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Zakladni baterie testu toxicity

testy mutagenity/genotoxicity;

testy teratogenity;

rasove testy;

testy fytotoxicity na vyssich rostlinach;
testy na prvocich;

testy na rybach a korysich;

(W4

kontaktni testy — organismy zijici v sedimentech;
testy s organismy zijicimi v pudé; terestrické testy;
testy toxicity s terestrickymi obratlovci;

testy toxicity s destruenty;



Zakladni baterie testu toxicity

testy jsou Casto optimalizovany a standardizovany;
nadoby a jejich objem;

teplota vody a dalSi parametry (pH, obsah iontu);
fotoperioda;

optimalizovane stari organismu pouzivaneho v testu;
standardizovana kvantifikace;



Testy toxicity vyuzivajici destruenty

Z hlediska funkcnosti daného ekosystému hraji destruenti,
tedy organismy rozkladajici organickou hmotu, velmi
vyznamnou roli, nicméné spektrum testu zamérenych na
tuto skupinu je poméerneé omezene:

* vesmes bakterialni testy;

« zakladni laboratorni model predstavuje morska bakterie
Vibrio fischeri, které produkuji svetlo;

» test je zalozen na zhaseni bioluminiscence; existuje |
varianta vhodna pro testovani mutagenity — Mutatox;

« dalSi varianta — rustové testy s bakteriemi E. coli nebo
Pseudomonas putida;

 rychlé bakterialni testy toxicity — napr. Toxi-Chromo test



Testy toxicity vyuzivajici destruenty

Toxi-Chromo test — bakterialni test zalozeny na
schopnosti toxikant a antibiotik blokovat de
novo tvorbu -galaktosidazy ve specifickém
kmenu E. coli. Tento kmen je vysoce citlivy
napr. na pesticidy, mykotoxiny, tézké kovy.
Baktérie kultivované za stresujicich podminek
(inhibuji syntézu -galaktosidazy) jsou
smichany s latkami umoznujicimi jejich
zotaveni a induktorem B-galaktosidazy.

zdroj: http://www.ebpi.ca



Testy toxicity vyuzivajici destruenty

Pro pfimé posouzeni pudnich a dalSich mikroorganismu
jsou pouzivany specifické testy :

mereni mikrobialni aktivity — spotreba kysliku, nitrifikace,

enzymaticke aktivity:

» test respiracni aktivity pudy — stanoveni produkce CO.,;

« asimilace dusiku — metoda redukce ethinu (acetylénu) —
je detekovan vznikajici ethen;

« test nitrifikaCni aktivity pudy — do pudy se prida substrat

— analyza koncentrace amonnych, dusitanovych a

dusiénanovych iontu;



Testy toxicity vyuzivajici destruenty

« testy enzymatickych aktivit:

» test dehydrogenazove aktivity — prokazuje pritomnost
aktivnich mikroorganismu (v€. hub a dalSich) —
degradace dehydrogenaz probiha po smrti organismu
velmi rychle — meritko toxicity; princip testu analogie
MTT testu — jako detektor jsou pouzivany tetrazoliove
soli TTC a INT — méri se tvorba barevného formazanu;

 testy aktivity hydrolaz



Rasové testy toxicity

Rasové testy toxicity — testy toxicity na producentech:
 vyhoda - na rozdil od vyssich rostlin jsou rychlejsi, daji
se snadno kvantifikovat a miniaturizovat;

 varianty pro akutni i chronickou toxicitu - rada
standardizovanych testu podle OECD i ISO norem;

« sladkovodni rasy — Scenedesmus, Pseudokirchnella,
Chlorella vulgaris;

 sinice — Microcystis aeruginosa, Anabena;

« morske organismy — Dunaliella, Skeltonema,
Thalassiosira;



Rasové testy toxicity
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Testy toxicity na vyssich rostlinach

Test inhibice rustu okirehku Lemna minor:

« standardizovany test (OECD 221, Regulation (EC) No
440/2008, C.26, DIN EN ISO 20079);

« vyhoda — pohlcovani svetla v tmavych roztocich
neovlivauje rust okiehku;

 test se provadi v kadinkach — sleduje se narust stélek
(fronds), pripadne hmotnost biomasy a obsah chlorofylu;

zdroj: http://www.hydrotox.de/english/Lemna-Test-eng.html



Testy toxicity na vyssich rostlinach

Existuje velké mnozstvi modifikaci testul fytotoxicity:

 lisi se druhem testovaného organismu, testovacimi
podminkami i sledovanym end-pointem;

* muzeme hodnotit napf. kliCivost semen, pocCet a uhyn
rostlin, hmotnost biomasy, opad listu, tvar a pocCet plodu,
biochemické parametry — obsah chlorofylu, intenzita
respirace;

* moznosti vyuziti — testovani herbicidu, testovani
kontaminace v ramci rekultivaci a sanaci znecisteneho
uzemi:

« kombinovaneé testy — napr. mutagenita a fytotoxicita;

» testovaci organismy — klasické polni plodiny, ale i rostliny
typické pro danou lokalitu; in situ a terénni studie;



Testy toxicity na vyssich rostlinach

« kratkodobe vs. dlouhodobé testy;
 kultivace v in vitro podminkach;

* hydroponie;

« kalusove testy;



Testy toxicity na prvocich

prvoci maji radu vyhod v testech toxicity — kratky zivotni
cyklus, snadna kultivace a vétSinou vysoka citlivost vuci
toxikantum:

hraji vyznamnou roli ve zpracovani organicke hmoty a
jsou Siroce rozsireni napr. v Cistirenskych kalech —
vyuziti pro studium toxicity odpadnich vod;

mezi pouzivané prvoky patfi napf. nalevnici rodu
Tetrahymena a Spirostomum;

akutni testy i chronické multigeneracni testy;

muzeme sledovat narust populace prvoku nebo také
ubytek substratu, ktery jim slouzi jako potrava;



Testy toxicity na prvocich

* komercni test PROTOTOXKIT
« obrvenka Tetrahymena thermophila;

« spektrofotometricka detekce — klesajici
OD substratu odpovida narustu
zdroj: http://www.ebpi.ca popu|ace — 24 h test

« podobné jako u dalSich typu testu vyuzivajicich
mikroorganismy jsou snahy o miniaturizaci a automatizaci
— format 96 |. destiCek — detekce napf. MTT test



Testy toxicity na korysich

Testy toxicity na perloockach:
« test toxicity na hrotnatce velké Daphnia magna;

« analogicke testy — Daphnia pulex, Ceriodaphnia dubia,
blesivci rodu Gammarus;

« standardizovany test;

 akutni toxicita (24 h, 48 h);

 test inhibice reprodukce (21 dni);

 testy se pouzivaji pro analyzu toxicity prumyslovych
chemikalii, odpadnich vod, suspenzniho materialu,
poroveé vody sedimentu i ruznych typu extraktu;



Testy toxicity na korysich

Akutni expozice:

- hrotnatky jsou v kadinkach
iInkubovany s testovanou latkou a
po stanovené dobe je sledovana
imobilita (letalita);

norma: CSN EN ISO 6341 Kvalita vod — Zkouska inhibice pohyblivosti
Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea) — Zkouska akutni
toxicity

Chronicka expozice:

- po dobu 21 dni jsou hrotnatky
kultivovany v pritomnosti toxikantu
a prubézné je zaznamenavan
pocet snusek a narozenych
jedincu;

norma: napfi. OECD ,Daphnia sp., Acute Immobilisation Test

and Reproduction Test"




Testy toxicity na korysich

DalSi mozné skupiny testu:

« test toxicity na zabronozkach Artemisia salina; napfr.
testovani vzorku s vysokym obsahem soli; neni pfrilis
pouzivany;

 test na korysich Thamnocephalus platyurus; iso 14380:2011 water

quality -- Determination of the acute toxicity to Thamnocephalus platyurus (Crustacea, Anostraca); ryCh Iy

test — 24 h nebo 60 min, komercni kity

« testy toxicity na virnicich (Rotatoria) druhy rodu
Brachionus — akutni test toxicity (ztrata hybnosti), test
inhibice prijmu potravy (barevny substrat) —
mikroskopicka detekce;



Testy toxicity na rybach

Ryby predstavuji vedle vyvojovych testli na
obojzivelnicich jedinou skupinu obratlovcu, ktera je
Siroce vyuzivana k testum toxicity:

* nejcasteji uzivany sladkovodni druh — pstruh duhovy
Oncorhynchus mykiss; inhibice rustu rybiho pludku —
expozice 14/28 dni — sleduje se prirustek hmotnosti a
delky kazde ryby;

 varianta akutniho testu —test na izolovanych
hepatocytech pstruha duhového — sleduje se viabllita
bunék:




Testy toxicity na rybach

analogicke testy lze provadet na akvarijnich rybach:

danio pruhované (Danio rerio), medaka japonska
(Oryzias latipes);

vedle toho je mozné na nich provadét dalSi specifické
testy — napfr. akutni test mortality (96 h), test toxicity na
jikrach B. rerio;

vyhoda — snadny chov, moznost vyuziti k
sofistikovanéjsSim analyzam, v€. testl embryotoxicity a
teratogenity;

testy na morskych rybach: Cyprinodon, Fundulus
heteroclitus, Menidia;



Kontaktni testy toxicity — organismy
Zijici v sedimentech
Vodni sedimenty maji radu specifik — Iépe je testovat je

v intaktni podobé:

« zadrzuji lipofilni toxické organické latky a kovy, obsahuiji
slozku pevnou i vodnou, které jsou dulezité pro celkovou
toxicitu; problém biodostupnosti;

« primarni model — ruznonozec Hyallela azteca;

« testy na larvach pakomara Chironomus riparius,
niténkach:;




Testy toxicity — organismy zijici v
pudé nebo povrchovém substratu

Podobné jako sedimenty maji pudy radu specifickych
vlastnosti — Iépe je testovat je v intaktni podobé:

 testy na hlisticich
« Panagrellus redivivus; Caenorhabditis elegans;

* P.redivivus — 24 hodinovy test mortality (nebo delsi test
na pfitomnost gentoxickych latek); chovaji se v
nadobach ve smési vody a mouky (+ jako potrava —
kvasinky); pouzivaji se pouze juvenilni jedinci — v

jamkach destiCek (postacCuje objem 2,5 ml);

' | ) zdroj: http://en.wikipedia.org



Testy toxicity — organismy zijici v
pudé nebo povrchovém substratu

« C. elegans — vyhoda muze byt pouZit jak umély substrat,
tak pfimo puda; pro test se pouzivaji mladi (3-4 dny)
stejné stari jedinci; expozice po dobu 24 h nebo delsi —
na konci testu je odedten podet zivych a mrtvych jedincu;

« standardizovany test:

ISO 10872:2010 Water quality -- Determination of the toxic effect of sediment and soil samples on
growth, fertility and reproduction of Caenorhabditis elegans (Nematoda)



Testy toxicity — organismy zijici v
pudé nebo povrchovém substratu

test toxicity na zizalach — vhodny model jako organismus
prispivajici k tvorbé pudy, ktery muze pfijimat toxikanty
jak povrchem téla, tak zazivacim traktem; pouziva se
bud Eisenia fetida/andrei nebo Lumbricus terrestris;

normovany test (1so 11268-1:2012 Effects of pollutants on earthworms -- Part 1:
Determination of acute toxicity to Eisenia fetida/Eisenia andrei);

akutni test (48-72 h) na filtraCnim papiru — vodné vzorky
nebo vyluh vzorku na filtracnim papiru — pfijem toxikantu
pouze pokozkou — stanovuje se mortalita;

akutni test pfimo v pudé — uméla zemina (pisek, jil,
kompostovy substrat) s vysokym podilem vody, doba
expozice — 28 dni;



Testy toxicity — organismy zijici v
pudé nebo povrchovém substratu

 test reprodukce na zizalach — jedinci jsou individualné

péstovani 4 tydny a vyhodnocuje se pocCet kokonu a
narozenych jedincu;

 alternativa — testy na roupicich Enchytraeus crypticus,
Enchytraeus albidus - oeco (Enchytraeid Reproduction Test No.220/2004),
reprodukcni test; unikovy test;

» test inhibice reprodukce chvostoskoku (Folsomia
fimetaria, Folsomia candida);



Testy toxicity na dalsich
bezobratlych

K testovani byvaji vyuzivany i dalSi druhy terestrickych
bezobratlych, které reprezentuji jiné vyznamne skupiny
organismu nebo cile specifickych toxikantu;

hlemyzd kropenaty (Cornu aspersum) — toxicky ucinek
na vyvoj juv. jedincu (chronicka 4-tydenni expozice) —
detekuje se inhibice rustu a mortalita;

Zlatohlavek tmavy (Oxythyrea funeSta) — Effects of pollutants on

insect larvae (Oxythyrea funesta) - Determination of acute toxicity* 1ISO 20963:2005 ,

mortalita larev exponovanych v konatminované pudg;

testy toxicity na vCelach — predevsim sledovani toxicity
agrochemikalii;



Testy toxicity na obratlovcich

Krome ryb nejsou obratlovci uzivani k rutinnimu

stanoveni toxicity — uplatnuji se spise ve vyzkumu:

« vedle ryb byvaji ke sledovani toxicity pouzivany také
nékteré druhy obojzivelniku péstovanych v laboratornich
podminkach, predevsim drapatky; citlivost ranych
vyvojovych stadii;

 testy toxicity na ptacich — latky ktere by je mohly ohrozit
— napr. pesticidy; jako modeloveé organismy mohou byt
pouzity krepelky japonské nebo bazant obecny;
dlouhodobejsi testy reprodukce a mortality;

 testy oralni toxicity na laboratornich potkanech (90 dni) —
toxicita, histologicka analyza, biochemickeé analyzy —
vetsinou jsou testovany latky potencialne nebezbecne
pro lidskou populaci;



Testy teratogenity

FETAX — Frog Embryo Teratogenity Assay Xenopus:

« metoda standardizovana ASTM a vyuzivajici embrya
drapatky Xenopus laevis;

* rychly test pro identifikaci vyvojovych toxikantu;
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Bosisio a kol., Sci. Total Environ., 2009



Testy mutagenity/genotoxicity

Bakterialni testy mutagenity:

» detekce bodovych mutaci;

« umoznuji identifikovat mutagenni (a potencialné
karcinogenni) ucinky komplexnich smési z zivotniho
prostredi;

« zakladni verze — tzv. Amesuv test, ale existuje fada
modifikaci zalozenych na podobném principu — napfr.
SOS chromotest, UmuC test, Mutatox



Testy mutagenity/genotoxicity

Amesuyv test:

- test reverznich mutaci
vyuzivajici auxotrofni
kmeny Salmonella
typhimurinum, (napr. TA-
1531), které nejsou
schopny rust v médiu,
které neobsahuje histidin
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Testy mutagenity/genotoxicity

Testy mutagenity na vyssich rostlinach:

detekce bodovych mutaci i poSkozeni chromozomu;
vyhoda — Ize provadét pfimo detekci pudnich mutagenu
In situ;

pouzitelné rostliny — Vicia faba, Zea mays, Arabidopsis
thaliana, Glycine max



Testy mutagenity/genotoxicity

Testy mutagenity na transgennich hlodavcich:

* vyhoda savCi metabolismus, tkanove specificke
mutageny/karcinogeny;

« nevyhoda - financ¢ni a prostorova narocCnost;
* vice variant — BigBlue ® potkani a mysi, Muta ™Mouse

(A) Agt10lacZ construct
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Lambert a kol., Mutat. Res., 2005



Testy mutagenity/genotoxicity
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Detekce chromozomalnich
aberaci - mikrojaderny test

« testy na bunécnych kulturach in vitro, zpracovani in
vivo vzorku, vé. lidskych tkani (napf. izolované
lymfocyty);

« mikrojadra vznikaji v prubéhu metafaze/anafaze;

* umozni stanovit jak ztratu chromozému, tak jejich
zlomy a dalSi parametry;

Atter 44 hours fixation
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http://www.crios.be/genotoxicitytests/micronucleus_test.htm



Detekce chromozomalnich
aberaci - mikrojaderny test

Fenech et al. Mutagenesis 2011;26:125-132



Testy karcinogenity

Testy karcinogenity na hlodavcich:
« dlouhodobé (life-time) experimenty — potkan;

« vetsinou kombinovany s testy chronické toxicity — setreni
zvirat;

« OECD Test Guideline 451: Carcinogenicity Studies;

« vetSina dat (National Toxicology Program, International
Agency for Research on Cancer) je dostupna spiSe pro
jednotlive latky;

 studie zahrnuji jak podrobné analyzy vzniklych typu
nadoru tak fadu dalSich toxikologickych dat — slouzi jako
podklad pro dalSi publikace.



Testy karcinogenity

Kratkodobéjsi testy karcinogenity na hlodavcich:

* Iniciacni-promocni protokol;

« je podana latka iniciacni (DEN — diethylnitrosamine,
DMBA - 7,12-dimethylbenz[a]anthracen) a nasledne
jsou pravidelne aplikovany nadorové promotory (TPA
apod.);

 je sledovan vznik nadoru, hlavné v pokoZzce;



In vitro testy zamerené na
specificke mechanismy

V soucasné dobe je velka snaha nahradit néktere testy

specifickych toxicit na laboratornich hlodavcich testy v

In vitro podminach, které pouzivaji specifické bunecné

modely:

* nespecificka akutni toxicita;

e organova a tkanova toxicita;

» specifické testy zamérené na definovany mechanismus
toxicity;

« vSechny tyto testy jsou primarné urcCeny pro toxikanty
potencialné nebezpecné pro Cloveka, nebo jako analyza

vetsich skupin latek s cilem vytvorit modely pro
definovani SAR a QSAR analyz;



Priklad specifického

IN Vitro testu

Chemical Activated Luciferase gene eXpression - CALUX assays
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Priklad specifickeho in vitro testu

Moznosti vyuziti

« analyza novych prumyslovych latek;

 fyziologické regulatory aktivity specifickych receptoru;
» analyza komplexnich environmentalnich smesij;

* epidemiologicke analyzy;

* nahrada drahych chemickych analyz;

* nahrada in vivo testu?

e screening a monitoring?



