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VIBRIO FISCHERI TESZTSZERVEZET ALKALMAZASA AZ
OKOTOXIKOLOGIAI VIZSGALATOKBAN

Abstract: Evaluation of biological effects using a rapid, sensitive and cost effective method can indicate specific
information on toxicity/ecotoxicity. Since assays based on animals, plants and algae are expensive, time
consuming and require large sample volume, recent studies have emphasized the benefits of rapid, reproducible
and cost effective bacterial assays for toxicity screening and assessment. This review focuses on a bacterial assay,
i.e., Vibrio fischeri bioluminescence inhibition assay, which is often chosen as the first test in a test battery based
on speed and cost consideration. Researchers have reported the Vibrio fischeri bioluminescence assay as the most
sensitive across a wide range of chemicals compared. This assay shows good correlations with other standard
acute toxicity assays and is reported to detect toxicity across a wide spectrum of toxicants.

1. Bevezetés

Az elmult évtizedekben az ipar €s mezdgazdasag intenziv fejlodése,
valamint a fejlett orszagok fogyasztoi tdrsadalma révén a kornyezetiinkbe
keriild6 xenobiotikumok mennyisége jelentdsen megndvekedett. A vegyi
anyagok az Okoszisztémara és ezen keresztiil az emberre is veszélyt
jelentenek. A kornyezeti kockazatok realis megitéléséhez és a sziikséges
intézkedések megtételéhez Okotoxikologiai vizsgalatok elvégzése sziik-
séges. A hagyomanyos akut okotoxikoldgiai teszteknél a nagy minta-
mennyiség €és a hosszi expozicids id0 sok esetben problémat okozhat egy
kornyezetszennyezés gyors feltarasanal. A Vibrio fischeri biolumin-
eszcencia gatlason alapul6 teszt legnagyobb eldnye a gyorsasagaban rejlik.
A legtobb késziiléknek még terepi mérésre alkalmas fejlesztése is van, ezért
akar a szennyezés helyszinén, par ml mintatérfogatbdl, egy oran beliil
eredményt kaphatunk a valés kockazatrol. A bakterialis bioszenzornak ily
modon mindenképpen helye van a szirdvizsgalatokban €s a monitoring
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rendszerekben. Hatalmas adatbazis all rendelkezésre kiilonféle szerves és
szervetlen szennyezdanyagokra illetve ezek keverékeire mutatott hatasara. A
szakirodalomi adatok alapjan a legtobb kornyezeti kockazatot jelentd
szennyezdre érzékenységet mutat. A mérések jol reprodukalhatéak, a hatés
kiértékelése nem szubjektiv megfigyelésen, hanem objektiv fizikai
mennyiség mérésen alapul. Elsésorban a szennyvizek mindsitésére
dolgoztak ki, de a vizmintakon til a tudomanyos kutatdsok szerint jol
hasznalhaté {iiledék, talaj és aeroszol mintdk esetén is. Fontos szempont
alkalmazésa soran, hogy a baktériumok tesztszervezetként val6 alkalmazasa
nem okoz etikai problémakat. Az Europai Uni6 fokozott figyelmet fordit az
allatokkal végzett tesztek szamanak csokkentésére, ill. alternativ tesztek
kidolgozasara. Ezen célok az Eurdpai Unio vegyi anyagokkal kapcsolatos
stratégidjaban (WHITE PAPER, EUROPEAN COMMISSION 2001) kertiltek
megfogalmazasra (KOVATS et al. 2007). A tanulmany célja, hogy
attekintést kapjunk a Vibrio Fischeri baktériummal folytatott kutatasok
jelenlegi helyzetérdl.

2. Vibrio fischeri lumineszcens baktérium

A Vibrio fischeri Gram-negativ, anaerob, mélytengeri baktérium. A
szabvany ¢és a szakirodalom jelentds része is ezen a néven emliti, ritkabban
hasznalt elnevezése az Uj rendszertani besorolds szerint kapott Aliivibrio
fischeri (URBANCZYK et al. 2007). A biolumineszcencia a kemi-
lumineszcencia specialis esete, biokémiai folyamat eredménye, a sejt altala-
nos ¢letképességének, kondicidjanak a jellemzdje. A biolumineszcencia
keltésében ¢és szabdlyozasiaban specialis enzimfehérjék, az ugynevezett
LuxR—LuxI kvorum szenzor rendszer jatszik szerepet (MIYASHIRO &
RUBY 2012). A folyamatok a vilagitosejtek citoplazmajaban 1évo, kifejezet-
ten e célra szakosodott sejtszervecskékben, a luciferint, luciferazt és ATP-t
tartalmazo peroxiszomakban mennek végbe. A fotogendz fehérje-
vegyliletekbdl a luciferin nevii anyagot termeli a vilagité szervekben vagy
szervezetekben. A luciferin oxigén jelenlétében luciferdz hatdsara
oxiluciferinné oxidalodik, s kozben fényt bocsat ki magabol. Az oxiluciferin
amilyen konnyen oxidalodott, ugyanolyan konnyen redukalhatd is
luciferinné. A luciferin oxidacidjakor az Osszes energia 92%-a fényenergia
alakjaban hagyja el a fénykeltd szervet (1. abra). A fénykibocsatas 450-490
nm (kék-zold) hulldmhosszon toérténik. A luciferdz az oxidaciohoz a
fényszervben talalhato hidrogén-peroxid oxigénjét hasznalja fel.
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A fény képzésének alapegyenlete:
FMNH2 + O2 + RCHO _— FMN + RCOOH + H2O +
fény
ahol, FMNH2 a redukalt, mig a FMN az oxidalt flavin mononukleotid.

A flavin-mononukleotid koenzim izoalloxazin gytirije a két hidrogént
leadva oxidalodik, csakugy, mint az aldehid, amely karbonsavva alakul.
(KERESZTENYI 2008).

NADPH+H* RCOOH EMN NADH+H*
m’: / \ ‘

Fatty Acid ey
Reductase reductase

AMPPPI l\b / l
NADP* RCHO 0, FMNH, NAD*

1. abra: Vibrio fischeri fénytermeld folyamata (MIYASHIRO & RUBY 2012)

A Vibrio fischeri lux génjét mas mikroorganizmusokba is be lehet
tiltetni, példaul az Escherichia coli-ba, és az addig fénykibocsatasra
képtelen Escherichia coli baktériumok zdldeskék fénnyel fognak vildgitani
a sotétben. Ez azért lehet fontos, mert a fénykibocsatds konnyen mérhetd
végpont, ami megkonnyitheti a mikroorganizmusok jelenlétének kimutatasat
¢s nyomon kdvetését.

3. Biolumineszcencia-gatlasi teszt

A mérgez0 anyag valtozasokat idéz eld a sejt allapotdban — sejtfal,
sejtmembran, elektrontranszport-rendszer, enzimek, citoplazma alkotoéi —
amelyek a biolumineszcencia csokkenésében mutatkoznak meg, ami meg-
felelden kialakitott fotométerrel (luminométer) mérhetd. A toxikus hatas és
a fénykibocsatas csokkenése aranyosak egymassal. A szennyezd anyagok
kémiai szerkezetiiktdl, illetve tulajdonsagaiktol fliggben tobbféle uton
gatolhatjak a peroxidaz enzim és szubsztratja kozotti reakciot: kozvetlen
reakcié a szubsztrattal, az enzim térszerkezetének megvaltoztatasaval vagy
reakcidcentruméanak tonkretételével (KERESZTENYI 2008).
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A biolumineszcencia-gatlas mérésére tobb eszkozt is kifejlesztettek,
ilyen a Merck ToxAlert késziilékcsaladja, az Azur Microtox és Deltatox
rendszere. Mindkét tipusnal van terepi €s laboratoriumi mérésekre tervezett
késziilék is. Tovabbi miiszerek még a német LumisTox, a finn BioTox ™.

A teszt tipusa: egy fajt alkalmazd, laboratériumi, bakteridlis, akut
toxicitasi teszt. A végpont a lumineszcencia intenzitdsdnak csokkenése,
amely a minta higitdsi sorabol EC20 (ED20) és EC50 (ED50) értékben
hatarozhat6 meg. A vizsgalat ideje rovid, altalaban 45 perc és masfél ora
kozott valtozik a kontaktidotol fliggden. A luminométer 490 nm emisszids
hulldmhosszon mitkodik. A mérést az alabbi magyar szabvany irja le: MSZ
EN ISO 11348-2:2000 (Vizmindség. Vizmintdk gatld hatasanak meg-
hatarozésa a Vibrio fischeri fénykibocsatasara (lumineszcensbaktérium-
teszt). 2. rész: Vizsgalat folyadékbol szaritott baktériumokkal) és
ISO/EN/DIN 11348-3:2000 (Vizmindség. Vizmintak gatlé hatasanak meg-
hatarozasa a Vibrio fischeri fénykibocsatasara (lumineszcens baktérium-
teszt). 3. rész: Vizsgalat fagyasztva szaritott baktériumokkal). A Vibrio
fischeri folyadékbol szaritott, vagy fagyasztva szaritott allapotban tarolhatd
(20 £2°C), eltarthatosagi ideje 12 honap. Tengeri baktérium, ezért a
kisérletek végrehajtasakor minimum 2 % NaCl koncentracié fenntartdsa, az
ozmozis nyomas érdekében sziikséges. A vizsgalni kivant mintdkat is ilyen
sokoncentracioval mérjiik. Hidrofob tipusu anyagok esetén olddszerként
hasznalnak metanolt, etanolt esetleg acetonitrilt. Ebben az esetben is
sziikséges a 2% NaCl koncentracié fenntartasa (PARVEZ et al. 2006).

4. A Vibrio fischeri érzékenysége kiilonféle szennyezéanyagokra

Szamos kutatd foglalkozott azzal, hogy a Vibrio fischeri
tesztszervezetek megbizhatosdgat a  hagyomanyos  Okotoxikologiai
tesztekhez (Daphnia-teszt és a haltesztek) viszonyitva értékelje, illetve
szamszerlsitse azok érzékenységét kiilonbozo vegyiiletekre.

Vibrio fischeri érzékenysége szervetlen szennyezdokre

FULLADOSA és tarsai (2005) modellkisérleteket végeztek, ahol
tak O0ssze és mérték a toxikus hatast MicroTox késziiléken, pH=6 értéknél.
Matematikai modellek segitségével 15 perces expozicidés idével ECS50
értékeket hataroztak meg a vizsgalt fémekre, majd fémparokra. A kiilonféle
fémparok kozott egyarant talaltak antagonizmust, szinergizmust és additiv
hatast is. Szinergizmust tapasztaltak a Co-Cu és Zn-Pb fémek esetén,
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antagonizmust Co-Cd, Cd-Zn, Cd-Pb és Cu-Pb fémparok kozott, egyszeri
additiv hatas Iépett fel Co(Il)-Pb(Il), Cu(Il)-Cd(II), Cu(Il)-Zn(II), Co(II)-
Zn(Il) osszetevOknél. Tovabbi kisérletekben (FULLADOSA et al. 2005a)
fémek és az arzén mérhetd kiiszobérték toxicitdsat (EC20) hataroztak meg
valtozo pH értékek (pH 6 illetve 7) mellett. Tapasztalataik szerint a fémek
toxicitdsa az alabbi sorrendben csokken: Pb(I)> Ag(I)> Hg(Il) = Cu(Ill)>
Zn(II)> As(V )> Cd(I) = Co(Il)> As(III)> Cr(VI). A valtozé pH értékek
mellett a Cr(VI) és az As(V) esetén nagysagrendben eltéré EC20 értékeket
mértek. Meglepden alacsonynak talaltak a Vibrio fischeri Co(II), Cd(I),
Cr(VI), As(V) szembeni érzékenyseégét. A Gram-negativ baktériumok
alacsony kadmium érzékenységét mar vizsgaltdk. BAUDA & BLOCK
(1990) kimutatta, hogy a baktérium kiils6 membranja képes adszorbeélni és
ezaltal csapdaba ejteni a kadmiumot. Az 6lom, higany és eziist erds toxikus
hatasat a tiol (—SH) csoport felé iranyulé nagymértékii affinitassal
magyaraztak. A réz és cink-ionok pedig jol ismert baktericid és
antimikrobidlis természeti anyagok, amelyek jelentdésen befolyasoljak a
baktériumok enzimatikus rendszerét.

HEINLAAN és tarsai (2008) ZnO, TiO; és CuO normal és nano méretii
szuszpenzidjat valamint az adott fémionok oldott formajanak toxicitasat
vizsgaltak harom tesztszervezettel (Vibrio fischeri, Daphnia magna és
Thamnocephalus platyurus). A nanorészecskék alkalmazidsa novekvo
tendenciat mutat, felhasznaljak fogapolési szerekben, kozmetikai szerekben
(pl.: naptejek), fakonzervalé anyagokban stb. Fizikai, kémiai és biologiai
tulajdonsagaik jelentdsen eltérnek az adott fémhez képest. Toxicitdsuk 6
mechanizmusa az oxidativ stresszen alapul, karositva a lipideket,
szénhidratokat, fehérjéket és a DNS-t. A lipid peroxidacio veszélyes leg-
inkdbb, mert valtozdsokat okoz a sejtmembranban, igy zavarja a
létfontossagu sejtfunkciokat. A kinetikus toxicitast Ascent luminométeren
mérték, a rakfélék tesztelése Daphtoxkit F™ magna és Thamnotoxkit F™
tesztkitekkel tortént. A titdn formak csak 20g/l felett voltak toxikusak
mindharom teszt esetében. A cink minden formaban erésen toxikus volt. A
rézoxid enyhe-, a nano méretli rézoxid kozepes-, az oldott réz erds toxicitast
mutatott. A legérzékenyebb tesztszervezetnek a Thamnocephalus platyurus
bizonyult, ezt kovette a Vibrio fischeri majd a Daphnia magna.

ABBONDANZI és tarsai (2005) nehézfémekre vizsgaltdk a Vibrio
fischeri biolumineszcencia gatlas és a Pseudomonas fluorescens
dehidrogenaz enzimaktivitds gatlas teszteket. Zn(II) Ni(Il), Cd(II), Cu(Il)
oldatokat teszteltek. A Pseudomonas fluorescens baktériummal szerették
volna kivaltani a Vibrio fischeri tesztet, mivel ennél a tesztnél az
optimalizalt pH és sotartalom nem valtoztatia meg a minta toxikus
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tulajdonsagat. Az eredmények alapjan helyettesithetd a két tesztszervezet
szervetlen szennyezOt tartalmazo mintdk esetén. A cink és réz esetén a
Vibrio fischeri volt az érzékenyebb, kadmium esetén pedig a Pseudomonas
fluorescens. A Vibrio fischeri alacsony kadmium érzékenységének okat
Bauda & Block (1990) targyalta. A szervetlen szennyezOk mellett fenolra is
vizsgaltak a baktériumok érzékenységét. A szerves fenolra a Vibrio fischeri
mutatott nagyobb toxikus hatést.

Vibrio fischeri érzékenysége szerves szennyezokre

KAISER (1998) teszteredményeket dolgozott fel statisztikailag, keresve
a kapcsolatot a Vibrio fischeri és vizi-, illetve szarazfoldi tesztszervezetek
toxicitasi értékei kozott adott vegyiiletekre. Osszehasonlitotta a 96 ords
LC50 tlizesellénél (Pimephales promelas) kapott értékeket a Vibrio fischeri
EC50 toxicitas teszt eredményeivel. A vizsgalt szerves vegyiiletek szama
tobb szaz volt (pl.: etilanilin, olajsav, Terbufos, DDT, Dieldrin, Aldicarb
stb.). Bar az értékek helyenként tiz nagysagrendbeli eltérést is mutatnak,
ennek ellenére a kapott adatok kozott szoros az Osszefliggés. Tovabbi
halfajokra ¢és egyéb vizi él6lényekre (algdk, rakfélék) is elvégezte a
szamitadsokat ¢és hasonld eredményre jutott. A szerves vegyliletek funkcios
csoportonként hasonl6 kémiai tulajdonsagokat mutatnak, ami valdszinisiti a
hasonl6 toxikus hatast is. Kiilon-kiilon vizsgalva az alkoholok, fenolok,
ketonok, €s mas aromasok esetén a két tesztszervezet (Pimephales promelas
¢s Vibrio fischeri) azonos tipusu vegyliletekre mutatott toxikus hatasa szoros
korrelaciot mutatott. Szarazfoldi emldsokkel végzett kisérletek esetén a
kapcsolat joval gyengébb volt, és az expozicios utak kozott jelentds eltérést
mutatkozott a korrelacidban. A legszorosabb 0Osszefliggés az intravénas
kisérletek esetén mutatkozott. Kutatasa alapjan a Vibrio fischeri
tesztszervezetet kivalo segitségnek tartja gyors, akut toxikus hatdsok
feltérképezésére, kiilonféle vegyliletek vagy vegyiiletcsoportok esetén. A
teszt jol hasznalhato vizi kornyezetet érd karos hatasok kimutatasara.

VILLA és tarsai (2014) a triklozan, triklokarban €és ezek metabolitjanak
a metil-triklozdnnak toxikussadgat vizsgaltdk MicroTox késziiléken.
Mindharom lipofil tipusu, aromas klorozott vegyiilet. Fert6tlenitd-, gomba-
¢s baktériumold szerként hasznaljak elsdsorban a kozmetikai szerekben ¢és
egyéb eszkOozokben is, mint sportfelszerelés, butorok, textiliak stb. A
szennyviztisztitas soran csak kis mértékben bomlanak le, igy megjelennek a
felszini vizekben, felhalmozodnak a vizi élolényekben, és az anyatejben is
kimutathatéak. A vizsgalat soran 15 perces kontaktidovel hatdroztak meg a
vegyliletek ¢s keverékeik EC10 ¢és EC50 értékeit. A triklozan baktériumra
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mutatott toxicitdsa mas vizi ¢él6lényekkel azonos nagysagrendii a
szakirodalmi adatok alapjan. A metil-triklozdn metabolit méar enyhébb
toxicitasi értékekkel. Ennek ellentmond FARRE és tarsai (2008) munkéja,
melyben a metabolit azonos toxicitdsi az anyatermékkel. A triklokarban
toxicitasa kozel azonos mértékii volt a triklozannal. A keverékek toxicitasa a
modellek 4ltal megjosolt értéket mutatta. Mindharom molekula aromas és
lipofil tulajdonsagu, igy a hatdsmechanizmusuk is hasonlo, ezaltal jol
kovetik a modellek altal josolt értéket.

Karbamid alapt herbicidek (Linuron, Diuron, Monolinuron) toxicitasat
vizsgaltdk GATIDOU és tarsai (2015) békalencse (Lemna minor) és Vibrio
fischeri tesztszervezetekkel 7 napos illetve 30 perces kontaktidével. A
mérést kiilon-kiilon ¢és kétkomponensti keverékekben is elvégezték. A
novényvédoszereket a mezOogazdasag széles korben, nagy mennyiségben
hasznalja. Permetezéskor, illetve esd esetén lombozatrol vald lemosodassal
bekeriilnek a felszini vizekbe, igy az eurdpai folyokban mar kimutathatoak.
A Diuron és a Linuron antidsztrogén hatasu szerek, gatoljak az ovuléaciot,
melyet egyértelmiien igazoltak in vivo és in vitro vizsgalatokban is. A
vizsgalatok alapjan a fotoszintetikus organizmus sokkal érzékenyebbnek
bizonyult a ndvényvéddszerekre, mint a baktériumteszt. A Diuron és
Linuron toxicitasa kozel azonos nagysagrendli mindkét tesztszervezetnél. A
Monolinuront a békalencse kevésbé taldlta mérgezének az el6zd két
herbicidhez képest. A kétkomponensii vizsgalatoknal a Diuron és Linuront
tartalmazd mintdkban a Lemna minor additiv hatdst mutatott. A Vibrio
koncentracié esetén additiv hatast, alacsony Linuron és magas Diuron
koncentracional viszont szinergizmust mutatott ki. A Linuron és Mono-
linuron egyiitt antagonista hatdsinak bizonyult mindkét tesztszervezet
esetében. A Diuron Monolinuron parosnal szinergikus és additiv hatasokat
egyarant megfigyeltek a valtozd koncentraciok fliggvényében a
mikrobioteszt esetén.

CZECH és tarsai (2014) gyogyszerek hatéanyagait kezelték
fotooxidacios eljarassal, majd mérték a toxicitast kezelés elott és utan Vibrio
fischeri (15 perc) és Daphnia magna (24 és 48 h) tesztszervezetekkel. A
vizsgalt gyogyszerek: a kloramfenikol (CPL), egy szintetikus antibiotikum,
a diklofenak (DCF), egy nem szteroid gyulladascsokkentd €s a metoprolol
(MT), egy szelektiv béta-receptor blokkold voltak. A kisérletekben a
Daphnia magna mutatott nagyobb érzékenységet a vegyiiletekre. Mindkét
tesztnél a CPL volt a legtoxikusabb gydgyszer. A toxicitds csokkenése
Daphnia  magna esetén: CPL>DCF>MT, Vibrio Fiscehri esetén
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CPL>MT>DCF moddon valtozott. A fotooxidacids kezelés hatasara jelentds
toxicitds csOkkenést tapasztaltak. A kezelés utan a CPL ¢és MT
vegylleteknél mindkét tesztszervezet mar csak kdzepesen toxikusnak talalta
a mintat. A DCL-t tartalmaz6é mintat kezelés utdn a Daphnia magna
valtozatlan hatastinak mutatta, a Vibrio fischeri pedig a bomld terméket
(EC50=10 mg/l) toxikusabbnak tartotta a kiinduldsi terméknél
(EC50=14mg/l). A kezelés utan 60 nappal a toxicitds mar jelentdsen
lecsokkent.

FERNANDEZ-ALBA ¢s tarsai (2000) karbofuran (inszekticid),
kiromazin (inszekticid), fenamifosz (inszekticid), formetanat (inszekticid) és
propamokarb (fungicid) toxicitdsat mérték Vibrio fischeri (BioTox),
Daphnia magna (Daphtoxkit F'Mmagna) és mitokondrialis enzimaktivitas
gatlasi (MitoScan) teszttel. A baktériumteszt nem mutatott toxikus hatast a
kiromazinra. A tobbi ndovényvédoszerre ndvekvo toxicitasi sorrendben igy
reagalt: fenamifosz < karbofurdn < propamokarb < formetanat. 5- és 15
perces kontaktidével dolgozva EC20, EC50 ¢és EC80 értékek keriiltek
meghatarozasra. Altalanossagban elmondhat6, hogy 5 percnél kisebb volt a
toxikus hatds. A Daphnia magna ¢és a Vibrio fischeri eredményei
egybevagnak, és a mérgezo hatas ebben az esetben is nagyobb volt a 48 6ras
tesztnél, mint a 24 orasnal. A Daphnia magna bizonyult a legérzékenyebb
tesztszervezetnek, a baktériumteszt és a mitokondridlis enzimgatlas teszt
kozel azonos nagysagrendli toxicitast detektalt. A novényvéddszerek
keverékeire egyardnt mértek antagonista, additiv és szinergista hatast. Ez
alapjan javaslatokat tettek a tisztitott szennyviz kibocsatasi paramétereinek
valtoztatasara. Az uj értékek megallapitasanal a szinergizmust nem szabad
figyelmen kiviil hagyni. Az antagonista hatast nézetiik szerint mellézni kell,
a komplex Osszetételi rendszer ismeretlen hatdsai miatt. Az alacsonyabb
érzékenységét a MitoScan €s BioTox rendszereknek kompenzalja a gyors és
egyszerli hasznalat, valamint a terepi mérésre is alkalmas eszkozeik.
Elészlrésre megfelelo tesztnek tartjak ezeket.

Harom kereskedelmi forgalomba hozott luminométerrel (ToxAlert 100,
a MicroTox 500, LumiStox) 81 szerves szennyezd anyagon végezték el a
tesztelést. Referencidnak cink-szulfat oldatot (ZnSO4*7H,0) hasznaltak. A
hatasos koncentraciok 20, 50 és 80%-os fénykibocsatas gatlasra lettek
megallapitva, 5, 15 és 30 perces kontaktidovel. A mérésnél iigyeltek a
megfeleld beallitott pH és ozmdzis egyensulyra. A kiilonbozo késziilékeken
végzett mérések kozott két eltérés meriilt fel. A ToxAlert késziiléken egy
minta higitdsi sordbol egy méréssorozat késziil, a masik két késziiléken
kettd. A LumiStox miiszeren folyadékban fagyasztott baktériumokkal
végezték el a mérést, a masik két luminométeren fagyasztva szaritott
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baktériumokat ir el6 a protokoll. Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy
a ToxAlert és a MicroTox késziilékek kozotti adatsor szorosan korrelalt,
mig a LumiStox és a masik két késziilék adatsora kozott gyengébb volt a
kapcsolat. Az eredmények a hiarom modszer esetén nagysagrendileg
megegyeztek, 5 vegylilet esetén kaptak csak 1ényegesen eltérd toxicitasi
adatot. A nagyszamu elvégzett mérés alapjan, a baktériumteszttel kiilonb6zo
rendszereken végzett vizsgalatok Osszehasonlithatosagat kivalonak talaltak
(JENNINGS et al. 2001).

KOVATS és tarsai (2007) vizsgaltak, hogy a Vibrio fischeri baktérium
milyen mértékben alkalmas cianobakteridlis toxicitdas kornyezeti
kockazatanak becslésére, és ezaltal az egértesztek helyettesitésére. Az
egereken végzett akut intraperitonedlis teszt (tesztanyag bejuttatasa
hasiiregbe, injekcidzassal) egyrészt etikai problémat okoz, raadasul nem is
reprezentalja megfeleléen a természetes expozicios utat. Ezek a toxinok
jelentds kornyezetegészségiigyi kockazatot jelentenek. A Kis-Balaton
Vizvédelmi Rendszeren megjelend kékalga-virdgzasokban a Mycrocistis
aeruginosa fajnak van legnagyobb szerepe. Ez a faj tobb toxikus vegyiiletet
is termel, koziiliikk a mikrocisztin a legmérgezObb hatasu. A négy kiilonb6zo
kékalga-tartalmit mintanal megfelelé korrelaciot talaltak a toxin mennyi-
ségével. A teszt eredményei jol korrelaltak a Thamnocephalus platyurus
tesztszervezet eredményeivel. A teszt gyors és érzékeny a mintdk 0ssztoxin
tartalmara, ezért megfelelonek tartjak a kornyezeti kockazat becslésére.

Vibrio fischeri érzékenysége komplex, tobb szennyezot tartalmazo
mintakra

DALZELL és tarsai (2002) 16 ipari szennyvizmintat vettek az alabbi
iparagakat érintve: liveg, elektronika, gyogyszer, autd, papir, hulladék-
feldolgozés, kdszénkatrany leparlas. Két standard keveréket allitottak Gssze
modellezésiil, és mérték az 0Osszetevok valamint a referencia-oldatok
toxicitasat is. Az elsO referencia oldat Cd, Cu, Cr, Zn és alkil-benzol-
szulfonat volt, a masodik referencia oldat 3,5-diklorfenolt, trikloretilént,
toluolt ¢és alkil-benzol-szulfondtot tartalmazott (East of Scotland Water
Authority altal ajanlott relevans szennyezd anyag koncentraciok eleven-
iszapos kornyezetben). A toxicitdst az alabbi tesztelésekkel mérték:
nitrifikacié gatlas, respirometria, in vivo L-alanin-amino-peptidaz gatlas,
Vibrio fischeri biolumineszcencia gatlas. A szerves szennyezokre és a
referencia oldatra szinte minden tesztszervezet reagalt. A toluolra csak kis
mértékben adott valaszt az enzimgatlasi teszt és az iszap 1égzésgatlasi teszt.
A teszteket rangsoroltdk a referenciaoldatokra mutatott érzékenység szerint,
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¢s a vizsgalatok alapjan a Vibrio fischeri volt a legérzékenyebb
(talérzékeny) teszt. Az ipari szennyvizekre a Vibrio fischeri teszt reagalt
legjobban. A szennyvizre legkevésbé érzékenynek a nitrifikdcio és
enzimgatlé teszt bizonyult. Osszességében a Vibrio fischeri tesztet gyors
szlirbvizsgalatra javasoljak nagyszami minta esetén. A koltségek Ossze-
hasonlitasa kapcsan elmondhato, hogy a nitrifikacio teszt a legalacsonyabb
beruhazasi, de legmagasabb mukodtetési koltségli. A Vibrio fischeri teszt
mérsékelt beruhazasi és tizemelési koltséggel bir.

Kinai gyogyszergyarak szennyvizének toxikussagat mérték alga
(Scenedesmus obliquus) és Vibrio fischeri tesztorganizmussal. Kinaban
2011-ben 2.890.000 t gyogyszert allitottak eld. A gyodgyszergyari szenny-
vizek gyakran tartalmaznak erdsen mérgezd vegyiileteket (pl.: benzol,
policiklusos aromas szénhidrogének, heterociklusos vegyiiletek stb.),
melyek bioldgiailag nehezen bonthatok. 16 gyogyszergyar befolyd ¢és
elfolyd szennyvizét vizsgaltak. Az oOkotoxikoldgiai vizsgalatokkal par-
huzamosan az aldbbi fizikai, kémiai paramétereket mérték: pH, teljes
lebegdanyag, kémiai oxigénigény (KOI), ammoénia (NH;3-N), és teljes
foszfor. A befolyd szennyviz minden esetben toxikusabb volt, mint az
elfolyo tisztitott szennyviz. A kezelés ellenére a 16 gyarbol azonban 10-nek
még mindig tullépte az akut toxicitdsa a kinai hatarértéket. A
tesztszervezetek koziil a Vibrio fischeri volt az érzékenyebb. A toxicitas jol
korrelalt a KOI és NHj3;-N értékeivel. Egyértelmiien javasoljak az
eredményeik utdn a Vibrio fischeri hasznalatat gyogyszeripai szennyvizek
tisztitas utani ellendrzésére (YU et al. 2014).

Spanyolorszagban négy folyd és két kommunalis szennyviztisztitod
elfolyd vizének toxicitasat vizsgaltak Vibrio fischeri baktériummal
MicroTox ¢és ToxAlert késziiléken. Emellett analitikai vizsgalatokkal
keresték a vény nélkiil kaphaté fajdalomcsillapito gyodgyszereket a
mintakban HRGC-MS ¢és LC-ESI-MS  késziilékeken. A vizsgalt
hatdéanyagok az ibuprofen, diklofenak-Na, szalicilsav, ketoprofén, naproxén,
gemfibrozil voltak. Meghataroztak a keresett gyogyszerek EC50 értékeit is a
mikrobiotesztekkel. A fejlett orszagokban a népesség eloregedésével a
gyogyszerhasznalat folyamatosan nodvekszik, a gydgyszerszarmazékok
illetve hormonszarmazékok a kivalasztas révén megjelennek a szenny-
vizekben. A nehezen bomld gyodgyszerek sok esetben csak athaladnak a
telepen és akadalytalanul elérik a felszini és felszin alatti vizeket. Az
elvégzett Okotoxikologiai vizsgdlatok alapjan a gyogyszerek 10-50 pg/l
koncentracio-tartomanyaba helyezte az 50%-os fénykibocsatds csokkenést.
Osszehasonlitatva a hagyomdnyos gazkromatografias és az 1ij folyadék-
kromatografias elemzések eredményeit megallapitottdk, hogy azok
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megfelelden korrelalnak. A kimutatott gyogyszerek a mintdkban 20-2000
ng/l koncentracioban mozogtak, egy nagysagrenddel alatta maradtak a
hatasos Okotoxikolodgiai koncentracid értéknek. Legnagyobb mennyiségben
a gyogyszereket a szennyvizekben ¢és a Riera de Rubi folyoban talaltdk. A
fénykibocsatas gatlas (ToxAlert) is ezekben a mintdkban volt a legmagasabb
mértékli. A telepek miikodését ennek ellenére jonak tarjak a szerzok. A
legtobb polaros szerves szennyezbanyag a biologiai kezelés soran
eltavolitasra keriil. A visszamaradt illetve atalakult termékek az egyenes-
lancu alkil-benzol-szulfonatok (LAS), nonilfenol, polietoxilezett nonilfenol-
karboxilat, rovid szénlancli nonilfenol-etoxilat, amelyek mind a
mosoészerekbdl szdrmaznak. A nonilfenol-etoxilat bomldsterméke a
nonilfenol, mely mar joval perzisztensebb az anyaterméknél és a
szervezetbe keriilve 0sztrogén hatasu (xenoOsztrogén anyag) (Farré et al.
2008). A vizsgalt mintdkban a gyogyszerek ¢€és mososzerek azok
bomlastermékei, valamint ismeretlen eredeti szennyezOanyagok ¢és a
kozottiik fennallod szinergikus hatasok egyiitt képezik a teljes toxicitast. Az
okotoxikologiai vizsgalatokat célszeri teljes analitikai vizsgélatokkal is
Osszevetve elemezni, hogy ezaltal atfogobb képet kapjunk a kdrnyezeti
mintakrol (FARRE et al. 2001).

KOVATS és tarsai (2004) egy aluminiumipari veszélyeshulladék-lerakéd
kornyezetének esetleges talajszennyezettségét vizsgaltadk. A mintdkat a talaj
felso részebdl vették, majd vizes kivonattal mérték a toxikus hatast Vibrio
fischeri tesztorganizmussal. A mérés megbizhatdsagat ugrévillas (Folsomia
candida) és televénytéreg (Enchytraeus albidus) reprodukcios tesztekkel,
ill. talajzooldgiai vizsgalatokkal (Nematoda sp.) ellendrizték. A lerako
kozvetlen kornyezetében vett mintdk toxikusnak mutatkoztak a
baktériumteszt szerint két sszefliggd teriileten. A szabvanyos talaj toxicits
tesztek és a talajzoologiai vizsgalatok eredményei csak részben fedték
egymast a ToxAlert alkalmazasa soran kapott eredményekkel. A Vibrio
fischeri és az Enchytraeus albidus reprodukcid, valamint az Maturity Index
(Nematoda sp.) értékei kozott azonban igy is korrelacié mutatkozott. Bar a
vizsgalati eredmények értékelésében voltak eltérések, mindenképpen
javasoljak a baktériumtesztnek a karmentesités elsd, diagnosztikai fazisban
vald alkalmazasat. A szerepe érzékenysége mellett gyorsasagaban rejlik,
hiszen a leghosszabb expozicios id6 is csak 30 perc, a tobbi tesztnél
alkalmazott 4-8 hetes idoszakhoz képest.
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5. Osszefoglalas

A Vibrio fischeri baktériumnak kiemelkedden magas publikalt
adatbazisa van: csak ebben az évben eddig a Google Scholar szerint tobb
szaz tanulmany jelent meg a témaval kapcsolatban. A szakirodalom egy-
értelmiien kiemeli a teszt gyorsasagat, kis mintaigényét, koltség-
hatékonysagat és jo reprodukalhatdsagat. A kiilonbozo késziilékeken mért
adatok jol korrelalnak. A legtobb szerz6 fontosnak tartja, hogy a
baktériumteszt hasznalata nem okoz etikai problémat. Bar tobbnyire vizes
fazisi mintak mérésére alkalmazzak a tesztet, azonban LAPPALAINEN
(2001) altal kidolgozott kinetikus mérés lehetdvé tette a szilard mintak
pontosabb Okotoxikoldgiai vizsgalatat a tesztszervezettel. Erre a Flash
eljarasra a finn Aboatox gyartd6 megalkotta az Ascent késziiléket, igy mar
kozvetleniil is lehetové valt a szines, zavaros mintak toxicitasanak mérése.
A Vibrio fischeri érzékenysége szerves anyagok tekintetében sokszor
elmarad mas tesztszervezetekhez képest (CZECH et al. 2014, GATIDOU et
al. 2015, FERNANDEZ-ALBA et al. 2001), de emellett olyan irodalmat is
talalhatunk, amelyekben mas teszthez viszonyitva azonos vagy nagyobb
hatast mutatott (KAISER 1998, KOVATS et al. 2007, YU et al. 2014), sét
tulérzékenynek is taldltdk a mikrobiotesztet (DALZELL et al. 2002). A
baktérium nehézfémekre vald érzékenységét a legtobb szerzé megfeleldnek
talalja, bar bizonyos elemeknél (Co, Cd, Cr) a vartnal kisebb hatds mérhetd.
Kadmium esetén a hatascsokkenés abbol adodik, hogy a Gram-negativ
baktériumok kiilsd membranja képes adszorbedlni az iont. Osszességében
elmondhatd, hogy a Vibrio fischeri biolumineszcencia gatlason alapul6 teszt
tokéletesen alkalmas mintak toxicitdsdnak gyors eldsziird vizsgalatira. Mas
tesztekkel egyiitt alkalmazva mindenképpen szerepet kap a kornyezeti
kockazatbecslésben, a mar meglévd karok kisziirésében pedig nélkiiloz-
hetetlen, gyorsasaga és megfeleld érzékenysége miatt.
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