I VCela medonosna- zkouska akutni kontaktni toxicity




Metoda:

- k posouzeni akutni kontaktni toxicity pfipravki na ochranu rostlin (pesticidy) a jinych
chemickych latek pro délnice vCely medonosné (dospélce)

- pesticidy jsou zkouSeny ve formeé ucinné latky nebo ve formée finalné upravenych
pripravk(

- k ovéreni citlivosti vCel a presnosti zkuSebniho postupu se pouziva standard toxicity



Definice:

Akutni kontaktni toxicita: nepriznivy ucinek, ke kterému dojde nejpozdeéji do
96 h od topikalni aplikace jedné davky zkousené latky

Davka: mnozstvi aplikované zkousSene latky, vyjadrfuje se v hmotnosti (ug)
zkouSene latky na jednoho testovaciho zivoCicha

5, (Stredni letalni davka) kontaktne: je statisticky Wpoctena jednotliva davka
latky, kterd mUze po kontaktni aplikaci
zpUsobit Ghyn 50 % jedincu

Mortalita: jedinec se povazuje za uhynulého, je-li zcela nepohyblivy



Podstata zkuSebni metody:

- délnice se exponuji radé davek zkousené latky rozpusténé ve vhodném nosici
primou aplikaci na torax (jako kapicky)

- doba expozice: 24/48/96 hodin

- mortalita se zaznamenava denné a porovnava se s kontrolnimi hodnotami

- vysledky zkousky se analyzuji s cilem vypocCitat LD50 pro dany pocCet hodin



Validita zkousky:

Ma-li byt zkouska platna, musi byt splnény tyto podminky:

- primérna mortalita ve vSech kontrolnich skupinach nesmi na konci
zkousky prekrocit 10 %

- LD, , pro standard toxicity odpovida specifikovanemu rozsahu



Popis zkuSebni metody

()

1. Sbér vCel:

- mladusky téhoz plemena

- z dobfe potravou zasobenych, zdravych, chorob prostych vcCelstev, s kladouci
matkou, se znamym pUvodem, chovem a fyziologickym stavem

- sesbirany rano v den zkousky nebo vecCer pred zkouskou

- nemely by byt sbirany brzy na jare nebo pozdé na podzim (zménéna fyziologie)

- kdyz na jare nebo na podzim-> mohou se vylihnout v inkubatoru a chovat
s ,vcelim chlebem* (na plastovem pylu) a s cukernym roztokem

- vCely oSetfené chemickymi latkami (antibiotika, atd.) by nemeély byt pouzity pro
zkousSky toxicity po Ctyri tydny od konce posledniho oSetreni



Popis zkuSebni metody

()

2. Podminky chovu a krment:

- snadno Cistitelné a dobre vetrané klicky (z korozivzdorné oceli, draténého pletiva,
plastu nebo drevéné na jednorazové pouziti)

- velikost klicek vyhovovat pocCtu vCel-> dostatek prostoru, skupiny po 10 vCelach

- pfechovavany ve tme v experimentalni mistnosti pri teploté
25 r2° C

- zaznamenava se relativni vlhkost, ktera je obvykle 50 — 70 %

- zachazeni se véelami, v€etné exponovani a pozorovani, mize byt provadéno za
(denniho) svétla

- jako potrava se pouziva vodny cukerny roztok, podava se za pouziti krmitka vcel
Ci sklenéné trubiCky



Popis zkuSebni metody

()

3. Priprava vcel.

- sesbirané vCely mohou byt za uCelem aplikace zkouSene latky narkotizovany
oxidem uhliCitym nebo dusikem

- mnozstvi anestetika v dobé expozice by mélo byt minimalizovano

- hynouci vCely se pred zahajenim zkousky odstrani a nahradi zdravymi vCelami



Popis zkuSebni metody

()

4. Priprava davek:

- zkousSena latka se aplikuje jako roztok v nosici, tj. v organickém rozpoustédle nebo
jako vodny roztok se smacedlem

- organické rozpoustedla: uprednosthovan aceton, jinak rozpoustedla s nizkou
toxicitou pro vcely (napr. dimethylformamid, dimethylsulfoxid)

- u finalné upravenych pripravkl dispergovanych ve vodé a u silné polarnich
organickych latek nerozpustnych v organickych nosicovych rozpoustédlech Ize
aplikaci usnadnit jejich rozpusténim ve slabém roztoku komercniho sméacedla
(napr. smacedla Agral, Cittowett, Lubrol, Triton, Tween)

T4

- pripravi se vhodné kontrolni roztoky, tzn. pouziji-li se k rozpusténi zkouseneé latky
rozpoustédlo nebo dispergator, pouziji se dvé samostatne kontrolni skupiny: jedna
oSetfena vodou a jedna rozpoustédlem/dispergatorem



Postup

1. ZkuSebni a kontrolni skupiny:

- pro zkousSku se pozaduje alespon pét davek tvoricich geometrickou radu s faktorem
neprekracujicim 2,2 a pokryvajicich rozsah pro LD,

- poCet davek se musi stanovit s ohledem na smérnici krivky toxicity (davka versus
mortalita) a s ohledem na statistickou metodu zvolenou pro analyzu vysledk(

- vhodné davky je mozné zvolit pomoci orientacni zkousky

- kazda zkuSebni koncentrace se poda alespon tfem soubéznym zkuSebnim
skupinam o 10 vCelach, tj. ve tfrech opakovanich

- vedle zkusebnich skupin se nasadi alespon tfi kontrolni skupiny, kazda o 10 vCelach

- je-li pouzito organické rozpoustédlo nebo smacedlo, musi se zaradit dalsi tfi
kontrolni skupiny po 10 vCelach pro rozpoustédlio a smacedlo



Postup

2. Standard toxicity:

- vyberou se alespon tfi davky pokryvajici ocekavanou hodnotu LD,

- pro kazdou zkusSebni davku se nasadi alespon tfi paralelni klicky po 10 vCelach

- uprednostnovanym standardem toxicity je dimethoat

- i jiné standardy toxicity, pokud Ize predlozit dostatek (idaju pro ovéreni oekavané
reakce na davku (napf. parathion)



Postup

3. EXpozice:

a) podavani davek

- u narkotizovanych vcCel se jednotlivé provede topikalni aplikace
- v€ely se ndhodné rozdéli do rliznych zkusSebnich a kontrolnich skupin

- 1 ul roztoku obsahujiciho zkousenou latku se ve vhodné koncentraci aplikuje
mikroaplikatorem na dorsalni stranu thoraxu kazdé vcely

- po aplikaci se vCely umisti do zkusebnich klicek a zasobi se cukernym roztokem

b) délka trvani zkousky

- 24/48/96 hodin



Postup

4. Pozorovani:

- mortalita se zaznamena po 4 h od aplikace a poté po 24 ha 48 h

- je-li nezbytné dobu pozorovani prodlouzit, provedou se dalSi vyhodnoceni
v 24hodinovych intervalech maximalné do 96 h, pokud mortalita v kontrolnich
skupinach neprekracuje 10 %

- zaznamenava se veskeré neobvyklé chovani pozorované béhem doby zkousky



Postup

5. Limitni zkouska:

- v _neékterych pripadech (napr. oCekava-li se u latky nizka toxicita) limitni zkouska za
pouziti 100 pg ucinne latky na vcelu s cilem prokazat, ze hodnota LD je vySSi
nez tato hodnota

- postupuje se stejnym zpUsobem, vEetné nasazeni tfi soubéznych zkusebnich
skupin pro kazdou zkusSebni davku, tj. tfi opakovani, odpovidajicich kontrolnich
skupin a pouziti standardu toxicity

- dojde-li k uhynim, méla by se provést Uplna studie

- jsou-li pozorovany subletalni UcCinky , zaznamenaji se



