überblick verfügbarer Methoden werden ausgewählte, für die Praxis geeignete, Methoden vergli-
chen. Diese wurden bezüglich ihrer Anwendbarkeit als Messmethoden zur Beurteilung der Wasser-
qualität miteinander verglichen. Zudem wird grob aufgezeigt, welche dieser Biotests für welche Fra-
gestellungen geeignet sind, welcher Aufwand bei der Anwendung der Methoden anfällt, welche 
Schwachpunkte und Stärken diese Tests aufweisen und was für Aussagen und Resultate zu erwar-
ten sind. Soweit für das allgemeine Verständnis der Empfehlung notwendig, werden folgende Ele-
mente illustrativ, kurz und allgemeinverständlich zusammengefasst: 

 Ergebnisse einer Literaturrecherche, einer Expertenbefragung und eines Experten-
workshops 

 Handlungsbedarf für Validierung, Forschung und Entwicklung. 

Abb. 2 gibt einen Überblick über Beurteilungsmethoden für Wasserqualität und zeigt auf, in welchen 
Kapiteln sie behandelt werden. 
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Abb. 2: Überblick über Methoden zur Beurteilung der Wasserqualität und die Struktur des Berichts.  
Helle Kästen zeigen die Beurteilung einer Umweltprobe basierend auf chemischen Messungen  – Dunkle Kästen zeigen 
das vorgeschlagene Vorgehen für die Beurteilung einer Umweltprobe basierend auf Biotests. Der Fokus des Berichts liegt 
auf der Beurteilung von Kläranlagenausläufen und Oberflächengewässern basierend auf ökotoxikologischen Biotests. 
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2 Grundlagen für eine Biotest-basierte Untersuchung der Was-
serqualität 

 Kriterien für die Auswahl geeigneter Biotests  

Um aus der Vielzahl vorhandener Biotests geeignete Verfahren für die Gewässerbeurteilung auszu-
wählen, wurden folgende Kriterien definiert: 

1. Anwendbarkeit für Umweltproben 

2. Empfindlichkeit 

3. Robustheit 

4. Grad der Validierung / Standardisierung 

5. Kosteneffizienz und gute routinemässige Anwendbarkeit 

6. Anwendbarkeit in Gewässerschutzlaboren und privaten Laboren 

Des Weiteren wurde berücksichtigt:  

 Interpretierbarkeit: Kann der Test zwischen akzeptablen und inakzeptablen Bedingungen 
auf eine wissenschaftliche und gerichtsfeste Art und Weise entscheiden? 

 Relevanz: Kann ein Bezug zu negativen Effekten auf anderen biologischen Organisations-
ebenen hergestellt werden? 

 Vorausschauende Eigenschaften: Lässt der Test Rückschlüsse auf Effekte zu, bevor 
schwere Schädigungen auftreten (Frühwarnsystem)? 

In Anhang 1 finden sich weitere Details zu den Beurteilungskriterien und in Anhang 2 Informationen 
zu Probenahme, Probentransport und Probenlagerung für die Biotests, da dies zentral für die Durch-
führung der Tests ist. 

 Klassierung von Biotests 

Zur Bestimmung der Wasserqualität können, wie in Kapitel 1 beschrieben, in vitro-, in vivo- und in 
situ-Testmethoden eingesetzt werden. 

In vitro-Biotests basieren auf spezifischen zellulären Mechanismen und messen spezifische Grup-
pen von Schadstoffen mit gleichen Wirkmechanismen. In diesen Tests werden Zellkulturen, trans-
gene Bakterien oder Hefezellen eingesetzt, um z.B. Veränderungen in der Rezeptoraktivierung oder 
von Enzymfunktionen zu messen. Hierzu zählen endokrine, gentoxische, oder mutagene Effekte o-
der eine Hemmung der zellulären Signalübertragung [20]. Dahingegen werden Ex vivo-Biotests mit 
Gewebe- oder Organkulturen durchgeführt, die aus Organismen isoliert wurden. Die Dauer dieser 
Tests erstreckt sich in der Regel von wenigen Minuten auf wenige Tage. Häufig werden konzentrierte 
Proben für die Tests eingesetzt. Die Vorhersagbarkeit von Effekten auf höheren biologischen Ebe-
nen ist aufgrund der gewonnenen Daten begrenzt. Wo entsprechende wissenschaftliche Erkennt-
nisse vorliegen, kann jedoch eine Verbindung von in vitro-Effekten mit schädlichen Auswirkungen 
auf Populationsebene hergestellt werden. In vitro-Biotests für östrogen-aktive Stoffe sind hier ein 
gutes Beispiel [8].  

In vivo-Biotests dienen zur Untersuchung von Schadstoffeffekten auf ganze Organismen. Sie sind 
häufig validiert und standardisiert und werden mit Testarten verschiedener trophischer Ebenen (Er-
nährungsstufen) (z.B. Algen, höhere Wasserpflanzen, Wirbellose, und Fische) durchgeführt. Gemes-
sene Parameter sind beispielsweise: Wachstum, Fortpflanzung, Frassaktivität und Sterblichkeit [20]. 
Standard-Biotests werden häufig mit Modellarten durchgeführt, die leicht zu züchten und zu hältern 
sind, allerdings sind sie womöglich nicht immer repräsentativ für einheimische Arten [8]. Solche Bi-
otests werden in einigen Ländern bereits seit Jahrzehnten zur Untersuchung der Wasserqualität ver-
wendet (z.B. Deutschland, USA). In vivo-Biotests erfassen die Wirkung aller Substanzen in einer 
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Wasserprobe, auf die diese Organismen empfindlich reagieren, können aber keine bzw. nur begrenzt 
Auskunft über die, für die schädigende Wirkung verantwortliche(n), Stoffklasse(n) geben. Dies kann, 
u.a. in In vivo-Biotests, nur mit Hilfe von weiteren Untersuchungen spezifischer biochemischer Ef-
fekte, sogenannten Biomarkern (s.u.), erfolgen. Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Empfindlichkeit 
und Dauer der Tests: Wenn z.B. die Auswirkungen von Mikroverunreinigungen zeitnah erfasst wer-
den sollen, sind in vitro-Biotests mit aufkonzentrierten Proben häufig empfindlicher und schneller als 
in vivo-Biotests. Je nach Testdauer unterscheidet man zwischen akuten und chronischen Tests: 
Akute Tests dauern in der Regel Stunden bis zu wenigen Tagen, chronische Tests von Tagen bis zu 
mehreren Monaten, je nach Lebenszyklus des Testorganismus. Bei chronischen Tests werden meist 
sublethale Parameter bestimmt, wie z.B. Schlupf, Nachkommenzahl oder Schwimmverhalten, aber 
auch Sterblichkeit. Eine Biotestbatterie mit verschiedenen in vivo-Biotests beinhaltet häufig Organis-
men mehrerer trophischer Ebenen, z.B. Algen, Wasserflöhe und Fische. Neben Tests mit einzelnen 
Arten können auch Tests mit mehreren Arten durchgeführt werden, bei denen dann komplexere In-
teraktionen, wie z.B. das Räuber-Beute-Verhalten oder Konkurrenz, untersucht werden können. 

In situ-Biotests erfassen Effekte auf Organismen direkt im Ökosystem. Es existieren ver-
schiedenste In situ-Methoden. Meist werden die Organismen in Käfigen im zu untersuchenden Ge-
wässer ausgebracht [21] oder in Bypässen im Durchfluss gegenüber Flusswasser exponiert [22] und 
ihre Reaktion auf vorhandene abiotische Umweltfaktoren gemessen. Dazu zählt, neben z.B. Tem-
peratur, pH-Wert, Nährstoffen und Sauerstoffgehalt, auch die Belastung mit Umweltchemikalien. Die 
Dauer der Tests kann von einer Woche bis zu mehreren Monaten variieren. Hierdurch wird eine hohe 
ökologische Relevanz gewährleistet. Allerdings ist die Interpretation der Ergebnisse solcher Biotests 
schwieriger als bei In vitro- und In vivo-Biotests, da sie nicht unter kontrollierten Laborbedingungen 
durchgeführt werden und die gemessenen Effekte verschiedene Ursachen haben können. Sie sind 
in der Regel mit einem relativ hohen finanziellen und personellen Aufwand verbunden und schwierig 
zu standardisieren [8]. 

Biomarker können ebenfalls zur Messung von subletalen Effekten in Organismen dienen. Sie sind 
definiert als molekulare zelluläre, physiologische oder biochemische Veränderungen im Organismus, 
die durch äussere Stressfaktoren hervorgerufen werden [23]. Man unterscheidet hier oft zwischen 
Effekt- und Expositions-Biomarkern. Effekt-Biomarker geben Auskunft über den Gesundheitszu-
stand des Organismus, lassen aber keine Rückschlüsse auf verursachende Faktoren zu. Dahinge-
gen kann mit Expositions-Biomarkern vor allem die verursachende Stoffklasse identifiziert werden. 
Beispielsweise deutet eine erhöhte Konzentration von Vitellogenin (Vorläufer des weiblichen Eidot-
terproteins) bei Jungfischen oder männlichen Fischen auf eine Belastung mit östrogen-aktiven Stof-
fen hin [20] und erhöhte Konzentrationen von Metallothionein geben einen Hinweis auf eine Belas-
tung mit bioverfügbaren Schwermetallen [24]. 

Gemeinschaftsindices dienen zur Erfassung von Effekten auf Ebene der Lebensgemeinschaft. Sie 
geben Auskünfte über die Gesundheit des Ökosystems im beprobten Gewässerabschnitt und integ-
rieren alle Effekte die auf die Organismen wirken. Bei in situ-Biotests werden eher kurzfristige Effekte 
gemessen, wohingegen Gemeinschaftsindices langfristige Effekte, die auch über mehrere Organis-
mengenerationen hinweg reichen können, aufzeigen. Beispiele für Gemeinschaftsindices sind der 
Index biologischer Integrität (IBI) [25] oder der SPEcies At Risk (SPEAR)-Index [19]). 

Detaillierte Hintergrundinformationen zu den verschiedenen Testmöglichkeiten finden sich in [8]. 
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 Auswertung und Interpretation von Biotestdaten 

Das folgende Kapitel gibt einen Überblick über häufig angewendete Methoden zur Auswertung und 
Interpretation von Biotestdaten. 

Die in den Biotests gemessenen Parameter wie Rezeptoraktivität, Zellzahl und Zellvitalität werden 
als Endpunkte bezeichnet. Toxizitätsparameter, die mit Hilfe statistischer oder mathematischer Me-
thoden berechnet werden, dienen dazu, die Toxizität für die jeweiligen Endpunkte auszudrücken. 
Folgende Toxizitätsparameter können für Biotests mit gängigen Programmen wie Microsoft Excel 
oder einem Statistikprogramm (z.B. GraphPad Prism) berechnet werden (Abb. 3): 

ECx Die ECx ist die Konzentration (oder % der Probe) bei der x% (z.B. 10, 20 oder 50%) des 
maximal induzierbaren Effekts erreicht werden (z.B. Bindung an den Östrogenrezeptor). 
Der EC50 wird eher für akute Tests, der EC10 für chronische Testendpunkte verwendet. 
Die Berechnung erfolgt mit Hilfe einer Regressionsanalyse und gibt, zusätzlich zum je-
weils abgeleiteten Toxizitätsparameter, ein Konfidenzintervall (i.d.R. 95% Konfidenzinter-
vall) an. Dieses gibt den Konzentrationsbereich wieder, in dem die tatsächliche Konzent-
ration mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% liegt (Abb. 4A). 

Je niedriger der ECx-Wert, d.h. je niedriger die ermittelte Konzentration ist, bei der x% 
Effekt auftritt, desto toxischer ist die untersuchte Substanz oder Probe. 

NOEC Die NOEC (No Observed Effect Concentration) ist die höchste getestete Konzentration, 
die noch keinen statistisch signifikanten Effekt im Vergleich zur Kontrolle bewirkt. Dieser 
Parameter wird vor allem für chronische Testendpunkte verwendet (Abb. 4A). 

LOEC Die LOEC (Lowest Observed Effect Concentration) ist die niedrigste getestete Konzent-
ration die einen statistisch signifikanten Effekt im Vergleich zur Kontrolle hervorruft (Abb. 
4A). 

TEQ/BEQ Die toxische Äquivalenzkonzentration (TEQ) (je nach Testendpunkt auch bioanalytische 
Äquivalenzkonzentration (BEQ) genannt [26]) ist definiert als jene Konzentration einer 
Referenzsubstanz, die den gleichen Effekt wie die Umweltprobe hat (z.B. [27]). Die Re-
ferenzsubstanzen variieren je nach gemessenem spezifischem Endpunkt. Somit kann 
eine (toxische) Potenz (oder Toxizitätsmenge) einer Mischung als Konzentration einer 
Referenzsubstanz ausgedrückt werden (Abb. 4B). 

Je höher der TEQ- bzw. BEQ-Wert, desto toxischer ist die untersuchte Probe. 

 

A 
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B

Abb. 3: Beispiel einer Dosis-Wirkungsbeziehung mit den Toxizitätsparametern NOEC, LOEC und EC50. 

◊ Kontrolle, ◊ Behandlung, * signifikante Unterschiede zur Kontrolle (Abb. 3A). Abb. 3B zeigt die Ableitung von 
Toxizitäts-Äquivalenzkonzentrationen (TEQs) bzw. bioanalytischen Äquivalenzkonzentrationen (BEQ) durch 
den Vergleich der Effektkonzentrationen einer Umweltprobe mit jener einer Referenzsubstanz, z.B. 17β-Estra-
diol. Die TEQ bzw. BEQ ist definiert als jene Konzentration der Referenzsubstanz, die den gleichen Effekt hat 
wie die Umweltprobe. NOEC No observed effect concentraton, LOEC lowest observed effect concentration, 
EC Effektkonzentration, LC Lethale Konzentration. 

 Qualitätskontrolle und Qualitätssicherung 

Die Durchführung und Auswertung von ökotoxikologischen Biotests ist in der Regel in internationalen 
Richtlinien festgelegt und wird auf Stufe Labor im Rahmen von Standardarbeitsanweisungen (Stan-
dard Operational Procedure, SOP) umgesetzt. Eine Standardisierung von Biotests erfolgt durch in-
ternationale Standardisierungsorganisationen wie beispielsweise die OECD (Organisation for Eco-
nomic Co-operation and Development, www.oecd.org) (Biotests zur Chemikalientestung), die ISO 
(International Organisation for Standardisation, www.iso.org) (Biotests zur Untersuchung von Um-
weltproben), AFNOR (Association française de normalisation, www.afnor.org) oder ASTM Internati-
onal (American Society for Testing and Materials, www.astm.org). 

Zur Qualitätssicherung sind in den Richtlinien sogenannte Validitätskriterien definiert, die eingehal-
ten werden müssen, damit ein Test Gültigkeit hat. Übersteigt zum Beispiel die Variabilität in der 
Kontrolle einen bestimmten Prozentsatz oder tritt bei der Positivkontrolle nicht der erwartete Effekt 
auf, wird der Test als ungültig gewertet und muss wiederholt werden. Unter Positivkontrollen versteht 
man die Untersuchung von definierten Referenzsubstanzen von denen der Effekt, den sie in der 
Zelle bzw. im Organismus auslösen, bekannt ist. Beispiele hierfür sind eine 20 - 80%ige Hemmung 
des Wachstums von einzelligen Grünalgen, oder eine Aktivierung des Östrogenrezeptors im Hefe-
zellöstrogentest. Diese Positivkontrollen werden bei Biotests in regelmässigen Abständen zur Qua-
litätskontrolle untersucht.  

Für eine Standardisierung müssen die Biotests eine strenge Prüfung durchlaufen. Die Reproduzier-
barkeit und Variabilität der Verfahren wird in Ringtests mit mehreren internationalen Laboratorien 
geprüft. Hierfür untersuchen alle Labore die gleichen Proben mit dem gleichen Testsystem. Basie-
rend auf den Ergebnissen wird die Richtlinie fertig ausgearbeitet und die Validitätskriterien definiert.  
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3 Biotestbasierte Erhebungs- und Beurteilungsmethoden  

3.1 In der Regulatorik verwendete Methoden  

Biotests werden in einigen Ländern (z.B. Deutschland, Österreich, den USA und teilweise auch der 
Schweiz) bereits zur Bewertung der Giftigkeit von Abwässern, Oberflächengewässern oder Sedi-
menten eingesetzt. Hierfür werden vor allem in vivo-Biotestbatterien mit Testorganismen verschie-
dener trophischer Stufen angewendet. In vitro-Biotests werden gegenwärtig kaum eingesetzt: In 
Schweden wird ein in vitro-Biotest zur Bestimmung östrogen-aktiver Stoffe für die Abwasserprüfung 
verwendet und in Deutschland wird ein Test zur Ermittlung von Gentoxizität (Umu-Test) hierfür ein-
gesetzt (siehe Tab. 2). 

Die biologische Prüfung von Abwasser mit explizierter Angabe der Testmethoden ist in einigen we-
nigen Ländern schon in der nationalen Gesetzgebung reguliert (Deutschland, Kanada, USA). In den 
übrigen untersuchten Ländern sind die Gesetzestexte offener formuliert und die Prüfung von Abwäs-
sern wird in Richtlinien der Umweltbehörden geregelt. Tab. 2 und 3 geben einen Überblick über die 
in den EU-Ländern, den USA, Kanada und Australien/Neuseeland eingesetzten Testsysteme zur 
Überprüfung und Zulassung von industriellen und kommunalen Abwassereinleitungen. In Frankreich 
werden Biotests zur Beurteilung der Wasserqualität verwendet. Allerdings sind bisher keine Tests 
gesetzlich vorgeschrieben und daher auch nicht in der Tabelle aufgeführt. 

In der Schweiz sind bisher keine Biotests in der Gesetzgebung vorgeschrieben, allerdings werden 
(öko)toxikologische Wirkungen in einzelnen Richtlinien erwähnt. Laut der technischen Verordnung 
für Abfall (TVA) [28] ist nachzuweisen, dass bestimmte Eluate nicht toxisch auf Bakterien wirken 
(z.B. im Belebtschlamm- [29] oder Nitrifikantentest [30]). In der Altlastenverordnung [31] werden 
ökotoxikologische Untersuchungen ebenfalls erwähnt, allerdings werden sie nicht genauer spezifi-
ziert. Laut Schweizerischer Gewässerschutzverordnung (GSchV, SR 814.201; Art. 1) [6] sollen ober- 
und unterirdische Gewässer vor nachteiligen Einwirkungen geschützt werden, ebenso soll eine nach-
haltige Nutzung der Gewässer ermöglicht werden. Bei den ökologischen Zielen, die in Anhang 1 (Art. 
1(3)) definiert sind, ist u.a. festgehalten, dass Stoffe, die die Gewässer verunreinigen und durch 
menschliche Tätigkeit ins Wasser gelangen können, keine nachteiligen Einwirkungen auf die Le-
bensgemeinschaften von Pflanzen, Tieren und Mikroorganismen und auf die Nutzung der Gewässer 
haben dürfen.
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Tab. 2: Überblick über in verschiedenen EU-Ländern in der Regulatorik verwendete Biotests. 
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3
5  

Primärproduzenten Akuter/Chronischer Wachstumshemmtest mit Algen            

Akuter/Chronischer Wachstumshemmtest mit Was-
serlinsen (Lemna) 

  
         

Primärkonsumenten Akuter Test mit Wasserflöhen (Daphnia)            

Chronischer Fortpflanzungstest mit Wasserflöhen 
(Daphnia) 

  
         

Sekundärkonsumenten Akuter Fischtest            

Tests mit Eiern/Embryonen/Larven von Fischen            

Zweigenerationentest mit Zebrafischen            

Destruenten Akuter Leuchtbakterientest            

Wachstumstest mit Bakterien (Pseudomonas putida, 
Photobacterium phosphoreum) 

  
         

Respirationshemmtest (OECD 209)            

Nitrifikationshemmtest (ISO 9509)            

In vitro-Biotests Umu-Test            

Yeast Estrogen/Androgen Screen (YES/YAS)            

[32] OSPAR Commission; [33] Bundesministerium der Justiz; [34] Bundesminister für Land- und Forstwirtschaft; [35] Environment Agency; [36] Cohiba; [37] Bundesministrium 
der Justiz; [38] Enterprise Ireland  
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Tab. 3: Überblick über in Nicht-EU-Ländern in der Regulatorik verwendete Biotests. 

Ernährungsebene Test 
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Primärproduzenten Chronischer Wachstumshemmtest mit Algen      

Chronischer Wachstumshemmtest mit Wasserlinsen (Lemna)      

Primärkonsumenten Akuter Test mit Wasserflöhen (Daphnia sp./ Ceriodaphnia dubia)      

Chronischer Fortpflanzungstest mit Wasserflöhen (Daphnia sp./ Ceriodaphnia dubia)      

Akuter Test mit Flohkrebsen (Amphipoden)      

Sekundärkonsumenten Tests mit Eiern/Embryonen/Larven von Fischen      

Akuter Fischtest      

Destruenten Akuter Leuchtbakterientest      

Respirationshemmtest (OECD 209)      

Nitrifikationshemmtest (ISO 9509)      

[39] US EPA; [40-42] Canada; [43] ANZECC und ARMCANZ; [44] Hall und Golding; [28] Schweizerischer Bundesrat 

 

Anhang 3 gibt einen Überblick über die Situation in einzelnen Ländern. 
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Im Folgenden werden die angewendeten Testsysteme im Überblick dargestellt und bezüglich ihrer Eigenschaften miteinander verglichen (Tab. 4 und Tab. 5).  

Tab. 4: In vitro-Biotests: Überblick über in der Regulatorik verwendete Biotests, Testorganismen und messbare Effekte.  

Aufwand: + gering ++ mittel +++ hoch ++++ sehr hoch 

Effektklasse Test Organismus/Zelllinie Messbarer Effekt 
(Endpunkt) 

Testdauer Aufwand Bemerkungen Richtlinie oder 
Referenz 

Testsysteme basierend auf spezifischen zellulären Mechanismen / in vitro-Biotests 

Gentoxizität Umu-Test1 

 

Salmonella typhimurium 
(gentechnisch verändert) 

Induktion der SOS-
Antwort der Zelle 

36 h ++  [45] 

Östrogene und 
Androgene Effekte 

Yeast Estrogen Screen 
(YES)1 

 

Hefe (Saccharomyces 
cerevisiae) (gentechnisch 
verändert) 

Östrogene Effekte 
(Rezeptorbindung) 

96 h ++  [46] 

Yeast Androgen Screen 
(YAS)1 

Hefe (Saccharomyces 
cerevisiae) (gentechnisch 
verändert) 

Androgene Effekte 
(Rezeptorbindung) 

96 h ++  [47] 

1 Kommerzielle Testkits erhältlich  
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Tab. 5: In vivo-Biotests: Überblick über in der Regulatorik verwendete Biotests, Testorganismen und messbare Effekte. 
Aufwand: + gering ++ mittel +++ hoch ++++ sehr hoch 

Organismen-
Gruppe 

Test Organismus/Zelllinie Messbarer Effekt  
(Endpunkt) 

Testdauer Aufwand Bemerkungen Richtlinie oder 
Referenz 

Standardisierte Testsysteme / in vivo-Biotests im Labor 

Akute Tests 

Bakterien Bakterien-Lumineszenz-
hemmtest 
(Leuchtbakterientest) 
(Microtox®, Lumistox®)1 

Leuchtbakterien (Aliivibrio 
fischeri) 

Störung der ATP-Bildung 
(Hemmung der 
Biolumineszenz) 

30 min +  [48] 

Atmungshemmtest Mikroorganismen aus 
Belebtschlamm 

Atmungsrate / 
Sauerstoffaufnahme bei 
Oxidation von Kohlenstoff und 
Ammonium 

30 min - 
3 h 

++  [29] 

Nitrifikationshemmtest Mikroorganismen aus 
Belebtschlamm 

Nitrifikationsaktivität 3 - 24 h ++  [30] 

Krebstiere Akute Daphnientests Daphnia magna1 Immobilisierung (= Sterblichkeit) 24/48 h ++  [49], [50], [51] 

Daphnia magna, Daphnia pulex Immobilisierung 24 - 96 h ++ Erneuerung der 
Testlösungen alle 2 Tage 
verlangt 

[52] 

Ceriodaphnia dubia Immobilisierung 24 - 96 h ++ Erneuerung der 
Testlösungen alle 2 Tage 
verlangt 

[52] 

Ceriodaphnia dubia Immobilisierung 72 h ++ Statisch [44] 

Akuter Amphipodentest Paracalliope fluviatilis Sterblichkeit 48 h ++ Statisch [44] 

1 Kommerzielle Testkits erhältlich  
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Tab. 5 Fortsetzung: In vivo-Biotests: Überblick über in der Regulatorik verwendete Biotests, Testorganismen und messbare Effekte. 
Aufwand: + gering ++ mittel +++ hoch ++++ sehr hoch 

Organismen-
Gruppe 

Test Organismus/Zelllinien Messbarer Effekt  
(Endpunkt) 

Testdauer Aufwand Bemerkungen Richtlinie oder 
Referenz 

Fische Akute Fischtests Cyprinus carpio, Danio rerio, 
Lepomis macrochirus, 
Oncorhynchus mykiss, Oryzias 
latipes, Pimephales promelas, 
Poecilia reticulata 

Sterblichkeit 96 h ++ Statisch [53-55] 

Cyprinella leedsi, Pimephales 
promelas 

Sterblichkeit 24 - 96 h ++ Erneuerung der 
Testlösungen alle 2 Tage 
verlangt 

[52] 

Oncorhynchus mykiss, Salvelinus 
fontinalis 

Sterblichkeit 24 - 96 h ++ [52] 

Gobiomorphus cotidianus Sterblichkeit 96 h ++ Statisch [44] 

Chronische Toxizität/Toxizität auf empfindliche Lebensstadien 

Bakterien Zellvermehrungs-
hemmtest 

Pseudomonas putida Wachstum (Optische Dichte) 16 h ++ Statisch, eher 
unempfindlich 

[56] 

Zellvermehrungs-
hemmtest 

Photobacterium phosphoreum Wachstum (Optische Dichte) 7 h ++ Statisch [57] 

Algen Grünalgen-
Wachstumstests1 

Desmodesmus subspicatus, 
Pseudokirchneriella subcapitata  

Wachstum (Zellzahl) 72 h ++ Statisch, für 
antibiotikabelastete 
Proben können auch 
Cyanobakterien 
verwendet werden 

[58, 59] 

Pseudokirchneriella subcapitata Wachstum (Zelldichte) 72 h ++ Statisch [60] 

Pseudokirchneriella subcapitata Wachstum (Zellzahl, Biomasse, 
Chlorophyllgehalt, Optische 
Dichte) 

96 h ++ Statisch [61] 

Pseudokirchneriella subcapitata Wachstum (Zellzahl, Optische 
Dichte) 

72 h ++ Statisch, in 
Mikrotiterplatte 

[44, 62] 
 

1 Kommerzielle Testkits erhältlich  
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Tab. 5 Fortsetzung: In vivo-Biotests: Überblick über in der Regulatorik verwendete Biotests, Testorganismen und messbare Effekte. 
Aufwand: + gering ++ mittel +++ hoch ++++ sehr hoch 

Organismen-
Gruppe 

Test Organismus/Zelllinie Messbarer Effekt  
(Endpunkt) 

Testdauer Aufwand Bemerkungen Richtlinie oder 
Referenz 

Höhere 
Wasserpflanzen 

Wasserlinsen-
Wachstumstests 

Kleine Wasserlinse (Lemna 
minor) 

Wachstum (Anzahl der 
Fronds/Blättchen und Biomasse) 

7 d ++ statisch/semi-statisch [63, 64] 

Krebstiere Chronische 
Daphnien-
Fortpflanzungstests 

Wasserfloh (Ceriodaphnia 
dubia) 

Fortpflanzung, Sterblichkeit 7 d +++  [65]  

max. 8 d +++ tägliche Erneuerung der 
Testlösungen verlangt 

[61, 66] 

Wasserfloh (Daphnia magna) Fortpflanzung, Sterblichkeit 21 d +++(+) Erneuerung der 
Testlösungen 3-mal 
wöchentlich 

[67] 

Fische Fischeitest Zebrabärbling (Danio rerio) Sterblichkeit, letale Endpunkte 48 h + in Mikrotiterplatten [68] 

Early Life Stage 
Toxicity Tests 

Danio rerio Sterblichkeit, Schlupfrate 10 - 14 d +++ semi-statisch (täglich) [69] 

Pimephales promelas Sterblichkeit, Gewicht 7 d +++ tägliche Erneuerung der 
Testlösungen verlangt 

[61, 70] 

Pimephales promelas Sterblichkeit, Deformationen 7 d +++ tägliche Erneuerung der 
Testlösungen verlangt 

[61] 

Oncorhynchus mykiss Sterblichkeit, Gewicht, 
Deformationen, Verhalten 

7 - ~70 d ++++ semi-statisch oder im 
Durchfluss 

[71] 

Fisch-
Zweigenerationen-
test 

Cyprinodon variegatus, Danio 
rerio, Oryzias latipes, 
Pimephales promelas 

Befruchtung der Embryonen, 
Entwicklung, sexuelle Reifung, 
Wachstum, Fortpflanzung, 
Bestimmung gonadosomatischer 
Index, Histologie der Gonaden, 
Vitellogenin-Konzentration, 
Hormonkonzentrationen 

min. 180 d +++++ semi-statisch oder im 
Durchfluss 

[72] 
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Um aus der Vielzahl der derzeit verfügbaren Tests diejenigen auszuwählen, die gegenwärtig für eine 
Beurteilung der Wasserqualität geeignet sind, wurden vom Oekotoxzentrum eine Expertenbefragung 
und ein Expertenworkshop durchgeführt. Detaillierte Informationen finden sich im zusammenfassen-
den Bericht zu den Ergebnissem der Expertenbefragung und des Expertenworkshops [3]. 

Bisher in der Regulatorik verwendete Biotests beziehen sich vor allem auf die Erfassung von allge-
meiner Toxizität, sowie von herbiziden und reproduktionstoxischen Wirkungen. In diesem Be-
reich wurden insgesamt acht in vivo-Biotests als geeignet für die Beurteilung von Abwasser- und 
teilweise auch Gewässerqualität erachtet: 

1. Algen-Wachstumshemmtest [73] 

2. Algen-Photosynthesehemmtest [74, 75] 

3. Wasserlinsen (Lemna sp.)-Wachstumshemmtest [63] 

4. Akuter Test mit Wasserflöhen (Daphnia sp.) zur Beurteilung der Sterblichkeit [49] 

5. Test mit Bachflohkrebsen (Gammarus sp.) zur Untersuchung von Frassaktivität [76] 

6. Chronischer Fortpflanzungstest mit Wasserflöhen (Ceriodaphnia dubia) [65] 

7. Fischei-Test mit Zebrabärblingen (Danio rerio) [68] 

8. Fish early life stage toxicity (FELST)-Test mit Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) 
[77] 

Gesamtbewertung: Der Grossteil dieser Tests wurde bisher vor allem für die Beurteilung von Ab-
wasser eingesetzt. Die Tests mit Algen, C. dubia und Regenbogenforellen wurden bereits bei Ge-
wässerqualitätsbeurteilungen eingesetzt [78]. Vor allem beim Test mit Regenbogenforellen muss der 
Tierschutz beachtet werden. Genehmigungen für solche Tests werden nur mit einer sehr guten Be-
gründung und einem Nachweis des Forschungsnutzens vom Veterinäramt genehmigt. Bach-
flohkrebstest und Algen-Photosynthesehemmtest werden derzeit noch nicht in der Regulatorik ver-
wendet, sind jedoch aufgrund der zugehörigen Wirkmechanismen in diesem Kapitel aufgeführt. Aus-
ser dem Algen-Photosynthesehemmtest und dem Test mit Bachflohkrebsen sind alle oben genann-
ten Tests standardisiert und wurden in Bezug auf Interpretierbarkeit, Relevanz und vorausschauende 
Eigenschaften als gut bewertet.  

Probenvorbehandlung: Alle o.g. Tests sind auf Umweltproben anwendbar. In einzelnen Fällen 
kann eine Probenaufbereitung erforderlich sein, besonders wenn sich absetzende Feststoffe die 
Testergebnisse beeinflussen können. Das ist bei den Tests mit Grünalgen und Wasserflöhen oft der 
Fall. Bei zwei Tests, dem Algen-Wachstumshemmtest und dem Wasserlinsen-Wachstumshemmtest 
können gelegentlich wachstumsfördernde Effekte von Umweltproben beobachtet werden. Der Was-
serlinsentest wurde als geeigneter für die Untersuchung gefärbter Proben erachtet als der Algen-
Wachstumshemmtest, da der Algentest durch suspendierte Feststoffe und die Probenfärbung be-
einflusst werden könnte. Dieser Test ist daher nach Ansicht der Experten gut geeignet für Abwässer 
der Papierindustrie. Es ist geplant, den Wasserlinsen-Wachstumshemmtest für diese Art von Proben 
in die Deutsche Abwasserverordnung aufzunehmen. Für regulatorische Zwecke werden in der Ab-
wasseruntersuchung beide, der Algen- und der Wasserlinsentest, oft parallel angewendet. 

Robustheit und Empfindlichkeit: Sechs der acht diskutierten Testverfahren wurden als robust und 
als leicht für Routinezwecke und in Gewässerschutzlaboren einsetzbar beurteilt. Zwei Tests, der 
Wasserlinsentest und der Fischeitest, wurden als mässig empfindlich und mässig kosteneffizient be-
urteilt. Der nicht standardisierte Frassaktivitätstest mit Bachflohkrebsen wurde als vielversprechend 
angesehen, ebenso wie der fish early life stage toxicity-Test. Allerdings muss, wie oben erwähnt, 
beim Fischtest der Tierschutz beachtet werden. 

Zusätzliche Informationen: Die Mehrzahl der Test wird im Labor durchgeführt. Für den Algen-
Wachstumshemmtest, der gegenwärtig in Erlenmeyerkolben durchgeführt wird, ist eine DIN/ISO-
Richtlinie für einen Mikrotiterplatten-Test in Arbeit mit einem optimierten Medium für Umweltproben. 
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Für den Algen-Photosynthesehemmtest werden mehr Messgeräte benötigt als für den Algen-Wachs-
tumshemmtest. 

Die folgende Tabelle (Tab. 6) zeigt die Beurteilung der vielversprechendsten in vivo-Biotests nach 
den in Kapitel 2.1 aufgeführten Beurteilungskriterien, basierend auf der Einschätzung der Experten. 
Aus Zeitgründen wurden der Frassaktivitätstest mit Bachflohkrebsen und der FELST-Test nicht im 
Detail diskutiert.  
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Tab. 6: In vivo-Biotests zur Erfassung von allgemeiner Toxizität und von herbiziden Wirkungen: Beurteilung von (in der Regulatorik) verwendeten Tests basierend auf ver-
schiedenen Auswahlkriterien.  

1 = gut (in grün), 2 = mässig (in gelb), 3 = schlecht (in rot). n.d. nicht diskutiert 

Kriterien Test 1: 
Algen-Wachs-
tumshemm-

test 

Test 2: 
Algen-Photosynthe-

sehemmtest 

Test 3: 
Lemna sp. 

Wachstums-
hemmtest 

Test 4: 
Akuter 

Daphnia sp. 
Test 

Test 5: 
Gammarus sp.  
Frassaktivitäts- 

Test 

Test 6: 
Chronischer 

Ceriodaphnia dubia 
Fortpflanzungstest 

Test 7: 
Fischeitest 

Test 8: 
Fish early life stage 
toxicity-Test mit Re-

genbogenforellen 
Allgemeine Informationen zum Test 

In situ- oder Labor-
test? 

Labor Labor Labor Labor in situ Labor Labor Labor 

In vitro / in vivo in vivo in vivo in vivo in vivo in vivo in vivo in vivo in vivo 

Wirkmechanismus / 
Endpunkt 

Wachstums-
hemmung 

Photosynthese- und 
Wachstumshemmung 

Wachstums-
hemmung 

Immobilität 
(= Sterblich-

keit) 

Frassaktivität, 
Sterblichkeit 

Hemmung des Popu-
lationswachstums / 
der Fortpflanzung 

Entwick-
lungsstörun-
gen, Sterb-

lichkeit 

Entwicklungsstörun-
gen, Effekte von hor-
monaktiven Stoffen, 

Sterblichkeit 

Allgemeine Überlegungen in Bezug auf die Auswahl von Biotests 

Interpretierbarkeit 1 1 1 1 n.d. 1 1 n.d. 

Relevanz 1 1 1 1 n.d. 1 1 n.d. 

Vorausschauend 1 1 n.d. 1 n.d. 1 1 n.d. 

Evaluation der Biotests in Bezug auf die Auswahlkriterien 

Anwendbar auf Um-
weltproben 

Ja Ja Ja Ja Ja Ja Ja Ja 

Proben-Vorbehandlung (Ja) Ja Nein (Ja) Nein (Ja) Nein (Ja) 

Empfindlichkeit 1 1 2 1-2 n.d. 1 2 n.d. 

Robustheit 1 1 1 1 n.d. 1 1 n.d. 

Grad der Validierung / 
Standardisierung 

1 2 (in Bearbeitung) 1 1 n.d. 1 1 n.d. 

Kosten / Kosteneffizi-
enz 

1 1 2 1 n.d. 2 2 n.d. 

Gute routinemässige 
Anwendbarkeit 

1 1 2 1 n.d. 2 1 2 

Anwendbar in Gewäs-
serschutzlaboren und 
privaten Laboren 

1 1 2 1 n.d. 2 1 n.d. 
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3.2 Vielfach angewendete Biotests und vielversprechende Methoden aus 
der Forschung 

3.2.1 Überblick und Vergleich der Methoden 

Eine Vielzahl von Biotests, die bereits jetzt zur Abwasser- und Gewässerbeurteilung eingesetzt wer-
den, ist noch nicht regulatorisch festgeschrieben. Des Weiteren existieren bereits einige vielverspre-
chende Methoden, die in der Forschung häufig eingesetzt werden. Tab. 7 und Tab. 8 geben einen 
Überblick über die derzeit verwendeten Tests. Die Gruppierung erfolgte nach den in Abb. 4 beschrie-
benen Wirkmechanismen, die im Rahmen der Expertenbefragung als besonders relevant identifiziert 
wurden.  

 

Einen Überblick über vereinzelt auf Umweltproben angewendete Tests geben Tab. 16 und Tab. 17 
im Anhang 4. 

 

Abb. 4: Überblick über wichtige Wirkungen, die mit Biotests erfasst werden können. 
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Tab. 7: In vitro-Biotests, die bereits häufig auf Abwasser und Oberflächengewässer angewendet wurden. 

Aufwand: + gering ++ mittel +++ hoch ++++ sehr hoch 

Effektklasse Bezeichnung Organismus/Zelllinie Messbarer Effekt  
(Endpunkt) 

Testdauer Aufwand Bemerkung Richtlinie oder 
Referenz 

Allgemeine Toxizität 

Zytotoxizität 
 

MTT-Test1 Permanente Zelllinien (z.B. aus 
Leberzellen (Hepatozyten) von 
Regenbogenforellen, RTL-W1) 
oder Primärkulturen von 
Leberzellen 

Lebensfähigkeit von Zellen 
(kolorimetrische Messung der 
metabolischen Aktivität) 

24 h ++ Messung der Bildung von 
Formazan (Umwandlungs-
produkt von MTT-
Tetrazoliumsalz) 

[79] 

Kristallviolett-
Färbung 

Fisch- oder menschliche 
Zellinien 

Intensität der Proteinfärbung (korreliert 
mit Zahl der lebenden Zellen) 

24 h ++  [80, 81] 

Neutralrot-Test 
(NRU)1 

Fisch- oder menschliche 
Zellinien 

Lebensfähigkeit von Zellen 
(Aufnahmefähigkeit eines Farbstoffes in 
Lysosomen, kolorimetrische Messung) 

<3 h ++  [82] 

Laktatdehydro-
genase (LDH)-
Test1 

Menschliche Leberzellen  Lebensfähigkeit von Zellen (Aktivität des 
Enzyms Laktatdehydrogenase (LDH) 
über kolorimetrische (Farbstoff-) Messung 
des LDH-Verlusts von lysierten 
(aufgelösten) Zellen)  

1 h ++  [83, 84]  

Kombinierbarer 
AlamarBlue-, 
CFDA-AM- und 
Neutralrot-Test 

Leberzellen oder 
Kiemenzellinie (RTgill-W1) der 
Regenbogenforelle 

Lebensfähigkeit von Zellen (Messung von 
metabolischer Aktivität (AlamarBlue), 
Membranintegrität und lysosomaler 
Integrität (Neutralrot)) 

24 h ++  [85, 86] 

Endokrine Wirkung 

Endokrine 
Aktivität (EA) 

HEP-Vtg Assay1 Fischleberzellen  

 

Östrogene Aktivität (Messung der 
Produktion von Vitellogenin (Vtg) mit 
ELISA) 

96 h +++  [87] 

Gentoxizität und Mutagenität 

Mutagenität 
(Genmutationen)

Ames-Test1 Salmonella typhimurium 
(gentechnisch verändert) 

Anzahl an rückmutierten Kolonien 
(Anzahl Kolonien) 

48 h ++ Frameshift- und 
Basenaustausch-
Mutationen; Spezifität 
kann mit der Verwendung 
weiterer S. typhimurium-
Linien erweitert werden 

[88] 

1 Kommerzielle Testkits erhältlich   
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1 Kommerzielle Testkits erhältlich  

Tab. 7 Fortsetzung: In vitro-Biotests, die bereits häufig auf Abwasser und Oberflächengewässer angewendet wurden. 
Aufwand: + gering ++ mittel +++ hoch ++++ sehr hoch 

Effektklasse Bezeichnung Organismus/Zelllinie Messbarer Effekt 
(Endpunkt) 

Testdauer Aufwand Bemerkung Richtlinie oder 
Referenz 

Gentoxizität und Mutagenität 

Mutagenität 
(Genmutationen) 

Ames-
Fluktuationstest1 

Salmonella typhimurium 
(gentechnisch verändert) 

Anzahl an rückmutierten Kolonien 
(kolorimetrische Messung) 

48 h ++ Mikrotiterplattenversion des 
klassischen Ames-Tests; 
hat diesem gegenüber 
Vorteile 

[89] 

Mutatox Assay1 Leuchtbakterien (Aliivibrio 
fischeri) 

Anzahl an rückmutierten Kolonien 
(Messung der Biolumineszenz) 

24 h ++  [90] 

Gentoxizität 
(strukturelle DNA-
Schäden) 

Mikrokern-Test1 Zelllinie des Chinesischen 
Hamsters 

Bildung von Mikrokernen (Mikronuklei) 
(mikroskopische Untersuchung) 

3 d +++ kann auch in vivo 
durchgeführt werden 

[91] 

Comet-Assay1 Eukaryotische Zellen DNA-Schäden (über Gel-Elektrophorese) div. ++  [92] 

Aktivität elektrophiler 
Schadstoffe 

Keine Tests vorhanden, die bereits häufig auf Umweltproben angewendet wurden 

Dioxin-ähnliche Effekte 

Dioxin-ähnliche 
Wirkung 

DR-CALUX® In vitro: menschliche 
Zelllinie 

Induktion des Arylhydrocarbon-Rezeptors 
durch Dioxin-ähnlich wirkende Stoffe 

48 h +++ Wird auch viel für 
Lebensmitteldiagnostik 
verwendet 

[93] 

Hepatotoxizität/ 
Detoxifizierung 

EROD Assay In vivo: Human-/Säugetier-
/Fischzellen der Leber;  
in vivo: Fische 

Cytochrom P450 1A1 Induktion als 
Antwort auf chlororganische Schadstoffe 
und PAHs (Fluoreszenzmessung) 

≥24 h +++ Wurde auch schon bei 
Amphibien verwendet 

[94, 95], [96] 

Neurotoxizität 

Neurotoxizität Acetylcholin-
esterase 
(AChE)-
Hemmtest1 

AChE (Enzym) von 
Zitteraal oder Honigbiene 

Acetylcholinesterasehemmung durch 
Organophosphat- und Carbamatinsekti-
zide (fluorometrische Messung) 

Max. 24 h ++ Nachteil: keine 
Unterscheidung zwischen 
spezifischer und nicht-
spezifischer Toxizität durch 
Abbau des Enzyms [11] 

[97] 

Immuntoxizität und oxidativer Stress 

Immuntoxizität Keine Tests vorhanden, die bereits häufig auf Umweltproben angewendet wurden 

Oxidativer Stress Nrf2-Aktivierung Säugetierzelllinien 
(gentechnisch verändert) 

Produktion von Luziferase durch 
oxidativen Stress (Fluoreszenzmessung) 

 ++  [98] 
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Tab. 8: In vivo-Biotests, die bereits häufig auf Abwasser und Oberflächengewässer angewendet wurden. 

Aufwand: + gering ++ mittel +++ hoch ++++ sehr hoch 

Organismen-
gruppe 

Test Organismus/Zelllinie Messbarer Effekt (Endpunkt) Testdauer Aufwand Bemerkungen Richtlinie oder 
Referenz 

Allgemeine Toxizität und herbizide Wirkungen 

Protozoen Akuter Protozoentest1 Tetrahymena 
thermophila/pyriformis 

Wachstumshemmung 24 h ++  [99] 

Rotiferen Test mit Rädertierchen1 Wappen-Rädertier 
(Brachionus calyciflorus) 

Sterblichkeit und Fortpflanzung 24/48 h ++  [100] 

Algen Imaging-PAM Assay Einzellige Grünalgen (z.B. 
Pseudokirchneriella 
subcapitata) 

Hemmung der Photosynthese 
(Quantenausbeute gemessen mit IPAM-
Gerät) 

4.5 h ++  [101] 

 Kombinierter Algentest  Einzellige Grünalgen 
(Pseudokirchneriella 
subcapitata) 

a) Hemmung der Photosynthese nach 
2 h (Herbizide Wirkung) 
(Quantenausbeute der Photosynthese) 

b) unspezifische Wachstumshemmung 
nach 24 h (kolorimetrische Messung) 

24 h ++  [102] 

Krebstiere Akuter Test mit 
Bieberschwanzfeenkrebs1 

Thamnocephalus platyurus Sublethale Endpunkte (1 h), 
Sterblichkeit (24 h) 

1/24 h ++  [103] 

Sterblichkeitstest mit 
Salzkrebschen1 

Artemia franciscana Sterblichkeit 48 h ++ Salz wird zu Süss-
wasserproben hinzugefügt

[104] 

Insekten Akuter Chironomidentest Chironomus sp. Sterblichkeit 48 h ++  [105] 

Chronischer 
Chironomidentest 

Chironomus sp. Larven: Überleben, Wachstum 
Adulte Mücken: Zeit zum Schlupf, 
Anzahl geschlüpfte Mücken 

28 d ++++  [106, 107] 

Gentoxizität und Mutagenität 

Amphibien Mikrokern-Test mit 
Amphibienlarven 

Xenopus laevis oder 
Pleurodeles waltl 

Wie in vitro, aber Organismen in vivo 
exponiert 

> 7 d ++++  [108] 

Endokrine Wirkungen 

Fische Vitellogenin Assay mit 
Fischen 

Blutproben von Fischen Wie in vitro, aber Organismen in vivo 
exponiert 

 ++++ Wild gefangene Fische 
oder Labortests 

[109] 

1 Kommerzielle Testkits erhältlich
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3.2.2 Auswahl und Beurteilung der Biotests 

Für die Auswahl und Beurteilung der vielfach angewendeten Tests wurden ebenfalls die Ergebnisse 
von Expertenbefragung und Expertenworkshop herangezogen. Im Folgenden werden die dort vor-
geschlagenen und diskutierten Tests in Bezug auf die Auswahlkriterien verglichen. Die Aufteilung 
erfolgt anhand der in Abb. 4 aufgeführten wichtigsten Wirkmechanismen. 

3.2.2.1 Östrogene und andere hormonaktive Wirkungen (endokrine Effekte) 

In Bezug auf endokrine Effekte wurden sowohl Tests für Wirbeltiere als auch für Wirbellose diskutiert, 
jedoch sollte, nach Meinung der Experten, die Untersuchung von endokrinen Effekten bei Wirbeltie-
ren derzeit bevorzugt werden. Für Wirbellose sind noch nicht genügend Biotests verfügbar. 

Insgesamt wurden drei Biotests mit mehr oder weniger gleicher Priorität diskutiert: 

- Yeast Estrogen Screen (YES) (in vitro) zur Untersuchung von östrogener Aktivität [46] 

- Verschiedene Tests mit menschlichen Zelllinien (in vitro) zur Untersuchung von endokrinen 
Aktivitäten [93] 

- Vitellogenin als Biomarker für östrogene Effekte in männlichen Fischen (in vivo/in situ) [109] 

Der YES wurde als der gegenwärtig geeignetste Test für die Beurteilung von östrogenen Effekten, 
vor allem in Abwasserextrakten, eingeschätzt, da er relativ einfach durchgeführt werden kann. Er 
wird zurzeit ISO-standardisiert und vereinzelt auch bereits in der Regulatorik eingesetzt [32]. For-
schungslücken bestehen noch bezüglich der Validierung der SPE-Prozedur. Auch Tests mit mensch-
lichen Zelllinien wurden als sehr vielversprechend eingestuft, obwohl deren Durchführung etwas auf-
wändiger ist. Derzeit werden solche Tests ebenfalls im Rahmen der ISO standardisiert. Aufgrund 
des umfangreichen Wissens um die Effekte von östrogen-aktiven Substanzen von der molekularen 
bis hin zur Organismenebene, kann bei beiden Testtypen eine Verknüpfung zu Effekten auf Fische 
hergestellt werden [8]. Um die Interpretierbarkeit der Tests zu verbessern, werden Umweltqualitäts-
kriterien basierend auf Äquivalenzkonzentrationen benötigt. 

Die Verwendung von Biomarkern für östrogene Effekte, wie die Induktion von Vitellogenin in juveni-
len oder männlichen Fischen, ist nach Meinung der Experten höchst relevant. Allerdings können 
solche Biomarker, vor allem aufgrund der hohen Kosten zur Gewinnung von Gewebeproben (Blut, 
Gonaden und/oder Leber), oft nicht für Routinezwecke in Betracht gezogen werden. Zudem fehlen 
Hintergrunddaten für Vitellogenin-Werte in der Umwelt und auch Analysemethoden für viele Arten, 
wodurch derzeit eine robuste Interpretation verhindert wird.  

Tab. 18 im Anhang 5 zeigt die Beurteilung der vielversprechendsten Biotests nach den oben aufge-
führten Auswahlkriterien basierend auf der Einschätzung der Experten. 
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3.2.2.2 Gentoxizität und Mutagenität 

Zur Untersuchung von Gentoxizität und Mutagenität wurden vier gut etablierte Biotests ausgewählt. 
Alle vier Tests werden im Labor durchgeführt. 

Die Diskussion erfolgte mit folgender Priorisierung: 

1. Ames-Fluktuationstest (in vitro) zur Untersuchung von Mutagenität (DNA-Schädigung/Muta-
tionen [89] 

2. Mikrokern-Test zur Untersuchung von Gentoxizität (Chromosomen-Veränderungen) (in vitro 
oder in vivo mit im Freiland gesammelten Organismen) [91, 108] 

3. Umu-Test mit Salmonella typhimurium (in vitro) zur Untersuchung von Gentoxizität (Induk-
tion von DNA-Reparatur) [45] 

4. Comet-Assay zur Untersuchung von Gentoxizität (DNA-Schädigung) (in vivo mit im Freiland 
gesammelten Organismen) [110] 

Gesamtbeurteilung: Der Ames-Fluktuationstest ebenso wie der Mikrokern-Test wurden durch die 
Experten als gut interpretierbar beurteilt. Beim Umu-Test gingen die Meinungen auseinander. Dieser 
ist der einzige Test für Gentoxizität, der bereits in der Regulatorik angewendet wird [33]. Alle drei 
Tests sind standardisiert und wurden als robust beurteilt. Der Comet-Assay wurde als mässig inter-
pretierbar, relevant und robust beurteilt. Dieser Test ist noch nicht standardisiert. 

Relevanz und vorausschauende Eigenschaften: Bei allen Tests zum Nachweis von Gentoxizität 
und Mutagenität muss berücksichtigt werden, dass positive Ergebnisse in den Tests relativ schwierig 
zu kommunizieren sind. Vor allem, da bisher keine Verbindungen der Testergebnisse zu Effekten 
auf höheren biologischen Organisationsebenen oder im Ökosystem hergestellt werden konnte. Die 
Tests können jedoch als Frühwarnsystem für mögliche Effekte auf Individuen dienen. 

Anwendbarkeit für Umweltproben: Alle Tests sind auf Umweltproben anwendbar. 

Proben-Vorbehandlung: Eine Probenvorbehandlung wurde für die Untersuchung von Oberflächen-
gewässer-Proben im Ames-Fluktuationstest als notwendig erachtet. Geeignete Methoden hierfür 
sind jedoch verfügbar, wie z.B. eine Festphasenextraktion mit Oasis HLB-Kartuschen [93]. Ein wich-
tiger zu berücksichtigender Punkt bei aufkonzentrierten Proben ist eine mögliche Zytotoxizität, die 
Effekte in allen drei Tests verdecken kann. 

Empfindlichkeit: Nur der Ames-Fluktuationstest wurde von den Experten als empfindlich genug für 
die Beurteilung der Wasserqualität beurteilt. 

Weitere Anmerkungen: Der Ames- Fluktuationstest wurde als gut geeignet für Screening-Zwecke 
angesehen, wohingegen der Mikrokern-Test für ein vertieftes Umweltmonitoring empfohlen wird. 
Beide Tests sollten komplementär verwendet werden. Der Ames-Fluktuationstest wurde als besser 
geeignet bewertet als der Umu-Test. Er sollte jedoch für Screening-Zwecke jeweils mit und ohne S9-
Aktivierung (Zugabe von Stoffwechselenzymen in einem Leberhomogenat) durchgeführt werden. 
Auch sollten verschiedene Bakterien-Stränge, mit der Fähigkeit zum Nachweis unterschiedlicher 
Genveränderungen (z.B. Punktmutationen), für unterschiedliche Substanzen verwendet werden. Al-
lerdings kann es durch Substanz- und Strang-abhängige Faktoren zu Unterschieden in der Testem-
pfindlichkeit von bis zu einer Grössenordnung kommen. 

Alle weiteren in der Expertenbefragung genannten Testmethoden wurden nur für die Untersuchung 
von Detailaspekten als geeignet erachtet, nicht aber für Routinezwecke. Weitere diskutierte Tests 
waren der Comet-Assay [111], der FCMN(M)N-Test [112], der Mutatox-Test [113], der Schwester-
Chromatid-Austausch (SCE)-Test [114] und der p53-CALUX® [115].  

Das fehlende Wissen über die Umweltrelevanz von Gentoxizität / Mutagenität, ebenso wie mögliche 
Einflüsse von im Test vorhandenem Histidin, wurden als wichtiger Forschungsbedarf identifiziert. 
Tab. 19 im Anhang 5 gibt einen Überblick über die Ergebnisse der Beurteilung.  
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3.2.2.3 Neurotoxizität 

Zur Untersuchung von Neurotoxizität wurden fünf Testsysteme diskutiert: 

1. Acetylcholinesterase (AChE)-Hemmung [116, 117] 

2. Verhalten von Zebrabärblings (Danio rerio)-Embryonen und Larven (z.B. [118-120]) 

3. Beeinträchtigung des Geruchsinns von Fischen (D. rerio, Salmoniden) [121] 

4. Akute und chronische Biotests mit Ceriodaphnia dubia und Hyalella azteca [65, 66, 122] 

5. Zytotoxizitätstests mit Nervenzellen (Neuroblasten (Stammzellen der Nervenzellen), SH-
SY5Y Zellen, MTT-Test) 

Gesamtbeurteilung: Alle Biotests wurden als mässig bis gut in Bezug auf ihre Interpretierbarkeit 
und vorausschauende Eigenschaften beurteilt. Tests mit Embryonen und Larven des Zebrabärblings 
zur Untersuchung von Neurotoxizität durch Verhaltens- und Enzymanalysen sind vielversprechende 
Testmethoden (z.B. [118-120]), die sich jedoch noch in der Entwicklung befinden. Zum Beispiel wer-
den solche Verhaltenstests mit Zebrabärblingsembryonen gerade im Rahmen des DANTOX-Projek-
tes an der Technischen Hochschule Aachen (D) entwickelt (http://www.bio5.rwth-aachen.de/Dan-
Tox/).  

Die Krebstiere C. dubia und H. azteca reagieren besonders empfindlich auf neurotoxische Stoffe. 
Daher sind Tests mit diesen Arten gut für eine Untersuchung neurotoxischer Effekte geeignet, auch 
wenn die Test-Endpunkte nicht Wirkmechanismus-spezifisch sind. 

Die Messung der Aktivität des Enzyms Acetylcholinesterase ist derzeit die einzige standardisierte 
Methode unter den diskutierten Testverfahren [97]. Es sind Methoden verfügbar um die AChE-Akti-
vität in Mikrotiterplatten [116] ebenso wie in Organismen/Gewebeproben zu messen (z.B. [117, 
123]). 

Relevanz: Mit Ausnahme der Tests mit C. dubia und H. azteca wurden die o.g. Tests als mässig 
relevant beurteilt. Der AChE-Test ist gut geeignet wenn Organophosphat- und Carbamat-Insektizide 
die zu betrachteten Stoffe sind, da sie spezifisch die Acetylcholinesterase hemmen.  

Anwendbarkeit auf Umweltproben, Empfindlichkeit und Robustheit: Alle Tests sind auf Umwelt-
proben anwendbar. Für die in vivo-Biotests mit Fischen und Krebstieren (Tests 2 - 4) ist keine Pro-
benaufkonzentrierung nötig. Die Empfindlichkeit der Tests ebenso wie ihre Robustheit wurden gröss-
tenteils als gut beurteilt. Jedoch sind die Tests 2, 3 und 5 noch nicht standardisiert. 

Die Kosten / Kosteneffizienz des AChE-Tests und der Tests mit C. dubia und H. azteca wurde als 
gut bis mässig beurteilt. Diese Tests sind gut für Routinezwecke einsetzbar und können in Gewäs-
serschutzlaboren und privaten Auftragslaboren gut durchgeführt werden. 

Weitere Anmerkungen: Testmethoden zu Untersuchung von Genexpression (qPCR Arrays mit 
Analyse von gezielten Mechanismus-spezifischen Genen) wurden als eine vielversprechende zu-
künftige Methode erwähnt (z.B. [124]); hier besteht allerdings noch viel Forschungsbedarf.  

Tab. 20 im Anhang 5 gibt einen Überblick über die Beurteilung dieser Tests. 
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3.2.2.4 Dioxin-ähnliche Wirkungen 

Zur Untersuchung Dioxin-ähnlicher Effekte wurden nur zwei Biotests als für eine Gewässerbeurtei-
lung potentiell geeignet erachtet. Hierzu gehören Tests mit H4IIE-Zellen (Zelllinie aus Leberkrebs-
zellen) (in vitro) [125] und die Untersuchung des Enzyms EROD (Ethoxyresorufin-O-deethylase), 
das eine wichtige Rolle im Abbau von Dioxin-ähnlich wirkenden Schadstoffen spielt. Diese Tests 
werden überwiegend bei Fischen (in vivo) [126] und in Fischzelllinien (Leberzellen von Regenbogen-
forellen, rainbow trout liver cells, RTL-W1) (in vitro) [95] eingesetzt. 

Gesamtbeurteilung: Beide Biotests wurden als gut bis mässig beurteilt. Ihre Interpretierbarkeit und 
ihre Relevanz wurden als gut bewertet, ebenso wie die Anwendbarkeit auf Umweltproben, ihre Emp-
findlichkeit und Robustheit. Eine Vorbehandlung der Proben ist nötig. Methoden hierfür sind verfüg-
bar. Der Grad der Validierung/Standardisierung der Tests ist gut bis mässig. Bei einigen Tests die 
H4IIE-Zellen verwenden sollten Ringtests durchgeführt werden. Vergleiche zwischen verschiedenen 
Laboren sind für einen Teil der Tests verfügbar. Beide Tests sind mässig gut in Gewässerschutzla-
boren oder privaten Laboren anwendbar. Es sind Zellkultur-Einrichtungen notwendig.  

Weitere Anmerkungen: Zur Diskussion von Tests mit H4IIE-Zellinien [125] wurden alle verfügbaren 
Tests, wie z.B. DR-CALUX® [127], Cyp1A-Test [128], H4IIE-luc [125] und EROD [95], einbezogen, 
da die Experten keine deutlichen Hinweise darauf sahen, dass ein Biotests besser als die Anderen 
ist. Die Hauptunterschiede sind augenscheinlich höhere Kosten in Bezug auf Biotests für die eine 
Lizenz nötig ist, wie z.B. der DR-CALUX®. Tests mit H4IIE-Zellen werden für Screening-Zwecke als 
geeignet erachtet; der EROD-Test mit Fischen ist für das Umweltmonitoring anwendbar. Beide Tests 
sind in ihrer Aussagekraft komplementär. Nach Ansicht der Experten ist weitere Forschung in Bezug 
auf die Interpretation der Ergebnisse aus diesen Tests nötig.  

Tab. 21 im Anhang 5 gibt einen Überblick über die Ergebnisse der Bewertung. 
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3.2.2.5 Immuntoxizität und oxidativer Stress 

Zur Untersuchung von immuntoxischen Wirkungen und oxidativem Stress wurden fünf Biotests aus-
gewählt und diskutiert: 

1. Phagozytose-Aktivität in Muschel-Hämatozyten (ex vivo) (z.B. [129, 130]) oder Säuger-Zel-
linien (in vitro) 

2. Bildung von reaktiven Sauerstoff-Spezies (reactive oxygen species, ROS) (in vitro/ex vivo) 
zur Untersuchung von oxidativem Stress, Katalase-Aktivität / lipid peroxidation [131-133] 

3. Disease challenge-Tests zur Untersuchung der Anfälligkeit für Krankheiten [134] 

4. Immunpathologie zur Untersuchung von verschiedenen klassischen Immunparametern wie 
z.B. B-Zellen, Makrophagen, Proliferation (starke Vermehrung) von Lymphozyten etc. (e.g. 
[135]) 

5. Tests mit Säuger-Zelllinien z.B. Beas-2B-Zelllinien zur Untersuchung der Ausschüttung/Ab-
gabe von Cytokinen (gemessen durch ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) [136]. 

Immuntoxizität und oxidativer Stress hängen eng zusammen, da beispielsweise Schädigungen des 
Immunsystems durch oxidativen Stress hervorgerufen werden können. Auch spielen reaktive Sau-
erstoffspezies, wie z.B. Wasserstoffperoxid oder Singulettsauerstoff, eine wichtige Rolle in der Im-
munantwort selbst (z.B. [137]). 

In dieser Testgruppe wurden in vivo-, ex vivo- und in vitro-Biotests einbezogen. Alle Tests werden 
im Labor durchgeführt. Die Phagozytose-Aktivität kann auch bei im Freiland gesammelten oder in 
situ exponierten Organismen untersucht werden. 

Die Interpretierbarkeit der aufgeführten Tests wurde als mässig bis schlecht beurteilt, ihre Rele-
vanz und vorausschauenden Eigenschaften als mässig. Ausnahmen stellen hier der disease chal-
lenge-Test und der immunpathologische Ansatz dar, die beide als gut beurteilt wurden. 

Anwendbarkeit auf Umweltproben und Probenvorbehandlung: Alle Biotests sind auf Umwelt-
proben anwendbar. Eine Probenvorbehandlung ist nicht nötig. 

Empfindlichkeit und Robustheit der Tests wurden grösstenteils nicht diskutiert oder als fragwürdig 
angesehen. Einzig der Phagozytose-Test wurde als gut bis mässig sensitiv eingestuft. 

Standardisierung: Tests zur Untersuchung von Immuntoxizität sind nicht standardisiert. Einzig ein 
Test zur Messung der Bildung von ROS ist kommerziell verfügbar (OxiSelect™ ROS Assay Kit). 
Diese Art von Stress kann zu Zelltod/-nekrose führen und steht mit Immuntoxizität in Verbindung. 
Der ROS-Bildungstest [138] kann auch die Toxizität von einigen Nanomaterialien bestimmen. 

Kosten und Kosteneffizienz: Alle Tests wurden als relativ teuer eingestuft; teilweise waren die 
Kosten auch nicht bekannt. Der Phagozytose-Test erfordert beispielsweise eine zweiwöchige Expo-
sition im Labor. Das verhindert eine leichte Anwendung für Routinezwecke. Einzig Tests mit Säu-
ger-Zelllinien wurden in Bezug darauf als gut beurteilt. Daher wurde die Anwendbarkeit dieser Tests 
in Gewässerschutzlaboren und/oder privaten Laboren als mässig bis schlecht oder unbekannt 
eingestuft. 

Zusätzliche Informationen/Kommentare: Die Experten waren sich einig, dass weitere Forschung 
nötig ist, um Biotests für die Messung von Immuntoxizität und oxidativem Stress zu entwickeln. Für 
alle diskutierten Tests besteht noch deutlicher Forschungsbedarf. Beispielsweise ist beim Phagozy-
tose-Test ein Vergleich der Ergebnisse zu denen des disease challenge-Tests nötig. Die Phagozy-
tose-Aktivität kann mit Muschel-Haematozyten (Blutkörperchen) (Arten: Mytilis edulis oder Anodonta 
sp.) oder Säuger-Zelllinien durchgeführt werden. Die ex vivo-Empfindlichkeit dieses Tests ist unge-
fähr drei Grössenordnungen höher als die Empfindlichkeit in vitro. Zusammenfassend wurde der 
disease challenge-Test als der vielversprechendste Test zur Untersuchung von Immuntoxizität be-
urteilt, jedoch ist auch hier noch mehr Forschung nötig. Derzeit kann dieser Test nur in Forschungs-
projekten angewendet werden. 
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Insgesamt besteht in diesem Bereich noch erheblicher Forschungsbedarf. Verschiedene Mechanis-
men der Immunantwort können sich gegenseitig beeinflussen, daher ist es für eine Untersuchung 
der Immuntoxizität notwendig, mehrere Endpunkte zu messen. Vielversprechende Ansätze wurden 
durch das National Institute for Public Health and the Environment (RIVM) in den Niederlanden [139, 
140] und dem National Institute of Environmental Health Sciences (NIEHS) in den Vereinigten Staa-
ten von Amerika [141] entwickelt. In situ-Expositionen verbunden mit Genexpressionsanalyse und 
der Erfassung von klassischen Endpunkten, ebenso wie (Art-spezifische) disease challenge-Tests 
wurden als die vielversprechendsten Ansätze identifiziert. Geeignete Organismen zur Untersuchung 
von Immuntoxizität sind Muscheln, Fische und grosse Krebstiere wie z.B. Hummer. Tab. 22 im An-
hang 5 gibt einen Überblick über die Beurteilung. 
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4 Empfehlung von Biotests zur Beurteilung der Wasserqualität 
Um die Wasserqualität anhand von Biotests beurteilen zu können, werden empfindliche, robuste, 
standardisierte und möglichst kosteneffiziente Biotests benötigt. Im folgenden Kapitel wird eine Emp-
fehlung gegeben, welche Biotests bereits so weit entwickelt sind, dass sie zur Gewässerbewertung 
eingesetzt werden können. Aus der Vielfalt der vorhandenen Testsysteme wurden hierfür diejenigen 
ausgewählt, die das grösste Potential haben, bereits jetzt oder in naher Zukunft für eine Beurteilung 
der Wasserqualität eingesetzt zu werden. Die Auswahl basiert auf der in Kapitel 3 dargestellten Be-
schreibung und Beurteilung der Testsysteme. 

Insgesamt zeigten die Ergebnisse von Expertenbefragung und -workshop, dass die Methoden, je 
nach Wirkmechanismus und zugehörigen Biotests, unterschiedlich weit entwickelt sind. So sind Bi-
otests zur Erfassung von allgemeiner Toxizität und von herbiziden Wirkungen am weitesten fortge-
schritten, wohingegen bei Biotests zur Erfassung von Neurotoxizität und Immuntoxizität noch am 
meisten Entwicklungsbedarf besteht. 

Folgende Biotests für die verschiedenen Wirkmechanismen werden empfohlen: 

- Allgemeine Toxizität und herbizide Effekte: Der Algen-Wachstumshemmtest ebenso wie 
der Algen-Photosynthese-Hemmtest wurden als derzeit am besten geeignet erachtet. Diese 
Tests bieten den grössten Nutzen bei relativ geringem Aufwand. Alle weiteren Tests in die-
sem Bereich sind deutlich aufwändiger. Der Algen-Photosynthese-Hemmtest muss aller-
dings noch standardisiert werden. 

- Bei endokrinen Wirkungen wurden Biotests zur Erfassung östrogener Effekte in Wirbeltie-
ren als am Wichtigsten erachtet. In vitro-Biotests, wie der Hefezellöstrogentest (Yeast Est-
rogen Screen) mit menschlichem Rezeptor und Tests mit menschlichen Zelllinien wurden 
priorisiert, ebenso wie Vitellogenin als Biomarker für die Erfassung östrogener Effekte in 
Fischen. Derzeit werden der Hefezellöstrogentest und Tests mit menschlichen Zelllinien zur 
Erfassung östrogener Effekte ISO-standardisiert. Für die Erfassung von Vitellogenin besteht 
noch weiterer Forschungsbedarf. Informationen über Vitellogenin und weitere (ähnliche) Bi-
omarker können im Rahmen von Probenahmekampagnen für andere Zwecke (z.B. Monito-
ring ohne Fokus auf endokrine Effekte) über die Entnahme von Blutproben bei Fischen ge-
wonnen werden. 

- Gentoxizität und Mutagenität: Hier wurden vor allem bereits standardisierte Tests wie der 
Ames-Fluktuationstest und der Mikrokern-Test als geeignet erachtet, wobei der Erste als 
Screening-Methode und der Zweite für ein vertieftes Umweltmonitoring eingesetzt werden 
sollte. Beide Tests sind als komplementär zu betrachten, da sie unterschiedliche Mechanis-
men untersuchen. Bisher wurden noch keine Verbindungen von Testergebnissen zu Effek-
ten auf höheren Organisationsebenen hergestellt. 

- Neurotoxizität: Gegenwärtig gibt es nur einen bewährten und standardisierten in vitro-Bio-
test zur Messung einer neurotoxischen Wirkung, den Acetylcholinesterase-Enzymhemm-
test. Dieser zeigt jedoch ausschliesslich die Wirkung von Organosphosphat- und Carbamat-
Insektiziden an. Verhaltenstests mit Fischen oder Krebstieren sind zwar höchst relevant, 
aber noch im Entwicklungsstadium. Die Messung der Genexpression wurde ebenfalls als 
vielversprechender Endpunkt angesehen. Auch hier besteht noch Forschungsbedarf. 

- Dioxin-ähnliche Wirkung: Zur Erfassung dieser Wirkung wurden zwei geeignete Tests 
identifiziert, die die Aktivierung des Arylhydrocarbon (Ah)-Rezeptors messen: Tests mit 
H4IIE-Zellen ebenso wie ein Test zur Messung der Enzymaktivität von Ethoxyresorufin-O-
deethylase (EROD) in Fischen oder Fischzellinien. Auch hier können Tests mit H4IIE-Zellen 
für ein Screening herangezogen werden, wohingegen die EROD-Messung in Fischen eher 
für das Umweltmonitoring geeignet ist. Beide Tests sollten als komplementär betrachtet wer-
den. 
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- Immuntoxizität und oxidativer Stress: Zur Erfassung von Immuntoxizität gibt es keine ge-
eigneten Tests für die Routineanwendung. Obwohl einige vielversprechende Untersu-
chungsmethoden identifiziert wurden, wie z.B. der disease challenge-Test oder immunpa-
thologische Untersuchungen mit Fischen, sind diese gegenwärtig nur in ausgewählten Pro-
jekten anwendbar. Einzelne Tests zur Erfassung von oxidativem Stress sind verfügbar. 

Ergänzend zu in vitro-, ex vivo- und in vivo-Biotests können in situ-Biotests direkt Effekte im Gewäs-
ser zeigen, z.B. Einflüsse auf die Bildung von Vitellogenin in männlichen oder juvenilen Fischen oder 
auf die Frassaktivität von Bachflohkrebsen. 

Für eine Anwendung im Modul Ökotoxikologie sind, in einem ersten Schritt, Biotests zur Erfassung 
von allgemeiner Toxizität und von herbiziden Wirkungen, ebenso wie für die Erfassung endokriner 
Effekte und von Gentoxizität / Mutagenität am besten geeignet. Biotests zur Messung von dioxin-
ähnlichen Effekten und teilweise auch Neurotoxizität könnten in näherer Zukunft einbezogen werden, 
wohingegen Biotests zur Messung von Immuntoxizität und oxidativem Stress noch deutlich weiter 
entwickelt werden müssen. 

Tab. 9 fasst die Informationen zu den praxistauglichen Tests zusammen. 
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Tab. 9: Zusammenfassung der für eine Anwendung zur Gewässerbeurteilung geeigneten Biotests, Testorganismen und messbaren Effekte.  
Aufwand + gering ++ mittel +++ hoch 

Effektklasse Test Organismus/Zelllinie Messbarer Effekt 
(Endpunkt) 

Testdauer Aufwand Bemerkungen Richtlinie oder 
Referenz 

Testsysteme basierend auf spezifischen zellulären Mechanismen / in vitro-Biotests 

Allgemeine 
Toxizität und 
herbizide Wirkung 

Grünalgen-
Wachstumstest 

Pseudokirchneriella 
subcapitata, Desmodesmus 
subspicatus 

Wachstum (Zellzahl)  72 h ++ statisch [58] 

Kombinierter Algentest Pseudokirchneriella 
subcapitata 

a) Hemmung der Photosynthese nach 
2 h (Herbizide Wirkung) 
(Quantenausbeute der Photosynthese) 
b) unspezifische Wachstumshemmung 
nach 24 h (kolorimetrische Messung) 

24 ++ statisch [102] 

Östrogene Effekte Yeast Estrogen Screen 
(YES)1 

Hefe (Saccharomyces 
cerevisiae) (gentechnisch 
verändert) 

Östrogene Effekte (Rezeptorbindung) 96 h ++  [46] 

Reportergentests mit 
menschlichen Zelllinien 

Menschliche Zelllinie 
(gentechnisch verändert) 

Östrogene Aktivität (Rezeptorbindung 
führt zu Biolumineszenz) 

48-72 h ++  Reviews: [142, 
143] 

Gentoxizität und 
Mutagenität 

Ames Fluktuationstest1 Salmonella typhimurium 
(gentechnisch verändert) 

Anzahl an rückmutierten Kolonien 
(kolorimetrische Messung) 

48 h ++  [89] 

Mikrokern-Test Zelllinie des Chinesischen 
Hamsters 

Bildung von Mikrokernen (Mikronuklei) 
(mikroskopische Untersuchung) 

3 d +++ kann auch in vivo 
durchgeführt werden 

[91] 

Dioxin-ähnliche 
Wirkung 

Tests mit H4IIE-
Zelllinien z.B. DR-
CALUX® 

In vitro: Menschliche 
Zelllinie 

Induktion des Arylhydrocarbon-
Rezeptors durch Dioxin-ähnlich wirkende 
Stoffe 

48 h ++  [93, 125] 

EROD Assay In vitro: Human-/Säugetier-
/Fischzellen der Leber;  
in vivo: Fische 

Cytochrom P450 1A1 Induktion als 
Antwort auf chlororganische Schadstoffe 
und PAHs (Fluoreszenzmessung) 

≥ 24 h +++  [94], [95], [96] 

Neurotoxizität Acetylcholinesterase 
(AChE)-Hemmtest 

AChE (Enzym) von Zitteraal 
oder Honigbiene oder 
Messung in vivo 

Acetylcholinesterasehemmung durch 
Organophosphat- und Carbamatinsek-
tizide (fluorometrische Messung) 

Max. 24 h ++ Nachteil bei DIN-Test: 
keine Unterscheidung 
zwischen spezifischer und 
nicht-spezifischer Toxizität 
durch Abbau des Enzyms 
möglich [11] 

[97, 116]  
[117, 123]. 

1 Kommerzielle Testkits erhältlich
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5 Handlungsbedarf für Validierung, Forschung und Entwicklung 
Im Folgenden wird, ausgehend von den Erkenntnissen aus den vorhergehenden Kapiteln, aufge-
zeigt, welcher Handlungsbedarf für die weitere Validierung vielversprechender Tests besteht.  

Die derzeit in der Regulatorik angewendeten Tests untersuchen grösstenteils akute oder chronische 
Auswirkungen von Umweltchemikalien auf Gewässerlebewesen. Tests für spezifische Wirkungen 
stellen immer noch die Minderheit der verwendeten Tests dar. Zum Nachweis von Wirkungen be-
stimmter Stoffklassen mit dem gleichen Wirkmechanismus sind (in vitro-)Biotests für spezifische 
Wirkmechanismen notwendig. Ein Grund für die fehlende regulatorische Anwendung solcher Tests 
ist deren, immer noch ungenügende, Standardisierung. Bisher wurden nur Tests zur Untersuchung 
von Gentoxizität und Mutagenität standardisiert [45, 88, 89, 91, 108]. Tests für die Ermittlung von 
östrogener Aktivität befinden sich derzeit in einem ISO-Standardisierungsverfahren. Für die Erfas-
sung herbizider Wirkungen sind zwar standardisierte Algentests vorhanden, allerdings werden hier 
nur Wachstumseffekte untersucht und keine spezifischen Effekte wie z.B. eine Hemmung der Pho-
tosynthese. Dieser und weitere wichtige Wirkmechanismen wie z.B. andere endokrine Wirkungen 
(androgene Aktivität, progesterone Aktivität etc.), dioxin-ähnliche Wirkungen, ebenso wie Neurotoxi-
zität, Immuntoxizität und oxidativer Stress, fehlen bisher völlig. 

Für einige dieser Wirkmechanismen besteht, wie in den vorhergehenden Kapiteln beschrieben, noch 
Forschungsbedarf (Neurotoxizität (zum Teil), Immuntoxizität und oxidativer Stress), so dass hier eine 
baldige Standardisierung von Biotests und eine darauffolgende Anwendung in der Regulatorik nicht 
zu erwarten sind. Dahingegen sind bei endokrinen, herbiziden und Dioxin-ähnlichen Wirkungen be-
reits vielversprechende Methoden vorhanden, die nach Standardisierung erfolgreich in der Regula-
torik eingesetzt werden könnten. Ein Fokus sollte hier vor allem auf die Standardisierung von in vitro-
Biotests für östrogene und weitere hormonaktive Wirkungen (basierend auf Hefezellen oder mensch-
lichen Zelllinien) gesetzt werden, sowie auf eine Standardisierung des kombinierten Algentests zur 
Ermittlung von Photosystem II-hemmenden Herbiziden. In einem weiteren Schritt kann auf die Stan-
dardisierung von Biotests für Dioxin-ähnliche Wirkungen und für neurotoxische Wirkungen hingear-
beitet werden. 

Für eine erfolgreiche Standardisierung sind, neben einer ausführlichen Arbeitsanleitung, vor allem 
Informationen zur Variabilität und Reproduzierbarkeit der Biotests notwendig. Sind die Ergebnisse 
vielversprechend, müssen Ringtests zur Ermittlung der Vergleichbarkeit der Ergebnisse zwischen 
verschiedenen Laboren durchgeführt werden. Eine Standardisierung im Rahmen der ISO, die das 
Standardisierungsorgan für Biotests mit Umweltproben ist, dauert bis zu 4 Jahre. Das Oekotoxzent-
rum ist aktiv in die relevanten Gruppen für aquatische Biotests der ISO eingebunden und hat die 
Möglichkeit, Vorschläge für Biotests einzubringen. Validierungen für den Hefezellöstrogentest und 
den kombinierten Algentest wurden am Oekotoxzentrum bereits durchführt. Die Variabilität dieser 
Tests hat sich mit 7-26% als relativ gering erwiesen [144]. Ringtests sind für beide Testverfahren 
noch ausstehend. Auch der ER-CALUX®, der kommerziell erhältlich ist, ist in den Niederlanden be-
reits weitgehend validiert. Bei den übrigen oben erwähnten Tests muss noch zusätzliche Validie-
rungsarbeit geleistet werden. 

Um in Zukunft eine möglichst gute Beurteilung der Wasserqualität zu ermöglichen, sollte darauf hin-
gearbeitet werden, dass vielversprechende Biotests baldmöglichst standardisiert werden. Vor allem 
in Bezug auf Biotests für Immuntoxizität, Neurotoxizität und oxidativen Stress sollte noch weiter ge-
forscht werden. Hier sind vor allem einfache und möglichst kosteneffiziente Methoden für eine Rou-
tineanwendung nötig. Auch sollte das Potential von Genexpressionsstudien für die Beurteilung der 
Wasserqualität weiter untersucht und durch aussagekräftige Fallstudien u.a. auch im Vergleich mit 
„klassischen“ (wie z.B. dem Wasserfloh- oder Fischeitest) und „spezifischen“ Biotests (wie z.B. dem 
Hefezellöstrogentest), evaluiert werden.  
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6 Schlussfolgerungen 
Insgesamt hat die vorliegende Arbeit gezeigt, dass eine Vielfalt von Biotests vorhanden ist, die be-
reits für die Beurteilung von Abwasser und Gewässerproben eingesetzt wurde. Allerdings ist es keine 
einfache Aufgabe aus dieser Vielfalt Biotests auszuwählen, die bereits jetzt für eine routinemässige 
Beurteilung der Wasserqualität eingesetzt werden können.  

In der Regulatorik werden bisher hauptsächlich in vivo-Biotests eingesetzt, wobei viel Erfahrung mit 
solchen Tests in den USA, Kanada, Australien und der EU besteht. In vitro-Biotests fehlen bisher 
weitestgehend (mit Ausnahme von Tests für Gentoxizität / Mutagenität und vereinzelt östrogener 
Aktivität). In vitro-Biotests sind oft spezifischer als in vivo-Biotests und durch eine Aufkonzentrierung 
der Proben (z.B. mit einer Festphasenextraktion) sind niedrigere Detektionslimite möglich. Einige 
dieser Tests, wie z.B. der Hefezellöstrogentest (YES) oder der kombinierte Algentest, können bereits 
jetzt routinemässig angewendet werden. Bei weiteren Tests besteht noch Validierungsbedarf. Auch 
eine ISO-Standardisierung ist für die meisten Tests entweder ausstehend oder (für wenige) gerade 
laufend. Neben den Biotests selbst sind auch Probenahme und Probenaufbereitung sehr wichtige 
Punkte, die ebenfalls in eine Standardisierung einbezogen werden müssen. Insgesamt zeigen ver-
schiedene Bestrebungen in der EU und weltweit, dass eine Tendenz zu einer grösseren Akzeptanz 
von in vitro-Biotests als kosteneffiziente Screening-Methoden besteht.  

Abschliessend ist sehr wichtig zu beachten, dass es nicht den einen Biotest gibt, mit dem man eine 
Beurteilung der Wasserqualität vornehmen kann. Für eine gute Beurteilung verschiedener Aspekte 
der Wasserqualität sollten nach Möglichkeit immer mehrere Biotests angewendet werden. 
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8 Glossar 
AA-EQS Chronisches Umweltqualitätskriterium (annual average environmental quality stan-

dard) 

AAEV  Abwasseremissionsverordnung (Österreich) 

AbwV  Abwasserverordnung (Deutschland) 

AChE  Acetylcholinesterase 

AhR  Arylhydrocarbon-Rezeptor 

ARA  Abwasserreinigungsanlage 

Beas-2B Zelllinie aus menschlichem Bronchial-Zellgewebe 

BEQ Bioanalytische Äquivalenzkonzentration (Bioanalytical equivalent concentration)  

CALUX  Chemically activated luciferase gene expression 

CAFLUX Chemically activated fluorescent expression 

CFDA-AM Carboxyfluorescein Diacetat, Acetoxymethyl Ester 

CQK  Chronisches Qualitätskriterium (vergleichbar mit dem AA-EQS) 

CSB Chemischer Sauerstoffbedarf 

Cyp1a  Enzym aus der Cytochrom P450-Familie, das eine wichtige Rolle bei der Verstoff-
wechselung von Schadstoffen spielt  

DEQ  Diuron-Äquivalenzkonzentration (diuron equivalent concentration) 

DR  Dioxinrezeptor 

DTA  Direct Toxicity Assessment 

E2  17β-Estradiol 

EA  Endokrine Aktivität 

EC  Effektkonzentration oder Wirkkonzentration 

ECx  Konzentration bei welcher ein x%-iger Effekt induziert wird, wobei der Maximaleffekt 
des Standards 100% entspricht 

EE2  17α-Ethinylestradiol 

EEQ  17β-Estradiol-Äquivalenzkonzentration (17β-estradiol equivalent concentration) 

ELISA  Antikörperbasiertes Nachweisverfahren (enzyme linked immunosorbent assay) 

EQS  Umweltqualitätskriterium (environmental quality standard) 

ERα  Östrogenrezeptor α 

EROD  Ethoxyresorufin-O-deethylase 

FCMN(M)N flow cytometry-based micronucleus (FCMN) assay 

GPX  Glutathion-Peroxidase 

GSchV  Gewässerschutzverordnung 

GSH Glutathion 
H4IIE  Zelllinie aus Leberkrebszellen 

H4IIE-luc Zelllinie aus Leberkrebszellen mit eingebauten Reportergen für das Enzym Luzi-
ferase 

HEP  Leberzellen (Hepatozyten) 

HLB  hydrophilic lipophilic balance 

IL  Interleukin 

IPPC  Integrated Pollution Prevention Control 

ISO  Internationale Organisation für Standardisierung 

LDH  Laktatdehydrogenase 
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LOD  Detektionslimite oder Nachweisgrenze (limit of detection) 

LOQ  Quantifizierungslimite oder Bestimmungsgrenze (limit of quantification) 

LLE  Flüssig-Flüssig-Extraktion (Liquid liquid extraction) 

MSK  Modul-Stufen-Konzept 

MTT  Dimethyl-Thiazolyl-Diphenyl-Tetrazolium-Salz 

NPDES  National Pollutant Discharge Elimination Systems 

NRL  Nuclear receptor ligand 

NRU  Aufnahme von Neutralrot (Neutral Red Uptake) 

OECD Organisation für wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung (Organisation for 
Economic Co-operation and Development) 

P53  Tumor-Protein p53 

PAM  Pulsamplitudenmodulation 

PI  Propidiumiodid 

PSII  Photosystem II 

PP2A Proteinphosphatase 

PR Progesteron-Rezeptor 

qPCR quantitative Polymerase-Kettenreaktion (real-time polymerase chain reaction oder 
quantitative polymerase chain reaction) 

RAR  Retinoic acid receptor 

RIWA  Association of River Waterworks 

ROS  Reaktive Sauerstoff-Spezies (reactive oxygen species) 

RXR  Retinoid X receptor 

SCE  Schwesterchromatid-Austausch (sister chromatid exchange) 

SH-SY5Y menschliche Neuroblastoma (Krebs)-Zellinie 

SOP  Standardarbeitsanweisung (standard operating procedure) 

SPE  Festphasenextraktion (solid phase extraction) 

TEQ  Toxische Äquivalenzkonzentration (toxic equivalent concentration) 

TR  Thyroidhormonrezeptor 

TTR  Transthyretin 

Vtg  Vitellogenin 

WET  Whole Effluent Toxicity 

YAS  Yeast Androgen Screen (Hefezellandrogentest) 

YES  Yeast Estrogen Screen (Hefezellöstrogentest) 

ZRP  zona radiata proteins 
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Für die Beurteilung der Biotests basierend auf den oben genannten Kriterien wurden, basierend auf 
den folgenden Referenzen [11, 145-150] weitere Details/Definitionen zu den einzelnen Punkten her-
angezogen: 

1. Anwendbarkeit für Umweltproben: Hat sich die Methode als auf Umweltproben anwendbar 
erwiesen? 

2. Empfindlichkeit: 

Empfindlichkeit (für kategorische (ja/nein) Ergebnisse): Der Anteil aller positiven / aktiven 
Wirkstoffe, die durch den Test korrekt eingestuft werden. 

Empfindlichkeit (für kontinuierliche Ergebnisse): Geringe Detektions- und Quantifizie-
rungslimite (LOD bzw. LOQ). 

Nachweisgrenze (LOD): Die minimale Menge an Aktivität im Biotest, die noch zuverlässig 
gemessen, aber nicht zwangsläufig quantifiziert werden kann (innerhalb der für Reproduzier-
barkeit und Wiederholbarkeit festgelegten Grenzen). 

Bestimmungsgrenze (LOQ): Die minimale Menge an Aktivität im Biotest, die noch zuverläs-
sig quantifiziert werden kann. Die Bestimmungsgrenze hat immer eine höhere Genauigkeit als 
die Nachweisgrenze. 

Ist die Empfindlichkeit niedrig genug, so dass native Proben im Test untersucht werden kön-
nen, oder ist eine Probenvorbehandlung notwendig? Falls eine Vorbehandlung nötig ist: Sind 
Methoden verfügbar und validiert um die aktiven Verbindungen aufkonzentrieren / extrahieren 
zu können? 

3. Robustheit 

Robustheit: Beschreibt die Empfindlichkeit eines Verfahrens in Bezug auf die Variabilität der 
Versuchsbedingungen und bewertet damit die Übertragbarkeit einer Methode auf andere Per-
sonen und Labore. Sie gibt einen Hinweis auf die Fähigkeit des Tests verlässliche Ergebnisse 
unter leicht variierenden Bedingungen zu produzieren. Der Wert für die Robustheit wird als 
Reproduzierbarkeit innerhalb und zwischen Laboren berechnet. 

Reproduzierbarkeit: Die Übereinstimmung zwischen Ergebnissen, die bei der Prüfung des 
gleichen Stoffes mit dem gleichen Testprotokoll oder unter identischen Bedingungen erhalten 
wurden, jedoch durchgeführt von unterschiedlichen Personen, an unterschiedlichen Tagen 
und auch unterschiedlichen Orten. Dieser Parameter kann auf verschiedenen Ebenen unter-
sucht werden: a) Reproduzierbarkeit / Variabilität zwischen Laboren; b) Reproduzierbarkeit / 
Variabilität innerhalb eines Labors. 

Genauigkeit: Der Grad der Übereinstimmung zwischen Testergebnissen und akzeptierten 
Referenzwerten. Er ist ein Mass für die Leistungsfähigkeit der Prüfmethode und ein Aspekt 
der Relevanz. 

Selektivität: Dies ist ein Mass für die Wechselwirkung mit der Probenmatrix und charakteri-
siert, wie stark die Analyse durch die Anwesenheit anderer Verbindungen beeinflusst wird. 

Spezifität: Der Anteil aller negativen / inaktiven Stoffe, die durch den Test korrekt eingestuft 
werden (d.h. das Fehlen von falsch-positiven Messwerten). Es ist ein Mass der Genauigkeit 
einer Prüfmethode mit kategorischen Ergebnissen und ein wichtiger Aspekt bei der Beurtei-
lung der Relevanz einer Prüfmethode. 

  

 Informationen zu den Auswahlkriterien
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4. Grad der Validierung / Standardisierung: 

Validierung (Standardisierung) bezieht sich auf Studien, die durchgeführt wurden, um die 
Zuverlässigkeit und Relevanz eines bestimmten Ansatzes, Verfahrens, Prozesses oder einer 
Beurteilung nachzuweisen. 

5. Kosteneffizienz und gute routinemässige Anwendbarkeit 

Kostenüberlegungen sollte beinhalten: Probenahme / Vorbehandlung, Investitionen (Geräte), 
Verbrauchsmaterialien und die Zeit, die für die Pflege, Vorbereitung und den Betrieb des Test-
verfahrens notwendig sind. 

6. Anwendbarkeit in Gewässerschutzlaboren und privaten Laboren 

Erfordern die Methoden hoch qualifiziertes Personal und teure Versuche oder spezielle Lizen-
zen für Labore, die die Tests durchführen? 
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Probentransport, -lagerung und -vorbereitung für die Biotests sind abhängig von der gewählten Me-
thode. In Abb. 5 ist das Vorgehen von der Probenahme, -lagerung und -aufbereitung von Wasser-
proben bis hin zur Analyse im Biotest als Übersicht abgebildet. 

 

 
Abb. 5: Überblick über das Vorgehen zur Probenahme und -aufbereitung. 

 

Detaillierte Informationen zur Probenahme finden sich in Götz et al. [1] und Wittmer et al. [2] und in 
der ISO-Richtlinie 5667-10 [151]. Geeignete Methoden und Hinweise für den Transport und die 
Lagerung von Proben sind in der ISO-Richtlinie 5667-3 [152] und in Götz et al. [1] beschrieben. 
Informationen zur Probenaufbereitung für in vivo-Biotests finden sich in den jeweiligen Testrichtli-
nien (z.B. ISO oder OECD). Einzelheiten zur Festphasenextraktion (Solid phase extraction, SPE) 
oder Flüssig-Flüssig-Extraktion (Liquid liquid extraction, LLE) für in vitro-Biotests finden sich in [153, 
154]. 

 

 Probentransport, -lagerung und -vorbereitung 
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EU: Biotests zur Bewertung von Abwasser, Sedimenten und Altlasten 

Dänemark wendet Toxizitätstest auf Abwässer von grösseren Industrieanlagen an [36]. Es existiert 
eine Richtlinie, die in einem ersten Schritt die Anwendung von akuten Biotests mit mindestens drei 
Arten empfiehlt (Leuchtbakterien, Algen, Krebstiere, Fische). In einem zweiten Schritt kann die bio-
logische Prüfung des Abwassers auf chronische Tests und weitere Arten (Insekten, Mollusken, Pflan-
zen, Protozoen, Würmer) ausgeweitet werden [155]. 

In Deutschland sind in der Abwasserverordnung (AbwV) [33] Biotests mit Leuchtbakterien, Algen, 
Wasserflöhen und Fischembryonen vorgeschrieben (Tab. 10). Zur Untersuchung einer möglichen 
Gentoxizität von Abwasser der chemischen Industrie wird zusätzlich der Umu-Test mit dem Bakte-
rium Salmonella typhimurium [45] eingesetzt. Mit diesen Biotests müssen Industriebetriebe, Kläran-
lagenbetreiber und sonstige Abwassereinleiter die Giftigkeit ihrer Abwässer prüfen. Für das Gesamt-
abwasser sind Anforderungen festgelegt, die von den Einleitern eingehalten werden müssen. Die 
Toxizität des Abwassers geht, zusammen mit weiteren physikalisch-chemischen Parametern wie 
z.B. Gesamtphosphor, Gesamtstickstoff, chemischer Sauerstoffbedarf (CSB) und Gehalt an absetz-
baren Stoffen, in die Berechnung der Abwassergebühren ein, ggfs. werden Starkverschmutzerzu-
schläge erhoben [156]. 

Tab. 10: Überblick über in Deutschland regulatorisch verwendete Biotests. 

Ernährungs-
ebene 

Beschreibung Art Richtlinie  
oder Referenz 

Primär- 
produzenten 

Süßwasseralgen-Wachstumshemmtest 
mit einzelligen Grünalgen (ISO 8692) Scenedesmus subspicatus [73] 

Primär- 
konsumenten 

Bestimmung der Hemmung der Beweg-
lichkeit von Daphnia magna Straus 
(Cladocera, Crustacea) – Akuter Toxizi-
täts-Test (ISO 6341) 

Daphnia magna [49] 

Sekundär- 
konsumenten 

Bestimmung der akuten Toxizität von 
Abwasser auf Zebrafisch-Eier 
(ISO 15088) 

Danio rerio [68] 

Destruenten Leuchtbakterientest (ISO 11348) Aliivibrio fischeri [48] 

In vitro-Biotests Umu-Test (ISO 13829) Salmonella typhimurium [45] 

  

 Überblick über in der Regulatorik verwendete Biotests 
in einzelnen Ländern 
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England und Wales wenden eigene, standardisierte biologische Testmethoden im Rahmen der Li-
zenzierung unter IPPC (Integrated Pollution Prevention Control) an [35] (Tab. 11). Das biologische 
Beurteilen von Abwässern wird „Direct Toxicity Assessment (DTA)“ genannt. 

Tab. 11: Überblick über in England und Wales regulatorisch verwendete Biotests. 

Ernährungs-
ebene 

Beschreibung Art Richtlinie oder 
Referenz 

Primär- 
produzenten 

The direct toxicity assessment of aque-
ous environmental samples using the 
Pseudokirchneriella subcapitata fresh-
water algal growth inhibition test 

Pseudokirchneriella sub-
capitata 

[60] 

Primär- 
konsumenten 

The direct toxicity assessment of aque-
ous environmental samples using the 
juvenile Daphnia magna immobilisation 
test 

Daphnia magna [50] 

 

In Finnland werden in einzelnen Fällen Toxizitätstests bei der Bewilligung von Industrieabwasserein-
leitungen angewendet. Es bestehen jedoch keine gesetzlichen Vorgaben zu Toxizitätslimiten und 
Reduktionsmassnahmen [36]. 

In Frankreich werden Biotests lokal zur Beurteilung von Abwässern und Oberflächengewässern an-
gewendet (z.B. [157-159]). Es existieren keine gesetzlichen Vorgaben. 

Irland wendet Biotests im Rahmen der Lizenzierung unter IPPC bei gewissen grossen Industrie- und 
Landwirtschaftsbetrieben und bei Abwasserreinigungsanlagen an [38, 160]. Für die anfängliche Prü-
fung des Abwassers wird eine Testbatterie von mindestens vier aquatischen Arten eingesetzt. Die 
zwei sensitivsten Arten werden danach für die weitere Überwachung verwendet [161]. Die Biotests 
werden nach standardisierten, internationalen Methoden durchgeführt [38]. 

In Litauen müssen Abwässer auf ihre akute Toxizität gegenüber Daphnia magna getestet werden 
[36]. 

In den Niederlanden sind Biotests zur Überwachung von Abwasser und der Oberflächengewässer-
qualität nicht gesetzlich vorgeschrieben. Es werden jedoch verschiedene Biotests zur Überwachung 
der Gewässerqualität eingesetzt. Beispielsweise wurde von 1987-2000 die Gentoxizität der Flüsse 
Rhein und Maas mit dem Ames T98-Test, dem Umu-Test und dem Comet-Assay durch die Associ-
ation of River Waterworks (RIWA) überwacht [162], auch werden Biotests mit Leuchtbakterien, Algen 
und Krebstieren dort seit mehreren Jahren eingesetzt [163]. Hormonelle Aktivitäten wurden exemp-
larisch mit verschiedenen CALUX-Tests überwacht [164]. Kürzlich wurde ein Konzept zum „Smart 
Monitoring“ der Wasserqualität vorgeschlagen (van der Oost et al. 2012) bei dem sowohl chemische 
Messungen, als auch Biotests für akute und spezifische Toxizität eingesetzt werden sollen. 

In Österreich werden gemäß Abwasseremissionsverordnung (AAEV) Leuchtbakterien, Algen, Was-
serflöhe und ein akuter Fischtest zur Toxizitätsbeurteilung eingesetzt [34]. 

Schweden wendet seit 1989 biologische Testsysteme auf Abwässer bei der Zulassung von grösse-
ren industriellen Anlagen an [36]. Das Verfahren ist abgestuft. Falls in einem ersten Schritt mit akuten 
Biotests nachteilige Effekte beobachtet werden, werden in einer nächsten Stufe weitere Biotests 
angewendet, usw. In [165] sind zahlreiche Tests für limnische Organismen aufgelistet (Tab. 12). Es 
ist unklar, welche dieser Tests tatsächlich für regulatorische Zwecke verwendet werden. 
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Tab. 12: Überblick über in Schweden verwendete Biotests. 

Ernährungs-
ebene 

Beschreibung Art Richtlinie oder 
Referenz 

Primär- 
produzenten 

Algen-Wachstumshemmtest Selenastrum, Monora-
phidium, Chlorella, Sce-
nedesmus 

[59, 166] 

 Wasserlinsen-Wachstumshemmtest Lemna minor [63] 

 Allium-Mutagenitätstest Allium cepa [167] 

 Linsen-Wachstumshemmtest Lens culinaris [168] 

Primär- 
konsumenten 

Bestimmung der Hemmung der Beweg-
lichkeit von Daphnia magna 

Daphnia magna [49, 169] 

 Bestimmung von akuter Toxizität auf Ceri-
odapnia dubia 

Ceriodaphnia dubia [170] 

 7-Tage Fortpflanzungstest mit Cerio-
daphnia dubia  

Ceriodaphnia dubia [171] 

Sekundär- 
konsumenten 

Bestimmung der akuten letalen Toxizität 
von Substanzen auf Süsswasserfische 

Danio rerio, 
Pimephales promelas, 
Oncorhynchus mykiss  

[172] 

 Determination of embryo-larval toxicity to 
freshwater fish 

Danio rerio [173] 

 Fish Prolonged Toxicity Test unbekannt [174] 

 A new fathead minnow (Pimephales pro-
melas) subchronic toxicity test 

Pimephales promelas [175] 

 Toxische Effekte von Metallen auf Fische Lachs, Forelle, Barsch [176] 

 Short-term test for predicting the potential 
of xenobiotics to impair the reproductive 
success in fish 

Danio rerio [177] 

 Physiologische Veränderungen: Einleiter-
kontrolle, Blutbild bei Fischen 

Morphologische Veränderungen: Einleiter-
kontrolle, Rückenschäden bei Fischen 

Lachs, Forelle [178, 179] 

 Geschmacksveränderungen bei Fischen: 
Einleiterkontrolle, Geschmack und Geruch 

Lachs, Forelle [180] 

 Morphologische Veränderungen: Assy-
metrien bei Fischen / Aussenliegende 
sichtbare Krankheitssymptome bei Fi-
schen 

Lachs, Forelle [181, 182] 

Destruenten Leuchtbakterientest Vibrio fischeri  

In vitro-Biotests Determination of the genotoxicity of water 
and waste water – Salmonella/microsome 
test (Ames test) 

Salmonella typhi-
murium 

[88] 

Biotische Ge-
meinschaft 

A simple, community level, ecotoxicologial 
test system using samples of periphyton 

 [183] 
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Schweiz: Biotests zur Bewertung von Abwasser, Sedimenten und Altlasten 

In der Schweiz sind ökotoxikologische Testsysteme zur Bewertung von Abwasser oder Sedimenten 
bisher nicht gesetzlich vorgeschrieben. Biotests werden aber zur Bewertung von Sickerwasser und 
Eluaten von belasteten Standorten (z.B. Altlasten und Deponien) in einer Vollzugshilfe vorgeschla-
gen [184]. Diese empfiehlt die Anwendung einer Basis-Testreihe (Leuchtbakterien, Algen, Krusten-
tiere) und in bestimmten Fällen ergänzende Untersuchungen zur Gentoxizität oder chronischen To-
xizität. 

USA: Biotests zur Bewertung von Abwasser und Oberflächengewässern 

In den USA müssen für die Zulassung von kommunalen und industriellen Abwasseranlagen (Natio-
nal Pollutant Discharge Elimination Systems, NPDES) die Abwässer auch biologisch geprüft werden. 
Die dafür zugelassenen Biotests sind von der US EPA [39] ratifiziert. Die regulatorische Anwendung 
der Tests umfasst auch die Beurteilung von Oberflächengewässern (receiving waters) [185]. In den 
USA wird die biologische Prüfung von Abwässern „Whole Effluent Toxicity (WET) Testing“ genannt. 
Folgende Biotests mit limnischen Organismen stehen dafür zur Verfügung und werden von Fall zu 
Fall durch die lokalen Behörden der Bundesländer vorgeschrieben (Tab. 13): 

Tab. 13: Überblick über in den USA regulatorisch verwendete Biotests. 

Ernährungs-
ebene 

Beschreibung Art Richtlinie oder 
Referenz 

Primär- 
produzenten 

Green alga, Selenastrum cap-
ricornutum, growth (1003.0) 

Pseudokirchneriella sub-
capitata (Selenastrum 
capricornutum) 

[61] 

Primär- 
konsumenten 

Ceriodaphnia dubia acute (2002.0) Ceriodaphnia dubia [52] 

 Daphnia pulex and Daphnia magna 
acute (2021.0) 

Daphnia magna, Daphnia 
pulex 

[52] 

 Daphnia, Ceriodaphnia dubia, survival 
and reproduction (1002.0) 

Ceriodaphnia dubia [61] 

Sekundär- 
konsumenten 

Fathead minnow, Pimephales prome-
las, and Bannerfin shiner, Cyprinella 
leedsi, acute (2001.0) 

Cyprinella leedsi, Pime-
phales promelas  

[52] 

 Rainbow trout, Oncorhynchus mykiss, 
and brook trout, Salvelinus fontinalis, 
acute (2019.0) 

Oncorhynchus mykiss, 
Salvelinus fontinalis 

[52] 

 Fathead minnow, Pimephales prome-
las, larval survival and growth (1000.0) 

Pimephales promelas [61] 

 Fathead minnow, Pimephales prome-
las, embryo-larval survival and terato-
genicity (1001.0) 

Pimephales promelas [61] 
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Kanada: Biotests zur Bewertung von Abwasser und Oberflächengewässern 

In Kanada ist für einige Industriesektoren die biologische Prüfung der Abwässer/Oberflächengewäs-
ser gesetzlich vorgeschrieben [41, 42, 186] (Tab. 14). Die Methoden umfassen neben akuten und 
chronischen Biotests mit einzelnen Arten auch die Bestimmung von Toxinen im Fischgewebe sowie 
die Identifizierung der Fisch- und Invertebraten-Lebensgemeinschaft in Oberflächengewässern. 

Tab. 14: Überblick über in Kanada regulatorisch verwendete Biotests. 

Ernährungs-
ebene 

Beschreibung Art Richtlinie oder 
Referenz 

Primär- 
produzenten 

Biological Test Method: Growth Inhibi-
tion Test Using a Freshwater Alga" 
(EPS 1/RM/25) 

Pseudokirchneriella sub-
capitata 

[62] 

 Biological Test Method: Test for Meas-
uring the Inhibition of Growth Using the 
Freshwater Macrophyte, Lemna minor 
(EPS1/RM/37) 

Lemna minor [64] 

Primär- 
konsumenten 

Reference Method for Determining 
Acute Lethality of Effluents to Daphnia 
magna (EPS1/RM/14) 

Daphnia magna [51] 

 Test of Reproduction and Survival Using 
the Cladoceran Ceriodaphnia dubia 
(EPS 1/RM/21) 

Ceriodaphnia dubia [66] 

Sekundär- 
konsumenten 

Reference Method for Determining 
Acute Lethality of Effluents to Rainbow 
Trout (EPS1/RM/13) 

Oncorhynchus mykiss [54, 55] 

 Test of Larval Growth and Survival Us-
ing Fathead Minnows (EPS 1/RM/22) 

Pimephales promelas [70] 

 Biological Test Method: Toxicity Tests 
Using Early Life Stages of Salmonid 
Fish (Rainbow Trout) (EPS 1/RM/28), 

Oncorhynchus mykiss [71] 
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Australien und Neuseeland: Biotests zur Bewertung von Abwasser und Oberflächengewäs-
sern 

Die biologische Beurteilung von Abwässern ist in Australien und Neuseeland nicht zwingend vorge-
schrieben. Regionale Behörden setzen jedoch für die Prüfung und Lizenzierung von einzelnen Ab-
wasseranlagen zusätzlich Biotests ein [185]. Die Umweltbehörde von New South Wales wendet zu 
diesem Zweck hauptsächlich den Microtox®-Test an, eine kommerzielle Version des Leuchtbakteri-
entests [43]. Neuseeland hat bereits eine eigene Serie von Standardmethoden mit einheimischen 
Arten entwickelt [44] (Tab. 15). 

Tab. 15: Überblick über in Australien und Neuseeland regulatorisch verwendete Biotests. 

Ernährungs-
ebene 

Beschreibung Art Richtlinie oder 
Referenz 

Primär- 
produzenten 

Freshwater Algae (Selenastrum capri-
cornutum) Chronic Toxicity Test 

Pseudokirchneriella subcapi-
tata (Selenastrum cap-
ricornutum) 

[44] 

Primär- 
konsumenten 

Freshwater Cladoceran (Ceriodaphnia 
dubia) Acute Toxicity Test 

Ceriodaphnia dubia [44] 

 Freshwater Amphipod (Paracalliope 
fluviatilis) Acute Toxicity Test 

Paracalliope fluviatilis [44] 

Sekundär- 

konsumenten 

Freshwater Fish (Gobiomorphus co-
tidianus) Acute Toxicity Test 

Gobiomorphus cotidianus [44] 

Destruenten Leuchtbakterientest Vibrio fischeri Microtox® 
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Tab. 16: In vitro-Biotests, die vereinzelt auf Abwasser/Oberflächengewässer angewendet wurden (nach [11]). 

Effektklasse Testname Organismus/Zelllinien Messbarer Effekt 
(Endpunkt) 

Testdauer Bemerkung Richtlinie oder 
Referenz 

Zytotoxizität  Alamar Blue Assay1 
(Resazurinreduktions-
assay) 

Fisch- oder menschliche 
Zelllinien 

Lebensfähigkeit von Zellen (Messung der 
metabolischen Aktivität durch Fluoreszenz) 

1 - 3 d  [187] 

Neutralrot-Test (NRU)1 Fisch- oder menschliche 
Zelllinien 

Lebensfähigkeit von Zellen (Aufnahmefähigkeit 
eines Farbstoffes in Lysosomen; kolorimetrische 
Messung) 

< 3 h  [82] 

CFDA-AM Assay1 Fischzelllinie Lebensfähigkeit von Zellen (Messung der 
Membranstabilität durch Fluoreszenz) 

1 - 3 d  [187] 

LDH 
Zytotoxizitätsassay1 

Menschliche Leberzellen  Lebensfähigkeit von Zellen (kolorimetrische 
Messung des LDH-Verlusts von lysierten Zellen) 

1 h LDH = Laktatdehydrogenase [83] 

MTT Assay1 div. menschliche und 
tierische Zelllinien 

Lebensfähigkeit von Zellen (kolorimetrische 
Messung der metabolischen Aktivität) 

24 h  [79] 

Kombinierter Alamar 
blue/CFDA-AM Assay 

Fischzelllinie Lebensfähigkeit von Zellen (Messung der 
metabolischen Aktivität und Membranstabilität 
durch Fluoreszenz) 

1 - 3 d  [187] 

Zytotoxizitätsassay mit 
Säugetierzellen 

Ovarzelllinie des 
Chinesischen Hamsters 

Zellwachstumshemmung (kolorimetrische 
Messung der Zelldichte) 

72 h  [188] 

SRB Assay Tumorzelllinie der Maus 
menschliche, fötale 
Lungenzelllinie 

Zellwachstum, korreliert mit Proteingehalt 
(Proteinfärbung wird kolorimetrisch gemessen) 

1 h SRB = Sulforhodamin B [189] 

Hepatotoxizität 
(Effekte auf 
Leberzellen) 

PP2A Assay Enzym aus 
Skelettmuskelzellen vom 
Hase 

Hemmung der Proteinphosphatase (PP2A) 
(kolorimetrische Messung) 

1.5 h  [190] 

Mutagenität 
(Genmutationen) 

Ames-Test mit 
Bakterien1 

Salmonella typhimurium, 
Escherichia coli 
(gentechnisch verändert) 

Anzahl an rückmutierten Kolonien (Anzahl 
Kolonien oder kolorimetrische Messung) 

48 h div. mutierte Stämme mit 
untersch. Spezifität; 
kommerzielle Kits 
verwenden Stamm-
kombinationen (Xenometrix) 

[191] 

1 Kommerzielle Testkits erhältlich 

 Überblick über weitere Tests für Abwasser- und Oberflächengewässerproben
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Tab. 16 Fortsetzung: In vitro-Biotests, die vereinzelt auf Abwasser/Oberflächengewässer angewendet wurden (nach [11]). 

Effektklasse Testname Organismus/Zelllinie Messbarer Effekt  
(Endpunkt) 

Testdauer Bemerkung Richtlinie oder 
Referenz 

Mutagenität 
(Genmutationen)

Alternative 
mutagenicity test 

Saccharomyces cerevisiae 
D7 diplod strain 

Bildung von „mutagenspezifischen“ Kolonien 
auf selektiven Medien 

  [192] 

 Sister chromatid 
exchange (SCE) 
induction 

Lungenzellen des 
Chinesischen Hamsters 

SCE Induktion  
(gemessen mit fluoreszierender Färbung) 

48 h  [114] 

Gentoxizität 
(strukturelle 
DNA-Schäden) 

FCMN(M)N Assay Menschliche 
Lymphoblastzellen 

Bildung von Mikronuklei  
(Messung mit Durchflusszytometrie) 

3 d  [112] 

SOS Chromotest1 Escherichia coli Induktion der SOS Antwort der Zelle 
(kolorimetrische Messung) 

3 h  [193] 

Fpg-modifizierter 
Comet-Assay 

Fischzelllinien DNA-Schäden  
(über Gel-Elektrophorese) 

24 h  [194]; [195] 

Alkaline Yeast Comet Saccharomyces cerevisiae Strukturelle Schädigung der DNA div. gleich wie Comet-Assay, 
scheint aber empfindlicher zu 
sein 

[196] 

GreenScreen Assay1 Saccharomyces cerevisiae 
(gentechnisch verändert) 

DNA-Reparatur als Hinweis auf DNA-
Strangbrüche  
(Rezeptorbindung führt zu Biolumineszenz) 

16 - 20 h  [197] 

GreenScreen HC 
Assay 

Menschliche Zelllinie 
(gentechnisch verändert) 

DNA-Schädigung  
(Rezeptorbindung führt zu Biolumineszenz) 

48 h wahrscheinlich noch nicht auf 
Umweltproben angewandt 

[198] 

Überleben von SOS 
defekten Bakterien 

Escherichia coli Wachstumshemmung durch DNA-Schädigung 
(Anzahl Kolonien) 

24 h  [199] 

Propidiumiodid (PI)-
färbung 

Säugetier/Fisch/menschliche 
Zelllinien 

DNA-Fragmentierung  
(PI-Färbung der Fragmente wird mit 
Durchflusszytometrie gemessen) 

  [200] 

1 Kommerzielle Testkits erhältlich 
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Tab. 16 Fortsetzung: In vitro-Biotests, die vereinzelt auf Abwasser/Oberflächengewässer angewendet wurden (nach [11]). 

Effektklasse Testname Organismus/Zelllinie Messbarer Effekt (Endpunkt) Testdauer Bemerkung Richtlinie oder 
Referenz 

Aktivität 
elektrophiler 
Schadstoffe 

Glutathion (GSH) Assay1 Menschliche Leberzelllinie Glutathionabbau 
(Fluoreszenzmessung) 

5 min  [201] 

GSH reductase 
enzymatic recycling 
assay 

Menschliche Zelllinie/ 
Fischzelllinie 

Glutathionabbau 
(kolorimetrische Messung) 

2 min kann auch in vivo 
durchgeführt werden 

[202] 

Differentieller 
Wachstums-
hemmungsassay 

Escherichia coli 
(gentechnisch verändert) 

Wachstumshemmung  
(gentechnisch veränderte Bakterien haben 
eine höhere Empfindlichkeit als der Wildtyp) 

3 h spezifisch für reaktive 
Toxizität auf Proteine 

[203] 

Oxidativer Stress ROS Assay Menschliche Leberzelllinie/ 
Fischzelllinie 

Bildung von ROS (Reaktive Sauerstoffspezies) 
(Oxidation von Substrat führt zu Fluoreszenz) 

1 d Mangel an Spezifität [11] [204]; [205] 

Glutathion-Peroxidase 
(GPX) Assay1 

Menschliche Leberzelllinie Enzymaktivität  
(kolorimetrische Messung) 

5 min kann auch in vivo 
durchgeführt werden 

[206]; [207] 

Endokrine 
Aktivität 

Rezeptorbindungs-
assays 

Isolierte Rezeptoren 
verschiedener Organismen 
inkl. des Menschen 

Hormonaktivität  
(Dislokation von isotopenmarkierten Liganden 
wird durch Szintillationszählung gemessen; 
alternativ mit Fluoreszenzpolarisation) 

1 h div. Assays [208]; [209]; 
Review: [143] 

 Enzyme-linked receptor 
assay 

Östrogenrezeptor α Östrogene Aktivität  
(kolorimetrische Messung) 

4 h   [210] 

 CALUX10-Panel (ERα- + 
Anti-ERα-CALUX, 
AR- + Anti-AR-CALUX, 
GR- + Anti-GR-CALUX, 
PR- + Anti-PR-CALUX, 
PPARg1-+ Anti-
PPARg1-CALUX,  
TRβ-CALUX)1 

Menschliche Zelllinie 
(gentechnisch verändert) 

Aktivität verschiedener Hormone 
(Rezeptorbindung führt zu Biolumineszenz) 

72 h  [93] 

 Weitere 
Reportergenassays mit 
menschlichen Zelllinien 

Menschliche Zelllinie 
(gentechnisch verändert) 

Östrogene und androgene Aktivität 
(Rezeptorbindung führt zu Biolumineszenz) 

 div. Assays Reviews: [142]; 
[143] 

1 Kommerzielle Testkits erhältlich 
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Tab. 16 Fortsetzung: In vitro-Biotests, die vereinzelt auf Abwasser/Oberflächengewässer angewendet wurden (nach [11]). 

Effektklasse Testname Organismus/Zelllinie Messbarer Effekt  
(Endpunkt) 

Testdauer Bemerkung Richtlinie oder 
Referenz 

Endokrine 
Aktivität 

Östrogen-Reportergen-
Assay mit Fischzelllinie 

Forellenzelllinie  

(gentechnisch verändert) 

Östrogene Aktivität (ERα-Rezeptorbindung 
führt zu Biolumineszenz) 

48 h  [211] 

 HEP-Zrp Assay Fischzellen (Hepatozyten) Östrogene Aktivität  

(Messung der Produktion von Zona radiata 
Proteinen (Zrp) mit ELISA) 

72 h  [212] 

 H295R Steroidogenesis 
Assay  

Zelllinie aus menschlichen 
Nebennierenrinden-Krebszellen 

Auswirkungen auf die Bildung von 
Steroidhormonen  

(Bildung von Estradiol und Testosteron) 

72 h  [213] 

 E-Screen Menschliche Brustkrebszellen Östrogen-abhängige Zellenvermehrung 
(Messung mit Alamar Blue/MTT Assay oder 
Durchflusszytometrie) 

5 d  [214]; [215] 

 Coactivator CoA-
BAP/nuclear receptor 
ligand (NRL) assay 

Escherichia coli  

(gentechnisch verändert) 

Protein-Protein-Ligand (Schadstoff)-Interaktion 
(kolorimetrische Messung durch 
Alkalinphosphataseaktivität) 

1 d  [216] 

 Reportergen-Assay mit 
immobilisierten 
Hefezellen 

Saccharomyces cerevisiae 
(gentechnisch verändert) 

Östrogene Aktivität  

(ERα-Rezeptorbindung führt zu 
Biolumineszenz) 

2.5 h  [217] 

 TTR/TR Assay Proteine (Transthyretin (TTR) 
und Thyroidhormonrezeptor 
(TR) von Frosch (Xenopus 
laevis) 

Thyroidstörung  

(kompetitive Rezeptorbindung; durch 
Szintillationszählung gemessen) 

1.5 h  [218] 

 LUC Assay Froschzelllinie (Xenopus laevis) 
(gentechnisch verändert) 

Thyroidstörung  

(Fluoreszenz- und kolorimetrische Messung) 

24 h  [218] 

 T-Screen Tumorzelllinie der Ratte Thyroidstörung  

(Zellproliferation; gemessen mit Alamar Blue 
Assay 

96 h  [219] 
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Tab. 16 Fortsetzung: In vitro-Biotests, die vereinzelt auf Abwasser/Oberflächengewässer angewendet wurden (nach [11]). 

Effektklasse Testname Organismus/Zelllinie Messbarer Effekt  
(Endpunkt) 

Testdauer Bemerkung Richtlinie oder 
Referenz 

Entwicklungs-
toxizität 

RAR/RXR Assay Krebszellen von Mausembyro 
(gentechnisch verändert) 

Retinoidaktivität  
(Rezeptorbindung an RAR führt zu 
Biolumineszenz) 

24 - 48 h  [220] 

Yeast two-hybrid assays Saccharomyces cerevisiae 
(gentechnisch verändert) 

Retinoidsäureaktivität  
(Rezeptorbindung an RAR führt zu 
Biolumineszenz) 

24 h  [221] 

Immuntoxizität Wachstumsassay mit 
Lymphoblastzellen 
(WIL2-NS TOX) 

Menschliche Lymphoblastzellen Lebensfähigkeit der Zellen  
(gemessen mit Alamar Blue Assay) 

24 h  [222] 

Wachstumsassay mit 
Lymphozyten 

Milzzellen der Maus Zellvermehrung  
(radioaktive Markierung und Szintillationszählung) 

72 h  [223] 

Interleukin-1 (IL-1) 
Produktionsassay 

Thymozytenzellen der Ratte Zellvermehrung  
(radioaktive Markierung und Szintillationszählung) 

72 h  [223] 

Interleukin-2 (IL-2) 
Produktionsassay 

Milzzellen der Maus Zellvermehrung  
(radioaktive Markierung und Szintillationszählung) 

90 h  [223] 

Cytokinproduktions-
assay 

Menschliche Leukämiezelllinie Stimulation/Hemmung der Interleukin-Produktion 
(IL-1β) (gemessen mit ELISA) 

24 h  [222] 

Neurotoxizität Zytotoxizitätstest mit 
Neuroblastomazellen 

Menschliche oder Maus- 
Neuroblastomazellen 

Effekte auf Natriumkanäle  
(mit MTT Assay) 

6 h  [224] 

Reproduktions-
toxizität 

Zytotoxizitätsassays 
(MTT, LDH-Abfluss, 
u.a.) 

Zellen der Geschlechtsorgane 
der Sprague-Dawley Ratte 

Zellwachstum, Lebensfähigkeit der Zellen, LDH-
Abfluss, Testosteronsekretion 
(Kolorimetrische/Fluoreszenzmessung) 

variabel  Review: [11] 

div. AhR-CAFLUX Tumorzelllinie der Ratte 
(gentechnisch verändert) 

Arylhydrocarbon-Rezeptor (AhR)-spezifische 
Aktivität (Rezeptorbindung führt zu Biolumineszenz)

72 h  [225] 

1 Kommerzielle Testkits erhältlich 
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Tab. 17: In vivo-Biotests die bereits auf Abwasser/Oberflächengewässer angewendet wurden. 

Organismen-
gruppe 

Test Organismus Messbarer Effekt  
(Endpunkt) 

Testdauer Bemerkung Richtlinie oder 
Referenz 

Bakterien ToxScreen1 Photobacterium leiognathi Störung der ATP-Bildung 
(Hemmung der Biolumineszenz) 

1 h Sensitiver als 
Microtox®-Test 

[226] 

Bakterien/Hefen Mikrobieller Test für 
Risikobewertung (MARA) 

Mehrere Arten (10 Bakterien, 
1 Hefe) 

Wachstumshemmung 
(kolorimetrische Messung) 

18 h  [227] 

Höhere Pflanzen Test mit Kressesamen Gartenkresse (Lepidium 
sativum) 

Wurzellänge 48 h  [99] 

 Test mit Zwiebel Zwiebel (Allium cepa) Wurzelwachstum und 
Chromosomenabberation 
(mikroskopisch) 

120 h  [228] 

 Test mit Gurken-, Kopfsalat- 
und Hirsesamen 

Samen von Gurke (Cucumis 
sativus), Kopfsalat (Lactuca 
sativa), Hirse (Panicum 
miliaceum) 

Wurzelwachstum als Mass für 
Metalltoxizität 

120 h  [229] 

Krebstiere Daphnia magna IQ Test Daphnia magna Hemmung einer Enzymreaktion 
(Fluoreszenzmessung) 

2 h  [163, 230] 

 Untersuchungen mit 
Bachflohkrebsen 

Bachflohkrebs (Gammarus 
fossarum) 

Frassaktivität, Sterblichkeit  7 d  [231] 

 Schlupfrate von Salzkrebschen Artemia franciscana Schlupfrate 48 h Salz wird zu 
Süsswasserproben 
hinzugefügt 

[232] 

 Chydotox-Toxizitätstest Chydorus sphaericus Sterblichkeit 48 h  [101] 

Insekten Tests mit Eintagsfliegenlarven z.B. Baetis sp. Sterblichkeit, Wachstum, 
Frassaktivität, Schadstoffaufnahme 

2 - 14 d  z.B. [21, 233] 

Mollusken Chronischer 
Schneckenreproduktionstest 

Neuseeländische 
Sumpfdeckelschnecke 
(Potamopyrgus antipodarum) 

Fortpflanzung, Sterblichkeit, 
Endokrine Disruption 

28/56 d  [234] 

 Benzo(a)pyren-Hydroxylase 
(BPH)-Aktivität 

Verdauungsdrüsen von 
Miesmuscheln (Mytilus edulis) 

Benzo(a)pyren und verwandte 
PAHs (BPH-Aktivität durch 
Fluoreszenz) 

wenige h wild gefangene 
Individuen 

[235] 

1 Kommerzielle Testkits erhältlich 
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Tab.17 Fortsetzung: In vivo-Biotests die bereits auf Abwasser/Oberflächengewässer angewendet wurden. 

Organismen-
gruppe 

Test Organismus Messbarer Effekt  
(Endpunkt) 

Testdauer Bemerkung Richtlinie oder 
Referenz 

Würmer Lumbriculus-Reproduktionstest 
nach OECD Richtlinie 225 

Glanzwurm (Lumbriculus 
variegatus) 

Fortpflanzung, Biomasse 28 d im Durchfluss [236] 

Amphibien Early Life Stage Test mit 
Fröschen 

Krallenfrosch (Xenopus 
tropicalis) 

Sterblichkeit, Wachstum, 
Missbildungen 

14 d  [237] 

Iberischer Wasserfrosch (Rana 
perezi) 

Sterblichkeit, Wachstum, 
Missbildungen, Verhalten, 
Pigmentierung 

96 h  [238, 239] 

Genexpressionsassay mit 
Froschlarven 

Krallenfrosch (Xenopus laevis) Thyroidstörung 
(Genexpression; RT-PCR) 

48 h  [218] 

Fische Fish Early Life Stage Toxicity 
(FELST) Tests 

Embryonen und Larven der 
Regenbogenforelle 
(Oncorhynchus mykiss) 

Schlupfrate, Sterblichkeit, 
Missbildungen, Verhaltens-
veränderungen (Aufschwimmen der 
Larven), Wachstum (Länge und 
Gewicht), Vitellogenin 

69 d im Durchfluss [240] 

 Zebrabärblingsembryo 
(Danio rerio) 

Sterblichkeit, Pigmentierung, 
Bewegung, Herzrate, Schlupfzeit, 
Länge 

6 d  [237] 

 Molecular Danio rerio 
Teratogenicity (MolDarT) Assay

Zebrabärblingsembryo 
(Danio rerio) 

Sterblichkeit, Schlupfrate, 
Missbildungen, 
Vitellogenininduktion  

120 h  [241] 

 Test mit juvenilen 
Regenbogenforellen 

Juvenile Regenbogenforelle 
(Oncorhynchus mykiss) 

Sterblichkeit, Wachstum, 
gonadosomatischer Index, 
hepasomatischer Index, Vitellogenin

21 d Test mit 
Sedimenteluat 

[242] 

 Spiggin (Protein) Assay Nierengewebe von Stichling 
(Gasterosteus aculeatus) 

Spiggin-Gehalt als Mass für 
androgene Aktivität  
(mit ELISA gemessen) 

21 d  [243] 

 E2 Assay1 Blutproben von Goldfisch 
(Carassius auratus) 

E2-Konzentration als Mass für 
östrogene Aktivität  
(mit ELISA gemessen) 

14 d  [244] 

1 Kommerzielle Testkits erhältlich 
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Tab.17 Fortsetzung: In vivo-Biotests die bereits auf Abwasser/Oberflächengewässer angewendet wurden. 

Organismen-
gruppe 

Test Organismus Messbarer Effekt  
(Endpunkt) 

Testdauer Bemerkung Richtlinie oder 
Referenz 

Fische Glutathionperoxidaseassay in 
vivo 

Leber und Nierenzellen der 
Regenbogenforelle (O. mykiss) 

Wie in vitro, aber Organismen in 
vivo exponiert  
(mit ELISA gemessen) 

96 h  [245] 

 Häm-Peroxidase-Aktivität Leber und Nierenzellen der 
Regenbogenforelle (O. mykiss) 

Enzymaktivität gegen oxidativen 
Stress  
(kolorimetrische Messung) 

96 h  [245, 246] 

 Totaler Glutathiongehalt (GSH)1 Leber und Nierenzellen der 
Regenbogenforelle (O. mykiss) 

Glutathiongehalt als Mass für 
oxidativen Stress  
(kolorimetrische Messung) 

96 h  [245] 

 Lipidperoxidationssassay (LPO 
Assay)1 

Leber und Nierenzellen der 
Regenbogenforelle (O. mykiss) 

Enzymaktivität als Mass für 
oxidativen Stress  
(kolorimetrische Messung) 

96 h  [245, 247] 

div. Glutathion S-Transferase (GST) 
Aktivität1 

Fische, Muscheln Enzymaktivität zur Entfernung von 
elektrophilen Schadstoffen 
(kolorimetrische Messung) 

96 h  [248], [249], [245] 

Toxizität durch 
Metalle 

Metallothioneinsynthese Gewebe von Krebstiere, 
Mollusken, Würmern und 
Fischen 

Metallothioneingehalt  
(gebundene Metalle werden durch 
Silber ersetzt; Silberkonzentration 
gemessen) 

div.  [250] (review); 
[251] 

1 Kommerzielle Testkits erhältlich
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Tab. 18: Biotests zur Untersuchung von endokrinen Wirkungen: Beurteilung basierend auf verschie-
denen Auswahlkriterien. 
1 = gut (in grün), 2 = mässig (in gelb), 3 = schlecht (in rot). Dazwischenliegende Ergebnisse: 1-2 hellgrün, 2-
3 orange. n.d. nicht diskutiert 

Kriterium Test 1: 
Yeast Estrogen 
Screen (YES) 

Test 2: 
In vitro-Biotests mit 

menschlichen Zelllinien 
(MELN, CALUX®-Tests, 

T47D KbluC) 

Test 3: 
Vitellogenin-Induk-
tion als Biomarker 

Allgemeine Informationen zum Test 

In situ- oder Labortest? Labor Labor 
in situ (männliche 

Fische) 

In vitro / in vivo in vitro in vitro in vivo 

Wirkmechanismus / End-
punkt 

Bindung an den Östro-
gen-Rezeptor (ER) und 

Aktivierung 

Verschiedene Hormonre-
zeptoren zur Erfassung 
von Rezeptorbindung 

und -aktivierung 

Hauptsächlich Öst-
rogen-Rezeptor 

Allgemeine Überlegungen in Bezug auf die Auswahl von Biotests 

Interpretierbarkeit 1 1 2 

Relevanz 1 1 1 

Vorausschauend n.d. Je nachdem Je nachdem 

Evaluation der Biotests in Bezug auf die Auswahlkriterien 

Anwendbar auf Umwelt-
proben 

Ja Ja Ja 

Proben-Vorbehandlung Ja 
Nein (für Abwasser) 

Ja (für Oberflächenge-
wässer) 

Nein 

Empfindlichkeit 2 1 1 

Robustheit 
Offene Fragen zur Wie-

derholbarkeit 
Eher 1 

1 2 

Grad der Validierung / 
Standardisierung 

2 (in Bearbeitung) 2 (in Bearbeitung) 
1 (ELISA Methode) 
3 (Freilandmethode) 

Kosten / Kosteneffizienz 1 1-2 2-3 

Gute routinemässige An-
wendbarkeit 

1 1-2 2-3 

Anwendbar in Gewässer-
schutzlaboren und priva-
ten Laboren 

1 2 2 

 Überblick über die Beurteilung der Biotests anhand der 
Auswahlkriterien 
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Tab. 19: Biotests zur Untersuchung von Gentoxizität / Mutagenität: Beurteilung basierend auf verschiedenen Auswahlkriterien.  
1 = gut (in grün), 2 = mässig (in gelb), 3 = schlecht (in rot), dazwischen liegende Ergebnisse: 1-2 hellgrün. n.d. nicht diskutiert 
Bei den ersten drei Tests war die Beurteilung zwischen den beiden Diskussionsgruppen deutlich unterschiedlich. Daher sind in der Tabelle zwei Reihen für jeden Test aufge-
führt. 

Kriterium Test 1:  
Ames-Fluktuations-Test 

Test 2: 
Mikrokern-Test 

Test 3: 
Umu-Test 

Test 4: 
Comet-Assay 

Allgemeine Informationen zum Test 

In situ- oder Labortest? Labor in situ-Biomarker Labor Beides 

In vitro / in vivo in vitro Beides in vitro 
in vivo mit Freiland-
Organismen (nicht-
invasive Methode) 

Wirkmechanismus / Endpunkt 
Mutationen – DNA-Schädigung / Anzahl 

an rückmutierten Bekterienkolonien 
Chromosomen-Aberrationen / In-

duktion von Mikrokernen 
Induktion von DNA-Repara-

turmechanismen (SOS-Antwort) 

DNA-Schädigung 
(Elektrophorese), 

Biomarker für DNA-
Reparatur und oxi-

dativen Stress 

Allgemeine Überlegungen in Bezug auf die Auswahl von Biotests 

Interpretierbarkeit 1 1 3 1 2 

Relevanz 3 1 3 1 3 1 2 

Vorausschauend 3 
Kann als Früh-

warnsystem ver-
wendet werden 

3 
Kann als Früh-

warnsystem ver-
wendet werden 

3 
Kann als Früh-

warnsystem ver-
wendet werden 

Kann als Frühwarn-
system verwendet 

werden 

Evaluation der Biotests in Bezug auf die Auswahlkriterien 

Anwendbar auf Umweltproben 1 1 3 1 1 

Proben-Vorbehandlung 

Ja (Ober-
flächengewäs-

serproben) 
(Nein) (Abwasser) 

Ja Nein Ja (für in vitro) Ja Nein 
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Tab. 19 Fortsetzung: Biotests zur Untersuchung von Gentoxizität / Mutagenität: Beurteilung basierend auf verschiedenen Auswahlkriterien.  
1 = gut (in grün), 2 = mässig (in gelb), 3 = schlecht (in rot), dazwischen liegende Ergebnisse: 1-2 hellgrün. n.d. nicht diskutiert 
Bei den ersten drei Tests war die Beurteilung zwischen den beiden Diskussionsgruppen deutlich unterschiedlich. Daher sind in der Tabelle zwei Reihen für jeden Test aufgeführt. 

Kriterium Test 1: 
Ames-Fluktuations-Test 

Test 2: 
Mikrokern-Test 

Test 3: 
Umu-Test 

Test 4: 
COMET Assay 

Evaluation der Biotests in Bezug auf die Auswahlkriterien 

Empfindlichkeit 
Substanz- und 

Strang-abhängig 
1 (Substanz- und 
Strang-abhängig) 

Substanz- und 
Strang-abhängig 

2 
Substanz- und 

Strang-abhängig 
2 2 

Robustheit 1 2 1 1 2 

Grad der Validierung / Stan-
dardisierung 

1 1-2 1 1 3 

Kosten / Kosteneffizienz 2 n.d. 1 n.d. 2 n.d. n.d. 

Gute routinemässige Anwend-
barkeit 

1 1 2 1 3 

Anwendbar in Gewässer-
schutzlaboren und privaten 
Laboren 

1 1-2 2 1 2 
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Tab. 20: Biotests zur Untersuchung von neurotoxischen Wirkungen: Beurteilung basierend auf verschiedenen Auswahlkriterien. 

1 = gut (in grün), 2 = mässig (in gelb), 3 = schlecht (in rot), dazwischen liegende Ergebnisse: 1-2 hellgrün, 2-3 orange. n.d. nicht diskutiert, i.E. in Entwicklng 

Kriterium Test 1: 

Acetylcholinesterase 
(AChE)-Hemmung 

Test 2: 

Danio rerio 
Embryonen/Larven 

Test 3: 

Olfactory bulb re-
sponse (D. rerio, 

Lachs) 

Test 4: 

Ceriodaphnia dubia/ 
Hyalella azteca 

akute und  
chronische Biotests 

Test 5: 

Zytotoxizitätstests 
mit Nervenzellen 

(neuroblast, 
SHSY5Y cells, MTT) 

Allgemeine Informationen zum Test 

In situ- oder Labortest? Labor (nur mit Enzym), auch 
Analyse in im Freiland oder im 
Labor/in situ exponierten Or-

ganismen möglich 

Labor Labor Labor Labor 

In vitro / in vivo Beides in vivo in vivo in vivo in vitro 

Wirkmechanismus / Endpunkt AChE-Aktivität Verhalten (Schwimmver-
halten, Reaktion auf Sti-

muli) 

Vermeidungsverhal-
ten (Fähigkeit auf 

Räuber zu reagieren) 

Überleben, Fortpflan-
zungserfolg und 

Schwimmfähigkeit 

Zellwachstum 

Allgemeine Überlegungen in Bezug auf die Auswahl von Biotests 

Interpretierbarkeit 1-2 i.E. (vielversprechend) 1 2 2 

Relevanz 2 2 2 1 2-3 

Vorausschauend 2 i.E. (vielversprechend) 1 1 n.d. 

Evaluation der Biotests in Bezug auf die Auswahlkriterien 

Anwendbar auf Umweltproben 1 1 1 1 n.d. 

Proben-Vorbehandlung n.d. Nein Nein Nein n.d. 

Empfindlichkeit 1-2 i.E. (vielversprechend) 1 1 n.d. 

Robustheit 1-2 i.E. (vielversprechend) 1 1 n.d. 

Grad der Validierung / Standardisie-
rung 

1 i.E. (vielversprechend) 3 1 3 

Kosten / Kosteneffizienz 1-2 n.d. n.d. 2 n.d. 

Gute routinemässige Anwendbarkeit 1 n.d. n.d. 1 n.d. 

Anwendbar in Gewässerschutzlabo-
ren und privaten Laboren 

1 i.E. (vielversprechend) 
Für spezifische Pro-

jekte 
1 n.d. 
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Tab. 21: Biotests zur Untersuchung von Dioxin-ähnlichen Wirkungen: Beurteilung basierend auf verschiedenen Auswahlkriterien. 

1 = gut (in grün), 2 = mässig (in gelb), 3 = schlecht (in rot), dazwischen liegende Ergebnisse: 1-2 hellgrün. n.d. nicht diskutiert 
Wo sich die Beurteilung zwischen den beiden Diskussionsgruppen deutlich unterschied sind zwei Reihen für den jeweiligen Test aufgeführt. 

Kriterium Test 1: 
H4IIE Assay 

Test 2a: 
EROD bei Fischen 

Test 2b: 
EROD in RTL-W1 Zellen  

(Rainbow trout liver cells) 

Allgemeine Informationen zum Test 

In situ- oder Labortest? Labor In situ-Biomarker Labor 

In vitro / in vivo in vitro in vivo in vitro 

Wirkmechanismus / Endpunkt 
Aktivierung des Dioxin-responsi-
ven Elements (Arylhydrocarbon-

Rezeptor, AhR) 

Aktivität des Enzyms Ethoxyreso-
rufin-O-deethylase (EROD) 

Aktivierung des Dioxin-responsi-
ven Elements (Arylhydrocarbon-

Rezeptor, AhR) 

Allgemeine Überlegungen in Bezug auf die Auswahl von Biotests 

Interpretierbarkeit 1 (substanzspezifisch) 1 1 (substanzspezifisch) 

Relevanz 1 1 1 

Vorausschauend 2 1 1-2 1 1 

Evaluation der Biotests in Bezug auf die Auswahlkriterien 

Anwendbar auf Umweltproben 1 1 1 

Proben-Vorbehandlung Ja Nein Ja Ja 

Empfindlichkeit 1 1 1 

Robustheit 1 1 1 

Grad der Validierung / Standardisierung 2 2 1 1 

Kosten / Kosteneffizienz 1 1 n.d. n.d. 

Gute routinemässige Anwendbarkeit 1 1 1 

Anwendbar in Gewässerschutzlaboren 
und privaten Laboren 

2 2 2 
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Tab. 22: Biotests zur Untersuchung von Immuntoxizität: Beurteilung basierend auf verschiedenen Auswahlkriterien. 
1 = gut (in grün), 2 = mässig (in gelb), 3 = schlecht (in rot), dazwischen liegende Ergebnisse 1-2 hellgrün, 2-3 orange. n.d. nicht diskutiert, i.E. in Entwicklung 

Kriterium Test 1: 
Phagozytose-Aktivität 

Test 2: 
Bildung von reaktiven 

Sauerstoffspezies 
(Reactive Oxygen 

Species, ROS) 

Test 3: 
Disease challenge-

Tests 

Test 4:  
Immunopathologie 

Test 5: 
Tests mit Säuger-Zellinien, 

z.B. Beas-2B-Zellinie 

Allgemeine Informationen zum Test 

In situ- oder Labortest? Labor (kann bei im Frei-
land gesammelten oder 
in situ expnierten Orga-
nismen analysiert wer-

den) 

Labor In situ (Exposition) 
und Labor (Chal-

lenge) 

Labor (kann bei im Freiland 
gesammelten Organismen 
oder bei in situ exponierten 

Organismen gemessen 
werden) 

Labor 

In vitro / in vivo ex vivo in vitro / ex vivo in vivo ex vivo in vitro 

Wirkmechanismus / Endpunkt Phagozytoseaktivität 
durch Fluoreszenz ge-

messen 

Oxidativer Stress, Kata-
lase-Aktivität, Lipid-Per-

oxidation 

Anfälligkeit von Or-
ganismen für Krank-

heiten 

Beinhaltet eine Reihe von 
klassischen Parametern: 
B-Zellen, Makrophagen, 

Lymphozyten-Proliferation 
(alkali-labled P), oxidative 

burst capacity. 

Freisetzung von Zytokinen 
(II-1, II-2, II-6, II-8) gemes-

sen durch ELISA 

Allgemeine Überlegungen in Bezug auf die Auswahl von Biotests 

Interpretierbarkeit 2 3 1 2 3 

Relevanz 2 3 1-2 1 1 2-3 3 

Vorausschauend n.d. 2 1 1 n.d. 

Evaluation der Biotests in Bezug auf die Auswahlkriterien 

Anwendbar auf Umweltproben 1 1 1 1 1 

Proben-Vorbehandlung Nein Nein Nein Nein n.d. 

Empfindlichkeit 1 2 n.d. n.d. n.d. n.d. 

Robustheit n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
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Tab. 22 Fortsetzung: Biotests zur Untersuchung von Immuntoxizität: Beurteilung basierend auf verschiedenen Auswahlkriterien. 
1 = gut (in grün), 2 = mässig (in gelb), 3 = schlecht (in rot), dazwischen liegende Ergebnisse 1-2 hellgrün, 2-3 orange. n.d. nicht diskutiert, i.E. in Entwicklung 

Kriterium Test 1: 

Phagozytose-Aktivität 

Test 2: 

Bildung von reaktiven 
Sauerstoffspezies 
(Reactive Oxygen 

Species, ROS) 

Test 3: 

Disease challenge-
Tests 

Test 4:  
Immunopathologie 

Test 5: 

Tests mit Säuger-Zellinien, 
z.B. Beas-2B Zellinie 

Evaluation der Biotests in Bezug auf die Auswahlkriterien 

Grad der Validierung / Stan-
dardisierung 

3 
Kommerzieller Test ver-

fügbar 
3 2-3 3 

Kosten / Kosteneffizienz 2 n.d. 3 2 n.d. 

Gute routinemässige Anwend-
barkeit 

2 n.d. 2-3 2-3 1 

Anwendbar in Gewässer-
schutzlaboren und privaten 
Laboren 

3 n.d. 2-3 
Nur in spe-
zifischen 
Projekten 

2 n.d. 


