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Abstract  
Genotoxische Substanzen stellen einen ökotoxikologischen 
und humantoxikologischen Risikofaktor dar. Ihre Quantifizie-
rung mittels instrumenteller Analytik hat nur eine begrenzte 
Aussagekraft, weil nur ausgewählte Stoffe quantifiziert 
werden und deren Bioverfügbarkeit nicht berücksichtigt wird. 
Daher wurden wirkungsbezogene biologische Testverfahren 
wie der bakterielle umu-Genotoxizitätstest entwickelt, validiert 
und standardisiert. Dieser Test ist innerhalb eines Arbeits-
tages in Mikrotitrationsplatten durchführbar und komplett auto-
matisierbar. Sein Anwendungsbereich reicht von der Testung 
von Abwasserproben über die Testung des wässrig extrahier-
baren Potenzials von Feststoffproben bis hin zur Bewertung 
von Bauprodukten. Zur Interpretation der Messdaten wird em-
pfohlen, den Test immer durch eine angepasste chemische 
Analytik in Frage kommender Schadstoffe zu ergänzen. 
 
Hintergrund  
Wirkungsbezogene Untersuchungen mit biologischen Test-
verfahren werden mittlerweile in der Ökotoxikologie routine-
mäßig zur Gefährdungsabschätzung von Chemikalien und 
Umweltproben eingesetzt. Sie ergänzen dabei die mittels 
chemisch-analytischer Methoden erhaltenen Informationen 
über die Konzentrationen von einzelnen Schadstoffen oder 
von Summenparametern wie dem DOC-Gehalt. Unbestritten 
ist, dass die Quantifizierung von Stoffkonzentrationen nur 
sehr bedingt Aussagen zu ökotoxischen und toxischen 
Effekten zulässt, da mit der instrumentellen Analytik nur 
bestimmte Substanzen erfasst werden, nach denen aktiv 
gesucht wird. Darüber hinaus werden Kombinationswirkungen 
nicht erfasst, und die Bioverfügbarkeit der Schadstoffe bei 
den Extraktionen für chemisch-analytische Untersuchungen 
wird nicht oder nur sehr eingeschränkt berücksichtigt.  
 
Aus all diesen Gründen sind biologische Testverfahren ent-
wickelt, umfassend validiert und standardisiert worden. 
Limitierend für die praktische Umsetzung der Verfahren ist die 
je nach Anwendungsbereich unterschiedliche Integration 
dieser Testverfahren in die Gesetzgebung. So sind ökotoxi-
kologische und toxikologische Methoden die Basis der Chemi-
kalienbewertung in der anstehenden Umsetzung der EU-
Richtlinie REACH und der Bewertung des wassergefähr-
denden Potenzials von Chemikalien [Bundesministerium für 
Umwelt, 1999]. In Deutschland sind sie ein wesentlicher Be-
standteil von Abwasseruntersuchungen [anonymus, 2002]. In 
die neue Bundesbodenschutzverordnung sind sie dagegen 
nicht explizit eingebunden worden.  
 
Genomschädigende Wirkungen von Schadstoffen stellen 
einen der wichtigsten toxikologischen und ökotoxikologischen 

Endpunkte dar. Daher wurden verschiedene biologische Test-
verfahren mit unterschiedlichen genetischen Endpunkten zur 
Erfassung des genotoxischen Potenzials von Umweltproben 
oder Chemikalien entwickelt. Dabei wurde von einem Zu-
sammenhang zwischen der primären Schädigung der DNA 
und dem möglichen Auftreten von Tumoren ausgegangen, 
weshalb die Untersuchung von DNA-Schäden als Screening-
verfahren zur Detektion möglicher genotoxischer Wirkung 
etabliert ist. 
 
Grundlage des umu-Tests 
Eines dieser Verfahren, das einen sehr breiten Anwendungs-
bereich hat, ist der umu-Genotoxizitätstest, bei dem der Test-
stamm TA 1535/pSK1002 von Salmonella choleraesius 
subsp. chol. (früher: Salmonella typhimurium) zum Einsatz 
kommt. Der zunächst von Oda et al. [1985] entwickelte umu-
Genotoxizitätstest wurde von Reifferscheid et al. [1991] auf 
Mikroplatten übertragen. In einer Mikroplattenversion ist 
dieser Test auch für die Testung von Wasser und Abwasser-
proben standardisiert [ISO 13829, 2000]. Bakterien verfügen 
über verschiedene Reparatursysteme zur Behebung von 
DNA-Schäden. Bei massiven Schädigungen der DNA treten 
fast immer einzelsträngige DNA-Abschnitte auf. Diese 
induzieren das aus mindestens zwölf Genen bestehende 
„SOS-Reparatursystem“. Ein Gen (umuC) dieses Reparatur-
mechanismus wird auf dem Wege gentechnischer Verän-
derung mit dem lacZ-Gen, welches für die Bildung des 
Enzyms β-Galaktosidase in der Zelle verantwortlich ist, ge-
koppelt. Kommt es nun durch Einwirkung einer erbgut-
schädigenden Substanz zur Aktivierung des SOS-Reparatur-
systems, erfolgt aufgrund dieser Kopplung gleichzeitig mit der 
Expression des umuC-Gens die Expression des lacZ-Gens 
und damit die Bildung von β-Galaktosidase, deren Freiset-
zung über die photometrische Quantifizierung der Gelbfär-
bung als Testkriterium für den Nachweis des geno-toxischen 
Potenzials der Substanz herangezogen wird. 
 
Testanforderungen 
Der umu-Test wird mit einem nicht-pathogenen, gentechnisch 
veränderten Bakterium durchgeführt. Daher wird ein S1-
Laborbereich benötigt. Der Test wird in wässriger Suspension 
in 96-Well-Mikrotitrationsplatten und nicht, wie der Ames-Test 
[ISO 16420, 2005], in Petrischalen angesetzt. Grundsätzlich 
können daher nur wasserlösliche Substanzen bzw. Proben 
mit diesem Testverfahren charakterisiert werden. Für die 
Testung von Proben mit schlecht wasserlöslichen Bestand-
teilen kann Dimethylsulfoxid in einer Konzentration von 
maximal 4% als Lösungsvermittler eingesetzt werden. Zyto-
toxische Effekte werden erfasst, indem die optische Dichte 
der Probensuspension und damit das Bakterienwachstum 
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parallel vor und nach der Inkubation bestimmt wird. Kritisch 
diskutiert wird jedoch, ob bei Vorliegen moderater zyto-
toxischer Effekte genotoxische Effekte überschätzt werden 
[Baun et al., 1999]. Da der Test in Mikroplatten mit einen 
Ansatzvolumen von 300 µL pro Well bei drei Parallel-
ansätzen durchgeführt wird, werden nur geringe Proben-
volumina benötigt. Sehr vorteilhaft ist, dass der umu-Test voll-
ständig an einem Arbeitstag durchgeführt und ausgewertet 
werden kann. Darüber hinaus ist der Test komplett auto-
matisierbar.  
 
Anwendungsbereiche  
Der umu-Test ist nicht Bestandteil der nach REACH vorge-
schriebenen Untersuchungen von Chemikalien. Dennoch ist 
er wegen seines sehr breiten Anwendungsbereichs sehr 
interessant: Der Test ist in die Abwasserverordnung einge-
bunden [anonymus, 2002]. Als ein SOS-Reparaturtest wird er 
zur Charakterisierung von Oberflächenwässern genutzt [Ohe 
et al., 2004]. Als Ergebnis eines BMBF-Projekts zum Thema 
„Erprobung, Vergleich, Weiterentwicklung und Beurteilung 
von Genotoxizitätstests für Oberflächenwasser“ ist er neben 
dem Ames-Test und dem Comet Assay Bestandteil des „Mini-
malpakets zur 1. Stufe der Genotoxizitätsprüfung“ [anonymus, 
2000]. Für die Erfassung des wässrig extrahierbaren geno-
toxischen Potentials von Böden und Bodenmaterialien wird 
der Test routinemäßig genutzt [Rila und Eisentraeger, 2003; 
Eisentraeger et al, in press]. Dabei wird er nur in speziellen 
Fällen durch den Ames-Test ergänzt [Eisentraeger et al., 
2004a]. In die Richtlinien zur ökotoxikologischen Bewertung 
von Böden und Bodenmaterialien ist er fest eingebunden [ISO 
15799, 2003; ISO/DIS 17616, 2006]. Der dabei verfolgte 
Ansatz wurde in letzter Zeit auch auf die Charakterisierung 
von Abfällen [EN 14735, 2005] und Bauprodukten [anonymus, 
2005] übertragen. Schließlich wird der umu-Test auch zur 
Charakterisierung von Sedimenten und Grundwasserproben 
herangezogen [Reifferscheid und v. Oepen, 2002]. In Grund-
lagenuntersuchungen konnte auch die Eignung des umu-Test 
als Screeningtest zur Kontrolle verschiedener Chargen 
während der Produktion von Schmierfluiden aufgezeigt 
werden [Eisentraeger und Brinkmann, 2006].  
 
Der umu-Test sollte dabei immer ergänzt werden durch eine 
angepasste Analytik der jeweils in Frage kommenden Um-
weltschadstoffe. Nur dadurch können die Messdaten erklärt 
und das genotoxische Potenzial reduziert werden.  
 
Automatisierbarkeit 
Durch eine Automatisation des Tests können für die 
Routinetestung Zeit und Kosten gespart werden. Proben 
können tagsüber aufbereitet und über Nacht getestet werden. 
Nach Zugabe der Testkultur und aller weiteren Chemikalien 
und Lösungen wird der automatisierte Test gestartet und be-
darf keiner weiteren manuellen Kontrolle. Die Anweisungen 
und Gültigkeitskriterien der ISO 13829 können dabei einge-
halten werden. Die Abb. 1 zeigt eine Aufsicht der einge-
setzten Pipettierplattform. 

 
Abb. 1: Vollautomatisierter umu-Test nach ISO 13829 [2000]. 
Die Automatenplattform ist mit einem Mikrotiterplattenphoto-
meter (BIO-TEK™ ELx808) (2), zwei Variomag®-teleshake 
Schüttlern (H+P Labortechnik AG, Oberschleißheim) (5), vier 
Pipettenhaltern (1), zwei Staplern für 12 Mikrotiterplatten (6) 
und einer Inkubationshaube mit Temperaturregelung (noctua 
GmbH, Mössingen) ausgerüstet (nicht dargestellt) [Eisen-
traeger et al., 2004b] 
 
Die RoboSeq™ 4204 SE-Platform (MWG AG, Ebersberg) ist 
in eine Inkubationshaube (noctua GmbH, Mössingen) ein-
gebaut, die eine gleichbleibende Temperierung während des 
Tests gewährleistet. Der Automat ist mit vier Haltern für 
Wechselspitzen (1) ausgerüstet, die ein schnelles, präzises 
Pipettieren erlauben. Die genaue Aufnahme der Flüssigkeiten 
ermöglichen die Mikrokolbenspritzen (4) an der hinteren 
Wand der Haube. Die photometrische Messungen der op-
tischen Dichte der A- und B-Platten und der Gelbfärbung in 
den C-Platten erfolgt ebenfalls automatisch. Vergleichende 
Untersuchungen des manuellen und des automatisierten 
Tests haben sehr gute Übereinstimmung gezeigt mit der Ein-
schränkung, dass im automatisierten Test flüchtige Sub-
stanzen wie z.B. Ethanol bislang nicht untersucht werden 
können, da die Mikroplatten vom Automaten nicht mit Folie 
abgeklebt werden können. 
 
Selbstverständlich kann der Test auch mit Plattformen 
anderer Hersteller automatisiert werden. Voraussetzung für 
eine adäquate technische Umsetzung ist jedoch, dass die 
beteiligten Techniker alle methodischen biologischen Aspekte 
des umu-Tests im Detail verstanden haben. Unter anderem 
ist auf eine hinreichend genaue Temperierung, auf die exakte 
Pipettierung und auf das passende Zeitmanagement zu 
achten, um ausreichend hohe Enzymaktivitäten und Repro-
duzierbarkeiten zu erhalten. 
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