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Biologiczne metody oceny skutkow
oddziatywania skazen

Metody biologiczne
w ocenie Srodowiska
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Ocena oddziatywania substancji
chemicznych na organizmy

Biotest

Eksperymentalna proba

o oceny wrazliwosci materiatu
biologicznego na oddziatywanie
substancji toksycznych (okreslenie
dawek/stezen bezpiecznych/szkodliwych)

o wykrycia obecnosci substancji
toksycznych w srodowisku




Efekt oddziatywania toksycznych mediow
na organizmy zalezy od:

o wrazliwosci organizmow testowych
o rodzaju substancji (stopnia toksycznosci)
o llosci (dawki) toksyny

- stezenia toksyny w srodowisku

- dtugotrwato$ci oddziatywania

- warunkow towarzyszgcych

- drogi oddziatywania
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Biotesty (klasyfikacja)

o Czas trwania (ostre vs. chroniczne)
o Miejsce badan (lab. vs. Srodowisko)
o Obiekt badan (komorki, tkanki,

organizmy, biocenoza)

o Kryteria oceny (Smiertelnosc,
parametry fizjologiczne)

o Cel badan

Biotesty
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Klasyczne metody badania
toksycznosci ostrej

o ustalenie dawki powodujacej
$miertelnos¢ 50% osobnikéw w
populacji testowej

o duze réznice wynikéw badan w
roznych laboratoriach

—_—

Standaryzacja badan

Procedury standardowe

o utatwiajg porownanie wynikow,
co zwieksza uzytecznos¢ danych,

o zwiekszajg dokladnos¢ danych,

o sprawiaja, ze test moze by¢ tatwo
wykonany przez rézne osoby

o0 mogg mieé¢ wartos¢ dowodowg w
sgdownictwie




Procedury standardowe

o Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD),
International Standard Organization (ISO)

American Public Health Association (APHA),
Environmental Protection Agency (EPA),
American Society for Testing and Materials
(ASTM)

Polski Komitet Normalizacyjny (PN)

Rozporzadzenie Unii Europejskiej, 2006
Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of
Chemicals (REACH)

Kazda firma produkujaca lub sprzedajgca
substancje chemiczne na terenie Unii Europejskiej, musi
zarejestrowaé swojg substancje na podstawie rocznego
tonazu.

Nie wymaga sie danych toksykologicznych dla substancji
zarejestrowanych ponizej 1 ton rocznie,

wraz ze wzrostem tonazu wymagane jest dostarczanie coraz
wiekszej ilosci informacji.

Siédma poprawka do europejskiej dyrektywy kosmetycznej
zakazata testowania na zwierzetach produktow
kosmetycznych i skladniké6w kosmetycznych odpowiednio
w 2004 i 2009 r.
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krétki cykl zyciowy (w testach chronicznych)




Biotesty substancji
rozpuszczalnych i zawiesin

W testach wykorzystuje sie ryby,
bezkregowce, glony, pierwotniaki lub
bakterie

Sposoby testowania roztworéw wodnych:
o statyczny,

o recyrkulacyjny,

o odnawialny,

O przeptywowy.

00ugll 13pgll 25ugl 50pgll 100ugll 200 ugll

Metoda statyczna

Control 1 2 3 4 §

o W testach statycznych raz zadany roztwoér
i jego rozcienczenia, w ktérych
umieszczone sg organizmy, nie sg
wymieniane w czasie ekspozycji.

o Wady: stopniowe zmniejszanie stezenia
substancji toksycznej i zasobow (np.
tlenu) oraz gromadzenie sie metabolitow.

o Metoda ta jest gtdwnie stosowana w
testach krotkoterminowych (toksycznosci
ostrej) z wykorzystaniem organizmoéw o
matych rozmiarach
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Metoda odnawialna , E D

o okresowo, np. co 48 h, wymienia sie w
catosci badany roztwor lub przenosi
organizmy do nowo przygotowanych
$wiezych roztwordw. Dzieki temu
nagromadzanie sie metabolitdw zostaje
czes$ciowo ograniczone, poprawie ulegaja
warunki tlenowe oraz odnowione zostaje
stezenie substancji toksycznej.

o Wady: fatyga organizméw

Testy toksycznosci srodowiskowe;j
przeprowadzane metodg klasyczng na
skorupiakach z rodzaju Daphnia

- test toksycznosci ostrej
- test toksycznosci chronicznej




Dlaczego Daphnia?

Bezkregowiec o krotkim cyklu zyciowym (czas generacji
ok. 7 dni w temp 22°C) + iteroparycznos¢ + duza
ptodnos¢ = wysokie tempo reprodukcji, rozwoj bez
przeobrazenia, rozrod partenogenetyczny — szybka
produkcja identycznych genetycznie zwierzat. Zyjg 2-3
msce

parthenogenetic

cycle
parthenogenetic
daughter

Cykl zyciowy Daphnidae

fi
sexual cycfe s '"g

sexual egg

£

hatchlng
after
d|apa use

parthenogenetic

cycle
parthenogenetic
daughter
. 9

haploid

€ag
formation




Test toksycznosci ostrej
Daphnia magna
QECD 202/1984 zmiany 2004

48h oddziatywanie substancji na przezywalnos¢
(ruchliwosc¢) Daphnia sp.

Warunki testu:

Réwnowiekowe mtodociane (<24h) klonalne
samice, pochodzgce ze ,zdrowej” hodowli.

Min 20 samic na wariant (5 osobnikéw * 4
powtdrzenia)

Wariant kontrolny (bez testowanej substanc;ji) +
min 3 koncentracje testowanej substancji w
rosngcym gradiencie koncentracji.

Plywalnos¢ samic miarg przezywalnosci

Test toksycznosci ostrej
Daphnia magna
OECD 202/1984 zmiany 2004

https://hydro.biol.uw.edu.pl/toksykologia-srodowiska/

24/48h oddziatywanie substancji na przezywalnos¢ (ruchliwosc)
zwierzat

Klonalne neonaty <24h

Wariant kontrolny (bez testowanej substancji) + min 3
koncentracje testowanej substancji w gradiencie koncentracji w
min 4 powtorzeniach, min 5 os./powtdrzenie

0 2 4 6 8 mg/l NaCl
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$ stezenie

LCS50 (lethal concentration - mediana)

Analiza regresji w przedziale zmian

Ogdlne modele nieliniowe z funkcjg wigzacg logit lub log-log

Punkt efektu potowicznego (ang. mid point) zwykle
przedstawia sie w postaci wartosci LC50, LD50,

[ LC50 — (ang. lethal concentration) — medialne stezenie
Smiertelne, statycznie wyznaczona wielko$¢ stezenia substancji, po
narazeniu na ktdre mozna oczekiwac, ze w czasie ekspozycji lub w
trakcie okreslonego, umownego okresu po ekspozycji nastgpi zgon
50% organizméw narazonych na te substancje. Warto$¢ LC50
wyraza sie w jednostkach wagowych danej substancji na jednostke
objetosci (mgl/l).

[0 LD50 — (ang. lethal dose) — medialna dawka $miertelna,
statycznie wyznaczona wielko$¢ pojedynczej dawki substancji, po
podaniu ktorej mozna oczekiwac smierci 50% organizmow
testowych. Wartos¢ LD50 jest wyrazana w jednostkach wagowych
podanej substancji na jednostke masy ciata badanych zwierzat

(mg/kg).




Test toksycznosci chronicznej
(dtugotrwatej, przewlektej) OECD 211

https://hydro.biol.uw.edu.pl/toksykologia-srodowiska/

Oddziatywanie toksyny w ciggu cyklu zyciowego org.
21 (7) dniowe oddziatywanie substancji na samice Daphnia od narodzin
do reprodukcji

Wariant kontrolny (bez testowanej substancji) + min 3 konc.
Substancji. Medium wymieniane min 3x na tydzien
Min 10 samic przetrzymywanych pojedynczo na wariant

0 1 2 3 4 5 mg/l NaCl
Ptodnos¢, rozrodczos¢, tempo wzrostu miarg wrazliwosci zwierzat

Porownujemy ww. parametry przy uzyciu ANOVA lub GLM
Poszukujemy NOEC, LOEC

Wielkost ciata [mm)

0.5

0,0
0 1 2 3 4
Steienie NaCl [g/L]

Wykres 2. Srednia wielko$¢ cisla dorostych samic D. magna w zalenosci od
stosowanych stezen chlorku sodu. Stupkami zaznaczono blad standardowy. Gwiazdka “**
zaznaczono uklady badawcze, ktore istolnie statystycznie roznily sie od ukiadu
kontrolnego.




Do opisu stezen minimalnych lub niewywotujacych
efektow uzywa sie wielkosci zdefiniowanych
nastepujaco:

[1 NOEC (ang. no observed effects concentration) — najwieksze stezenie, dla
ktérego nie wystepuje istotny wzrost czestosci lub nasilenia skutkow dziatania
danej substancji u badanych organizméw w stosunku do prébki kontrolne;.

0 NOEL (ang. no observed effects level) — najwieksza dawka, dla ktérej nie
wystepuje istotny wzrost czestosci lub nasilenia skutkéw dziatania danej
substancji u badanych organizmoéw w stosunku do prébki kontrolnej.

0 LOEC (ang. lowest observed effects concentration) — najmniejsze stezenie,
dla ktérego wystepuje istotny wzrost czestosci lub nasilenia skutkdw dziatania
danej substancji u badanych organizméw w stosunku do prébki kontrolne;.

LOEL (ang. lowest observed effects level) — najmniejsza dawka, dla ktorej
wystepuje istotny wzrost czestosci lub nasilenia skutkow dziatania danej
substancji u badanych organizméw w stosunku do probki kontrolnej.

[1 MATC (ang. maximum acceptable toxicant concentration) — max
dopuszczalne stezenie substanciji toksycznej. MATC=V(NOEC)(LOEC)

Wielkost ciata [mm)

0.5

0,0
0 1 2 3 4 5
Steienie NaCl [g/L]

Wykres 2. Srednia wielko$¢ cisla dorostych samic D. magna w zalenosci od
stosowanych stezen chlorku sodu. Stupkami zaznaczono blad standardowy. Gwiazdka “**
zaznaczono uklady badawcze, ktore istolnie statystycznie roznily sie od ukiadu
kontrolnego.




Przygotowanie raportu

o Wstep 3-4 zdania
o Cel. 2-3 zdania

o Metody 4-6 zdan, ze schematem
eksp

o Wyniki. 2-3 wykresy z analizg
statystyczng i komentarzem tekstowym

o Whnioski. 3-4 zdania

Termin oddania do 23 stycznia, godz. 23.23,
sposéOb - listownie na adres m.slusarczyk@uw.edu.pl.

Materiaty ¢wiczeniowe

https://hydro.biol.uw.edu.pl/toksykol
ogia-srodowiska/
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