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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Inovace tohoto pfedmétu je spolufinancovana Evropskym socialnim fondem a statnim rozpoétem Ceské republiky

20.3. Mikroorganismy - prezentace

CSN EN ISO 11348-3
Stanoveni inhibié¢niho G¢inku vzork( vod na svételnou emisi Vibrio fischeri

(ZkouSka na luminiscenénich bakteriich)

Albrechtova
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Procarvotes

+ DNA is not in a membrane; is a circular

chromosome.
Special stains

+ Lack other membrane-enclosed
organelles.

+ DNA is not associated with histone
proteins.

+ Capsule stain

4 Cell walls contain peptidoglycan.

Shapes of Procaryotes Procaryotes
+ Cocci: round ¢ Size
* diplococci ®® ° 0.2 t0 2.0 pm in diameter
* streptococci GOO® * 2 to 8 pm in length

« tetrads-groups of 4 88
+ Rods: coccobacilli <=
+ Spiral: vibrios, spirilla, spirochetes
N AN AANA AL

¢ Star-shaped, square flat cells, triangular

& Spravné nasazeni test G toxicity <&

Chemické
analyzy

Klasifikace
nebezpe €nych
latek
NBEZPECNOST

Testy toxicity

Inovace tohoto pfedmétu je spolufinancovana Evropskym sociélnim fondem a statnim rozpoétem Ceské republiky
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TEST TOXICITY:

experimentalni design

vzorek z ZP

- Testy jsou provad ény v adekvatni fedici radé!

- Biologicky materiél jen ve stejné kvalit &,
(80 %)

- Standardni podminky testu.

\_/

|

- co nejmén é fedit vzorek (80 %) — “faleSna nezavadnost”

|

? EFEKT ?
+ -

LOEC, NOEC, ECs, ICg...

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Provedeni testu na bakteriich

Testovaci kultura Kvantifikace

(uchovavani, kultivace) (vizudlni, instrumentalni)

\

Reakéni systém Vybrany

(optimalni podminky) - parametr

Vzorek Odpov éd
(odbér, uprava, fedéni) l

Hodnoceni

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)

20.3.2013



20.3.2013

Provedeni testu na bakteriich

Testovany vzorek — Inkubace Odpov éd’
5
Negativni kontrola Inkubace Odpovéd | 8
=
Pozitivni kontrola %

S

Blank Inkubace Odpov éd’

Negativni kontrola: vzorek nahrazen rozpoustédlem (!!! Redici Fada!!!

Blank: neni testovaci kultura

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
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vztah "davka - G¢inek"

100

G¢inek (%)

Intenzita stresu - davka (koncentrace)

Prevzato z metodického navodu Guidelines for E.RAS(EPA 1998).

- V8echny testy toxicity i genotoxicity by m  ély byt aplikovany v experimentech typu ,davka-
odpov éd™. Vzhledem k velmi obdobnému tvarut é&chto funk €énich zavislosti pro tém é&r vSechny
navrhované biologické systémy Ize vymezit obecné principy ho dnoceni vystup .

- Kvantifikované parametry ziskané z k fivek ,davka-odpov éd* dopln éné relevantnimi mirami
variability jsou vstupem do procesu posuzovani rizika .

©)
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ECHA BIOCIDE Monitor

Impregnace

# kultura Bacillus species
# indikatorové barvivo

(terzoliového typu)
@ Zivné médium

| Kontakt se vzorkem

U o~

Voda (extrakt) Sediment, puda, odpad

10 s kontakt se vzorkem

18 - 24 hodin inkubace (dle typu pouzité bakterie) 35-37 °C

PR TN

[ Bila ] [RuZzova (tegkovana)]| | Cervené |

[ Toxicky | [ Mirni toxicky | Netoxicky |

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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ECHA BIOCIDE Monitor

ECHA Biocide Monitor .

Organismus Bakterie — rodu Bacillus (G+).

Princip Test je zaloZzen na pouziti malého abgofpo papirku, ktery je
impregnovan testovacim organismem a indikatorovyarvikem
bakterialniho fistu (tetrazoliova &). Barvivo se redukuje v zavislosti
na koncentraci dehydrogenaz, které produkufitgmné bakterie.
Vyvinuta barva se interpretuje podléilpZené stupnice: toxicky vzorek
- bila, rizova nebo t&kovana - jako miréitoxicky,cervenda - netoxicky,
(Dutka a Gorrie 1989).

Trvani testu Kontakt systému se vzorkem 10 sekund + 18-24 hedlindtivace az
do vytv@geni barvy na prouzku s kontrolnim vzorkem.
Teplota 35 — 37°C.

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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GIT — rastov & inhibi éni test (EN ISO 10712, €SN 75 7730)

Turbidimetricky test — EN ISO 10712;SN 75 7730

Organismus

Pseudomonas putidasipadre fluorescens) G-.

Princip

Principem tohoto testu je kultivace bakterialnilnokula v tekuté zivné
pidé se vzorkem. Se zvySujici se rychlogsitu vznika intenzivisi
zakal. Pribeh testu se sleduje dfenim tohoto zékalu turbidimetricky
(Dutka et Kwan, 1982).

18 hodinové bakterialni inokulum seredi na poZadovanou hustotu a
nasazuje se do testovanych vzoek kontroly ve zkumavkach. Po 16
hodinové kultivaci v termostatu segith absorbance fi 560 nm a
vypate se % inhibice mikrobidlnihoistu ve srovnani s kontrolou.
(Alternativni A je 650 nm, kterd je optimalni pro Pseudomonas
fluorescens) (Dékal et Soldan, 1988).

Realéni smés (V)

100 ml dleCSN, gipadre nizsi.

Predkultivace 18 hodin.

Trvani testu 16 +1 hodin (6).

Teplota 23+1°C.

Trepani Urychluje pribéh testu (neni podminkou).

Pozitivni kontrola

3, 5 — dichlorfenol.

Aseptickéa prace

Velmi limitujici pouze # zakladani testu aspuchovavani kultury.

Doporuceni

Financné velmi vyhodny test. Vhodny k testovani odpadtoxickych
vzorki bez vysokého zéakalu a zabarveni.

toxickych latek
v prostredi

©)
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Miniaturizace test
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9 10 11

( For Help, press F1
/| vprostredi

TN

Miniaturizac

etest G

SPECTRA Rainbow Thermo; Serial number: ;

User comment:
Measurement mode:
Measurement filter:

Raw data

0,0670 0,0650 0,0650

0,0680

Absorbance

610

0,0670

0,0680 0,0720 0,075010;

0,0550 0,056p 0,1870
0,0620 0,052p 0,1680
0,056p 0,1570
0,0620 0,057p 0,2100
0,0710 0,056p 0,2150
0,0730 0,055p 0,2050

0,1650
0,1670
0,1910
0,0880
0,0910
0,0810

0,1940
0,1700
0,1680
0,0650
0,0820
0,0720

®,0670 0,0680

0,1470 0,1150 0,06764%|0,0800 0,0710

0,1500 0,1280 0,066620|
0,1530 0,1250 0,067680)
0,0660 0,0750 0,072650)
0,0700 0,0680 0,067650|
0,0690 0,0750 0,068670)

00,0710 0,0800
((0,0830 0,0760
((0,0780 0,0680
00,0740 0,0650
(0,0750 0,0790

IoTmMOUowm> |
)
°
>
@
&

0,0780 0,0750 0,0780

0,0640

0,0780

0,0620 0,0670 0,07303D;

®,0690 0,0690

Firmeav2.03; XREAD PLUS Version: V 2.00

0,05
0,06:
0,06(
0,05
0,06
0,05
0,06:
0,06:

oo oo oo

Zavislost inhibice ristu Pseudomonas putidaa
p¥itomné koncentraci - 3,5-dichlorfenol

inhibice bakteri
ri
IS
S

40

60 80

koncentrace dichlorfenolu

100

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
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Mérené hodnoty v
uzivatelském rozhrani
EXCEL
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v prostredi
Vyhodnoceni test G

Testovany vzorek - Inkubace Odpov éd’
&
Negativni kontrola Inkubace Odpovéd | » 8
=
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, he}
Pozitivni kontrola %

Blank Inkubace Odpov éd’ /

Aktivita (t1h) - Aktivita (tOh) v.s.

negativni kontrola

% inhibice (jako sledovany efekt)

Negativni kontrola: vzorek nahrazen rozpoustédlem
Blank: neni testovacf kultura

©)
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Scrazningoyé issty toxicity - apiikacs testl) na prokaryotickych
rmikrovrgarisinech

A 3 Dimensional Toxmap

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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MICROTOX

MICROTOX - Akutni test toxicity

(BioFix® Lumi)

Salinni baktérie Vibrio fischeri
vykazujici bioluminiscenci

> redukce intenzity biolouminiscence
vlivem plsobeni skodliviny

> vzorky: chemikalie, jejich smési,
odpadni vody, extrakty sedimentli a
pud

3 dobre reprodukovatelny

: we . ud El
g :
Reaktivace '
Priprava zakladniho
lgg mn roztoku, Uprava pH

|
BEBEEEEEE T

Pfiprava suspenze bakterii Pfiprava testovacich roztoku

=, Pridavek skodliviny
g [6] zatatek testu
l Inkubace 10-30 min

Stanoveni kone¢ne luminiscence

20.3.2013



MICROTOX

Microtox

Organismus Vibrio fischeri (G-)

Princip Jsou to testy na miské luminiscedni bakterii
Vibrio fischeri (ISO 11348 1998). Po prdté
expozici je m¥enym paramentrem inhibig
bioluminiscence. Kinetika inhibice je dagiji

sledovana v nasledujicich expadch intervalech
5, 15 a 30 minut s pouzitim jemreglicirady vzorku

1:1.

Vzorky by rdy byt p'ed n¥enim upravovany: pH
salinita (2 %). Je-li hodnota pH v rozmezi od 65,

neni nutné pH upravovat (BioOrbit 1996).
P7i Upraw pH je nutné citli¢ pripravit roztok HCI¢i NaOH o takové
koncentraci, ktera optimaénupravi pH roztoku co nejmensim objemem
— tim Ize zabranit nezadoucimurraeetni vzorku. Cely test probih&ip
teplo# 15°C. Test ma také variantu “solid phase”.

Realkéni snes (V) | 1 ml. Pondr vzorek:inokulum je 500:50@, pripadre i 800:200ul.
Predkultivace 10 — 15 minutova resuscitace lyofilizované baktérE’C).

Trvani testu 5, 10, 15, 20, 30 minut. Sleduje se jen jeden @ntpmebo kineticka
odpowd’ bakterie v gkolika zvolenych intervalech.

Teplota 15°C.

pH Optimum 6 — 8,5 pH.

Trepani Ne.

Pozitivni kontrola| ZnSQ.
Asepticka prace | Neni nutna.

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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| MICROTOX

0o,
FMNH, + RCHO = FMN + RCOOH + H,0 + 0,1h

BagStial Bioluminescence

Wall
Light

-Emise sv étla je siln &
Cytoplasmic . o
Substr: Amino acids, Minerals ‘membrane
}'-’ Lenis L exergonicky proces.
Transport processes. Coenxyme
NADH  Energy Luciferase

ATP E
DNA
Cytoplasmatic
Constituents

Membrane ATPase

Protonmotive force

Electron transport system

-Celkovy kvantovy vyt ézek bioluminiscence, tji. po ¢et kvant vyza fenych na
jednu molekulu spot  febovaného substratu, €ini asi 0,1.

-Bioluminiscen €ni systém je vlastn & boéni vétvi elektron G ve flavoproteinové
casti aerobniho respira éniho retézce.

- Mezi obéma vétvemi toku elektron G existuje sout ézivy vztah.
Pfitom afinita luciferazového systému ke kysliku je v étSi nez
systému respira éniho, takze pfi nedostatku kysliku klesa
rychlost respirace, a to az na 10 % maximalni rychlosti, aniz je
dot €ena intenzita luminiscence.

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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MICROTOX

©)

CSN EN 1SO 11348-(1)
Nazev normy:

Jakost vod - Stanoveni inhibi  éniho G €inku vzork G vod na
svételnou emisi Vibrio fischeri (ZkouSka na luminiscen €nich
bakteriich) - Cast 1: Metoda s Cerstvé pfipravenymi bakteriemi,

Tridici znak: 757734

Vydéana: leden 2000

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Mutatox
Mutatox
Organismus Vyuzivani bakterie Vibrio fischeri - ,dark mutant‘ za normalnich
podminek neluminuje (G-).
Princip Jedn& se o mutanta, u kterého je emis#lawzpisobena az reverzni

mutaci za pitomnosti mutagennich latek. (Ulitzur et al. 1980).
Lyofilizované bakterie jsou rehydratovany a exp@myv toxickou
latkou. Po 16-24 hodinach sesih emise sitla luminometrem. Test je
provacn s i bez enzymové aktivace S9. PouZiti +S9 jedpops praci
Johnson 1992,

aplikace bez -S9 &anku Kwan et al. 1990.

Reakni smés (V) | 5004l

Predkultivace 30 minut v 37C vodni lazni.

Trvani testu 16 —24 h.

Citlivost Dodani S9 s@si ma tendenci zvySit detek limit a sniZit jednotnost
vysledk, coZ mize byt vysitleno nestandardnimi podminkami pro
metabolizaci (bakterie vyZzaduje jen P&, zatimco S9 séa byla
vyvinuta pro Ames test/ip37° C). S vysledky Mutatoxu takéiie
interferovat cytotoxicita (stejny/fpad i u Ames testu). Zde se vSak
miize provést jako kontrola poputa riistovy test zaloZeny na kigné
hustot. (Willemsen et al. 1995).

Byla potvrzena vysoka 93 % shoda s Ames testeraylteyg al. 1994).
Mutatox byl schopen z 82% spravadliSit (ne)karcinogenni latky ve
srovnani s Ames testem, kterdl tato schopnost nizsi (73%).

Teplota 23+1°C.

Trepani Ne.

Pozitivni kontrola| 2-AA, 2-AF, BaP..

Asepticka prace | Ano.

Doporuceni Test je doporéen provadt v kombinaci s Microtox testem, ktery mu
musi gredchézet (Hauser et al. 1997).

20.3.2013
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ATP — TOX system

ATP-TOX system vyuZivd m éFeni aktivity bun &€né ATP jako indikatoru r tstové inhibice.

Adenosin trifosfat je velmi d _uleZzitd, vysoce energetickd slou €enina, kterou syntetizuji Zivé
organismy v bu fkach pro ukladani lehce p Fenosné energie. Ta je vyuzivana v bu fikach v
misté aktualni pot feby. Pokud bu nka zaéne z jakychkoliv d Gvodi sniZovat intenzitu
metabolismu, Ize citliv_& pozorovat snizeni tvorby ATP__ (aniz by do$lo k Gplnému odum Feni
bu nky).

Zéakladni test pro m éFeni ATP je zaloZzen na m éFeni svételné luminiscence, ktera nasleduje
po reakci luciferinu s ATP za p  Fitomnosti luciferazy a ho Fe€natych iont G. Tento systém m ze
byt vyuzit pro m éreni jakékoliv bakterie nebo Fasy, kterd rychle roste v laboratornich
podminkach:

luciferaza
- luciferin + ATP + O2 -------------- > oxyluciferin + AMP + PPi + CO, + svétlo (~562 nm)
Mg2+

- 18-24 hodinova bun ééna kultura se na fedi na pot febnou hustotu a p Fida se k jednotlivym koncentracim
testovaného vzorku. Zkumavky se inkubuji na rota  €ni tfepacce po dobu 5 hodin a po té se m éfi celkové
mnozstvi vyprodukované ATP pomoci luciferin-luciferazové a ktivity (dodava se luciferin-luciferdzovy
roztok do testované sm_@&si) na luminometru. Vzorek m Uze inhibovat schopnost p Fidané luciferdzy m é&fit
produkci ATP, proto je t Feba jeSt & ovéfit, zda tento jev nenastal. Cely postup m  éfeni je stejny jako u ATP,
ale misto bakterialni kultury se pouziva sterilni médium ste jného obsahu, jako je v bakterialnim inokulu.
Testovani vzork u, které zp usobuji vySsi inhibici luciferazové aktivity, by m élo byt zopakovano s
podrobn &jSim fedénim.

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

ATP — TOX system

Extraiae /AP

= ,rozbiti bun ééné stény a uvolnéni bunécného
obsahu vcetné ATP

extrak €ni €inidla: TCA, H,SO,, detergent -
benzethonium chlorid, DMSO...

mozna inhibice luciferdzy extrakénim Ccinidlem --->
nutné fedéni (TCA) nebo neutralizace (benzethonium
chlorid, H,SO,)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)
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ATP — TOX system

StanoxanisATP

A Atp Reagent ATP Standard
— C

w

LUMINISCENCE

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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ATP — TOX system

ATP-TOX systém

Organismus Libovolna kultura.

Princip ATP-TOX system vyuZiv&ieni aktivity budcné ATP jako indikatoru
riistové inhibice.

Zakladni test pro dFeni ATP je zaloZzen na éieni svtelné
luminiscence, ktera nasleduje po reakci lucifesndTP za fitomnosti
luciferdzy a heéecnatych ionf.. Tento systém e byt vyuZit pro éfeni
jakékoliv bakterie neborasy, kterd rychle roste v laboratornich
podminkéch (Dutka 1988). Zkumavky se inkubuji te'nd tepaice po
dobu 5 hodin a po té seéih celkové mnozstvi vyprodukované ATP
pomoci luciferin-luciferazové aktivity (dodava seiferin-luciferazovy
roztok do testované si) na luminometru.

Vzorek nize inhibovat schopnostfigané luciferazy m¥it produkci
ATP, proto je fteba je&t ow¥it, zda tento jev nenastal..

Reakéni smes (V) | 1 ml. (200 ul roztoku enzymu + 800 ul vzorku)

Predkultivace Zavisi na typu kultivovanych béln(18-24)

Trvani testu Po prokrhlé expozici se provede rozruserhsburek (cinidlem — TCA,
trichloroctova kyselina, sono — ultrazvuk). Timd#ok uvold@ni ATP do
roztoku, ze kterého se odebird 800 ul vzorku dkérdasn@si.

Teplota Zavisla na vybrané kulte.

Trepani Doporu’ené.

Pozitivni kontrola] Chemické latky musi byt vybirany s ohledem na nwoZnaktivaci
enzymu (viz princip).

Aseptickéa prace | Ano

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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ATP — TOX system

Automaticky BIOSENZOR

i Write-on
Label
T

F Threads
: : : “: Premoistened

Swab

Swab Twist Count o

Clear Liquid
[}
Results in 30 Seconds!

{tums blue)

Luciferin/
Luciferass
Tablst
Centrum pro vyzkum <

toxickych latek
v prostredi

Testy toxicity se vzorky pevné faze

Organismus
(bakterie, Fasa, korys)

Kontaminant

Sorbovany | ka | Rozpust ény

podil  [* podil
Pfirozena vazba
organism G
na pevné éastice | ., .
P Castice

Kontakt organismu s
kontaminantem

Centrum prc
toxickych latek
v prostredi
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Dehydirogenaznibaiktitita

Expozice bakterie probiha p fimo ve vzorku pevného skupenstvi.

Jeji metabolicky stav je hodnocen pomoci m  éFeni aktivity dehydrogenéz. Suspenze
bun ék B. cerea spektrofotometricky ov  éfené koncentrace je p Fidana do suspenze
vody a pevného vzorku.

Po inkubaci (2h, 70 rpm, 25° C) je do suspenze p Fidan resazurin (oxido-reduk éni
barvivo indikujici aktivitu bakterialni dehydrogena zy) ve fosfore €nanovém pufru. Po
15 min. je sm és zcentrifugovana a reakce p feruSena filtraci supernatantu p  fes
membranovy filtr (velikost pér @ 0,2 mm). Zredukovany resazurin m  éni barvu, je
tudiz mozné miru jeho p Femény spektrofotometricky kvantifikovat

Pfesné PP
definovana |_|/— PP
koncentrace _—

Fosf. pufr + Ziviny
Inokulum —— —
S éﬁ Navézka sedimentu

inkubace (2h, 70 rpm, 25 °C)
+ resazurin

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Dehydirogenaznibaiktitita

OII:D/OM O@;:j@%

y
(o]
Resazurin Resorufin
Amax = 601,2nm Amax = 571,4nm
modrofialova rizové barva
barva

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Test na aktivitu dehydrogenaz

Test na aktivitu dehydrogenaz

Organismus

Bacillus cereus, G+, (CCM 2010).

Princip

Jednd se o test, ve kterém je aplikovana shirkaturk bakterie
Bacillus cereus fimo do vzorku pevného skupenstvi a jeji poSkoeeni s
sleduje pomoci spektrofotometrického ¢/femi  znén v mnoZstvi
specifickoho substratu resazurinu (601nm), jehalukee je Urrna
zmenam v aktivig dehydrogenaz sledované ldkin
Alternativou odeétu vysledki je spektrofotmetricka detekc
vznikajiciho resorufinu (571nm). (R6nnpagel etl95).

Realéni snos (V)

6 ml.

Prredkultivace

18 hodin pi kontinualnim #epani (220 rpm) # teplo 21 °C,
(OD501=0,4).

Trvani testu 4 hodiny.
Teplota 21°C.
Tiepani Kontinudlni ¥epani 70 rpm.

Asepticka prace

Pouze pi praci se zasobni kulturou.

Vyhody

Bezextrakni test matrice pevného skupenstvi. Tato metodajees

Gc¢inky i tch kontaminant, které jsou vazané na povrch pevnych
caste’ek pid a sedimerit

Vyhodou je jeho metodicka ,benevolentnost” /&a@mnosti kysliku a

dobrd rozpustnost resorufinu ve voda tim jeho jednoducha

extrahovatelnost.

toxickych latek
v prostredi
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Centrum pro vyzkum

Toxi - Chromotest ™

Toxi-Chromotest, Toxi-ChromoPad

Organismus

Escherichia coli , gramnegativni (G-), K12 OR85.

Princip

Princip obou test je zaloZen na schopnosti toxikaimhibovat de novo
syntézup-galaktozidazy v kmeni Escherichia coli, mutanttivéimu
predevsim k pesticich, mykotoxiim a #zkym kowm (Kilroy et Gray
1995). Toxi-Chromotest je mikrode&tvy test, ktery slouzi k testovani
kapalnych vzork a roztoli chemickych latek. P ToxiChromoPad
variante test probih& ve zkumavkach. Vzorky se pak aplieufiltracni
papiry se substratovou impregnaci (test pro sedipgidy).
Lyofilizované bakterie jsou oZiveny &hzivného média a specifického
induktoru pro fenotypovou produkci enzymu. Jsoued&s smichany s
testovanym vzorkem, kteryibe inhibovat obnovovaci proces a syntézu
p-galaktozidazy. Ses je u Toxi-Chromotestu nanaSena do
serologickych destek a mnoZstvi enzymu je stanoveno
semikvantitativa kolorimetrickou reakci neboiie byt kvantifikovano
na c¢tecim zdizeni pro destky (Reinhartz et al. 1987). Vipad
ToxuChromoPadu jsou vysledky hodnoceny jen sromnapytvdené
kontrolni barvy na filtrénim papfe s variantou vzorku (EBPI, 1995),
(Kwan 1993, Kwan 1995, Rao et al., 1991).

Citlivost

Kwan et Dutka 1990 srovnavali tyto testy s MicrBtotestem.
Predevsim u vzoiksediment jsou tyto testy méreitlivé, nez Microtox.
Naopak u mykotoxiha pesticid byl ToxiChromotest citlgsi (Kilroy
et Gray 1995).

Reakini smés (V)

U Toxi-ChromoPadu je reahki sn¥s 50044, u klasické mikrodestkové
verze Toxi-chromotestu 2.

Piedkultivace Dostate'nd doba resuscitace 10 minut.

Asepticka prace | Asepticka prace je nutn&igakékoliv manipulaci se zasobni kulturou.
Trvani testu 2 hodiny.

Teplota 37°C

20.3.2013
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Toxi - Chromotest ™

Recovery Medium if material Is non-toxic:
i bacteria recover and grow

a
Sample Materlal

y

- Smthesisof g calour o

chromogenic
substrate
added

no
no synthesis of
- no osidase ¥ _colour

if material is toxic:
bacteria do not recover

-The activity of the induced (by cocktail containing a specif ic inducer of B-galactosidase )
enzyme is detected by the hydrolysis of a chromogenic substra te

-It is sensitive to a wide spectrum of toxic substances such as heavy metals , and organic
and inorganic pollutants , and may be used to detect the presence of toxicants in water and
soil/sediment extracts

- If the sample is not toxic, a distinctive blue (or yellow) colour quickly develops

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

Toxi - Chromotest ™

Prehled v praxi nejéastéji pouzivanych substratli pro stanoveni beta-
galaktozidazy:

- ONPG BEZBARVA - ZLUTA
-CPRG NAZLOUTLA - CERVENA

Chlorophenol red-beta-D-galacto- pyranoside,
monosodium salt

-X-GAL ZLUTA - MODRA

-5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-
galactopyranoside, crystals

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)
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Toxidhiroma=RPdR®

Toxidhromeades®®

Ukazka KITu na stanoveni toxicity v pevné matrici

Ukézka KITu na stanoveni toxicity v kapalné matrici

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)

®  environmental
c I bio-detection
products inc

Toxi

- ChromoPad ™

| Toxi - ChromoPad |

3,13% | 0,5g of samples

Control
6,25 %

125 %
25 %
50 %

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)

20.3.2013
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| MetPad, MetPlate, FluoroMetPlate, MetSoil |

Enzymova inhibice
syntézy B-galaktozidazy

35°C, 90 min., rehydratace lyofilizované kultury

- specifita na t ézké kovy X velmi slaba reakce na zne €isténi organickymi polutanty
- test provad ét vzdy v kombinaci s jinym testem,

- FluoroMetPlate - fluorogenni substrat

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

MetPlate

MetPlate

Organismus Escherichia coli (G-).

Princip téchto test je obdobny jako u Toxi-Chromotestu. Bakterialni
odpowvdi na toxicky vzorek je diena indukovana syntéza enzyfh
galaktozidazy mutantniho kmene E. coli (Bittonl.et2092, Kong et al.
1995). Intenzita syntézy enzymu je zavisla na wigtaiu buek.

Reakéni smés (V) | 1 ml (10044 inokula + 90044 vzorku)

Trvani testu 1 hodinu.

Teplota 35 °C.

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)
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Testy vzorki pevné faze

Iohbilni
st I o siln g ]

TREND:

Toxicita vodného Toxicita organického
vyluhu - ve vodé extraktu - celkova
rezpustna {mobilni}) (extrahovatelna
cast kontaminace cast) kontaminace

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)

Testy vzorki pevné faze

—o—Vodny vyluh
—{1 Solid-phase test

—— Organicky extrakt

©
o
L

[
o
L

Inhibice (%)
S

Koncentrace vzorku (mg .mll)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

20.3.2013
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Testy vzorkii pevné faze — DOPORIGENI DO BUDOUCNA

©)

Bioavailable fraction

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

Hodnoceni bakterialnich test

Vyhody Nevyhody

nizka finanéni a asova jednobunécny
narocnost organismus
citlivost testovani extraktu
uchovavani a priprava vliv zékalu vzorku

testovacich organism

pouze akutni G&inky

miniaturizované

provedeni

instrumentalni metody

©)

laboratorni podminky

omezena extrapolace
vysledku

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

20.3.2013
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Trendy ve vyvoji bakterialnich test

standardizace metod

miniaturizace provedeni

moderni instrumentalni analytické metody

SPT testy (testovani ucinkd biodostupné frakce)
KOMBINOVANE

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)

MARA

MARA (Microbial Assay for Risk Assessment)

The MARA product is a multi-species toxicity test based on
an array of 11 micro-organisms that

is simple to use

provides a ‘battery of tests’ within a test
produces data for 11 test results

can be used to produce toxic fingerprints of
chemicals or environmental samples
requires small sample volumes

@o ra
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MARA

The MARA test includes genetically diverse
organisms from the following groups:

Bacteri a

Prokaryotes
 Gram +ve

e Gram —ve

Eukaryote

e yeast

@o ra

TEST TOXICITY :
experimentalni design

Scan
Preparation Assay Incubation Data Analysis
Lyophilised Organisms Substrate 30°C Dedicated Software
Reconstitution Medium + Dye 18h
30°C Sample
4h Dilution series
Inoculation

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)

20.3.2013
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Protocol

(1234567 891011 12)
A OOO0OO0OO0O0O0OOOOO | st conra
B OOOOOOOOOOOQ |# oiscar

c 000000000000
Inoculate from H, Ato G D ..‘.mm..
E 000000000000
F 000000000000
C 9000000000000
(H OOOOO0OOOOOOQ0Q ) reconsitute

1 )

Control

Serial Dilution

Q rG Freeze-dried .Sample, Medium&
micro-organisms Medium &Dye Dye

Microbial Fingerprint (effluent)

A microbial fingerprint can be derived
from the analysis

) PR — .
S o RN v
B0 -9 -9
--‘ -J\ -a $ ' * l_- - :1
Qe ® -9 -0 -
00 -06 -
& - @@ o
- . 3- = 5 L Bdas
1 A . .J(-\
e . . 5
7 r
& ]e ® -
- -

(i e mie . .
Yo ® Gl 0640006378 - oy
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MARA Software — Image Screen

The plate image is copied into the image analysis

software

XTI
s

P00 00 |
00000

LY

Species Response

When the data generated by the software is plotted , each of
the species shows a different response to the toxic ant.
060007005 —e—Sp1
—a&—Sp 2
100
90 Sp3
g 80 - spa
%’ 70
g oo —%—Sp5
'_E 50 —e—Sp6
= 40
30 —+—Sp7
20 ——5Sp8
18 = h—,— S
o] 20 40 60 80 100 Sp 10
Sample Conc (%) Sp 11

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)
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Mara Starter Pack

@ora

Micsuhial Array for Toureiiy
Risk Asseyamar

f e~

:g’é {

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Zarazeni do baterie teat

Dle cile hodnoceni
a dle typu vzorku

Aspekt trofické urovné
testovaného organismu

Minimalni vyb ér:
- bakterie
- rasy
- bezobratli

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)

26



Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)

Ekotoxikologické biotesty

Testy genotoxicity
2013

Pavel Cupr

cupr@recetox.muni.cz

Ld
~
I—l'j NERS7,
x> * * o 55 s,
. X 2l °
evropsky RN £ i
socialni

X - MINISTERSTVO SKOLSTVI OP Vzd&lavani 4 &
U fondvCR EVROPSKA UNIE LADEZ= A TELOVYCHOVY  pro konkurenceschopnost ANA Y

NSV
2
Vensis

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Inovace tohoto p fedmétu je spolufinancovana Evropskym socialnim fondem a statnim rozpo étem Ceské republiky

GENOTOXICITA

> toxicita pro genom

> genotoxické faktory jsou schopny interagovat s DNA
za vzniku reverzibilnich i ireverzibilnichzm  én

» poSkozeni genomu m UZe nasledné vést Kk
mutagenezi , karcinogenezi , indukci fag G, bunécné
smrti, chromozomalnim aberacim _ a dalSim nemén é
zavaznym d usledk im

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)
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UCINEK

| Populace | | Spoléenstv0|

Parametry Strukturni a Homeostaze a
populace funkeni diverzita homeorhéza

Individuum

Nespecificka
toxicita

Specifick&
| Letalni (Einek | | Subletaini dinek | toxicita

l l Genotoxicita

| Vitalita/mortalita |

Rist/inhibice |

-nepolarni narkéza

Endokrinni
toxicita

-polarni narkéza

-blokovani  respiraniho  retézce  (respiratory

-inhibitor AchE
-membranové iritanty Teratogenita

-poskozeni CNS

Centrum pro vyzkum Reproduléni
toxickych latek .
v prostredi toxicita

MUTACE

» za mutaci je povazovana jakakoliv zm__éna v_genetické

informaci bun ék, kterd neni vysledkem rekombinace G&i

segregace p fi déleni bun ék, a je prenaSena do dalSich

generaci bun ék €i jedinc a.

» proces vzniku mutaci je ozna ¢€ovan jako mutageneze.

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)
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MUTAGENEZE

nékolikafazovy proces

genotoxicka latka s mutagennimi G ¢€inky po vstupu do
organismu a na zaklad & své toxikokinetiky pronika v p__ avodni €i
zménéné podob & do bu iky (faze 1).

nasledn & dochazi k interakci s DNA v genomu, jejichz
podstatou je kovalentni vazba na molekulu DNA, interkalace
mezi fetézce dvojSroubovice, interakce s  mitotickymi
strukturami ( faze 2).

mutace, tedy zm éna v genotypu, kterd neni letalni, m Gze
v urcéitém ¢asovém horizontu vést k transkripci a realizaci
zménéné informace, ktera se nasledn & promita v podob é
mutantniho fenotypu _ (faze 3).

procesu mutageneze nemusi byt dokon ¢&en v pfipadé, Ze dany
genotoxicky zasah je pro danou bu nky letalni ¢&i mutace byla

véas opravena .

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

GENOTOXICKE FAKTORY

Fyzikalni faktory

Prirodni Antropogenni
faktory faktory

Chemické faktory

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)
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AKTIVACE PROGENQTOXINNU .

pfimé mutageny- skupinallatek, jez vykazuje své genotoxické
Gcinky ve stavajicim: stavu dikyifiomnosti sil@ elektrofilni
skupiny.

112
o

ne@imé mutageny— latky, jez za rnormalnich; podmin
nevykazuji .genotoxické dinky, ale v gipatt enzymaticke
piemeény ziskavaji vhodnou molekuléarni i;strukturu, -kt
umoziuje &innou interakci.s DNA.

%)
=
D

progenotoxicka aktivovany
latka genotoxin

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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AKTIVACE PROGENOTOXINIU

Nej¢astéji  vyuzivanym  provedenim  metabolické
aktivace je pfiprava mikrosomalni frakce (S9 frakce):

> Jaterni mikrosomalni frakce z
potkan G €i mysi

» mikrosomalni frakce z plic, ledvin
¢i mozku potkant a mysi

» jaterni mikrosomalni frakce
lidskych jater - = e

58 fraction
fsupsmatant)

» jaterni mikrosomalni frakce z ryb

+ Phasa |and || snzymes
+ No induction modelled

Y

rostlinna mikrosomalni frakce

+ Easy to use, cheap

..
\‘\‘ | ) ' + Neads oa-taotore
hepatacytes = ;:{
* Phase | and Il "j X\l
P FEN, v

* Cross species stabiliy
comparisans

-L o c @ 100,000 xg
- Induction ususly poorly cuttures 0 yield microsome fraction
rodalied

. + Phase | enzymes only
Phase Land | st |
+ Inducsion modalled + Nosindhuction madelled
y - Best i vivo model 3
Centrum pro vyzkum e ot o o e ches
toxickych latek
Vv prostredi

©)
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PREHLED NEJPQUZIVAN EJSICH TESTU
GENOTOXICITY A MUTAGENITY

VYHODNOCOVANI, INTERPRETACE A
EXTRAPOLACE VWSLEDK.U TESTU

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)

DETEKCNI SYSTEMY GENOTOXICKYCH UCINKU

e Jednoduchost

* Rychlost L i
Zivodichové
. . Rostlin
Detekéni y
Houby systémy
. e Interpretace
Bakterie 2
« Extrapolace

20.3.2013
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PRINCIP BAKTERIALNICHI TEST'U GENOTOXICITY

TFi principialné odliSné modely pro detekci genotoxickych faktor(:

» model 1: DNA |éze vede ke zméné smyslu informace

V dusledku indukce reverzni mutace dochazi k obnoveni urcité
vlastnosti bunék testovaciho kmene, ktera je nasledné sledovana.

> model 2: DNA léze indukuje SOS odpovéd zahrnujici SOS
mutagenezi

V duasledku indukce poSkozeni DNA je spustén systém SOS odpovédi,
ktera je determinovana skupinou SOS gend, jejichZ aktivace je nasledné
sledovana na zakladé prepisu vhodného sprazeného reportérového genu
(specificky fazni gen SOS gen::reportérovy gen).

> model 3: DNA Iéze vede ke smrti bunky

Dusledkem poSkozeni DNA u kmenuU bunék, které nejsou schopné
opravovat vznikla poskozeni, je bunééna smrt.

PREHLED BAKTERIALUNICH TEST/U GENOTOXICITY

> model 1: * Amesuv test — vznik histidin-prototrofnich CFU (Ames et al., 1975)
¢ Ara-test — vznik L-arabin6za-rezistentnich CFU (Englesberg et al., 1962)
¢ Ampicilinovy test — vznik ampicilin-rezistentnich CFU (Lee et al., 1994)
* Reverzni test na E. coli — vznik tryptofan-rezistentnich CFU (Bridges, 1972)
¢ Mutatox — obnoveni bioluminiscence bunék (Johnson, 1992)
¢ GFP test — obnovenéa schopnost produkce GFP (Cariello et al., 1998)

» model 2: * SOS chromotest — indukce prepisu sulA::lac-Z (Quillardet et al., 1982)
¢ UmuCtest— indukce prepise umuC::lac-Z (Oda et al., 1985)
¢ SulAtest —indukce prepisu sulA::lac-Z (El Mzibri, 1996)
¢ RecAtest— indukce pfepisu recA::luxCDABE (Min et al., 1999)
¢ Vitotox — indukce prepisu recN::luxCDABE (Van der Lelie et al., 1997)
¢ Lux-fluoro test — indukce prepisu recA::luxCDABE (Baumstark-Khan et al.,
2001)

> model 3: * Reparacni test — pokles poctu CFU v dusledku poSkozeni DNA (Green, 1977)

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

32



AMESUV TEST |.
Specifikace

» jednoduchy screeningovy nastroj, ktery je nejCastéji
pouzivan a jako jediny vSeobecné doporu¢ovan
narodnimi normami

Princip

> test je =zalozen na indukci reverznich mutacich v
histidinovém lokusu v bunkéch geneticky modifikovaného
kmene Salmonella typhimurium

» reverzni mutace je spojena s pfeménou histidin-auxotrofnich
bunék (His") na histidin-prototrofni (His*)

» histidin-prototrofni bunky jsou nasledné schopné rust v
meédiu bez pfitomnosti aminokyseliny histidinu

» obnova rUdstu a metabolické aktivity je signalem
genotoxickych uc€inkd testovaného vzorku

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

Amesuyv test

Bruce Ames (nar. 1928)

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Amesuyv test

o —

@ Médium @
s histidinem
® e

& Normalni g

Na normalnim
médiu umira & médium @
- -

» UmozZuje studium reverznich mutaci u histidin — deficientnich
kmen( bakterie Salmonella typhimurium. Tyto auxotrofni mutanty
pfezivaji pouze na médiu obsahujicim histidin.

» Plsobenim mutagenu dojde u nékterych bunék k reverzni mutaci,
ktera zpusobi ,opravu“ genu pro syntézu histidinu. Bakterie s touto
mutaci tak znovu ziskaji schopnost tvorby histidinu a preZivaji i na
meédiu, které histidin neobsahuje.

Amesuyv test

?
Negativni  Pro¢ Ize i na negativni

kontrola kontrole (tj. na misce bez
SPONTANNI jakéhokoliv mutagenu)
REVERTANTI pozorovat nardst
bakterii?
Miska s ? .
testovanou Interpretujte vysledek
latkou testu? Lze timto
vysledkem potvrdit
GEQS;E;AEEA genotoxicitu latky?

N ?
Pozitivni  vysvétlete, jaky vyznam
kontrola ma pozitivni kontrola (tj.
SLOUZI KE KONTROLE ap“kace Znémého

PRUBEHU TESTUAPRO Mutagenu).
SROVNANI

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

20.3.2013
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Vysledek Amesova testu

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)

Ames av test — automatické
ode €teni vysledk

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)
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AMESUV TEST

Fluktua éni verze Amesova testu — Mutachromoplate ™
(EPBI)
Vyhodnoceni: pocet pozitivnich jamek (Zluté) X negativni
kontrola.

(statistické vyhodnoceni — Poissonova distribuce).

Pfipadné pocitame mutagenni aktivitu (M.A.).

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)

MUTATOX |.

Specifikace

» kratkodoby, velmi citlivy screeningovy test zaloZeny opét
na indukce reverznich mutacich (model 1.)

Princip

> test je opét zaloZzen na indukci reverznich mutaci v dusledku
iniciace substituci, translokace, inhibice syntézy DNA nebo tvorby
DNA aduktd genotoxickymi latkami v _luxCDABE operonu
geneticky modifikované bakterie Photobacterium phosphoreum
(Vibrio fischeri) M 169, kter4 neni schopna luminovat (dark
cells)

» test probiha v tekutém médiu !! v kyvetach, ¢i mikrodesti¢kach

» v dusledku reverzni mutace je obnovena schopnost luminiscence
bunék a na zakladé jeji kvantifikace je odhadovan genotoxicky
potencial testovaného vzorku

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Model SOS reguld&niho systému

slaba

EXTGSQ

lexA

>20 cilovych

geni

t

DNA
poskozeni

indukuijici
signal

akumulace

LexA rerresoru

pokles trovng

testy modelu 2.

Schéma spazeni SOS repar#&niho mechanizmu s
reporterovym genem = funkce fizniho genu

aktivovarého RecA
aktivace RecA pokles tGrovng
proteinu sigpalu
Le;ziiprzzgru reparovana DNA
1
o |
signal
@ ' @ rep[:r\rée a
jiné
aktivovany SOS fugkce
] e @ \T /
lexA >20 cilovych gei|
Specifikace

» jednoduchy, rychly, screeningovy nastroj s miniaturizovanym
provedenim zaloZeny na stejném principu jako umucC test

Princip

» podstatou SOS chromotestu je indukce SOS odpovédi v duasledku

poskozeni DNA genotoxickou latkou

» ze skupiny SOS genu (din genu) je vyuzivano propojeni sulA _genu s
reportérovym

lac-Z genem

» cilenou genovou manipulaci byl do kmene Escherichia coli_ PQ 37

vlozen specificky fuzni gen

sulA ::lac-Z

> jako kontrola toxicity vzorku je kontinualné bakterii syntetizovana
alkalicka fosfatéza, jejiz pokles aktivity signalizuje inhibici bunék

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)
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drop in kel of
actimated Berd

drop in lexel of
-funkee fizpihp genn mael

A DA mepaired
-Spraeni s gemem pro
rezistenci ma antibiotika

DNA tepair
nd ofer
SOS fioson
SIGNAL

@ECgem  Bacs proten
MUT Actixation

LexApprsmar
e

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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UMUC TEST I.

Specifikace

» Jednoduchy, rychly, screeningovy nastroj s miniaturizovanym
provedenim a Sirokou specifitou k rlznym skupindm
genotoxickych faktor(i, ktery je zaloZeny na indukci SOS
odpovédi (model 2)

Princip

» podstatou umuC testu je indukce SOS odpovédi v dusledku
poskozeni DNA genotoxickou latkou

» ve skupiné SOS genu (din genull) jsou obsazeny i geny umuC
a umubD, jejichz prepis je zahrnut v komplexnim procesu SOS
odpovédi

» cilenou genovou manipulaci byl do kmene Salmonella
typhimurium TA 1535 viloZen plazmid pSK1002 nesouci
specificky fuzni gen _umucC ::lac-Z

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
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UMUC TEST X.

Velikost IF v zavislosti na koncentraci 4-NQO

0,002 0,005 0010 0020 0,039 0078 0,156 0313 0625 1250 2500 5,000
koncentrace 4-NQO [mikrogr./m]

Velikost IF v zavidosti na koncentraci 2-AA

0,002 0005 0010 0020 0039 0078 0156 0313 0625 1250 2500 5000
koncentrace 2-AA [mikrogr./m]

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)

VITOTOX I.

Specifikace

» Jednoduchy, rychly, screeningovy nastroj s miniaturizovanym
provedenim zaloZeny na stejném principu jako umucC test

Princip

» podstatou Vitotoxu je opét indukce SOS odpovédi v dusledku
poskozeni genomu testovaciho kmene
» tentokrat je vyuzivan geneticky manipulovany kmen Salmonella
typhimurium, jeZz obsahuje
_podléhajici regulaci
ze strany lexA proteinu (tedy flizni gen recN:luxCDABE)

» reportérovy operon je ulozen v plazmidu pMOL1067 nebo
pMOL1068

() Centrum pro vyzkum

toxickych latek
v prostredi
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recA TEST
Specifikace

» Jednoduchy, rychly, screeningovy nastroj s miniaturizovanym
provedenim zaloZeny na stejném principu jako umucC test

Princip

» podstatou RecA je opét indukce SOS odpovédi v duasledku
poSkozeni genomu testovaciho kmene

» tentokrat je vyuzivan geneticky manipulovany kmen Escherichia
coli, jez obsahuje fazni gen recA::luxCDABE
» Fuzni gen je tvofen bezpromotorovym operonem
izolovanym z Vibrio fisheri, ktery byl opatfen
promotorem recA genu podléhajicimu regulaci ze strany lexA
proteinu
» reportérovy operon je ulozen v plazmidu

©)
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TESTY GENOTOXICITY:NA
KVASINKACH
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» RAD54 - GFP

Geneticky modifikovany
kmen Saccharomyces
cerevisiae

Kopie promotoru pro

repara €ni gen umist én pfred
gen pro GFP protein
vykazuijici fluorescenci

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

DNA Repair Fluorescent
Gene Promoter Protein Gene

Genetic Modification

» RAD54 - GFP
Princip testu:

/Test Sample
‘

V/

- /=2
) GENOTOXIC

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Mutagen monitor
o

Po poskozeni DNA dojde
ke spust éni repara €niho
procesu a tim i k produkci
tohoto GFPproteinu, ktery
je detekovan m érenim
fluorescence

Paraleln & sledovani
cytotoxicity m érenim
absorbance (A600)
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Optimalizovany postup
A. Priprava kultury

10ml

Zamrazena
kultura

Kultivaéni
médium

Uprava na 0.D590 = 1.0

Kultivaéni
médium

100 ul inok (0.D. 1.0)

890 ul Yeast media (YG — viz obr)

10 ul VZORKU (& DMSO)

Rozpipetovani obsahu Eppendorf zkumavky po 200 ul d

0 3 jamek (opakovani) |

Design zalozeni testuv mikrodesti
s €irym dnem profluorimetrii)

cce (cerng,

United States
National Library
[INLM| of Medicine

chemicals.

# ChemIDplus

* HSDB
* TOXLINE

-
M ataba: 2]
* Haz-Map H

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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TOXNET

Toxicology Data Network

P Env. Health & Toxicology

(e.q. micronucleus positive styrene,
calcium chloride, 139-08-0)

Search | Help |

Clear |

For chemicals, add synonyms
and CAS numbers to search:

® ¥es O No

Limits | Browse the Ind

—

.

TOXNET PGENETOX

Genetic Toxicology Data Bank (GENE-TOX) - Peer-reviewed genetic toxicology test data for over 3,000

Select Database Search GENETOX Env. Health & Toxicology

Portal to
environmental
health and
toxicology
rasources

» Help

» Fact Sheet

» Sample Record
» TOXNET FAQ

Support Pages

20.3.2013
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20.3.2013

,Mozna, Zze se vam pade
doktore zda, ze tady nikdo
neni.

Ale ja ji tusSim, tu besti
bakterialni!”

Kresba® Pavel Kantorek

-

VIZITKA:

RNDr. Pavel Cupr, Ph.D.

cupr@recetox.muni.cz

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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