Hodnoceni toxickych
vlastnosti:

Vyhodnoceni
ekotoxikologickych
testu
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Hodnoceni ekotoxikologickych dat
— Uplnost dat
— Spravnost dat
« Spolehlivost: jak dobre je studie provedena, jak
jsou interpretovany vysledky?
Jsou aplikovany a dodrzeny standardni metodiky?

« Relevance: je pouzity test vhodny?

Jsou vyslednée parametry stanoveny za
relevantnich podminek?

* Interpretace dat: nezbytné vyuziti expertnich
znalosti

* Napr. pokud je trvani testu odlisne, sledovanée
parametry ruzné (NOEC -EC50)....



Faktory ovlivnujici toxicitu

PUvod organismu
Aklimatizace
Abioticke faktory
— Foto-indukovana toxicita
— pH

— Tvrdost

— Teplota

— Obsah kysliku
— Organické latky
Fyziologicky stav
Vek

Pohlavi



Odpoved na stres:
prahova, bezprahova a hormeze

* Prahova — zadna biologicka odpoved pri nizke
davce, pak se odpovéd projevi se vzrustajici
davkou

* Bezprahova — bez biologicke odpovedi pouze na
nulove koncentraci

 Hormeze — pocatecni biologicka odpoved na
toxikant je pozitivni, pfi vzrustu koncentrace se
stava negativni (pfip. naopak?)




Prahova odpoved

Dose-Response Curve
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Bezprahova odpoved

.



Hormeze

vysoké a nizké davky
kontaminantu mohou mit
na organismus rozdilny vliv

Biological response

Increasing concentration of allelochemicals --——---->



Hodnoceni ekotoxikologickych
ucinku — prahova odpoved
Hodnoceni vztahu davka-odpoved:

ke stanoveni ,predicted no effect
concentration® (PNEC)

= predpokladana koncentrace nezpusobuijici
zadny ucinek

* |dentifikace nebezpecnosti: identifikace
Skodlivych ucinku



Hodnoceni ekotoxikologickych udinku

PNEC: PEC < PNEC: zajistuje komplexni ochranu
prostredi

PEC = predicted environmental concentration =
oCekavana environmentalni koncentrace

Vypocet PNEC:

nasobeni NOEC nebo EC50 prepoctovym faktorem
(faktorem nejistoty) za vyuziti statistickych
extrapolacnich technik

Prepoctove faktory jsou pouzivany k zohlednéni nejistot



Nejistoty:

— intra- a inter-laboratorni variabilita v
toxikologickych datech

— intra- a inter-druhoveé rozdily (biologicka
variabilita)

— extrapolace z kratkodobych na dlouhodobé
testy

— extrapolace z laboratornich dat na situaci v
prostfedi (synergistické, aditivni a
antagonistickeé ucinky...)



Hodnoceni ekotoxikologickych ucinkd

Akvatické prostredi:
Zakladni data: akutni toxicita pro ryby
akutni toxicita pro bezobratlé
test inhibice rUstu na fasach 3
Faktory nejistoty =

Assessment factors to derive a PNEC aquatic bezpecnostni faktory

Assessment factor

At least one short-term L(E)Cs, from each of three trophic 1000
levels of the base-set (fish, Daphnia and algae)

One long-term NOEC (either fish or Daphnia) 100
Two long-term NOECs from species representing two 50

trophic levels (fish and/or Daphnia and/or algae)

Long-term NOECs from at least three species (normally 10 ¢
fish, Daphnia and algae) representing three trophic levels

Field data or model ecosystems Reviewed on a case by case
basis
Species sensitivity distribution (SSD method) 5-1, to be fully justified on a

casa by case basis




Acute LCsq values of Carbaryl for 34 aquatic invertebrate species. The
fitted log-normal SSD has a mean of 3.497 and a standard deviation of

Species Sensitivity 2.063.
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Krivka davka — odpoved:
zakladni nastroj pro hodnoceni
toxickych vlastnosti latek



Krivky davka-odpoved jsou zalozeny na
normalnim rozlozeni biologickych
promennych

Normal distribution
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Populacni odpoved na toxicke latky je
zpravidla sklonena nalevo

>

frequency / score
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Intensity of stressor
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Koncept individualni tolerance: zaklad
modelu vztahu davky-odpoveds

* individualni ucinna
davka (IED) —
minimalni davka
vedouci ke smrti
jedince

tolerance

Number Cying

* geneticky urCena pro
kazdeho jedince

Number Dying of 10

Concantration



Krivka davka-odpoved

« Graf ukazujici biologickou odpoved, napr.
enzymu, proteinu, populace Ci
spolecenstva na rozmezi koncentraci
polutantu

» Krivka mortality - obvykle zobrazovana
jako zavislost kumulativni mortality na
vzrustajici koncentraci



Krivka davka - odpoved’
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Experimentalni design pro testy
toxicity
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Pokud nemame podkladova data — pro usporu materialu pri hledani
linearni Casti odpovedi > doporucen dvoustupnovy proces

Krok 1 — Skriningovy test

Exponovat 5 — 10 organismu 10x koncentraéni radé po 24 - 96 h
Cilem urcit rozmezi kde se nachazi 50 % letalni koncentrace (LC50)

o
=
=
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X
=
[X] mg/L
# mrtvych zadny zadny nékolik vSichni vSichni
Koncen. 103 10-2 10-1 100 101



Krok 2 — Definitivni test

Z pfedchozich vysledku — stanovit rozmezi testu
dolni = 102 =0.01 mg/L
horni = 10° = 1.0 mg/L

* Provest test s vyuzitim logaritmickeho meritka
koncentraci, protoze organismy zpravidla odpovidaji
logaritmicky na toxikanty

« Obvykle pouzit alespon 5 koncentraci + kontrola

— Kontrola — ovéruje toxicitu pozadi, fedici vody, media,
zdravotni stav organismu, vliv stresu testovaciho prostredi
(testovaci nadoby, osvétleni, teplota, atd.)

— Validita testu!! napf.uhyn >10% kontrolnich organismu -
neplatny test!



Priklad usporadani definitivniho testu

Pokus. zasah Redéni Koncentrace

(mg/L)

1 10-2 0.01

2 10-1-5 0.032

3 10-1 0.1

4 10-0-5 0.32

5 100 1.0

Kontrola 0.0




Design testu toxicity

Kontrol

6 mg/L

12 mg/L

25 mg/L

50 mg/L

100 mg/

Exponovano 20 jedincu/

koncentraci

Odpovéd po 24 hodinach, jedincu

0

0

1

6

13

17

OcC

povéd po 96 hodinach, jedincu

0

0

4

9

15

20




Vysledek testu

Koncentrace Kontrola | 6 mg/L | 12mg/L | 25 mg/L | 50 mg/L | 100 mg/L
ek 1 0% | 0% | 5% | 30% | 65% | 85%
bk 1 0% | 0% |20% | 35% | 75% | 100%

96 h




ldealni krivka davka — odpoved
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ldealni krivka davka — odpoved
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Hodnoceni ekotoxikologickych udinku

» Sledované parametry testu toxicity
kratkodobeé studie:
« LC50 (letalni koncentrace)
« EC50 (uCinna koncentrace)

dlouhodobe studie :
 NOEC (no observed effect concentration)
« LOEC (lowest observed effect concentration)
« EC10 (10 % effects concentration)
* ECx ( x % effects concentration)
« MATC (maximal acceptable toxicant concentration)



Parametry které mohou byt vypocitany
z krivky davka-odpoved

LD, — ucCinna davka, ktera zpusobi 50% mortalitu testovacich organismu

LC,, — 50% letalni koncentrace - u€inna koncentrace, ktera zptsobi 50%
mortalitu testovacich organismu

EC,, - uCinna koncentrace, ktera zpusobi ucinek (snizena reprodukce, rust atd.)
u 50% testovacich organismu, Ci ktera zpusobi 50 % maximalniho uc€inku, 50%
odpoved v testovaci populaci (mg/L, mi/L...)

IC.,, — inhibi&ni koncentrace, 100 | - CO Letdlni acinky
ktera snizi normalni odpovéd o 50% T LOEC i

NOEC ——- —— e
DalsSi zahrnujici jinou percentualni ro — f
zménu (10%, 20%, atd.) et I 2
ECO05, EC20, EC90, ... 40 #
Rozmezi EC20 — EC80 o # ~ Odhad

= ¥ _ EC50

Ne toxické —0—0" . . . !

u,1 1 10 100 1000 10000




Stanovované parametry

NOEC: No Observed Effect Concentration. Nejvyssi testovana
koncentrace latky, ktera nezpusobila statisticky vyznamny ucinek v

porovnani s kontrolou

koncentrace latky, ktera zpusobila statisticky vyznamny ucinek v
porovnani s kontrolou. NejblizSi vysSi koncentrace nez NOEC.

NOEL: No Observed Effect Level. NejvysSi testovana davka latky, ktera
nezpusobila statisticky vyznamny uc€inek v porovnani s kontrolou

NOAEL: No Observed Adverse Effect Level.
NejvyssSi testovana davka latky,
ktera nezpusobila negativni ucinek.
Je pozorovan ucinek, ale neni
povazovan za nebezpecny.
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—— LOEC |
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40 /‘
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v,1

1 10 100 1000  10(




VSechny testy toxicity se snazi urcit hladinu
toxikantu, ktera zpusobi nebo nezpusobi
zadny ucinek

MATC

« Maximum Allowable Toxicant
Concentration

* maximalni povolitelna koncentrace
toxikantu

— geometricky prumér NOEC a LOEC

— casto nazyvana “chronicka hodnota”
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« Testovane koncentrace by mély pokryvat rozmezi od koncentraci
nevykazujicich zadny ucinek az po 100 % letalni koncentraci

« Dobie vybrana koncentracni fada pro stanoveni EC50/LC50 ma jednu
koncentraci blizko EC50, a nejméné dvé koncentrace s casteCnym tcinkem pod
a nad EC50 — rozloZenych symetricky.

« Koncentra¢ni fada by méla byt v geometrickém méfitku. Redici krok
(koeficient) obvykle 2 az 10

« Priklady koncentra¢nich tad:
—1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000
latky s mirnym sklonem odpovédi (n€které pesticidy); koeficient fedéni 10.
—1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 ; ptikiejsi odpoveéd’, koeficient 2.
« Dobfe vybrana koncentra¢ni fada pro stanoveni LOEC/NOEC ma nékolik
koncentraci v oblasti nizkych odpovédi, nad a pod ocekavanou LOEC a

M4



Stanovovane parametry
NOEC

* No Observed Effect Concentration
= nejvyssi koncentrace, ktera jesté nevyvolava
ucinek statisticky vyznamné odlisny od
kontroly

* Odpoved populace v testovanych
koncentracich je porovnavana s kontrolou

* Hledame nejvyssi koncentraci, ktera
nezpusobuje toxickou odpovéd



Stanoveni NOEC

Kontrol




Priklad urceni NOEC

Porovnavame 3 testované koncentrace s kontrolou

Prezivajici
dafnie v
kontrole

20

20

20

20

20

Prezivajici
dafnie v
koncentraci

5 mg/L

19

20

20

20

20

Prezivajici
dafnie v
koncentraci

10 mg/L

19

20

20

19

19

.
3

Prezivajici
dafnie v
koncentraci

20 m/L

18

19

19

19

19




Stanoveni NOEC

« Studentuv t-test
 ANOVA (Analyza rozptylu)
* Dunnettuv test
« Williamsuv test
o LSD test



Studentuv t-test

Control 5 mg/L

Control | 10 mg/L

20 19,4

0 0,3

5 5
4
2,44949

Average value 20 19,8 Average value
Variance 0 0,2 Variance
No of observations 5 5 No of observations
Difference 4 Difference
t stat 1 t stat
P(T<=t) (1) 0,1869 P(T<=t) (1)
t krit (1) 2,132@ t krit (1)
P(T<=t) (2) 373 P(T<=t) (2)
t krit (2) 2,776451 t krit (2)
Control | 20 mg/L
Stf. hodnota 18,8
Rozptyl 0,2
Pozorovani 5
Rozdil
t stat
P(T<=t) (1)
t krit (1)
P(T<=t) (2)




Odpoved’

Vysledek analyzy rozptylu
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Nevyhody stanovenych parametru

 Jejich hodnota je silné zavisla na designu
experimentu a na:
— Poctu opakovani
— PocCtu testovanych koncentraci
— Procedure vybéru koncentraci
— Prirozene variabilite systemu
— Pouzitych statistickych metodach



Vypocet EC50

* Interpolacni metody
— Dvou davkova metoda
— Probitova analyza
— Logitova analyza
— Linearni regrese
— Nelinearni regrese



KFivka davka — odpovéd
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Dvou davkova metoda

095_p1
P> — P

log(ECS50) =x,, = x, + (x, —Xx,)

Nejjednodussi metoda odhadu
Pokud je EC50 zhruba znama
Jedna koncentrace v intervalu (20; 50)

Druha koncentrace v intervalu (50; 80)

10

Interval (20; 80) je zhruba linearni _ =},
80»
pro ucinek vs. log koncentraci

70¥
60>
50

407

300 Odhad EC50

Ocekavana odpovéd, %

20,

10¥

0 : *

EC0 EC100
»

vzristajici log koncentraci



Analyza krivky davka-odpoved
PROBITOVA TRANSFORMACE

Zalozeno na hypotéze ze resistence k toxikantum je
normalné rozlozena

Pouzit probitovou transformaci pro usnadnéni analyzy

Zalozeno na smerodatnych odchylkach, takze kazdy
probit je spojen s procenty odpovédi

Prumérna odpoveéd je definovana jako probit = 5,
vSechny probity jsou pozitivnhi = snazsSi vizualizace

Je mozno vyuzit probitovou analyzu k vypoctu LC;,
protoze probitova transformace zlinearizuje (narovna)
kKumulativni distribucni kfivku



Probitova analyza

« Odpovéd organismu na toxické latky = normalni distribuce
* Neni mozné merit primo normalni rozlozeni, nebot ucinek je
kumulativni - zobrazeni grafu kumulativni distribuce

Normalni rozlozeni Kumulativni distribuce

# Odpovidajicich

Davka Log Davka



Probitova analyza

Linearni regrese: zavislost uCinku na log koncentraci

100

25 -

log ¢



% Mortality

Prevedeni krfivky davka-odpoved na primku
(linearni odpoved)

* Problematické hodnotit kfivku
« Prevedeni krivky davka-odpoved na primku by hodnoceni usnadnilo

o Kumulativni distribuce Transformovano na
o .
o
S e Probit
A 4
@)
=
ho)
(D)
M)
) I D 0 oo
m g : \Va4 \AAA 4
5 : Pfimka (snadné&;si
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%  probit | %  probit | %  probit | % probit | %  probit | %  probit
0,2 2,122 |10,0 3,718 |30,0 4,476 |50,0 5,000 |70,0 5,524 |90,0 6,282
0,4 2,348 | 11,0 3,773 | 31,0 4,504 |51,0 5,025 |71,0 5,553 (91,0 6,341
0,6 2,488 |12,0 3,825 |32,0 4,532 |52,0 5,050 |72,0 5,583 |92,0 6,405
0,8 2,591 | 13,0 3,874 |33,0 4,560 |53,0 5,075 |73,0 5,613 /93,0 6,476
1,0 2,574 | 14,0 3,920 |34,0 4,588 54,0 5,100 |74,0 5,643 [94,0 6,585
1,2 2,743 | 15,0 3,964 |35,0 4,615 |55,0 5,126 |75,0 5,674 |95,0 6,645
1,4 2,803 | 16,0 4,006 |36,0 4,642 |56,0 5,151 |76,0 5,706 |95,5 6,695
1,6 2,856 | 17,0 4,046 |37,0 4,668 |57,0 5,176 |77,0 5,739 [96,0 6,751
1,8 2,903 | 18,0 4,085 |38,0 4,695 58,0 5,202 |78,0 5,772 [96,5 6,812
2,0 2946 | 19,0 4,122 39,0 4,722 |59,0 5,228 |79,0 5,806 [97,0 6,881
2,5 3,040 20,0 4,158 40,0 4,747 |60,0 5,253 [80,0 5,842 |97.5 6,966
3,0 3,123 |21,0 4,194 41,0 4,772 |61,0 5,278 |81,0 5,878 [98,0 7,054
3,5 3,188 |22,0 4,228 |42,0 4,798 | 62,0 5,305 |82,0 5915 |98,2 7,096
4,0 3,249 (23,0 4261 (43,0 4,824 [63,0 5332 [83,0 5954 |984 7,144
4,5 3,305 |24,0 4294 (44,0 4,849 [64,0 5358 [84,0 5994 |98.6 7,197
5,0 3,355 [25,0 4,326 [45,0 4,874 |65,0 5,385 |85,0 6,036 |98.8 7,257
6,0 3,445 |26,0 4,357 |46,0 4,900 |66,0 5,412 |86,0 6,080 |99,0 7,326
7,0 3,524 27,0 4,387 |47,0 4,925 |67,0 5,440 |87,0 6,126 |99,2 7,409
8,0 3,595 [28,0 4,417 [48,0 4,950 [68,0 5,468 88,0 6,175 (994 7,512
9,0 3,659 |29,0 4,447 49,0 4,975 69,0 5,496 |89,0 6,227 99,6 7,652

99,8 7,878




Vztah mezi normalnim rozlozenim a
smerodatnymi odchylkami

34.13%

Primér

S

13.6%
/ 2.13%
-2 -1 0 1 2

Smérodatna odchylka
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Priklad probitove analyzy

Koncentrace Mortalita %
(mg/L)

Kontrola 0/10 0
0.3 0/10 0
1 0/10 0

3 1/10 10

10 4/10 40

30 9/10 90

100 10/10 100

Prohlédnout data = ziejmé, ze LC50 by méla byt mezi 10 a 30 mg/L
Graf - fit line by eye (cca stejny pocet nad a pod kiivkou)




Vysledkem testu log normalni
distribuce (sigmoidni krivka)

100

80

7o Mortality “sigmoid curve”
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Transformace dat : Krok 1
zmenit osu “koncentraci” na logaritmicke

meritko
100
80~
% Mortality
40"
201~
U I__IIIIIIII 1 1 11111
10 M 100 1000

logarithmic scale | Concentration




Transformace dat: Krok 2
Prevést % odpovedi na linearni formu — napf. probit nebo logit
- vyuziti probit- nebo logit-linearizované krivky davka - odpoved

Linearni regrese — probit vs. Log koncentrace

99.9
99 [
90
84 6
% MDFTE'1|I1')|"5O 5 Probit
16
A0 4
| 1 3
Probit scale 0.1 Ne ANNEEEN SR EEET
10 100 1000

Concentration



Vysledneé primky nejsou prilis
rozdilne

" Probit

Probit nebo transformovany logit

Log koncentrace



Parametry toxicity odvozeny z
krivek davka-odpoved

95% confidence
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Odhad LC/EC z primky linearni regrese

Y =a+bX

* Y — transformovany logit/probit,
« X-logC,

* b — sklon regresni primky,

* a — Intercept regresni primky
vypocitat log(LC50)

vypocitat LC50=10'09(LC30)



Vyuziti LCx,

1. Aplikacni faktor

— LGCsy X N = = povolena davka

— Dobra pokud nemame lepsi informaci (chronickée
testy)

AL AN 4

3. Vede k chronickému testovani

 LC;, z akutniho testu neposkytuje ekologicky
relevantni vysledek = potreba testovani na vice
ekosystemove urovni

«  Probit je kompromis mezi proveditelnosti, naklady a
moznosti ziskat dostateCna data pro rozhodnuti o
environmentalni toxicite latky



Srovnani dvou toxikantu

100 ‘*H —
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Latka s odpovédi, kterou zobrazuje Cervena krivka
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Testy toxicity mohou byt vyuzity ke zhodnoceni
rozdilu v toxicité dvou latek (pozor pfi interpretaci!)

Figure 1.

18]
o

% Mortality




Sklon krivky davka — odpoved

* Dulezity pro odhad trendu toxicity.

* Toxikant s mirnym sklonem muze byt
nebezpecny na nizkych koncentracich | kdyz

EC50 je vysoka.
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Modely vztahu Cas-odpoved
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Hormeze

| response

Biologica

pocatecni biologicka odpoved na
nizSich koncentracich toxikantu
vykazuje opacny trend nez pri Increasing concentration of allelochemicals -—---->
vzrustu koncentraci

« Vztah mezi expozici kontaminantu a odpovedi organismu
muze byt komplikovanéjSi nez se drive véfilo
* \ysokeé a nizké davky kontaminantu mohou mit na

organismus rozdilny vliv (hormeze neznamena, ze ucinky
nizkych davek jsou prospésné, jenom to ze jsou odliSnéel!!)

« Zapracovani konceptu hormeze do ekotoxikologie a
hodnoceni ekologickych rizik je v souCasnosti limitovano
nedostateCnou znalosti mechanismu hormeze
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Regulacni souvislosti

Obecnée pouzivan prahovy model pro ne-karcinogeny, a
linearni bezprahovy model pro karcinogeny (vCetnée
radiace; EPA, FDA, a NRC).

Prechod na model hormeze by pravdepodobné zmirnil
nektere limity pro polutanty ve vzduchu, vode,
potravinach a pudé.

To by mohlo vést ke zmirnéni nakladu na dodrzovani
environmentalnich limitl a na remediacni projekty.

Tato zmeéna ale neni moc pravdepodobna, | kdyz s
ukazuje, Zze mnoho toxikantu vykazuje prahové nebo
hormezni pusobeni v nizkych davkach


http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Threshold_model&action=edit
http://en.wikipedia.org/wiki/Carcinogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Linear_no-threshold_model
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