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Inovace tohoto predmétu je spolufinancovana Evropskym socialnim fondem a statnim rozpoztem Ceské republik:

Bezobratli zivo¢ichové

« Pritomnost a aktivita bezobratlych je naprosto rozhodujici pro
stav ekosystému.

* Bezobratlé najdeme ve vSech ekosystémech.

* Bezobratli tvofi vyznamnou ¢ast celkové biomasy v terestrickych
i akvatickych ekosystémech, maji nepomérné vyssi druhovou
bohatost oproti obratlovctm.

* Hraji vyznamnou roli v potravnim fetézci jako destruenti, ale i
konzumenti prvniho a druhého fadu, s ¢imz je spojena mozna
bioakumulace.

« Diky zménam habitatu pfi metamorféze mohou zasahovat do
vice ekosystému i béhem jednoho Zivotniho cyklu, diky ¢emuz
mohou pfijimat Siroké spektrum polutant( a pfenaset je mezi
jednotlivymi ekosystémy.
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esty ekotoxicity v padé

Pidni testy s bezobratlymi

hlistice Uspofadani : umély substrat, vih¢ena petriho

= miska, standardni nebo pfirodni ptida — rizné
nadoby...
- zpravidla 14 dni (letalita),
56 dni — reprodukce ... roupice
Organismy
Krouzkovci — zizaly, hadatka, roupice
Hmyz - Chvostoskoci (Collembola)

chvostoskoci

TERESTRICKE PROSTREDI — konzumenti - bezobratli

Zejména pro testovani biocidu

VCELY

- testovani insekticidu
- davkovani v potravé

Drosophila
(hodnoceni genotoxicity)

Moucha domaci
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Testy s vodnimi bezobratlymi
Stanoveni akutni ¢i prolongované toxicity:
chemickych latek, vyluhti z pevnych matric
prumyslovych ¢i komunalnich odpadnich vod
povrchovych nebo podzemnich vod

Plecoptera Stanaflies
Prerongreelln badia
e —

Acraneuria sp,

Table 1. Common and scientific names of invertebrates Claasaenia sabalora
used foracute toxicity testing® Tsoperla up.
— — = — Fhivals wp.
Ordor.gweise, and epacics Commeon name Ephemeroptern Mayflies
— —— . Hexagenia bilineata
Anostreca Fairy shrimps Raetis sp.
Streptocephalus seoli Odonata
Cladocara Daphnids Macramia ap, Dragonlies
Stnvoveyhubus scerulatas Tschnura venticalis Damsally
Dephnia megna Lestes congener Damselily
Dephnia pulex rboptens Caddisflivs
. yiropeyehe sp.
Ostracoda Seed shrimpa Limnephilus 1p.
Cypridapsis vidua by
Isopoda Sowbugs Tipula sp, Crane flies
Asellus brevicoudus Chuinanes =, Phantom midges
Amphipods Seads Pentanenm o, Midgrs
Gummarus pseudolimnasus Chirmomus plumosus Midge
Gummarus lacustris Atherix variegata Snipe fly
CGemmarus fascistus Thelllowing e sages of imvarabrates were st am
Orconectes nais Crayfish clm:l‘m mm long), second vear elaaslmmmln.@ lmﬂ
¥rocambarus sp. Crayfish midge—fourth inatar, All other invertebrates were desig:

_Paiaemanetes kadiokensis  Glass shrimn nated a5 naind, juvenile, o ature.

Testy toxicity na vodnich bezobratlic

Normy testi na bezoobratlych:
CSN EN ISO, OECD, ASTM, US EPA, TNV, EEC, AFNOR

Testy na korySich (Crustacea) - planktonni - nejcastéjsi

Daphnia magna, D. pulex, Ceriodaphnia dubia, Artemia salina (morska),
Thamnocephalus platyurus

Testy na viinicich (Rotifera) - Brachionus calyciflorus
Testy na krouzkovcich (Annelida) - Tubifex tubifex
Testy na hmyzu (Insecta) - Chironomus tentans

Testy na mékkysich (Mollusca)
Potamopyrgus antipodarum

Testy na bentickych korySich (Crustacea)
Gammarus, Hyallela azteca
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Daphnia magna

Artemia salina

Ceriodaphnia dubia

.

Gammarus
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Rise Animalia (zivotichové) — kmen Arthropoda (Elenovei) —

podkmen Crustacea (korysi) - tfida Branchiopoda (lupenonozci) — fad
Cladocera (perloocky) — ¢eled’ Daphniidae (hrotnatkoviti) — rod
Daphnia (hrotnatka)
Daphnia pulex (hrotnatka obecna), D. magna (h. velka)
« zastupce zooplanktonu
« akutni i chronickeé testy
« bézné pouzivany modelovy organismus

(OECD 1984) - citlivost k toxikantiim

- rychla reprodukce

- determinované toxikologické parametry
- rychly Zivotni cyklus

- snadna kultivace
Centrum provyziem - biochemické markery

toxickych latek
vprastredi
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Normy testli s Daphnia magna

« CSNISO 6341 (75 7751) Jakost vod — Zkouska inhibice
pohyblivosti Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea) —
Zkouska akutni toxicity

« CSNISO 10706 (75 7752) Jakost vod — Stanoveni chronické
toxicity latek pro daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea)

« 1S0 6341/1996 Water quality - Determination of the inhibition of
the mobility of Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea) -
Acute toxicity test

« 1SO 1070/2000 Water quality - Determination of long term toxicity
of substances to Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea)

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

« OECD 211 Daphnia magna Reproduction Test (Original
Guideline, adopted 21st September 1998)
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Permanentni laboratorni chov
Daphnia magna

* kultivaéni mistnost
« stala teplota 20 + 2°C
« stala fotoperioda
16h svétla / 8h tmy
« stalé pH
* kultivaéni médium M4
« pravidelné krmeni
smési fas

3 — 5 mm dlouhy, pfevazné planktonicky sladkovodni Zivocich
dospivaji béhem 6 - 10 dni, mnozi se partenogeneticky,
zivotnost az 56 dni pii 20°C
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Cil: uréeni po¢ate¢ni koncentrace, ktera v testu imobilizuje
50% jedinch Daphnia magna

Podminky akutniho testu:
« jedinci mlads$i 24 hodin, ziskani partenogenezi
« expozice 24/48 h, bez aerace, bez krmeni, bez Upravy pH
« standardni médium (CaCO,, MgSO,, NaHCO,, KCI)
« bez osvétleni nebo 16 h svétla / 8 h tmy, teplota 20°C+2°C
« pH 6 - 9 (zména béhem testu max.+ 1,5)
* béhem testu méfime pH, teplotu, O,
« rozpustény kyslik 2 2mg/l / 2 3 mg/l
« referenéni latka:dichroman draselny

Zpracovani a priprava vzorkt vody

« Lahve se naplni vzorkem, aby se zamezilo pfistupu vzduchu.

« Zkouska toxicity se provede co nejdfive po odbéru, nejpozdéji do 6 hod. Pokud
neni mozné tento interval dodrzet, vzorek se na misté odbéru zchladi na +4°C
[nebo zmrazi na —20°C]. V tomto pfipadé musi byt vzorek zpracovan do 48 hod.
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Vlastni zkouska:

Nejméné: 20 jedinct na koncentraci (4x5ml/5ks),
5 organism( na jamku ¢i nadobku

« nadobka 5-10ml/ks (30 jamkova desticka (10 ml)) - 2 ml testovaného
roztoku na jedince

po 5 jedincich do kazdé jamky

nejméné 20 jedincd ¥

Al 3l d o

Zkousené roztoky:

min. 5 koncentraci +
kontrola (testovana latka
+ fedici médium)
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00000
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fedici testovaci
jamka Jjamky
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Sledovany parametr: imobilizace po 24, 48 hodinach - poc¢itime mobilni jedince
- kriterium imobilizace: jedince, ktefi nejsou schopni se rozplavat ani po 15s
mirném zamichani povazujeme za imobilizované, i kdyby jest¢ pohybovali
tykadly

Platnost vysledkii = validita testu

Koncentrace rozpusténého kysliku na konci zkousky je vétsi anebo se rovna 2 mg.I*!
Procento imobilizace kontrolnich vzorki je mensi nez nebo se rovna 10%
24h-EC50i pro dichroman draselny je v rozsahu od 0,6 do 1,7 mg.1-1
Vyjadiovani vysledki
Hodnoceni:
Pocet imobilnich jedincti
pocatecni inhibiéni koncentrace - hodnoty EC50 (pro 24h a 48h

Hodnoty 24h-EC50i. 48h-EC50i a limity odpovidajici 0% a 100% imobilizace
se vyjadiuji:

U odpadnich vod v procentech fedéni

U chemickych latek v miligramech na litr
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ALTERNATIVNi MIKROBIOTESTY ("toxkity") s bezobratlymi

THAMNOTOXKIT F™
MICROBIOTESTS

“Test organisms are inctuded in the

kits as “dor
which can be hatched “on demand

With the
crustacean
Thamnocephalus
platyurus

Contains all the materials to
perform three
48h reproduction assays

PROTOXKIT F™
MICROBIOTESTS

With the ciliate
protozoan
Tetrahymena
Centrum provyzkum el
toxickyeh el thermophila
vprostredr
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MIKROBIOTESTY

http://www.microbiotests.be/

* Vyhody: miniaturizace, zkraceni doby inkubace a tim
i zZiednodus$eni

* Moznost dlouhodobého uchovavani testovacich
organizm0 ve formé kryptobiotickych klidovych stadii,
v lyofilizovaném nebo imobilizovaném stavu.

+ Organizmy se pred pouzitim v testech uvedou do
aktivniho stavu.

* Synchronné vylihli jedinci jsou uniformni a pochazeji
z geneticky pfesné definovanych zasobnich kultur.

* V soucasnosti jsou mikrobiotesty komeréné dostupné
v podobé tzv. toxkitd

Centrum provyzkum
toxickych latek
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Mikrobiotesty

DAPHTOXKIT FTM magna, DAPHTOXKIT FTM pulex: 24-48h test akutni toxicity pro
kory8e Daphnia magna a Daphnia pulex (odpovida OECD a ISO normam)

CERIODAPHTOXKIT FTM: 24 h test akutni toxicity pro korySe Ceriodaphnia dubia
(odpovida USEPA normé)

THAMNOTOXKIT FTM: 24 h test akutni toxicity pro koryS§e Thamnocephalus platyurus
(Test s Thamnocephalem u nas normovan TNO)

OSTRACODTOXKIT FTM: 6 denni chronicky test toxicity (mortalita/inhibice ristu) s
kory8em Heterocypris incongruens. Prvni kontaktni mikrobiotest pro kontaminované
sedimenty nebo pudy

ROTOXKIT FTM: 24 h test akutni toxicity pro vifnika Brachionus calyciflorus (odpovida
standardni normé ASTM E1440-91).

ROTOXKIT FTMshort —chronic: 48h kratky-chronicky (reprodukéni) test s vifnikem
Brachionus calyciflorus (odpovida francouzské normé AFNOR)

PROTOXKIT FTM: 24h chronicky (inhibice ristu) test toxicity pro prvoka Tetrahymena
thermophila. Metodika pro odpovidajici test je vyvijena v OECD.

RAPIDTOXKIT (tm): Hodinovy test toxicity s larvami korySe Thamnocephalus platyurus
pro rychlou detekci kontaminace vody.

Contrm pro sy
( ) ot
Vores

Mikrobiotesty

Thamnotoxkit

« Testovaci organismus Thamnocephalus platyurus
¢ Uchovavani: klidova stadia

« Doba lihnuti: 20 hod., 4000 Ix, 20°C

¢ Inkubace: 24 hod., 4000 Ix, 20°C

« Vyhodnoceni: mortalita, 24 LCy,

Vyhody: 20 h lihnuti, vétsi, citlivy organismus,
expozice 24-48 h, srovnatelné vysledky s dafnii (+
citlivéjsi) i zakalené/zabarvené vzorky, je v TNV

Obdobné CERIODAPHTOX
Ceriodaphnia dubia
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ODVETVOVA TECHNICKA NORMA VODNIHO HOSPODARSTVi
MZe CR
MIKROMETODA STANOVENI AKUTNi TOXICITY NA KORYSI THAMNOCEPHALUS PLATYURUS
TNV 757754
Obsah Strana
il Predmluva (RS, .. S s, 1
2. Pfedmét normy. 2
3. Teminy. definice a zkratky. 2
4. Podstata zkousky. 3
5. Materidly a ct 3
6. Pristroje a pomucky. : 4
7. Pfiprava vzorki zkousené vody. 4
8. Postup zkousky. 5
9. Vyjadfovani vysledku. 7
10. Protokol 0 ZKOUSCA............ o s USSRy 7
11. Pfiloha A (informativni) - Kory$ T platyuru: 8
12. Prilohy B (informativni) - Limitni hodnoty pro Thamnocephalus platyurus............. 9
13. Pfiloha C (informativni) - Literatura 10
(6) ‘ oy
v prostredi
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25ml cysty

Rotoxkit F | 4 | J
% _

« Testovaci organismus: hao U

Brachionus calycifloris (vodni vifnik) = ampulka s cystami
« Uchovani: klidova stadia, cysty
« Doba lihnuti: 18 hod., 20°C, 4000Ix Lihnuti cyst vifnikd
« Design: 6 opakovani, 6 koncentraci v jedné destiéce, jamka & Testowaci destick

0,3 ml standardni veda

« Inkubace: 24 hod., 20°C, 4000Ix

« Vyhodnoceni: mortalita, 24 LCy,

Vyhody: Doméci bé&zny druh, pfidavné informace jamka pro linnuti

Nevyhody: Maly, vétSinou méné citlivy

Zavér: zajimavy dopInék testd toxicity, neni nutny, je-li v baterii
korys 5 @ 10-15 min

S

Obdobné Protoxkit s prvokem Tetrahymena thermophila

©) 5= ©)

(1000-4000 tux)
Centrum pro wzkum Inkubace 16-18 hod pri 25°C

toxickych latek
vprastredi

Prenos cca 50 vifnikt
o Kazda featel Jamky

Pfenos vifnikd do
testovacich jamek 5 Vifniki v tastovact jamce

Plnéni testovaci 5715 s N S e
destitky *b@@@@@
OO0O000

, elelslelele,

: O00000

"OOOOOO[

e POOOOO®

c2 jamky pro test

fedéni toxické C1

Centrum provyzkum
mx\cky:hplam‘b?/ latky . E ( )
vprostredr

Lt Semke

Centrum proyzkum
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DaphtoxKkit pulex

« Test s nejrychlej$i odpovedi

¢ jidelni test” — sledovano ovlivnéni SECEHEINEIE ezl
v, pfijmu potravy stresem (toxickou
Vyhody Nevyhody latkou)
It I « Testovaci organismus:
» Jako ISO, OECD *3 dny lihnuti Thamnocephalus platyurus
0 o Al © Nevyrovnané lihnuti « Uchovani: klidova stadia, cysty
* Zklidovych stadii ) « Doba lihnuti: 30-45 hod., 25°C, 4000ix
* Problémy se + Inkubace: 15-60min, 25°C, 4000Ix
skladovanim « Pak pfidany cervené obarvené
, mikrospory (potrava), inkubace 15-30
» Povrchové tenze - min
nep|avou * Vyhodnoceni: pod mikroskopem

zhodnocen pfijem potravy v
jednotlivych expozi¢nich variantach —

- , , L, hodnocena inhibice p¥ijmu mikrospor v ® @
Zavér: zatim neni zcela vyladény porovnani s kontrolou . E — RO

Centrum provyzium Toxic hazard ?
oy ( )
Vprostredi

Centrum proyzkum
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VALIDITA:
Vysledky testu jsou povazovany za platné, kdyz

» Koncentrace rozp. kysliku neklesla pod 60%
nasyceni

» Koncentrace testované latky neklesla pod 80%

» Mortalita kontrolniho vzorku nepresahla 10%

* Zjisténa koncentrace LC;, je v souladu se
standardy

Centrum provyzkum
toxickych latek
vprastredi
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PUDA + SEDIMENTY

Mikrobiotest - OSTRACODTOXKIT FTM:

6 denni chronicky test toxicity (mortalita/inhibice rlstu) s
korySem Heterocypris incongruens.

Kontaktni test v mikrodeskach 3x2 jamky (objem 1 ml).
10 jedincti na jamku, OSTRACODTOXKIT F™
MICROBIOTESTS
Uchovani: klidova stadia, cysty FOR SEDIMENT TOXICITY TESTING

Doba lihnuti: 52 hod., 25°C, 4000Ix
Inkubace: 6 dni, 25°C, 4000Ix benthic crustacean
Heterocypris

Vyhodnoceni: mortalita, 24 LC50, rst hecongraRnS

With the

Centrum proyzkum
toxickych latek
vprastredi
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Testy toxicity s bezobratlymi

Ekonomické hodnoceni

(orientacni ceny bez cla a dopravy)

e Rotoxkit, Thamnoto..........ccceevvviiiiiiiiiieeins 1000K¢
o DaphtoxKit ........ooeeoiiiii e 1300K¢E
o AlgaltoXKit ......cveveees e 4300K¢
* ECHA Biocide monitor ............cccceevvvveenenn... 200K¢
e MetPad ..o 500K¢
» Toxichromotest (SedimentChromoPad),
Toxichromotest ..........cccociiiiiiiiiienne. 1000K¢E

Centrum provyzkum
toxickych latek
vprastredi
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Chronické testy s vodnimi bezobratlymi zivo€ichy

Akvatické testy

« Reprodukéni test s hrotnatkou Daphnia spp. (ISO 1070/2000)

« Test pfezivani a reprodukce s bfichatkou Ceriodaphnia dubia (USEPA,
1989)

« Chronické biotesty s vidlonoZci (Mysidacea — fad kory$t z podttidy
rakovcll) — morsti, pronikaji i do brakickych a sladkych vod

Sedimentové testy

10-denni test prezivani a rustu s riznonoZzcem Hyalella azteca (USEPA,
2000)

42-denni test pfezivani, ristu a reprodukce s riznonozcem Hyalella azteca
(USEPA, 2000)

10-denni test pfezivani a ristu s pakomarem Chironomus tentans (USEPA,
2000)

Celozivotni (Life-cycle) test pro hodnoceni t¢iki kontaminace sedimentut s
pakomarem Chironomus tentans (USEPA, 2000)

Centrum proyzkum
toxickych latek
vprastredi
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Chronicky test na Daphnia magna @ :

CSN ISO 10706 Jakost vod - Stanoveni chronické toxicity
latek pro Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea)
< organismy mladsi 24h
« 10 organismu na koncentraci
« individuainé v 50ml media M4/kadinku
* médium vyména 3x tydné
« expozice 21 dni
* teplota 20 +2°C
* pH 6-9 (+1,5)
« rozpustény O2 > 3mg/l
« fotoperioda 16 h svétla /8 h tmy
« krmeni smés fas

Jednou tydné: O2, teplota, tvrdost a pH v médiu, kontrolnich nadobach au
nejvyssi zkusebni koncentrace.

Centrr oo
) | s
Vivesven

Priprava média Elendt M4

Zasobni roztoky

Roztok |
(stopoveé prvky)

SrClL.6H,0
MnCl,.4H,0

Thiamin
hydrochlorid,
Biotin,
ZnCl,
CoClL.6H,0
Na,Se03

Cyanocobalamin

W/_/

CuClL2H,0 Roztok II.
(makroziviny
CaCl,.2H,0, NaHCO,;, NaNO;
MgS0,.7H,0, KH,PO,, vitaminy)

KCl, K,HPO,, Na,Si0;.9H,0

Centrum proyzkum
toxickych latek
vprastredi
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Zkus$ebni roztok a zkusebni koncentrace

Zku$ebni koncentrace se pfipravuje alespon v péti variantach s
faktorem <3,2 (geometr. fada)

c,=Cy*q" n=1,23,...

Rozptyl koncentraci se nastavuje podle cile testu:
*+ LOEC/NOEC
« EC

X
NepouZiva se koncentrace se statisticky vyznamnym u¢inkem na
preziti dospélch -> toxicita pro reprodukci a mortalitu
Rozpoustédla a dispersanty do 0,1ml/l, Iépe je nepouzivat

Centrum provyzkum
toxickych latek
vprastredi
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Sledované parametry

* Mortalita, prezivani [
» Reprodukce ” 1

» Pocet narozenych juvenilt
+ Den prvni reprodukce i
» Chovani - zptsob pohybu :

= conton
—— BOMASS

pE— - C18PERVEATE
rrico 15 - CiB ELUATE

o 2z 4 6 8 W © 1 ® 1 2 2
cas am)

B

dalsi parametry (zbarveni, tukové

kapénky, velikost gonad)

- méfeni délky mate¢nych organismi

na konci zk.

- velikost a pocet potomki jednoho
B B 0 . R & organismu

W | e - pocet potracenych pladkd,. ..

vprastredi

rr——
g8

o35 88

Testy toxicity s bratlymi

Zaveér
» pro konkrétni pfipad, vzorek a problém muze
zkuSeny ekotoxikolog vybrat vhodnou kompozici
detekeniho systému

» akutni testy toxicity jsou jednou z nékolika soucasti
systému hodnoceni
- chemické analyzy
- struktura zoocenoz a fytocenoz
- biokumulace a biokoncentrace
- QSAR
- biomarkery
- atd...

Centrum provyzkum
toxickych latek
vprastredi
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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Inovace tohoto pfedmétu je spolufinancovana
Evropskym socialnim fondem a statnim rozpoctem
Ceské republiky
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