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Det forste internasjonale symposium om
screening tester for toksisitet ved anven-
delse av bakterier som testorganisme, ble
avholdt i Burlington ved Canada Centre
for Inland Waters (CCIW), 17.—19. mai
1983. Symposiet ble arrangert av Barney
Dutka og Dickson Liu ved National In-
stitute for Water Research, som er en del
av CCIW. Deltakere fra Canada, USA,
Japan, England, Frankrike, Sverige, Fin-
land og Norge presenterte de forskjellige
metoder og bruken av disse for diverse
praktiske formél. Metodene dekket et widt
anvendelsesomrdde — fra mutagenitets-
tester som Ames test til metoder for be-
demmelse av effekter ved utslipp til klo-
akkrenseanlegg, til naturlige resipienter
og til deponering av giftstoffer pa jord.
Symposiet ga en fin oversikt over meto-
dene og deres anvendelsesomrider. I
denne artikkelen blir det gitt en over-
sikt over prinsippet og anvendelsesmulig-
hetene for de mest benyttede testene
utenom dem som tester for mutagenitet.
Publikasjonene fra symposiet ventes ut-
gitt innen 12 mnd. fra symposiet. Net-
mere opplysninger om testene kan ogsd
fés ved henvendelse til Kari Ormerod.

MICROTOX-testen

Denne metoden er utviklet av firmaet
Beckman Instruments Inc,, og baserer

o

seg pd 4 mile hemming av det enzymet
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som gjor den marine bakterien Photo-
bacterium phosphoreum istand il § avgi
lys. Beckman har utviklet et fotometer
som egner seg til miling av bakterienes
lysintensitet, og de leverer bakterien i
frysetorret form sammen med den vasken
bakteriene skal slemmes opp i under
testprosedyren. Dette gjor metoden meget
rask i bruk. Selve mélingen tar bare noen
f& minutter. Det er derfor mulig 4 under-
soke mange testkonsentrasjoner i lopet av
kort tid, slik at konsentrasjonen for gif-
tighet raskt kan lokaliseres. Dette gjor
at testen egner seg til overvikingsopp-
gaver.

Den organisme som benyttes i testen
er en heterotrof bakterie som finnes i
sjpvann og som vokser pd ded fisk, der
den kan sees som en lysende hinne.

Metoden tester som for nevnt for hem-
ming av bakterienes evne til 4 produsere
lys, og ikke hemning av dens nedbryt-
ningsaktivitet. Den skologiske betydning
av bakterienes evne til 4 produsere lys
er ikke kjent, men dette er av mindre
betydning for tolkning av resultatene fra
testen. Det har nemlig vist seg i praksis
at denne testen er like pmfindtlig for de
fleste typer giftstoffer som fisk og fersk-
vannkreps (Daphnia). MICROTOX-tes-
ten kan derfor brukes istedenfor mer
tids- og arbeidskrevende fiske- og kreps-
dyrtester til 4 pavise giftstoffer i avlpps-
vann, som screening test for 4 skille mel-
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lom giftigheten av stoffer med samme
anvendelsesomride, eller for & lokalisere
konsentrasjonsomridet for begynnende
gifteffekt av et stoff. Det sistnevnte kan
veere  arbeidsbesparende i forbindelse
med oppsett av en gifttest med f.eks. den
type fisk som det er av sterst interesse &
beskytte. Metoden er bla. benyttet til
overvaking av innlepsvann til biologiske
kloakkrenseanlegg. Hensikten var 4 lokali-
sere perioder pd degnet da avlppsvannet
inneholdt stoffer som virket hemmende
pé renseprosessen, for si 4 forspke § loka-
lisere kilden. Likeledes ble metoden an-
befalt til & pavise forekomst av giftstoffer
i industrielt avlgpsvann, og om onskelig
til 4 finne de produksjonstrinn som for-
arsaker det giftigste avlppsvann, slik at
dette kan skilles ut og behandles separat.
Et nytt anvendelsesomride er testing for
giftstoffer i plastmateriale som brukes til
matvarer eller til medisinsk utstyr. De
potensielle  giftstoffer ekstraheres fra
plastmaterialet og ekstraktet analyseres
med MICROTOX. Dette gir mye raskere
enn inplantasjon av plastmaterialet i mus,
eller cellekulturtester, som er de vanligste
testmetoder for dette idag.

De nevnte anvendelsesomrider kan an-
befales fordi undetspkelser har vist at
MICROTOX for de fleste stoffer er like
sensitiv som de tester den erstatter. For
noen stoffer er den imidlertid mindre
sensitiv, men for mange er den mer sen-
sitiv. Sdlenge den er mer sensitiv er vi
pd den sikre siden med hensyn til ut-
sagnet om giftighet. P4 den annen side
kan man ikke bruke MICROTOX til &
fastsette konsentrasjoner for hemming av
nedbrytningsprosesser (biologiske rense-
anlegg, resipientvann). Maleapparatet er
dyrt og driftsutgifiter i form av bakterier
og testmedium som kjopes hos Beckman
kommer i tillegg. Sistnevnte blir sannsyn-
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ligvis ikke dyrere enn om man selv skal
dyrke og vedlikeholde forsoksorganismer
slik at de er klare for testing ved behov.

SPIRILLUM VOLUTANS TEST

Denne testen har samme bruksomride
som MICROTOX, men for & utfere den
trenger man kun utstyr som er vanlig
ved alle bakteriologiske laboratorier. Man
trenger et mikroskop, men bakterien er s
stor at den er lett & se selv i mikroskop
med det enkleste utstyr. For rutine-
testing vil det lette arbeidet om et TV-
kamera med skjerm eller et «omvendt
tyverialarmsystem» koples til mikrosko-
pet. Bakteriene beveger seg nemlig frem
og tilbake ved hjelp av flageller i begge
ender. Disse flagellene er koordinert slik
at begge skifter bevegelsesretning samtidig
nar bakterien gnsker 3 reversere bevegel-
sen. Nér et giftstoff rammer senteret for
koordinering av disse bevegelsene, koordi-
neres ikke flagellens bevegelser, og bak-
terien begynner & vibrere, den beveger
seg ikke frem og tilbake. Derfor kan en
«omvendt tyverialarm» benyttes til 4 re-
gistrere endepunktet for hemmingen, idet
den innstilles pd 4 gi signal nir bevegel-
sen opphorer. Dette lar seg ogsd obser-
vere direkte i mikroskop. Bakterien finnes
overalt i vannmasser som inneholder orga-
nisk stoff, men er fattig pd oksygen. Ved-
likehold av organismen er arbeidskreven-
de, da den mi overfores til nytt vedlike-
holdsmedium 2—3 ganger pr. uke. Res-
ponstiden i selve testen er bare noen fi
minutter. Forelppig finnes det ikke s&
mye bakgrunnsstoff om denne metodens
sensitivitet som for MICROTOX, men
etter det som hittil er publisert, ser sen-
siviteten ut til & ligge pd samme nivd for
disse to metoder.

Fordi man ikke behgver & gd til an-
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skaffelse av dyrt maleinstrument, kan me-
toden lett tas i bruk ved de fleste mikro-
biologiske laboratorier uten ekstra in-
vestering. Driftsomkostningene med ved-
likehold av bakterien vil sannsynligvis
veere like store som innkjep av bakterier
og testmedium for MICROTOX-testen.

Den storste usikkerhet ved bruk av
begge de hittil nevnte testene er at de
begge tester for hemming av helt spesi-
elle prosesser. Stoffer som hemmer disse
prosessene behover ikke vere giftige for
andre onganismer. Vi kan heller ikke vare
helt sikre p3 at stoffer som er lite giftige
i disse testene ogsid har lav giftighet
overfor andre organismer, selv om prak-
sis har vist at dette ofte er tilfelle for
MICROTOX. Vi vet aldri nér vi stir
ovetfor unntaket for vi har testet det.

DEHYDROGENASETESTER

Hemmng av enzymet dehydrogenase
som en parameter for hemming av ned-
brytningsprosesser er en vanlig brukt
bakterietest. Flere forskere hadde fore-
drag under dette emnet. Den hittil van-
ligste metode har vert & méle dehydro-
genaseaktiviteten ved hjelp av TTC (2, 3,
5-trifenyltetrazoliumklorid), som under
péavirkning av dehydrogenase reduseres til
fargestoffet formazan. Denne metoden
var nd blitt vesentlig forbedret ved at
inkuberingstid, -temperatur og pH-verdi
var optimalisert, og ved at TTC var byt-
tet ut med et ner beslektet stoff, kalt
INT (2- (p-iodofenyl) -3- (p-nitrofenyl)
-5- fenyltetrazoliumklorid). INT reduseres
til INT-formazan, INTF. Interferens fra
smd mengder oksygen i testlgsningen er
mindre med INT enn med TTC, og INTF
adsorberes ikke si lett til partiklene i
slammet. Det virket som om metoden ng
var vesentlig forbedret.
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Dehydrogenasetesten er mye brukt for
4 fastsette tilrddelig konsentrasjon ved
utslipp til biologiske kloakkrenseanlegg.
En slik metode er blant tre bakteriegift-
tester som er under utarbeidelse som
Dansk Standard. De oppnidde verdier er
sterkt avhengige av den benyttede slam-
konsentrasjon og slamtype. Derfor anbe-
fales metoden enten for bruk med slam
fra de aktuelle renseanlegg, eller i stan-
dardisert opplegg med hensyn til slam-
type og -konsentrasjon.

En annen form for bruk av dehydro-
genasetesten: ble ogsd presentert pd sym-
posiet. Metoden ble her brukt til 4 be-
kjempe et fenomen som kalles «bulking»
i aktivslam kloakkrenseanlegg. Problemet
gir seg utslag i at slammet ikke vil sedi-
mentere, men istedet flyter opp og ut av
anlegget. I mange tilfeller skyldes dette
unormalt kraftig vekst av den trddforme-
de bakterien Sphaerotilus natans. Tradene
til denne bakterien stikker da ut av de
biologiske fnokkene og er derfor sirbare
for desinfeksjonsmidler som klor. Hvis
slammet viser tendens til svelling, kan
dette avverges ved dosering av en passen-
de mengde klor. Vanskeligheten ligger
imidlertid ‘i 4 fastsette den riktige klor-
mengde. Dette kan nf bestemmes raskt
ved a4 gjore en gifttest med slammet, der
det tilsettes forskjellige mengder klor
til slamprever som inkuberes i nztver
av INT. De filamentene som har aktiv
dehydrogenase (ikke er hemmet) danner
rode krystaller av INTF inne i cellene.
Ved 3 farge de trddformede cellene med
mialakittgrent, blir de lett synlige i mikro-
skop, slik at forholdet mellom inaktive,
gronne filamenter og aktive, grenne fila-
menter med rede krystaller kan bestem-
mes. Ut fra onsket grad av inaktivering
kan den riktige klordose fastsettes.
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OKSYGENOPPTAKSTESTER

De fleste tester av denne type presen-
tert pd symposiet bestemte konsentrasjo-
nen for akutt hemming av oksygenopptak
hos aktivslam. Noen testet ogsd for slam-
mets evne til 4 adapteres til giftstoffet.
Den prosess som inaktiveres er etter de
fleste testopplegg ogsd her den aerobe
nedbrytningsprosess, slik som i dehydro-
genasetesten. Nér alle testene og de opp-
nédde resultater sees under ett, kan folg-
ende generelle konklusjon trekkes: De
fleste giftstoffer har en oyeblikkelig hem-
mende virkning p& oksygenopptaket hos
bakterier. Malt over tid (noen timer), far
man alltid avtakende oksygenopptaks-
hastighet med gkende mengde giftstoff.
Oksygenopptaket tar seg imidlertid opp
igjen i de aller fleste tilfeller. Dette kan
skyldes at de enkelte bakterier adapteres
til nerver av giftstoffet, eller at noen
bakterier i det benyttede podemateriale
et mer motstandsdyktig enn de andre,
slik at de vokser opp i tilstrekkelige
mengder til at deres oksygenopptak kan
méales. Nir oksygenopptaket
igang igjen, viser det nesten alltid samme
hastighet som i kontrollen uten giftstoff.
Qkende mengde giftstoff gir seg utslag
i at det tar lenger og lenger tid for oksy-
genopptaket starter, og tilslutt stanter det
ikke innen testtiden. Disse opplysninger
kan ni benyttes til 4 velge den type test
som er relevant for hver enkelt problem-
stilling. Ved diskontinuerlige . utslipp til
biologiske kloakkrenseanlegg et akutt
hemming 'mest relevant, mens man ved
kontinuerlig utslipp kanskje onsker 4 vite
noe om slammets evne til adaptering, En
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kommer-

slik akutt-test og en adapteringstest er
nd under utarbeidelse til felles nordiske

standarder.

TUNGMETALLFORURENSNING

Denne evnen til adaptasjon hos bak-
terier som nedbryter organisk stoff ble
benyttet av noen forskere i California til
4 pavise tilstedeverelse av «biologisk
aktive» (giftige) tungmetaller i jord og
sedimenter. Testen utfores pa prover fra
den lokalitet som antas 4 veere pavirket.
Metoden gir ut pd 4 antallbestemme
aerobe, heterotrofe bakterier i provene,
bade i fraver (kontroll) og i narver av
giftige former av de tungmetaller man
soker. De relevante tungmetaller tilsettes
i gkende konsentrasjon inntil antall frem-
komne bakteriekolonier er redusert til
19 av kontrollen. Til sammenligning ana-
lyseres samtidig en prove som man vet
er updvirket av tungmetaller. Man sam-
menligner si konsentrasjonene som skal
til for & redusere bakterieantallet til 1%
av kontrollen hos upavirket og pavirket
prove. Graden av resistens uttrykkes som
forskjellen mellom disse konsentrasjonene.
Jo mer resistente bakteriene er, jo storre
pavitkning av tungmetaller regner man
ar de har veert utsatt for.

Forskergruppen hadde planer om & be-
nytte metoden som et hjelpemiddel i sok-
ningen etter utnyttbare mineraler. Meto-
den kan ogsd benyttes til & undersoke
tungmetallvitkninger i grunnvann under
soppelfyllplasser og andre deponier, samt
3 folge spredningen av aktivt virkende
metaller i resipientsedimenter.



LITTERATUR

I denne artikkelen er det gitt et sammendrag av mange forskjellige innlegg fra sym-
posiet, som alle vil bli publisert i bokform ilapet av hesten 1983 — vdren 1984. De
fleste av de refererte foredrag er angitt med forfatter og tittel i det etterfolgende. Der
det allerede eksisterer publisert materiale om samme emne, er dette tatt med slik at
interesserte kan studere emnet med en gang, uten 4 mdtte vente pd symposiepublika-
sjonen.

Fra symposiet:

Burlich, A. A.: MICROTOX — A Bacterial Toxicity Test with Several Environmental
Applications.

Qureshi, A. A., Coleman, R. N., and Paran, ]. H.: Evaluation and Refinement of the
MICROTOX Test for Use in Toxicity Screening.

Goatcher, L. J., Qureshi, A. A., and Gaudet, I. D.: Evaluation and Refinement of the
Spirillum volutans Test for Use in Toxicity Screening.

Viswanath, G. K.: A Modified Method for Determination of Dehydrogenase Activity
of Activated Sludge.

Trevors, J. T.: A Method for Assessing the Effects of Pollutants on Electron Transport
System Activity in Soil and Sediment.

Koopman, B., Bitton, G., Logue, C. L., Bossart, J. M., and Lopez, J. M.: Validity of
Tetrazolium Reduction Assay for Assessing Toxic Inhibition of Filamentous
Bacteria in Activated Sludge.

Anderson, A. C., Engelande, A. ]., and Abdelghani, A.: Comparison of Microbial
Assay Techniques for Evaluation of Toxicity of Onganics in Industrial Waste.

King, E. F.: Comparative Study of Assessments of Toxicity to Bacteria of Single Che-
micals and Mixtures.

Ormerod, K. S., and Efraimsen, H.: Testing for Toxicity and Adaptation in Commu-
nities of Heterotrophic Microorganisms.

Olson, B. H Trzpp, S. C and Sbezzrer, D F.: Bacterial System for Assessing Bio-

Publisert litteratur:

Burlich, A. A., Greene, M. W., and Isenberg, D. L.: Reliability of the Bacterial Lumi-
nescens Assay for Determination of the Toxicity of Pure Compounds and
Complex Effluents. Aquatic Toxicology and Hazard Assessment: Fourth Con-
ference. ASTM STP 737. D. R. Bransen and K. L. Dickson, Eds., American
Society for Testing of Materials, 1981, pp. 338—347.

Bitton, G., and Koopman, B.: Tetrazolium reduction-malachite green method for asses-
sing the viability of filamentous bacteria in activated sludge. Appl. Env. Micro-
biol. 43, 964—966 (1982).

370 VANN-3-83



