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Uvod

Tézké kovy se vyskytuji ve vSech slozkach zivotniho
prostiedi. V pudé jsou pomérné silné véazany na pudni
Castice a jejich kumulace ma negativni dopad na kvalitu
pudy, ale také na rostliny a pidni edafon (mikrofaunu
a mikrofloru). V CR jsou povolené limity obsahu riziko-
vych latek a prvkia pro zemédé€lské pidy uvedeny ve vy-
hlagce &. 153/2016 Sb.', podminky pouziti kali na zemg-
délské padé jsou upraveny vyhlaskou & 437/2016 Sb.”.
Dodrzovani stanovenych limitd podle legislativnich pred-
pist zajiSt'uje kontrolu mnozstvi vybranych tézkych kovi,
ucinku na pfitomné organismy. Pro Gpln€js$i zhodnoceni
moznych rizik je vhodné doplnit chemické analytické po-
stupy biologickymi testy toxicity na vybranych indikatoro-
vych organismech. Mezi nejvhodnéjsi testovaci organismy
rozsifeni a dileZité roli v pidnim ekosystému. Zizaly jsou
typicti geobionti. Dochazi u nich k vysoké expozici konta-
minanty a také jsou citlivéjsi na znecisténi kovy, nez jiné
skupiny ptdnich bezobratlych3. Standardni testovaci orga-
nismus pouzivany v terestrické toxikologii v EU (OECD
222, cit.*, OECD 207, cit.’) je epigeicka Zizala Eisenia
foetida. Vyhodou tohoto druhu je pfedevsim snadny chov
v laboratornich podminkach, kratky genera¢ni cas a vyso-
ky generacni potencial. Ve standardizovanych laborator-
nich testech se nejcastéji sleduji parametry na urovni je-
dince (mortalita) a vysledek testl toxicity se uvadi pomoci
toxikologickych indexti. Soucasny vyvoj ekotoxikologic-
kych testd smétuje k hledani citlivéj§ich néstrojt biomoni-
toringu slouzicich jako varovné signaly potenciondlniho
poskozeni organismu (tzv. ,early warning tests®), které
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umozni odhalit negativni plisobeni toxickych latek dfive
nez klasické ekotoxikologické testy. Mezi tyto nastroje
fadime biologické markery, definované jako méfitelné
biochemické odpovédi organismu na toxickou latku. Za-
stupcem biomarkerll jsou metalothioneiny (MT), tvofici
superrodinu intracelularnich a termostabilnich proteind
s nizkou molekulovou hmotnosti (6 az 8 kDa) a s vysokym
obsahem cysteinu’. MT se Glastni homeostazy kovi,
zejména zinku a médi, a detoxikace tézkych kovd, prede-
v§im kadmia, olova a rtuti®. Rovnéz se podileji na ochrang
organismu pied oxida¢nim stresem. Experimenty provede-
né na E. foetida, které byly vystaveny ptsobeni Cd, nazna-
cuji, Ze MTs mohou byt povazovany za velmi citlivé po-
tencialni biomarkery expozice Cd (cit.”).

Cilem prace bylo zavedeni metody detekce kontami-
nace pudy tézkymi kovy stanovenim MT pomoci testu
ELISA (imunoanalyza s enzymem vézanym na imunosor-
bent) u modelového organismu FEisenia foetida. Postup byl
ovéten na uméle pripravené pidé (artificialni padé), expo-
nované chloridem kademnatym a méd’'natym za kontrolo-
vanych podminek a porovnan s klasickym stanovenim
toxického vlivu pomoci detekce mortality indikatorového
organismu.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Testované latky: chlorid méd’naty (VWR Chemicals)
a chlorid kademnaty (Acros Organics).

Slouceniny potfebné pro piipravu roztokl: detergent
Tween 20 (Calbiochem), hovézi sérovy albumin (BSA),
azid sodny (NaNj), 2-merkaptoethanol, fenylmethylsul-
fonyl fluorid, p-nitrofenyl fosfat (pNpp) (vSechno Sigma-
Aldrich), my$i monoklonalni protilatky proti metalo-
thioneinu (M mAb) (Enzo Life Sciences), kozi polyklonal-
ni protilatky pfipravené proti mySimu imunoglobulinu G
(G pAD IgG) (Enzo Life Sciences), metalothionein: 1-61
(Santa Cruz Biotechnology).

Pudni substrat

Pro testovani bylo pfipraveno 10 kg standardni artifi-
cialni paidy (OECD 207, cit.’) slozené ze smési vysusené-
ho jemnozrnného kiemenného pisku (Agro, s.r.o.), kaoli-
nového jilu s obsahem kaolinitu nad 30 % (Lasselsberger,
s.r.0.) a jemn¢ proseté raSeliny (<2 mm) (Agro s.r.o.)
v hmotnostnim poméru 7 : 2 : 1. Acidita artificidlniho vy-
luhu byla pted pouzitim upravena pomoci uhli¢itanu vape-
natého (VWR Chemicals) na hodnotu pH 6,5 (ISO 10390)°.
Maximalni vodni kapacita (WHC) artificialni pidy byla
upravena na 40 % pomoci destilované vody (ISO 11274)’.
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Testovaci organismus

Zizaly Eisenia foetida (Ekovermes, Pustdjov) byly
v laboratornich podminkach chovany v plastovych boxech
0 objemu 15-20 litrd pti teploté 18-25 °C. Chovny sub-
strat tvofila smés raSeliny a zahradnického substratu
s vlhkosti 40-50 %. Jako potrava byl do pudy pfidavan
kukufiény Srot. Pred zahajenim testovani doslo k v€kové
synchronizaci zizal a pro test byli vyuzivani dospéli jedin-
ci ve véku dvou mésica.

Stanoveni akutni toxicity na zizalach Eisenia
foetida

Experiment probihal ve sklenénych nadobach o obje-
mu 1000 ml, do kterych bylo navazeno 500 g pfipravené
zvlh¢ené artificialni pudy. Pro kazdou testovanou latku
(CdCl,, CuCly) byla pripravena koncentracni fada 75, 150,
300, 500, 1000 a 2000 mgkg ' suché artificialni pady,
ktera byla aplikovéna do jednotlivych testovacich nadob.
Kontrolni vzorek obsahoval 500 g artificialni pudy bez
testované latky. Dospéli jedinci zizal ze synchronniho
chovu byli umisténi v poctu 10 ks o primérné hmotnosti
0,24 + 0,04 g na povrch substratu v kazdé testovaci nado-
beé. Po 14denni expozici pii teploté 20 + 2 °C byla vyhod-
nocena mortalita zizal a ze ziskanych dat byla stanovena
hodnota LCsy,.

Ptiprava vzorkd pro metodu ELISA

Vzorky pfezivSich exponovanych ziZzal byly homoge-
nizovany v obohaceném PBS (fosfatovy pufr — Phosphate
Buffered Saline) pufru (1 ml), ktery byl ptipraven rozpus-
ténim NaN; (81,25 mg), 2-merkaptoethanolu (350 pl)
a fenylmethylsulfonyl fluoridu (4,35 mg) v 250 ml PBS
pufru (0,05M, pH 7,4). Zhomogenizovany material byl
centrifugovdn v pfedchlazené centrifuze na 4°C pfi
15 000 g po dobu 10 min.

Stanoveni celkové koncentrace proteini

Celkovéa koncentrace proteinli ve vzorcich byla stano-
vena metodou dle Bradforda' s vyuzitim kalibra¢ni kiivky
¢istého BSA v koncentracni fadé 0—100 pg/100 pl oboha-
cené¢ho pufru PBS. Na mikrotitracni desti¢ku bylo apliko-
vano 5 pl vzorku nebo 5 pl roztoku BSA z pfichystané
koncentra¢ni fady a nasledné bylo pfiddano 250 pl bilko-
vinného C¢inidla pfipraveného rozpusténim Coomassie
Brilliant Blue G-250 (50 mg), 96% ethanolu (25 ml)
a 85% kyseliny fosfore¢né (50 ml) v destilované vodé
(500 ml). Po sedmiminutové inkubaci mikrotitracni desti¢-
ky ve tmé byla zméfena absorbance pii vinové délce
595 nm na ELISA spektrofotometru (Epoch BioTek, pro-
gram Gen 5). Ze ziskanych dat byla sestrojena graficka
zavislost absorbance (pfi 595 nm) na koncentraci BSA. Za
vyuziti rovnice linearni regrese byla stanovena celkova
koncentrace proteint ve v§ech vzorcich. Vzorky byly nate-
dény obohacenym PBS pufrem tak, aby koncentrace pro-

512

Puivodni a metodické prace

teind ve 100 pl kazdého vzorku byla stejna. Jako optimalni
byla zvolena koncentrace 60 pg proteini/100 pl vzorku.

Popis metody ELISA pro stanoveni metalothioneint

Na mikrotitracni desticku bylo davkovéno 100 pl
nafedénych vzorki obsahujicich 60 pg bilkovin. Mikrotit-
racni desticka byla inkubovana pfes noc pfi teploté 4 °C.
Po probéhlé inkubaci bylo provedeno odstranéni vzorkd
pomoci pipety s naslednym trojnasobnym promytim jamek
mikrotitraéni desticky promyvacim roztokem (PBS pufr
pH 7,4, Tween 20). Poté byl na mikrotitracni desticku
aplikovan blokovaci roztok 1% BSA v obohaceném PBS
(davkovani 0,1 ml/jamka, inkubace 60 min pii teploté 37 °C),
ktery byl po hodinové inkubaci pipetou odstranén, a jamky
byly trojndsobné promyty promyvacim roztokem. Nasled-
né byl do vSech jamek desticky aplikovan 0,1% roztok
monoklonalni protilatky (M mAb), (davkovani 0,1 ml/
jamka, inkubace 150 min pii teploté 37 °C), ktera byla po
inkubaci z jamek desticky pomoci pipety odstranéna. Po
promyti promyvacim roztokem ve tfech opakovanich byl
do vSech jamek aplikovéan roztok 0,1% polyklondlni proti-
latky (G pAb IgG), (davkovéani 0,1 ml/jamka, inkubace
120 min pfi teploté 37 °C). Na zavér bylo po odstranéni
polyklonalni protilatky a trojndsobném promyti promyva-
cim roztokem do vSech jamek desticky aplikovano 0,1 ml
roztoku pNpp. Mikrotitracni desti¢ka byla inkubovana
30 min pri pokojové teploté. Vysledny barevny produkt
byl zméten spektrofotometricky pii vinové délce 405 nm
na ELISA spektrofotometru. Koncentrace metalothioneini
ve vzorcich byly odecteny z kalibracni kiivky c¢istého me-
talothineinu v koncentra¢ni fadé v rozsahu 0,5-0,002 pg/
100 pl obohaceného PBS.

Vyhodnoceni vysledki

Ze zaznamenané mortality Eisenia foetida po 14denni
expozici CdCl, a CuCl, byla sestrojena grafickd zavislost
procentualni mortality na koncentraci testovanych latek.
Vysledky testd byly zpracovany regresni analyzou a byla
stanovena letalni koncentrace LCs.

Hodnoty absorbance (405 nm) zavislé na koncentraci
standardu MT byly zpracovany regresni analyzou a byla
stanovena koncentrace MT ve vzorcich. Vysledky testi
byly zpracovany s vyuzitim statistického programu R
(R Core Team, 2016, verze 3.0.2). Vyznamné rozdily
(P<0,05) v métenych parametrech byly hodnoceny testem
ANOVA.

Vysledky a diskuse

Akutni toxicita chloridu kademnatého a médnatého
u Zizal byla sledovdna v rozsahu koncentraci 75-2000
mg kg CdCl, a CuCl,. U testii nebyla prekroena 10%
mortalita v negativni kontrole, coz potvrdilo platnost testt.
Kademnaté ionty jsou pro vétSinu organismi velmi
toxické, proto jsou vyuzivany jako standardni latky v tes-
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tech toxicity. U vSech aplikovanych koncentraci CdCl,
byla pozorovédna zvySena mortalita jedinct oproti kontrole.
Zjisténa hodnota LCsy pro CdCl, byla 972 + 21,4 mg kg™
(R* = 0,9263). Podobné hodnoty uvadi i ostatni autofi
(LCso =810 mg kg ' (cit.""), LCso = 911,2 mg kg " (cit."?)).
Z uvedenych vysledkil 1ze konstatovat, ze kadmium v pid-
nim prostiedi zptisobuje akutni toxicky ucinek az pii vyssich
koncentracich. Nebezpeci této latky spociva ve schopnosti
kumulace v organismu a jeji chronické expozici'.

Jako druha latka byl testovan chlorid méd’naty. Méd’
je stopovy prvek, ktery hraje dilezitou roli v organismech.
Nicméné pti vysoké hladiné se méd stava jednim
aplikovanych koncentraci CuCl, byla pozorovana zvysena
mortalita jedincd oproti kontrole. Zjisténa hodnota LCs,
pro CuCl, byla 1304 + 45,78 mgkg' (R* = 0, 8843).
K podobnému vysledku dospéli i jini autofi (napt. LCsy =
1322 mg kg ' (cit.")).

Pro citlivéj$i hodnoceni toxicity CdCl, a CuCl, byla
stanovena hladina metalothioneinti ve vzorcich tkani jedin-
cl FEisenia foetida pomoci enzymatické imunoanalyzy
ELISA. Namétené primémé koncentrace MT ve vzorcich
tkdni ZziZal FEisenia foetida u jednotlivych koncentraci
CdCl, a CuCl, shrnuje tab. I. Zavislost koncentrace meta-
lothionein® na koncentraci CdCl, a CuCl, je graficky vy-
jédtena na obr. 1.

Hodnoty obsahu MT ve vzorcich naznacuji, ze do
koncentrace 300 mg kg chloridu kademnatého vzrista
koncentrace metalothioneini. Koncentraci 300 mg kg
CdCl, odpovida hladina MT 2,79 + 0,22 pgml™'. Dalsi
zvySovani koncentrace CdCl, jiZz vyvoldvd mirné sniZeni
hladiny metalothioneinti. K podobnym vysledkim dosel
i Demuynck'®, ktery stanovil nejvyssi hladinu MT 1,11
ng ml™" u koncentrace kadmia 200 mg kg '. U druhé testo-
vané latky chloridu méd’natého byla nejvyssi koncentrace
MT 7,26 + 1,14 ug ml™" u koncentrace 150 mg kg™' CuCl,.
Od této koncentrace CuCl, doslo k vyraznému sniZeni
hladiny metalothioneint.

Tato prace ukazala, ze Cd a Cu indukuji rliznou pro-
dukci MT. Cu se jevi jako silngjsi induktor produkce MT
nez Cd. Porovnanim vysledkll pouziti metody stanoveni

Tabulka I
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metalothioneint a klasického postupu detekce akutni toxi-
city je zfejmé, Ze oba sledované kovy vyvolavaji syntézu
metalothioneintl u Eisenia foetida ve vyrazné nizsich kon-
centracich nez v klasickém testu akutni toxicity. Vysledky
potvrdily vhodnost pouziti stanoveni metalothioneint pro
detekci  neletadlnich  koncentraci  tézkych  kovi
v hodnocenych vzorcich ptd.

Zavér

Na zakladé dosazenych vysledkt lze konstatovat, ze
metalothioneiny patfi mezi velmi citlivé biomarkery expo-
zice kovim. U indikatorového organismu intoxikovaného
chloridem kademnatym a chloridem méd’natym se potvrdi-
la schopnost indukce metalothioneinil jiz po expozici niz-
kymi koncentracemi kadmia a meédi. Navrzeny postup
stanoveni methalothioneinti u indikatorového organismu
Eisenia foetida je vhodnou metodou detekce kontaminace
pudy tézkymi kovy, kterd vyznamné dopliuje chemické
analytické postupy i klasické ekotoxikologické hodnoceni.
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Obr. 1. Zavislost koncentrace metalothioneini (ug mI™') na
koncentraci CdCl, a CuCl, (mg kg™) u modelového organis-
mu Eisenia foetida po 14denni expozici; Il chlorid kademnaty,
M chlorid mé&dnaty

Primérné koncentrace metalothioneini (ug ml™) ve vzorcich tkani u jedinct Eisenia foetida po expozici CdCl, a CuCl,

(mgkg ™)

Koncentrace testované latky [mg kg ']

Koncentrace MT
[ng ml™'] po expozici:

chloridem kademnatym

chloridem méd’'natym

0 0,70 + 0,07 2,42 £ 0,40
75 1,07 £ 0,02 3,73+£0,14
150 1,60 £ 0,19 7,26 + 1,14
300 2,79 +£0,22 3,55+0,53
500 1,11 £ 0,09 1,64 + 0,45
1000 0,83 £0,13 1,08 £ 0,50
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Seznam pouzitych zkratek

ANOVA analysis of variance, analyza rozptylu

BSA bovine serum albumin, hovézi sérovy albu-
min

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay,
imunoanalyza s enzymem vazanym na imu-
nosorbent

G pAbIgG  goat polyclonal antibodies against mouse
immunoglobulin G, kozi polyklonélni proti-
latky pfipravené proti my$imu imunoglobu-
linu G

ISO International Organization for Standardi-
zation, Mezindrodni organizace pro norma-
lizaci

LCs letalni koncentrace pro 50 % jedinct

M mAb anti-metalothionein mouse monoclonal
antibody, myS$i monoklonalni protilatky
proti metalothioneinu

MT metalothioneiny

OECD Organisation for Economic Co-operation
and Development, Organizace pro hospo-
datskou spolupraci a rozvoj

PBS phosphate buffered saline, fosfatovy pufr

pNpp p-nitrofenyl fosfat

WHC water-holding capacity, maximalni vodni
kapacita
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This article is focused on the determination of metal-
lothioneins by the ELISA enzyme immunoassay in the
model organism FEisenia foetida. The results were obtained
using artificially prepared soil with increasing levels of
added cadmium or copper salts and laboratory-induced
earthworms of the same age. It has been shown that metal-
lothioneins are sensitive biomarkers of metal exposure.
The ability to induce metallothioneins in the Eisenia foeti-
da exposed to cadmium and cupric chloride was confirmed
at low concentrations. The classical method of detecting
toxic effects by determining the mortality of indicator or-
ganisms is less sensitive. The use of metallothioneins in
practice will allow better identification of the influence of
non-lethal concentrations of heavy metals on organisms in
contaminated soils and provide a better assessment of the
risk of environmental pollution.
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