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1. Test s chvostoskokem Folsomia candida
Zpracovano podle normy ISO 11267 (1999)

Cilem tlohy je naucit se postup pudniho biotestu, ktery hodnoti efekty na pteZzivani a
reprodukci chvostoskoka Folsomia candida. Tento biotest lze pouZit pro hodnoceni ekotoxicity
chemickych latek (pesticidy, hnojiva), realn¢ kontaminovanych ptid, vytézenych sedimentd a hlusiny,
kalt z ¢istiren odpadnich vod, odpadu, suti a drti a dalSich pevnych matric.

1.1. Princip testu

Synchronizovana kultura chvostoskoku F. candida je exponovana po dobu 28 dnt testované
latce (kadmium) v artificidlni ptdé. Na konci testu se hodnoti mortalita dospélych jedinct a
reprodukce.

1.2. Pristroje a chemikalie

synchronni kultura chvostoskoka

artificialni ptida s pH 6 + 0.5 a ovlhéena na 50% WHC ve varianté bez kadmia - kontrola a ve
varianté s 800 mg/kg kadmia)

sklenicky na testy (cca 150 mL), folie, gumicky

susené kvasnice, exhaustor, Stétecek, miska s mfizkou na vyhodnocovani testu

inkoust

vahy s presnostina 0.1 g

inkubaéni mistnost nebo termostat

bézné laboratorni sklo a pomiicky — kadinky, filtratni papir, papirové ubrousky, lzicky,
pasteurky, fixy, nizky, st¥icky s vodou, pryZové rukavice, laboratorni plasté

1.3. Podminky testu

1.4. Priprava experimentu

1.4.1. ZaloZeni chovu

Kultura chvostoskokt F. candida se chova v plastovych krabi¢kach nebo na Petriho miskach
na smési aktivniho uhli a sadry. Sadra a aktivni uhli se smicha v poméru cca 9 :1. Do misky se nalije
trochu vody a pfida mix aktivniho uhli a sadry tak, aby se vytvofila na dné souvisla vrstva. Pfipravené
misky se nechaji nékolik hodin zaschnout. Do substratu se vytvoii ostrym predmétem nekolik ryh
(pro kladeni vajic¢ek). Doprostied misky se pak ptida Spetka susenych kvasnic (drozdi) a ovlh¢i
destilovanou vodou. Ze starSich chovl se prida na misku pomoci exhaustoru cca 40 stfedné velkych
chvostoskokil. Miska se dobie uzavie a popise. Chov se uchovava pti 20 £+ 2 °C. Chov je nutné kvuli
pevné uzavienym nadobam vétrat jednou tydné, kdy se také kontroluje vlhkost substratu a pridava
Spetka kvasnic. Optimalni vlhkost se pozna tak, ze ¢erny substrat je lehce matny ne leskly a po
pokapani vodou se tato pomalu vsakuje.
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1.4.2. Synchronizace chovii

Do testli se pouzivaji 10 - 12 dni stafi juvenilni chvostoskoci. Na novy substrat (sadra s
aktivnim uhlim v poméru 9:1) pfemistime pomoci dechového exhaustoru vétsi jedince (= zaloZeni
synchronizace). Premisténi chvostoskokii na novy substrat obvykle spousti ovipozici. Po 2 dnech
dospélé jedince odstranime a v kultivacni nadobé zlstavaji jen vajicka (zkontrolujeme pod
binokularem). Pockame na vylihnuti vaji¢ek a poté, co se objevi prvni juvenilové, odpocitame 10 —
12 dni.

1.4.3. Priprava artificialni pidy
Artificidlni pida dle norem OECD a ISO ma4 sloZeni:
o 10% vysuSena raselina pfesata a homogenizovana pies 2 mm sito
o 20% kaolinovy jil s obsahem kaolinitu minimalné 30%
o 70% kiemenny pisek s minimaln¢ 50% zrn 0.05 — 0.2 mm
« (CaCoOj; se pridava tak, aby vysledné pH (KCI) bylo 6 + 0.5

1.4.4. Maximalni vodni kapilarni kapacita pady

Maximalni vodni kapilarni kapacita pidy (WHCn. dle angl. Maximum Water Holding
Capacity) je stav, kdy je pida schopna v pfirozeném uloZeni udrzet v kapilarnich porech nejvetsi
mnozstvi vody. Vyjadfuje se v jednotkach objemu vody na gram suché zeminy. Procentualni
vyjadieni WHC znamena kolik procent nasyceni pudy vodou - maximalni WHC .« (100% WHC) - je
pozadovano. Vlhkost artificialni ptidy do testu s chvostoskoky je idealni cca 50% WHC.

15. Postup testu

1.5.1. Zalozeni testu:

« Do sklenénych nadobek na test navazte po 30 g pudy (2 opakovani od kazdé koncentrace i
kontroly).

« Na povrch pudy dejte Spetku kvasnic.

o Ze synchronizovaného chovu pomoci exhaustoru odeberte 10 juvenilii (davejte pozor na
spravny pocet!) a vyklepte je do testovaci nadobky s ptidou.

« Nadoby uzavtete vicky a poté zvazte.

o Nadoby umistéte do inkuba¢ni mistnosti (teplota 20 + 2 °C).

. KaZdy tyden nddoby zvaZte a porovnejte vahu s pivodni. V ptipadé ubytku vahy doplite
vodu.

« Kazdy tyden dosypte Spetku kvasic.

1.5.2. Vyhodnoceni testu:

« Po 28 dnech vyhodnot'te mortalitu a reprodukci pomoci flota¢ni metody.

« Do testovaci nddobky nalijte vodu z kohoutku a opatrné promichejte do rovnomérné suspenze
pomoci stétecku.

« Poté beze zbytku pielijte suspensi do poéitaci nadoby (zbytky pudy miZete vyplachnout
nékolikerym vymytim vodou).

« K suspenzi kapnéte par kapek inkoustu a opét opatrné zamichejte stéteckem.

o Pocitaci misku vlozte do fotografické komory a vyfotte vodni hladinu digitdlnim
fotoaparatem.
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Nataveni fotaku: po zapnuti nastavte foceni na auto, v predni ¢asti fotaku zmacknéte tlacitko

pro makro (symbol kyticky) a fotografovani bez blesku (symbol pteskrtnutého blesku).
« Na fotkach spocitejte pocet dospélcii a juvenilt.

1.6. Protokol

1.7.  Ovéreni testu, platnost
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2. Test inhibice ristu zelené rasy Raphidocelis

subcapitata
Zpracovano podle normy OECD 201 (ISO 8692) a ¢eské technické normy TNV 757741,

2.1. Princip

Odpovéd’ organismu (inhibice/stimulace rustu) po expozici dané koncentraci latky je
porovnavana s pramérnym rustem kontroly.

Test byl optimalizovdn pro provedeni v 96-ti jamkovych mikrotitra¢nich destickach.
Exponovanym organismem je zelend fasa Raphidocelis subcapitata (Syn. Selenastrum subcapitata,
Pseudokirchneriella subcapitata). Vybrané koncentrace sledované latky jsou testovany vzdy v 5
opakovanich. V experimentu stanovujeme rust fas jako zménu optické density fasové suspenze na
konci a zac¢atku experimentu. Opticka densita (absorbance 680nm) koreluje s po¢tem bunék na mL a
méfime ji pomoci spektrofotometru, je tedy dobrym a jednoduchym zastupnym parametrem
Kk rychlému stanoveni ristu fas v testovém systemu.

2.2. Pristroje a chemikalie
- fasova kultura o dostate¢né hustoté bunék na mL - kultivovana ve standardnim médiu (50%
ZBB médium)
- 96-jamkové mikrotitra¢ni desky, automatické pipety, $picky k pipetam, nadoby pro vytedéni
odpovidajicich koncentraci testované latky
- destilovana voda, nesterilni 200% ZBB médium
- dichroman draselny — pozitivni kontrola

2.3. Podminky testu

- doba expozice: 3 dny (72h)

- interval méfeni: zaloZeni testu Oh, po 24, 48, 72 hodinach expozice

- teplota 23°C

- osvétleni 2080 lux (pouziti klasické halogenové zativky a zativky Aqua Glo fialova, 40W)

2.4. Priprava experimentu a pracovni postup:

2.4.1. Priprava média

Rasy se kultivuji v 50% ZBB médiu, jde o optimalizovanou smés Zivin a minerélii vhodnou
pro kultivaci fas a sinic (pfesné slozeni bude diskutovano na cviceni). Stejné médium se uziva i pro
expozice fas v testu toxicity. K dispozici budete mit koncentrat — 200% ZBB médium, z tohoto
koncentratu je potieba natedit dostatecné mnozstvi 50% ZBB média pro experiment.

2.4.2. Priprava inokula Fas — Fasové suspenze

Rasové inokulum (=koncentrovand fasova suspenze odebrana z laboratorni kultury)
odebereme steriln¢ ze zasobni kultury v kultiva¢ni laboratofi. Potom fasové inokulum vytedime
kultiva¢nim médiem (50% ZBB) na pozadovanou hodnotu bunék na mL a odpovidajici objem.
Vychozi mnoZstvi bunék/mL na zacatku experimentu by mélo byt cca 400 000 (piiblizné odpovida
optickd hustota v rozmezi 0,03-0,04 pii 680 nm). Po¢ty bunék na mL zjistime pomoci méfeni na
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spektrofotometru a vypo¢tu s uZitim rovnice kalibraéni kiivky (viz niZe). Obvykle fasy do testu fedime
faktorem 4 (tedy 1:3).

Ur¢eni poétu bunék/mL v zakoncentrované fasové suspenzi — fasovém inokulu:

Meéfeni optické density provedeme na ¢isté mikrodesce. Do 3 sousedicich jamek napipetujeme
250 uL 50% ZBB média (blank) a do dalSich 3 sousedicich jamek napipetujeme 250uL koncentrované
fasové suspenze. Proméfime absorbanci (680nm) a naméiené udaje pouZzijeme pro vypocet fediciho
faktoru. Redici faktor vypoéteme pomoci jednoduché linearni kalibraéni rovnice (zavislost optické
density na poctu bun¢k na mL). Pii méfeni na spektrofotometru postupujte dle instrukci cviciciho.

14
1.2
1 -
0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2 -
0 B T T T 1
-02 0 5000000 10000000 15000000 20000000
Pocty bunék/mL

y = 7E-08x - 0.0188

absorbance

Obr.1: Kalibraéni kiivka pro zavislost absorbance na po¢tu bunék v fasové suspenzi

2.4.3. Priprava koncentra¢ni Fady testované latky a pozitivni kontroly

Pro ptipravu koncentracni fady testované latky je dilezité si nejprve uvédomit:
1. Jaky objem smési fastmédia+testované latky budu potiebovat pro 5 opakovani, jaky objem
pro negativni kontrolu/ pozitivni kontrolu? Vzdy je dobré uvazovat i néjakou rezervu!
2. Jaky fedici faktor (DF — dilution factor) je mezi jednotlivymi koncentracemi?
3. Jaké negativni kontroly je tfeba zahrnout do experimentu (je latka rozpusténa ve vodé nebo
V organ. rozpoustédle)?

Objem vzorku ptidavany do nejvyssi koncentrace C1 (max) zavisi na koncentraci zasobniho
roztoku a cilové koncentraci v testu. Objem pridavaného vzorku by vSak nemél presahnout 1%
cilového objemu ve vialce C1, aby nedo$lo k nafedéni fas a média. V ptipadé piidavani vzorku
v organickém rozpoustédle je nejvyssi ptipustny objem ptidavaného vzorku 0.5% cilového objemu ve
vialce C1 (v/v). V nékterych pripadech je tedy nutné koncentraci zasobniho roztoku adekvatné upravit.

Testovanou latku pridavame ke spravné vyiedéné fasové suspenzi (viz 2.4.2.), tak abychom
ziskali potfebnou nejvyssi testovanou koncentraci latky. Dale pak pokracujeme postupnym fedénim
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krouzivym pohybem i pipetou. Pozor — fasy maji tendenci sesedat, michani je opravdu dulezité!
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Jednotlivé koncentracni varianty si pfipravime ve sklenénych vialkach, z téch budeme pipetovat na
desku do jamek dle schématu.

- Do jedné jamky na desce se pipetuje 250 uL.

- Pro 5 jamek + rezerva 1400 uL.

Schéma postupného fedéni vzorku:

C1(max) c2 c3 c4 C5(min)

NN _N_0N_ N
8 8 J E -

(nebo solventu) Rasova Rasova Rasova Rasova Rasova
suspenze cca suspenze cca suspenze cca suspenze cca suspenze cca
4.10° bunék/mL  4.10° bundk/mL  4.10° bundk/mL  4.10° bunék/mL  4.10° bundk/mL

(+solvent) (+solvent) (+solvent) (+solvent)

Doporucené uspofadani koncentraénich variant testované latky a kontrol na 96-jamkové desce:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
blank | = dH,0

I O mMm g O W >

NC = negativni kontrola
SC = rozpoustédlova kontrola (solvent control)
PC = pozitivni kontrola (dichroman draselny 1.25-2.5-5-10 mg/L)

v v

vy,

C max = nejvyssi koncentrace testované latky

Obdobné jako u testované latky postupujeme pii ptipravé 4-bodové koncentraéni fady
pozitivni kontroly — dichromanu draselného. Cilové koncentrace jsou 1.25-2.5-5-10 mg/L (DF 2) a
koncentrace z&sobniho roztoku je 2 g/L. Dichroman draselny je rozpustény ve vodé.
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2.4.4. Méreni absorbance
Absorbanci méfime pii vinové délce 680 nm. Pired kazdym méfenim je nutné jednotlivé
jamky promichat multikanélovou pipetou !!!

Ziskany soubor (ve formatu MS-Excel) uloZte na pevny disk pocitate do adresafe
"C:/biotesty_cviceni_2014 ve formatu datum latka casovy interval (napi: 140310 carbofuran_Oh;
140311_carbofuran_24h; atd.)

2.4.5. Expozice
Mikrodesti¢ku ptikryjeme vickem a exponujeme v inkubacni mistnosti s fizenym svételnym
rezimem.

. Doba expozice: 3 dny
. Interval méfeni: Oh, 24h, 48h, 72h

. Podminky expozice: teplota 23°C, osvétleni 2080 Ix (pouziti klasické halogenové zativky a
zativky Aqua Glo fialova, 40W)

2.5.  Vyhodnoceni

Vysledkem testu toxicity na fasach jsou dva endpointy — inhibice rastové rychlosti a inhibice
vytézku. Vyhodnoceni vysledku experimentu provadime v programech MS Excel a GraphPad Prism.
V MS Excel provedeme prvni vypocty.

1. Od kazdé naméfené hodnoty vzorku/kontroly ode¢teme primérnou absorbanci blanku (destil.
voda v okrajovych jamkach).

2. Pro kazdou koncentraéni variantu/kontrolu vypoéteme pramér, smérodatnou odchylku a
koeficient variance

3. Vylouc¢ime ptipadné odlehlé hodnoty (CV>10%)

4. Endpoint — INHIBICE RUSTOVE RYCHLOSTI (Growth rate inhibition):
Z upravenych hodnot vypocitame riistovou rychlost dle vzorce:

In ODkonec_ In ODstart

1:konec - tstan

kde:

] prumérna specificka ristova rychlost v ¢ase 0-x (dny);
Lstart Casovy zacatek expozice (0 den);

tkonee  Casovy interval méfeni (x-ty den);

ODygit absorbance (po odecteni blanku) v ¢ase 0 (dny);
ODynec absorbance (po odecteni blanku) v ¢ase x (dny);
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Hodnoty ristové rychlosti pouzijeme pro vypocet inhibice rustu dle vzorce:

Hk-Hv
%l = - *100
Mk
kde:
Wk - pramér specifické rustové rychlosti kontroly
My - pramér specifické rustové rychlosti jednotlivych
variant koncentraci toxikantu
%l

- procento inhibice zptisobené v dané koncentracni
varianté

Pro kontrolu validity testu je tieba spocitat riistovou rychlost v kazdém ¢asovém intervalu (0-
24; 24-48;48-72) - rustova rychlost kontroly by se méla pohybovat v intervalu 0.4-1.

5. Endpoint — INHIBICE VYTEZKU (Yield inhibition):
Z upravenych hodnot vypocitame vytézek biomasy dle vzorce:

Y= 0D konec 'ODstart

kde:

ODgart - absorbance (po odecteni blanku) v ¢ase 0 (dny);
ODyonec - absorbance (po odecteni blanku) v ¢ase x (dny);

Dale vypocitame inhibici vytézku biomasy dle vzorce:

kde:
Yy - vytézek kontroly
Y, - vytéZek jednotlivych variant koncentraci toxikantu

6. Vypocet ucinnych koncentraci:

Vysledné hodnoty inhibice ristové rychlosti a vytézku biomasy vlozte vZdy k odpovidajicimu
logaritmu koncentrace do softwaru GraphPad PRISM, a vypo¢téte hodnoty 1C50, 1C20,
NOEC a LOEC pro oba endpointy. Stejny vypocet proved’te pro pozitivni kontrolu —

dichroman draselny. Pi vypo¢tu postupujte dle instrukei ziskanych na tivodni hoding — Dr.
Jifi Novak.
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7. 'V MS Excel sestrojte graf zavislosti inhibice ristové rychlosti a vytézku biomasy na
koncentraci toxikantu a obdobny graf s pozitivni kontrolou — dichromanem draselnym.
V grafu zobrazte variabilitu vasich vysledkli vyzna¢enim smerodatné odchylky.

2.6. Ovéreni citlivosti

Zkouska se povazuje za platnou, pokud se EC50 zptisobena referenénim roztokem (dichroman
draselny- pozitivni kontrola) pohybuje v rozmezi 0.8-1.2 mg/L.
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3. Zkouska inhibice luminiscence emitované

moi'skymi bakteriemi Vibrio fischeri
Zpracovano podle 1SO 14735 (2005)

Jedna se o rychly, jednoduchy a levny test akutni toxicity na prokaryotickém organismu, ktery
slouzi ke sledovani toxickych uUc€inkli nejen Cistych chemickych latek ¢i jejich roztoku, ale i
environmentalnich smési extrahovanych z riznych vzorkd. Tato metoda je méné vhodna pro silné
zabarvené vzorky nebo vzorky obsahujici nerozpusténé latky nebo latky, které reaguji s zivnym
roztokem nebo podléhaji zménam béhem zkousky (napiiklad vysraZeni, biochemickému nebo
fotochemickému rozkladu), a tim mohou poskytovat nespravné vysledky, popiipadé zhorsit
reprodukovatelnost.

3.1. Princip

Testovacim organismem v testu je motska bakterie Vibrio fischeri, kterd za optimalnich
podminek intenzivné luminuje (svétélkuje). Test je zalozen na zhaseni bioluminiscence této bakterie,
je-li ve vzorku pfitomna biodostupna toxicka latka, kterda mulze metabolickou aktivitu bakterii
vyznamné snizit, pfipadn¢ zastavit. To se ihned projevi poklesem intenzity luminiscence
(bioluminiscence). Mnozstvi emitovan¢ho svétla se méti luminometrem pied a po pfidani testované
latky (po 15 a 30 minutach expozice). Teplota v priubéhu testu musi byt konstantni (t = 15°C).

3.2. Pristroje a chemikalie

- Cirkulaéni termostat s moZnosti temperace na 15°C

- Chlazeny luminometr,

- Automatické pipety 5 — 50 pl, 50 — 200 ul, 200 — 1000 pl, 1000 — 5000 pl, $picky,
- NacCl

- Modelovy toxikant - dichroman draselny (K,Cr,0-) — pozitivni kontrola

3.3. Podminky testu
- teplota: 15°C
- délka expozice 15 a 30 min.

3.4. Priprava experimentu a pracovni postup

3.4.1. Priprava bakterialni suspenze Vibrio fischeri pro test:
Bakterie je nutné pripravit ve dvou, na sebe navazujicich krocich:

1. Ampulku s lyofilizovanou kulturou vyjmeme z mraziciho boxu a do ampulky napipetujeme
0.5 mL rekonstitu¢niho roztoku dodavaného spolecné s bakteriemi. Tfepanim rozpustime
lyofilizované bakterie v roztoku a po rozpusténi bakterii je pomoci pipety provzdusnime.
Takto pfipravenou ampulku nechame inkubovat na ledu v lednici min 30 minut.

2. Po uplynuti 30 minut je mozné rehydratované bakterie roziedit pro test. 100 pL
rehydratované suspenze napipetujeme do 4 mL roztoku 2% NaCl ve zkumavce (je také
mozné pouzit vyrobcem dodavany rekonstituéni roztok z plastové nadobky). PouZiti
vyrobcem dodavaného roztoku je Zadouci, je li k dispozici, jelikoZ dosazené luminiscence jsou
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NSV

vy$si. Takto nafedéné bakterie pak ponechdme inkubovat v suché lazni pii teploté 15°C po
dobu minimalné 15, ale spise 30 minut.

3.4.2. Priprava koncentra¢ni Fady testované latky a pozitivni kontroly

Ptipravime si dvé 96-jamkové desky. Jednu prithlednou - v ni se bude ptipravovat fedici fada a
jednu bilou - ta bude nakonec méfena.

Predem je nutné si rozmyslet rozlozeni vzorkii na desce a podle toho zacit s jeji pfipravou.
Nize popsany postup je platny pro fedéni vzorkli pomoci dvojkové fedici fady. V piipad¢ potieby
jiného stupné fedéni je tieba piislusn¢ upravit pipetované objemy do jednotlivych jamek. V tomto
piipadé pamatujeme na vysledny objem vzorku v jamce. Redéni probiha ptimo v desce postupnym
prepipetovavanim urcitého objemu z jedné jamky do druhé.

Test se provadi v duplikatu (je samoziejmé mozné pouzit i jiny pocet replikatll) — ve cvicenich
budeme kaZdou koncentraci testovat v 5 opakovanich (vyuZijeme pouze polovinu desky).

Tab. 1: MoZné podoba napipetované desky se vzorky:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

negc | negc | pos.C | pos.c | negc | negc | negc | negc | negc | negc | negc | negc

C1l C1 C2 C2 C3 C3 C4 C4 negc | negc

C1 C1 C2 C2 C3 C3 C4 C4 negc | negc

C1 C1 C2 C2 C3 C3 C4 C4 negc | negc

C1l C1 C2 C2 C3 C3 C4 C4 negc | negc

C1 C1 C2 C2 C3 C3 C4 C4 negc | negc

C1l C1 C2 C2 C3 C3 C4 C4 negc | negc

POS.C | pos.c | negc | negc | negc | negc | negc | negc | negc | negc

Neg c- negativni kontrola (2% roztok NaCl)

Pos c- pozitivni kontrola (standardné se pouziva roztok dichromanu draselného v koncentraci EC 50-
53 mg/l - 18,7 mg/I Cr¥™)

C 0- C4- koncentrace vzorkl

Pozn. Je nutné mit na desce alespon 2 duplikaty negativni kontroly. Lepsi vSak je mit dvé jamky na
kaZdém fadku a pro kazdy fadek s nimi pocitat pro vypocet korekéniho faktoru pro dany fadek.

Na kazdém tfadku mize byt koncentraéni fada jednoho vzorku nebo miize byt vzorek natfedén do vice
radkd, je-1i to potieba (hodné toxicky vzorek).

Do jamek 1 a 2 napipetujeme vychozi koncentraci testovaného vzorku. Nasledujici krok je poté
zavisly na charakteru vzorku:

1. Roztok vzorku neobsahuje siil (NaCl)- v tomto pfipadé je nutné do vzorku ptidat slany roztok,
aby vysledna koncentrace NaCl byla piiblizn¢ 2% (kvali osmotické rovnovaze-). K tomuto
ucelu se pouziva prakticky nasyceny roztok soli (32 %) - aby se vzorek co nejméné natedil. V
tomto piipadé se do jamky napipetuje 280 uL vzorku a ptida se 20uL koncentrovaného

Centrum pro vyzkum S
toxickych latek $ lMl 2 gqun%
v prostredi % ERRR: S

Centrum pro vyzkum toxickych latek v prostfedi, Kamenice 753/5, Pavilon A29, 625 00 Brno



L]
\\VERS/
** * *x I o % 96 ’4“’.
. * * \d 8 N ‘?,;
evropsky x o * f § 3 Z
socialni * 5 . y %, &
> MINISTERSTVO $KOLSTVI, S

~ - OP Vzdélavani % S
fondv CR EVROPSKA UNIE  MLADEZE A TELOVYCHOVY  pro konkurenceschopnost ZANA®

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

slaného roztoku. Vysledny objem v jamce je tedy 300 uL. Pamatujte, Ze timto se vzorky
nafredi- nutno zohlednit ve vypoctech!

2. Testovany vzorek byl ptimo pfipraven za pomoci 2 % roztoku NaCl (tyka se latek, které jsou
k dispozici v sypkém nebo suchém stavu a pred méfenim se piipravuje roztok). V tomto
ptipad¢ se do prvnich jamek napipetuje pfimo 300pLvzorku.

Do ostatnich jamek na desce se napipetuje 150 uL. 2% roztoku NaCl. Tento roztok se
pouZzije i jako negativni kontrola.

Stejné jako u vzorku postupujeme u pozitivni kontroly (K,Cr,0;, ¢=53 mg/l)

Po tomto kroku mé&me v prvnich dvou sloupeccich napipetovany vzorky a ve vSech ostatnich
jamkach mame 150 pL Fediciho roztoku (2 % NaCl).

Nasledn€ pomoci pipety pifimo na mikrodesce piipravime koncentracni fadu testovaného
vzorku tak, Ze z prvnich dvou jamek pipetujeme vzdy 150 pL do nasledujicich jamek. K tomuto kroku
je mozné pouzit miltikan&lovou pipetu, pomoci které je mozné napipetovat vSechny duplikaty
(multiplikaty) najednou.

Dilezité: Nezapometite, ze na desce musi zustat jamky s negativni kontrolou, bez vzorku. A
také na to, Ze je nutné pii poslednim fedéni vzorku nevracet kapalinu z pipety zpét do jamek, ale
vypustit ji jinam. Pokud by se napipetovany objem v pipeté vratil zpét do jamek, tak by v téchto
jamkach byl dvojnéasobny objem roztoku.

(Environmentalni vzorky se zkouseji co nejdiive po odbéru i pripravé. Vzorek se dikladné
protiepe a je-li to nutné, homogenizuje. Vzorek by mél byt upraven na pH 7,4 £+ 0,3)
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Obr. 1: Schéma ptipravy dvojkové koncentraéni fady pipetovanim (2 opakovani paralelng).

Do odpadu
Piiprava koncentra¢ni fady pipetovanim 1500l 150ul
(jedna fada na desce) VN

150pl 150l 150pl  150ul 150l 150ul  150ul 50ul

Vzorek v L, Negativni
(duplikét) Redici roztok (2% NaCl) kontrola
(2% NaCl)

Takto pfipravenou desku dame temperovat na 15°C po dobu 30 minut.

Pred uplynutim této doby si pfipravime druhou (bilou) desku a do ni napipetujeme 30 pL suspenze
bakterii (byla pfipravena a nafedéna diive — viz bod 2.4.1).

Nyni mame piipraveny vSechno potiebné a miizeme zacit s métenim desky.

3.4.3. Expozice a méieni luminiscence

Pouzijeme desti¢kovy luminometr Biotech synergy TM umistény v chladici skiini
V pfistrojové laboratofi.

Pristroj se ovlada pomoci pocitacového programu Gen 5

Otevieme testovy protokol mikrotox.prt (ve sloZce experiment) a umistime desku na ramecek
luminometru. Program spustime klikem na tlac¢itko READ. Software nas vyzve k uloZzeni méfeni. Po
uloZeni a odsouhlaseni kontrolnich oken deska zajede do pfistroje a zméti se poCatecni luminiscence
bakterii. Az je zméfena kazda jamka, deska znovu vyjede z pfistroje a na obrazovce se objevi okno
»hapipetujte vzorek* (Obr. 2). Pomoci multikanalové pipety napipetujeme 120 pL vzorki
z prihledné desky do bilé desky k bakteriim. Davame piitom pozor, abychom vzorky néjak na desce
neposunuli a tim jsme nezménili vysledky. Pokud budeme pfi ptepipetovavani vzorkid postupovat od

Mo

Po napipetovani vzorkd umistime bilou desku zpét na Carrar pfistroje a odklikneme tabulku.
Mgéfeni automaticky pokracuje po dobu 30- ti minut.

Po tficeti minutach deska vyjede z pfistroje a pomoci nastoje Power export (obr. 2) si nechame
vysledné luminiscence vyexportovat do Excelu.
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Ziskana data poté vyhodnotime, spoc¢itame vysledné inhibice a EC 50. Je vhodné z korekénich faktord
negativnich kontrol udélat primér a ten dosazovat do vzorce inhibice luminiscence (Viz 3.5).

Pozn: Nezapomeiite, Ze se vzorky v pribéhu ptipravy desky nafedily. Prvni fedéni nastalo, pokud byl
ke vzorkiim ptidan koncentrovany solny roztok na ustanoveni spravné slanosti, a podruhé tim, ze byly
vSechny jamky roziedény bakteriemi. Je proto nutné, presné spocitat koncentrace v jednotlivych
jamkach, které byly testovany - nikoli pouze napipetované koncentrace, jelikoz ty se zménily a

ovlivnily by vyslednou hodnotu EC.

Obr. 2: Vyftez obrazovky pii méfeni piistroje. Mizete vidét vyse popsané ikony a okno vyzyvajici

k napipetovani vzorkt z jedné desky do druhé.

g wS - Experiment1® [created from microtox.prt]

© File Plate Protocol Take3 Window System Help

. o BE. 6.5 @

Fi
£ plgfe1 E=]
@ | Protocol Matfix | Statistics | o
&3 Plate1* ) _ o —
& Audit Trail Dats:  Read tum - EﬁtMatm_" Read = = (Cshow |
_ 1 2 3 ] 4 ] 5 6 | 7 § [ 9 [ %0 ] W[ 2
r’ A 32 18 20 1" 370 19 9 235 94 678
1 |
Tkona Power export B 13 29 37 25 13 20 82 12 4 8 91 104
c 6 10 23 37 6
Ikona READ D 13 15 n 24 237
(start) . - — & -
E 22 48 1 50 162
F 15 29 7 17 13
G 13 19 6 32 25
H 260 38 84 22 13

3.5. Vypocty

Nejdiive vypocitame koeficienty ptirozeného vyhasinani bioluminiscence pro jednotlivé Casy:

Ri=Iki/ ko

Kde:

R¢ je koeficient pfirozeného vyhasinani v Case t

I je intenzita bioluminiscence u kontroly v ¢ase t
Iko je intenzita bioluminiscence u kontroly v ¢ase 0
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Ke kvantitativnimu vyhodnoceni se vypoéte procentudalni tbytek svétla (inhibici luminiscence):
Inh% = (Rt . IQ‘ It) / (Rt IQ) . 100

Kde:

R: je koeficient ptirozeného vyhasinani v ¢ase t
I je bioluminiscence v ¢ase 0
Iy je nametend bioluminiscence v Case t

Vypocet ECsy se provadi z kiivky davka-odpovéd’. K vypoctu doporuujeme pouzit program
GraphPad Prism, s jehoZ obsluhou jste byli sezndmeni v pfedchozich hodinach.

3.6. Ovéreni citlivosti

Zkouska se povazuje za platnou, pokud jsou splnény nasledujici podminky:

Koeficient pfirozeného vyhasinani R, se pohybuje v rozmezi 0,6-1,8
Referenéni roztoky (vSechny tii pro zasobni kulturu nebo pouze dichroman draselny pro kazdy

test) zpusobuji 20-80% inhibici po 30 minutach pro nésledujici koncentrace standardnich
latek:

3,4mg/L 3,5-Dichlorphenol
2,2mg/L  Zn (119,67 mg/L ZnSO,.7H,0
18,7 mg/L Cr (V1) =52,9 mg/L K,Cr,04
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4. Zkouska inhibice pohyblivosti Daphnia magna
Straus (Cladocera, Crustacea) — Zkouska akutni

toxicity
Zpracovéno podle CSN ISO 6341

Metoda stanoveni akutni toxicity chemickych latek, primyslovych odpadnich vod a
povrchovych nebo podzemnich vod pro Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea).

4.1. Princip
Zkouska je zalozena na urceni koncentrace latky, ktera za 24 (48) hodin imobilizuje 50%
jedinci Daphnia magna vystavenych podminkam testu.

4.2. Pristroje a chemikalie
- automatickd pipeta + Spicky
- plastova kapatka
- testovaci desticka (30 jamek, objem jamky 10 mL)
- kédinky
- odmérny valec
- chemikalie na piipravu média - chlorid draselny KCI, hydrogenuhli¢itan sodny NaHCO3
chlorid vapenaty CaCl,, siran hofe¢naty MgSO4
- pozitivni kontrola - dichroman draselny K,Cr,0,

4.3. Podminky testu
- teplota: 20+ 2°C
- délka expozice 24hod (48 hod.)
- fotoperioda 16h svétla/8 h tmy

4.4. Priprava experimentu a pracovni postup

4.4.1. Priprava média
Nejprve je tieba pripravit dostate¢né mnozstvi média pro vsechny kroky postupu experimentu.

Z&sobni roztoky:
8,889 CaCl, serozpusti v 1L destilované vody
4,939 MgSO, se rozpusti v 1L destilované vody
2,599 NaHCOj se rozpusti v 1L destilované vody
0,23g KCI se rozpusti v 1L destilované vody

- na 1L média se davkuje 25 mL z kazdého zasobniho roztoku, do odmérné banky 1L se nalije
¢ast destilované vody, ptidaji se zasobni roztoky a doplni se destilovana voda
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- aeraci se roztok nasyti kyslikem (koncentrace kysliku by neméla klesnout pod 7 mg/L) a

zkontroluje se pH (7,8+0,2)
(... zasobni roztoky budete mit k dispozici)

4.4.2. Priprava organismu na test
Do experimentu se nasazuji jednodenni juvenilové, proto je potfeba 1 den pred zalozenim

experimentu vy¢lenit do specialni nadoby — kadinky (0.5L) s médiem n&kolik gravidnich samic. Toto
preneseni samic do oddélené nadoby je impulsem k rozeni mladat.

4.4.3. Priprava koncentracni Fady testované latky

Redici fadu testované latky (5 konc. bodii) p¥ipravime v dostate¢ném objemu ve sklenénych
kadinkach. Latku postupné fedime v médiu a ptidivame-li latku (vzorek) v jiném rozpoustédle nez ve
vodg¢, tak je nutné dbat na to, aby ve vSech testovych variantach byla stejna koncentrace rozpoustédla,
maximalné v§ak 0.5% v/v. Z kadinek potom napipetujeme po 10mL do kaZdé testové jamky na
plastové testové desce dle doporu¢eného schématu. Na kazdou koncentraci pfipada 5 opakovani,
pfi¢emz prvni jamka v fad¢ slouZzi jako jamka na oplach.

Jako pozitivni kontrola se pouZziva standardni toxikant dichroman draselny (3,2 -1,6 — 0,8 —
0,4-0,2 mg/L).

(... desku s pozitivni kontrolou zaloZi cviéici)

4.4.4. Nasazeni organismi do testu

Do jamky na oplach pfeneseme kapatkem 20 jedincti z nddoby s juvenily a poté prenasime po
5 jedincich do jednotlivych testovych jamek. Timto zabranime nezddoucimu natedéni testované latky
pti manipulaci s kapatkem.

Schéma desky:

g b~ W DN

C max

jamky na  testové
oplach jamky

4.4.5. Expozice a vyhodnoceni imobilizace

Desku s dafniemi nechame exponovat v kultivaéni laboratofi pii teploté 20 + 2 °C a
svételném rezimu 16h svétlo/8h tma.

Na konci zkuSebni doby 24h (48h) se spocitaji mobilni jedinci v kazdé nadob¢. Jedinci, kteti
nebudou schopni se rozplavat za 15 s po mirném zamichani roztoku, se povazuji za imobilizované, i
kdyby dosud pohybovali tykadly.
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Vysledky véetné jakychkoli anomalii v chovani dafnii si zaznamename.

4.5. Vyhodnoceni vysledki a vypocty

Vysledky zaznamename do Excelu a jednoduchym vypoctem uréime % imobilizace

Vv jednotlivych opakovani. Pomoci softwaru Graphpad Prism stanovime u¢inné koncentrace
EC20, EC50, NOEC a LOEC.

X

%l = ------- *100
5

Kde:

X je poCet imobilizovanych jedinct

4.6. Platnost zkousky

Zkouska se povazuje za platnou, pokud jsou spIlnény nasledujici podminky:

mortalita v kontrole na konci zkousky je < 10%
24h- ECs, pro dichroman draselny je v rozsahu 0,6-1,7 mg/L
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