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\ Testy toxicity

kadmium BaP

Provedeni testu na bakteriich

Testovaci kultura Kvantifikace

(uchoyavani, kultivace) (vizualni, instrumentalni)

Reak¢ni systém

(optimalni podminky)

Vzorek

(odbér, uprava, fedéni)

Procaryotes

DNA is not in a membrane; is a circular
chromosome.

Lack other membrane-enclosed
organelles.

DNA is not associated with histone
proteins.

Cell walls contain peptidoglycan.

Shapes of Procaryotes Procaryotes

 Cocci: round * Size

+ diplococci @@ - 0.2 t0 2.0 pm in diameter

« streptococci G000 *2108 pm in length
- tetrads-groups of 4 §§
+ Rods: coccobacilli =

+ Spiral: vibrios, spirilla, spirochetes
N AN A

+ Star-shaped, square flat cells, triangular

TEST TOXICITY:
experimentalni design

BIOTA KONTAMINANT

(bakterie) * vzorek z ZP
- Testy jsou provadény v adekviatni Fedici Fadé¢!

- Biologicky material jen ve stejné kvalité,

- Standardni podminky testu.
- co nejméné Fedit vzorek (80 %) — “faleSna nezavadnost”
? EFEKT ?
+ -

LOEC, NOEC, EC,, ICq,.

Provedeni testu na bakteriich
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Negativni kontrola: vzorek nahrazen rozpoustédlem

Blank: neni testovaci kultura




ECHA BIOCIDE Monitor

Impregnace

# kultura Bacillus species
# indikatorové barvivo

(terzoliového typu)
& Zivné médium

K (%)

Kontakt se vzorkem

utine

Voda (extrakt) Sediment, puda, odpad

Intenzita stresu - divka (koncentrace) 10 s kontakt se vzorkem

Pievzato zmetodického navodu Guidelines for ER.A. (U.S. EPA 1998).

- Vsechny testy toxicity i genotoxicity by mély byt aplikoviny v experimentech typu ,divka-
o0dpovéd™. Vzhledem k velmi obdobnému tvaru téchto funkénich zavislosti pro téméF viechny
navrhované biologické systémy Ize vymezit obecné principy hodnoceni vystupi.

- Kvantifikované parametry ziskané z kFivek ,divka-odpovéd™ doplnéné relevantnimi mirami Bila | [Ruzova (teckovans)] [ Cervena

variability jsou vstupem do procesu posuzovani rizil Toxicky

Mirni toxicky Netoxicky

Turbidimetricky test— EN ISO 10712, CSN 75 7730

is Pseud putida (pripadné fluor
Principem tohoto testu je kultivace bakterialniho inokula v tekuté Zivné
piidé se vzorkem. Se zvysujici se rychlosti ristu venika intenzivnéjsi
zdkal. Pribéh testu se sleduje méfenim tohoto zdkalu turbidimetricky

ECHA Biocide Monitor I1. Princip
i Bakterie — rodu Bacillus (G+).

Trvani testu

Test je zaloZen na pouZiti malého absorpéniho papirku, Ktery je
i i ismem a  indikitorovym  barvivem
bakteridlniho ristu (tetrazoliové sil). Bar
na_konceniraci_dehydrogendz, _kte

P
Vyvinutd barva se interpreiuje podle priloené stupnic

~'bild, rizova nebo teckovand - jako mirné toxic end - netoxicky,
(Dutka a Gorrie 1989).

Kontakt systému se vzorkem 10 sekund + 18-24 hodinova kultivace a
do vytvoreni barvy na prouzku s kontrolnim vzorkem

Teplota

35-37°C.

Miniaturizace testd

(Dutka et Kwan, 1982).
18 hodinové bakterialni inokulum se naedi na pozadovanou hustotu a
nasazuje se do testovanych vzorkii a kontroly ve zkumavkich. Po 16
hodinové kultivaci v termostatu se méFi absorbance pii 560 nm a
vypocte se % inhibice mikrobidlniho ristu ve srovnani s kontrolou.
(Alternativni 2 je 650 nm, kierd je optimdlni pro Pseudomonas

fluorescens) (Dockal et Soldn, 1988)
100 ml dle CSN, pripadné nizsi,

18 hodin.

161 hodin (6).
23%1°C

Urychluje priibéh testu (neni podminkou).

Pozitivni kontrola
Aseptickd price

3,5 — dichlorfenol.
Velmi limitujici pouze pri zakladdni testu a pfi uchovavani kultury.

Doporuéeni

Financné velmi vyhodny test. Vhodny: k testovini odpadii — toxickych
vzorki bez vysokého zikalu a zabarveni.

Miniaturizace testd




Miniaturizace testd

Aura- VR4

Screeningové testy toxicity - aplikace testii na
prokaryotickych mikroorganismech

13 Dim [ Toxmap

Miniaturizace testi

SPECTRA Raibow Thermo; Serial number: s Firmware: V2.03: XREAD PLUS V
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Koncentrace dichlorfenolu

Vyhodnoceni testi

MICROTOX - Akutni test toxicity
(BioFix® Lumi)

Salinni baktérie Vibrio fischeri

vykazujici bioluminiscenci

> redukee intenzity biolouminiscence
vlivem pusobenf $kodliviny

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

> dobre reprodukovatelny

/ ~/
fo A

Pfiprava zékladnino
e roztoku, tprava pH
|
delgd 2 WURdeiEEEd @

Phiprava suspenze bakterii Piprava testovacich roztoki

Stanoveni pocatecni luminiscence

5 Pridavek skodliviny
,ﬁ [6) zattek testu
l Inkubace 10-30 min

o

Stanoveni kone¢né luminiscence




MICROTOX

Microtox

Organismus Vibrio fischeri (G-)

Princip Jsou to testy na morské i cni - bakterii
Vibrio fischeri (ISO 11348 1998). Po probéhlé

expozici  je méfenym  paramentrem  inhibice 6&

bioluminiscence. Kinetika inhibice je nejcastéji

sledovana v nasledujicich expozicnich intervalech:

5, 15 a 30 minut s pouzitim jemné Fedici fady vzorku

1:1.

Zorky by mély byt pied méfenim upravoviny: pH,
salinita (2 %). Je-li hodnota pH v rozmezi od 6 - 8,5,
neni nuiné pH upravovat (BioOrbit 1996).

i tipravé pH je nutné citlivé pripravit roztok HCI ¢i NaOH o takové
koncentraci, kterd optimdlné upravi pH roztoku co nejmensim objemem
— tim lze zabrdnit nezadoucimu naredéni vzorku. Cely test probihd pri
teploté 15 °C. Test md také variantu “solid phase .

Reakéni smés (V) | 1 ml. Pomér vzorek:inokulum je 500:500 ul, pripadné i 800:200 pl.
Predkultivace 10— 15 minutovd resuscitace lyofilizované bakterie (15 °C).

Trvani testu ), 13, 20, 30 minut. Sleduje se jen jeden endpoint, nebo kineticka
odpovéd bakterie v nékolika zvolenych intervalech.

Teplota 15°C.

pH Optimum 6 — 8,5 pH.

Tiepani Ve

Pozitival kontrola
| Asepticka price Neni nutna.

CSN ENTSO 11

Nazev normy:

Jakost vod - Stanoveni inhibi¢niho ti¢inku vzorki
vod na svételnou emisi Vibrio fischeri'(Zkouska na
luminiscenénich bakteriich) - Cast 1: Metoda s Cerstvé
pripravenymi bakteriemi,

Ttidici znak: 757734

Jydana: leden 2000

ikitoru ristové inhi

eni syételné luminiscence, kterd nSleduje po reakci
a hoFendtych iontid.\Tento systém mi%e byt vyuZit pro
yehle rdste v laboratornich podmink:

luciferiza

luciferin + ATP + 02 > oxylugiferin + AMP + PPi + CO, + svétlo (
1824 hodinovi bun&ni kultura se nafedi na potfebnou hustotu a pr
postup méen

stejného obsahu, jako je v bakteridlnim inokulu. Testovini
tivity, by mel zopakovino s podrobn&jSim Fed&nim

O
FMNH, + RCHO =2>“FMN + RCOOH + H,O + 0,1 h
EEEERRIBiBluminescence

-Emise svétla je silné
€ i i s s BEFell '\ cxergonicky proces.
o = gonick p
Transport processes. So,
ot NADH  Energy. Luciferase.
AP
om
Sytoplasmatc

Conitoents
Protonmeiive foca

~Celkovy kvantovy vytézek bioluminiscence, tj. pofet kvant vyziFenych na
jednu molekulu spotiebovaného substritu, ¢ini asi 0,1.
-Bioluminiscen¢ni systém je vlastné bo¢ni vétvi elektroni ve flavoproteinové
&asti aerobniho respiraéniho Fetézce.
Mezi obéma vétvemi toku tronii existuje soutéZivy vztah.
Pfitom afinita luciferazového systému ke Kkysliku je vétSi neZ
systému respira¢niho, takZe pFi nedostatku kysliku Klesa
rychlost respirace, a to aZ na 10 % maximalni rychlosti, aniZ je

dot¢ena intenzita luminiscence.

Mutatox
Organismus Vyuzivani bakterie Vibrio fischeri -, dark mutant™ - za normalnich
podminek neluminuje (G-).
Princip Jednd se o mutania, u kierého je emise svétla zpiisobena az reverzni
mutaci za pritomnosti mutagennich latek. (Ulitzur et al. 1980).
Lyofilizované bakterie jsou rehydratoviny a exponovany toxickou
lithou. Po 16-24 hodindch se méFi emise svétla luminometrem. Test je
provadén s i bez enzymové aktivace S9. Pouziti +S9 je popsdno v prici
Johnson 1992,
aplikace bez -S9 v élanku Kwan et al. 1990,
500 4.
30 minut v 37 °C vodni lazni.

—24h.
Dodani §9 smési ma tendenci zvysit detekcni limit a sniZit jednotnost
visledki, coz mitZe byt vysviétleno nestandardnimi podminkami pro
meabolizaci (bakterie vy /u/a jen 15 ° imco $9 smés byla
vwvinuta pro Ames test pri 37° C). S visledky Mutatoxu také mi
interferovat cytotoxicita (\n/u\ pripad i u Ames testu). Zde se
mize provést jako kontrola ;mpu[u( distovy test zalozeny na bun
hustoté. (Willemsen et al. 19
Byla potvrzena vysoka 93 % \/mdu s Ames testem (Legault et al. 1994).
Mutatox byl schopen = 82% spravné odlisit (ne)karcinogenni Litky ve
srovndini s Ames testem, kier mél wio schopnost nizsi (73%)
23+

Ne.

2-AA, 2-AF, BaP.

Ano.

Test je doporucen provadéi v kombinaci s Microtox testem, Kiery mit
musi predchazet (Hauser et al. 1997).

Extrakce ATP

=, vozbiti“ bunééné stény a uvelnéni bunééného’ obsahu
vcetné ATP

extrakéni ¢inidla: TCA, H,SO,, detergent = benzethonium
chlorid, DMSO...

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




ATP - TOX s

Stanoveni ATP ™" ot

ATP-TOX system vyuZiva méreni aktivity bunéené ATP jako indikitoru
riistové inhibice.

Zdkladni test pro méFeni ATP je zaloZen na méFeni svételné
Iuminiscence, kterd nésleduje po reakci luciferinu s ATP za pFitomnosti

jakékoliv  bakterie nebo fasy, kterd rychle roste v laboratornich
ATP Reagent ATP Standard podminkach (Dutka 1988). Zkumavky se inkubuji na rotacni tiepacce po
A dobu 5 hodin a po té se méri celkové mnoZstvi vyprodukované ATP
pomoci luciferin-luciferdzové aktivity (dodava se luciferin-lucife j
ok do testované smési) na luminometru,
rek miize inhibovat schopnost pridané luciferdzy méit produkci
ATP, proto je tieba jesté ovéFit, zda tento jev nenastal.
Reakéni smés (V) | 1 ml. (200 ul roztoku e
Predkultivace Zavisi na typu kultivovanych bunck (18-24)
Trvdni testu Po probéhlé expozici se provede rozruseni stén bunék (cinidlem — TCA
trichloroctova kyselina, sono — ultrazvuk). Tim dojde k uvolnéni ATP do
rozioku, ze kierého se odebird 800 ul vzorku do reakéni smési
Zavisla na vybrané kulture.
Doporucent.
Chemické ldtky musi byt vybiriny s ohledem na moznou inakiivaci
enzymu (viz princip).
Ano

LUMINISCENCE

toxicity se vzorky pevné faze

Organismus
Automaticky BIOSENZOR b (bakterie, fasa, korys)

Sorbovany | ka | Rozpustény
podil [ podil

Pfirozena vazba
organismi
na pevné ¢astice | -
. P Castice
.l/ Yellow
Uuid

Swab Twist Count Clor i

(ums blue)

Lucifrin Kontakt organismu s

Results in 30 Seconds! e kontaminantem

r r . 0 r 4 .
Dehydrogenszni aktivita Dehydrogenazni aktivita
ce bakerie probihi primee vzorku pevn
Jeji metabolicky stav jehotnocen pomoci méFent aktivity dehydrogeniz. Suspenze/buntk B.

cerea spektFofotomefricky ovéFené koncentrace je pridina do suspenze vody a pevného o O -ONg Ot
vzorku. 5 —
3

kubaci (2h, 70 rpm, 25° C),je do suspenze p¥idan Fesazurin (oxido-redukgni barvivo
tu bakteridlni déhydrogenizy) ve fosfore¥nanovém pufru. Po/15 min. je smés

Resazurin Resorufin
= 601,20m Tanar= 571,40m

Piesné modrofialova rizové barva
i i barva

koncentrace

Fosf. puft + Ziviny
Inokulum
Navézka sedimentu

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




Test na aktivitu dehydrogendz

Organismus

Bacillus cereus, G+, (CCM 2010).

Princip

Jedna se o test, ve kterém je aplikovina sbirkova kultura bakterie
Bacillus cereus piimo do vzorku pevného skupenstvi a jeji poskozeni se
sleduje  pomoci  spektrofotometrického méreni zmén v mnoZstvi
specifickoho substrétu resazurinu (601nm), jeho redukce je timérnd
zméndm v aktivité dehydrogendz sledované bunék
Alternativou odectu vysledkii je spektrofotometricka detekce
j resorufinu (571nm). (Ro: 1 et al. 1995).

Reakéni smés (V)
Predkultivace

6ml.
18 hodin pri kontinudinim trepani (220 rpm) pri teploté 21 °C,
(0D =0,4).

i tFepani 70 rpm

Pouze pri prci se zasobni kulturou.

Bezextrakeni test matrice pevného skupensivi. Tato metoda te
tcinky i téch kontaminantii, které jsou vizané na povrch pen
castecek piid a sedimenti.

V¥hodou je jeho metodicka ,,b I “ k pritomnosti kysliku a
dobra  rozpustnost resorufinu ve vodé a tim jeho jednoducha
extrahovatelnost.

Toxi - Chromotest™

Piehled v 1

raxi nejcastéji pouzivanych/substrati pro

stanoveni beta-galaktozidazy

- ONPG
-GPRG

Toxichromo-Pad ®

KITu na stanovéni toxicity v peyné matrici

BEZBARVA - ZIUTA
NAZLOUTLA -/CERVENA

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

ZLUTA - MODRA

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

Toxichromo-test ®

Ukizka KITu na stanoveni toxicity v kapalné matrici

environmental
blo-detecrion
products inc

Recovery Medium  if material is non-toxic:
an, bacteria recover and grow
Sample Material

4 omisel o
= peaeassdase T A
cchromogenic
oniie
acded
no

nosynthesisof Yy 00
stessed P eesiaase ~ Myl
Bacterial

Ceil

Bacier do Aot resover

The activity of the induced (by cocktail containing a specific
inducer of B-galactosidase) enzyme is detected by the hydrolysis
of a chromogenic substrate

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

Toxi - Chromotest™

Toxi-Chromotest, Toxi-ChromoPad

Organismus Escherichia coli , gramnegativni (G-), K12 ORSS.

Princip Princip obou testii je zaloZen na schopnosti toxikantic inhibovat de novo
syntézu f-galaktozidizy v kmeni Escherichia coli, mutantu citlivému
piedeviim k pesticidim, mykotoxinim a 16zkjm kovim (Kilroy et Gray
1995). Toxi-Chromotest je mikrodestickovy test, ktery slouzi k testovini
kapalnych vzorkii a roztoki chemickych litek. PFi ToxiChromoPad
varianté test probihd ve zkumavkich. Vzorky se pak aplikuji na fitracni
papiry se substritovou impregnaci (test pro sedimenty, piidy).
Lyofilizované bakterie jsou oZiveny smési Zivného média a specifického
induktoru pro fenotypovou produkci enzymu. Jsou ndsledné smichdny s

orkem, kiery mize inhibovat obnovovaci pro

Smés " je u Toxi-Chromotestu  nandsena
serologickych  desticek mnoiswi enzymu je  stanoveno
semikvantitativné kolorimetrickou reakei nebo miize byt kvantifikovino

i pro desticky (Reinhartz et al. 1987). V
ToxuChromoPadu jsou vysledky hodnoceny jen srovndnim vytvorené
kontrolni barvy na filtracnim papire s variantou vzorku (EBPI, 1995),
(Kwan 1993, Kwan 1995, Rao et al., 1991).
Kwan_ et Dutha 1990 srovndvali tyto testy s Microtox” testem
Piedevim  vzorkii sedimentii jsou tyto testy méné citlivé, nez Microtox
Naopak u mykotoxinii a pesticidii byl ToxiChromotest citlivéjsi (Kilroy
et Gray 1995).

Reakéni s U Toxi-ChromoPadu je reakéni smés 300 4, u Klasické mikrodestickové
verze Toxi-chromotestu 250 ul.

Predkultivace | Dostatecnd doba resuscitace 10 minut.

Aveptickd prace | Asepticka prace je nutnd pri jakékoliv manipulac se zasobni kulturou.

Trvani testu 2 hodiny

Teplota 37°C

0 hromoPad™

Toxi - ChromoPad
0,59 of samples




MetPad, MetPlate, FluoroMetPlate, MetSoil MetPlate

Escherichia coli (G-).

Princip téchto testit je obdobny jako u Toxi-Chromotestu. Bakteridalni
odpovédi na toxicky vzorek je méfend indukovand syntéza enzymu fp —
galaktoziddzy mutantiho kmene E. coli (Bitton et al. 1992, Kong et al.
1995). Intenzita syntézy enzymu je zavisli na metabolismu bunék.

Reakéni smés (V) | 1 mi (100 yl inokula + 900 ul vzorku)

Trvdni testu 1 hodinu.

Teplota 35 °C.

Enzymova inhibice syntézy B-galaktozidazy

35°C, 90 min., rehydratace lyofilizované kultury
- specifita na tézké ko velmi reakce na zne¢iSténi or;
- test pro 3 m testem,

- FluoroMe late - fluorogenni substrat (nejcitliv

Testy vzorkii pevné faze Testy vzorkii pevné faze

Mobilni
ghat [SEEIn

Biodostupna cast =

E xtsahovatelna cast Guma kot

—o— Vodny vyluh
A —— Solid-phase test

—/— Organicky extrakt

1200

-1
Toxicita vodného Kontaktni test Toxicita organického! Koncentrace vzorku (mg.mI")
vyluhu - ve vodé toxicity - extraktu - celkova

rozpustna (mobilni) || biodostupna cast (extrahovatelna

cast i cast) i

Hodneceéni bakterialnich testi
Nevyhody

nizkd finan¢ni a ¢asova jednobunéény organismus
narocnost et 5
© testovéni extraktt
vliv zakalu vzorkid
ani a piiprava .
- CI2MI R pouze akutni Géinky
teStOVﬂClCh organismu -
N . . laboratorni podmin
miniaturizované provedeni
omezena extrapolace

instrumentalni metody sledki
7y




Trendy vevyvoji bakterialnich testi

standardizace metod

minjaturizace provedeni

moderni instrumentalni analytick€é metody

SPT testy (testovani u¢inkt biodostupné frakce)

biosensory

Zarazeni do baterie testd

Dle cile hodnoceni
a dle typu vzorku

Aspekt trofické drovné
testovaného organismu

Minimalni
- bakterie
- Fasy
- bezobratli
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