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1. Bevezetés

Az okotoxikoldgiai teszteket kéb fszempontbdl csoportosithatjuk:

- Tesztelésdétartalma

- Tesztorganizmufaja illetve a tesztrendsztajosszetéted

A tesztelés ifitartalma alapjan megkilénboztetjuk alzut (rovid idétartam) és &ronikus
(hosszabb iétartam) teszteket. Az akut tesztekben alkalmaestttorganizmusok esetében a
tesztelési id (24, 48 illetve 72 ¢6ra) alatt nem jelletha reprodukcio. A kronikus tesztek
idétartama a tesztorganizmus életidé@jélietve reprodukcids ciklusanak hosszatol fligg. A
kronikus tesztre jellendz hogy a teszt istartama az alkalmazott tesztorganizmus életének
nagy részet magaban foglalja.

A tesztrendszer fajosszetétele alapjan megkuloehikt az egy illetve a tobb fajt
alkalmazo teszteket. Egy fajt alkalmazo tesztek esetéberéliestiink tovabba&zarazfoldi,

vizi ésiledéklakoé tesztorganizmusokrol. A koérnyezeti elem szeringighkillonboztetés azért
fontos, mert efll fliggéen azexpozicids utvonadk is eltééek lehetnek. Vizi tesztek esetében
akkor szimuléljuk megfeléen azexpozicid, ha az egész testet éri a vegyi anyag vagy a
vizsgalni kivant minta. Szarazfoldi tesztek esetelsemod van olyan tesztkérilmények és
tesztorganizmus kivalasztasara, mely teljes téséfitel érintkezik a talajjal (pl. foldigiliszta,
Collembola, stb.). Az Uledéklakok esetében meég disiebb expozicids Utvonalak
létezhetnek az Uledékkel vald kdzvetlen érintkéddetkeztében.

A tesztorganizmusok helyes megvélasztdsa az Okaidgjiai tesztek kritikus pontja. A
tesztorganizmusoknak meg kell felelnia kévetke# kovetelményekek:

- Koénnyen hozzaférhétfaj legyen

- Laboratériumi kérulmények kozott fenntarthato ésyészthed legyen

- Atenyészet torténete és genetikaja ismert legyen

- Erzékeny legyen tobb tipust vegyi anyagra

- JOl mérhet végponttal rendelkezzen és reprodukalhat6 erednagion

- Ne legyen patogén

- Jol reprezentalja osztélyat vagy trofikus szintjét

Az o6kotoxikologiai mérés végpontja a biokémiai $éihaz organizmus és kdzdsség szintjén
keresztll az 6koszisztéma szintjéig barhol megréiasd a cél fuggvényében. A méihet
végpont eredménye alapjan gyakran tovabbi szarmotizéatékeket hasznalunk fel a kockazat
meértékéenek megallapitasahoz, dontesékésizitésehez. Meg kell kulonboztetninknérés
végpontja, — amely nem mas, mint a tesztorganizmuson va@y sainterkdzvetlentl mért
erték —, és a teszt szamitassal szarmaztamsijalati végpontjd. Gyakori mérési végpont a
stresszfehérjék megjelenése, enzimek aktivitdsaykiidocsatas, mozgasképtelenség, halél,
stb. A mérési végpontokbol szarmaztatott eredméitybletinformaciét szolgaltat pl.
fénykibocsatasbdl relativ lumineszcenciagatlas,inealztivitdsbol integralt érték a mérési
idészakra vonatkozo gorbe alatti tertlet, mozgasképiteklpusztult allatok szamabdl a
koncentracié-hatas gorbe egyezményes pontjai (Btvel 50%-0s gatlashoz tartoz6
koncentracioECyg és EGy).



2.  Kulénb6zé trofikus szintr 6l szarmazo vizi tesztorganizmusok
bemutatasa

2.1. Algateszt

Az egysejti algdkat felhasznaldé teszteknek szamos valtozata vabb tajt is lehet
alkalmazni, a sejtszaporulat meghatarozasara IfétEmaodszer Iétezik, és a tesztszervezet
expoziciés idejét tekintve is valogathatunk a saalyesitott és nem szabvanyositott
modszerek kozul. 96 Oras algandvekedeési teszt iauwegyi anyagoknak az étleges
termebkre gyakorolt gatlé hatasat vizsgalja. Tesztorgamigként édesvizi €s tengeri algékat
hasznalhatunk. Az ASTM (American Society for Tegtind Materials) az alabbi algakat
ajanlja tesztelésre:
Edesvizi algak:
- Z6ld algak:Selenastrum capricornuturBcenedesmus subspicat@blorella vulgaris
- Kék algak (cianobaktériumokiicrocystus aeruginosanabena flos-aquae
Tengeri algék:
- KovamoszatokSkeltonema costatymhalassiosira pseudonana
- Ostoros moszatolunaliella tertolecta

2.1.1. Ateszt jellem®i

Teszt tipusaEgy fajt alkalmazd, laboratdriumi, akut toxicitésszt
Tipikus alkalmazasi tertlete:Vizben oldhaté vegyi anyagok; felszini vizek, paleek,
szennyvizek toxikologiai vizsgalata.
Tesztorganizmusegysejti édesvizi algafajokPseudokirchneriella subcapitata, Scenedesmus
subspicatus, Chlorella vulgaris
Teszt mérési vegpontjaejtszam/ mloptikai denzitas értékek, extrahalt klorofill-tdcan
Teszt vizsgalati végpontjazaporodasgatlas (E§Es EGo értékek)
Szilkséges wszer:fénymikroszkop vagy spektrofotométer
A teszt idtartalma: 24-96 h
A teszt szabvanyositott forméja
MSZ 21978-2:1986 Veszélyes hulladékok vizsgalatigateszt (metanolos klorofill
extrakcio)
MSZ 21978-36:1989 Veszélyes hulladékok vizsgalata. mérgedképesség
meghatarozasa algatenyeszettel
MSZ EN ISO 8692:2005 Vizmiiség. Edesvizi alga ndvekedésgatlasi tesztje edysejt
zo6ldalgafajokkal
ISO 8692:2004 Water quality - Freshwater algal ghomvhibition test with unicellular
green algae
OECD 201 Alga, Growth Inhibition Test (extrakciolkié)

2.1.2. A tesztorganizmusok bemutatasa, fenntartasa

Az algateszt egysdijtédesvizi algafajokat hasznal, |éteznek olyan é&sainelyek tengeri
algakat vagy telepes felépitegnakroalgakat alkalmaznak tesztorganizmuskéntgsidtk az
édesvizi, egysdjekkel foglalkozunk. Néhany algatesztben hasznéallagtomikroszkdpos
képe a 1-1., 1-2. és 1-3. abrakon lathato.
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1-3. AbraScenedesmus

1-1. abraChlorella vulgaris

1-2. bra: subspicatusnikroszkopos
mikroszkopos képe (Kepet Pseudokirchneriella képe (Forras: Culture
készitette: Nagy Zsuzsanna) subcapitatamikroszképos Collection of Autotrophic

képe (Képet készitette: Nagy Organisms)
Zsuzsanna)

Az egysejti algafajokat egyszéen fenntarthatjuk tdpagaron és tapsooldatban isalga
novekedését 10:14 oOras sotétvilagos ciklussal,gytagitas paraméterei: fénymsiséq:
0,72x1G° foton/nfs + 20 %, 8000 lux, spektrum:400-700 nm, s#mérséklet 4200K) és
21,5+1°C tbmeérseklettel biztositjuk termosztat szekrényben.
Sejtszaporulat kvantitativ meghatérozasa
— kozvetlenil az algaszuszpenzio optikai denzitasarf@d) mérése 670 nm
(AlgalToxKit) vagy 750 nm-en (MSZ 21978-2:1986)
— sejtszamlalas Birker-kamraval
— metanolos extrakcioval, majd extinkcié mérése fattmrel 750 nm-en és 665 nm-en
(MSZ 21978-2:1986)

2.1.3. A mérés leiradsa

A mérés soran ajanlott olyan gyorsan szaporoddkk#édolgozni, amelyek fenntarthatdk
laboratériumi korilmények kdzott és tesztre is ke fajok. llyen példaul a:

- Pseudokirchneriella subcapitafdA TCC 22662)

- Scenedesmus subspicaf86.81 SAG)

- Chlorella vulgaris(CCAP 211/11b)

A méréshez felhasznalni kivant algaszuszpenzitidsesz

Minden folyamatot steril fllke alatt végzink. A zesnditasahoz megfekelkoncentracioju
algaszuszpenziora van szikség. Ehhez friss algédtiml mossuk le az algasejteket az agar
felsziné6l, majd Blrker-kamra segitségével hatarozzuk megjgakoncentraciot. A teszthez
az algaszuszpenzié kiindulasi sejtszama“*asgfi/ml koriili legyen.

Inokulum készitése

Annak érdekében, hogy a tesztorganizmus (algadejidptalédjon a teszt korilményeihez,
inokulumot készitiink a tesztoldattal 2-3 nappakszt indulasa étt. Ezt az inokulumot a
teszt korilményeinek megfeteln kell inkubalni a teszt inditdsat meg#l idészakban.

A mérés kivitelezése

A mérést a mintaszam alapjan kalkulalt, megélskamu |égateresrtdugoval ellatott
Erlenmeyer lombikban inditjuk el. A tesztelni kivaegyulettdl illetve mintdbdl egy higitasi
sort készitink. Fontos, hogy az alkalmazott koméeni-tartomanyon belll az algakra
gyakorolt toxikus hatas detektalhat6 legyen. Téégker legaldbb 5 tagu higitasi sorral kell
dolgozni és a leghigabb tag nem szabad, hogy nyedifigth toxikus hatast gyakoroljon az
algaszaporodasra, mig a legttményebb tag a kdrmimképest legalabb 50%-0s gatlast kell,
hogy eredményezzen az alga szaporodasaban. Mimaehikba bemeérjik a megfetel



mennyiséf novenyi tapanyagbodl, vidh a tesztanyag toérzsoldatabol és az exponencialis
szaporodasi szakaszbandéalgakultirabol szarmazo inokulumbaoba@llitott tesztkdzeget.

Az igy Osszeallitott lombikokban Iéwesztkdzegeket rdzatjuk és megiéleilagitds mellett
inkubdljuk 21,5+1°C-os termosztatbamA lombikokba 1é% szuszpenzidk sejtszamat az
indulastél szamitott 24, 48 és 72 oranként meghadtrozni. A mérest kis mennyisegkb. 5

ml térfogatl), a tesztedéngltpipettaval steril korilmények kozott kivett mintd végezzik,
amit mar nem teszink vissza a tesztkézegbe.

Az oldatok pH-jat a teszt indulasakor és 72 Oératelkien is meg kell mérni, a pH nem
valtozhat tbbbet, mint 1 egység.

Az eredmeények kiértékelése és interpretacioja
A szaporodasgatlas megallapitasanal a szaporodggtavszaporodasi sebesség csokkenését
az azonos korulmények kozott tartott kontroll kedtioz viszonyitjuk. A sejtszambdl minden
tesztkoncentraciohoz és a kontrollhoz tartozé szafasi gorbét felvesszik az 6id
fuggvényében. A szaporodasgatlas kiszamolasa &kégpen torténhet:
1. Szaporodési gorbe alatti tertilet
4= N, : N, - N; + N; 2N, 6 —t) 4t N,_, + 1;/n 2N, ot 1)

t; — el mérés idpontja [h]

t, — n-dik mérés idpontja [h]

No — kiindulasi sejtszam [db]

N; — t; idépontban mért sejtszam [db]
N, — t, id6pontban mért sejtszam [db]

Ebbsl a szaporodasgatlas kiszamitasa az okotoxikolégidaokasos modon tértenik:

H - 100[! Akontroll B Aninta [%]
ontroll
H — szaporodasgéatlas (%)
A...oi — kontroll tenyészet szaporodasi gorbéje alapjamslt tertiletérték

A.... —Mintaval érintkeztetett tenyészet szaporodadiéyé alapjan szamolt teriletértek

2. Szaporodasi sebességTh
In(N,)—In(Ny) }
p=—— [
t, — az utols6 mérésagontja a teszt megkezdédéanérve [h]
No — kiindulasi sejtszam [db]
N, — mért végs sejtszam [db]

Ebbdil a szaporodasgatlas kiszamitasa az okotoxikolégidaokasos modon tértenik:

H = 100[!lukontroll - Iuminta [%]

:U kontroll

H — szaporodasgatlas (%)
Hiorson — kONtroll tenyészet szaporodasi sebesséde [h
4. .. —mintaval érintkeztetett tenyészet szaporoddsissgge [fi



2.2. Tetrahymena pyriformisszaporodasgatlasi teszt

Toxikus fémekre tapasztalataink szerint kevéssékéry tesztorganizmus Betrahymena
pyriformis szerves szennyé&anyagok toxicitasara viszont annal inkadbb. A Tetraénak az
Okotoxikolégiaban is ugy, mint a sejtbiolégiai émngtikai kutatasokban, &ukariota sejtet
képviselik.

A Tetrahymena pyriformisvizben éb allati egyseji. A protozodk orszagan belll, a
legfejlettebb fajokat magaban foglald csillos egysk torzsébe (Ciliopora) tartozik. A
Tetrahymena pyriformisnérete korilbelll 25-9Qm, nevét kortére emlékezbetlakjarol,
illetve a sejtszaj négy mozgd, hartyasz&epletédl kapta. Kul$ feluletén #ri, hajszeit
bevonatot, képeznek a csillok, melyeknek koordimakzgasat primitiv idegrendszer iranyitja.
Kutatasok kedvelt tesztorganizmusa, a kdnfgnntarthatésaga, gyors szaporodasa miatt, de
foként azért, mert sejtje sokban hasonlit a nald j@ylattebb gerincesek sejtjeihez.

A sejtszam valtozasat nyomon kovetve a vegyi anyagokornyezeti minték (talaj, tledék,
felszini és felszin alatti viz, tovabba szennyt@ikus hatasa vizsgalhat6. A tesztmodszer
Gruiz és Leitgib (2006) fejlesztették ki, k&b a modszer a BME ABET tanszéken
tovabbfejlesztésre kerult.

2-1. abraTetrahymena pyriformimikroszképos képe (Képet készitette: Molnar Mohika

2.2.1. A teszt jellem®i

Teszt tipusaEgy fajt alkalmazd, akut, laboratériumi teszt

Alkalmas: Vizben oldhaté vegyi anyagok; felszini vizek, paleek, szennyvizek toxikologiai
vizsgalata

TesztorganizmusTetrahymena pyriformisillati egyseji

A tesztorganizmus korad napos

Teszt mérési végpontjaejtszam/ ml

Teszt, vizsgalat végpontjazaporodasgatlas (&glletve EGy)

Szikséges berendezés, eszkéymikroszkop, Biurker-kamra

Tesztelés idtartalma: 96 h

A teszt szabvanyositott formajaincsen

2.2.2. A tesztorganizmus bemutatasa, fenntartasa

A Tetrahymena pyriformikutatasok kedvelt modellallata, a kofingnntarthatésaga, gyors
szaporodasa miatt, dékient azért, mert sejtmembranjanak 6sszetétele s&nitmijei és
bizonyos hormonok (inzulin, adrenalin) termelésertisdkkel mutat hasonldsagot. Triptont
€s peptont tartalamzé tapoldatban (T-P tapoldatjukafenn 6ket. Hetente 5 ml tapoldatba
100 ul sejtszuszpenzibt oltunk at azémd atoltdsbol fenntartds céljabol. Az atoltds soran
figyeljunk arra, hogy a Tetrahyménak a sejtszuszigerielss, oxigéndusabb rétegében
vannak, mig az alsobb rétegben a halott sejteledlegk ki, ezért az atoltasstlne keverjuk

fel az inokulumot és annak félsetegébl oltsunk at.



2.2.3. Mérés leirasa

Inokulum edéllitasa a teszthez

A teszthez 6 napos tenyészetet hasznalunk feindukasi inokulum sejtszamat agy allitjuk
be, hogy a kezdeti sejtszam az dsszedllitott telseban 4 db/ml legyen

A bemérend minta mennyiségét kdrnyezeti minta tipusa és arleis célja-jellege szabja
meg, mennyisége a tapoldattal egyutt 30 ml legy&nsejtszamlalasok fpontjat sem
hatarozzuk meg pontosan, mert ezt is a szewaygag tipusanak, hatasmechanizmusanak
megfeleben, a legjellemidbb iddpont szerint adjuk meg ehhezkisérletek vagy korabbi
tapasztalok eredményei sziikségesek.

A méreés kivitelezése

1. A tesztkbzeg Osszeallitdsa: 100 ml-es lombikokba3B0mI T-P tapoldatot, 468l
antibiotikum mix oldatot, a sejtszuszpenziébdl G0 pipettdzunk és végul bemérjik
a mintat.

2. Sejtszamlalas és mintavétel a tesztoldatbdl: kétull24 6ranként szamoljuk meg a
sejteket fenymikroszkép segitségével, minden méatemél 0,5 ml-t veszink ki a
felkevert sejtszuszpenzidbdl, 201 %-os formaldehid oldatot adunk hozzé&, majd egy
2 ul-es csepp sejtszamat Burker-kamraban fénymikrgszae&ygitségével 100 vagy
400-szoros nagyitasban megszamoljuk. Ugyeljiink , altagy a formaldehid
hozzaadasa utan réviddi belll szamoljuk meg a sejteket, mert kipukkadélatn

Az eredmények értékelése és interpretacidja

Meghatarozzuk a vizsgalt mintak higitasainak s&kza sejtszam-valtozasat a kontrollhoz
viszonyitva, a kapott szézalékos szaporodasgaBésikeket pedig a szennyanyag
koncentraciéval abrazolva megallapitjuk azg€s EGy értékeket az egyesddontokban.

2.3. Lemna minorbékalencse szaporodasgatlasi teszt

Foleg kétbékalencsefajjal végeznek toxicitasi mérésekkemna minorésLemna gibbaEz
a novény egyre népsibb tesztorganizmus apré méretiknek és  kdénny
fenntarthatésaguknak, relativ gyors szaporodasukaskonheten.

2.3.1. A teszt jellem@i

Teszt tipusaEgy fajt alkalmazd, laboratoriumi, névényi, krongkteszt

Alkalmas: Vizben oldhat6 vegyi anyagok; felszini vizek, paleek, szennyvizek toxikologiai

vizsgalata.

Tesztorganizmust.emna minor

Teszt mérési vegpontjdevélkeszam, klorofill-tartalom

Teszt, vizsgalat végpontjazaporodasgatlas, efEs EGp

Tesztelés idtartalma: 7 illetve 9 nap

A teszt szabvanyositott formaja:
ISO 20079:2005 — ISO Water quality -- Determinatmithe toxic effect of water
constituents and waste water on duckwekdmnpa minoy - Duckweed growth
inhibition test
OECD 1948054:2002 Eemnaspecies Growth inhibition test



2.3.2. A tesztorganizmus bemutatasa, fenntartasa

A békalencsék a viz felszinén Usz6 egyszildgyszaru vizinbvények. Nagyon elterjedt,
gyorsan szaporodo6 evél Méretik 2-12 mm lehet. Viragaik egyivartak. Ritkviragoznak,
altalaban testik sarjadzasaval szaporodnak. A déssék szaporodasi sebessége &ltér
Lemnanemzetség duplazodasi ideje laboratoriumi korilekrkozoétt 0,35-2,8 nap. Az apro
békalencse tomeges megjelenése eutrofizaciét ptieahbékalencse fenntartasa 21,5+1°C -
on, iddszakos megvilagitas (10:14 oras sotét:vilagos sjklld 000 lux) mellett torténik a
Hoagland-féle tapoldatban. A tapoldatot hetentesegrycseréljik a novények alatt.

3—4. abraLemna minoékalencse (Képet készitette: Molnar Moénika)

2.3.3. A mérés leiradsa

A mérés kivitelezése

A tesztet 150 ml-esék6poharakban inditjuk. Minden mintat harom parhuzasabs
vizsgalunk. Kontrollként Hoagland tapoldatot hasank A tesztoldatokbdl 50-50 ml-t
bemeérink a dzépoharakba, tetejikre 10-10 darab kétlévesérilésmentes zold s#in
békalencsét helyezink. AZspoharakra féliat helyeztink a két leolvasagipiont kozott,
hogy megeizzik a beparlddast, illetve az oldat szentigézét a teszt ideje alatt.

Az osszedllitott kisérleti rendszereket 21,5%1-0s termosztatban inkubaljuk 7 napig
megvilagitas mellett (10:14 6ras sotét:vilagosuskiDaylite fénya$). A tesztelési id alatt
minden nap adott &pontban megszadmoljuk a békalencsék leveleinek 9zama

A 7. napon a vizsgalt mintak 6sszklorofill tartalma& mérése indulhat. &z6r mindegyik
fézopoharbdl kivesszik az adott mintdkban dlévbékalencséket és igdpapiron
tomegallanddsagig szaritjuket. Ezutan csiszolatos, kupakkal rendetké@&mcsovekbe
tesszik az adott mintabol kiemelt békalencsékBtrés96%-0s etanolt mérink rgjuk. 24 6ran
at, szobabmeérsékleten, sotét szobaban allni hagyjkit.

Egy nap elteltével megmérjik minden minta optik&nztdsat Sanyo SP55 UV/VIS
spektrofotométerrel 3 kilonbéhullamhosszon (470, 649, 664 nm).

Eredmények kiértékelése és interpretacidja
A 24 dranként megszamolt levélkeszam alapjan mégbe#uk az atlagos szaporodasi
sebességet, a kontroll oldatban débékalencsék atlagos duplazodasi idejét. A teszt
eredményeinek elfogadasahoz teljesiilnie kell arazaklvarasnak, hogy a kontroll oldatban
lévé ndvenyek atlagos duplazodasi ideje nem haladhegga 2,5 napot.
‘ P f s In2
1. Atlagos duplazodasi &(Tp) szamitasal, = — [h]
i-
T, — duplazodasi id
4 _, — atlagos szaporodasi sebesség a kiindulasi égpomt kozott



) . . e _In(Nj)—In(N) -1
2. Atlagos szaporodasi sebessgg)(szamitasay;_; = P [h™]
i
4 _, — atlagos szaporodasi sebesség az i-dik es aigkgplont kozott (A
N. — levélszam az i-dik ispontban [db]
N, —levelszam a j-dik ishontban [db]
t. — i-dik idépont [h]
t; —j-dik idépont [h]

3. A vizsgélt mintak 6sszklorofill-tartalmanak meghatZasa:
chlgyp = (5,24 - Agga + 22,24 - Agyo) - V (1]

Agag— 649 nm hullamhosszhoz tartozd abszorbancia érték
Aesa — 664 nm hullamhosszhoz tartozé abszorbancia érték
V - a 96%-o0s etanol térfogata (ml)

A képlettel megkapjuk a mintdkban inkubalt, majdnetba emelt békalencsék dsszklorofill-
tartalmat pg-ban.

2.4. Heterocypris incongruengdesvizi kagylosrak immobilitasi teszt

A teszt Ujdonsagéat az adja, hogy ezek a tesztangarsiok a szennyezett tUledékkel/talajjal
val6 kdzvetlen érintkezésiknek kdszordlest a vizsgalt kozeg 6ssztoxicitasa (vizben oldott é
szilard fazishoz kotétt szennyemyaghbol adodo toxicitasa) mérbet

2.4.1. A tesztjellemzéi

Teszt tipusaEgy fajt alkalmazd, laboratériumi, allati teszt
Tipikus alkalmazasi terllete Szerves és szervetlen vegylletekkel szennyezetsvéni
Uledékek és talajok toxikoldgiai vizsgalata
Tesztorganizmus nevéieterocypris incongruens
Teszt mérési végpontjad mozgd allatok szama valamint Ujabb, még kidolgoakatt allo
meérési végpontok, mint példaul a mozgasképességtése révéen vizsgalt egyedek altal
megtett 6sszes Ut, az atlagsebesség, stb.
Teszt vizsgalati végpontjanozgasképesség gatlasa {E€s EG értékek)
Tesztelés idtartalma: 3 nap
A teszt szabvanyositott formaja:
ISO 14371:2012- Water quality -- Determination of fresh water sednt toxicity to
Heterocypris incongruen&rustacea, Ostracoda)

2.4.2. A tesztorganizmus bemutatasa, fenntartasa

A kagylosrakok (Ostracoda osztalyaba tartozé allatok legjelleéib tulajdonsaga a két
tekns, melybe a lagytest visszahuzédhat. Méretik 0,1mB2kozo6tt valtozik. Az allat testét
meszes héj fedi, melyet egy rugalmas sarokpantéasyigy harant izomnyaldb zar. Amikor
kin6tték a héjat, levedlik azt (vagyis elhagyja és ajateszt). A héj hasitékabadl kinyulik hét
par lab. Valtivariak, de nem ismeretes még mindgrmak a himje. Mind megtermékenyitett,
mind s#iz peték révén is szaporodhatnak. A kagylésrakoktaék édes- és tengervizekben
is. Fenéklako allat, mely tarja az iszapot. Tobbmylgaval illetve apro vizi szervezetekkel
taplalkoznak. Az allat fenntartdsa levegtett, kiforralt csapvizben 21,5+1°C -ongsdakos
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megvilagitas (10:14 6ras sotét:vilagos ciklus, 38000 lux) mellett torténik. Az allatok
taplalasa egysdijtalgaval torténik. 7

4-5. dbraHeterocypris incongruen@epet készitette: Nagy Zsuzsanna)

2.4.3. A mérés leirdsa

A méreés kivitelezése

A méredényekbe bemériink 10-10 mi-t a tesztelni kivantakbol, majd ezekbe atemelink
10-10 darab tesztorganizmust. A mérés soran 3 pamnossal dolgozunk. A m&dényeket
lefedjik és 21,5+1°Cos termosztatbamkubaljuk 3 napig 10:14 éras sotét:vildgos ciklusu
megvilagitas mellett. 24 érankémegszamoljulaz életben maradt allatokat.

Eredmények kiértékelése és interpretacidja
1. immobilitdsi szazalék kiszamitasa az egyes koncentracié értékekhez, az
Okoxikolégiaban szokasos modon tortéenik:

N -N_.
H :100[! kontroll minta [%]

kontroll
H — immobilitasi szazalék (%)
N — a kontrollban életben maradt és mozgoképeoklEtama [db]
N — a mintaban életben maradt és mozgoképes abatoka [db]

kontroll

minta

A teszt eredményeit csak abban az esetben fogallhelij ha a kontroll mérésben hasznalt
allatok immobilitasi szdzaléka nem haladja meg%-20.

2.5. Daphnia akut immobilizaciés teszt

Ennél a tesztnéDaphnia magna és Daphnia puldgjokat lehet hasznalni. A Daphnia
masképp vizibolha az egyik legelterjedtebb vizi ztganizmus. Teszteleshez a
laboratériumban nevelt harmadik generéacié alkalmizhSzabvanyositott formaban akut
immobilizacids és kronikus szaporodasgatlasi téeizik. Az akut tesztnél 6 és 24 éranal
ellendrizzik a tesztorganizmusok mobilitdsat, mig a Kedsiteszt minimum 14 napos, és a
Daphniak szaporodasat kévetjik nyomon. Ez a lesak az akut teszttel foglalkozik.

2.5.1. A teszt jellem@i

Teszt tipusaEgy fajt alkalmazo, laboratoriumi, akut toxicitésszt

Tipikus alkalmazasi terllete:Vizben oldhaté vegyi anyagok; felszini vizek, paleek,
szennyvizek toxikoldgiai vizsgalata

Tesztorganizmus nev®aphnia magna, Daphnia pulex

Tezst mérési végpontjmozgasképtelenség, egy perc alatti szivdobbarszsoka

Teszt vizsgalati végpontjanozgasképesseg gatlasa §E€s EGy értékek)

A teszt idtartalma: 6-96 h



A teszt soran felhasznalt tenyészet ko?d Oras

A teszt szabvanyositott forméja
MSZ 21976-18:1993 Telepulési szilard hulladékatsgalata. Daphnia teszt
MSZ 21978-13:1985 Veszélyes hulladékok vizsgalagphnia teszt
MSZ EN ISO 6341:1998 Vizmiiség. A mobilitasgatlas meghataroz&sphnia magna
Strausor(Cladocera, Crustaceapkut toxicitasi teszt (1ISO 6341:1996)
MSZ ISO 10706:2002 Vizmiiség. Anyagok hosszu tavid mérgeztatasanak
meghatarozadaaphnia magnétraus-on (Cladocera, Crustacea)
OECD 202 Daphnia species, acute Immobilisation ,Tieatt | — the 24 h EC50 acute
immobilisation ntest, Part Il — the reproductiosttéat least 14 days)

2.5.2. A tesztorganizmus bemutatasa, fenntartasa

A Daphnia magnaakar 5 mm-re is meghet, mig aD. pulexmaximalis mérete 2-3 mm,
laboratériumunkban Daphnia magnaral dolgozunk. A Daphniak #znemzéssel
szaporodnak, egydstény altalaban egyszerre 4-10 ivadéknak ad élereidbszak alatt a
kikelt larvak is stények). Az embridk fejlése az anyaallat testében akar mikroszkép
nélkil is megfigyelhét A fiatal nsstények négy napos koruktdl mar minden harmadilonap
tovabb szaporodnak, korilbelil 40 napos életikbdear @5 alkalommal. Ha kedvétten
korilmények kozé kertlnek az allatok (alacsordynbrséklet, kevés taplalék), a petékb
himek is kifejpdnek, és a dstények altal rakott petéket megtermékenyitik, ezek
ugynevezett tartdés peték (ephibiumok), amelyek dvéstlen kérilményeknek ellenélinak.
A petéket rakd dstények konnyen megkilonboztethletn sfiznemzéssel szaporodoglébt
szUub tarsaiktol, mivel a fefldé ephibium fekete pontként jOl lathaté az allat batsgenél.
Amikor a kornyezeti feltételek megint idealissanad, a petéket rakd generacio atvalt az
elevenszilésre és az U] ivadékok mar midstények lesznek. A him populacié kihal egészen
addig, amig az igjarasi és taplalkozasi feltételek romlani kezdenek.

Taplalékul egyseijt alga szolgal a Daphniadknak, altalab&oenedesmus subspicatiegyy
Chlorella vulgaris. Legalabb kétnaponta etetjukket, a tenyés#vizik tartalmazzon
kortlbelul 5*1CF sejt/ml algat. A Daphniak baktériumokat és élgisist esznek, ezek azonban
kénnyen tulszaporodnak és anaerob koérilmeények lalakiki a tenyés#wizikben, ezért a
rendszeres etetéshez ez nem javaseltyészivizkéent barmilyen viz hasznalhato, amelyben
a Daphniak szaporodnak, ez lehet tapsokbol ésilisatizbol eléallitott mesterséges viz,
csapviz, forrasviz vagy & akvariumviz. A Daphniak szaporodasahoz és fetaig#ahoz nem
sziikséges fény, azonban a fény biztositasaval beniléw egysejti algak szaporodasat és a
megfeleb oldott oxigén-koncentraci6 fennmaradasat segiitketj a baktériumok
elszaporodasét és az anaerob korilmények kialakipésig megakadalyozhatjuk.

5-6. 4braDaphnia magngKépet készitette: Nagy Zsuzsahna
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2.5.3. A mérés leiradsa

A mérés eélkészitése — A tesztre alkalmas egyedek kivalasztasa

20-30 darab tébb, mint 7 napos, testikben embriokatdzo® anyaallatot kulonitink el nagy
lyukmeéreti osztalyozohald segitségeével. A Kidtsakbdl kiszabadult, 24 oras allatok mérete
1-2 mm kozétti, az ilyen koru allatokat a nagyolmyaallatok kozil kisebb lyukmétet
osztalyozohalo segitségével valogatjuk Ki.

A méreés kivitelezése I: Immobilitasi teszt

125-125 ml-es dzépoharba bemérjik az 50-50 ml vizsgélni kivant nintazutan
kivalogatunk 1610 db 24 oras allatot, majd ezeket a dméenyben |éy folyadékba
helyezzik. 96 oOran at 21,5+1 °C -on 10:14 oOrasgesdsotét ciklusi megvilagitas mellett
inkubaljuk a tesztorganizmusokat, 24 éranként stazammel és/vagy sztereomikroszkoppal
megszamoljuk a mozgasképes allatokat.

A mérés kivitelezése II: Szivritmus mérés

Az immobilitasi teszthez képest itt nagyobb migretgyedekkel dolgozunk, két okbdl
kifolyolag. Egyrészt a 24 Oras allatok szivdobban&gtereomikroszkop alatt is nagyon
nehezen észlelnetméreténél fogva, masrészt a szivverésik is sagy@isabb, ndvelve a
szadmolasi hibalehétéget. A szivritmus mérést Vvajt targylemezen végezz
sztereomikroszkop alatt. 480 pl tenyés#ivizbe egy kdézepes méiieegyedet helyeziink
specialisan kiképzett halékanallal. Ebben a cseppbegszamoljuk az egyed alap (kezelés
elétti) szivritmusat; haromszor 10 masodpercémigrvallumban mért szivverések szdméanak
atlagat. Ezutan 200 pl mintat pipettazunk az egyedO perces kontaktidutan ismét
megszamoljuk haromszor a 10 masodpercégaithm alatti szivverések szamat, majd
atlagoljuk az értékeket. Minden mintat-1l@ db tesztallattal vizsgaljuk meg.

Eredmények értékelése és interpretacioja
1. immobilitasi szazalék
H - 1OODNkontroll B Nminta [%]

kontroll

H — immobilitasi szazalék (%)
N.wor — kOntrollban életben maradt és mozgaskepes Kit@ma [db]
N,.na — Mintaban életben maradt és mozgaskepes allatokes[db]

A teszt eredményeit akkor fogadjuk el, ha a kottiesi az &llatok tobb mint 80 %-a
mozgasképes maradt.

2. szivritmus valtozasat kovetve a kontroll, alap stttwishoz képesti gatlasi szazalékot
hatarozzuk meg

N -N_.
H :100D kontroll minta [%]

kontroll

H — gétlasi szazalék (%)
N oo — kOntroll szivritmus [db/min]
N,.na — Mintaval érintkezett egyedek szivritmusa [dbjmin
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2.6. Haltesztek

A halakat mas vizi gerincesek és makrogerinctelaneKett kiterjedten alkalmazzak vizi
Okoszisztéemak eérzékenységeének jellemzeésére, a Okiaszisztémat veszeélyezietvegyi
anyagok hatadsanak vizsgalatéra. A vizi 6koszisztggiiédmz tesztorganizmusok beszerzése
altalaban bonyolult feladat, mert nehézkes egéssségs allando miésédi
tesztorganizmushoz jutni. A halpopulaciék nagybdtérieetnek egymastol, ezokeént
ugyanannak a halfajnak a laboratoriumi és vad ratto esetén jelefg. A masik kényes
kérdés a vizmitség. Tiszta, szennyezetlen vizben kell fenntarsateszteléshez hasznalni
kivant allatokat, valamint szintén tiszta vizetlkakalmazni tesztelés soran higitovizként. A
halteszteknél jol ismert Lfg értéket add toxikus anyagot hasznalunk referepoiak
amelynek segitségével nisithetjik a tesztrendszeriinket és a tesztorganimmkas A
tesztrendszerben mért és kontrollaimérséklet, pH, vizkeménység megvédheti a tesztet a
nem megfelél kortilmények miatti rossz eredmeény@kiA legnépszdibb édesvizi teszthalak
a Pimephales promelas Lepomis macrochirysazIctalarus punctatugs azOncorhynchus
mykiss A tesztallatok kivalogatasanal arra kell torekan hogy korban és méretben azonos
egyedekkel dolgozzunk. Fiatal allatokat valasszumielyek toémege 1,0-5,0 g kozott
valtozhat, valamint a leghosszabb hal mérete nglegagyobb, mint a legkisebb kétszerese.
A tesztedény vizszintes mérete legalabb haromsadegyen a legnagyobb allat hosszanak,
meélysége legalabb haromszorosa a legnagyobb alghssaganak. A tesztoldat minimum
150 mm mély legyen a 0,5 g-nél nagyobb, 50 mm agthél kisebb méréthalak szamara.
Naponta legalabb egyszer etessik a halakat j@s@gh taplalékkal. A teszt igtartalma
statikus teszt esetén 96 Ora, hosszabhi itkgzteknél legalabb 96 dérankeént frissitésre van
szikség. A teszt soran a viégnmerséklete a fajtol fuggn valtozhat (plO. mykissesetében
12 °C, P. promelasesetén 25°C). A viz pH-jat is a tesztéllat igésyerint allitjak be. A
megvilagitas intenzitdsa altalaban nincs megadedputos, hogy a 16 o6ras megvilagitast 8
oOrés sotétség kovessen. Végpontként a pusztulgsavapzgasképtelenség methet

2.7. A tesztleirdsok soran felhasznalt forrasok:

Culture Collection of Autotrophic OrganisnSCALA ) Institute of Botany, Academy of Sciences of @eech
Republic, [http://www.butbn.cas.cz/ccala/index.php]

The Taxonomicon: Brands, S.J. (comp.) 1989-pre3dr&. Taxonomicon. Universal Taxonomic Services,
Zwaag, The Netherlands. [http://taxonomicon.taxopmi

MSZ 21978-2:1986 Veszélyes hulladékok vizsgalatga#eszt (metanolos klorofill extrakcié)

MSZ 21978-36:1989 Veszélyes hulladékok vizsgalatmérgedképesség meghatarozasa algatenyészettel
MSZ EN ISO 8692:2005 Vizmiiség. Edesvizi alga névekedésgatlasi tesztje egysilfalgafajokkal

ISO 8692:2004 Water quality -- Freshwater algalghoinhibition test with unicellular green algae

OECD 201 Algae, Growth Inhibition Test

Gruiz Katalin, Horvath Beéata, Molnar Moénika: Kormgstoxikologia. Vegyi anyagok hatasa az dkoszisatém
Miiegyetemi Kiado, 2001

Leitgib, L., Kalman J. és Gruiz K. (2007) Companisa bioassays by testing whole soil and their wesdract
from contaminated sites Chemosphere 66, 3, 428-434

Missouri Botanical Garden [http://www.mobot.org/jwss/duckweed/media.htm]

ISO 20079:2005 — ISO Water quality - Determinatidnhe toxic effect of water constituents and wasder
on duckweed (Lemna minor) - Duckweed growth inldipittest

OECD 1948054:2002 — Lemna species Growth inhibitist

Brehm, az allatok vilaga, Digitalis kiadas: Arcanéaatbazis Kft. 2000.
[http://mek.oszk.hu/03400/03408/html/]

John Clare, B.A., Ph.D. (2007) Daphnia: An Aquasi§uide, Caudata.org, Newt & Salamander Infornmatio
Portal [http://www.caudata.org/daphnia/]

OECD 202 Daphnia species, acute Immobilisation,TRestt | — the 24 h EC50 acute immobilisation ntesit
Il — the reproduction test (at least 14 days)

MSZ 21976-18:1993 Teleplilési szilard hulladékolsgalata. Daphniateszt

MSZ 21978-13:1985 Veszélyes hulladékok vizsgaRtmphniateszt
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MSZ EN ISO 6341:1998 Vizmirség. A mobilitasgatlas meghatarozasa Daphnia magaason (Cladocera,
Crustacea). Akut toxicitasi teszt (ISO 6341:1996)

MSZ 1SO 10706:2002 Vizmiiség. Anyagok hosszl tavi mér§dmtasanak meghatarozasa Daphnia magna
Straus-on (Cladocera, Crustacea)
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