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Najczęściej do oceny toksyczności
wykorzystywano testy biologiczne in vivo,
wykonywane na zwierzętach. Obecnie
alternatywę dla tych badań stanowią systemy
oceny biologicznej aktywności toksyn, oparte
na kulturach komórek, tkanek lub
mikroorganizmach.

Test cytotoksyczności MTT wykorzystywany
jest w specjalistycznych laboratoriach
oceniających przydatność leków oraz
toksyczność wielu substancji. Test ten
wykorzystuje się również do oceny stopnia
cytotoksyczności wtórnych metabolitów
grzybów pleśniowych - mikotoksyn w
artykułach żywnościowych, surowcach
roślinnych, paszach a także materiałach
budowlanych.

Test MTT został opracowany w latach 80. XX

Analiza prób 

Pełna analiza obejmuje badanie próby
(materiał skażony lub podejrzany o
skażenia) i kontroli (materiał czysty), jako
odniesienia dla oceny cytotoksyczności,
ponieważ test ten może oprócz skażeń
mikotoksynami, wykryć również inne
skażenia powodujące cytotoksyczność, a

Test kultur komórkowych 
MTT

Początkowy i końcowy etap redukcji 
MTT do formazanu

Proces ten zachodzi w mitochondriach
żywych komórek. Redukcja MTT do
formazanu następuje w sposób
proporcjonalny do ilości komórek. Tylko
komórki aktywne metabolicznie
przeprowadzają ten proces. Jeżeli, więc
komórki zostały wcześniej uszkodzone,
upośledzone metabolicznie lub zniszczone
przez toksynę, to reakcja ta jest mniej
intensywna lub nie zachodzi w ogóle, co
można stwierdzić po zmianie barwy i
oznaczyć fotometrycznie. Intensywność
barwy roztworu jest wprost proporcjonalna
do liczby żywych komórek.

Kolby kukurydzy porażone grzybami 
pleśniowymi

Zagrzybione pomieszczenia mieszkalne

Test MTT został opracowany w latach 80. XX
w. przez Mosmanna i jest jedną z najczęściej
stosowanych metod służących do szybkiej,
ilościowej oceny cytotoksyczności próby
wobec komórek (metoda przesiewowa,
screening). Nie informuje o rodzaju
występujących mikotoksyn, ale o ich
biologicznych skutkach w postaci
cytotoksyczności. Charakteryzuje się wysoką
czułością ze względu na wykorzystanie
komórek nerek świńskich (SK), wrażliwych na
większość najczęściej spotykanych
mikotoksyn.

Test ten jest ilościowym kolorymetrycznym
testem toksyczności, którego podstawą jest
przekształcenie soli tetrazoliowych (MTT) o
zabarwieniu żółtym do fioletowo
zabarwionego, nierozpuszczalnego w wodzie
formazanu (rozpuszczalny w DMSO lub
izopropanolu). Wykorzystuje się w nim
aktywność dehydrogenazy bursztynianowej,
enzymu mitochondrialnego, obecnego w
żywych komórkach, który przekształca sól
tetrazoliową (MTT, bromek 3-(4,5-
dimetylotiazol-2-yl)-2,5 difenylotetrazoliowy),
w formę zredukowaną - formazan,
wytrącający się w postaci kryształów.

skażenia powodujące cytotoksyczność, a
także wywołujące szereg reakcji
alergicznych.

Nigrospora oryzae
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Czapek KONTROLA

Aureobasidium pullulans

Fusarium oxysporum

Fusarium moniliforme

Komórki SK

Zasada działania testu 
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Przygotowanie ekstraktów

Przygotowanie płytki wstępnego rozcieńczenia

Przeniesienie kolejnych rozcieńczeń na płytkę 
testową z komórkami SK

Inkubacja 48 h

Dodanie MTT, inkubacja 4 h

Dodanie DMSO

Pomiar fotometryczny przy długości fali 510 nm

Studzienki do kontroli komórek są ciemnofioletowe i
odpowiadają 100% aktywności podziałowej. Studzienki zawierające
skażoną (cytotoksyczną) próbę są odbarwione, lub ich barwa jest
znacznie mniej intensywna. Wartości absorpcji próbek poniżej 50%
aktywności podziałowej uważa się za toksyczne.
Na podstawie stopni rozcieńczenia oznacza się graniczne stężenie
toksyczne, tzn. najmniejszą testowaną próbkę, która spowodowała
toksyczne działanie na komórki.

Przykłady płytek testowych z ekstraktami grzybów pleśniowych

Wydruk  wartości ekstynkcji  analizowanych 
prób z programu Micro Win 2000

Wykres ekstynkcji prób grzybów pleśniowych
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