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Bioindykacja jest metoda analizy $rodowiska na podstawie reakcji zywego ukladu tzw bioindykatora.
Pozwala na oceng¢ biologicznej aktywnos$ci badanej probki. Cel analizy bioindykacyjnej zalezy od rodzaju
probki. Jezeli jest nig konkretna substancja chemiczna, jej forma uzytkowa (np. pestycyd), wtedy celem
analizy jest okreslenie stezenia toksycznego - najcze$ciej wartos$ci ECS0 czyli stezenia powodujacego
wystapienie 50% reakcji testowej lub wartosci NOEC — najwyiszego stezenia nie powodujacego
powstania efektow testowych. Aby to uzyska¢ konieczne jest wykonanie szeregu rozcienczen badanej
probki. Ocena efektow testowych dla kazdego rozcienczenia umozliwia obliczenie EC50 (NOEC). Wartos¢
ta sluzy do klasyfikowania substancji, porownywania ich toksycznos$ci, a takze przewidywania aktywnosci
nowych produktéw na podstawie zaleznosci pomigdzy toksycznoscia a wlasciwosciami fizyko-chemicznymi

czasteczek.

Jezeli przedmiotem analizy bioindykacyjnej jest probka s$rodowiskowa np. woda powierzchniowa,
podziemna, $ciek, odciek z wysypiska itp. podej$cie powinno by¢ dwustopniowe. Na pierwszym etapie
wykonywany jest test skriningowy - przesiewowy. Oceniana jest tylko toksyczno$¢ probek
nierozcienczonych. Jezeli efekt testowy nie jest wickszy niz efekt dla probki kontrolnej, probka jest
uwazana za nietoksyczng. Natomiast jesli efekt jest znaczacy — wtedy przeprowadzany jest drugi etap analizy
— test z rozcienczeniami. Umozliwia on ocen¢ stopnia toksyczno$ci probki, dzieki czemu mozna

porownywac probki migdzy soba, a takze analizowaé np. zmiany toksyczno$ci w czasie.

Organizmy zywe roznig si¢ wrazliwo$cig na poszczegdlne grupy substancji toksycznych. Na $wiecie
stosowane sg dziesiatki roznych bioindykatorow, ale tylko czgs¢ z nich zyskalo akceptacje migdzynarodowa
(PN-EN 1SO 11348, PN-EN 1SO 6341, PN-EN ISO 7346, PN-EN 28692). Aby organizm byt powszechnie
stosowany musi by¢ nie tylko bardzo wrazliwy na szerokie spektrum toksyn, ale takze dostepny przez caty
rok, tatwy do utrzymania w laboratorium przez okres trwania testu, niezmienny genetycznie oraz wolny od
choréb i pasozytow. Warunki te speilnia jedynie kilka biotestbw i sg one zalecane przez organizacje
mig¢dzynarodowe. W ostatnich latach coraz wigkszego znaczenia nabieraja nowe testy wykorzystujace
organizmy przechowywane / sprzedawane w formie kryptobiotycznej. Posiadajg one dwie podstawowe
zalety. Po pierwsze — eliminacja cigglej hodowli organizmow umozliwia stosowanie biotestow w kazdym,
nawet najmniejszym laboratorium przy minimalnym naktadzie pracy. Po drugie, producenci zapewniaja
wysoka, powtarzalng jako$¢ organizmoéw i ich jednorodno$¢, co umozliwia poréwnywanie wynikow w

czasie i pomiedzy laboratoriami.

Z uwagi na rozne zakresy wrazliwo$ci bioindykatorow przy analizie nieznanych probek zalecane jest
stosowanie baterii testow obejmujgcej organizmy nalezace do roznych grup biologicznych poczawszy od
bakterii, glondéw, pierwotniakéw do skorupiakow i roslin wyzszych. Sklad takiej baterii testow zalezy od
mozliwosci laboratorium, jednakze przyjmuje sig, iz bateria taka powinna obejmowa¢ 4 —5 organizmow

(P6llumaa, 2004).



System klasyfikacji toksycznosci wg Persoone i in (2003).
Obejmuje on dwa stopnie analizy.
- Test skriningowy

- Test z rozcienczeniami

1. Test skriningowy

Test ten stuzy do ,,wyizolowania” probek toksycznych z duzej grupy probek badanych. Stosuje si¢ go
najczesciej do analiz probek prawdopodobnie nietoksycznych badZz niskotoksycznych takich jak wody
powierzchniowe, podziemne, §cieki oczyszczone itp. Bada si¢ jedynie surowe probki tj nierozcienczone.
Procent efektu toksycznego (PE) pordéwnuje si¢ z kontrola, najczgéciej przejmujac, iz efekt ponizej 20%

oznacza, ze probka jest nietoksyczna.

Probki dzieli sie na 5 klas:

l. Brak zagrozenia — zaden z testow nie wykazal efektu toksycznego: PE < 20%

1. Niskie zagrozenie — co najmniej jeden test wykazal efekt testowy w zakresie:
20% < PE £50%

1. Ostre zagrozenie — co najmniej jeden test wykazal efekt testowy w zakresie:
50% < PE < 100%

V. Wysokie ostre zagrozenie — co najmniej jeden test wykazal efekt testowy: PE = 100%

V. Bardzo wysokie ostre zagrozenie — wszystkie testy wykazaly efekt testowy: PE = 100%.

W celu zréznicowania probek w obrebie kazdej klasy mozliwe jest obliczenie wagi (waznosci) toksycznosci.
Liczbowe wyrazenie wyniku nie tylko ulatwia jego przedstawienie (im wyzsza warto$¢ — tym wyzsza
toksycznosc), ale przede wszystkim umozliwia pordéwnywanie probek migdzy soba, badz zmian toksycznosci
W czasie.
Kazdemu procentowi efektu toksycznego nadaje si¢ wartosc liczbowa WS rowna:
0-dlaPE<20%
1 —dla 20% < PE £ 50%
2 —dla 50% < PE < 100%
3 —dla PE =100%
Nastepnie oblicza si¢ wage w ramach klasy wg ponizszego wzoru:
WAGA=ZWS/n
Gdzie ¥ WS - suma wartosci WS wszystkich zastosowanych testow
n — liczba zastosowanych testow
Na koniec wage podaje si¢ w procentach:
% WAGA = WAGA /max WS * 100
Gdzie max WS — maksymalna wartos¢ WS dla danej klasy



2. Test podstawowy — z rozcienczeniami

Test ten stuzy do oceny stopnia toksycznosci probek. Stosuje si¢ go gldéwnie do analiz Sciekow i odciekow z
wysypisk odpadow toksycznych. Wymaga on znacznie wigkszego naktadu pracy (i kosztow), gdyz dla
kazdej probki wykonywany jest szereg rozcienczen najczgsciej o ilorazie = 2. Dlugo$¢ szeregu rozcienczen
zalezy od spodziewanej toksycznosci probki i waha si¢ od 4 (zakres stezen od 12,5% do 100%) do nawet 11
(stezenia juz od 0,1%). Dla kazdego rozcienczenia wyznacza si¢ warto$¢ PE, a nastepnie oblicza si¢ EC50
czyli stgzenie powodujace powstanie 50% efektu testowego. Dla biotestow, w ktorych efektem testowym jest
$mier¢ organizmu — wyznaczana jest wartos¢ LC50 (lethal concentration). Dla lepszej przejrzystosci w
dalszych rozwazaniach bedg stosowal skrot EC50. W przypadku probek srodowiskowych ECS50 jest
wspotczynnikiem do$¢ niewygodnym, gdyz po pierwsze jest wyrazane w % - przez co moze myli¢ si¢ z
warto$cia PE, po drugie im wyzsze EC50, tym toksyczno$¢ nizsza — zaleznos$¢ ta zle ,,wyglada” na
wykresach. Stad warto§¢ ECS50 jest przeksztalcana na jednostki toksycznos$ci TU nie posiadajace
powyzszych wad.

TU =(1/EC50) * 100

Podobnie jak w tescie skriningowym probki sa dzielone na 5 klas:

l. Brak ostrej toksycznosci — Zaden z testow nie wykazal efektu toksycznego

1. Niska ostra toksycznos¢ — co najmniej jeden test wykazal efekt testowy w zakresie:

04<TUL1

1. Ostra toksyczno$¢ — co najmniej jeden test wykazal efekt testowy w zakresie:
1<TU<L10

V. Wysoka ostra toksyczno$¢ — co najmniej jeden test wykazal efekt testowy w zakresie:
10<TU <100

V. Bardzo wysoka ostra toksyczno$¢ — co najmniej jeden test wykazatl efekt testowy: TU > 100.

Podobnie jak w tescie skriningowym w celu zréznicowania probek w obregbie kazdej klasy toksycznosci
mozliwe jest obliczenie wagi (wazno$ci) toksycznosci.

Kazdej warto$ci TU nadaje sie warto$¢ liczbowa WP rowna:

0 — dla prébek nietoksycznych

1-dla04<TUL1

2-dlal<TU<L10

3-dla10<TU <100

4 —dlaTU >100

Nastepnie oblicza si¢ wagg w ramach klasy wg ponizszego wzoru:

WAGA=ZWP/n

Gdzie X WP - suma warto$ci WP wszystkich zastosowanych testow
n — liczba zastosowanych testow

Na koniec wage podaje si¢ w procentach:

% WAGA = WAGA /max WP * 100

Gdzie max WP — maksymalna warto$¢ WP dla danej klasy



Przykladowe zastosowanie systemu klasyfikacji toksycznos$ci wg Persoone
Dla zilustrowania powyzej przedstawionego systemu klasyfikacji postuzg¢ si¢ wynikami analizy wod
podziemnych pobieranych z piezometréw zlokalizowanych wokot mogilnikow. Probki pobierane byly przez

Instytut Geologii w Warszawie z okolic mogilnikow z wojewddztwa Zachodniopomorskiego.

Zastosowano 5 biotestow:

1. Microtox® - test wykorzystujacy bakterie luminescencyjne Vibrio fischeri. Reakcjg testowa jest
obnizenie luminescencji (Swiecenia) probki po 15 minutach inkubacji. Test wykonano wg standardowej
procedury producenta (SDI) przy uzyciu analizatora M 500 i liofilizowanych bakterii. Obliczenia

wynikéw dokonano przy zastosowaniu programu producenta MicrotoxOmni.

2. Protoxkit F™ - test wykorzystujacy pierwotniaka Tetrahymena termophila. Reakcjg testowg jest
zahamowanie rozmnazania i pobierania pokarmu. Test wykonano wg standardowej procedury

producenta (Microbiotests, Belgia).

3. Spirotox - test wykorzystujacy pierwotniaki Spirostomum ambiguum. Reakcjami testowymi sg
przyzyciowe deformacje komorki. Test wykonano wg standardowej procedury opracowanej w Zaktadzie

Badania Srodowiska AM w Warszawie.

4. Thamnotoxkit F™ - test wykorzystujacy skorupiaka Thamnocephalus platyurus. Reakcjg testowg jest

$mier¢ organizmu. Test wykonano wg standardowej procedury producenta (Microbiotests, Belgia).

5. Daphnia - test wykorzystujacy skorupiaka Daphnia magna. Reakcjg testowg jest Smierc¢ organizmu. Test
wykonano wg standardowej procedury 1SO 6341.

Testy Microtox, Protoxkit F™ oraz Thamnotoxkit F™ wykorzystujg kryptobiotyczne formy organizméw,
natomiast pierwotniaki i rozwielitki zastosowane w testach Spirotox i Daphnia pochodzilty z hodowli
wlasnych Zaktadu Badania Srodowiska AM. Test Daphnia zastosowano tylko do czesci probek.

Wyniki analizy skriningowej zebrano w Tabeli 1. Podano % reakcji testowej (PE). W przypadku, gdy PE

< 20% probke uznawano za nietoksyczng (NT).



Tabela 1. Wyniki testu skriningowego wod podziemnych pobieranych woko6t mogilnikow wojewodztwa

Zachodniopomorskiego.

Kod Microtox® Protoxkit F™ Spirotox Thamnotoxkit F™ Daphnia
M1 NT NT NT NT -
M2 NT NT 100 NT -
M3 NT NT NT NT NT
B1 33 100 100 NT -
B2 NT NT NT NT -
B3 NT NT NT NT -
B4 NT NT NT NT -
B5 NT NT 100 NT -
B6 NT NT NT NT -
R1 NT NT NT NT -
R2 NT 47 NT NT NT
P1 NT NT NT NT NT
P2 NT NT NT NT NT
P3 NT NT NT NT NT
P4 NT 43 100 NT NT
P5 NT 61 30 45 30
P6 30 50 100 NT 100
P7 NT 47 100 NT NT
S1 NT NT NT NT NT
S2 NT NT NT NT NT
S3 NT NT NT NT NT
S4 NT NT NT NT NT
S5 NT 46 NT 80 NT
S6 NT NT NT NT NT
S7 NT NT NT 70 NT
S8 100 92 NT 100 100
S9 NT 40 NT 40 NT
S10 NT NT NT NT NT

ST1 NT NT NT NT NT

ST2 NT NT 100 40 NT

ST3 NT 40 100 NT NT
W1 NT NT 100 NT 100
W2 NT NT NT NT 45
W3 NT NT NT NT NT
W4 NT NT NT 20 40
W5 NT NT NT NT NT
W6 NT NT 50 NT NT
W7 NT NT 100 100 50
W8 NT NT 50 30 NT

NT — probka nietoksyczna



Dla probek toksycznych przeprowadzono test podstawowy — z rozcienczeniami. Uzyskane wyniki

zamieszczono w Tabeli 2.

Tabela 2. Wyniki testu podstawowego wod podziemnych pobieranych wokot mogilnikow wojewodztwa

Zachodniopomorskiego.

Kod Microtox® Protoxkit F™ Spirotox Thamnotoxkit FT™ Daphnia
M2 - - 4.00 - -
Bl - 2.70 1.40 - -
B5 - - 1.40 - -
P4 - - 4.50 - -
P5 - 1.10 - - -
P6 - - 5.40 - 2.70
P7 - - 2.00 - -
S5 - - - 1.15 -
S7 - - - 1.15 -
S8 36.0 1.20 - 2.00 1.90

ST2 - - 2.80 - -

ST3 - - 2.50 - -
W1 - - 2.84 2.20

W7 - - 2.84 12.0 -
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PN-EN ISO 11348:2002 Jako$¢ wody - Oznaczanie inhibicyjnego dziatania probek wody na emisj¢ §wiatta
przez Vibrio fischeri (badanie na bakteriach luminescencyjnych)

PN-EN ISO 6341:2002 Jakos¢ wody - OkreS§lanie ograniczania ruchliwosci Daphnia magna Straus

(Cladocera: Crustacea) - Test toksycznosci ostrej

PN-EN ISO 7346:2002 Jako$¢ wody - Oznaczanie ostrej, letalnej toksyczno$ci substancji w odniesieniu do

ryby stodkowodnej [ Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)]

PN-EN 28692:2001 Jako$¢ wody. Test hamowania wzrostu glonéw stodkowodnych Scenedesmus

subspicatus i Selenastrum capricornutum



