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“ Jakost vod — Stanoveni
““" inhibi¢niho Gginku vzork(i vod na
svetelnou emisi
Vibrio fischeri

W

Zkouska na luminiscencnich
bakteriich — ¢ast 3:
metoda s lyofilizovanymi
bakteriemi (1ISO 11348-3:1998)



IS 1ISO 11348
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“"s popisuje 3 metody stanoveni inhibice
~ luminiscence

e Cast 3:
popisuje metodu pouzivajici lyofilizované
bakterie
e pouzivany organismus pro testovani :
bakterie Vibrio fischeri

e pouzitelna pro: odpadni vody; vodné
vyluhy a prusakove vody; sladke, slané
a brakicke vody; pérovou vodu
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Lumlnlscence

Definice:

schopnost zivych organismu
(v dusledku chemicke reakce)
produkovat svetlo
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~% e rozdily ve slozeni medii — vliv na citlivost
~ testu
-> meédia ovliviuji biologickou dostupnost
toxickych latek, emisi svétla
luminiscencnich bakterii

—=INTERPRETACE vysledku: POZOR!!!

nutno brat zretel na puvod bakterii a
zpusob pfipravy médii

Ehn 8 Sl "‘%f*%



‘f*‘g;ﬁ Q;;% e f" ﬁ “'ta:" O fﬁs Q?Th
fﬁ, Podstata zkousky

%, smichani ur€enych objem( zkouSenych
“  vzorku s bakterialni suspenzi

* sleduje se inhibice emise svétla u V.fischeri

-> zkusebni kritérium: snizeni luminiscence
(po expozicni dobée 15, 30 minut nebo
volitelné po 5 minut)

e v Uvahu se bere: korekcni faktor (ukazatel
zmeny intenzity kontrol behem doby
expozice)

e stanovuji se hodnoty EC20 a EC50



& ¥ g -‘h%”* # . & Ty S 7 4 %’ﬁ‘“’
& ﬁf “1‘:@!‘% . ) & ;ﬁ# %\{:4,_ 8 N “, -fﬁ %\_
K Rusive vlivy
&‘j

Q3 ]
%."* nelrozpustnost latek

barevnost/zakalenost (ztrata luminiscence
v dusledku absorbce Ci rozptylu svétla) —
reseni dvoukomorova kyveta Ci provedeni
metody v kinetickém rezimu tzv. FLASH
metoda

mnozstvi kysliku- nizka koncentrace Ci
vysoka spotreba

znecisteni vzorku organickymi zivinami
(mocovina, pepton aj.)->snizeni lum.
hyperosmoticky ucinek ( vysoka koncentrace
soli = vice nez 30g/l)
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Chemlkalle a materlaly

&« zkuSebni bakterie (lyofilizované bakterie,
- uchovani v mraznicéce)

* roztok NaCl — redici voda (20g/l)

 médium pro lyofilizované bakterie
(NaCl + MgCI2*6H20 + KCI + voda)

e srovnavaci latky:
heptahydrat siranu zinecnateho
3,5-dichlorfenol
dichroman draselny



?‘5’" Pristroje a pomucky
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“ « mraznicka

e chladniCka

e termoblok s fizenou teplotou

e luminometr

e pPH-mMetr

automaticke pipety, stopky aj.
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P Odber a uprava vzork(

%« vzorky se odeberou do:
- chemicky inertnich a Gistych nadob

e nadoby se naplni (zcela) a uzavrou
« vzorky se zkouseji co nejdrive po odberu
e je-li nutné uchovani:
- pri teplote 2-5 st.C
(v temnu, sklenené nadoby, max 48 hodin)
- pri teplote -20st.C (max 14 dni)
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Nutnost upravy vzorku???

*4? :
m?‘pH
e tésné pred samotnym méfenim
e pH vzorku mezi 6 — 8,5 — neupravuje se
e nutnost Upravy pH—-na 7 +/- 0,2
salinita

e zmereni: konduktometr + v pripade potreby
se vypocte mnozstvi NaCl potrebné k uprave
osmolarity

zakalenost

* silne zakaleni: usazeni (1 hod.) Ci odstredeni,
filtrace



:ﬁ"z “Uprava vzorku
%:;‘““i? pfiprava fedicich rad
.. Priprava zasobni suspenze
» rehydratace bakterii (vyjmuti z mrazniCky
a pridavek 1 ml destilované vody o teplote 3 st.C), ne
pipetou!!! kontakt bakterii s vodou naraz — preliti (omezeni
poskozeni bunek) — uchovani pri t=3+/-3st.C)
priprava zkusebni suspenze
- cekani minimalneé 5 minut
o A) priprava primo ve zkusebnich zkumavkach (500 ul
media + 10 ul zasobnich BAC)

e B) pfiprava v erlenmayerové barce ( 50 dilu média + 1 dil

zasobni BAC, pak rozpipetovani do zkumavek po 500 ul
BAC)

e promichani
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Postup zkousky

pracuje se s duplikaty

adaptace alespon 15 minut

stejna doba expozice!!! — pracuje se
v intervalu 20 sekund (pro presne
dodrzeni Casu expozice)

zkumavka se zkusebni suspenzi BAC ad
A,B) -> zmeéreni luminiscence -> doplneni
na objem 1 ml, promichani -> expozice 15,
30 minut aj. -> opetovny zaznam
luminiscence po dané expozici



;ff y J \ %_;hth.f_ :: . : < o f §} i“qf‘
4 \:@ 5’ ﬁ \,,:% A
d Vyhodnocenl — inhibiéni Uginek 1)

we f.= I /l, - vypocCet korekcniho faktoru
f..- slouzi ke korekci pocatecnich hodnot |,

|, - Intenzita luminiscence kontrolni zkusebni
suspenze BAC pred pridanim roztoku
NacCl

. - Intenzita luminiscence kontrolni
zkusebni suspenze BAC po expozici 15,
30 minut

=> vypocte se prumer hodnot f,, kontrolnich
vzorku
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Vyhodnocenl _ inhibi&ni Gginek 2)
%ﬁ‘- .. = 1/{f.} — vypoc&et korigované hodnoty I,
= {f.} — primér hodnot koreké&niho faktoru

= [(ler- 119/l *100
H, - Inhibicni uCinek zkouseneho vzorku po t expozici
ot~ Korigovana hodnota |,

— Intenzita luminiscence zkouseneho vzorku po
expozici 15, 30 minut

-> pro kazde reseni se vypocte prumérny inhibicni
ucinek
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- Vyhodnoceni — inhibicni ucCinek 3)
stanoveni hodnot EC

* stanoveni hodnot EC: linearni regresni analyza,
vypocte se zavislost uCinku na koncentraci

* metodou nejmensich ¢tvercu se vypodtou hodnoty
EC20 a EC50 nebo Ize hodnoty odhadnout

graficky za pouziti logaritmickych os
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«*;ﬁ, Platnost zkousky

A
* « jeplatna, kdyz:
- hodnota korekcniho faktoru pro 30 minut inkubaci
je vrozsahu 0,6 — 1,8
- paralelni stanoveni se neodchyluji od svych
prumeéru o vice nez 3%
- 3 srovnavaci latky zpusobuji pfi 30 minutove
expozici 20% - 80% inhibici
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