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Zusammenfassung 

Der Bedarf nach schnellen und kostengünstigen Analyse-

methoden in der (Trink-)Wasseranalytik steigt mit dem zuneh-

menden Eintrag pharmazeutisch aktiver Substanzen in die Um-

welt. Insbesondere die Kontamination mit Antibiotika erscheint 

neben ökotoxikologischen Effekten vor allem in Hinblick auf die 

Evolution resistenter Keime im Wasser besorgniserregend. Wir 

berichten hier über die Entwicklung eines magnetpartikel-

basierten Immunoassays (MBBA) zur Detektion des Breitband-

antibiotikums Amoxicillin (AMX) in Wasserproben, der im Ver-

gleich zum entsprechenden Enzyme-linked Immunosorbent 

Assay (ELISA) eine wesentlich kürzere Analysendauer sowie 

einen breiteren Messbereich mit niedrigerer Nachweisgrenze 

aufweist. Das angewendete Assayprinzip ist dabei leicht auf 

weitere Analyten übertragbar und ermöglicht die Implemen-

tierung in einen Immunosensor. 

 

Einleitung 

Als Breitbandantibiotikum findet das Aminopenicillin AMX 

(Abbildung 1) Anwendung gegen zahlreiche bakterielle Infek-

tionen und stellt dabei das am häufigsten verschriebene Anti-

biotikum dar (z. B. USA, 2018).[1] Insgesamt gehört es zu den 

20 am häufigsten verschriebenen Medikamenten.[2] Mit dem 

hohen Einsatz in der Human- sowie Veterinärmedizin geht 

allerdings auch ein erhöhter Eintrag in die Umwelt einher. Ein 

Teil des Wirkstoffs wird unmetabolisiert wieder ausgeschieden 

und gelangt etwa in der Landwirtschaft direkt oder über die 

Gülleausbringung in den Boden, von wo er in Oberflächenge-

wässer abfließen oder in das Grundwasser sickern kann. Auf 

menschlicher Seite spielt der Eintrag über das Abwasser in die 

Kanalisation und infolge des unvollständigen Abbaus in Kläran-

lagen die anschließende Einleitung in Oberflächengewässer 

die größte Rolle. AMX ist infolgedessen in Krankenhausab-

wässern, Klärwerkszu- und abläufen sowie Oberflächenge-

wässern im ng-µg/L-Bereich nachweisbar.[3-6] 

 

 

Abb. 1: Strukturformel von AMX 

Neben ökotoxikologischen Effekten und der Allergenität der 

Stammverbindung sowie ihrer Abbauprodukte ist insbesondere 

die verstärkte Entwicklung von Antibiotikaresistenzen in 

diesem Zusammenhang besorgniserregend.[7-8] Die Kontami-

nation von Oberflächengewässern, die auch zur Trinkwasser-

aufbereitung genutzt werden, stellt damit eine potenzielle 

Gesundheitsgefahr für Mensch und Tier dar und verlangt nach 

effektiven Screening-Verfahren, um Verunreinigungen schnell 

erkennen und zeitnah Gegenmaßnahmen einleiten zu können. 

 

Immunanalytische Methoden, die auf der nichtkovalenten 

Bindung spezifischer Antikörper an Analytmoleküle basieren, 

wurden in der Umweltanalytik bereits vielfach zum Screening 

nach pharmazeutischen Rückständen in verschiedenen 

Gewässern (Abwasser, Oberflächengewässer, Trinkwasser) 

eingesetzt.[9-11] Sie eignen sich in dieser Hinsicht besonders 

aufgrund ihres hohen Probendurchsatzes als kosteneffiziente 

Analysenmethode mit moderatem instrumentellem Aufwand. 

Nichtsdestotrotz sind herkömmliche Assayformate wie der 

ELISA relativ zeitaufwändig und auf den Einsatz in der Mikro-

titerplatte beschränkt, weshalb in den vergangenen Jahren ver-

mehrt neue Assayformate entwickelt wurden, die Mikro- oder 

Nanopartikel als mobile Plattform nutzen.[12-14] Insbesondere 

magnetische Partikel, die meist aus einem paramagnetischen 

Eisenoxid-Kern mit einer chemisch modifizierbaren Polymer-

Schale bestehen, sind in dieser Hinsicht besonders inte-

ressant, da sie durch Anlegen eines magnetischen Feldes 

reversibel immobilisiert werden können. Dies erlaubt beispiels-

weise die Implementierung der Assays in Immunosensoren, 

die eine kontinuierliche und automatisierte Analyse ermög-

lichen.[15] 

 

Immunanalytische Bestimmungsmethodik 

Für den MBBA zur Bestimmung von AMX in Wasserproben 

wurden Protein G funktionalisierte Magnetpartikel (Dynabeads, 

Thermo Fisher Scientific) zur Immobilisierung des mono-

klonalen Maus anti-AMX Antikörpers (Klon 1.BB.832, US-

Biological) eingesetzt. Der Vorteil von Protein G liegt hierbei in 

dessen hoher Bindungsaffinität zur Fc Region von IgG-

Antikörpern. Dies führt dazu, dass die an der Partikeloberfläche 

immobilisierten Antikörper optimal ausgerichtet sind und ihre 

Bindungskapazität nicht beeinträchtigt wird, wie es beim 

Einsatz unspezifischer Crosslinker wie Glutaraldehyd möglich 

wäre. 
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Die Partikel werden durch 30-minütige Inkubation mit dem Anti-

körper beladen und können nach einem Waschschritt direkt im 

Assay eingesetzt werden. Hier werden die Beads zunächst mit 

der Probe bzw. AMX-Standardlösung vorinkubiert (20 min) und 

anschließend mit dem Tracer (20 min) – einem AMX-Peroxid-

ase-Konjugat – versetzt, der die übrigen freien Bindungsstellen 

des Antikörpers besetzt und für die Quantifizierung genutzt 

wird. Nach einem Waschschritt, bei dem die Beads mithilfe 

eines Magneten immobilisiert werden und die überstehende 

Lösung durch Pipettieren ausgetauscht wird, erfolgt die 

Zugabe des Substrats 3,3‘,5,5‘-Tetramethylbenzidin (TMB). 

Dieses wird von der Peroxidase in Gegenwart von Wasser-

stoffperoxid zum entsprechenden Diimin oxidiert, welches 

sowohl photometrisch (Differenz der optischen Dichte bei 450 

nm und 620 nm) als auch elektrochemisch (amperometrischer 

Strom bei 100 mV vs. Ag/AgCl) quantifiziert werden kann.[16] 

Letzteres ist insbesondere für die Implementierung in einen 

Immunosensor interessant, da elektrochemische Methoden ein 

weitaus höheres Potenzial zur Miniaturisierung bieten als die 

photometrische Detektion. 

 

Parallel zum MBBA wurde ein klassischer direkter ELISA ent-

wickelt, bei dem zunächst ein anti-Maus IgG Antikörper an der 

Oberfläche einer Mikrotiterplatte immobilisiert wird (18 h), an 

den im nächsten Schritt wiederum der Maus anti-AMX Anti-

körper gebunden wird (1 h). Anschließend verläuft der Assay 

analog zum MBBA, mit dem Unterschied, dass die einzelnen 

Inkubationsschritte langwieriger sind, da die Diffusion an die 

stationäre Wandung langsamer verläuft als an die mobile 

Partikeloberfläche in Suspension (Abbildung 2).[17] 

 

 

Abb. 2: Schematische Darstellung des MBBA (links) und 

ELISA (rechts) jeweils im analytischen Schritt, d. h. die kompe-
titive Bindung von Analyt und Tracer an den Antikörper. 
 

Ergebnisse und Diskussion 

Aus vorhergehenden Untersuchungen ist bekannt, dass der 

hier verwendete Antikörper eine höhere Affinität zur offen-

kettigen Form des AMX aufweist, die durch Hydrolyse des β-

Lactam-Rings gebildet wird.[18] Daher wurden Standards und 

Proben zunächst vor der Analyse durch Zugabe von 0.2 M 

NaOH für 3 h bei RT hydrolysiert, um die Nachweisgrenze zu 

verringern. Da der pH-Wert der Proben damit stark erhöht wird 

und für die Analyse im Assay anschließend wieder neutralisiert 

werden muss, wurde hier auch die Zugabe des Enzyms β-

Lactamase aus Bacillus cereus zur Probenvorbereitung ge-

testet. Die β-Lactamase, die auch für die Resistenzentwicklung 

gegen Penicilline verantwortlich ist, katalysiert ebenfalls die 

hydrolytische Ringöffnung von β-Lactamen wie AMX. Damit 

konnte die Dauer der Probenvorbereitung (Hydrolysedauer) 

auf 1 h reduziert werden. Zudem entfällt die umständliche An-

gleichung des pH Werts und die Nachweisgrenze konnte noch-

mals verringert werden, da der Verdünnungseffekt der Proben 

durch Zugabe der NaOH-Lösung entfällt. 

 

Im Vergleich von ELISA und MBBA ergeben sich aus den be-

rechneten Präzisionsprofilen nach Ekins (Abbildung 3) für die 

Quantifizierung von AMX folgende Messbereiche:[19] 7 µg/L - 

1.7 mg/L (ELISA) und 1 µg/L – 1.4 mg/L (MBBA). Daraus folgt 

für den MBBA neben der deutlich verkürzten Analysendauer 

ein weiterer Vorteil in der geringeren Nachweisgrenze und dem 

größeren Messbereich gegenüber dem ELISA. 

 

 

Abb. 3: Vergleich der Kalibrierkurven (schwarz) und der Präzi-

sionsprofile (rot) von MBBA und ELISA sowie die daraus 
resultierenden Messbereiche für ELISA (gelb) und MBBA 
(gelb+grün). 
 

Da im Messbereich des Assays nicht hinreichend kontami-

nierte Realproben zu erwarten waren, erfolgte die Validierung 

der Assays mit verschiedenen gespikten Wasserproben, um 

Matrixeffekte abschätzen zu können. Dabei ergaben sich für 

Leitungs- und Mineralwasserproben Wiederfindungsraten 

zwischen 40 und 100% im ELISA, wobei vor allem Proben im 

niedrigen Konzentrationsbereich oder mit sehr hohen Ca2+ 

Gehalten konsistent zu Unterbestimmungen führen. Letzteres 

ließe sich durch eine höhere Konzentration des Komplexbild-

ners EDTA im verwendeten Probenpuffer beheben, die 

allerdings auch die Signalstärke negativ beeinflussen würde. In 

Abwägung dieser beiden Faktoren erscheint es sinnvoll, die 

Pufferzusammensetzung beizubehalten, zumal der störende 

Einfluss der Ca2+-Ionen erst ab Gehalten über 200 mg/L auftritt, 

die lediglich in Mineralwasserproben aus bestimmten Mineral-

quellen zu finden sind. 

 

Im MBBA wurde zusätzlich zu Leitungs- und Mineralwasser 

auch Oberflächenwasser (Teltowkanal) beprobt. Insgesamt er-
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geben sich hier bessere Übereinstimmungen mit dem 

Erwartungswert für einen Großteil der Proben (Tabelle 1). Von 

20 Proben mit unterschiedlichen AMX-Gehalten wurden zehn 

mit einer maximalen Abweichung von 10% bestimmt, vier 

weitere mit einer Abweichung von bis zu 30% und vier Blind-

proben wurden korrekt erkannt. Lediglich bei Leitungswas-

serproben erfolgten konsistent deutliche Überbestimmungen. 

Da auch hier die Blindprobe entsprechend erkannt wurde, 

lassen sich Matrixeffekte allerdings ausschließen. Die Befunde 

deuten stattdessen auf einen abweichenden Hydrolysegrad 

des AMX in diesen Proben hin. Es wurde bereits diskutiert, 

dass die Hydrolyse von AMX in Leitungswasser womöglich auf-

grund gelöster Metallionen wie Cu2+ aus den Leitungen 

schneller abläuft.[18,20] Da die hydrolysierte (offenkettige) Form 

von AMX vom Antikörper besser erkannt wird, bindet im Assay 

dann entsprechend weniger Tracer. Dies resultiert in ge-

ringeren Signalintensitäten, die wiederum mit höheren AMX-

Konzentrationen korrelieren und damit zu Überbestimmungen 

führen. Die vorliegenden Daten unterstützen somit die Annah-

me der schnelleren Hydrolyse von AMX in Leitungswasser. 

 

 
Tabelle 1: Vergleich von gemessener und erwarteter AMX-Konzentration sowie Wiederfindungsraten (WFR) in verschiedenen 

gespikten Wasserproben nach Analyse im MBBA. 

 

 
 

Ausblick 

Das hier vorgestellte Prinzip des MBBA lässt sich bei Verfüg-

barkeit entsprechender Antikörper und Tracer leicht auf andere 

Analyten übertragen und kann auch für diese eine schnellere 

und empfindlichere immunanalytische Bestimmung ermög-

lichen. In diesem Zusammenhang könnte der MBBA aufgrund 

seiner kurzen Analysendauer bei gleicher bis leicht verbes-

serter Performance gegenüber dem herkömmlichen ELISA 

diesen perspektivisch als Standardmethode in der Immun-

analytik ersetzen. Auch ein indirektes Assayformat für solche 

Analyten, bei denen ein direktes Format nicht zugänglich ist 

(z.B. Diclofenac),[21] ist möglich und wird von uns derzeit ent-

wickelt. 

 

Ein weiterer Vorteil der MBBAs liegt in der möglichen Imple-

mentierung in ein Online-System, das die kontinuierliche und 

automatisierte Analyse von Trinkwasser hinsichtlich pharma-

zeutischer Kontaminationen ermöglichen soll. Ein Konzept für 

ein solches System wurde bereits erarbeitet und wird derzeit 

umgesetzt. Die Zugabe der einzelnen Assaykomponenten soll 

hier über separate Ventile zu einer zentralen Mischkammer 

erfolgen, in der die Inkubations- und Waschschritte sowie die 

Substratumsetzung erfolgen. Zur Detektion wird die umge-

setzte Substratlösung anschließend durch einen mikro-

fluidischen Chip mit integrierter Elektrode zur ampere-

metrischen Quantifizierung geleitet, um mit geringen Proben-

mengen möglichst empfindliche Messungen zu ermöglichen. 

Dieser Immunosensor soll zukünftig die Trinkwasserqualität 

direkt in der Versorgungsleitung überwachen und bei eventuell 

auftretenden Kontaminationen schnelle Gegenmaßnahmen er-

möglichen. 
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