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Ekotoxikologické testy jsou experimenty s raznymi druhy
organizmu (testovacich systému), kdy sledujeme pusobeni
testované latky (toxikantu) v definovanych podminkach
prostredi.

Vysledkem Je zjisténi miry Vlivu testované latky na testovaci
organizmus (kiivky davka — odpoveéd’, D-R curve) vyjadiené v
hodnotach (LC, EC, NOEC aj.).

Testy toxicity by mély odpovédét na otazku, zda koncentrace
testované latky bude negativnim zpisobem ovlivinovat funkci
ekosystéemu.

Testy toxicity tak maji velky vyznam pii zavadéni novych
chemickych latek do praxe a také pii hledani a usvédcovani
puvodcu havarii vV povrchovych a podzemnich vodach.




Testy toxicity na erganizmech vodniho prostredi

Hlavni pozornost je tieba vénovat latkdm tézko rozlozitelnym
a toxickym a rovnéz latkam a pripravkum doporuCovanym Vv
rybarstvi @ vodnim hospodarstvi k aplikaci do wvodniho
prostredi

Testy se daji ¢lenit podle riznych kritérii:

podle doby expozice (akutni, subakutni, subchronické, chronické)
podle trofické tirovné (S producenty, konzumenty, destruenty)
podle testovaci matrice (voda, ptuida, sediment)

podle generace testi (klasické, mikrotesty, biosenzory, biomarkery)

podle pocétu organizmi (jednodruhové, vicedruhové, prirodni
spoleCenstvo)

podle slozitosti vzorku (¢isté latky, smés latek, prirodni vzorky)

podle trovné testovaného systému (bunky a tkané, organizmy,
spoleCenstva



Testy toxicity na erganizmech vodniho prostredi

Postup pri klasickych testech toxicity:

Nejdiive se provadi tzv. limitni test, pfi kteréem se zjiStuje
reakce testovacich organizmu na koncentraci 100 mg.l*
testovaného vzorku.

Jestlize v daném testu neuhyne zadny 2z testovanych
organizmu dalSi testy se nevyzadujyi, V opacném pripad¢
nastupuje predbézny test.

Predbézny test se provadi S malym poctem organizmu (3 KS
ryb, 10 ks dafnii) v kazdé koncentraci a nasazuje se na Siroké
rozmezi testované latky (0,01-100 mg.I).

Na zaklad¢ vysledkli predbézného testu se voli uzsi rozsah
koncentraci pro tzv. zakladni test, z jehoz vysledku se potom
vypocitava hodnota LC,EC,IC.



Testy toxicity na erganizmech vodniho prostredi

Pocet organizmii a délka testu vychazi z platné legislativy a je
v ramci EU sjednocovana.

Soucasti kazdého testu je kontrola, ktera se provadi za
stejnych podminek a se stejnymi organizmy jako pokus.

Jako fedici voda se pouzivd voda znamych fyzikalng-
chemickych vlastnosti.

Spravnost postupu a citlivost pouzitych organizmii je nutné
kontrolovat za wvyuziti standardu (vétSinou dichroman
draselny).

Vné;si kontrola — ASLAB, akreditace

Pii testech nutno dodrzovat platnou legislativu (zakon
246/1992 Sb. na ochranu zvirat proti tyrani, vyhlasku
419/2012 Sb. 0 ochrané pokusnych zvifat).



Testy toxicity na erganizmech vodniho prostredi

Hodnoceni chemickych latek a pripravk se provadi dle
chemického zakona ¢. 350/2011 Sh. a vyhlasky ¢. 402/2011 Sb.
0 hodnoceni nebezpecnych latek a smési, baleni a znaceni.

Latky se klasifikuji jako nebezpeéné pro zivotni prostredi,
prifadi se jim symbol ,,N“ a R-véty podle nasledujicich kritérii:
— R50: vysoce toxické pro vodni organizmy
(akutni toxicita LC, EC, IC;, < 1 mg.I?)
— R51: toxické pro vodni organizmy
(akutni toxicita 1 mg.I"t < LC, EC, IC;, < 10 mg.I?)
— R52: skodlivé pro vodni organizmy
(akutni toxicita 10 mg.I"t < LC, EC, IC,, < 100 mg.It)

— R53: miize vyvolat dlouhodobé nepriznivé ucinky ve
vodnim prostredi




Testy toxicity na erganizmech vodniho prostredi

Testy na bunéénych strukturach jsou vyuzivany predevSim
pro teoretické objasnéni u€inku toxicke latky

Vyhodou je vysoka citlivost, nizké financni a ¢asové naroky
Nevyhodou Je nemoznost suplovat enzymaticko-imunitni
systém zivého organizmu

Primarni bunécné kultury se ziskavaji z jednotlivych tkani ryb
(nestandardni, nizka reprodukovatelnost), v soucasnosti Se
vyuzivaji stabilni bunééné linie (snadné rozpéstovani,
uchovani v hibernovaném stavu, reprodukovateln¢)

Tyto testy jsou pouzivany pro hodnoceni toxicity chemickych
latek, odpadnich vod a tuhych primyslovych odpada

Vysledky testi na bunécnych strukturach jsou v fadé ptipadi
shodné s testy na zivych organizmech



Toxicita

Nejznaméjsi stabilni bunééné linie pouzivané Vv testech
toxicity:

— RTG-1 (fibroblasty gonad pstruha duhového)

— R-1 (fibroblatické bunky jater pstruha duhového)

— PLHC-1 (jaterni bunky Poeciliopsis lucida)

— EPC (epithelioma papillosum cyprini)
Vyhodnoceni testt bud’ primo posouzenim celkoveho poctu
uhynulych bunék a rozsahu cytopatickych efektti (Casove
naroc¢né, subjektivni chyba)
Nebo neprimo pomoci fyziologickych reakci bunck
hodnocenych na zdkladé barevnych reakci (Casova
nenarocnost, moznost standardizace a miniaturizace)



Toxicita

V¢étSina testu Se
potize S reproc
ziskanych vysled

provadi na durovni organizmi I pres urcité
ukovatelnosti a S rizikem pi1 Interpretaci
k1 na prirodni podminky

Tyto testy jsou pouzivany pro hodnoceni akutni a chronické
toxicity chemickych latek a pripravki, odpadnich vod, tuhych
prumyslovych odpads, sedimenti, diagnostice otrav ryb,
sledovani hodnot rezidui ve vodé

Vybér organizmi je provadén tak, aby byly postizeny vSechny
trofické urovné ve vodnim prostiedi (bakterie, fasy, planktonni
organizmy a ryby)

Odpovéd’ jednotlivych organizmii na toxin neni jednotna,
nikdy by se nem¢ly délat zavéry z testovani pouze na jednom

organizmu



Toxicita

Zapojenim vétSiho poctu testovacich organizmi roste informace
0 zkoumaném Vvzorku a zvysuje se vypovédni hodnota metody

Rozeznavame tfi generace biotestii na vodnich organizmech:
— 1. generace — tzv. klasické (standardni, konvencni) biotesty

— 2. generace — mikrobiotesty (alternativni testy toxicity)
— 3. generace — biosenzory nebo biosondy

Ekonomicky naro¢né, nutné zdravé a homogenni kultury

Mikrobiotesty jsou vhodna alternativa — miniaturizace, zkraceni
doby Inkubace (24 hodin az nékolik minut), moznost udrzovat
organizmy  dlouhodobé (klidova stadia, lyofilizované,
1mobilizovang¢)

3. generace testu ve vyvoji, predpoklad uplatnéni zejména v on-
line monitorovacich systémech a skreeningovych testech toxicity



Toxicita

Testy toxicity na bakteriich — v CR zatim nejsou v normach
zahrnuty pouze v oblasti cistirenstvi je vyuzivan test na
Inhibici spotieby kysliku a inhibici nitrifikace organizmu
aktivovaného kalu

Nejpouzivan¢jsi test v ekotoxikologii je BBTT (Microtox)-
bakterialni bioluminizacni test toxicity

Test vyuziva lyofilizovanych kultur svétélkujici morské
bakterie Photobacterium phosphoreum

Dalsi  bakterialni  biotesty:  (Toxi-Chromotest, ToxiI-
Chromopad) vyuzivaji kmen Escherichia coli, ktery je citlivy
K pesticidim, mykotoxinim a tézkym koviim

EN 1SO 9308-3 Jakost vod - Stanoveni Escherichia coli v povrchovych a
odpadnich vodach




Toxicita

Nc¢které testy vyuzivaji Jako testovaci organizmus Bacillus sp.

POLYTOXKIT — vyuziva smés bakterii z aktivaCnich nadrzi a
pomoci kyslikové elektrody se méti ubytek O, za ptitomnosti
toxikantu

Bakterialni testy vyhodné pro identifikaci mutagennich a
genotoxickych latek

Nejrozsitenéjsi test genotoxicity — Amestuyv test

Testovaci organizmus Salmonella typhimurium (histidin-
auxotrofni bunky) tzn. neschopnost syntetizovat histidin

Na agaru bez histidinu, 12-72 hod.

Pokud probéhne mutace muze bakterie rust.



The Salmonella is added Many colonies produced

to test plate with medium by salmonella that has
_ containing a small amount mutated to restore
Possible of histidine along with the histidine gene.
mutagen

. mutagen to be tested.

o

12 hour
incubation
Specific strain of salmonella %\
that can't produce histidine. 12 hour
incubation
I
The Salmonella is added to control A few colonies result
plate with medium containing a from natural back-mutation.

small amount of histidine.




Toxicita

Testy toxicity na rasach — narocné na preciznost a vybaveni
laboratoie, VvV soucasnosti odklon od klasickych lahvovych
testh a rozvoj testi ve zkumavkach a serologickych
destickach.

Klasicky test kultivace probiha v E-bankach 250 ml
uzavienych zatkami propoustéjici vzduch, objem suspenze je
70 ml, zivné médium Je 1SO.

Ruast  kultury Raphidocelis subcapitata, Scenedesmus
subspicatus nebo S. quadricauda je méren kazdych 24 hodin
Jjako OD (optical density) pri1 750 nm nebo pocitacem castic.
Doporucuje se kontinualni michani probublavanim nebo na
trepacce.




Toxicita

Testy ve zkumavkach nejCastéji vyuzivaji 2,5 ml plastikové
zkumavky, michani 1X denn¢ a rast fas je determinovan
pocCitacem castic nebo nefelometricky.

V soucasnosti JSOU vyvijeny dalsi fasové testy ve zkumavkach.

Testy v sérologickych destickach nejcastéji S jamkami 4 ml
nebo 250 pl, kdy rist je méfen pocitacem castic nebo Ctecim
zafizenim pro SD pifi 750 nm popt. S fluorescenCnim
nastavcem.

Algaltoxkit — nova forma testu, kdy rasy jsou imobilizovany
do specialni matrice ve které mohou setrvavat nékolik meésict
bez ztraty Zzivotaschopnosti. Matrice je v 10 cm
polystyrénovych kyvetach, test odpovida smérnici OECD ¢.
201.




Toxicita

V posledni dobé se stale cCastéji vyuzivaji | fyziologické a
biochemické fasové testy toxicity, které sice ignoruji Vliv
polutanti na rust fas, ale zato nejsou ovlivnény trofickymi
pomgéry testovaného vzorku.

Nejvice se prosazuji testy zalozené na fixaci CO, a na Iniciaci
variabilni fluorescence chlorofylu.

EN ISO 8692 Kvalita vod - Zkouska inhibice rastu sladkovodnich
zelenych ras. (72 hod., standardni osvétleni, zivné medium)

CSN 75 7746 Jakost vod - Stanoveni inhibi¢nich ugink latek na
ucinnost fotosyntézy (komplexy enzymu fotosyntézy ze Spenatu)
CSN EN 1SO 20079 Jakost vod - Stanoveni toxickych t¢inkia slozek

vody a odpadni vody na okiehek (Lemna minor) - Zkouska inhibice rtstu

oktehku (7 dnu, standardni osvétleni, zivné medium, sleduje se pocet
stélek)



Toxicita

Testy toxicity na vodnich bezobratlych — velmi riznorody
soubor organizmt S rozdilnou citlivosti K riznym latkam.

NejvyznamnéjSimi testovacimi organizmy jsou buchanky,
niténky a perlooCky, které patii mezi nejcitlivéjsi vodni
organizmy k vétSiné€ cizorodych latek.

Vyuziva se 24 (48) hodinovy imobilizacni test na perloockach,
kdy se hodnoti procentudlni zastoupeni dafnii neschopnych
pohybu a 21denni reproduk¢ni test, kdy se stanovuje vliv latky
na mortalitu a reprodukcni schopnost dafnii.

V soucasnosti JSOU Ve sveét€ | U nads pouzivany testy druhé
generace vyuzivajici klidova stadia bezobratlych

Testy jsou k dispozici v kompletnim komercnim baleni.



Toxicita

Testovaci organizmus je vylihnut z klidovych stadii (cyst,
efipii) béhem 20-24 hodin, pak probéhne 24 hodinovy akutni
test pi1 teploté 25 °C, kritériem hodnoceni je mortalita.

V soucasnosti [SOU nejvice vyuzivany tyto testy toxicity:

Thamnotoxkit F - vyuziva jako testovaci organizmus nizSiho
korySe Thamnocephalus platyurus. Tento test lze vyuzivat
jako alternativu ke konven¢nimu testu s perloockami.

Rotoxkit F - wvyuziva jako testovaci organizmus viinika
Brachionus calyciflorus. Zajimavy test pro CR, protoze
testovany virnik je béznou soucasti nasich ekosystémi.
Daphtoxkit — pracuje s klidovymi stadil perloocky Daphnia
magna.




Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea) - Zkouska
akutni toxicity. (24-48 hod., standardni podminky)

ISO 10706 Jakost vod - Stanoveni chronické toxicity latek pro
Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea). (21 dni)

ISO 20665 Jakost vod - Stanoveni chronické toxicity pro
Ceriodaphnia dubia. (7 dni)

ISO 14380 Kvalita vod - Stanoveni akutni toxicity pro
Thamnocephalus platyurus (Crustacea, Anostraca). (24 hod.)

ISO 20666 Jakost vod - Stanoveni chronické toxicity pro
Brachionus calyciflorus béhem 48 h. (inhibice ristu)



Toxicita

Testy toxicity na rybach — prvorada pozornost vodni
toxikologie.

Direktivy EHS a OECD (metodika v CR je v podstaté shodna)
uvadi Jako testovaci organizmy 8 druha ryb mezi nimi
Brachydanio rerio, Poecilia reticulata, pstruh duhovy a kapr
obecny.

Srovnavaci testy jednotlivych druhti akvarijnich ryb a pstruha
duhového zjistily vyssi citlivost k polutantim u B. rerio ve
srovnani S P. reticulata. Také samice P. reticulata jsou citlivési
K polutantim ve srovnani se samci téhoz druhu.

V porovnani S akvarijnimi rybami vyplynula vyrazné vyssi
citlivost Pd k polutantim. Z toho divodu neni mozné nahradit
velmi citlivé, ale naro¢né testy na Pd testy na akvarijnich rybach.



Toxicita

Akutni testy toxicity jsou provadény po dobu 24 az 96 hodin ve
statickych, semistatickych nebo pratoénych podminkach.
Stanoveni hodnoty LC50 se provadi pomoci probitové analyzy.

EN I1SO 7346-1(2)(3) Jakost vod - Stanoveni akutni letalni toxicity latek

pro sladkovodni ryby [Brachydanio rerio] - Statickd metoda (obnovovaci
metoda, pritocna metoda).

EN ISO 15088 Jakost vod - Stanoveni akutni toxicity odpadnich vod pro
Jikry dania pruhovaného (Danio rerio) (48 hod.)

Prolongovany test toxicity (smérnice OECD ¢. 204) - jde o
14denni semistaticky nebo prito¢ny test (vysledek 14dLC50).

V poslednim obdobi je tento test vyzadovan I U nas, pfedevSim U
vyrobktli exportovanych do stata zapadni Evropy.
ISO 10229 Jakost vod - Stanoveni subchronické toxicity latek pro

sladkovodni ryby-Metoda vyhodnoceni uc¢inku latek na rastovou rychlost
pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) (14 nebo 28 dni)




Toxicita

Za ucelem zvySeni citlivosti se zacaly k testim toxicity
vyuzivat rand vyvojova stadia ryb tzv. embryolarvalni testy
(smérnice OECD ¢. 201)

ISO 12890 Jakost vod - Stanoveni toxicity pro embryonalni a larvalni
stadia sladkovodnich ryb - Semistaticka metoda (96 hod.)

Pro sledovani dlouhodobého piisobeni toxickych latek jsou
zavadény chronické testy toxicity, kdy vysledkem je hodnota
nejvyssi pripustné koncentrace (NPK)

Vysledky z poslednich let ukazuji, Ze nejvys§i vypovidaci
schopnost o vlivu toxikantt na ryby mayji:

* histopatologicka vySetieni tkani ryb
e stanoveni rezidui Vv tkanich ryb
 1munotoxikologicka odezva ryb



Toxicita

 Histopatologické vySetieni tkani je zaméfeno predevSim na
jatra, ledviny, slezinu, zabra a mozek ryb. Zmény na
organech nejsou specifické pro individualni typ
Kontaminace, ale poskytnou informaci o pusobeni celého
Komplexu polutanti.

Imunitni odezva ryb na puasobeni toxikanti byla doposud
sledovana velmi sporadicky a vliv téchto latek na
mechanizmy imunitni odpovédi ryb je velmi malo znam.

Mezi uzivané metody posouzeni urovné nespecifické
imunitni odpovédi ryb patii stanoveni poctu leukocyti a
leukogramu, méfeni fagocytarni aktivity, stanoveni
celkového mnoZstvi imunoglobulini Vv séru, stanoveni
lysozymu v séru a fada dalSich.




Toxicita

Testy na urovni biocendéz — vyhodou je, ze toxicky ucinek
sledujeme v prirodé samotné, nevyhodou, ze zmény Ve slozeni
biocendz nemusi byt vyvolany primym ucCinkem sledovanc¢ho
polutantu.

Testy se vyuzivaji predevsim pii sledovani vlivu latek a
pripravkll aplikovanych do vodniho prostiedi (farmaka,

dezinfek¢ni prostfedky, medikovana krmiva aj.) a rovnéz K
sledovani ubytku rezidui téchto latek.

Druhou formou testi na trovni biocendz je sledovani
dlouhodobé¢ znecistovanych lokalit (napi. tézkymi kovy).



Toxicita

V téchto pripadech je provadéno prubézné chemické a
biologick¢ monitorovani jednotlivych slozek ekosystému
(sedimenty dna, zoobentos, narosty a ryby).

K opakované kontrole obsahu polutanti jsou urCeny tzv.
indikatorov¢ druhy, vétSinou jde o druhy nejrozsifenc;si.
Biologicky monitoring se Vv soucasné dobé zaclina vice
vyuzivat, jeho vyhodou je schopnost vypovidat o vlivu
polutanti v celém komplexu, se vSemi synergistickymi a
antagonistickymi vlivy (saprobni index).

U ryb existuje Siroké rozmezi fyziologickych hodnot
hematologickych a biochemickych ukazateld a vétSinou nelze
prakticky odlisit, zda se jedna 0 zmény fyziologické nebo o
zmeny vyvolané pusobenim ruznych polutantu.



Akumulacni bioindikatory ve vodni ekotoxikologii

pramenicka obecna eberuska vodni *chrostici
(Fontinalis antipyretica) (Asellus aquaticus) (Hydropsyche sp.)

L
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eslavicka mnohotvarna
(Dreissena polymorpha)

S A
*(Bithynia

*hltanovka bahenni
(Erpobdella octoculata)

slavka jedla
(Mytilus edulis)

«cejn velky
(Abramis brama)

*jelec tloust’
(Leuciscus cephalus)

sokruzanka rohovita
(Shaerium




Toxicita

Proto jsou hledany takové , biomarkery*, které by intenzivné
odrazely vliv znecistujicich latek a pfitom by vyrazné
nepodléhaly fyziologickému kolisani.
Vyuzivaji se tyto biomarkery:

— Inhibice acetylcholinesterazy

— Poskozeni DNA

— NarusSeni procest pii tvorbé hemu (tvorba porfyrint, inhibice
dehydratazy kyseliny delta-aminolevulové (ALAD) olovem

— Stanoveni hladiny methemoglobinu v krvi ryb
— Indukce vitellogeninu

— Test mikrojader (MNT)

— Hodnoceni ukazateli nespecifické odolnosti ryb
— Sledovani biomarkert oxidativniho stresu u ryb
— Cytochromy P450



Testy toxicity na erganizmech vodniho prostredi éﬁ

Hodnoty GSH byly signifikantné zvyseny U ryb z prostfedi vodniho
kvé€tu sinic ve srovnani s rybami bez sinic. Na druhou stranu byly u ryb
Z akvarii zjiStény signifikantné nizsi hodnoty GSH ve srovnani s rybami
Z prostiedi bez sinic.
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