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AKutni test s luminiscen¢ni bakterii (Vibrio fischeri)
zpracovano podle ISO 14735 (2005)

Jedna se o rychly, jednoduchy a levny test akutni toxicity na prokaryotickém organismu, ktery
slouzi ke sledovani toxickych ucinkl nejen €istych chemickych latek ¢i jejich roztokd, ale 1
environmentalnich smési extrahovanych z riznych vzork. Tato metoda je méné vhodna pro silné
zabarvené vzorky nebo vzorky obsahujici nerozpusténé latky nebo latky, které reaguji s zivnym
roztokem nebo podléhaji zménam béhem zkousky (naptiklad vysrazeni, biochemickému nebo
fotochemickému rozkladu), a tim mohou poskytovat nespravné vysledky, poptipadé zhorsit
reprodukovatelnost

Princip
Testovacim organismem v testu je bakterii Vibrio fischeri, ktera za optimalnich podminek

intenzivné luminuje (svétélkuje). Test je zaloZzen na zhaSeni bioluminiscence této bakterie je-li ve
vzorku pfitomna biodostupnd toxicka latka, ktera miize metabolickou aktivitu bakterii vyznamné
snizit, ptipadn¢ zastavit. To se ihned projevi poklesem intenzity luminiscence (bioluminiscence).
Mnozstvi emitovaného svétla se méti luminometrem pted a po ptidani testované latky (po 15 a 30
minutach expozice). Teplota v pribéhu testu musi byt konstantni (t = 15°C).

Pristroje
Cirkula¢ni termostat s moznosti temperace na 15°C, luminometr

Chemikalie a spotiebni material
automatické pipety 5 — 50 ul, 50 — 200 pl, 200 — 1000 pl, 1000 — 5000 pl, spicky, NaCl, Siran
zinecnaty (ZnS0O4.7H,0), 3,5-Dichlorfenol, Dichroman draselny (K,Cr,O7)

Podminky testu:
e teplota: 15°C
e délka expozice 30 min.

Priprava vzorku

Testované latky nafedime v poZadovanych koncentracich ve zkumavkach, jako standardni
rozpoustédlo se pouziva 2% NaCl (chlorid sodny). Environmentalni vzorky se zkouseji co nejdiive
po odbéru ¢i ptiprave. Vzorek se ditkladné protiepe a je-li to nutné, homogenizuje. Vzorek by mél
byt upraven na pH 7,4 = 0,3

Postup testu

e K zamrazené kultuie bakterie ihned po otevieni pfidame 0,5 ml 2% NaCl a nechame
v ledové lazni.

e Po 15 minutach rehydratace pfidame 80 pl do 2,5 ml vychlazeného 2% NaCl a nechame 15
minut vytemperovat.

e Ziedéna suspenze bakterii se pipetuje do 12 zkumavek po 200 pl.

e Po dalsich 15 minutach ekvilibrace se méfi pocatecni intenzita svétla synchronizované po 30
sekundéach. Po kazdém méfeni se pridava 800 pul 2% NaCl (negativni kontrola) respektive
méteného vzorku.

e Dalsi méfeni se provadi po 15 a 30 minutach.



EKOTOXIKOLOGICKE BIOTESTY 2008 - RECETOX

Vypodéty

Nejdtive vypocitdme koeficienty ptirozeného vyhasinani bioluminiscence pro jednotlivé ¢asy:
R() =1k (1) / Ik (0)

kde R(t) je koeficient pfirozené¢ho vyhasinani v Case t, Ix (t) je intenzita bioluminiscence u
kontroly v case t a Ix (0) je intenzita bioluminiscence u kontroly v ¢ase 0.

Ke kvantitativnimu vyhodnoceni se vypocte % ubytek svétla (inhibici luminiscence):

Inh % = [R(t) . 1 (0)- 1(t)]/[R(t).1(0)]. 100

kde, R(t) je koeficient pfirozeného vyhasinani v ¢ase t, I (0) je bioluminiscence v ¢ase 0,
kdyby neobsahoval toxikant a I (t) je naméfena bioluminiscence v ¢ase t.

Ovéreni citlivosti

Zkouska se povazuje za platnou pokud jsou splnény nésledujici podminky:
e Koeficient ptfirozeného vyhasinani R(t) se pohybuje v rozmezi 0,6-1,8
e Referencni roztoky (vSechny tii pro zasobni kulturu nebo pouze dichroman draselny pro
kazdy test) zpusobuji 20-80% inhibici po 30 minutach pro nasledujici koncentrace
standardnich latek:

3,4mg/1 3,5-Dichlorphenol
2,2 mg/l Zn (IT) 9,67 mg/1 ZnSO4.7H,0
18,7 mg/l Cr (VI) 52,9 mg/l K,Cr,O4



