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Zusammenfassung

Es werden zwei bakterielle Testverfahren (Batch-Mikrokalorimetrie an
E. coli und der Microtox(R)-Test mit P phosphoreum) auf ihre Eignung
zur Priifung der akuten Toxizitat von Stoffen untersucht.

Am Beispiel von Spurenstoffen der Stalluft wird gezeigt, dall es mog-
lich ist, mit Hilfe einfacher bakterieller ”Screening”-Modelle eine
Beurteilung der akuten Toxizitat von Stoffen vorzunehmen. Der Mo-
dellwert der an den Bakterien erhobenen Befunde fiir hoher entwickelte
Organismen, einschlieBlich Wirbeltieren, wird durch Vergleich mit
Befunden aus der Literatur rechnerisch gepriift. Beim Vergleich wird
festgestellt, daB die Befunde in der Rangfolge und in der Abstufung der
Dosen in der Tendenz iibereinstimmen. Die Zusammenhinge werden
durch Korrelations- und Signifikanzberechnungen belegt. Die Streu-
breite der Befunde 1Bt es sinnvoll erscheinen, mehrere Kurzzeittests
mit verschiedenen Testorganismen im Sinne einer " Testbatterie™ fiir
solche Abschatzungen vorzusehen.

Mit bakteriellen Kurzzeittests durchgefiihrte Untersuchungen vermao-
gen zwar das direkte Experiment am Tier nicht vollig zu ersetzen,
ermoglichen jedoch eine Einschitzung des Belastungspotentials von
Stoffen und konnen somit dazu beitragen, den notwendigen Umfang
der Untersuchungen mit Tieren zu reduzieren.

Summary: Testing the acute toxicity of chemicals using bacteria

Two bacterial tests are used to screen the acute toxicity of 8 com-
pounds which are known as pollutants in the air of stables. The
procedures applied were batch-microcalorimetry (E. coli) and the
Microtox(R)-test (P phosphoreum).

It is shown that both bacterial "screening models” are suitable to
evaluate the acute toxicity of the compounds tested. The test results are

27




R

REFINE

compared to results from other toxicity tests using higher developed
organisms, additionally the comparison included compounds from the
literature. It is found that the results from the different test systems are
significantly correlated as far as linear correlation and as rank corre-
lation are concerned. The range of the results supports the suggestion
to apply two or more short-term tests involving different test
organisms in a "test battery”.

Bacterial short-term assays may not completely replace experiments
involving animals but they allow an estimation of the toxic potential of
substances which have not yet been tested and may thus reduce the
necessary amount of experiments with animals.

1. Einleitung

Jahrlich wird eine Vielzahl chemischer Stoffe produziert und in die
Umwelt abgegeben. Es wird geschitzt, daf mehr als 2 Millionen che-
mische Komponenten existieren, und daB jedes Jahr etwa 250 000
neue Verbindungen formuliert werden, von denen etwa 500 in die Her-
stellung gehen (1). Die Weltproduktion an organischen Verbindungen
belduft sich auf etwa 300 Millionen Tonnen im Jahr (2).

Chemisch-analytische Untersuchungen allein geben keine ausreichende
Auskunft iiber die biologische Wirkung dieser Stoffe, weder hinsicht-
lich ihrer akuten Toxizitit noch hinsichtlich moglicher Potenzierungs-
und Summationseffekte oder antagonistischer und synergistischer
Wirkungen bei gleichzeitiger Anwesenheit mehrerer Substanzen. Es
werden daher vermehrt biologische Tests bendtigt, wobei besonderes
Interesse an Kenntnissen iiber die unmittelbare Toxizitit dieser Stoffe
im Sinne der Vergiftung von Mensch, Tier und Pflanze besteht. Zu-
nehmende Aufmerksamkeit wird auch Stoffen entgegengebracht, die
gentoxische, mutagene oder kanzerogene Eigenschaften besitzen.

Die traditionelle Form der akuten Toxizitdtspriifung ist der LD 50-Test
am Tier, insbesondere am Siugetier. Dieser eindeutig erscheinende
Zahlenwert ist jedoch hinsichtlich seiner Aussagekraft seit lingerer
Zeit umstritten, da es sich in Wirklichkeit um einen weit gespreizten
Bereich handelt, innerhalb dessen der wahre Wert liegt (3), und die
Genauigkeit eines absoluten MeBwertes lediglich vorgetiuscht wird (4).
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Auch aus Griinden des Tierschutzes muf3 der LD 50-Test in seiner
klassischen Form mit groen Tierzahlen sehr kritisch beurteilt werden.
Dariiberhinaus sind Versuche an und mit Tieren aufwendig und relativ
schwierig zu standardisieren. Es erscheint daher sinnvoll, auch einfa-
chere Testorganismen fiir Stoffpriifungen einzusetzen, die sicherer
definierbar sind und zu besser reproduzierbaren Befunden fiihren.
Relativ einfache Testobjekte sind Bakterien.

2. Kurze Ubersicht hiufig benutzter bakterieller Kurzzeittests

Bei Priifsystemen, die mit Bakterien arbeiten, wird vorrangig in
fliissigen Medien das Auftreten einer nachteiligen Wirkung durch eine
Priifsubstanz im Vergleich zu unbelasteten Kulturen ermittelt. Priif-
substanzen, die bereits in kleinen Konzentrationen eine nachteilige
Wirkung hervorrufen, werden als biologisch belastender eingestuft als
solche, die dazu eine relativ hhere Konzentration erfordern (5). Neben
der Rangfolge dieser Grenzkonzentrationen wird auch der quantitativen
Abstufung eine bewertende Bedeutung zugeordnet.

Bakterielle Tests beruhen i.d.R. auf Messungen der Hemmung

- der Vermehrung und des Wachstums, z.B. (6), (7), (4),

- der Sauerstoffaufnahme, z.B. (8), (9), (10) und

- der Beweglichkeit, z.B. (11), (12), (4).
Die dabei benutzten Bakterienarten gehoren iiberwiegend zu den
Genera Pseudomonas, Klebsiella, Aeromonas, Citrobacter und
Spirillum (13).

In jiingerer Zeit sind zwei Methoden entwickelt worden, mit denen
zum einen

- die Wiarmebildung von Bakterienkulturen und zum anderen
- die Biolumineszenz von Bakterien wie Photobacterium
phosphoreum oder Photobacterium (Vibrio) fischeri
unter Schadstoffbelastung gemessen und bewertet werden kann.
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Zur Messung der Warmebildung, der Mikrokalorimetrie, werden
Mikrokalorimeter verschiedener Bauart benutzt (14). Bei solchen
Untersuchungen werden die Testorganismen nur in geringem Umfange
apparatebedingten und versuchstechnischen Belastungen ausgesetzt.
Ein weiterer Vorteil besteht in der Moglichkeit der kontinuierlichen
Aufzeichnung der mit der Wirmebildung einer Bakterienkultur in
Zusammenhang stehenden Stoffwechselschritte. Die Bewertung des
Einflusses einer Priifsubstanz erfolgt stets im Vergleich zum unbelaste-
ten Priifansatz. Die Linge der Untersuchungsdauer fiir den Einzelver-
such liegt je nach Fragestellung und Verfahrensablauf zwischen zehn
Minuten und 24 Stunden. Zur Untersuchung an Mikroorganismen mit
der Mikrokalorimetrie gibt es eine Reihe von Ubersichten, z.B. (15),
(16), (17), (18).

Der Biolumineszenz-Test mit Photobacterium phosphoreum ist unter
der Bezeichnung Microtox(R)-Test eingefiihrt worden (19). Die Test-
bakterien sind gebrauchsfertig als Lyophylisat erhiltlich (20). Unter
Normalbedingungen produzieren die Bakterien kontinuierlich Licht,
welches mit einem Photometer quantitativ gemessen werden kann,
Wirkt eine Priifsubstanz nachteilig auf die Bakterien ein, so nimmt die
Lichtproduktion ab. Zur Bestimmung einer nachteiligen Wirkung wird
die effective concentration 50” (EC50) bei einer Kontaktzeit von 15
min empfohlen (21). Die "EC50” ist diejenige Konzentration, bei der
innerhalb der gewihlten Versuchszeit von z.B. 15 min die Lichtemis-
sion der Testkultur um 50 % gegeniiber der Kontrolle abnimmt. Fiir
die Durchfiihrung einer kompletten Analyse wird meist nicht mehr als
eine Stunde bendtigt. Zwar ist das zur Testdurchfithrung vertriebene
Mel3gerit ("toxicity-analyzer”) relativ teuer, jedoch sind die Test-
gesamtkosten im Vergleich zum Fischtest gering (22).

Die Empfindlichkeit des Microtox(R)-Test ist gut. Gegeniiber mehreren
anderen mikrobiologischen Tests, wie dem Beweglichkeitstest mit Spi-
rillum volutans, dem Wachstumshemmtest mit Pseudomonas putida,
dem Test auf Hemmung der Atmung von Belebtschlamm und dem
Test auf Hemmung der Belebtschlammdehydrogenase, wird angegeben
dal3 der Microtox(R)-Test iiberwiegend empfindlicher reagiert (23),
(24),(25). In einer Untersuchung von BULICH (26) erwies sich der

’
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Microtox(R)-Test auch als empfindlicher als der Gewebezellkultur-
Toxizitdtstest. Stark von den iibrigen Befunden abweichende Angaben
werden z.B. von MALLAK u. BRUNKER (27) fiir Phenol und von
MCcFETERS et al. (28) fiir Formaldehyd gemacht. Die hohe Empfind-
lichkeit des Microtox(R)-Test bezieht sich jedoch nicht auf alle Priif-
substanzen. In einigen Fillen zeigen der Fischtest (29) und Tests mit
anderen Bakterienspezies (23) oder mit Algen (28) eine deutlich hohere
- Empfindlichkeit.

3. Eigene Untersuchungen

Die hier untersuchten Spurenstoffe kommen als Verunreinigungen
sowohl in Gewissern als auch in der Luft von Tierhaltungen vor. Von
den 136 in der Stalluft nachgewiesenen Fremdstoffen (5) werden hier
modellhaft fiinf bzw. acht Stoffe mit den beiden bakteriellen Tests ge-
priift. Bei der Auswahl der Priifsubstanzen wurden neben stark wirk-
samen Stoffen (z.B. Formaldehyd, Phenol) auch solche benutzt, die eine
weniger starke Wirkung erwarten lieBen (z.B. Aceton). Sechs der unter-
suchten Stoffe sind in der MAK-Wert-Liste der gesundheitsgefahrden-
den Stoffe aufgefiihrt (30). Alle acht Stoffe gelten als Fremdgase der
Stalluft, von denen angenommen wird, daB3 sie an der nachteiligen
Wirkung stark mit Fremdgasen angereicherter Luft auf den Respira-
tionstrakt der Tiere beteiligt sind. Von den in der Stalluft nachgewie-
senen Stoffen liegen in der Literatur bislang fiir 10 Stoffe Befunde im
Microtox(R)-Test als EC50(15min)-Werte vor (5).

3.1 Vergleich der mit dem Microtox(R)-Test (MTT) und dem Batch-
Mikrokalorimeter (BMK) erhobenen Befunde

Im BMK und MTT wurden Aceton, Buttersaure, Dimethylamin,
Formaldehyd und Phenol gepriift, im MTT zusitzlich noch Butanol,
m-Kresol und p-Kresol.
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Tab. 1: Vergleich der mit dem Batch-Mikrokalorimeter (BMK)
und dem Microtox(R)-Test (MTT) erhaltenen wirksamen
Konzentrationen bei der Prifung von 5 Stoffen

Pruf- BMK MTT
substanzen Dmin EC50(15min)
mg/1l Rang mg/l Rang

Aceton 3949 5 143985 5
Buttersdure® 1198 4 1498 4
Dimethylamin® 879 3 640 3
Formaldehyd 4,2 1 YANG) 1
Phenol 214 2 43 2

a neutralisiert

Die Tabelle 1 vergleicht die mit dem MTT und dem BMK erhaltenen
Befunde. Fiir den MTT wird die EC50(15min), fiir das BMK die
minimal wirksame Dosis (Dmin) auf der Basis des Parameters dP
benutzt. Der Parameter dP gibt die zeitliche Differenz zwischen dem
Gipfel des ersten und des zweiten Warmebildungspeaks im Thermo-
gramm (Warmezeitkurve) von Escherichia coli an; nihere Erlduterun-
gen siehe bei (5). Werden die erhaltenen Ergebnisse direkt mit Hilfe der
linearen Regression verglichen, so betragt der Korrelatignskoeffizient
bei den fiinf Priifsubstanzen r = 0,98 (p < 0,01).

Im einzelnen erweist sich der MTT beim Dimethylamin und insbeson-
dere beim Phenol als empfindlicher. Das BMK ist beim Aceton erheb-
lich, beim Formaldehyd deutlich und bei der Buttersidure erkennbar
empfindlicher. Werden die Priifsubstanzen nach ihrer Wirkung geord-
net, so ist die Reihenfolge der Wirksamkeit dieser fiinf Substanzen in
beiden Priifverfahren gleich.

Die Befunde zeigen, daf3 die benutzten Verfahren - zumindest fiir die
hier gepriiften Stoffe - in der Rangfolge vergleichbare Ergebnisse
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liefern, wenn auch die Empfindlichkeit im Einzelfall deutlich verschie-
den sein kann. Bemerkenswert ist die hohe Empfindlichkeit des BMK,
zumal E. coli als ein gegen Umwelteinfliisse eher widerstandsfahiger
Keim gilt (31).

3.2 Vergleich der eigenen Microtox(R)-Test-Befunde (MTT) mit
Befunden aus anderen Kurzzeittests

Fiir die hier untersuchten acht stalluftrelevanten Substanzen wird in
Tabelle 2 ein Befundvergleich gegeben, der die Tests an Pseudomonas
putida, Daphnia magna, Goldorfe und der Ratte einschlieBt. Um die
Ratte direkt in den Vergleich einbeziehen zu konnen, wurden die in
mg/kg vorliegenden Angaben in Anlehnung an ALTHAUS (32) in eine
orale Aufnahme iiber die tdglich aufgenommene Wassermenge umge-
rechnet. Die rechnerisch erhaltene Priifsubstanzmenge ist in mg/1
angegeben. Fiir diesen Vergleich wurden aus den eigenen Befunden nur
die des MTT herangezogen, da bereits weiter oben gezeigt wurde, da
die Befunde fiir die fiinf im BMK gepriiften Stoffe mit denen im MTT
vergleichbar sind. AuBlerdem bilden die acht Substanzen eine breitere
Basis fiir Vergleiche mit anderen Priifsystemen.

Der direkte Vergleich mit Hilfe der linearen Korrelation ergibt fiir die
Beziehung zwischen den Befunden im Microtox(R)-Test und in den
tibrigen Tests auf dem 99 % Niveau fiir alle Vergleiche hohe Korrela-
tionskoeffizienten von mindestens 0,909. Sie zeigen, da3 zumindest
fiir die hier gepriiften Stoffe eine Abschatzung der Wirkung an ein-
fachen Systemen wie Bakterien Hinweise auch fiir die Wirkungs-
abschidtzung gegeniiber hoher entwickelten Organismen geben kann.

Diese Tendenz zeigt sich auch beim Vergleich der Rangfolge. So sind,
wie die letzte Zeile auf Tabelle 2 ausweist, iiber die Rangkorrelation
auf dem 95 %-Niveau signifikante Beziehungen zwischen MTT und P
putida, Goldorfe und Ratte vorhanden. Die Beziehung MTT - Goldorfe
bestitigt Literaturberichte iiber Korrelationen zwischen MTT und
verschiedenen Fischtests (33),(34),(35).
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Tab. 2: Vergleich der eigenen Microtox(R)-Test-Befunde mit Befunden aus anderen Kurzzeittests

anderer Untersucher. * 'p < 0,05; ** p EH 1yl S

MTT? Ps. putidab 0. magnaC Goldorfed'e Rattef
Prifsubstanzen EC50(15min) TKG EC50 LC50(48h) LD50 oral Wasser
mg/1l mg/1l mg/1 mg/1l mg/1

Aceton 14985 1700 10001 9403 78000
Butanol 2364 650 1880 1485 6300
Buttersaure 14989 8759 19509 365" 23500™
Dimethylamin 6409 3 = = 5800
Formaldehyd 7,4 14 42 79 6400
Kresol, m- 8,0 53 25 18 1900
Kresol, p- 1,6 = = 18° 1700
Phenol 43,0 64 12 20 3312
Lineare Korrelation
(Basis: MTT)

ris 0,809** 0:,995** 0,998** 0,973**

B = 6 6 7 8
Rangkorrelatian
(Basis: MTT)

™ = 0,943* 0,714 0,875* 0,714*

n = 5} B 7 8
a (5) f (50), modifiziert fir Wasseraufnahme einer Standardratte
b (8) van 0,2 kg: 125 ml/kg = 25 ml/Ratte/d
e (47 g neutralisiert
d (48) m keine Angabe zum pH-Wert
e (49)
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Zu der mit einem Korrelationskoeffizienten von r = 0,714 (p < 0,05)
bewerteten Beziehung zwischen dem MTT und dem Warmbliiter Ratte
mulB darauf hingewiesen werden, dal3 solche Beziehungen bei der ge-
ringen Zahl von Priifsubstanzen mit Zuriickhaltung beurteilt werden
miissen, da sowohl der Testorganismus als auch die Expositionsbe-
dingungen und -wege grundverschieden sind. Allerdings meine ich,
daB man aufgrund dieser Befunde guten Anlaf3 hat, solche Beziehun-
gen nachdriicklicher als bisher zu suchen und unvoreingenommen zu
priifen. Um dies zu erleichtern, wird vorgeschlagen, bei solchen Unter-
suchungen, besonders bei Kurzzeittests, eine Priifsubstanz, zum
Beispiel Phenol, als Standard regelméBig mitzufiihren. Phenol ist eine
der am hiufigsten untersuchten Priifsubstanzen und wird zum Beispiel
auch von PARKER u. PRIBYL (36) als geeignete Standardsubstanz
betrachtet.

3.3 Erweiterung des Befundvergleichs auf stalluftrelevante Stoffe

Wegen der geringen Befundzahlen und der damit verbundenen Un-
sicherheit solcher Vergleichsberechnungen wurden alle in der Literatur
verfiigharen Befunde mit den Testsystemen MTT, Daphnia magna,
Goldorfe und Ratte in einen erweiterten rechnerischen Vergleich
einbezogen. Dabei wurde sich wiederum auf die aus der Stalluftana-
lytik bekannten 136 Spurenstoffe beschrankt.

Von diesen Fremdstoffen liegen in den Testsystemen zwischen 32
(Testorganismus Ratte) und 9 (MTT) Befunde vor. Werden diese Befun-
de in dhnlicher Weise wie in Tabelle 2 rechnerisch verglichen, so erge-
ben sich die in Tabelle 3 dargestellten Beziechungen zwischen den
Photobakterien (MTT), Daphnia magna, dem Fisch Goldorfe und dem
Warmbliiter Ratte. Die Hohe der Korrelationskoeffizienten ist durch
Pfeile markiert. In allen Fallen bestehen hochsignifikante Beziehungen
(p < 0,01) zwischen den Tests sowohl in der linearen Regression als
auch in der Rangkorrelation.

Die Aufstellung zeigt, dal3 Stoffe, die nachteilig auf die Lumineszenz
der Photobakterien wirken, mit hoher Wahrscheinlichkeit auch auf
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Tab. 3: Korrelationskoeffizienten fir die Beziehungen zwischen den

Befunden im MTT (P. phosphoreum) und 4 weiteren Kurzzeit
tests mit Pseudomonas putida, Daphnia magna, Goldorfe und
Ratte. n = Anzahl der Befunde. LR = lineare Korrelation.
RK = Rangkorrelation. ** = p < 0,01,

Test n = Hohe der Test
Korrelationskoeffizienten

MTT 10 LR =l e e e e = = e e >

10 RE G~=00 Q0 R e e e e m e oo N D. magna

g9 1T W LG ol oL BT e >

9 Bk o (O G SN N Goldorfe

10 PR 1 €==0 B R e v e e e e e >

] Ratte

10 RK  <==07; BA** e e o > Hheye
0. magna 29 IR €==0,88 %% o e e e > £

29 B '<—=0,47%%_——_ > Goldorfe

32 (1] R -y PO | e >

32 RK <--0,49**—————— > Ratte
Goldorfe 31 LR <--0,56%*——vceuew—- >

31 BK ‘-0, 45%¥ = > Ratte

D. magna, die Goldorfe und die Ratte nachteilig wirken. Hohe Uber-
einstimmungen werden auch zwischen Daphnia und Goldorfe sowie
Daphnia und Ratte in der linearen Regression angezeigt, hingegen ist
die Rangkorrelation mit einem deutlich niedrigeren Korrelations-
koeffizienten versehen. Die Ubereinstimmungen zwischen den Befun-
den an Goldorfe und Ratte liegen bei r = 0,5 (p < 0,01).

3. 4 Vergleich der Befunde im Microtox(R)-Test mit den MAK-Werten

Einen anderen Ansatzpunkt zum Vergleich der eigenen Befunde mit
fur luftgetragene Stoffe relevanten Werten bietet die MAK-Wert-Liste
(30). Die maximale Arbeitsplatzkonzentration (MAK-Wert) von
Gasen, Ddmpfen und fliichtigen Schwebstoffen kennzeichnet diejenige
Konzentration, bei der wihrend der 8 h Exposition eines normalen
Arbeitstages keine nachteiligen Wirkungen auf den Organismus des
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Arbeitenden zu erwarten sind. Obwohl MAK-Werte und EC50-Werte
auf grundsatzlich verschiedenen Wegen erarbeitet worden sind, und
auch die Ergebnisse quantitativ stark voneinander abweichen, erscheint
ein Rangvergleich sinnvoll moglich. In Tabelle 4 sind die bei der
Untersuchung von 6 Priifsubstanzen mit dem MTT erhaltenen EC50-
Werte den maximal zulidssigen Arbeitsplatzkonzentrationen dieser
Stoffe in Luft gegeniibergestellt. Zur Erleichterung des Vergleichs von
Befunden aus Wasser und aus Luft wurde die Einheit mol benutzt.

Bei dem Vergleich zwischen den im Wasser erhobenen Befunden und
den Werten aus der MAK-Liste sind folgende Einschrankungen zu
bedenken. Die mit dem MTT, dem BMK oder einem anderen Priifver-
fahren erhaltenen Befunde kennzeichnen diejenige Konzentration der
eingesetzten Priifsubstanz, die unter den definierten Versuchs- und
Auswertbedingungen eine bestimmite, quantitativ bewertete Wirkung
am Testorganismus hervorruft. Der MAK-Wert wird dagegen von
einer Sachverstandigen-Kommission auf der Basis der vorliegenden

Tab. 4: Vergleich der Microtox(R)-Test-Befunde EC50(15min) mit
der maximalen Arbeitsplatzkonzentration (MAK-Wert) fir
6 Priofsubstanzen

M:'u:ro'c,ox(R)—Testa MAK-Werteb
EC50(15min)
Konzentrationen in

Priofsubstanzen Wasser Rang Luft Rang

mmol/ 1l pmol/1
Aceton 258.4 6 41,3 6
Butanol 31,9 5 4,1 5
Dimethylamin 14,2 4 0,4 4
Formaldehyd 0,25 2 0,04 1
m-Kresol 0,07 1 8,2 2.8
Phenal 0,46 3 0,2 2,5
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Kenntnisse auf dem Wege der einvernehmlichen Ubereinkunft unter
Beriicksichtigung eines angemessenen Sicherheitszuschlages festgelegt.
Der MAK-Wert beriicksichtigt nicht nur die akute Wirkung, sondern
auch chronische Wirkungen und Akkumulierungen.

Zu sechs der hier untersuchten Substanzen finden sich Angaben in der
MAK-Wert-Liste. Aber nur fiir die Grenzwerte der Substanzen Aceton
und Formaldehyd (37) sowie neuerdings auch fiir Ammoniak (38) liegt
eine von der Kommission erstellte Begriindung vor. Fiir Dimethylamin
konnten hilfsweise wegen der engen chemischen Verwandtschaft die
Begriindungen fiir Methylamin und Trimethylamin herangezogen
werden. Der derzeitige MAK-Wert von 10 ppm fiir Methylamin gilt
aber als unzureichend begriindet (39), und der Vorschlag fiir Trime-
thylamin von 1 ppm scheint wesentlich an der Geruchsbeldstigung
orientiert zu sein (40).

Fiir die Festlegung von MAK-Werten ist nicht immer die niedrigste
Konzentration, bei der gerade eine Wirkung beobachtet werden kann,
malgebend. So wird ein MAK-Wert von 1000 ml/m' fiir Aceton als
vertretbar angesehen, obwohl Schleimhautreizungen bei dieser Kon-
zentration nicht ausgeschlossen werden konnen. Die Festlegung der
MAK-Werte erfolgt somit nicht nach einheitlichen Kriterien, wodurch
ein Vergleich mit anderen Methoden zusitzlich erschwert wird.

Die Beziehung zwischen den Rangplitzen der an Bakterien im MTT
erhaltenen Befunde und den entsprechenden MAK-Werten weist einen
Korrelationskoeffizienten von r = 0,900 (p « 0,05) auf. Werden die
Priifsubstanzen nach ihrer Wirksamkeit geordnet, so zeigt sich, daf3
Formaldehyd, m-Kresol und Phenol zu den wirksamen Stoffen zzhlen,
wiahrend Dimethylamin nur méBig und Butanol und Aceton nur
gering wirksam sind.

Die gute Korrelation zwischen MTT-Befunden und MAK-Werten
kann aber auch vom Charakter der Stoffe mitbestimmt werden. Alle 5
Priifsubstanzen haben dhnliche allgemein wirkende Eigenschaften.
Ihre Wirkung auf Bakterien beruht wesentlich auf der Membranakti-
vitdt und der Fahigkeit zur Eiweilldenaturierung. Spezifisch wirkende
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Substanzen wie z.B. Herbizide werden eine ungleich starkere Wirkung
auf Algen als auf Bakterien oder Fische haben. Fiir die Priifung be-
kannter Stoffe ist daher die Zusammenfassung in chemisch verwand-
ten Gruppen durchaus sinnvoll, wie dies bei der Wirkungsabschatzung
mit struktur-wirkungs-analytischen Methoden auch geschieht.

4, Diskussion

Die beiden in der Untersuchung benutzten Priifsysteme MTT und
BMK erweisen sich als in der Rangfolge vergleichbar empfindlich,
obwohl erhebliche stoffspezifische Unterschiede beobachtet werden.
Dies ist vermutlich nicht nur auf die unterschiedliche Technik, sondern
auch auf die Verwendung unterschiedlicher Testorganismen zuriickzu-
fiihren (23),(28). Wegen seiner raschen Durchfiihrbarkeit erscheint der
Microtox(R)-Test fiir Screening-Zwecke besonders geeignet. Daneben
verdient meines Erachtens die Mikrokalorimetrie aufgrund der hohen
Empfindlichkeit und der direkt von der Wirmeabgabe (Energiestoff-
wechsel) der Testbakterien abgeleiteten Aussage kiinftig mehr
Beachtung.

Hinsichtlich der Frage, inwieweit bakterielle Testsysteme einen Beitrag
zur Einschitzung der Belastung auch hdher organisierter Organismen
durch nachteilige Stoffe zu leisten vermogen, kann auf Grund der
Korrelationskoeffizientenvergleiche festgestellt werden, daB die bakte-
riellen Priifsysteme sowohl mit Daphnia magna als auch mit der
Goldorfe und der Ratte hochsignifikante Beziehungen aufweisen. Die
bei der geringen Zahl von Priifsubstanzen aus den eigenen Untersu-
chungen erhaltene Tendenz (Tabelle 2) wird durch die erweiterte
Untersuchung (Tabelle 3) bestitigt. Die Vergleiche zeigen, daB} es mog-
lich ist, bei der Frage nach der biologischen Wirkung von Priifsub-
stanzen auf Tiere, sich durch einfache Testsysteme, zum Beispiel sol-
che, die mit Bakterien arbeiten, im Sinne eines ”Screening” ein orien-
tierendes Bild iiber die Rangfolge und iiber die GroBenordnung der
wirksamen Stoffkonzentration zu verschaffen. Die Befunde stiitzen in
ihrer Tendenz die Ansicht von BERKOWITZ (41), daB3 die grundsatz-
lichen, lebenserhaltenden biochemischen Prozesse bei hoheren und
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niederen Organismen gleich sind, und daB die nachteiligen Substanzen
in ahnlicher Weise in diese Prozesse eingreifen. So ist es verstindlich,
daB z.B. aquatische Organismen auch fiir Sduger und auch fiir den
Menschen als Modelle hilfreich sein konnen (42).

Die Tabellen 2 und 3 zeigen dariiberhinaus jedoch auch, daB3 nicht alle
Priifverfahren in gleicher Weise gegeniiber nachteiligen Stoffen
reagieren. Diese Streubreite der Befunde bestirkt den in der Literatur
gemachten Vorschlag, daB3 es sinnvoll ist, zwei oder besser mehrere
Kurzzeittests mit verschiedenen Testorganismen im Sinne einer
Testbatterie (21),(43),(44) einzusetzen, mit der die potentiell nachteili-
gen Stoffe sicherer hinsichtlich ihrer Belastung/Gefahrdung fiir andere
Lebewesen eingeschitzt werden kdnnen.

Das Beispiel des Vergleichs der MTT-Befunde mit den MAK-Werten
zeigt, dal} auch solche Vergleiche vorurteilsfrei gesucht werden sollten.
Es erweist sich hier ein Mangel an hinreichend erprobten Methoden,
mit denen die Wirkung luftgetragener Stoffe auf Bakterien direkt dar-
gestellt werden kann (45),(19). Moglicherweise bieten Oberflachenkul-
turen von P. phosphoreum kiinftig eine Chance, die Wirkung luftgetra-
gener Stoffe anhand der Biolumineszenz direkt zu beurteilen (46).

Bakterielle Priifsysteme sind sicherlich derzeit nicht in allen Bereichen
gleichermaBen einsetzbar. Sie bieten sich vor allem in solchen Fillen
an, in denen die akute Wirkung hoher Stoffdosen auf lebende Struk-
turen untersucht werden soll. Der Versuch am Tier konnte dann auf
die unumgingliche Priifung der Wirkung niedriger Dosen beschrinkt
bleiben und die Verwendung von Versuchstieren auf diese Weise
vermindert werden. Unbestritten ist, daB fiir die akute Toxizitétsprii-
fung im Kurzzeittest bakterielle Priifsysteme gegeniiber der Wirkungs-
priifung direkt am Tier folgende Vorteile haben:
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1. Sie sind einfacher und besser standardisierbar.

2. Sie sind nur von einer begrenzten Zahl von Sekundarfaktoren
abhingig; storende Interaktionen mit dem Gesamtorganismus
werden vermieden.

3. Sie erfordern einen geringen materiellen Aufwand.
4, Sie sind rasch durchfiihrbar.

5. Sie verursachen gegeniiber dem herkommlichen Tiermodell keine
Schmerzen und Leiden fiir das Untersuchungsobjekt.

Die vorgestellten Untersuchungen mit den beiden Bakterientests lassen
erkennen, dafl solche Testansitze - trotz einer Reihe von Einschrankun-
gen und Bedenken - zur Abschitzung der akuten Toxizitdt von Stoffen
geeignet sind und Hinweise auch fiir hcher entwickelte Organismen
geben konnen. Dies trifft zumindest fiir die begrenzte Zahl der hier
gepriiften Stoffe zu. Dieser ermutigende Ansatz sollte kiinftig nach-
driicklicher als bisher verfolgt werden.
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