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Biotest vs realny ekosystem

Od zakladni varianty laboratorniho testu s modelovym druhem, modelovou environmentalni
matrici a standardnimi sledovanymi parametry se ekologicka relevance testu (j. pfiblizovani
se realnému ekosystému) zvySuje pouzitim realné matrice, realnych druhu, realnych
podminek, zapojenim subletalnich parametru, prolongaci testt apod.

"N S

rizika pro realné ekosystemy néjak upravovat, extrapolovat a podobné.
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Vztah koncentrace - ucinek
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Vztah koncentrace — ucinek
osa X

« DAVKA vs KONCENTRACE
— Toxikologie — Davka - mg/kg b.w. - body weight, mg/kg b.w./day
— Ekotoxikologie — spiSe se pracuje s koncentracemi — mg/L, mg/kg.;

apod.

Concentration and Dose

Concentration and dose both refer to the amount of test material to which the test organism is
subjected. Concentrations are used to describe the amount of test material in the testing
environment (e.g., mg/L in water, mg/kg in soil or mg/kg in food). Doses are used to describe
the amount of test material administerad to a subject (e.g., mg/'kg-bodyweight in an avian
bolus study). Statistical methods for both types of studies are identical;, however,
interpretations are different. Although “concentration” is used throughout this document, all
the statistical methods presented here also apply to studies in which a dose is used.

» (Cisté latky a definované smési latek
— koncentrace v médiu - mg/L, mmol/L (= mM), mg/kg apod.

e vzorky z prostredi
— extrakty ze vzorku a jejich % Fedéni
— % zastoupeni vzorku v referenénim materialu



Vztah koncentrace — ucinek
osayY

* vyjadreni a zpracovani vysledku — sledovaného parametru -
sledovana odpoved, napr.

— podty (organismu) s pozorovanou definovanou odpovédi (binarni data)

— frakce (procenta) exponovanych organismu, u kterych byla pozorovana odpovéd

— v puvodnich jednotkach parametru (napf. pocet prezivajicich jedincu, pocet
juvenilt, vaha, aktivita enzymu), pfimo zjisténé vysledky sledovaného parametru

— v relativni Skéale vztaZzenim vuci vysledkim v kontrole (vétSinou v procentech 0 —
100 %) - poCet organismul s pozorovanym ucinkem

— relativni (procenta) vysledky sledovaného parametru ve srovnani s kontrolou,

ktera pfedstavuje 100 % (normalni stav, vaci kterému dochazi ke snizovani
vlivem eko-toxicity k 0 %, coz je maximalni ekotoxicita)

— inhibice — mira poklesu sledovaného parametru vici kontrole (kontrola
predstavuje 0 %, v kontrole je nulova inhibice, 100 % je maximalni ekotoxicita)



nejlépe vztah popisuje cela kfivka -

Vztah koncentrace - ucinek
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Vztah koncentrace - ucinek

parametry eko-toxicity :

IC (,inhibition concentration*)
inhibicni koncentrace

koncentrace, v niz dosahuje sledovany
parametr X % inhibici oproti kontrole
(napf. pocet juvenill, vaha, aktivita,
velikost...)
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Vztah koncentrace - ucinek

parametry eko-toxicity :

LCy (., lethal concentration®)
letalni koncentrace

koncentrace, v niz doslo k letalité
(mortalité) X %, tj. uhynulo X %

z exponovanych organismu
pokud je zaznamenana néjaka
mortalita v kontrole, muze jit o

koncentraci, v niz uhynulo X %
organismu ve srovnani s kontrolou
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100
90
Parametry ktere 30 /,H
mohou byt vypocitany | %]
z kiivky davka- 40 / —
d
odpoved’ " ¥ _ EC50
P 18 2 . . |
0,1 1 10 100 1000 10000

ED., - uCinna davka, ktera zpusobi ucinek u 50% jedincu, Ci ktera zpusobi 50 %
maximalniho ucinku, 50% odpoved v populaci

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

EC,, - uCinna koncentrace, ktera zpusobi ucinek u 50% jedincu, Ci ktera zpusobi
50 % maximalniho ucinku, 50% odpovéd v populaci

LC, — 50% letalni koncentrace - ucinna koncentrace, ktera zpusobi 50%
mortalitu testovacich organismu

IC5, — inhibiCni koncentrace, ktera snizi normalni odpoved o 50%

DalSi zahrnujici jinou percentualni zménu (10%, 20%, atd.)
ECx, EDx, napf.EC05, EC20, EC90, ...Rozmezi EC20 — EC80



Parametry které se odvozuji z oblasti nizkych

davek/koncentraci
100 « NOEC - No Observed Effect
| TR | /“‘ Concentration. NejvySsi testovana
LOEC ) . S
NOEC —— - koncentrace latky, ktera nezpusobila
} — f statisticky vyznamny ucinek v porovnani s
60 ] kontrolou.
28 / « LOEC - Lowest Observed Effect
30 Concentration. Nejnizsi testovana
20 * koncentrace latky, ktera zpUsobila
10 b 4 statisticky vyznamny ucCinek v porovnani s
0 ———0—0"/ . . . kontrolou. NejblizSi vySSi koncentrace nez
0,1 1 10 100 1000 10000 NOEC.

NOEL - No Observed Effect Level. NejvysSSi testovana davka latky, ktera
nezpusobila statisticky vyznamny ucinek v porovnani s kontrolou.

LOEL

NOAEL - No Observed Adverse Effect Level. NejvysSi testovana davka latky, ktera
nezpusobila negativni ucinek. Je pozorovan ucinek, ale neni povazovan za
nebezpecny.

N W s

ktera zpUsobila negativni u€inek.



3
Experimentalni design pro

testy toxicity
(latky s prahovym ucCinkem)




Prahova odpoved - Idealni kfivka davka — odpovéd:

~ namérené efekty pokryvaji celou skalu u€inku od
minimalnich po maximalni mozné

Linearni méritko — tézko Citelné




|ldealni krivka davka — odpoved:

~ namérené efekty pokryvaji celou skalu ucinku od
minimalnich po maximalni mozné
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Idealni krivka davka — odpoved’

100 | - 7?0—- Letalni uCinky
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Experimentalni design: Spravneée
testovani toxicity (letalni ucCinky)

Krok 1 — Skriningovy test

Provadi se, pokud nemame podkladova data
(pro usporu materialu pfi hledani linearni Casti odpovedi)

« Exponovat 5 — 10 organismu desitkové koncentracni fadé po 24 - 96 h
e Cilem urcit rozmezi kde se nachazi 50 % letalni koncentrace (LC50)

# mrtvych zadny zadny nékolik vsichni vsichni

0 0 30% 100% 100%

Koncen. 1073 102 101 100 101



Krok 2 — Definitivni test

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

 Pouzit 10 — 30 organismU -> nahodné rozdélit mezi testovacimi
nadobami

 Provesttest s vyuzitim logaritmického méfitka koncentraci, protoze
organismy zpravidla odpovidaji logaritmicky na toxikanty

 Obvykle pouzit alespor 5 koncentraci + kontrola

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

I'Validita testu!! napf.uhyn >10% kontrolnich organismU - neplatny test!



Priklad usporadani definitivniho testu

Pokus. zasah Redéni Koncentrace

(mg/L)

1 102 0.01

2 10-1> 0.032

3 101 0.1

4 1005 0.32

5 109 1.0

Kontrola 0.0




Kontrol

Exponovano 20 jedincu/

koncentraci

Odpovéd po 24 hodinach, jedincu

0

0

1

6

13

17

Odpovéd po 96 hodinach, jedincu

0

0

A

9

15

20




Vysledek testu

Koncentrace Kontrola | 0.01 mg/L | 0.032mg/L | 0.1 mg/L | 0.32 mg/L 1 mg/L
Uginek
0% 0% 5% 30% 65% 85%
24 h
Uginek
96 h 0% 0% 20% 35% 75% 100%
120 120
100 = 100
80 = S 80 =
S S
'5_3 60 24 h '5_3 60
S m48h O
s 40 - s 40 -
20 m 20 =
0 . T T T T T 1 0 . T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 0.01 0.1

koncentrace (mg/l)

log koncentrace (mg/l)

24 h
W48 h
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Testované koncentrace
IKvalita vysledki je urCena spravnym
vybérem testovanych koncentraci!

40¥
30»
20»

Odhad EC50

Ocekavana odpovéd, %

107

\ 4
ECO EC100
>

NS
vzristajici log koncentraci

a) Koncentracni fada pro stanoveni EC50/LC50:

* Testovane koncentrace by mély pokryvat rozmezi od koncentraci
nevykazujicich zadny ucinek az po 100% letalni koncentraci

e Dobre vybrana koncentracni fada pro stanoveni EC50/LC50 ma jednu
koncentraci blizko EC50, a nejméné¢ dvé koncentrace s ¢asteénym ucinkem pod
a nad EC50 — rozlozené symetricky.

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

» Piiklady koncentrac¢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
(prikiejsi odpoved’, koeficient 2)
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Zadny toxick

ucinek Letalni G¢ingk

Testované koncentrace
IKvalita vysledki je urCena spravnym
vybérem testovanych koncentraci!

40¥

307 Odhad EC50
20¥

Ocekavana odpovéd’, %

10 !
0 A 4
ECO EC100

>

>

vzristajici log koncentraci

b) Koncentracni fada pro stanoveni NOEC/LOEC (NOEL/LOEL):

e Dobfte vybrana koncentracni fada pro stanoveni LOEC/NOEC ma nékolik
koncentraci v oblasti nizkych odpovédi, nad a pod ocekavanou LOEC a

A4



4a
Stanoveni NOEC/LOEC
(NOAEL/LOAEL) hodnot

- latky s prahovym ucCinkem




Stanoveni NOEC/LOEC,
NOAEL/LOAEL hodnot

e Odpovédi organismu na pusobeni
testovanych koncentraci toxicke latky jsou
porovnavany s kontrolou

* Hledame nejvyssi koncentraci, ktera
nezpusobuje toxickou odpovéd (NOEC,
NOAEL) Ci prvni koncentraci, ktera jiz zpusobi
toxickou odpoved (LOEC, LOAEL)



Stanoveni NOEC/LOEC
hodnot

~ vyuziti statistickych testu

« ANOVA (Analyza rozptylu) + post-hoc test
o Kruskal-Wallisuv test + post-hoc test



Stanoveni NOEC/LOEC
hodnot




Priklad urceni NOEC/LOEC

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

18

19

19

A
:

Prezivajici
dafnie v
koncentraci

20 m/L

18

17

19

17

19




Stanoveni NOEC/LOEC
~ vyuziti statistickych testu

« ANOVA (Analyza rozptylu)
I Pro jeji spravné pouziti je nutné spinit dva predpoklady!

1) Hodnoty ve srovnavanych skupinach maji normalni (Gaussovo)
rozloZeni (pouziti testll normality, napfr. Shapiro-Wilkuv test)

2) Rozptyly hodnot ve srovnavanych skupinach se od sebe
statisticky neliSi (pouziti box-plotu ¢i Levenova testu)




Stanoveni NOEC/LOEC
~ vyuziti statistickych testu

« Kruskal-Wallisuv test
~ neparametricka obdoba ANOVA pfi nesplnéni predpokladu




Stanoveni NOEC
~ vyuziti statistickych testu

e Nasledné post-hoc testy

~ pokud ANOVA prokaze vyznamny rozdil mezi nekterymi z
testovanych skupin, pouzijeme néktery z post-hoc testu na
nalezeni téchto skupin (napf. Tukeyho,Dunnettuv, Williamsuv
Ci LSD test nebo metodu dle Steela a Dwasse v pripadé
pouziti Kruskal-Wallisova testu)

hlubSi vhled do statistickych metod hodnoceni vztaht koncentrace — odpovéd:
OECD (2014): Current approaches in the statistical analysis of ecotoxicity data: A
guidance to application. OECD Series on Testing and Assessment, No. 54, OECD
Publishing, Paris, https://doi.org/10.1787/9789264085275-en.
https://www.oecd.org/env/current-approaches-in-the-statistical-analysis-of-
ecotoxicity-data-9789264085275-en.htm



https://doi.org/10.1787/9789264085275-en

Odpoved’

Vysledek analyzy rozptylu

Jaka hodnota odpovida NOEC?
A jakd LOEC?

1 l T *
_T_ * *

C 1 3 10 30 100
Koncentrace (mg/L)




Nevyhody NOEC/LOEC (NOEL/LOEL)
hodnot

« Jejich hodnota je silne zavisla na designu
experimentu a na:
— PocCtu opakovani
— Poctu testovanych koncentraci
— Procedure vybéru koncentraci
— Pfirozené variabilité systému
— Pouzitych statistickych metodach

* hodnoty jsou zavislé na zvolenych koncentracich, kde
se testovalo (tj. pfimo nékteré z test. koncentraci) a
nemaji rozptyl ani interval spolehlivosti



Stanoveni EC,/ED, hodnot
(latky s prahovym ucCinkem)




Vztah koncentrace - ucinek

parametry ECy, LCy a ICy se

‘e ih L N . 5 3
vypocitaji z prolozgnych regresnich £T 2
modell pfipadné linearizaci 23 2
a = 8
probitovou transformaci 5.8 28
T 0O T o
W o 0 3
2 2 =
o e o8 BE
z modelu vystupuje vysledek vCetnée 8L 52
prislusné nejistoty vypoctu 350 4 100 4
|ze definovat intervaly spolehlivosti - 3qp -
rozmezi, kde lezi dany parametr — %
s definovanou pravdépodobnosti 200 | 60 -
(napf. 95 %) napf. EC50 = 45,2 (34 - .
56) mg/L 150 1 40 - )
Ze ziskané parametry majf rozptyl, je ~ ** | , | \ /!
velka vyhoda - Ize je (ij. toxicitu) 30 1 : \\
statisticky srovnavat mezi riGznymi 0+ 0 d—r—r = .
kontaminant kontrola 10 100 1000
y koncentrace
kontaminantu (mg/kg)
|

10 100
fedéni testovaného
materialu (%)

modelovaci pfistup = vysledné
hodnoty nemusi byt v jedné

z méfenych koncentraci - vyznamna
vyhoda EC,, LC, a IC, pFistupu

kontrola



Vypocet EC50

 Interpolacni metody

a) Dvoudavkova metoda a Linearni regrese
b) Probitova transformace krivky davka-odpoved
c) Nelinearni regrese

Pokud je kfivka (hlavné jeji linearni Cast) detailné promérena — nemél by
byt vyznamny rozdil ve vysledcich ziskanych raznymi postupy
vypocCtu (bohuzel ne vzdy to je mozné)



a) Dvoudavkova metoda

log(EC50) = X, = X, + 05 P, (X, —X,)

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

Druh& koncentrace v intervalu (50; 80)

10

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

Zadny toxicky

ucinek
709
609

50M

40m
30M

Ocekavana odpovéd, %

207

10~
0

Odhad EC50

4

Letalni ucing

ECO

vzristajici log koncentraci

»

EC100



b) Probitova transformace krivky
davka-odpoved
Probitova transformace zlinearizuje (narovna)

kumulativni distribuc¢ni krivku a to Ize nasledné vyuzit
pro jednodussi vypocet EC50 (LC50) hodnot

Zalozeno na hypotéze ze resistence k toxikantum je
normalné rozlozena

Vyhodou je usnadneni analyzy

Zalozeno na smérodatnych odchylkach, takze kazdy
probit je spojen s procenty odpoveds

Pramérna odpovéd je definovana jako probit = 5,
vSechny probity jsou pozitivni - snazsi vizualizace



b) Probitova transformace
Krivky davka-odpoved

~Prevedeni krivky davka-odpoved na primku (linearni

v P
odpoved)
< Kumulativni distribuce Transformoyano na
8 N~ Probit
= z
©
-
2 g
S q |:> ST RPN
O m o : v 7 vew s
= = : Pfimka (snadngjsi
N LD, = analyza)

!

0

Log Davka Log Dose



Tabulka pro probitovou transformaci

% 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
04 2348 (11,0 3,773 |31,0 4504 |51,0 5,025 |71,0 5,553 |91,0 6,341
0,6 2488 [12,0 3,825 |32,0 4,532 |52,0 5,050 [72,0 5,583 |92,0 6,405
0,8 2591 (13,0 3,874 |33,0 4560 |53,0 5,075 |73,0 5,613 |93,0 6,476
1,0 2574 (140 3,920 [34,0 4,588 |54,0 5,100 74,0 5,643 | 94,0 6,555
1,2 2,743 | 150 3,964 |350 4,615 |550 5,126 |750 5,674 |950 6,645
1,4 2,803 |16,0 4,006 |36,0 4,642 |56,0 5,151 |76,0 5,706 | 955 6,695
16 2856 (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
30 3,123 [21,0 4,194 |410 4,772 (61,0 5,278 [810 5,878 |98,0 7,054
35 3,188 (22,0 4,228 |42,0 4,798 |62,0 5,305 [82,0 5,915 |98,2 7,096
4,0 3,249 |23,0 4,261 43,0 4,824 |63,0 5,332 [83,0 5954 |984 7,144
45 3,305 [24,0 4,294 (440 4,849 (64,0 5,358 [84,0 5994 |98.6 7,197
50 3,355 (25,0 4,326 |450 4,874 |650 5,385 (850 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 3524 (27,0 4,387 |47,0 4,925 |67,0 5,440 (87,0 6,126 |99,2 7,409
80 3595 (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 5496 89,0 6,227 |99,6 7,652

99,8 7,878




Priklad probitové analyzy

Vysledek testu: log-normalni distribuce (sigmoidni kfivka)
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Priklad probitové analyzy

*Transformace dat : Krok 1

~ zména osy “koncentraci” na logaritmické méritko
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Priklad probitové analyzy

*Transformace dat : Krok 2
~ pfevedeni % odpovédi na linearni formu probitovou transformaci

99.9
99 I
90
84 6
% MDFJ[E]|I1Y5D 5 Probit
16
A0 4
Probit scale 011 ¥ e ANEEEEN PEEET 3
10 100 1000

Concentration



Priklad probitové analyzy

*Transformace dat : Krok 3
~ odhad LC50/EC50 hodnoty z pfimky linearni regrese

Y=a+bX
e Y — transformovany logit/probit,
X —log(koncentrace),
* b — sklon regresni primky,
e a — intercept regresni primky

Vypocet EC50 hodnoty:
5 = a + b*log(koncentrace)
log(koncentrace) = (5-a)/b
koncentrace = e”((5-a)/b)



c) Nelinearni regrese

bézny zpusob vyhodnoceni zavislosti davka-ucinek
Na hladinach EC50 by se mely nelinearni a linearni regrese
vicemeéne shodovat

vice bodu — lepSi nelinearni regrese a spolehlivéjsi odvozeni ECx
hodnot

pfimé prolozeni sigmoidni kfivkou a matematicky popis nelinearniho
trendu zavislosti davka-odpovéd

100

80
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% Mortality
40

201~
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logarithmic scale | Concentration




c) Nelinearni regrese

model je vyjadren jako rovnice, ktera definuje Y(odpovéd) jako funkci X
(koncentrace) a jednoho nebo vice parametru

Velkou vyhodou je presnéjSi odhad nizkych (EC10, EC20) ¢€i vysokych
(EC80, EC90) hodnot a modelovani celych kfivek

DalSi vyhodou je velmi rychlé stanoveni hodnoty EC50, protoze ta je jednim
z parametrd modelu a je tudiz primarnim vystupem zminénych
softwarovych nastroju

Na rozdil od linearnich regresnich modelu je tfeba pro spravné prolozZeni
hodnot nelinearnim modelem pouzit iterativnich algoritmu. V naprosté
vétSiné pfipadu se pouziva kritérium minima souctu ¢tvercu odchylek
(rezidui). K tomu Ize vyuzit modelovacich softwart (Statistica, GraphPad,
SigmaPlot, IMP, R-software)

http://www.qgraphpad.com/scientific-software/prism/
http://www.statsoft.cz/
http://www.r-project.org/



http://www.graphpad.com/scientific-software/prism/
http://www.statsoft.cz/
http://www.r-project.org/

c) Nelinearni regrese

* NejbéznéjSim modelem je Hilliv model (log-logisticky model se 4

parametry) : xh
=c+(d-
y=cet @m0 oo

y ... odpovéd na toxikant (osa y), EC50 ... EC50 ©
X ... koncentrace toxicke latky (osa x)
h ... sklon kfivky v linearni ¢asti (tzv. Hill slope)
C ... spodni limit, d ... horni limit
« Existuji ale i modely jiné a Casto i vice vhodné, které se mohou lisit v
predpovézenych hodnotach ECx (napf. Weibull I, Weibull 1l &i log-
logisticky model s 5 parametry
* V nekterych pripadech je vhodné vybrat model jiny podle uvazeni Ci
s vyuzitim statistickych nastroju zjistit, ktery model prolozi data Iépe

(napf. AIC — Akaikovo informacni kritérium)

o —o | -




5
Vyuziti krivek davka-odpoved
pro hodnoceni rizik toxickych

latek
(latky s prahovym ucCinkem)




Vyuziti LC5_O

1. Aplika¢ni faktor
— LC;;, X n=___ = povolena davka
— Dobra pokud nemame lepsi informaci (chronické
testy)

3. Vede k chronickému testovani

 LC,, z akutniho testu neposkytuje ekologicky
relevantni vysledek - potfeba testovani na vice
ekosystémove urovni



odpovéd absolutni
(napf. pocet juvenill)
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Srovnani vice toxikantu

I Je tfeba latky srovnavat nejen podle EC50 hodnot, ale i podle celé krivky!
(potencial vs. ucinnost toxicke latky)

100 &
F
; 75
/ 50

Dose 01 1 10 100
koncentrace xenaobiotika

ekvikoncentrace
100

% Mortality
(4]
o
kumulativni ¢etnost, %

|eiouajodiayga

I Dulezity je napf. sklon kfivky - toxikant s mirnym sklonem muze byt
nebezpeclny pfi nizkych koncentracich i kdyz EC50 je vysoka !



Stanoveni bezpecnych hladin toxikantu
v prostredi

MATC

e Maximum Allowable Toxicant
Concentration

 maximalni povolitelna koncentrace
toxikantu

— geometricky prumér NOEC a LOEC

— Casto nazyvana “chronicka hodnota”



Stanoveni bezpeénych hladin toxikantu v prostredi

PNEC

~. predicted no effect concentration (PNEC)

= predpokladana koncentrace nezpusobujici
Zadny ucinek

- ldentifikace nebezpecnosti: identifikace
skodlivych ucinku
- zaklad k odvozovani EQS =

Environmental quality standards = limity
koncentraci znecistujicich latek v prostredi



Stanoveni bezpeénych hladin toxikantu v prostredi

e PNEC: PEC < PNEC: zajistuje komplexni ochranu
prostredi

 PEC = predicted environmental concentration =
oCekavana environmentalni koncentrace

* \Vypocet PNEC:
vynasobeni NOEC nebo EC50 prepocdtovym faktorem
(faktorem nejistoty - UF) za vyuziti statistickych
extrapolacnich technik

* Prepoctove faktory jsou pouzivany ke zohledneni nejistot



Stanoveni bezpeénych hladin toxikantu v prostredi

* Nejistoty:
— intra- a inter-laboratorni variabilita v toxikologickych
datech
— intra- a inter-druhové rozdily (biologicka variabilita)
— extrapolace z kratkodobych na dlouhodobé testy

— extrapolace z laboratornich dat na situaci v prostredi
(synergisticke, aditivni a antagonistické ucinky,
interakce organismu atd...)




Stanoveni bezpecdnych hladin toxikantu v prostfedi

Ramcova smérnice EU o vodach:

Assessment factors to derive a PNEC aquatic

Faktory nejistoty =
bezpecnostni faktory

Assessment factor

fish, Daphnia and algae) representing three trophic levels

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 ¢

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




4

Extrapolacni pristupy

Faktory nejistoty

Assessment
factor

Data

L(E)C50 short-term toxicity tests 1000
NOEC for 1 long-term toxicity test 100

NOEC for additional long-term 50
toxicity tests of 2 trophic levels

NOEC for additional long-term 10
toxicity tests of 3 species of 3
trophic levels




Extrapolacn

V 4

| pristupy

Faktory nejistoty

Data Assessment
factor
L(E)C50 short-term toxicity tests 1000
NOEC for 1 long-term toxicity test 100
NOEC for additional long-term 50
toxicity tests of 2 trophic levels
NOEC for additional long-term 10

toxicity tests of 3 species of 3

trophic levels

cumulative distribution function

100

80

60

40

20

SSD — Species Sensitivity Distribution

Kfivka rozlozeni citlivosti druht

= N. barablutus
H. azteca
P. notatus
P partereg———————————————————

P. fluviatilis
. reinhardtii
. kisuth

fontanilis
/ promelas
C. riparius
C_dubia

D. pulex

Hazen plotting

— Loglogistic fitting

. punctatus
D. magna

O mykiss
/ > magri
C. magnifica
C. decisum

HC5 = 95% protection level

g

HC5 = Hazardous Concentration for 5% of species



Taxony

35
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15

Pocet druh

10

SSD — Species Sensitivity Distribution
RozloZeni citlivosti druhu
statisticka metoda — zohledni dostupna data, napf. EC50 vice druhu
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e N
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log(NOEC or EC50)

PAF ... Potentially Affected Fraction
,frakce (procento) organismu, ktera bude
negativné ovlivnéna pusobenim urcité

koncentrace dané toxickée latky*
HCp ... Hazard Concentration for

p-percent of species

.. ,koncentrace toxické latky, ktera
podle SSD modelu negativné ovlivni
p-procent druht organismu®

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% ARG
0% d

| PAF

7

Procento druh

3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0

Evropa: HC; jako limit (~ takova koncentrace latky, ktera jesSté nema statisticky vyznamny
negativni ucinek na spole€enstvi organismu v ekosystému)



Percentage of species potentially affected
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Hazard index
HI

—

Rizeni rizik

Risk management

Predicted Environmental
Concentration (PEC)

Hazard Index

Environmental quality
standards / criteria



Stanoveni bezpecnych davek toxikantu

pro Cloveka

NOAEL koncept

v v

stanoveni NOAEL nebo LOAEL pro tento ucinek (pro latky s
prahovym ucinkem se shoduje s hodnotami NOEL a LOEC)

podéleni NOAEL nebo LOAEL bezpecénostnimi faktory

ADI (acceptable daily intake): odhadované maximalni mnozstvi latky,
vztazené na télesnou hmotnost, jemuz muze byt subjekt vystaven po
cely zivot bez patrného zdravotniho rizika (TDI - tolerable daily intake)

RfD (reference dose): odhad denni expozice, ktera je bez patrnych
zdravotnich nasledku i v pfipadé, Ze probiha celozivotné



Stanoveni bezpeénych davek toxikantu pro Clovéka

NOAEL (NOAEC)
No Observed Adverse Effect Level (Concentration)

~ NejvySSi testovana davka/koncentrace latky, ktera nezpusobila Skodlivy
ucinek.

Pod ni mlaze byt pozorovan ucinek, ale
neni povazovan za nebezpecny.

Dulezité pro nastaveni expoziénich
limitua:

USA — Threshold Limit Value

UK — Maximum Exposure Limit

Odpovéd

NOAEL
LOAEL (LOAEC): Lowest Observed Adverse
l Effect Level/Concentration.

"N N

ktera zpusobila skodlivy ucinek.

Davka



NOAEL
(davkarkg z. hm.) €

ADI = (NOAEL * standardni vaha
Clovéka v kg)/SF

maximalni mnozstvi rezidui, které
muUZze byt denné pfijimano v potravé

Clovéka bez zdravotniho rizika.

MLR
maximalni limity rezidui
(mnozstvi/kg pozivatiny)

(;_> INTERPRETACE VYSLEDKU

Z POKUSU NA ZVIRATECH

mezidruhoveé rozdily
vrozena citlivost; toxikokinetika

- sledované biologické parametry
- o » (imunotoxicita; neurotoxicita)
T
= prevod na €loveka
SF = bezpecnostni faktor

snizuje riziko rezidui pro ¢lovéka pfi extrapolaci

vysledku toxicity ze zvifat na ¢lovéka. SniZuje

hodnotu NOAEL 10 — 7 000x dle téchto kritérii:

» latky s teratogennim ucinkem hodnota 1 000,
nejsou vysledky chronické toxicity SF > 100

e Udaje z chronicke toxicity SF = 100

» znamy vysledky humannich testad SF =10

rizikove skupiny
(individualni citlivost; jednostranna dieta)
Interakce

(chemickeé slozky potravin; ostatni
xenobiotika)



Stanoveni bezpeénych davek toxikantu pro Clovéka

SFs)

% Response
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59:
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20:

105

ADI z NOAEL

ADI (nebo RfD) je vypoCtena z NOAEL podélenim faktory nejistoty
(uncertainty factors UFs) nebo bezpeCnostnimi faktory (safety factors

0

Dose (mg/kg/day)



Stanoveni bezpeénych davek toxikantu pro Clovéka

Faktory nejistoty - Uncertainty factors

UF =10
UF =10

mezidruhové rozdily

vhitrodruhové rozdily

SPECIES

DIFFERENCES O U:\JFIIVII:;‘ILITY
S s ~ // \\ -
7 ——
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Stanoveni bezpeénych davek toxikantu pro Clovéka

Dalsi mozné UF

*  UF oaeLnoaeL - 3 nebo 10
UF - 3 nebo 10

UF nedostatek relevantnich informaci ~ vice nez 10
 MF — modifikaéni faktor (expertni stanovisko) — vice nez 10

subchronické-chronické

RfD = NOAEL (or LOAEL) / UF,; UF, UF; MF
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