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Definice biotestu

* Biotest |ze definovat jako proces, pri
nemz je testovaci system (tkane,
organismus, populace apod.) exponovan
v presne definovanych podminkach
ruznymi koncentracemi zkoumané
chemicke latky nebo smésného Ci
prirodniho vzorku.




Rozdéleni ekotoxikologickych biotestu
(zakladni prehled téch nejCastéjSich)

 Dle doby expozice delime ekotoxikologicke biotesty na

* akutni
* semiakutni (semichronicke)
* chronické
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Dle testovaciho usporadan

o Statické
 Semi-staticke
 Prutocné



Dle pokrocCilosti designu testovaciho
systému (Také 4 generace biotestu)

e 1. generace -klasicke (standardni)
e 2. generace -mikrobiotesty
e 3. generace -biosenzory, biosondy a biomarkry

e 4. generace — on-line systémy s dalkovym
prenosem dat



Dle trofické urovneé testovacich organismu

e producenti,
 konzumenti,
e destruenti



Dle testované matrice

voda,

puda,

vzduch,

sediment,

odpad,

chemicka latka

NosiCe aktivnich latek a disperganty nanomaterialu



Dle spektra testovacich organismu

« Jednodruhoveé (Single Species),

* Vicedruhove (Multi Species s prirodnimi populacemi i
laboratorni smesi kultur)_



Dle typu testovaného vzorku

* cCisté chemicke latky (hydrofilni, hydrofobni,
tekave),

« smes latek (znamych | neznamych),
e prirodni vzorky (vetSinou nezname, smesne,

v u L a4

Interpretace



Dle zpusobu pripravy vzorku

definované koncentrace chemickych latek,

testovani vyluhu prirodnich vzorku (extrakce org.
rozpoustédly, DMSO, vodou, ruzné pH, teplota atd.) ,

semipermeabilni membrany,

prime testy (Direct Tests, Solid Phase Tests, Whole
Effluent etc.)

TIE (C-18, AC, pH....)



Dle stupné komplexnosti detekcniho systému

A v v

enzymy,
biosondy,

bunécné a tkanové kultury in vitro ,
intaktni zivy organismus,
populace,

micro/mezo kosmos,

terénni experimenty



Dle zpusobu vyhodnocovani

letalni efekty (mortalita, imobilizace),

subletalni efekty (chovani organismu — napr. rychlost a smér
pohybu), hodnoceni fyziologické aktivity (fotosyntetické
asimilace, enzymaticka aktivita, efekty na membranach,
priristky — délka korene, pocet bunék v populaci, nebo
hmotnost organismu, nachylnost k napadeni chorobami,
skudci ¢i parazity apod).,

reprodukéni aktivita,

malformace a teratogenita atd.



Specielni testy pro hodnoceni rizik
v zivotnim prostredi

trofie,

mutagenita/genotoxicita nejen na bakteriich, ale take na
rostlinnach, volne zijicich zviratech a rybach,

teratogenita, napriklad na obojzivelnicich - Xenopus
laevis,

embryotoxicita a reprodukcni testy na rybach, korysich,
obojzivelnicich, ptacich, hraboSich apod.

Detekce spec. mechanismu (endokrinni disruptory,
TCDD apod.)



Biotesty procesu

* Biokoncentrace
* biokumulace
» testy pro hodnoceni biodegradability



Ekotoxikologické biotesty

Stanoveni ekotoxicity - souhrn

1) Standardni biotesty
2) Alternativni biotesty
3) DalSi biotesty (specifické mechanismy, in vitro testy)

4) Testy procesu (biodegradabilita, bioakumulace ...)

5) Testy organové toxicity s laboratornimi zviraty
— obratlovci, savci "humanni toxikologie”

6) Experimentalni mikro a mezokosmy
/) Polni studie

Laboratorni
ekotoxikologicke
biotesty

In situ
hodnoceni
efektl



STANDARDNI (standardizované)
EKOTOXIKOLOGICKE BIOTESTY

= Standardizace

— maximalni standardizace krokl experimentalniho postupu s cilem
omezit faktory "intra-laboratorni” variability

= Vyhody standardnich biotestti
— zaruceni jednotnosti a opakovatelnosti vysledku

— pri dodrzeni postupu - srovnatelnost vysledkt z rtiznych
laboratori

— validované vysledky (viz dale) jsou vhodné pro ROZHODOVANI
(sanace, pokuty ...)

— mala nutnost optimalizace ...
= Nevyhody standardnich biotestti

— velmi specificka a omezena vypovidaci hodnota ("akutni letalita
pro koryse Daphnia”), zpravidla vhodné jen pro zarazeni
(klasifikace) toxicity latek (vice — stredné — méné toxickeé ...)

— omezeny pocet standardizovanych postupu, zpravidla
jednoduché (akutni) efekty




EKOTOXIKOLOGICKE BIOTESTY

Kazdy biotest (jednodruhové, vicedruhovée, mikrokosmy ...)

je pouze zijednodusenim = modelem ekosystému

cilem ekotoxikologickych studii je pochopeni, charakterizace
a ev. predpovéd’ ucinku v celych populacich, spolecenstvech,
ekosystémech

z experimentalnich vysledku je nutno provadét
EXTRAPOLACE

? jsou laboratorni druhy relevantni pro prirodni organismy

? je laboratorni expozice (voda) relevantni pro prirodni podminky
(sediment)

? jsou vysledky na jednom druhu relevantni pro populaci, spolecenstvo
? jsou vysledky in vitro testu (stanoveni dioxinové toxicity) relevantni pro
efekt na celem organismu
pro vyjadreni nejistot plynoucich z extrapolaci jsou €asto
pouzivany tzv. extrapolacni faktory nebo faktory nejistoty

- (UF — uncertainity factors, UF =1, 5, 10 - 1000)

- aplikace = nasobeni (déleni) ziskanych vysledku



Interpretacni potencial ekotoxikologickych biotestl

Dobre definuji toxicky potencial Cistych latek

Biotesty pocatecniho skriningu (tzv. toxicity presence/absence
tests).

Propojeni s chemickymi analyzami, aby determinovaly a
prioritizovaly vysokeé hladiny, nebo biodostupnost kontaminant v
prirode.

Upozorni na interakce mezi pritomnymi polutanty, ktere z
chemickych rozboru nevyplyvaiji.

Pozor na primé interpretace lab. testu pro pfirodni podminky!!!!




EKOTOXIKOLOGICKE BIOTESTY

Experimentalni design

Komplexnost biologického systemu
Doba expozice

Usporadani expozice

Expozicni scénar

Biologicky system — organismus, druh
Dalsi specifika biologického systemu
Hodnoceny parametr, endpoint

Dalsi abiotické faktory v experimentu



In situ & In vitro

In situ (terénni) + dlouhodoba expozice
integrace toxickych vlivu
mnoho neznamych faktorl, problematicka interpretace dat

in vitro (laboratorni) + faktory pod kontrolou, standardizované,
srovnatelné, jsou v legislative

- nekteré biotesty jsou vzdaleny prirode - pozor pfri interpretaci!



Soucasnéeé trendy v ekotoxikologickych biotestech

Miniaturizace
zkraceni doby inkubace pfi zachovani citlivosti testu

zjednoduseni a moznost alternaci pfi vyhodnocovani testu
(fluorescencni metody, molekularni sondy, pratokova cytometrie atd.)

bezpodminecna nutnost zapojeni biotestu reprezentujicich ruzné
trofické urovné v ekosystému - kombinace- viz text!

vyuziti novych védeckych poznatkt (nové Drafty norem)
Co nejvice se priblizovat pri testovani realné situaci v terénu

Stale Castéji také sada biotestl zamérfenych na mutagenitu,
genotoxicitu, teratogenitu a biochemické markry, enzymaticke aktivity,

Ci bunécné kultury, zameéreneé na konkrétni typ latky, nebo ucinku.

Dalkovy pfenos dat z on-line systemu



Mikrobiotesty Il. generace

Mezi biotesty |l generace, tzv. mikrobiotesty patri ty

které:

vyuzivaji klidova. stadia testovacich organismu -
nevyzaduji udrzovani a kultivaci matecnych kultur
(MetPad, SOS chromotest, Chromotoxkit,
Sediment Chromotest, Microtox Thamnotoxkit,
Rotoxkit, Daphtoxkit, Ceriotoxkit, Protoxkit,
Algatoxkit.. . ....)

nahrazuji pouzivani zvirat pro testy toxicity (in
vitro tkane ryb, baterie Thamno-Roto-Chromo,

)

Setri laboratorni a kultivacni prostor, vyzaduji jen
malé objemy vzorku, lze najednou zpracovat



Mikrobiotesty Il. generace

MoZnosti vyuziti mikrobiotestu

Cistirny odpadnich vod (odpadni vody, Cistirenské kaly,
oveéreni ucinnosti Cistirenskeho procesu)

testovani rezidui pesticidu a kontaminace zemédélskych
pud

monitoring uniku cizorodych latek ze skladek ruznych typu
odpadu

sledovani dopadu a rozSifeni ekologickych havarii,
monitoring procesu dekontaminace po havarii

monitoring kontaminace podzemnich vod

sledovani biodegradability latek v modelovych a prirodnich
podminkach

rychlé screeningove testovani novych latek a chemikalii

nasazeni vSude tam, kde se pouil’vajl’ standardni
ekotOX|koIog|Cke blotesty, ale Je zapotrebl zpracovat
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Srovnani citlivosti standardnich
organismu pouzivanych pro EB

(dvojchroman draselny — mg/l)

Poecilia reticulata 180 (120- 240)
Lemna minor 30 (10-60)
Sinapis alba 25 (10-40)
Microtox

3,8 (2,1-5,5)
Daphnia magna 1,4 (0,8-1,8)

Pseudokirchneriella subcapitata
0,5 (0,24-0,78)

Thamnocephalus platyurus 0,1 (0,08-0,25)



Citlivost k toxikantum je ,species- dependent”
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ozeneé z ruznych organismu!!!
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Fig.3: Sensitivity evaluation of the microbiotests
versus conventional tests applied on the toxic
sediments, waste waters and deep well
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Fig.2: Acute toxicity detection potential of the
individual bioassays for a deep well sample
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Ekotoxikologicke biotesty —
cenik

FIRMA CENA (K?)
perlootky ryby Fasy hg_i‘é—ice Mikrotox
Ekos Hradec Kralové 3150 2 280 2 970 2 100 1950
Ekotest Hradec Kralové 3 000 3 812 3 896 1870 .
KHS Ceské Budéjovice - 3 500 . 3 500 .
KHS Brno 4000 4000 4 000 4 000 .
KHS Ostrava 1 840 3770 2310 1130 2240
VURH Vodilany 4000 | 16-18000 | 6-8000 | 2-3000 i
12 - 13 000
0 47 laboratoii 24h 96h 72h
EC-ECU(K?) 200-1 700 | 300-1 500 | 300-1 500
(6-69 000) | (9 - 45 000) | (9-45 000)
TEST CENA (K9)
Toxi-Chromopad-sediment 518 (3 opakovani)
Toxi Chromotest 512 (6 opakovani)
Thamnotoxkit 915 (5 fedéni, 3 opakovéni)
Rotoxkit it 915 (5 fedéni, 6 opakovani)




Pouzivane & pouzitelné

Prehled uvedeny v textu = 1. Generace EB
Narodni legislativy maiji jiz ivnormy na 2.
generaci (mikrobiotesty) — CR take!!!
Upravy a modifikace musi byt popsany a
zduvodnény

Pro specialni pripadove studie Ize vyuzit
specialni (opakovatelne a validovaneé) testy



Agentury a ekotoxikologické biotesty

agentury, ktere vydavaji a aktualizuji normy a metodiky
také v oblasti ekotoxikologickych biotestu.

V USA jeto U.S. EPA, a ASTM,

v Kanadeé je to napriklad Environment Canada,
ve Francii AFNOR,

v Nemecku DIN



Situace v CR

CSN

CSN-EN-ISO.

Aby to nebylo jednoduche, jsou soucasne platne
napriklad take tzv. oborove normy pro jednotlivé resorty,

Ci odvetvi. Prikladem mohou byt Oborove normy pro
vodni hospodarstvi, které maji oznacCeni TNV.



Zaver

« Schopnost sestavit takovou baterii ekotoxikologickych
biotestu, ktera bude mit co nejrealnéjSi vypovidaci
hodnotu a jejiz interpretace bude presne odpovidat na
problematiku studované lokality patfi k dulezitym
znalostem kazdeho ekotoxikologa. K tomu |e
samoziejmé dulezité mit pfehled o moznostech nejen
vV normovanych testu, ale také jejich alternativ a novych
publikaci oboru.



