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Metoda rozloZeni citlivosti druhii (Species Sensitivity Distribution;
SSD)
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1. Uvod do SSD

SSD model byl poprvé predstaven v roce 1989, ale vSeobecné znamosti se dockala az
s rozvojem vykonnéjsich pocitaci (kolem roku 2000). Je hojné vyuzivany pro hodnoceni u¢inkd
a rizik toxickych latek v ekosystémech a pro stanoveni limiti toxickych latek v prostredi a
uplatnuje se ve smérnicich EU (napf. v raimcové smérnici o vodach).

Model je zaloZen na predpokladu, Ze riizné druhy organismi Zijici v urcitém ekosystému
(napf. feka, jezero ¢i ptida) jsou rizné citlivé na urcitou toxickou latku (napft. korys Daphnia
magna je na rozdil od rasy Raphidocelis subcapitata velmi citlivy na insekticidni latku
chlorpyrifos). Tyto citlivosti jsou vyjadirené nejcastéji jako NOEC ¢i EC50 hodnoty.

Zakladnim ptredpokladem SSD je, Ze pokud se vezmou citlivosti (logaritmy NOEC ¢i EC50

viers

jejich rozlozeni (distribuce) je normalni - Gaussovo (obr. 1).
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Obr. 1. Princip SSD
1A: RGzné druhy jsou rtizné citlivé na toxickou latku (tj. maji rtizné hodnoty NOEC ¢i EC50).

Citlivost se miiZe vyrazné liSit mezi druhy a také mezi vy$$imi taxonomickymi skupinami (zde
jsou napriklad nejvice citlivé Fasy a naopak nejméné citlivi jsou obratlovci - ryby a
obojzivelnici); zelena kolecka znaci rtizné druhy organismi, osa y znaci riizné taxonomické
skupiny.



1B: Distribuce (rozloZeni) téchto citlivosti (resp. logaritmt EC50 nebo logaritmi NOEC hodnot)
ma vlastnosti rozloZeni normalniho (Gaussova); sloupce znaci pocet druhti s danym rozmezim
logEC50 (¢i logNOEC) hodnot, zelena ¢ara oznacuje proloZeni Gaussovou funkci.

Toto rozlozZeni je symetrické a definované pouze dvéma parametry - aritmetickym primérem a
smérodatnou odchylkou a proto je velmi jednoduché s nim pracovat (rovn. 1 a 2, obr. 2):
Rovnice pro vypocet aritmetického primeéru p a smérodatné odchylky o pro SSD:
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I ... aritmeticky primér

o ... smérodatna odchylka
n ... celkovy pocet druht
Xi ... sensitivita i-tého druhu (logEC50 ¢i logNOEC hodnota) na konkrétni toxickou latku
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Obr. 2. Parametry normalniho (Gaussova) rozlozeni
Smérodatna odchylka (o) popisuje miru variability dat a aritmeticky primér () jejich stiredni
hodnotu

Vyse popsané Gaussovo rozlozeni se da vyjadrit také jako kumulativni distribucni funkce
(ukazuje totézZ s tim rozdilem, Ze na ose y nejsou Cetnosti druhid s danou kategorii citlivosti, ale

procento organismi s danou nebo vyssi citlivosti (napt. danou nebo nizsi hodnotou EC50). A
z této kumulativni distribu¢ni funkce se mohou lehce vypocitat hodnoty HC, ¢i PAF (obr. 3).

HC, (Hazard Concentration for p-percent of species) je takova koncentrace dané toxické
latky, ktera podle SSD modelu negativné ovlivni p-procent druhti organismi (naptiklad HC1s
metanolu je takova koncentrace metanolu, ktera ma negativni efekt na 15 % vSech druhi

rs

organismi Zijicich v jednom ekosystému).

Oproti tomu PAF (Potentially Affected Fraction) oznacuje frakci (nebo procento) organismd,
kterd bude negativné ovlivnéna piisobenim urcité koncentrace dané toxické latky (tudiz pri
plisobeni metanolu v koncentraci rovné HC1s bude PAF rovno 15 %).
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Obr. 3. Zobrazeni SSD jako kumulativni distribu¢ni funkce a odvozeni PAF (Potentially Affected
Fraction) a HC, (Hazard Concentration for p procent of species). Oba tyto udaje se tedy tykaji
stejné véci (negativni efekt na rizné velkou ¢ast druhti), ale popisuji ji z opacnych konct.

HC, se pouziva pro prospektivni analyzu rizik, a sice pro stanoveni PNEC (Predicted no-
effect concentration) limitd - maximalnich koncentraci toxickych latek, které jesté nebudou mit
vyznamné negativni u¢inky na ekosystémy. V Evropé byla dohodnuta tato hranice na 5 %.
Limitni ,bezpetnd“ koncentrace urcité toxické 1atky v Zivotnim prostredi je tedy takova, ktera
negativné ovlivni 5 % druhti a je oznacovana jako HCs.

Stanoveni PNEC hodnot SSD metodou ma oproti ostatnim metoddm vyhodu v mensich
nejistotach (limit odvozujeme za pouZziti velkého mnozstvi taxonti a druhi, nejen z otestovani tii
standardnich organismt, jak tomu je v pripadé klasickych postupii). Proto i faktory nejistoty
(Assessment factors) aplikované na hodnoty HCs pro zisk PNEC hodnot jsou fadové nizsi (tab. 1).
Tab. 1. Faktory nejistoty, kterymi musi byt podéleny maximalni ,bezpecné“ zjisténé koncentrace
latek pro zisk PNEC hodnot; tyto faktory se liSi podle zvolené metody. (tabulka prevzata z
guidance dokumentu EU CIS-WFD No. 27 pro stanoveni norem environmentalni kvality).

Available data Assessment factor

At least one short-term L{E)CE0 from each of 1000 "
three trophic levels (fish, invertebrates (preferred
Daphnia) and algae) (i.e. base set)

Cne long-term EC10 or NOEC (either fish or 100 o}
Daphnia)
Two long-term results (e.g. EC10 or NOECs) from 50"
species representing two trophic levels (fish
and/or Daphnia and/or algae)

Long-term results (e.g. EC10 or NOECs) from at 10"
least three species (nomally fish, Daphnia and
algag) representing three trophic levels

Species sensitivity distribution (SSD) method 5-1 (to be fully justified case by case)

T

Reviewed on a case by case basis

Field data or model ecosystems

Hodnoty PAF se naopak pouzivaji pro kvantitativni zhodnoceni ekotoxikologického stavu
ekosystému (tj. pro retrospektivni analyzu rizik). Po zméreni koncentrace urcité toxické latky
(napft. v fece) se aplikuje model SSD a vypocita se hodnota PAF. Vystupem je nejen informace,
jestli tato hodnota presahla onen stanoveny limit 5 %, ale také informace o mire poSkozeni
(napr. latka A majici PAF = 6 % sice presahuje limit, ale rozhodné pacha méné skod nez latka B



s PAF = 62 %), coZ je opét velka vyhoda oproti tradi¢nimu hodnoceni, které je pouze kvalitativni
(,koncentrace latky v prostredi je pod/nad PNEC hodnotou*).

SSD je tedy statisticky model velice vhodny pro hodnoceni ekotoxikologickych rizik a
ucink toxickych latek v prostredi. V nasledujici kapitole se dozvime, jaka vstupni data musime
mit, abychom takovy model mohli vytvorit.

2. Ekotoxikologicka data vhodna pro SSD

Jak je jiz zminéno vySe, vstupnimi daty pro vytvoreni SSD modelu jsou nejcastéji hodnoty
NOEC ¢i EC50. Pivodné byly vyuzivané spise hodnoty NOEC, které oznacuji takovou koncentraci
latky, ktera nema statisticky vyznamny chronicky ti¢inek na organismy. Pokud se vytvori SSD
model z NOEC hodnot, pak napt. PAF =5 % tedy znamena, Ze 5 % druh je chronicky ovlivnéno
»vice nez nevyznamneé“. V posledni dobé se ovSem od pouzivani NOEC hodnot v§eobecné upousti
a proto se stale vice i v SSD modelech vyuZzivaji akutni EC50 hodnoty. EC50 je takova
koncentrace latky, ktera akutné zpiisobuje 50% efekt na organismech. Pokud se vytvori SSD
model z EC50 hodnot, pak napt. PAF = 5 % znamen3, Ze 5 % druhi je akutné ovlivnéno
»,minimalné z padesati procent”. Tyto rozdily si je nutné vzdy uvédomit. V nasledujicim textu jiz
bude vse vysvétlovano na piikladu pouziti akutnich EC50 hodnot.

Data ekotoxicity se nejcastéji ziskavaji z online databazi (napi. US EPA ECOTOX:
http://cfpub.epa.gov/ecotox ¢i IUCLID Chemical Data Sheets: http://esis.jrc.ec.europa.eu) a
publikovanych védeckych ¢lankt. Neni tedy tieba dalsi testovani organismi, coz je vyhodné jak
z hlediska ochrany organismt, tak finan¢né a casove.

Pouhé pouziti vSech (nezkontrolovanych) EC50 hodnot z online databazi pro tvorbu SSD
modelu vSak mize vést k velkému zKkresleni a proto je nutna jejich kontrola a prebrani. Databaze
vhodna pro tvorbu SSD modelu akutnich toxickych ucinki urcité latky na sladkovodni druhy
miiZe vzniknout napriklad nasledujicim postupem:

- Stazeni zakladni databaze EC50 (v¢etné LC50 a IC50) hodnot pro vSechny sladkovodni
druhy z US EPA ECOTOX online databaze.!
- Vybér pouze akutnich EC50 hodnot (obvykle se pouzivaji EC50 hodnoty ziskané z testl

s délkou expozice 1-4 dny ¢i 1-7 dni).2

- Vybér pouze vhodnych akutnich efektd, které maji pifimy vliv na zménu abundance a
sloZeni spolecenstvi organismu (napt. efekty na rist a biomasu rostlin a mortalita a
imobilizace u zivocCichti).3

- Vybér pouze takovych EC50 hodnot, které byly odvozeny z testovani Cistych latek, ne
smeésnych produktd (dilezité zejména v pripadé pesticid). Rozumna hranice Cistoty je

90%.

Diilezita je také kontrola a odstranéni opakujicich se stejnych zadznami v databazi
(replikaci) a vyznamné podezielych EC50 hodnot. Napriklad pokud se v databazi vyskytuje deset
riznych EC50 pro druh Daphnia magna (od riiznych autori), které maji hodnotu kolem 5 pg/l a
jednu EC50 o hodnoté 1000 pg/], pak je nutné se nad touto podeziele vysokou hodnotou
zamyslet. Doporucuje se nahlédnout do védeckého ¢lanku, ze kterého byla hodnota do databaze
vloZena a po uvaze ji bud’ z databaze vypustit, opravit nebo ji tam ponechat.

V dal$im kroku je nutné v databazi prepocitat vSechny hodnoty EC50 na stejné jednotky

(obvykle pg/1).

' V ptipadé tvorby SSD modelu chronickych toxickych uginki se pouzivaji NOEC, LOEC a EC10 hodnoty.

2y ptipadé tvorby SSD modelu chronickych toxickych G¢inkl se pouZivaji naopak chronické NOEC, LOEC a EC10
hodnoty.

* V pfipadé tvorby SSD modelu chronickych toxickych déinki se mize poutzit i zména reprodukce.



ProtoZe do SSD modelu vstupuji druhové hodnoty EC50 (vZdy pouze jedna EC50 pro
jeden druh), je také potieba rozhodnout, co udélat v pripadé pritomnosti vice hodnot pro jeden
druh. Obecné jsou pouZivané dva postupy - bud’ se pro dany druh pouZije ta EC50, kterd ma
krok vyznamneé ovlivni vysledek i smysl celého SSD modelu a proto je vzdy dulezité uvazit vybér
spravného postupu a uvést ho spolu s vysledky.

3. Tvorba SSD modelu

KdyZ mame vytvorenou databazi vhodnych EC50 hodnot pro urcitou toxickou latku, pak
miiZzeme vytvorit SSD model a pouzit ho pro predikci efektti latky na ekosystém a pro odvozeni
limitnich koncentraci (PNEC hodnot).

Za tvorbou modelu se skryva (jak jiz vyplyva z predchoziho textu) statistika. Nastésti
neni diivod k velkym obavam téch, kteri s ni velkou zkusenost nemaji, protoze existuje software
vytvoreny primo za timto ucelem. Jmenuje se ETX 2.0 a je zdarma ke stazeni. Vice o praci s timto
softwarem bude vysvétleno ve cviCeni. Zde bude nasledovat predevsim stru¢né vysvétleni teorie.

3A. Zakladni princip tvorby SSD modelu:
* Data z pripravené databaze se zobrazi jako histogram (tj. zobrazenti jejich ¢etnosti) a
prolozi se Gaussovou (normalni) distribuc¢ni funkci. Rovnice hustoty Gaussovy
distribuéni funkce je:

D = —— o
e 2
T o

U ... aritmeticky primér Gaussovy distribucni funkce

o ... smérodatna odchylka Gaussovy distribuc¢ni funkce

X ... hodnota na ose x (v nasem pripadé log(EC50)), pro kterou funkce vypocita hustotu
pravdépodobnosti f(x)

Toto prolozenti je vlastné zakladni SSD model s potfebnymi parametry g (primeér) a o
(smérodatna odchylka)

Parameters of the normal distribution
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Obr. 4. ProloZen{ histogramu log(EC50) hodnot pro insekticid karbofuran Gaussovou hustotn{
distribucni funkci v softwaru ETX 2.0, parametry této funkce a celkovy pocet hodnot v databazi.



Graf: na pravé ose y jsou Cetnosti jednotlivych kategorii hodnot log(EC50), na levé pak jejich
hustoty pravdépodobnosti - f{log(EC50)).

e Vdalsim kroku bychom si méli ovérit, zdali prolozeni cetnosti log(EC50) hodnot touto
Gaussovou funkci je smysluplné. K tomu nam slouzi tzv. testy normality. Pro SSD se
nejcastéji vyuziva Anderson-Darling nebo Kolgomorov-Smirnov test. Zjednodusené
feCeno tyto testy porovnavaji, jak moc se rozloZeni cetnosti proklddanych hodnot
(sloupce v histogramu na obr. 4) li$i od rozlozeni ,modelové normalniho“ (zelena krivka
na obr. 4). Pro jejich blizsi pochopeni je mozné prostudovat nékterou z pocetnych
statistickych ucebnic a jinych zdroji. Nicméné jejich vypocty jsou zahrnuty v témér vsech
statistickych softwarech vcetné ETX 2.0. DulezZité je vSak dodat, Ze data se od normalniho
rozloZeni statisticky vyznamné nelisi, pokud je vysledkem takovychto testli hodnota p =
0,05.
rozumem posoudit, jestli jsou rozdily opravdu tak markantni nebo zda-li se jedna pouze
o priliSnou ,prisnost” testli normality (ke kterému muze dojit, pokud je v databazi velké
mnoZzstvi dat). Pro takové optické posouzeni mohou poslouzit i tzv. Q-Q ploty ¢i P-P
ploty. Dilezité je vSimat si nesymetri¢nosti v histogramu a pritomnosti , dvojitych“
vrchold (obr. 5).

Pokud i optické posouzeni potvrdi, Ze data opravdu normalni nejsou, je nutné se
zamyslet nad moznym divodem a pripadné vysledky vychazejici z takového SSD modelu
brat s rezervou.

/N A B B

Rozlozenl dat je normalni{ (A), nenormalni s prili§ vysokou Cetnosti strednich hodnot (B),
nenormalni se dvéma vrcholy (C), nenormalni nesymetrické (D)

Nyni, kdyZ je sestaven SSD model, mtize byt pouzit pro vypocet HCp a PAF hodnot.



3B. Vypocet HCp a PAF:

Pro vypocet hodnot HCp a PAF nadm tedy staci znat pouze primér a smérodatnou
odchylku SSD modelu. Samotny model v§ak musi byt vyjadireny (jak je jiZ uvedeno vyse) jako
kumulativni Gaussova distribuc¢ni funkce:

(Mﬂ)zm
B = jooliﬂ/_ﬁlﬂ

(4)

Je dilezité si uvédomit, Ze pro ucel nasledujicich vypocti hodnoty na ose x prestavaji mit
vyznam log(EC50), ale jsou chapany bud’ jako logaritmy koncentrace studované toxické latky
v prostredi (v pripadé odvozovani hodnot PAF) nebo jako ,koncentrace zptlisobujici dany efekt
na spolecenstvi organismi* (v pripadé odvozovani hodnot HCp).
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Obr. 6. Rlizny vyznam osy x pri odvozeni HCp a PAF hodnot

Vypocet HCp a PAF hodnot z uvedeného vzorecku neni tiplné trividlni, nastésti Ize opét
vyuzit softwaru ETX 2.0 (jednim z jeho zakladnich vystupt je hodnota HCs i s intervaly
spolehlivosti) a také Excelu. Tam existuje funkce ,NORMDIST“ pro vypocet PAF a funkce
,NORMINV* pro vypocet libovolné hodnoty HCp. Jediné, co staci znat je zminovany primeér a
smérodatna odchylka SSD modelu pro danou toxickou latku.

4. Limitace a modifikace SSD metody

Uvedené stru¢na teorie a postup tvorby zakladniho SSD modelu jsou nutné k pochopeni
Pro tvorbu modelu z dat sensitivity organismi se nepouiivé pouze vysvétlend Gaussova
distribuce, ale castd je napriklad distribuce logisticka, triangularni a jiné.
V posledni dobé se navic zacinaji uplatiiovat i neparametrické techniky Ci
Bayesovska statistika. V posledni dobé se také ¢im dal vic zacind diskutovat o
riznych limitacich ¢i omezenich této metody. Napt. neni zcela prokazané, Ze limit
HCs je opravdu dostatecné bezpecny, aby nebyl poskozen ekosystém. Dale se
neustale hleda minimalni pocet hodnot druhovych sensitivit pro danou toxickou
latku (napt. EC50), ktery je dostateCny pro tvorbu nezkreslujictho SSD modelu (EU
doporucuje alespoin 10 druhovych hodnot zrlznych taxonomickych skupin).
V neposledni radé se vede i diskuze nad tim, Ze specificky plsobici latky (napft.
herbicidy ¢i insekticidy) jsou vyrazné toxické pouze pro urcité taxony a jiné taxony



by mély byt viceméné necitlivé. Proto je Casto naruSena normalita takového
rozloZenf a kvalitni SSD model je téZko vytvoritelny. Casto se proto tvofi



