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Uvod

Biotest nazyvany také jako bioassay je definovan jako ,zkouska“ vyuzivajici
biologicky systém, ktery zahrnuje expozici organismu testovanym materidlem a
stanovuje odpovéd organismu. Chapman (1995a) rozliSuje dva druhy biotestu: test
toxicity, ktery méfi efekt (napf. akutni, subletalni, chronickou toxicitu) a
bioakumulaéni test, ktery méfi jev. Biotest je stary snad nékolik tisic let. Jiz faraoni
pouzivali "sluzeb" ochutnavace aby se uchranili pfed travi€i. Ve stfedovéku se
podeziely pokrm zkouSel na psovi Ci vézni. Dnes je jako testovaci organismy pouziva
Siroka Skala  organisml (bakterie, sinice, Fasy, vySSi rostliny, vodni a pudni
organismy, mechy a liSejniky, ale také teplokrevni obratlovci, pfedevSim hlodavci,
ptaci, volné Zijici zvér a ve zdlvodnénych pfipadech i primati.

Ekotoxikologie je relativné novy pojem integrujici ekologické a toxikologické
discipliny. Plvodné byly testy toxicity, jejich metodické postupy, testovaci organismy
a endpointy vybirany na zakladé neekologickych faktort, protoze ekologické byly
obecné nevyznamné. Prvni environmentalni problémy, které se objevily, byly akutni
a viditelné, zahrnovaly napf. hynuti organismd napf. vlivem nedostatku kysliku a
vedly k aplikaci pfevazné rybich druhl pfi testovani vody.

Pavodni problémy byly relativné jednoduché, zahrnovaly polutanty typu organické
hmoty, kovu a pesticidu. V prabéhu stoleti se vSak znecisténi stalo komplexnéjSim a
nyni zahrnuje smési chemikalii ve vice environmentalnich slozkach (voda, pltda,
tkané, atd.). Efekty znecisténi se jiz netykaji pouze mortality, ale do popredi se
dostavaji dlouhodobéjsi a obtiznéji detekovatelné vlivy jako mutagenicita,
karcenogenita, vlivy na rust, reprodukci, atd. To vede i k mohutnému rozvoji riznych
metod stanovujicich pfiiny a efekty znecisténi a ke zméné regulacnich opatfeni z
napravy Skod zplsobenych na ekosystému k prevenci a ochrané zdravi ekosystému
(Chapman 1995b). V souc¢asné dobé jsou znamy desitky miliont organickych
sloucenin. Spolu s dalSimi pfirodnimi slou¢eninami produkovanymi a
modifikovanymi organismy a anorganickymi latkami tvofi smésy, jejichz toxicitu nelze
predikovat, ani efektivné monitorovat sofistikovanymi instrumentalnimi metodami
analytické a environmentalni chemie, které jsou povétsSinou cileny na urcitou latku.
Proto ma biotest jako nespecificky, relativné levny, screeningovy test (toxicity,
uzivnosti, biodegradace, biokumulace apod.) v ekotoxikologii své dulezité
misto.

Pdvodni problémy byly relativné jednoduché, zahrnovaly polutanty typu
organické hmoty, kovl a pesticidd. V pribéhu stoleti se v3ak znecisténi stalo
komplexné&jSim a nyni zahrnuje smési chemikalii ve vice environmentalnich slozkach
(voda, plda, tkané, atd.). Efekty znecisténi se jiz netykaji pouze mortality, ale do
popredi se dostavaji dlouhodobé&jsi a obtiZznéji detekovatelné vlivy jako mutagenicita,
karcenogenita, vlivy na rast, reprodukci, atd. To vede i k mohutnému rozvoji riznych
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metod stanovujicich pfiiny a efekty znecisténi a ke zméné regulacnich opatfeni z
napravy Skod zpusobenych na ekosystému k prevenci a ochrané zdravi ekosystému
(Chapman 1995b).

Hodnoceni zdravi ekosystému probiha na tfech zakladnich urovnich
biologické organizace: individualni, populacni a na urovni spoleCenstva. Testy
toxicity, které zaujimaji individualni uroven, se zaméruji letalni, nebo subletalni na
biochemické a fyziologické odpovédi organismu k environmentalnimu znecisténi.
Jejich vyhodou je, Ze jsou stabdardizované, mohou indikovat ,v€asné varovani“, na
druhé strané jim chybi dlouhodoba ekologicka vyznamnost a jejich interpretace maze
byt irelevantni pfirodnim podminkam (Wong a Dixon 1995).

Definice a popis biotestu.

Principem biotestu je kontakt (akutni, chronicky apod.) testované latky, smésného,
Ci pfirodniho vzorku za ur€itych, pfedem definovanych a kontrolovatelnych
podminek s detekénim systémem (zkuSebnim organismem, tkani, populaci,
spoleCenstvem apod.). Z jeho reakce potom usuzujeme, zda testovana latka je
toxicka, zda vzorek vody obsahuje vyuzitelné ziviny, zda je za téchto podminek
sledovana substance rozlozitelna atd.

Biotest vétSinou nem(ize podat informaci ktera latka a v jakém mnozstvi je v
pFislusném vzorku, to je vyhrazeno az chemické analyze, muze vSak velmi
jednoduse a rychle Fici, zda je €i neni ve vzorku biologicky aktivni, ¢i sledovany jev
ovlivAujici latka/latky.

Biotest Ize definovat jako proces, pfi némz je testovaci systém (tkané, organismus,
populace apod.) exponovan v pfesné definovanych podminkach riznymi
koncentracemi zkoumané chemické latky nebo smésného &i pfirodniho vzorku.

Ekotoxikologické biotesty jsou pak takové biotesty, které pro stanoveni
sledovaného jevu vyuzivaji detekéni systémy (organismy, tkdné apod.), které jsou
relevantni (umoznuji interpretaci, maji dostateCnou vypovédni hodnotu apod.) pro
sledované ekosystémy €i matrice (vodni, pldni ekosystémy, chemické latky, odpady
apod.). Z tohoto popisu je zfejmé, Ze napfiklad nebezpecné vlastnosti odpadu
popisované v Zakoné o odpadech jako akutni toxicita, nebo tzv. pozdni u€inek
(embryotoxicita, mutagenita, teratogenita apod.) je cilena na ve vztahu k ¢lovéku,
nikoliv k zivotnimu prostfedi a nelze je uvadét mezi ekotoxikologické biotesty. Proto
je v zakonech a normach ekotoxicita uvadéna zvlast a vzdy by méla sledovat a
definovat ucinky testované substance na Urovni producentl, konzumentl a
destruentd, protoZe ekosystém si Ize pfedstavit jako Fetéz: praskne-li jeden jediny
Clanek (je jedno ktery), fetéz neni funkéni (a ekosystém je posSkozeny). Kdybychom
napfiklad testovali insekticid pomoci jediného testu , napf. na bakteriich, nebo
fasach, pravdépodobné nestanovime toxické ucinky. Je v8ak ziejmé, ze zaver:
vzorek je netoxicky je nespravny, protoZe byla opomenuta skupina konzumentl. Zda
se to jasné. Presto dnes stale existuji firmy a laboratofe, které vysledky jednoho
trstu (napf. Mikrotox) vydavaji za vysledky ekotoxikologického testovani.

Soucasnym trendem je vyvijet takové metodiky ekotoxikologickych biotestu, , které
jsou miniaturizované, plné validovatelné a umoznuji tedy sledovat nepfiznivy vliv
latek na zivé organizmy za standardnich, reprodukovatelnych podminek. Metody



musi umoznit srovnani u€inkd raznych latek €i riznych organizmi mezi sebou a
pfedevsim srovnani odpovidajicich vysledku z riznych laboratofi. Vysoky stuper
standardizace ekotoxikologickych biotestl je samoziejmosti, ktera je vSak ¢asto
interpretovana zaroven jako nevyhoda, protoze laboratorni podminky jsou ¢asto
vzdaleny pfirodnim podminkam, coz je nutno brat v Uvahu pfi interpretaci vysledku
testu. Ekotoxikologické biotesty pak poskytuji podklady pro ekotoxikologické studie,
hodnoceni rizik apod.

Rozdéleni ekotoxikologickych biotest

V recentnich mezinarodnich monografiich zabyvajicich se touto problematikou
najdeme nejriznéjSi a znacné nejednotné déleni ekotoxikologickych biotestd. Zde
uvadim zakladni prehled téch nejCastéjsich:

Dle doby expozice délime_ekotoxikologické biotesty na akutni, semiakutni
(semichronické) a chronické

Dle pokrocilosti designu testovaciho systému (Také 4 generace biotestu)

e 1. generace -klasické (standardni)
2. generace -mikrobiotesty
3. generace -biosenzory, biosondy a biomarkry
4. generace — on-line systémy s dalkovym
pfenosem dat

Dle trofické urovné testovacich organismia producenti, konzumenti, destruenti
Dle testované matrice: voda, puda, vzduch, sediment, odpad, chemicka latka

Dle spektra testovacich organismu:Jednodruhové (Single Species), Vicedruhové
(Multi Species s pfirodnimi populacemi i laboratorni smési kultur)

Dle typu testovaného vzorku: Cisté chemické latky (hydrofilni, hydrofobni, t€kavé),
smeés latek (znamych i neznamych), pfirodni vzorky (vétSinou nezname, smeésne,
s neznamymi interakcemi - nejslozitéjsi interpretace)

Dle zpusobu pripravy vzorku: definované koncentrace chemickych latek,
testovani vyluhu pfirodnich vzorku (extrakce org. rozpoustédly, DMSO, vodou, rizné
pH, teplota atd.) , semipermeabilni membrany, pfimé testy (Direct Tests, Solid Phase
Tests, Whole Effluent etc.)

Dle stupné komplexnosti detekéniho systému

in vitro , intaktni Zivy organismus, populace, micro/mezo kosmos, terénni
experimenty. Zde vyvoj chapani ekotoxikologickych biotestl pokrocil - puvodni
definice uznavala pouze vliv latek na Zivé organismy, dnes s pronikanim 3. generace
ekotoxikologickych biotestl jsou uznavany pro hodnoceni rizik také biotesty na
urovni suborganismalni.



Dle zpisobu vyhodnocovani: letalni efekty (mortalita, imobilizace), subletalni
efekty (chovani organismuU — napf. rychlost a smér pohybu), hodnoceni fyziologické
aktivity (fotosyntetické asimilace, enzymaticka aktivita, efekty na membranach,
priristky — délka kofene, po€et bunék v populaci, nebo hmotnost organismu,
nachylnost k napadeni chorobami, Skadci i parazity apod)., reprodukéni aktivita,
malformace a teratogenita atd.

Specielni testy pro hodnoceni rizik v zivotnim prostredi

V urcitych, jasné definovanych pfipadech, kdy je pro konkrétni interpretaci nutno
stanovit jiné, nez bézné (toxické, letalni) efekty na testovaci organismus, mame

k dispozici fadu specielnich biotestu pro stanoveni napf. téchto parametru: trofie,
mutagenita/genotoxicita nejen na bakteriich, ale také na rostlinnach, volné Zijicich
zviratech a rybach, teratogenita, napfiklad na obojzivelnicich - Xenopus laevis,
embryotoxicita a reprodukéni testy na rybach, korySich, obojzivelnicich, ptacich
apod.

DalSi biotesty: Tento prfehled je sméfovan na ekotoxikologické biotesty.
Biokoncentrace/ biokumulace a testy pro hodnoceni biodegradability nepatfi mezi
ekotoxikologické biotesty ve smyslu stanovovani toxickych a letalnich efektd

v puvodnim vyznamu, takze ac se jim v tomto pfispévku nebudu podrobnéji vénovat
je dobré védét, ze patfi mezi biotesty ekotoxikologického hodnoceni chemickych
latek i pfirodnich a odpadnich vzorku.

Prehled ekotoxikologickych biotestu tak, jak je uvadi nékteré mezinarodni
agentury

VétSina vyspélych stati ma své agentury, které vydavaji a aktualizuji normy a
metodiky takeé v oblasti ekotoxikologickych biotest. V USA je to U.S. EPA, a ASTM,
v Kanadé je to napfiklad Environment Canada, ve Francii AFNOR, v Némecku DIN
apod. Ceska republika patfi jednoznaéné mezi staty, které jsou pokrogilé i v této
oblasti, ale sou€asna situace muze byt pro nezasvécené uZzivatele nejasna.

V souéasné dobé jsou v platnosti CSN (Ceska statni norma), ale souéasné jsou
platné nové pfijimané normy, které v procesu harmonizace pfedpisu s EU pfijimame
a také jsou platné normy, které jsme pfejali jako ¢lenové OECD. Jak je z nize
uvedeného prehledu patrné, b&zné se Ize setkat s normou, ktera ma oznageni CSN-
EN-ISO. Jde o nové normy pfejimané z ISO a platné pro EU. Aby to nebylo
jednoduché, jsou soucCasné platné napfiklad také tzv. oborové normy pro jednotlivé
rezorty, Ci odvétvi. Pfikladem mohou byt Oborové normy pro vodni hospodarstvi,
které maji oznaCeni TNV.

V nasledujicim pfehledu jsou stazeny z internetu seznamy norem vybranych
agentur, které se touto problematikou zabyvaji. Jiz z pfehledu je patrné, Ze se
agentury v jednotlivych normach nejen prekryvaji, ale predevsim se liSi v detailech
zpUsobu provedeni, slozeni medii i dobé expozice.

VSimnéte si prosim, Ze kromé ekotoxikoogickych biotestu, které jsou bézné
v CR (dafnie, fasy, kli¢eni semen, ryba) jsou napiiklad u OECD jiz od roku 1984
platné normy pro stanoveni toxicity na vcely, zizaly, volné Zijici ptaky apod. Tyto
testy se v CR také pouzivaji, povédomi odborné vefejnosti o t&chto testech vSak neni
takové, jako je tomu u testl pro stestovani vodnich ekosystému. Z predlozenych



prehledu je také patrny trend ve vyvoji ekotoxikologickych biotestl v poslednich cca
10 letech: stale vétsi daraz je kladen na testy prolongované, chronické a
subchronické, pfi hodnoceni efektl se stale vice klade diraz na subletalni efekty a
vlivu sledovanych substanci na reprodukci.

Zdroj:

http://www.oecd.org/EN/document/0,,EN-document-524-14-no0-21-6717-524,00.html

Sekce 2: Effects on Biotic Systems, dalSi Ize najit v serii Testing and Assessment
Guidance Monographs

201 Alga, Growth Inhibition Test (Updated Guideline, adopted 7th June 1984)

202 Daphnia sp. Acute Immobilisation Test and Reproduction Test (Updated Guideline,
adopted 4th April 1984)

203 Fish, Acute Toxicity Test (Updated Guideline, adopted 17th July 1992)

204 Fish, Prolonged Toxicity Test: 14-Day Study (Original Guideline, adopted 4th April 1984)
205 Avian Dietary Toxicity Test (Original Guideline, adopted 4th April 1984)

206 Avian Reproduction Test (Original Guideline, adopted 4th April 1984)

207 Earthworm, Acute Toxicity Tests (Original Guideline, adopted 4th April 1984)

208 Terrestrial Plants, Growth Test (Original Guideline, adopted 4th April 1984)

209 Activated Sludge, Respiration Inhibition Test (Original Guideline, adopted 4th April 1984)
210 Fish, Early-Life Stage Toxicity Test (Original Guideline, adopted 17th July 1992)

211 Daphnia magna Reproduction Test (Original Guideline, adopted 21st September 1998)
212 Fish, Short-term Toxicity Test on Embryo and Sac-Fry Stages (Original Guideline,
adopted 21st September 1998)

213 Honeybees, Acute Oral Toxicity Test(Original Guideline, adopted 21st September 1998)
214 Honeybees, Acute Contact Toxicity Test(Original Guideline, adopted 21st September
1998)

215 Fish, Juvenile Growth Test (Original Guideline, adopted 21st January 2000)

216 Soil Microorganisms, Nitrogen Transformation Test (Original Guideline, adopted 21st
January 2000)

217 Soil Microorganisms, Carbon Transformation Test (Original Guideline, adopted 21st
January 2000)

OECD normy , které jsou v sou¢asnosti ve schvalovacim fizeni

202 Daphnia sp., Acute Immobilisation Test (Updated Guideline, October 2000)
Daphnia Compilation Document

208 Terrestrial (Non target) - Plant Test: s plevelnymi druhy rostlin

208A: Seedling Emergence and Seedling and Seedling Growth

208B: Vegetative Vigour Test" (Draft Updated Guideline, July 2000)

* Supporting Background Document: A Comparative Review of Terrestrial NTP Test Methods
218 Sediment-Water Chironomid Toxicity Test Using Spiked Sediment

(Draft New Guideline, February 2001)

219 Sediment-Water Chironomid Toxicity Test Using Spiked Water (Draft New Guideline,
February 2001) PDF

220 Enchytraedae Reproduction Test(Draft New Guideline, March 2000)

221 Lemna sp. Growth Inhibition Test (Draft New Guideline, October2000) Lemna
Compilation Document

222 Earthworm Reproduction Test (Eisenia fetida/andrei)

(Draft New Guideline, January 2000)



ISO (International Standardization Organization ) nabizi standardizované metodiky a
pfeprava vzorku, konzervace a uchovavani vzorkd, metody extrakce a pfipravy, zpracovani
biotestll pro vodni ekosystémy, pudu, odpady apod.). Plny pfehled je nad ramec nejen
tohoto ¢lanku, ale také celého sborniku. Proto doporucuji Cerpat vzdy Cerstvé informace

z nize uvedenych internetovych stranek. Zde pro predstavu uvadim &ast norem spojenych
s ekotoxikologickymi biotesty pro vodni ekosystémy.

Zdroj: www.iso.org/iso/en

ISO 6341:1996 Water quality -- Determination of the inhibition of
the mobility of Daphnia magna Straus (Cladocera,
Crustacea) -- Acute toxicity test

1ISO 7346- Water quality -- Determination of the acute lethal

1:1996 toxicity of substances to a freshwater fish
[Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei,
Cyprinidae)] -- Part 1: Static method

1ISO 7346- Water quality -- Determination of the acute lethal

2:1996 toxicity of substances to a freshwater fish
[Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei,
Cyprinidae)] -- Part 2: Semi-static method

1SO 7346- Water quality -- Determination of the acute lethal

3:1996 toxicity of substances to a freshwater fish
[Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei,
Cyprinidae)] -- Part 3: Flow-through method

ISO 7827:1994 Water quality -- Evaluation in an aqueous medium of
the "ultimate™ aerobic biodegradability of organic
compounds -- Method by analysis of dissolved
organic carbon (DOC)

ISO 8192:1986 Water quality -- Test for inhibition of oxygen
consumption by activated sludge

ISO 8692:1989 Water quality -- Fresh water algal growth inhibition
test with Scenedesmus subspicatus and Selenastrum
capricornutum

1ISO 9408:1999 Water quality -- Evaluation of ultimate aerobic
biodegradability of organic compounds in agueous
medium by determination of oxygen demand in a
closed respirometer

1ISO 9439:1999 Water quality -- Evaluation of ultimate aerobic
biodegradability of organic compounds in aqueous
medium -- Carbon dioxide evolution test

ISO 9509:1989 Water quality -- Method for assessing the inhibition
of nitrification of activated sludge micro-organisms
by chemicals and waste waters

1ISO 9887:1992 Water quality -- Evaluation of the aerobic
biodegradability of organic compounds in an



http://www.iso.org/iso/en
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=21923&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=14026&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=14026&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=14028&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=14028&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=14030&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=14030&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=2219&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=15284&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=16096&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=28120&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=26727&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=17241&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=17768&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70

1SO 9888:1999

1ISO 10229:1994

1ISO 10253:1995

1SO 10634:1995

1SO 10706:2000

1SO 10707:1994

1SO 10708:1997

1ISO 10712:1995

1SO 11348-
1:1998

1ISO 11348-
2:1998

1SO 11348-
3:1998

1SO 11733:1995

1SO 11734:1995

aqueous medium -- Semi-continuous activated
sludge method (SCAS)

Water quality -- Evaluation of ultimate aerobic
biodegradability of organic compounds in aqueous
medium -- Static test (Zahn-Wellens method)

Water quality -- Determination of the prolonged
toxicity of substances to freshwater fish -- Method
for evaluating the effects of substances on the
growth rate of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss
Walbaum (Teleostei, Salmonidae))

Water quality -- Marine algal growth inhibition test
with Skeletonema costatum and Phaeodactylum
tricornutum

Water quality -- Guidance for the preparation and
treatment of poorly water-soluble organic
compounds for the subsequent evaluation of their
biodegradability in an aqueous medium

Water quality -- Determination of long term toxicity
of substances to Daphnia magna Straus (Cladocera,
Crustacea)

Water quality -- Evaluation in an aqueous medium of
the "ultimate" aerobic biodegradability of organic
compounds -- Method by analysis of biochemical
oxygen demand (closed bottle test)

Water quality -- Evaluation in an aqueous medium of
the ultimate aerobic biodegradability of organic
compounds -- Determination of biochemical oxygen
demand in a two-phase closed bottle test

Water quality -- Pseudomonas putida growth
inhibition test (Pseudomonas cell multiplication
inhibition test)

Water quality -- Determination of the inhibitory
effect of water samples on the light emission of
Vibrio fischeri (Luminescent bacteria test) -- Part 1:
Method using freshly prepared bacteria

Water quality -- Determination of the inhibitory
effect of water samples on the light emission of
Vibrio fischeri (Luminescent bacteria test) -- Part 2:
Method using liquid-dried bacteria

Water quality -- Determination of the inhibitory
effect of water samples on the light emission of
Vibrio fischeri (Luminescent bacteria test) -- Part 3:
Method using freeze-dried bacteria

Water quality -- Evaluation of the elimination and
biodegradability of organic compounds in an
aqueous medium -- Activated sludge simulation test

Water quality -- Evaluation of the "ultimate"
anaerobic biodegradability of organic compounds in
digested sludge -- Method by measurement of the


http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=28121&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=18265&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=18294&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=18728&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=18795&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=18796&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=18797&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=18800&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=19308&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=19308&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=27223&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=27223&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=27224&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=27224&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=19655&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=19656&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70

biogas production

ISO 12890:1999 Water quality -- Determination of toxicity to
embryos and larvae of freshwater fish -- Semi-static
method

ISO 13829:2000 Water quality -- Determination of the genotoxicity of
water and waste water using the umu-test

ISO 14442:1999 Water quality -- Guidelines for algal growth
inhibition tests with poorly soluble materials, volatile
compounds, metals and waste water

1ISO 14593:1999 Water quality -- Evaluation of ultimate aerobic
biodegradability of organic compounds in agueous
medium -- Method by analysis of inorganic carbon in
sealed vessels (CO2 headspace test)

1ISO 14669:1999 Water quality -- Determination of acute lethal
toxicity to marine copepods (Copepoda, Crustacea)

ISO/TR Water quality -- Selection of tests for

15462:1997 biodegradability

1SO 15522:1999 Water quality -- Determination of the inhibitory
effect of water constituents on the growth of
activated sludge microorganisms

ISO 16221:2001 Water quality -- Guidance for determination of
biodegradability in the marine environment

Evropska unie ma Spole¢né vyzkumné centrum , které se zabyva (mimo jiné) touto
problematikou v Ispfe, v Italii. V nasledujicim prehledu je uvedena Cast, ktera se
tyka metod pro stanoveni toxicity a ekotoxicity. ProtoZze ma text z tohoto sborniku
slouzit také jako studijni material pro studenty univerzit a vysokych skol, zamérné
nechavam vedle sebe metody pro stanoveni toxicity a ekotoxicity, aby bylo mozno
tyto metody srovnat a hlavné odlisit, coz se pfi zkouSeni ne vzdy studentum dafi.
Odbornici trivialitu prominou... a podrobnosti k nize uvedenym testim nacerpaji na
nize uvedené adrese.

Zdroj:
http://ecb.jre.it/testing-methods/ANNEXS/

Annex V to Directive 67/548/EEC
Posledni zmény této verze: 18 March 2002

PART B: METHODS FOR THE DETERMINATION OF TOXICITY

GENERAL INTRODUCTION

B.1bis ACUTE TOXICITY (ORAL) FIXED DOSE METHOD

B.1tris ACUTE TOXICITY (ORAL) - ACUTE TOXIC CLASS METHOD
B.2 B.2 ACUTE TOXICITY (INHALATION)

B.3 ACUTE TOXICITY (DERMAL)

B.4 ACUTE TOXICITY (SKIN IRRITATION)

B.5 ACUTE TOXICITY (EYE IRRITATION)


http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=2171&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=22626&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=23755&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=24154&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=25162&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=27046&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=27046&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=27554&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70
http://www.iso.org/iso/en/CatalogueDetailPage.CatalogueDetail?CSNUMBER=30205&ICS1=13&ICS2=60&ICS3=70

B.6 SKIN SENSITIZATION

B.7 REPEATED DOSE (28 DAYS) TOXICITY (ORAL)

B.8 REPEATED DOSE (28 DAYS) TOXICITY (INHALATION)

B.9 REPEATED DOSE (28 DAYS) TOXICITY (DERMAL)

B.10 MUTAGENICITY - IN VITRO MAMMALIAN CHROMOSOME ABERRATION TEST)
B.11 MUTAGENICITY - IN VIVO MAMMALIAN BONE-MARROW CHROMOSOME
ABERRATION TEST

B.12 MUTAGENICITY MAMMALIAN ERYTHROCYTE MICRONUCLEUS TEST

B.13/14 MUTAGENICITY - REVERSE MUTATION TEST USING BACTERIA

B.15 GENE MUTATION - SACCHAROMY CES CEREVISAE

B.16 MITOTIC RECOMBINATION - SACCHAROMYCES CEREVISAE

B.17 MUTAGENICITY - IN VITRO MAMMALIAN CELL GENE MUTATION TEST

B.18 DNA DAMAGE AND REPAIR - UNSCHEDULED DNA SYNTHESIS - MAMMALIAN
CELLS IN VITRO

B.19 SISTER CHROMATID EXCHANGE ASSAY IN VITRO

B.20 SEX-LINKED RECESSIVE LETHAL TEST IN DROSOPHILA MELANOGASTER
B.21 IN VITRO MAMMALIAN CELL TRANSFORMATION TEST

B.22 RODENT DOMINANT LETHAL TEST

B.23 MAMMALIAN SPERMATOGONIAL CHROMOSOME ABERRATION TEST

B.24 MOUSE SPOT TEST

B.25 MOUSE HERITABLE TRANSLOCATION

B.26 SUB-CHRONIC ORAL TOXICITY TEST. REPEATED DOSE 90 - DAY TOXICITY STUDY
IN RODENTS

B.27 SUB-CHRONIC ORAL TOXICITY TEST: REPEATED DOSE 90 - DAY TOXICITY STUDY
IN NON-RODENTS

B.28 SUB-CHRONIC DERMAL TOXICITY TEST: 90-DAY REPEATED DERMAL DOSE
STUDY USING RODENT SPECIES

B.29 SUB-CHRONIC INHALATION TOXICITY TEST: 90-DAY REPEATED INHALATION
DOSE STUDY USING RODENT SPECIES

B.30 CHRONIC TOXICITY TEST

B.31 TERATOGENICITY TEST — RODENT AND NON-RODENT

B.32 CARCINOGENICITY TEST

B.33 COMBINED CHRONIC TOXICITY/CARCINOGENICITY TEST

B.34 ONE-GENERATION REPRODUCTION TOXICITY TEST

B.35 TWO GENERATION REPRODUCTION TOXICITY TEST

B.36 TOXICOKINETICS

B.37 DELAYED NEUROTOXICITY OF ORGANOPHOSPHORUS SUBSTANCES FOLLOWING
ACUTE EXPOSURE

B.38 DELAYED NEUROTOXICITY OF ORGANOPHOSPHORUS SUBSTANCES 28 DAY
REPEATED DOSE STUDY

B.39 UNSCHEDULED DNA SYNTHESIS (UDS) TEST WITH MAMMALIAN LIVER CELLS IN
VIVO

B.40 SKIN CORROSION

B.41 PHOTOTOXICITY - IN VITRO 3T3 NRU PHOTOTOXICITY TEST

PART C: METHODS FOR THE DETERMINATION OF ECOTOXICITY

GENERAL INTRODUCTION

C.1 ACUTE TOXICITY FOR FISH

C.2 ACUTE TOXICITY FOR DAPHNIA

C.3 ALGAL INHIBITION TEST

C.4 BIODEGRADATION: DETERMINATION OF THE "READY" BIODEGRADABILITY
C.4-A DISSOLVED ORGANIC CARBON (DOC) DIE-AWAY TEST

C.4-B MODIFIED OECD SCREENING TEST

C.4-C CARBON DIOXIDE EVOLUTION TEST



C.4-D MANOMETRIC RESPIROMETRY TEST
C.4-E CLOSED BOTTLE TEST
C.4-F MITI TEST

C.5 DEGRADATION : BIOCHEMICAL OXYGEN DEMAND

C.6 DEGRADATION: CHEMICAL OXYGEN DEMAND

C.7 DEGRADATION: ABIOTIC DEGRADATION: HYDROLYSIS AS A FUNCTION OF PH
C.8 TOXICITY FOR EARTHWORMS : ARTIFICIAL SOIL TEST

C.9 BIODEGRADATION: ZAHN - WELLENS TEST

C.10 BIODEGRADATION: ACTIVATED SLUDGE SIMULATION TEST

C.11 BIODEGRADATION: ACTIVATED SLUDGE RESPIRATION INHIBITION TEST
C.12 BIODEGRADATION: MODIFIED SCAS TEST

C.13 BIOCONCENTRATION: FLOW-THROUGH FISH TEST

C.14 FISH JUVENILE GROWTH TEST

C.15 FISH, SHORT-TERM TOXICITY TEST ON EMBRYO AND SAC-FRY STAGES

C.16 HONEYBEES - ACUTE ORAL TOXICITY TEST

C.17 HONEYBEES - ACUTE CONTACT TOXICITY TEST

C.18 ADSORPTION/DESORPTION USING A BATCH EQUILIBRIUM METHOD

C.19 ESTIMATION OF THE ADSORPTION COEFFICIENT (KOC) ON SOIL AND ON SEWAGE
SLUDGE USING HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC)

C.20 DAPHNIA MAGNA REPRODUCTION TEST

Ekotoxikologické biotesty v normach CR

Situace v oblasti norem a metodik pro ekotoxikologické biotesty se v sou¢asné dobé

v CR intenzivné vyviji, takZe nasleduijici pfehled nelze brat jako definitivni a koneény.
Jako informacni zdroje Ize doporucit

Zde uvadim prehled téch zakladnich norem:

CSN EN 28692 Jakost vod. Zkouska inhibice rlstu sladkovodnich fas Scenedesmus
subspicatus a Selenastrum capricornutum (ISO 8692:1989) Vydana: zafi 1995

CSN EN ISO 11348-3 Jakost vod - Stanoveni inhibiéniho uginku vzorkil vod na svételnou
emisi Vibrio fischeri (Zkougka na luminiscenénich bakteriich) - Cast 3: Metoda s
lyofilizovanymi bakteriemi. Vydana: leden 2000. Uginnost: 2000.02.01

CSN EN ISO 10253 : Jakost vod - Zkouska inhibice rdstu mofskych fas Skeletonema
costatum a Phaeodactylum tricornutum Vydana: tnor 1999. Uginnost: 1999.03.01

CSN EN ISO 5667-16: Jakost vod - Odbér vzorkt - Cast 16: Pokyny pro biologické zkouseni
vzorkll Vydana: fijen 1999 Uginnost: 1999.11.01

CSN EN ISO 10712 : Jakost vod - Zkouska inhibice riistu na Pseudomonas putida (zkouska
inhibice rozmnoZovani bunék Pseudomonas) Vydana: prosinec 1997. U&innost: 1998.01.01
CSN EN ISO 6341: Jakost vod - Zkouska inhibice pohyblivosti Daphnia magna Straus
(Cladocera, Crustacea) - Zkouska akutni toxicity Vydana: prosinec 1997.Uginnost:
1998.01.01

CSN EN ISO 11348-1 : Jakost vod - Stanoveni inhibi¢niho G&inku vzork( vod na svételnou
emisi Vibrio fischeri (Zkou$ka na luminiscenénich bakteriich) - Cast 1: Metoda s &erstvé
pfipravenymi bakteriemi Vydana: leden 2000.Uginnost: 2000.02.01

CSN EN ISO 11348-2 : Jakost vod - Stanoveni inhibiéniho G&inku vzorkd vod na svételnou
emisi Vibrio fischeri (Zkouska na luminiscenénich bakteriich) - Cast 2: Metoda se su$enymi
bakteriemi Vydana: leden 2000.Uginnost: 2000.02.01

CSN EN ISO 11348-3: Jakost vod - Stanoveni inhibiéniho G&inku vzorkl vod na svételnou
emisi Vibrio fischeri (Zkou$ka na luminiscenénich bakteriich) - Cast 3: Metoda s
lyofilizovanymi bakteriemi Vydana: leden 2000.U&innost: 2000.02.01



CSN EN ISO 7346-1: Jakost vod - Stanoveni akutni letalni toxicity latek pro sladkovodni
ryby [Brachydanio rerio Hamilton - Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)] - Cast 1: Staticka
metoda Vydana: tnor 1999. Uginnost: 1999.03.01
CSN EN ISO 7346-2 : Jakost vod - Stanoveni akutni letalni toxicity latek pro sladkovodni
ryby [Brachydanio rerio Hamilton - Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)] - Cast 2: Obnovovaci
metoda Vydana: dnor 1999.Uginnost: 1999.03.01
CSN EN ISO 7346-3: Jakost vod - Stanoveni akutni letalni toxicity latek pro sladkovodni ryby
[Brachydanio rerio Hamilton - Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)] - Cast 3: Pratoéna metoda
Vydana: tnor 1999. Uginnost: 1999.03.01
CSN ISO 10229: Jakost vod - Stanoveni subchronické toxicity latek pro sladkovodni ryby -
Metoda vyhodnoceni U€inku latek na rastovou rychlost pstruha duhového /Oncorhynchus
mykiss Walbaum (Teleostei, Salmonidae)/ Vydana: brezen 1997.Uginnost: 1997.04.01
CSN ISO 10706: Jakost vod - Stanoveni chronické toxicity latek pro Daphnia magna Straus
(Cladocera, Crustacea) Vydana: prosinec 2001.Ug&innost: 2002.01.01
TNV 757741 Mikrometoda stanoveni toxicity a trofického potencialu fasovym testem.
(oborova norma pro Vodni hospodafstvi, platna od roku 1995)

TNV 757754 Mikrometoda stanoveni toxicity na korysi Thamnocephalus platyurus. (oborova
norma pro Vodni hospodafstvi, platna od roku 1997).

Vyznam a interpretac¢ni potencial ekotoxikologickych biotestu

Ekotoxikologickeé biotesty by mély byt zaméfeny na stanoveni pfitomnosti nebo
nepfitomnosti environmentalniho problému. Biotesty mohou byt zahrnuty budto do
pocateCniho skriningu (tzv. toxicity presence/absence tests), ktery stanovi a
prioritizuje potencialni zdroje znecisténi (bodové i nebodové, vody, sedimenty), nebo
mohou nasledovat za chemickymi analyzami, aby determinovaly a prioritizovaly
vysoké hladiny, nebo biodostupnost kontaminant.

Informace o ekotoxicité by méla slouzit jako signal k provedeni podrobnégjSich
fyzikalné-chemickych analyz nebo alesporni jako jejich doplnék. Indikace toxicity vSak
nemusi vzdy korelovat s chemickymi a fyzikalnimi rozbory sledovaného materialu.
Biotesty mohou signalizovat nebezpeci, aniz fyzikalné-chemické analyzy detekuji
zvySené hladiny nebezpecnych latek ve vzorku, a naopak i pfes indikaci toxicity z
fyzikalné-chemickych rozborl reaguji testované organismy negativné. Organismus
totiz vypovida o testovaném materialu komplexné, zalezi napf. na biodosazitelnosti
toxickych sloZek nebo se mohou projevit interakce mezi pfitomnymi polutanty, které z
chemickych rozborl nevyplyvaji.

Laboratorni data vnaseji jisté nejistoty do interpretace meéfeni ve spojeni se
sledovanim efektd kontaminant in situ. Z téchto metod je dobré zminit napfiklad
metody sledujici struktury spole€enstev perifytonu, zoobentosu, &i ryb, biomarkry in
situ - ryby, rostliny, fasy, zooplankton, zoobentos, AvSak v pfipadé, Ze je testovana
nejhorSi varianta mozné kontaminace, funguji biotesty jako v€asné varovani pred
potencialnimi problémy, které by se mohly stat kritickymi. To plati pfedevSim v
pripadech, kdy pfirodni populace diky plsobeni mnoha dalSich environmentalnich
faktorT mohou detekovat negativni efekt teprve tehdy, kdyz se jiz stava
nebezpeCnym. Specifické hypotézy, které jsou formulovany, se proto testuji
doplhkovymi laboratornimi testy nebo studiemi v pfirodnim prostfedi, nejlepsi je vSak
kombinace obou.



vyhody nevyhody
in situ dlouhodoba expozice mnoho neznamych faktor(
(terénni) integrace toxickych vliv( problematicka interpretace dat
in vitro faktory pod kontrolou, standardizované, |nékteré biotesty jsou
(laboratorni) | srovnatelné, jsou v legislative vzdaleny pFirodé - pozor pfi interpretaci!

Hlavni rozdil mezi ekotoxikologickymi biotesty a in situ metodami je, Ze biotesty
zahrnuji experimentalni expozice v laboratornim uspofadani, kde jsou vSechny
proménné kontrolovany nebo znamy a toxicky faktor je manipulovan. Studie
prirodnich populaci jsou v§ak ovlivnény mnoha variabilnimi fyzikalnimi, chemickymi a
biologickymi faktory, které se navic ve svych ucincich na populace rizné kombinuiji,
a proto nelze jednoduse oddélit tuto variabilitu od vlivu toxickych latek. Nejlepsi
podminky pro ovéfeni skute€ného nebezpedi toxického efektu nastanou, kdyz muize
byt aplikace pfislusného zasahu nahodné opakovana, coz zaruCuje, Ze pozorovany
negativni efekt byl s nejvétSi pravdépodobnosti disledkem tohoto zasahu a ne
dusledkem velké variability prostfedi. Laboratorni verze zakroku je opakovatelna,
verze z realného prostfedi vSak vétSinou neni (Chapman 1995a).

Nezbytnost redukovat pfirodni prostfedi na o mnoho jednodus$si laboratorni
situaci maze vést k podhodnoceni nebo nadhodnoceni efektl toxicke latky v pfirodé.
Jak falesné pozitivni vysledky (efekt byl detekovan v laboratofi, ale ne in situ), tak i
faleSné negativni (efekt byl indikovan v pfirodnich podminkach, ale ne v
laboratornich) vSak neznamenaji, ze laboratorni vysledky jsou neplatné, protoze
laboratorni testy jsou o mnoho jednodu$si a neduplikuji studie in situ (viz nize). Na
druhé strané in situ metody jsou pfili§ komplexni a nedovoluji oddéleni efektl
kontaminant od pfirodnich zmén (Chapman 1995b, Parkhurst 1995).

Pokud biotest indikuje pFitomnost toxického faktoru a jestlize se zaroven
testovany druh vyskytuje v oblasti, ale ne v kontaminovaném misté, je zde silna
pravdépodobnost, Ze biotest pfedpovida to, co se déje v realném prostredi. Pokud je
vSak testovany druh nalezen ve sledované kontaminované oblasti, znamena to, ze
jeho Zivotni stadia nejsou exponovana k toxikantu nebo biotest neindikuje, co se
aktualné déje v zivotnim prostfedi tohoto organismu. ProtoZze vSak muze nastat
adaptace in situ, muze biotest naznaCovat, ze organismy jsou stresovany. Neexistuje
v8ak zpusob, jak uréit rozsah a vyznamnost takového stresu (vykazuji druhy toleranci
nebo rezistenci?), aniz by byly provadény rozsahlé experimentalni studie.

Integrativni  pfistup ke znedisténi Zivotniho prostfedi vyZaduje jak
experimentalni laboratorni studie, tak pozorovani pfimo in situ, jelikoz oba pfistupy
se doplfiuji a myslenka, Ze laboratorni studie vyZaduji ovéfeni in situ se postupné
stava jiz dogmatem. Stejné tak vysledek samotného biotestu nebo skupiny biotestu
nam sice muze indikovat nebezpeci pro ekosystém, ale bez podrobnych fyzikalné-
chemickych analyz vétSinou nelze pfi€inu tohoto nebezpeci identifikovat.

Slozeni a tvorba bateriii ekotoxikologickych biotestu

Odpovéd jednotlivych organismud na pfitomnost toxickych latek neni jednotna,
ovliviuje ji mnoho faktor(l jako biologicka dosazitelnost toxikantu, zplsob pfijimani
toxikantu organismem, jeho bioakumulace nebo schopnost Skodlivou latku
odbouravat, atd. Kazdy organismus reaguje na pfitomnost toxického materialu jinym
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pusobeni na zivé organismy pouzit k testovani vzdy vice druhl a vzdy zastupce
vSech trofickych urovni. Zapojenim vétSiho poctu testovacich organismu roste
informace o zkoumaném vzorku a zvySuje se tak vypovédni hodnota celé metody.
Do baterie jsou vybirany individualni testy tak, aby byla schopna detekovat co
nejvice skupin toxikantl s vysokou spolehlivosti.

Vybér biotestl pro ekotoxikologické testovani se liSi u riznych autor(, firem a
laboratofi. Obecné neexistuje Zadné pravidlo, podle kterého se jednotlivé biotesty do
baterii zacClenuji, ale vzdy prevlada nazor, ze by mély pfedstavovat rizné trofické
stupné (de Zwart 1995). V nékterych zakonech je definovano povinné (minimalni)
slozeni baterie testtl (i v CR — napf. Zakon o odpadech, Zakon o chemickych latkach
apod.). Neéktefi odbornici zdlraznuji ekonominost celé baterie a pracuji jen s
akutnimi mikrobiotesty , dalSi aplikuji ve svych studiich spole€né s mikrobiotesty i
standardni testy toxicity doporu€ované mezinarodnimi organizacemi jako 1SO, EPA
apod. (Costan et al. 1993), jini upfednostiuji pravé tyto standardni testy (Thomas et
al. 1986) nebo biotesty kombinuji podle typu testovanych vzork( (Harkey et al. 1994,
Keddy et al. 1995), atd. Do vybéru biotestd pro ekotoxikologické baterie se
samoziejmé vyrazné odrazi i soudoby vyzkum a védecké zaméfeni
ekotoxikologickych pracovist (Dutka 1996). Schopnost sestavit takovou baterii
ekotoxikologickych biotestu, ktera bude mit co nejredlnéjSi vypovidaci hodnotu a
jejiz_interpretace bude pfesné odpovidat na problematiku studované lokality patfi
k dilezitym znalostem kazdého ekotoxikologa. K tomu je samoziejmé dulezité mit
prehled o moznostech nejen normovanych testl, ale také jejich alternativ.a novych
publikaci v oboru.

Priklad zakladni a rozsifené sady ekotoxikologickych biotestu

Pfi hodnoceni ekologickych rizik (napf. ve smyslu zakona o chemickych latkach) je
nutné pouzit testy toxicity na organismech minimalné tfi trofickych urovni producent,
konzument a destruent. Do sady analyz je také nutné vybirat testy, které jsou
schopny testovat jak kapalné, tak i pevné vzorky (sedimenty, puda). Testy oznacené
LPT (liquid phase test) jsou schopny otestovat jen kapalny - Ciry a mirné zbarveny
vzorek, testy SPT (solid phase test) testuji pevné vzorky, pfipadné silné zbarvené a
zakalené kapaliny. Nasledujici sady testl obsahuji analyzy vSech téchto typu:

Zakladni sada

A. Testy na bakteriich
1. Microtox - (LPT)
test na inhibici luminiscence mofské bakterie Photobacterium phosphoreum.

Tento test také disponuje verzi SPT - microtox. Procedura vyZaduje navic
chlazenou centrifugaci. (DIN 38 412 part 34 / 1991)

2, Turbidimetricky test (LPT)
Test méfi rustovou rychlost bakterialnich bunék turbidometricky. Zména intenzity
zakalu oproti kontrole vypovida o inhibi¢nich ucincich vzorku. (1ISO 10712:1995
Water quality - Pseudomonas putida growth inhibition test - Pseudomonas cell
multiplication inhibition test).

3. Sediment-chromotest (Toxichromopad) (SPT)
Test inhibice de novo syntézy B-D galaktozidazy E. coli. (Kwan 1993, Kwan et
Dutka 1996, Day et al. 1995, Kwan 1995, Ramirez et al. 1996, Dutka et al. 1996).



B. Testy s producenty

4. Rastové inhibicni test na rasach (LPT)
(Scenedesmus quadricauda, Scenedesmus subspicatus nebo Raphidocelis
subcapitata).

Test zalozeny na méfeni inhibice rustové rychlosti kultury testované fasy (v dobé
exponencialniho rastu) po 72 - 96 hodinové expozici v testovaném vzorku.

(OECD 201/1984, ISO 8692:1989 Water quality—Fresh water algal growth
inhibition test with Scenedesmus subspicatus and Selenastrum capricornutum)

Misto testu SPT na fasach je vhodné pouzit:

5. Test kli¢ivosti a rastu korenti vyssich rostlin - 72 hod (SPT)
e feficha seta (Lepidium sativum), hoiCice seta (Sinapis alba), salat hlavkovy
(Lactuca sativa). (OECD 208/1984 Terrestrial Plants, Growth Test)
C. Testy na bezobratlych
6a. Imobilizacni, pfipadné reprodukéni test na perlooCkach 48 h. (Daphnia magna)
(LPT) OECD 202/1984 Daphnia sp. Acute Immobilisation Test and Reproduction
Test, 1SO 6341:1996 Water quality - Determination of the inhibition of the mobility of
Daphnia magna - Acute toxicity test),
6b. Thamnotoxkit (LPT)
Testovaci organismus Thamnocephalus platyurus je vylihnut z klidovych stadii
(cyst, efipii) béhem 20-24 hod (stejné stafi).

TNV 757754 Mikrometoda stanoveni toxicity na korysi Thamnocephalus

platyurus.)

7. Kontaktni test na filtracnim papire - Eisenia sp. (LPT)
Dospélé Zizaly Eisenia sp. s dobfe vyvinutym clitellem (opaskem) jsou 48 hodin
exponovany na filtracnim papife navihéeném roztokem testované latky. Stanovuje
se mortalita, ktera je odecitana po 24 a 48 hodinach. Metoda je snadna, ale
nestanovuje hodnoty ucinku ¢i davky chemikalii v padé.

(OECD 207/1984 The filter paper contact test)

RozSifena sada

Testy na bakteriich

Test na inhibici spotreby kysliku aktivovanym kalem (LPT)
ISO 8192:1986 Water quality - Test for inhibition of oxygen consumption by
activated sludge, OECD 209: Activated sludge respiration test.

9. ATP - test (LPT)
ATP - test vyuzivd méfeni bakteridlni ATP jako indikatoru ristové inhibice.
Zakladni test pro méfeni ATP je zalozen na méfeni svételné luminiscence, ktera
nasleduje po reakci luciferinu s ATP za pfitomnosti luciferazy a hofe€natych iontd.

(Xu a Dutka 1987, Dutka et al. 1991a,b, 1993, 1995)

10. MetPlate (LPT)
Test enzymové inhibice B-galaktozidazy E. coli. - mutant, citlivy na pfitomnost jiz
malého mnozZstvi téZkych kovu.

e >

Tento test ma také SPT variantu pro vzorky pevnych matric MetSoil (SPT). (Bitton
et al. 1996, Kong et al. 1995).



B. Testy na rasach

11. Test na rasach (LPT)
TNV 757741 Mikrometoda stanoveni toxicity a trofického potencialu fasovym
testem.

C. Testy na bezobratlych

12. Test akutni, chronické toxicity (a genotoxicity) s nematody (LPT)
Panagrellus redivivus je mnohobunéfny organismus, ktery ve svém vyvoji
prochazi péti stadii. Na nepfiznivé Zivotni pominky (pfitomnost toxikantu) reaguje
Panagrellus smrti nebo zastavou rastu. BEhem 96 hodinového ristového obdobi
se tak daji monitorovat jak letalni tak subletalni efekty. Pfeména z juvenilniho
stadia do dospélosti vyzaduje velmi intenzivni genovou aktivitu. Tento fakt je
vyuzivan jako potencialni indikator genotoxicity. (Samoiloff 1990, Dutka et al.
1994, Dutka et al. 1995).

13. Rotoxkit (LPT) Vifnik Brachionus calyciflorus pfedstavuje testovaci
organismus. (ASTM - E 1440 - 91, 1992, SOP 1996.

Soucasné trendy v ekotoxikologickych biotestech

Rostouci potfeba testovat nové chemické latky a vzorky z Zivotniho prostredi ve
velkych seriich vedla k nasledujicim trendlm ve vyvoiji biotestu:

e miniaturizaci prostorového usporadani, objemu testovacich nadob, medii
apod.
e zkraceni doby inkubace pfi zachovani citlivosti testu

e zjednodu$eni a moznost alternaci pfi vyhodnocovani testu (fluorescencéni
metody, molekularni sondy, pritokova cytometrie atd.)

e slevnéni biotestl (viz miniaturizace a zkraceni diby inkubace)

e bezpodminecna nutnost zapojeni biotestl reprezentujicich rlizné trofické
urovné v ekosystému

e prehodnocovani standardnich testll (OECD, ISO, EPA atd.) a tvorba
novych Draftd

e vyuziti novych védeckych poznatkd (napf. fizeni produkce klidovych stadii,
uchovavani Fasovych kultur, vyuzivani lyifilizovanych kultur pro biotesty s
bakteriemi).

e Co nejvice se priblizovat pfi testovani realné situaci v terénu — zapojeni
novych metod vzorkovani (permeabilni membrany), vyuziti kontaktnich testt (SPT,
Ditrect testy atd.) tedy pfimé testovani bez nutnosti pfipravy vyluhu

e Stale Castéji je standardni souclasti baterie ekotoxikologickych biotestl
(zaméfenych na toxicitu, mortalitu) také sada biotestu zaméfenych na mutagenitu,
genotoxicitu, teratogenitu a biochemické markry, enzymatické aktivity, ¢i bunécéné
kultury, zaméfené na konkrétni typ latky, nebo uCinku.

e Pfenos dat systémy GSM — on-line systémy biotestu.
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