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Aliivibrio fischeri biolumineszcencia gatlasi teszt

1. Bevezetés

1.1. A kérnyezettoxikoldgia jelentdsége

A kornyezetlinkbe keriilé vegyi anyagok az okoszisztéma szerkezetére és funkcidjara, ezen
keresztiil pedig az emberre is veszélyt (potencialis kockazatot) jelentenek. A kérnyezettoxikoldgia a
kornyezetbe keriilt vegyi anyagoknak az 0koszisztéma tagjaira gyakorolt hatasat méri, majd ebbdl
igyekszik eldrejelzést adni a teljes okoszisztémara. Ugyanakkor a teljes 0koszisztémak minden
részletére kiterjedd vizsgalat mai tudasunk és a koltségek miatt nem vagy korlatozottan lehetséges,
ezért kivalasztott, jellemz6 fajok, laboratériumi tesztorganizmusok, vagy tesztrendszerek valasza
alapjan kovetkeztetiink az 6koszisztéma egészére (Gruiz és mtsai, 2001).

A Kkornyezettoxikologia vagy Okotoxikolégia multidiszciplinaris tudomanyag, szamos
tudomanyteriilet kozremiikodésére sziiksége van, Ugy mint Okolégia, biolégia/mikrobiolégia,
populadcié bioldgia, biokémia, molekularis genetika, talajtudomanyok, limnoléga, meteorolégia,
biometria stb.

A vegyi anyagok hatdsanak felmérése tobb szinten lehetséges. A vegyi anyag kornyezetbe
keriilése utan kolcsonhatasba 1ép a kornyezettel (kornyezeti elemekkel), annak fazisaival; a
kornyezetben terjed, megoszlik a kiilonb6z6é fazisok kozott, atalakul, degradalodik, stb. Ezek a
folyamatok hatarozzak meg a vegyi anyag kornyezeti koncentraci6jat, ami eléri a biota tagjait és hat
rajuk. Amikor eléri a biota tagjait a vegyi anyag kélcsonhatasba 1ép az él61ény egy aktiv helyével, melyet
molekuldris szinten kell értelmezniink. A hatds molekuldris szinten lehet egy él6lény életfontossagu
szerkezeti eleme vagy valamely fontos szereppel bir6 molekuldja, pl. enzimfehérje, nukleinsav vagy
membranreceptor. Majd a molekularis szinti kélcsonhatas eredményeképpen magasabb szintekre is
attevddik és megjelenik a hatas, pl. biokémiai vagy fiziologiai szinten, a viselkedés szintjén, a populacio,
a kozosség vagy az egész okoszisztéma szintjén. (Gruiz és mtsai, 2001)
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1. abra- Az 6kotoxikolégiai tesztelés kiillonb6z6 szintjei
(Landis és Yu, 2004 nyomdn)
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Akar a molekularis szinten, akdr a magasabb szinteken, tehat az organizmus, a populdacio, a
kozosség vagy a teljes oOkoszisztéma szintjén megjelend valaszok barmelyikét értelmezhetjiik
Okotoxikoldgiai teszt mérendd paramétereként. (1-2. dbra)
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Kornyezetirelevancia

2. abra- Okotoxikolégiai eljarasok biolégiai szervezédési szint alapjan mérési végpontokkal
(Kim és mtsai, 2015 nyomdn)

Az o6kotoxikoldgiai teszteket sokféle szempont szerint csoportosithatjuk, példaul a tesztelés
id6tartama, az alkalmazott tesztorganizmus, a mérési végpont, a tesztelt kornyezeti elem, vagy akar a
rendszer komplexitasa alapjan. F6 csoportositasi szempontok a tesztelés id6tartama, és a
tesztorganizmus faja, illetve a tesztrendszer fajosszetétele.

A tesztelés idGtartama szerint akut (rovid idétartam) illetve szubakut és szubkronikus vagy
krénikus (hosszabb idétartam) teszteket kiillonboztetiink meg. Az akut tesztek id6tartama alatt nincs
reprodukcid; ezek a mddszerek - a leggyakrabban alkalmazott tesztorganizmusok (pl. Daphnia, hal)
esetében - altalaban 24-48 dra id6tartamuak. Mikroorganizmusokkal végzett akut toxicitasi tesztek
ugyanakkor mind6ssze néhany percet vesznek igénybe (pl. Aliivibrio fischeri biolumineszcencia gatlasi
teszt). Az egy fajt alkalmazd kronikus tesztek a kisérleti allat élet-hosszanak nagyobb részét magukban
foglaljak, id6igényiik a tesztorganizmus életidejétél és reprodukciés ciklusdnak hosszatol fligg.
Altalaban nem multigeneraciésak, csupan egy-két generaciot fognak at.

A tesztorganizmus helyes megvalasztasa az Okotoxikolégiai teszt kritikus pontja. Egy fajt
alkalmazé tesztek esetében tovabbi kiilonbséget jelent az, hogy vizi vagy szarazfoldi okoszisztéma
tagjarol van-e szo, vagy esetleg liledéklakordl. A kornyezeti elem szerinti megkiilonbdztetés azért
fontos, mert ettdl fliggéen az expozicids utvonalak is eltérnek. Fontos, hogy a vizsgalt tesztorganizmus
mindig reprezentativ legyen a (lokalis) oOkoszisztéma hasonlé funkcionalis vagy rendszertani
csoportjainak érzékenysége szempontjabol.

A tobb fajt alkalmazoé tesztek két vagy tobb faj kdlcsonhatasait is vizsgaljak, itt meghatarozo a
kozosség 0sszetétele. A populaciédinamika eredményeképpen 1étrejovo valtozasok, mint pl. a préda-
predator kolcsonhatas, a kompeticié, vagy fajosszetétel vizsgalata is lehet célja ezeknek a teszteknek.
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A mikrokozmoszokban vizsgalhatoak a fajok kozotti és a kozosségen beliili kdlcsonhatasok, valamint a
biota kolcsonhatasa az abiotikus faktorokkal.

A mikrokozmoszok laboratériumban 6sszedllitott és vizsgalt tobbfaju tesztrendszerek,
nincsenek szabvanyositva térfogat, méret, vagy bonyolultsdg szerint. A szabadban (a természetes
kornyezettdl izolaltan) kialakitott mezokozmoszokban is tobb trofikus szint is képviselve van, altalaban
komplexebb, mint a mikrokozmosz, igy mar sokkal hiiségesebb modellje a valdsadgos dkoszisztémanak.
A mezokozmoszok ki vannak téve a természetes behatasoknak, mint a csapadék, a sugarzasok, a
napfény és az atmoszférabol leiileped6 anyagok. A szabadféldi vizsgdlatok olyan szintet jelentenek,
amikor nem egy modellt hasznalunk, amibdl extrapolalunk a komplex 6koszisztémara, hanem direkt
modon vizsgaljuk a szabadf6ldi viszonyokat.

A tesztek valaszai alapjan az eredményt a konzervativ becslés és a komplex megkozelités alapjan
értékeljiik és prediktaljuk. A konzervativ becslés alapelve szerint egy xenobiotikum vagy stresszfaktor
kornyezetre valo6 toxikussagat mindig a populacio legérzékenyebb tagjainak valasza alapjan becsiiljiik,
hiszen egy komplex életkdzosségben vagy tarsulasban mar csak egy populacié denzitasadnak
(népességének) megvaltozasa is hatassal lehet a tobbi ott €16, mas faji populaci6 egyedeire is.

A komplex megkozelités szellemében egy xenobiotikum tarsuldsra vagy oOkoszisztémara
gyakorolt hatast csak nagy kortltekintéssel lehet kevés faj valaszai alapjan meghatarozni. Az ilyen
predikciok soran torekedni kell az okoszisztéma minél tobb funkciondlis- illetve rendszertani
csoportjanak egyiittes megvizsgalasara.

Az Aliivibrio fischeri biolumineszcencia gatlasi teszt egy akut, egy fajt alkalmaz6 bakterialis
tesztorganizmust alkalmaz6 médszer.

1.2. Az Aliivibrio fischeri tesztorganizmus jellemzoi

Az Aliivibrio fischeri (3. abra) egy olyan Gram-negativ, palcika alaku baktérium, amely a természetben a
mély Odceanokban fordul el6. Heterotrof taplalkozasd, ostorral mozog. Jelenleg a Gamma-
proteobaktériumok Aliivibrio csaladjanak tagja, bar az évek
soran tobb név-, és taxondOmiai valtoztatison is atesett.
Korabbi irodalmakban ezért is talalkozhatunk még a Vibrio
fischeri vagy akar Photobacterium fischeri megnevezéssel
(http://www.uniprot.org/taxonomy/668). Kozeli
rokonsagban all a kolera megbetegedést okozd Vibrio
cholerae és az opportunista patogén, biolumineszkal6 Vibrio
harveyi fajokkal. Megtalalhat6 planktonikus formaban a
szabad tengervizekben, illetve a természetben mas
élolényekkel, példaul a kurtafarku tintahallal (Euprymna

3. abra: Az Aliivibrio fischeri mikroszképos képe
https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Vibrio_fischeri

scolopes) valé obligdt szimbidzisban is. Amennyiben a
kornyezeti faktorok és a fiziologias allapota megfelel6 ehhez, alapvetd életjelenségeként fény
kibocsatasra képes, amit biolumineszcencianak hivnak. A fénykibocsatas (vagy épp ,elhomalyosodas”)
mértéke fligg az adott sejt, illetve a populacié denzitasatdl és vitalitasatol. Amikor a sejt vitalis és elég
ATP molekula gy(ilik fel benne, a luciferaz enzim képes oxidalni a luciferin molekulat oxiluciferinné. Az
oxiluciferin termel6dés soran létrejovo teljes energia mennyiség 92%-a fényként sugarzik ki.

A fénykibocsatas redukalt flavin mononukleotid (FMNH2) és hosszd szénldncd aldehid (R-CHO)
oxidacioja révén, oxigén(0z) jelenlétében megy végbe. (Scheerer et al, 2006; Widder, 2010)



A reakci6 termékeként flavin mononukleotid (FMN), hosszd szénlancu szerves sav (R-COOH) és
viz(H20) keletkezik a 490 nm hullamhosszon detektalhatd zoldes-kék fény mellett
(http://photobiology.info/Lin.html ).

A reakciot az alabbi reakciéegyenletek irjak le:

A flavin-mononukleotid (FMN) atalakul redukalt FMNH2 formaba, NAD(P)H kofaktor (nikotinamid
adenin dinukleotid foszfat) és egy enzim segitségével, egy H* iont felhasznalva:

NAD(P)H+FMN+H*—NAD(P)* +FMNHa.

Azutan visszaalakul oxidalt FMN formaba, hosszil szénlancui aldehid (R-CHO) és O: jelenlétében,
luciferaz enzim segitségével. Ek6zben fénykibocsatas (emisszid) torténik:

FMNH2 + RCHO + 02 —» FMN + RCOOH + H20 + hv (foton) (490 nm zoldes-kék fény)

A luxR luxi luxC luxD luxA luxB luxE luxG
—
1000 bp

B

NADPH+H* RCOOH FMN NADH+H*
ATP ' \ ‘

: Flavin
Fatty Acid - 2
Luciferase Oxido-
Rleductase - reductase
AMP+PPi l l
NADP* RCHO 0, FMNH, NAD*

4. abra: Biolumineszcencia az Aliivibrio fischeriben
(Miyashiro és Ruby 2012

Az Aliivibrio fischeri biolumineszcenciaja a Quorum sensing (kvorum érzékelés) azaz a bakterialis
kommunikacié klasszikus példaja. Ugyanis ezek a baktériumok nem folyamatosan hozzak létre a
biolumineszcenciat, hanem csak akkor, ha elérnek egy kritikus tomeget. Ezt a fajta kommunikaciot,
amikor a kozosség az egyedslrliségét igyekszik felmérni, kvorum érzékelésnek (quorum sensing)
nevezziik. Az Aliivibrio fischeri kvorum érzékelését a LuxI-LuxR! rendszerrel szabalyozza, melyben két
N-acil-homoszerin-lakton (AHL) szignalmolekula vesz részt: N-3-oxo-hexanoil-L-homoszerin lakton és
N-octanoil-L-homoszerin lakton.

1 A Gram-negativ baktériumok esetén a biolumineszcenciaért felelds egység (cluster) 8 lux gént tartalmaz (luxA-E,
luxG, Lux], luxR), melyek koziil az I fehérjével homolég luxI és az R fehérjével homoldg LuxR a biolumineszcencia regulatorai.
Az 1 fehérje katalizalja az kisméretii AHL szignal molekuladk szintézisét, melyek diffuziéval képesek atjutni a sejtmembranon.
Az intracelluléris R fehérje képes megkdtni az AHL molekuldkat és bizonyos kiiszobértéket elérve, az R fehérje olyan
transzkripcids aktivatorként miikodik, amely elinditja kiillonb6z6 gének (luxCDABE) atirédasat, aminek eredményeként
biolumineszcencidért felelés fehérjék expresszalédnak. A luxA és luxB gének kodoljak a heterodimer luciferaz enzim
alegységeit, a luxC-E gének pedig azokat a fehérjéket, amelyek olyan multienzim komplexet képeznek, ami felelds a luciferaz
altal hasznalt aldehid szubsztrat szintéziséért, a luxG gén pedig egy lehetséges flavin reduktazt kédol. (Baldwin et al, 1995;
Fuqua et al, 1994)
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1.3. A Quorum Sensing, azaz a bakterialis kommunikdcio

Egyes mikroorganizmusok - mint példaul az Aliivibrio fischeri baktérium is - képesek arra, hogy

csoportosan a tobbsejtli, magasabb rend( él6lényekéhez hasonlé viselkedést mutassanak, kiilondsen
akkor, ha a tuléléstik a cél. Az ilyen ,6sszehangolt” viselkedésformak létrejottéhez, elengedhetetlen a
kilonalld, individudlis sejtek kozotti kommunikacié. Ilyen kommunikaciéra alkalmasak lehetnek a
kilonb6z6 kémiai jelanyagok révén, a hanghullamok, vagy mas oOsszetettebb szimbolikus (meta)
kommunikacids kifejezésformak altal is.
A kvérum érzékelés tehat egy sejtslirliség fiiggd jelatviteli folyamat, mely segitségével az egyedek
els6sorban egymadssal, vagy akar magasabb rendd szervezetekkel kommunikalnak. Az
informaci6aramlas kémiai anyagokkal, az igynevezett autoinducerek kozvetitésével torténik. Ezeket a
szignal tipusu molekuldkat az é161ény maga termeli és ereszti a kézvetlen kornyezetébe. A jelmolekulak
felfogasat specialis receptorok végzik. A kémiai jelanyagok révén a sejtek informacidt tudnak nyerni a
kornyezetiik egyes jellemz6irdl, amilyen a populacid slir(iség is, ezaltal bizonyos mértékben reakcioik
altal szabalyozni is tudjak azt. Tipikusan harom f6 kvorum érzékelésben szerepet jatszé jelz6molekula
tipust kiilonbozetiink meg. Az N-acil-homoszerin-lakton (AHL) tipusu rendszerek a legelterjedtebbek,
melyek tulnyomo részt Gram-negativ baktériumokban taldlhatéak. A Gram-pozitiv baktériumok
leggyakrabban autoindukalé peptideket hasznalnak, mig a nem faj specifikus furanozil-bor-diészter
jelzémolekulat mindkett6ben megfigyelték. (Kleeberezem et al, 1997; Kumari et al, 2008)

A laborgyakorlat soran mérjiik és értékeljiik kiillonb6z6 szennyez6anyagok és/vagy kdornyezeti
mintadk hatasat a baktérium biolumineszcenciajara, Osszsejtszamanak alakulasara optikai
denzitas mérésével, valamint enzimaktivitasara tetrazolium redukcios teszttel.

1.4. A hatas felméréséhez alkalmazott modszerek révid dttekintése

Biolumineszcencia méreése
A biolumineszcencia mérését specialis spektrofotométerrel (luminométerrel) fényintenzitas
meérésével tudjuk szamszerdsiteni (lIasd a mérés részletes leirasa).

Osszsejtszam jellemzése optikai denzitas (OD) mérés alapjan

Az optikai modszerekkel nem kozvetlenil a sejtszamra, hanem a sejttomegre lehet
kovetkeztetni. A turbidimetrias mérés a kolloid oldaton dthalad¢ és a részecskéken szorodo fény relativ
intenzitas csokkenésén alapszik. A mikrobak szaporodasuk soran tiszta oldatok zavarosodasat okozzak.
A fényateresztd képesség csokkenése ilyenkor nem a sejtszammal, hanem a szuszpendalt mikrobak
sejttomegével aranyos. Ha a sejtek méretei nem valtoznak meg jelent6sen a szaporodas alatt, a mért
adatokat sejtszamra is kalibralhatjuk. Fotométerekkel a szuszpenziora esd és az atmené fény
hanyadosanak logaritmusat, az extinkciét vagy optikai denzitdst mérjiik. Osszehasonlité oldatnak,
mindig a sejtnélkiili tapoldatot vessziik ugyanolyan higitasban.

Enzimaktivitas mérése

Az enzimaktivitas monitorozasara tetrazélium redukcids tesztet hasznalunk.

A szerves anyagok aerob mikrobidlis lebontdsa egy membranhoz kotott elektrontranszfer
lancon keresztil torténik, ahol az oxigén a végso elektronakceptor. Ek6zben ATP szintetizalodik, ezt
nevezziik oxidativ foszforilacionak.



A 1égzési lanc valamelyik enzimének aktivitaisat megmérve informaciéhoz juthatunk a sejt
energiatermelésérdl, teljes oxidativ aktivitasardl. Ez a felismerés vezetett a dehidrogenaz
enzimaktivitas méréséhez (Alef, 1995). A dehidrogenaz enzimaktivitas méréshez leggyakrabban TTC-t
(trifenil-tetrazélium-klorid) vagy INT-t (2-(p-joédfenil)-3(p-nitrofenil)-5-feniltetrazéliumklorid) nativ
mesterséges elektronakceptort hasznalnak (www.enfo.hu). A dehidrogenaz, mas egyéb enzimekhez
hasonléan a TTC-t vagy INT-t szines termékké, formazanna (TPF, INF) redukalja. Szinte valamennyi
mikroorganizmus képes erre a redukciora, és a reakcié mértéke kolorimetriasan meghatarozhato.

Az Aliivibrio fischeri tesztorganizmus enzimaktivitasara gyakorolt hatas vizsgalatara a laborgyakorlat
soran elektronakceptorként INT-t hasznalunk. Az INT nativ, oxidalt alakja szintelen, viszont a sejtekben
végbemend enzimreakci6 soran kialakult, redukalt jodnitroformazan pirosas szin{i, nem autooxidabilis
vegyllet. Mivel az anyag redukci6ja ép sejtek esetén automatikus megtorténik, ezért a szinreakcio
hianya a sejtek a funkcionalitasara utal, igy vizsgalata alkalmas a bioldgiai aktivitas jellemzésére is.

2. Laborgyakorlat

2.1. A mérés célja

A mérés soran célunk, hogy felmérjiik a kiilonb6z6 vegyi anyagok, szennyezdanyagok (és/vagy
kornyezeti mintak) citotoxikus, élettani és quorum sensing (QS) gatlé hatasat. Az egyes
szennyezdanyagok esetén megvizsgaljuk a szennyezdanyag toxicitasanak koncentracié és id6fliggését,
elkiilénitve a vizsgalt minta citotoxikus és Quorum Sensing gatl6 hatasat is.

A moédszer az Aliivibrio fischeri tengeri baktérium altal emittalt lumineszcens fényintenzitdsanak, a

sejtek optikai denzitasanak (bizonyos hullamhosszu fény ateresztése illetve elnyelése), és a tetrazélium
redukci6é altal létrejott szinvaltozasnak a mérésén alapul. Gatlé hatdsd anyag jelenlétében a
fényemisszio illetve az OD, illetve az enzimaktivitds csokkenhet a tesztelt vegyi anyagtél, ennek
hatasmechanizmusatdl és koncentracidjatél fiiggéen, amelynek mértékét a biolumineszcencia esetén
luminométerrel, az OD és az INF szinintenzitas esetén DIALAB ELISA-leolvasé késziilékkel mérjiik.

A tesztet elvégezhetjiik fagyasztva szaritott vagy frissen atoltott tenyészettel. A frissen atoltott
tenyészet hasznalatat irja le az alabbi leirat. Ebben az esetben a tesztorganizmus érzékenységét

folyamatosan ellendrizni kell.

2.2. Alaborgyakorlat sordn alkalmazott médszer elve és jellemzdi

A teszt tipusa: egy fajt alkalmaz6, laboratériumi akut toxicitasi teszt

+ Végpontok: mérési végpont - biolumineszcencia, vizsgdlati (teszt) végpont - EC20 és ECso, ED20 és
EDso, illetve rézegyenérték

+ Tesztelhet6 mintdk: folyadék fazisd, szintelen vagy halvany szinli mintdk vizsgalatira
(modszerbeli modositasokkal talaj allagii mintak és bizonyos esetekben szines vegyiiletek is
mérhetbek)

+ Tesztorganizmus: Aliivibrio fischeri: (1) az EPA és a DIN szabvanyokhoz liofilezett forméban (2)
laboratdriumi térzstenyészet

+ Sziikséges miiszerek: luminométer, DIALAB Elisa-leolvasé késziilék



#+ Tesztelés id6tartalma: 5-120 min (fiigg a kisérlet céljatdl); hagyomanyos szabvanymodszer
esetén:30 min

+ Szabvany mddszeres: US EPA, DIN38412, talajra és direkt kontakt hatasra kidolgozott valtozat:
BME-ABET

+ Alkalmazasi teriilet: El6zetes és részletes allapotfelmérés, kockazatbecslés, remediacio kovetése

és ellendrzése, utomonitoring

+ Megjegyzés: J6l reprodukalhaté és a legtobb xenobiotikum és stresszfaktorra érzékeny teszt.

2.3. Alkalmazott miiszerek

FLUOstar OPTIMA: spektrofotométer, amely a fényintenzitdst méri. Multifunkcionalis
lemezolvas6, képes fluoreszcencia-intenzitds mérésre, annak id6beli felbontasara illetve
lumineszcencia és abszorbancia mérésre is. Mikrotitrator lemezes leolvasassal, als6 és fels6 optikaval
is rendelkezik. Széles hullimhossztartomanyban képes mérni. A mintakat képes fiiteni és inkubalni.
Szamitogépre installalt szoftveres vezérléssel hasznalhato.

ELISA DIALAB EL800 mikrotitrator lemezolvasé: mind az optikai denzitasi értékek leolvasasara,
mind az enzimaktivitdst jellemz6 abszorbancia leolvasasara alkalmazzuk ezt a fotométert.
Mikrotitrator lemez rendszerd leolvasdval rendelkezik. 400-750 nm-s hullamhossztartomanyban
képes mérni. A miiszert a KC Junior programmal vezéreljiik a leolvasas 405 nm, 450 nm, 490 nm és 630
nm-s tartomanyban torténik meg.

FLUOSstar OPTIMA

5. dbra: FLUOstar OPTIMA miiszer 6. abra: ELISA DIALAB EL800 miiszer
(www.bmglabtech.com) (www.dialab.hu)

2.4. Torzsfenntartds

Az Aliivibrio fischeri torzset folyékony tapoldatban, hiit6ben tartjuk fenn, folyamatos atoltassal.
A vizsgalathoz frissen atoltott tenyészetet hasznalunk. 16-18 oras, 28 °C-on Aliivibrio fischeri
tapoldatban torténd razatas utan a sejtszuszpenzié hasznalhaté mérésre.



7. abra: Aliivibrio fischeri tenyészetek

Az inokulum készitéséhez hasznalt tapoldat dsszetétele a kdvetkezd.
Aliivibrio fischeri tapoldat (1000 cm3 desztillalt vizre szamolva):

30g NaCl

6,1g NaH2P04.H20
2,75¢g K2HPO4

0,204 g MgS04.7H20
05¢g (NH4)2 HPO4
5g pepton

05¢g élesztdkivonat
3 cm3 glicerin
pH=7,2

A tapoldat sterilezése autoklavban 121 °C-on, 10 percig torténik.

2.5. Vizi mikro-szennyezéanyagok hatasanak vizsgalata

A mérés soran els6sorban az un. djonnan felismert karos hatasu mikro-szennyezéanyagok
(4gynevezett Emerging Pollutants - EP) hatasainak felmérését célozzuk meg a tesztrendszerrel. Az EP
anyagok kozé tartoznak (tartozhatnak) egyes gydgyszerhatéanyagok, ipari segédanyagok,
nanoanyagok, felliletaktiv anyagok, peszticidek, taplalék-kiegészit6k, élelmiszer-adalékok,
kozmetikumok és a haztartdsban hasznalt egyéb vegyszerek. Ehhez kapcsolédéan a kivalasztott mikro-
szennyezdanyagok, példaul osztradiol, diklofenak, triklozan, nanoTiOz, 4-klorfenol és peszticidek
hatasanak tesztelése, a koncentraci6 valasz Osszefliggések feltarasa a cél a tesztrendszerrel
(biolumineszcencia, OD és enzimaktivitas eredmények 6sszehasonlitasaval).

A koncentracio-valasz osszefliggések vizsgalatdhoz a vizsgdlandé mintdkbdl higitasi sorokat
készitlink desztillalt vizzel.
A mérés soran nem csak a mikro-szennyezdanyagok higitasi sorat, hanem pozitiv és negativ kontroll
anyagok hatasat is megmérjik.
Negativ kontroll: desztillalt viz (és NaCl)
Pozitiv kontroll: CuS04.5H20 (kalibracié sor)
9



CuS04kalibracid sor

Mivel a mérés érzékenysége erdsen fligg a tenyészet koratdl, illetve példaul a h6mérséklettdl, a

mintak mellé standard Cu-sor lumineszcencia gatlasat is mérjik. Eltérd érzékenységii tesztszuszpenzio
esetén a kiilonb6z8 mérési sorozatok eredményét mindig az aktualis Cu-sorra viszonyitva adjuk meg

2.6.

7 oz

A felhasznalt Cu-sé: CuS04.5H20, a higitas menetét a kovetkezd dbra mutatja.

3
0,5cm 2cm’ 1cm? 1¢em 1cm? 1cm?
4000 ppm
CuSO4.5H20
400 200 40 8

1,6 0,32 ppm

8. abra: Réz kalibracio sor készitése

A mérés menete

A vizsgalatot 96 lyuku (cellds) mikrotitrator lemezben végezziik. (6. dbra)

* Q" Q’d n’a u’- -
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9. bra: Miktoritrator lemez

(Forrds: http://www.matud.iif hu/2014/09/09.htm)

Egy kisérleti 6sszeallitast, egy mikrotitrator lemezt alkalmazunk a lumineszcencia, az optikai denzitas

majd végiil az enzimaktivast jellemzé abszorbancia értékek mérésére is.
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A mérés lépései:

1. Elkeszitjiik a vizsgalni kivant vegyi anyag oldatbdl a higitasi sort. (Ez esetben ez egy 6 tag,

felez6 higitas)
2. Elkészitjlik a standardként hasznalt rézszulfat CuSO4.5H20 oldat higitasi sorat.
3. A mikrotitrator lemez cellaiba 3-3 parhuzamosban bemériink 50-50 pl oldatot a vegyi

anyag és a Cu-kalibracié sor megfeleld higitasaibol.

1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12
A
Triklozan Triklozan | Triklozan 0,5 [ Triklozan 1 | Triklozan2 | Triklozan 4
g |Cu032mgL|Culf mg/L| Cugmeg/l | CudOme/L |Cu200mg/L | Cud00 mg/L 0125 gt | 025 mal melL /L /L /L
Triklozan Triklozan |Triklozan 0,5 | Triklozan1 | Triklozan2 | Triklozan 4
C Cu0,32mg/L| Culb mg/L | Cu8mg/L | Cud0mg/L | Cu200mg/L | Cu4d00 mg/L 0125 mg/L | 025 mgL me/L meL meL meL
Triklozan Triklozan |Triklozan 0,5 | Triklozan1 | Triklozan2 | Triklozan 4
D Cu0,32mg/L| Culb mg/L| Cu8mg/L | Cud0mg/L | Cu200mg/L | Cu400 mg/L 0,125 mg/L | 025 mglL meL me/L meL me/L
E Dv-kont Dv-kont Dv-kont Dv-kont Dv-kont Dv-kont Fototdp Fototdp Fototdp Fototdp Fototdp Fototap
ACD0,3125 | ACDO0,625 ACD 1,25 ACD 2,5 ACD 10 nTi026,25 | nTi02 12,5 nTi02 25 nTi02 50 nTi02 100 nTi02 200
F mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL HEDS il mg/mL mg/| mg/| mg/| mg/| mg/| mg/I|
ACD0,3125 | ACDO0,625 ACD 1,25 ACD 2,5 ACD 10 nTi02 6,25 | nTi02 12,5 nTio2 25 nTi02 50 nTiO2 100 nTiO2 200
G mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL HIDB il mg/mL mg/! mg/| mg/| mg/| mg/| mg/|
ACD0,3125 | ACDO0,625 ACD 1,25 ACD 25 ACD 10 nTi026,25 | nTi02 12,5 nTi02 25 nTi02 50 nTi02 100 nTi02 200
H mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL DS mg/mL mg/! mg/| mg/| mg/| mg/| mg/|

10. abra: Miktoritrator lemez 6sszeallitasara példa

4. A mikrotitrator lemez celldihoz hozzaadjuk a 200-200 ul 16-18 oras Aliivibrio fischeri
sejtszuszpenziot
5. 0(Io/ODo), 15 (I15/0D1s), 30 (I30/OD30) és 45 (Is5/0Das) perces kontaktidével lemérjiik a
celldkban a lumineszcenciat és optikai denzitast (4 hullamhossz 405/450/490/630 nm;
értékeléshez a 630 nm-t hasznaljuk).
6. A45 perces kontaktidé utan minden cellahoz pipettazunk a 30-30 pl INT oldatot. Az indikator
vegyliilettel (mesterséges elektronakceptor) 10 percig inkubalunk, majd lemérjik az
abszorbanciat (4 hullamhossz 405/450/490/630 nm, értékeléshez a 490 nm-t hasznaljuk).
7. Az eredmények értékelését excel és az ,Origin 6.0 DEMO” program segitségével végezziik

A mérés soran a koncentracio - valasz 0sszefiiggést kisérletesen vizsgaljuk, ugy, hogy a kérdéses
vegyi anyag novekvl koncentracidinak fliggvényében meérjiik a hatast, a megfelel6en megvalasztott
okotoxikologiai végpontot. Akut toxicitas mérése esetén (rovid ideji kitettség) a koncentracié - hatas
gorbérdl leolvashatjuk a 10, 20 50 vagy 90 %-os gatlast okoz6 koncentraciot. Ennek megfeleléen az
alabbi vizsgalati végpontokat szoktuk, mint eredményt megadni.

EC10, EC20, ECs0, ECo0 = hatdsos koncentracié (Effect Concentration), mely a mérési vagy vizsgalati
végpont 10, 20, 50, 90 %-os csokkenését okozza.
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2.7. Eredmények értékelése

Minden esetben a kontroll minta (desztillalt viz) fényintenzitdsdhoz viszonyitva az adott ,kezelt”
mintakra szazalékos gatlast szamitunk a koncentracid és az id6 fliggvényében.

1.

A kontroll (desztillalt viz) 3-3 parhuzamosabdél az adott idépontra vonatkozéan
atlagot szamitunk
A vizsgalt vegyi anyagok higitasi tagjainak szazalékos gatlasat ehhez az atlag
értékhez viszonyitva hatarozzuk meg, ugy hogy 3-3 gatlasi szazalék értéket kapjunk.
G (%) = 100 x &~ Iminta
I
A harom parhuzamos gatlasi értékbol atlagot és szorast szamitunk.

Az atlag gatlasi szazalék értékeket a koncentracié fliggvényében abrazoljuk Origin

6.0 programmal, majd a pontokra illesztjiik a koncentraci6-valasz (dose-response
function) gorbét.

100 . | SE
L ]
80
= / EC,=0,23 mg/L
) EC_=0,59 mg/L
el ,
£ w /4 s
«
Q
c
Q
N 40 .
w
Q
£
£
=)
3 20
o
0 —
0,1 EC EC 1 10

20 50
Triklozan koncentracié [mg/L]

11. abra: Triklozan koncentracié-valasz gorbéje biolumineszcencia gatlasi tesztben (minta)

5.

A Kkoncentracié valasz gorbérdl leolvassuk a 20 és 50%-os gatlast okozd
koncentracio6 értékeket (EC20, ECso).

A tesztelt vegyi anyagok hatasat dsszehasonlitjuk és jellemezziik a meghatarozott
gatlasi szazalék értékek (G%) és hatasos koncentracio értékek (ECzo és ECso)alapjan.

Laborgyakorlat jegyz6konyve

1. Mérés hatterének rovid leirdsa. A tesztorganizmus rovid bemutatasa. A teszt legfontosabb
jellemzdinek meghatarozasa

2. Meéreés menetének pontos megadasa. A felhasznalt vegyi anyagok és koncentracioik tételes

felsorolasa

3. Mert eredmények megadasa (tablazatosan), szamolas menetének leirasa

4. Gatlasi szazalék értékek (G%) és hatasos koncentracié értékek (EC20 és ECs0) megadasa

5. A tesztelt vegyi anyagok hatasanak 6sszehasonlit6 értékelése. Toxikussagi sor felallitasa az EC
értékek alapjan
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