Centrum pro vyzkum
toxickych latek

v prostredi -

Klara Hilscherova
RECETOX- Prirodovédecka fakulta MU Brno

evropsky
socialni
= 4

fondvCR EVROPSKA UNIE

.
ﬁ ~NERS;:
I\Kﬁr £ 'QiMj%’
S H

MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavani 1;{_1
MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost ANA

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

WSV
Vensts

%,

®

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



Bezobratli zivoCichové

« Pritomnost a aktivita bezobratlych je naprosto rozhoduijici pro
stav ekosystemu.

« Bezobratlé najdeme ve vSech ekosystémech.

« Bezobratli tvori vyznamnou Cast celkove biomasy v terestrickych
| akvatickych ekosystémech, maji nepomérné vyssi druhovou
bohatost oproti obratlovcim.

e Hraji vyznamnou roli v potravnim fetézci jako destruenti, ale i
konzumenti prvniho a druhého radu, s Cimz 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 polutantu a prenaset je mezi
jednotlivymi ekosystémy.
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Pudni testy s bezobratlymi
hlistice Uspotadani : umély substrat, vihc¢ena petriho
miska, standardni nebo prirodni ptida — rizné
nadoby...
- zpravidla 14 dni (letalita),
56 dni — reprodukce ... roupice

Organismy
Krouzkovcl - zZizaly, hadatka, roupice
Hmyz - Chvostoskoci (Collembola)

chvostoskoci




Testy na vcelach

» Stanoveni toxicity pesticidu a jinych chemickych latek pro vcely
o Je-li expozice vCel dané chemicke latce pravdepodobna
 Cilové organismy se od uziteCnych pfilis nelisi

e Snaha minimalizovat Skody

« Stupnované programy hodnoceni nebezpecnosti pesticidu - postupny
pfechod od laboratornich zkousek k semi-polnim a polnim
experimentum

 VcCela medonosna (Apis mellifera) je pfi studiu problematiky
modelem i pro ostatni uziteCny hmyz

Cim se mize véela otravit?

« agrochemikalie Toxicita:
¢ v
oda » e oralni
* ovzdusi o kontaktni
* omyl e sekundarni
o zly tmysl

Centrum pro vyzkum Zejména pro testovani biocidu

toxickych latek
v prostredi
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dobre vetrane klicky

10 vCel ve skupiné (nahodneé)

ve tme pri teplote 25 + 2 °C

potrava — vodny cukerny roztok

po podani zkuSebnich davek potrava ad libitum

NARIZENiI KOMISE (ES) €. 440/2008
konzumace cukerného roztoku se zkoumanou latkou
zaznamenani mortality po 4, 24 a 48 h

pokud mortalita v kontrole neprekroCi 10% — mozné prodlouzeni az na 96
hodin

pokud na nosiCich — emulgatory, organicka rozpoustédla apod. (1%) - pro
rozpoustedla samostatna kontrolni skupina

() Centrum pro vyzkum

toxickych latek
v prostredi




Test akutni kontaktni toxicity

= NARIZENiI KOMISE (ES) &. 440/2008

= dospélé délnice, klicka po 10 ks

= zkuSebni latka - aplikace jako roztok v nosici, tj. v organickém
rozpoustédle (aceton, dimethylformamid, dimethylsulfoxid), nebo ve
vodeé se smacedlem.

= samostatné kontrolni skupiny: voda a roztok s
rozpoustédlem/nosicem.

= |okalni aplikace: objem 1pul roztoku se aplikuje mikroaplikatorem
na zadovou oblast hrudniku vcely.

= pro aplikaci mozna mirna narkotizace CO, nebo dusikem.

» délka zkousky: 48h; Pokud mortalita v kontrole neprekroCi 10%,
mozno prodlouzit na 96 h. - zaznamy 4/24/48/96 h
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Vyhodnoceni testu na véelach

o vypocet pfijmu latky jednou vcelou
* porovnani s kontrolnimi skupinami
e vyhodnoceni LD ¢,
* Protokol o zkousce
— zkouSena latka (fyzikalni a chemicke vlastnosti)
— testovaci druh (nazev, plemeno, stafi, zdravotni stav)

— zkuSebni podminky (teplota, vihkost, velikost a material klicek,
priprava roztoku, datum)

— Vysledky: mortalita pro kazdou koncentraci v kazdém Case (graf),
hodnoty LD50, mortalita v kontrolnich skupinach, jiné ucinky
(neobvyklé chovani, rychlost spotfebovani potravy..)

Validita zkousky:
- prumérna mortalita ve vSech kontrolnich skupinach < 10 %
- LD, pro standard toxicity odpovida specifikovanému rozsahu
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Absolutni toxicita v klickovych pokusech je vyjadrena
hodnotami LD50 oralni a kontaktni dorsalni aplikace.

Pro dalSi hodnoceni pouzivame vzdy nizSi ze ziskanych
hodnot.

Dale hodnotime podle teto stupnice, zavedené dr. Atkinsem:

LD50 < 2 ug/vCela = vysoce toxicke
2 -11 pg/vCela= mirné toxicke
> 11 uyg/vCela = relativhé netoxicke




Polni (stanove) pokusy

Centrum pro vyzkum VU Vée|aFSky DOl,

toxickych latek

v prostredi akreditovana zkusebni laborator
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Testy toxicity na vodnich bezobratlich

Stanoveni akutni ¢1 prolongovane toxicity: chemickych latek, vyluht z pevnych
matric, priumyslovych ¢i komunalnich odpadnich vod, povrchovych nebo
podzemnich vod

Normy testu na bezoobratlych:
CSN EN I1SO, OECD, ASTM, US EPA, TNV, EEC, AFNOR

Testy na korysich (Crustacea) - planktonni - nejcasteéjsi
Daphnia magna, D. pulex, Ceriodaphnia dubia, Artemia salina (morska),

Thamnocephalus platyurus

Testy na virnicich (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

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




Daphnia magna

Artemia salina

©eos

Ceriodaphnia dubia

Gammarus
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Hrotnatka velka (Daphnia magna)

Rise Animalia (zivogichové) — kmen Arthropoda (¢lenovci) —

podkmen Crustacea (korysi) - ttida Branchiopoda (lupenonozci) — fad Cladocera
(perloocky) — ¢eled” Daphniidae (hrotnatkoviti) — rod Daphnia (hrotnatka)

Daphnia pulex (hrotnatka obecna), D. magna (h. velka)
e zastupce zooplanktonu

e akutnii chronické testy

* bézné pouzivany modelovy organismus

- citlivost k toxikantiim
- rychly zivotni cyklus, rychla reprodukce

- znamé toxikologické parametry

- snadna kultivace

- biochemické markery

3 — 5 mm dlouhy, pfevazné planktonni sladkovodni Zivocich
dospiva béhem 6 - 10 dni, mnozi se partenogeneticky;,

| Zivotnost az 56 dni pi1 20°C
() Cer_1trqm pro vyzkum
toxickych latek

v prostredi
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Normy testl s Daphnia magna

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

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

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

ISO 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)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi



Akutni test na Daphnia magna

Cil: urCeni poCatecCni koncentrace, ktera v testu imobilizuje
50% jedincu Daphnia magna

Podminky akutniho testu:
 jedinci mladsi 24 hodin, ziskani partenogenezi
o expozice 24/48 h, bez aerace, bez krmeni, bez upravy pH
e standardni médium (CaCO4, MgSO,, NaHCO,, KClI)
* bez osvétleni nebo 16 h svétla / 8 h tmy, teplota 20°C+2°C
e pH 6 - 9 (zména béhem testu max.x 1,5)
e béhem testu méfime pH, teplotu, O,
e rozpustény kyslik = 2mg/l / = 3 mg/I
 referencni latka:dichroman draselny

Zpracovani a priprava vzorku vody
« Lahve se naplni vzorkem, aby se zamezilo pristupu vzduchu.
» Zkouska toxicity se provede co nejdrive po odbéeru, 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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Sledovany parametr: imobilizace po 24, 48 hodinach - poc¢itame mobilni jedince
- kriteritum imobilizace: jedince, ktefi nejsou schopni se rozplavat ani po 15s
mirném zamichani povazujeme za imobilizovang, i kdyby jesté pohybovali

tykadly
Platnost vysledki = validita testu

Koncentrace rozpusténého kysliku na konci zkousky je vétsi anebo se rovna 2 mg.1+
Procento imobilizace kontrolnich vzorku je mensi nez nebo se rovna 10%
24h-EC50i pro dichroman draselny je v rozsahu od 0,6 do 1,7 mg.I-1

Vyjadrovani vysledku
Hodnoceni:
Pocet imobilnich jedinct
pocate¢ni inhibi¢ni koncentrace - hodnoty EC50 (pro 24h a 48h)
popf. nejniZsi ¢ pro 100% 1mobilizaci a nejvyssi ¢ pro 0% 1mobilizaci

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 included in the
kits as “dormant egges (cysts)”
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
Tet m/’iym end
4 Centrum pro vyzkum , ;
a toxickych latek thermophila
v prostredi



http://www.microbiotests.be/

MIKROBIOTESTY

http://www.microbiotests.be/

e Vyhody: miniaturizace, zkraceni doby inkubace a tim
| zjednodusSeni
 Moznost dlouhodobéeho uchovavani testovacich

organizmu ve formé kryptobiotickych klidovych stadii,
v lyofilizovaném nebo imobilizovaném stavu.

 QOrganizmy se pred pouzitim v testech uvedou do
aktivniho stavu.

« Synchronne vylihli jedinci jsou uniformni a pochazeji
Z geneticky presne definovanych zasobnich kultur.

e V soucCasnosti jsou mikrobiotesty komercne dostupnée
v podobé tzv. toxkitu

Centrum pro
to ky h lat
v prostredi

vyzk
ek
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Mikrobiotesty

DAPHTOXKIT FTM magna, DAPHTOXKIT FTM pulex: 24-48h test akutni toxicity pro
korySe 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 korySe Thamnocephalus platyurus
(Test s Thamnocephalem u nds normovan TNO)

OSTRACODTOXKIT FTM: 6 denni chronicky test toxicity (mortalita/inhibice rustu) s
korySem 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 vifrnikem
Brachionus calyciflorus (odpovida francouzské norme AFNOR)

PROTOXKIT FTM: 24h chronicky (inhibice rustu) 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.

©)
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Thamnotoxkit

« Testovaci organismus Thamnocephalus platyurus
« Uchovavani: klidova stadia

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

* Inkubace: 24 hod., 4000 Ix, 20°C

e Vyhodnoceni: mortalita, 24 LC.,

Vyhody: 20 h lihnuti, vetsi, 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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RAPIDTOXKIT

Test s nejrychlejsSi odpovedi
,,Jidelni test“ — SledOVénO OV||Vnén|' Suspected water

prijmu potravy stresem (toxickou
latkou) —

Control water

N

Expose the test organisms (small larval

Testovaci organismus: Uit TR
Tham nOcephal US platyu rus short period of time (15 minutes. to 1 hour)
Uchovani: klidova stadia, cysty v l
Doba lihnuti: 30-45 hod., 25°C, 4000Ix Teo > Tee

Inkubace: 15-60min, 25°C, 4000Ix Addredmicroshandaﬂowﬂw l

v test organisms fo take up the particles

Pak phdény éeﬂ/ené Obarvené during 15-30 minutes
mikrospory (potrava), inkubace 15-30
min

Observe the coloration of the
digestive tract of the larvae under

a stereomicroscope
Vyhodnoceni: pod mikroskopem
zhodnocen pfijem potravy v e e l
. . ’ " v ” o ” compounds which should trigger attention and action
jednotlivych expozi¢nich variantach — ’ *

hodnocena inhibice pfijmu mikrospor v
porovnani s kontrolou
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PUDA + SEDIMENTY

Mikrobiotest - OSTRACODTOXKIT FTM:

6 denni chronicky test toxicity (mortalita/inhibice rustu) s
korySem Heterocypris incongruens.
Kontaktni test v mikrodeskach 3x2 jamky (objem 1 ml).

10 jedincuinanSiniey OSTRACODTOXKIT F™

MICROBIOTESTS
Uchovani: klidova stadia, cysty FOR SEDIMENT TOXICITY TESTING
Doba lihnuti: 52 hod., 25°C, 4000Ix
With the
Inkubace: 6 dnl, 25°C, 4000Ix benthic crustacean
Heterocypris

Vyhodnoceni: mortalita, 24 LC30, rust incongruens

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Chronicke testy s vodnimi bezobratlymi zivocichy

Akvatické testy
» Reprodukéni test s hrotnatkou Daphnia spp. (ISO 1070/2000)

» Test prezivani a reprodukce s brichatkou Ceriodaphnia dubia (USEPA,
1989)

» Chronické biotesty s vidlonozci (Mysidacea — fad korySu z podtridy
rakovcu) — morsti, pronikaji i do brakickych a sladkych vod

Sedimentove testy

10-denni test pfezivani a rustu s riznonozcem Hyalella azteca (USEPA,
2000)

42-denni test prezivani, ristu a reprodukce s ruznonozcem Hyalella azteca
(USEPA, 2000)

10-denni test prezivani a rustu s pakomarem Chironomus tentans (USEPA,
2000)

Celozivotni (Life-cycle) test pro hodnoceni uciku kontaminace sedimentu s
pakomarem Chironomus tentans (USEPA, 2000)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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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
e individualné v 50ml media M4/kadinku

* médium vymena 3x tydné

e expozice 21 dni

« teplota 20 + 2°C, pH 6-9 (+1,5), rozpustény 02 > 3mg/l MRS

 fotoperioda 16 h svétla / 8 h tmy, krmeni smés ras

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

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

Rozptyl koncentraci se nastavuje podle cile testu:

. LOEC/NOEC

. EC,

Nepouziva se koncentrace se statisticky vyznamnym ucinkem na preziti dospélcu
(@) Centrum pro vyzkum -> toxicita pro reprodukci a mortalitu

toxickych latek
v prostredi
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Sledované parametry

Mortalita, prezivani
Reprodukce

PocCet narozenych juvenilu
Den prvni reprodukce
Chovani - zpusob pohybu

koncen trace 15 mg/l
—
——a
I
—e— control // l’/
—=— BIOMASS // /
—— AQ.EXTRACT / // /( /‘
—— C18 PERMEATE
o Sen [/ )—
"
/ // / ] —o
yo
10 12 14 16 18 20 22

¢as (dny)

prezivani (%)

koncentrace 135 mg/l
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20 —— AQ.EXTRACT . .
—+— C18 PERMEATE .
—e— CI8 ELUATE
0
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¢as (dny)

dalSi parametry (zbarveni, tukove
kapenky, velikost gonad)

- méfeni délky mate¢nych organismu
na konci zk.

- velikost a pocet potomku jednoho
organismu

- pocet potracenych pludku,...
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Testy toxicity s bezobratlymi

Zaver

e pro konkrétni pfipad, vzorek a problem muze
zkuseny ekotoxikolog vybrat vhodnou kompozici
detekéniho systemu

e akutni testy toxicity jsou jednou z nékolika soucasti
systému hodnoceni

- chemické analyzy

- struktura zoocenoz a fytocenoz
- biokumulace a biokoncentrace
- QSAR

- biomarkery

- atd...

©)|:
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Testy se sedimenty

e Organismy v sedimentu vystaveni latkam zachycenym v pevne i
kapalné slozce matrice

e Pro bentické organismy - biodostupnost chemickych stresort v
sedimentech.

e Sediment = potencialni dlouhodoby zasobnik/zdroj kontaminantu
uvolnénych do vody

* Muze byt nezbytné remediovat kontaminované lokality bagrovanim
nebo odstranénim sedimentt

e odstraneni sedimentu, jeho transport a ulozeni mohou byt velmi
nakladné; studie toxicity umozni identifikovat nebezpecné
kontaminovane lokality — kde je tfeba odstranéni, kde mozno
ponechat bez vyznamnénho rizika.

o Zejména EPA a ASTM metodiky

©)
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Jak hodnotit toxicitu sedimentu?
m Toxicita porové vody/vyluht (nékolik 10 7 0EcD

norem)
: 100 g d.w./L vody, 24h pomalé trepani, filtrace, test
V. fisheri (30 min), fasy, bezobratli - D. magna (2 dny)

? Vodny vyluh vs. Sediment

el ™
Al
4 y
||~ ||~ !
- !4; i
!
¢ :
¥
|

m Kontaktni toxicita (jen mélo norem ...)

: sedimenty+organismy & hodnoceni ucinkl — ¢ervi, hmyz, sSneci ... dny - tydny

|

Doporuceny nejméné 2 rlizné druhy (napf. Hyalella, Chironomus, Daphnia, ...) a dva rlizné
sledované parametry (napr. rlst, preziti, reprodukce...)




Skriningove testy toxicity/genotoxicity

Bakterialni modely

Testy s vyluhy sedimentu:

* Vibrio fischerii (Microtox) — 0,5 h

» Escherichia coli (Toxichromotest) — 2 h

Kontaktni verze testu

» Flash test s Vibrio fischerii — kineticky test - stanoveni inhibi¢niho
ucinku vzorku na svételnou emisi Vibrio fischerii

e srovnatelné se statickou zkouskou s luminiscencnimi bakteriemi podle
CSN EN ISO 11348

* Flash verze - eliminace vlivu zakalu a zbarveni vzorku, umoznuje
provedeni testu se suspenzi vzorku bez pripravy vodného vyluhu. Je
mezistupném ke kontaktnim zkouskam ekotoxicity

Testy genotoxicity s vyluhy:
e SOS chromotest

e uUmMuC test

e GFP test atd.

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




Akutni testy toxicity

Porova voda
Eluat ze sedimentu
e 48-96 h expozice

 Priprava eluatu: 24h trepani, 100 g sedimentu/1L vody

« Druhy: Daphnia magna, Daphnia pulex, Ceriodaphnia dubia, strevie
potoCni (Pimephales Promelas), pstruh duhovy (Oncorhynchus
myKkiss)

» Sledované parametry: prezivani, imobilizace

Kontaktni testy - Cely sediment
e 96h — 10 dni expozice

* Druhy: ruznonozec (Hyalella azteca), jepice (Hexagenia limbata),
pakomar (C.tentants/riparius)

e 10-denni test s Hyalella azteca a Chironomus tentans
o Sledované parametry: prezivani

©)
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Porova voda

Eluat ze sedimentu
e 7-35 dni expozice

e Druhy: Ceriodaphnia dubia, stfevle poto¢ni (Pimephales Promelas), pstruh

Chronicke testy toxicity

duhovy (Oncorhynchus mykiss)

« Sledované parametry: pfezivani, imobilizace, rust, reprodukce, doba prvni

reprodukce, doba uhynu, prezivani mladych

Kontaktni testy - Cely sediment
o Zpravidla 28 dni expozice

* Druhy: riznonozec (Hyalella azteca), pakomar (C.tentants/riparius)
« Sledované parametry: pfezivani, imobilizace, rust, reprodukce, doba prvni

reprodukce, doba uhynu, prezivani mladych
e 28-a42-denni testy s H. azteca
» Sub-chronickeé a celozivotni testy s Chironomus tentans

* 10-denni kratkodoby chronicky test s larvami obojzivelniku
* Chronicky test s Tubifex tubifex (28 dni)

©)
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Test Medinm

Common ™ ame

Freshwater benthic

Chironcmid, mudge larvae

Chironomus riparius

Churonomid, nudege larvae

Hyalella azfeca

Amphipod, scud

T

Lumbriculus variegatus

Oligochaete, “worm™

Gammarus pulex

Amphipod

Hexagenia limbata

Ephemeroptera, mayfly

Tubifex tubifex

Oligochaete

Diporeia sp

Amphipod. Great Lakes

Marine Benthic

Mysid shrimp

Amphipod (Atlantic)

Amphipod (Pacific)

Leptocheirus plumulosus

Amphipod (Atlantic)

Rhepoxynius abronius

Amphipod (Pacific)

Grandidierella japonica

Amphipod

WWW.epa.gov
() Centrum pro vyzkum

toxickych latek
v prostredi




Table 3.6. Some freshwater sediment toxicity tests (ASTM E1383, 1993)

Amphipod (Hyalella azteca)

Midges: Chironomus tentans, Chironomus riparius

Daphnia magna and Ceriodaphnia dubia

Mayflies (Hexagenia spp.)

Number of young; survival, growth &

development; reproductive capacity

Larval survival and growth, adult emergence

Survival and reproduction

Mortality, growth, burrowing behaviour, moulting

frequency

Duration: 10—30 days for tests 1 and 2; 2—7 days for test 3;
7—21 days for test 4

Temperature (°C): 20-25 for test 1; 20-23 for test 2; 25 for test 3; 17-22
for test 4

Conditions: Static for all tests; flow-through for tests 1 and 2;
recirculating for test 4

Species:

ol ol

Endpoints:

ool

Level of effort: Medium for all tests

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Testy toxicity sedimentu

vvvvvv

— pakomairi, mlzi, korysi, krouzkovci - Hyallela, Lumbriculus

Tubifex tubifex - Niténka obecna
kmen: KROUZKOVCI
tfida: opaskovci
podtrida: malostétinatci
e Soucast makrozoobentosu
* Relevantni organismus pro sediment
* Inhibice pohybu a letalni koncentrace

Akutni test
Ugel: Test je uréen k hodnoceni akutni toxicity 1a
nejCastéji a nejdéle pouzivané testovaci organismy.

Princip: Test spocCiva ve sledovani chovani a prezivani nitének v odstupriovanych
koncentracich latky ve srovnani s kontrolou

v fedici vodé. Expozice je 48 h. Mozno i prolongovany 10-14 denni test
Chronicky test (28 dni) — prezivani, rust, reprodukce

Hodnocené parametry: prezivani, aktivita, bioakumulace

©)
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Testy s larvami pakomaru rodu Chironomus

OECD 218 Sediment-Water Chironomid Toxicity Test Using Spiked Sediment
OECD 219 Sediment-Water Chironomid Toxicity Test Using Spiked Water

OECD 235 Chironomus sp., Acute Immobilisation Test (pouze voda — 48 h
expozice)

OECD 233 Sediment-Water Chironomid Life-Cycle Toxicity Test Using Spiked
Water or Spiked Sediment (v OECD normach preferovan Chironomus riparius)

USEPA 2000 Celozivotni (Life-cycle) test pro hodnoceni ucinkd kontaminace




Chironomus riparius Meig.
(pakomar)

Midge &
. L‘_F;.?"_.I:" 2 i ‘ﬁ.;“
'i I'. : -'r';:l'll:'-
? g,
Midge T
(Chironomus tentans) |
Fa] \ !..
I*‘{ e o
*ﬂ".‘_ﬁi‘
SE— 1 e L

Sediment Toxicity Testing



Charakteristika modelového druhu

e rod Chironomus - rad dvoukridi (Diptera) = hmyz
s promenou dokonalou

» vajiCko-larva(4 instary)-kukla-imago

e dominantni konzumenti 1. fadu v ramci
sladkovodnich akvatickych
ekosystému

e znacna abundance
e kosmopolitni rozsireni

e larvy - vSezravci
- ZIVi se rasami, rozsivkami,
detritem

©)
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10-denni test s larvami pakomaru rodu Chironomus

Nasazovany larvy ve stadiu 2-3
Instaru (cca 10 d stare)

10 jedincu/kadinku
100 ml sedimentu/175 ml vody
Teplota 20 + 2°C

Pravidelné krmeni, vzduchovani
Fotoperioda 16 h svetla/ 8 h tmy
Sledovano pH, kyslik, vodivost

Po 10 dnech hodnoceno prezivani a
rust




Celozivotni (Life-cycle) test pro hodnoceni ucinku kontaminace

sedimentl s pakomarem Chironomus

Nasazovany larvy mladsi jak 24 h
12 jedincu/kadinku

100 ml sedimentu/175 ml vody
Teplota 20 £ 2°C

Podobné _ ) ) -

usporadani jako Pravidelné krmeni, vzduchovani

v 10-dennim Fotoperioda 16 h svétla / 8 h tmy
Sledovano pH, kyslik, vodivost

testu

Doba expozice

Ch.riparius 27-28 dni

Ch.tentans: 50-60 d (ukonCeno 7 dni po
poslednim vylétnuti)

Hodnocené parametry: 20-denni prezivani a
vaha (rust), vylétavani samicek a samecku
— pomeér pohlavi, stfedni Cas vyvoje: Cas
od vysazeni do lihnuti, doba vylétavani,
pocCet nakladenych vajicek, procento

Centrum ro s lihnuti a prezivani dospélcu

v prostredi
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Ekotoxikologicke testy s obojzivelniky
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e Jsou vyznamnou soucasti ekosystémi - reprezentuji vétSinou
konzumenty druhého radu (vétsina druhu je insektivornich).

e VétSina zastupcu (zeym. ze skupiny bezocasich, Anura) prodélava
unikatni proces metamorfozy (embryo, larva, dospélec)

 Zivotni strategie reprezentuje radu rozli¢nych expozi¢nich cest
a mist pro pusobeni polutantu

e transdermalni pirenos vody a polutantii: U obojzivelnikt 70-90%
celkové kapacity.

* U jinych obratlovci jSOu procesy vymény
vody, iontd (a také plyni) realizovany
hlavné pies plice/zabra, gastrointestinalni trakt

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Embryotoxicita — vlastnost latek, ktera se projevuje nepfriznivymi ucinky na
zarodek (embryo)
Embryotoxické latky pasobi smrt zarodkl ¢i naruseni vyvoje nebo rustu

Teratogenita — vlastnost latek, ktera zpusobuje trvalé funkéni nebo strukturni
abnormality (malformace) béhem obdobi embryonalniho vyvoje
Teratogeny pusobi neucinnéji ve stadiu organogeneze

Malformace u obojzivelnikt
- celosvétovy problém, souvisi se snizovanim populaci obojzivelniku (Worldwide
Amphibian Decline)
- 44 statu USA, Kanada — malformovani jedinci nalézani pfimo v prostfedi (Rana
pipiens, Rana clamitans, Bufo americanus, ...)
- hlavni priciny — UV-B zareni
- invaze parazity (Trematoda — Ribeiroia ondatrae)

- kontaminanty zivotniho prostredi
pesticidy, herbicidy
tézke kovy

- \Wm~// | Vprosuea



Mozny duvod: Kontaminanty

“Obojzivelnici jsou zvlasté citlivi vuéi xenobiotikum v
prostiedi diky své fyziologii a chovani” (Bidwell and Gorrie, 1995)

Frog Metamorphosis

Ekotoxikologie obojzivelniku: malo znama oblast, rozvoj v poslednich
letech

O koncentracich a efektech polutanti na obojzivelniky existuje velmi malo
udaji. Nedostupné jsou experimentalni studie urcujici biokoncentraci
(biokoncentracni faktory, BCFs) a/nebo bioakumulaci.

©)
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e sporé informace - omezeneé pouziti
e ochrana obojzivelniku

e limitace na rody Rana (skokan), Bufo (ropucha), Xenopus
(drapatka)

 Udaje o kontaminaci, bioakumulaci apod. mame pouze z
uhynulych jedincu (? stafi..)

 Biochemické ukazatele z krve (planované odbeéry v
prirodnich populacich — vyjimec€ne

©)
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http://www.naturfoto.cz/skokan-hnedy-fotografie-1949.html
http://www.naturfoto.cz/ropucha-obecna-fotografie-1444.html

Testy s obojzivelniky

Obojzivelnici nachazeji uplatnéni v testech teratogenity,
genotoxicity a v testech pro odhaleni naruseni
endokrinniho systemu

Typy studii: taxonomicka diverzita, rozmnozovaci aktivita,
embryolarvalni vyvoj, biochemie organu. Eticke prekazky.

e ISO, OECD, ASTM - FETAX (Frog Embryo Teratogenesis

Assay:. Xenopus) Xenopus laevis - testovani chemickych
latek a pfipravku, sedimentu apod.

Evropa - skokan

©)|:
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Modelové druhy
NejCastéji pouzivany modelovy organizmus - drapatka vodni (Xenopus
laevis) (ASTM E1439-98 )

DalsSi pouzivané druhy - skokani Rana pipiens (ASTM E1439-98,
1998) a Rana temporaria

ropuchy Bufo americanus (ASTM E1439-98, 1998) a Bufo arenarum

ocasati obojzivelnici zebrovnik Pleurodeles waltl (AFNOR T90-325,
1992), axolotl Ambystoma mexicanum (Federal Register, 1998),

colci Notophthalmus viridescens, Triturus vulgaris




Studium vyvojove, bunécné, molekularni biologie,
vyuziti v embryologii, fyziologii, toxikologii

» dobra znalost normalniho vyvoje, biologie a
biochemie

po cely zivot moznost odchovu v laboratori
schopné prijimat usmrcenou potravu
akvaticky zpusob Zivota larev i dospélcu
dospélci resistentni vici chorobam
moznost indukovaného ziskani
embryi nezavisle na rocnim obdobi

pruhlednost larev - sledovani
malformaci vnitfnich organu

YV V V VYV V

A\

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

:':-a:-a-l Tpz

©)



http://allaboutfrogs.org/info/species/claw_malfem.jpg

Adult (stage 66)

Egg
(stage 1)

Metamorphosis

/ 60 0

Free-swimming ladpole (stage 45) ]]

4 (at 25 °C)
ﬁ\ m
after
fertilization fertilization
Tailbud embryo (stage 25)
1
A==
) A
Orqanogemsial

r::_ "x f ""l.
= 1 :\. U

(stage 16] (stage 12!
(dorsal view)




Frog Embryo-Teratogenesis Assay:
Xenopus (FETAX)

 PuUvodné designovan pro testovani teratogenity
chemickych latek (farmak) na drapatce jako
modelu pro obratlovce (pro lidi)

 Dobra korelace mezi znamymi lidskymi
teratogeny a vysledky z FETAXu

« Pouzivan pro testy jednotlivych latek, smesi, i
odpadnich vod

dobfe standardizovana metoda

reprezentativnost pro dalSi obojzivelniky????

postup vyuzivajici testovani letalni toxicity a neletalnich efekti (morfologické
malformace) béhem embryolarvalniho vyvoje

US-EPA ¢. 1001.0 - Fathead minnow, Embryo-larval Survival and Teratogenicity) lze
dobie modifikovat pro ucely testovani efektll s obojzivelniky

skokan hnédy (Rana temporaria).

ropucha obecna (Bufo bufo)

ekotoxikologicke biotesty s obojzivelniky by nemél byt pouze (ale v 90% je) FETAX
() Centrum pro vyzkum

toxickych latek
v prostredi




FETAX = Frog Embryo Teratogenesis Assay - Xenopus

- podle metodiky standard ASTM (American Society for
Testing and Materials) E 1439-98 (1999). Standard Guide for
Conducting the Frog Embryo Teratogenesis Assay-Xenopus
(FETAX).

A e - uw-u’?du“ p—
Laboratorni test pro odhad rizika embryotoxicity a |t tfﬂ
teratogenity chemickych latek a enviromentalnich smési | ’ B |
v roztoku g )
| N s dk
Akutni, semistaticky test aam “%2 _*I 1
I

Hodnoceni embryotoxicity s zabami - FETAX

— expozice vajicek béhem embryonalniho vyvoje
- ve standardni podobé ukonéen po 96 hod

- varianty — kompletni zivotni cyklus

©)
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Pracovni postup |

* Pred zalozenim testu
- vybér vhodného paru zab
- stimulace rodicovského paru hormonem
choriogonadotropinem ( HCG, den pfed snuskou)
injekéné do hrbetniho lymfatického vaku
samice 500-1000 U, samec 250-500 IU
nasledna stimulace stejného jedince nejdrive po 90 dnech
- par do samostatné nadrze — provzdusnéni, teplota vody 21+2°C
amplexus po 2-6h -> tvorba vajiCek a oplozeni
kladeni vajicek po 9-12h od injekce

- vybér oplozenych vajiCek - do testu vybirame vajiCka
kulatého tvaru, nakladena jednotlive

— €O nejkvalitnéjsi, oplozena
- dobra snuska: = 75% oplozenych vajicek

©)
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Zalozeni testu
* 5 h po fertilizaci, nutné prfed zapocCetim
neurulace
e do Petriho misek po 20-25 oplozenych vajiCkach
+ 10ml FETAX média + testovana latka
e expozice ruznym koncentracim testovanych latek
v standardnim FETAX mediu: koncentracni rada,
kazda koncentrace = 2misky
negativni kontrola = 4 misky

pozitivni kontrola: 6-aminonicotinamid
all-trans retinova kyselina (ATRA)




Hormonalni stimulace dospelého paru DESIGN TESTU

L. amplexus —— oplozena vajika — nasazeni do Petriho misek

fixace v 3 % formaldehydu — hodnoceni malformaci, méreni délky embryi

zamrazeni na -80°C — tkanovy homogenat pulct pouZzit pro
entrum pro vyzkum

toxickych latek biochemicka stanoveni

v prostredi
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Pracovni postup |11

 Prubéh testu
- teplota 24+2°C (nizSi zpomali vyvoj, vySSi znasobi vyskyt
malformaci), ulozeni do inkubatoru
-pH 7,7 (realné mezi pH 6,5 a pH 9,0)
- nahodné usporadani misek v prostoru
- vyména expoziénich roztoku/média a odbér uhynulych embryi po
24, 48, 72 hodinach

- ukoncCeni testu po 96h, 90% embryi by mélo dosahnout 46. stadia
vyvoje

- vyhodnoceni pod mikroskopem
- sledovani pocCtu a delky
prezivajicich jedincu a vyskyt
malformaci

Centrum pro vyzkum 46 . Stéd | um

toxickych latek
v prostredi
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po expozici standardne hodnoceni embryotoxicity a

teratogenity zkoumane latky:
letalita po 96h (LC, - koncentrace zpusobujici 50% uhyn
embryi)
% morfologickych zmén - malformaci po 96 hod (EC -
koncentrace zpusobujici malformace u 50% embryi)
inhibice rustu (MCIG) — minimalni koncentrace zpusobuijici
inhibici rustu

* Index teratogenity = hodnota podilu 96h LC., a 96h EC
TI=LCg, / ECq
« TI>1,5 indikace teratogenniho
potencialu

DalSi parametry: oﬁ\,\x - < - Malformace
- zpomaleni vyvoje . —e— L etalita
- inhibice rustu o
- malformace organt \
- biochemické markery O

- zmény chovani s
y © 03\3

Centrum pro vyzkum ‘ \ \ \ 1

toxickych latek 1 10 100 1000 10000 100000

v prostredi
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US-EPAC. 1001.0 - Fathead minnow, Embryo-larval Survival and Teratogenicity)

|ze dobfe modifikovat pro ucely testovani efektu s obojzivelniky
skokan hnédy (Rana temporaria), ropucha obecna (Bufo bufo)

MN — test a Jayletlv test

e Xenopus Mikronucleus Assay (MN—test)
a Jayletlv test
(Békaert et al., 1999; Zoll-Moreux et Ferrier, 1999).

* Princip: sledovani zvySeného pocCtu mikrojader v erytrocytech u larev po expozici
latkam s potencionalnim genotoxickym ucinkem.

 MN-test - larvy drapatky vodni (Xenopus laevis),

o Jayletuv test - ocasati obojzivelnici — zebrovnik (Pleurodeles waltl) nebo axolotla

(Ambystoma mexicanum); French Standard NF
(AFNOR T90-325, 1992). - ve Francii metoda pro urCovani genotoxicity latek

Viz. Prednaska ¢.11

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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VétSina obojzZivelnikl je chranéna = omezené vyuziti pro
vyzkum a EB... registrace novych latek.. FETAX, QSAR

Kromé& skokana hnédého vsichni obojzivelnici Zijici v Ceské
republice chraneni zakonem cC. 114/1992 Sb. o ochrane
prirody a krajiny a zarazeni na seznam Kkriticky ohrozenych,
silné ohrozenych nebo ohrozenych druhu v priloze llI.
vyhlasky Ministerstva zivotniho prostredi €. 395/1992 Sb.

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Ryby

e Dulezita soucast vodnich ekosystému

£

ST

e Kolobeh zivin, predatori, ,top down* efekt

o Ekonomicka, sportovni, kulturni
dulezitost

e 48% obratlovcu
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» Akutni testy toxicity

> Prolongované testy toxicity e

» Chronické testy toxicity

e

» Testy toxicity na rybich embryich a poteru Rl e,

Embryonalni testy
Embryolarvalni testy

» Testy ovlivnéni ristu na nedospélych rybach

» Testy bioakumulace
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Brachydanio rerio, Danio rerio (danio  Pimephales promelas (strevle potocni)
pruhovany, zebfiCka pruhovana) \ e

Cyprinus carpio (kapr obecny)

Poecilia reticulata (zivorodka
duhov@, pavi oCko)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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e Znamy genom, dobre
charakterizovany druh

e Tisice mutantnich druhu

4 . « Dobfe popsany model vyvoje
Celed: Cyprinidae - kaproviti obratloveu
Pivod: Asie * Modely pro nektera lidska
Velikost: do 4 cm onemocneni a poruchy
Teplota: 20 - 26 °C
oH: 6,5-7,5

Tvrdost vody: 5 - 12 °dKH

Potrava: vsezravec (vloCkové krmivo, niténky, dafnie)

Rozmnozovani: Samecci jsou vybarvengjsi a oproti samiCkam drobngjsi.
Rozmnozuji se ve vetsi, hodné zarostlé nadrzi s nizkou hladinou vody, pfi
teplote okolo 25 °C. Na vytiraci nadrz by mélo dopadat denni svétlo.
Nejdfive do nadrze umistime samiCku a az po nékolika dnech pridame
samce. Pokud jsme byli uspesni, samiCka naklade na rostliny az 500 jiker.
Potéer se lihne po dvou dnech a sobéstacny je po dalsim dni.



Chemickeé latky a chemicke pripravky —
hodnoceni viastnosti nebezpecnych
pro zivotni prostredi

« Zakon €.350/2011 Sb.: Zakon o chemickych latkach a chemickych smeésich
a o zmeéné nékterych zakonu (chemicky zakon)

« NARIZENI KOMISE (ES) &. 440/2008, kterym se stanovi zkuSebni metody
podle nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 1907/2006 o
registraci, hodnoceni, povolovani a omezovani chemickych latek

- CAST C: METODY STANOVENI| EKOTOXICITY

o C.1. akutni toxicita pro ryby

e (.13 bioakumulace — prutokova zkouska na rybach

o C.14. rustova zkouska na nedospélych rybach

» C.15 toxicity na rybich embryich a vackovém pludku — kratkodoba zkouska

©)
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Akutni testy

CSN EN ISO 7346-1 (75 7761) Jakost vod — Stanoveni akutni letalni toxicity
latek pro sladkovvodni ryby Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei,
Cyprinidae) — Cast 1: Staticka metoda

CSN EN ISO 7346-2 (75 7761) Jakost vod — Stanoveni akutni letalni toxicity
latek pro sladkgvodni ryby Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostel,
Cyprinidae) — Cast 2: Obnovovaci metoda

CSN EN ISO 7346-3 (75 7761) Jakost vod — Stanoveni akutni letalni toxicity
latek pro sladkgvodni ryby Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei,
Cyprinidae) — Cast 3: Prutocna metoda

OECD 203: Test akutni toxicity na rybach — vysledkem je koncentrace, ktera
vyvola 50% uhyn ryb (96h LC50)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Ugel: Test slouZi ke stanoveni vlivu latek a odpadnich vod na chovani a
prezivani ryb.

Princip: Test spocCiva ve sledovani chovani a prezivani ryb v odstupnovanych
koncentracich testované latky po dobu 48 az 96 hodin

Brachydanio rerio (2,5-3,5 mésicu, 2,5-3,5 cm, 21-25°C)
Poecilia reticulata (1,5-2,5 cm, 3-3,5 mésice, 21-25°C)
Cyprinus carpio (2,5-3,5 cm, 20-24°C)

Oncorhinchus mykiss (4,5-5,5 cm, 13-17°C)

DalSi druhy: Oryzias latipes (halanCik japonsky), Lepomis
macrochirus (slunecnice modra), Leuciscus idus (jelec
jesen)

Pri nakupu nutna aklimatizace 10-14 dni, standardni krmeni, chov jako pfri testu
Do testu — bud jen jedno pohlavi nebo vyrovnany pocCet pohlavi

©)
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 Ryby by mély byt zdravé a bez zjevnych malformaci

» Pouzity druh by mel byt zvolen podle praktickych kritérii, jako je
jejich dostupnost po cely rok, snadny chov, vhodnost pro zkouseni,
relativni citlivost k chemickym latkam a jakékoliv dalsi vyznamné
ekonomické a biologicke faktory.

Doporuceny druh

Doporuceny rozsah T (°C)

Doporucena délka ryb (cm)

Brachydanio rerio, 20-24 3,0+£0,5
Danio pruhovany

Onchorhynchus 12-17 6,0£2,0
mykiss, Pstruh duhovy

Cyprinus carpio, 20-24 6,020
Kapr obecny

Poecilia reticulata, 20 - 24 3,0+1,0

Zivorodka duhova

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Podminky testu:
Teplota dle druhu ryb (danio 23+£2°C), osvétleni 12-16 hod 2 000 lux,
48 hod pred testem prestat krmit, béhem testu bez krmeni; bez aerace,

délka expozice 96 h, min. 100 ml/jedince

Limitni test: kontrola a 100 mg/L, 3-5 ryb/koncentraci
Orientacni test (piredbéZna zkouska): 3-5 ryb/500ml, n¢kolik koncentraci
- cil: ziskat informace o rozsahu koncentraci pro hlavni zkousku

Zakladni test (hlavni zkouska): 7-10 ks ve 3 litrech, 3 opakovani, 5 - 10
koncentraci, které pokryvaji faktor mortality 0 — 100 %

Usporadani: koncentrace rozpusténého kysliku ne nizsi nez 60% hodnoty nasyceni
vzdusnym kyslikem

Nadrze: vhodny objem vzhledem k doporucené obsadce
statické, semistatické — obsadka max. 1 g na L
priatokovy systém — mozno vyssSi obsadka
krom série zkouSek se provede kontrolni zkouska bez zkuSebni

Centrum pro vyzkum

toxickych latek latky a podle potieby kontrolni zkouska s pomocnou latkou

v prostredi
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Akutni test

* Ryby se kontroluji po prvnich 2 — 4 h a dale nejmén¢ kazdych 24 h.

* Ryby se povazuji za mrtve, jestlize pti dotyku ocasni ploutve nedochazi k Zadné
reakci a nejsou-li patrné zadné dychaci pohyby.

e Zaznamenavaji se vSechny zjevne abnormality.

Parametry sledované v pribéhu testu

* pH, teplota, obsah rozpustén¢ho kysliku O, - denné

* zmeény chovani (aktivita, neklid, trhavé pohyby apod.)
e mortalita po 24, 48, 72 h

 Na konci testu - letalita — stanoveni 96LC 50

Po ukoncenti testu jsou pokusné organismy usmrceny oxidem uhlic¢itym dle zakona
CNR ¢&. 246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti tyrani.

©)
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Prolongovaneé testy toxicity na rybach

OECD ¢&. 204: Prolongovany test toxicity na rybach — vysledkem
je koncentrace, ktera vyvola 50% uhyn ryb za dobu pusobeni 14
dnu (14d LC50) a koncentrace, ktera nezpusobuje poskozeni ryb
(NOEC)

Expozice 14 dnu (OECD-14 dnd, ISO 21 dnu)

Podle jinych norem - doba trvani testu 2 — 4 tydny

béhem testu krmeno
semistaticka nebo pruto€na expozice

Sledujeme: zrychlené dychani, prekrveni Zaber, kieCovité pohyby,
ztrata stability, neklid a zrychlené pohyby, uhyn (ihned odstranit z
nadoby), pH, teplota, O,

Na konci testu: stanoveni 14 d LC.,, NOEC, LOEC

©)
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Test chronické toxicity na rybach

Druhy: Poecilia reticulata (pavi ocko), Brachydanio rerio (zebricka
pruhovana), Cyprinus carpio (kapr obecny) a Oncorhynchus mykiss
(pstruh duhovy)

Testovani se provadi podle smernic (OECD; US EPA OPPTS 850.1500 - )

Testy chronicke toxicity (doba trvani testu 7 -200 dni dle druhu ryb).
- nejCastéji pstruh duhovy nebo kapr obecny (doba trvani testu 3 mésice).
- dlouhodobé ucinky testovanych latek a pripravku
- zahajeni s vajicky, embryi Ci juvenily
Sledované parametry: chovani ryb, pfijem potravy, pfezivani,
délkové a hmotnostni pfirastky,
hematologické a biochemicke ukazatele,
kumulace testované latky v rybach apod..
NarocCné provedeni
VySSi vypovidaci schopnost ve srovnani s testy akutni toxicity

Pro latky, u kterych se predpoklada cilena aplikace do vodniho prostredi,
nebo existuje potencialni nebezpeci, ze jimi bude vodni prostredi
kontaminovano.

©)
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Cil: Posoudit vliv testované latky na rana vyvojova stadia ryb

Princip: Expozice oplodnénych jiker v pruto€ném nebo semistatickém
systemu

ISO 12890:1999 Determination of toxicity by embryo-larval stage of freshwater

fish.
OECD ¢&. 210: Fish, Early-life Stage Toxicity Test

"NV /S

ucinné koncentrace (LOEC) a koncentrace, ktera nezplsobuje poskozeni ryb
(NOEC).

OECD ¢&. 212: Fish, Short-term Toxicity Test on Embryo and Sac-Fry Stages

"N S

Embryonalni test na jikrach a pludku — vysledkem je stanoveni nejnizsi

ucinné koncentrace (LOEC) a koncentrace, ktera nezpulsobuje poSkozeni ryb
(NOECQ).

ZKOUSKA KRATKODOBE TOXICITY NA RYBIM EMBRYU A VACKOVEM
PLUDKU — metoda C.15 podle NARIZENi KOMISE (ES) &. 440/2008

4 Centrum pro vyzkum
a toxickych latek
v prostredi




OECD 212: Embryonalni test na jikrach a pludku

— danio 5-10 dni expozice, Cisté embryonalni stadium, nejsou krmeny

- 11 druhu, nej€astéji danio, pstruh, kapr, halancik

Expozice zivotni stadia ryb od Cerstvé oplodnénych jiker do stadia vackovych pludku ve
zkuSebnich nadrzich

Embrya a vackové pludky jsou exponovany riznym koncentracim testované latky
(obvykle 5)

UkoncCeni testu tésné pred tim nez dojde k uplné absorpci zloutkového vacku v kontrole

OECD 210: Embryolarvalni test

— test na ranych vyvojovych stadiich ryb — danio 30 dni expozice

- nejCastéji kapr obecny a pak dalSich 16 druhd

- krmeni Artemia salina

- 100 ks na nadobu

Sledované parametry: vliv expozice na lihnivost a dobu lihnuti, pfezivani embryi, vzhled
vackovitého pludku, rozdily v chovani, pohyblivost, na konci testu velikost - délka a
hmotnost (délkohmotnostni rust), anomalie ve vyvinu, vyskyt morfologickych odchylek
T, pH, O,, koncentrace latky v testu

Posouzeni letalnich a subletalnich ucinku a jejich porovnani s kontrolnimi hodnotami s
cilem ur€it LOEC a NOEC

Pripadné analyza za pouziti regresniho modelu s cilem odhadnout koncentraci, ktera
zpusobuje urcity procentualné vyjadreny ucCinek tj. LC/EC,



OECD 212 : Fish, Short-term Toxicity Test on Embryo and Sac-Fry Stages
Embryonalni test na jikrach a plidku

ZKUSEBNI PODMINKY, DELKA ZKOUSKY A KRITERIA PREZITIL.PRO DOPORUCENE DRUHY

Druh Teplota | Salinita | Fotoperioda Délka stadii - Typicka délka zkousky Peziti v kontrolnich
(°C) (%) - (h) (d) - skupindch
, (minimalni hodnota v %)
Embryo Vatkovy Uspéinost | Po vylihnuti
plidek lihnuti
_SLADKOVODN] - |
Braghydanio rerio 251 — 12-16° 35 8-10 | Pokud moZzno ihned od oplodnéni | 80 90
Danio pruhované (od Casného stidia gastruly) do |
. 5 dni po vylihnuti (8 - 10 dni)
Oncorhynchus mykiss 101 ()|— 03). 30-35 25’.3_0‘ Pokud moino ihned od oplodnéni | 66 0
Pstruh duhovy 12£1(2) : : (od Casného stidia gastruly) do|. ‘
' 7 20 dnu po vylihnuti (50 - 55 dnd)
Cyprinus carpio 21-25 — 12-16 |5 >4 *Pokud mozno ihned od oplodnéni | 80 75
Kapr obecny o (od Casn¢ho stadia gastruly) do
4 dnii po vylihnuti (8 - 9 dnd)
Ory:ias’ ]qr:pes ' 24 £1(1)|— 12-16 8-11 4-8 - Pokud mozno ined od oplodnéni | 80 80
Halancik japonsky 23+1(2) (od Casného stidia gastruly ) do
5 dni po vylihnuti {13 - 16 dni)
. 25+2 ‘
Pimephales promelas — 16 4-5 5 Pokud moino ihned od oplodnéni | 60 70
Stievle (od Casného stadia gastruly) do
4 dnli po vylihnuti (8 - 9 dnii)




Rybi embryonalni test toxicity
* Fish Embryo Toxicity (FET) Test

o alternativa k testim na zviratech - rana vyvojova stadia
nejsou povazovana dle platne legislativy za zvirata.

» predpoklada se, ze embrya neciti bolest a celkovy stres je
nizSi nez u dospélych jedincu.

e Porovnatelné vysledky s testy na dospélcich

o Variabilni a multifunkcni test

« |SO 150 88, OECD 236

e 48-96 h, 26 °C, 14h svétlo
e Dania se vytiraji ihned po rozsviceni
o Jikry se odebiraji 15 min po rozsviceni a nasledné exponuiji

 Uginky: letalita (LC50, NOEC, EC50), subletalni efekty (teratogenita,
deformace, vyvoj oci, tepova frekvence)

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




Test celkove toxicity odtoku

Whole Effluent Toxicity (WET) Test - ISO 15088

e Smési maji odlisné toxikologicke vlastnosti nezli jednotlivé latky, Casto nevime,
CO ve smesi je

* Monitorovani jednotlivych polutantl nemuze zajistit bezpecné podminky pro

organismy zijici pod vytokem odpadnich vod (US EPA)
92 % celosvétoveé testovanych ryb

« CSN EN ISO 15088 (757762): Jakost vod - Stanoveni akutni toxicity
odpadnich vod pro jikry dania pruhovaného (Danio rerio)

» akutni toxické ucinky odpadni vody pro jikry béhem 48 h - embrya jsou
exponovana rizné rozfedénou odpadni vodou

e norma pouzitelna i pro Cisténé méstské odpadni vody a prumyslové
odpadni vody.

e pfipravena jako nahrada zkousky akutni toxicity pro ryby - alternativa pro
test na dospélcich

e pro odpadni vody poskytuje stejné nebo podobné vysledky jako zkouSka
akutni toxicity pro ryby

o aplikovan a uzakonén v Némecku

©)
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Test ovlivnéni rustu na nedospélych rybach
OECD ¢. 215 Fish juvenile growth test (2000)

C.14. RUSTOVA ZKOUSKA NA NEDOSPELYCH RYBACH — metoda
C.14 podle NARIZENI KOMISE (ES) €. 440/2008

Cil: posouzeni ucinku dlouhodobé expozice chemickymi latkami na rust
nedospélych ryb

Druhy: doporuCovan nedospély pstrunh duhovy (Oncorhynchus mykiss), mozno i
Brachydanio rerio (danio pruhovany), Oryzias latipes (halanCik japonsky)

Prato¢né nebo semistatické usporadani
28 dni expozice

. vystaveni nedospélych ryb v exponencialni fazi rustu po zvazeni radé
subletalnich koncentraci za prutokovych podminek nebo vhodnych
semistatickych podminek

. denni pfisun potravy v mnozstvi daném pocatecni hmotnosti ryb

. na konci testu se ryby opét zvazi

Sledované parametry: pfirustek ryb v jednotlivych nadrzich
T, pH, O,, koncentrace latky v testu

| Vysledek: LOEC, NOEC,
el G EC, = koncentrace, ktera vyvola X% zménu ristu

v prostredi
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Metoda pro stanoveni bioakumulace

— prutokova zkouska na rybach

« OECD ¢. 305: Bioaccumulation flow-through fish test (OECD 1996b)

« C.13. BIOAKUMULACE: PRUTOKOVA ZKOUSKA NA RYBACH - metoda C.13
podle NARIZENI KOMISE (ES) €. 440/2008

Dve faze:

o Faze pfijmu - 28 dni (az 60 dnu k dosazeni rovhovazného stavu)

e Faze vyluCovani

o Pocet ryb - pro kazdy odbér 4 ryby (min. 5 odbért béhem pfijmu, 4 odbéry
béhem vyluCovani)

e Bioakumulacni faktor BCF = rychlost prijmu/rychlost vyluCovani = koncentrace
testovane latky v rybach/koncentrace latky v okolnim mediu

BCF = ky/kq = C;/C,,

o vztazen k celkové hmotnosti a k obsahu tuku
e Validita: mortalita mensi nez 10%

Testy endokrinni disrupce na rybach

(6) Centrum pro vyzkum V|Z P‘I‘ednééka é 1 1
toxickych latek
v prostredi




Testy toxicity na rybach

VALIDITA
Ma-li byt zkouska platna a vysledky povazovany za platné-spravne, musi byt
splnéna nasleduyici kriteria:

» Koncentrace rozpusténého kysliku neklesla pod 60% nasyceni po celou dobu
zkousky

» Koncentrace testované latky neklesla pod 80%
» Mortalita kontrolniho vzorku neptesahla 10%

> Teplota byla po celou dobu testu v rozmezi stanovenem pro dany druh ryb,
nesmi se mezi zkuSebnimi nadrzemi nebo den ode dne liSit o vic nez + 1,5°C

» 7Zjisténa koncentrace LC 50 je v souladu se standardy

» celkova mira preziti oplodnénych jiker v kontrolnich skupinach musi byt vyssi
nebo rovna stanovenym limitim pro testovany druh

> test rastu: dostate¢ny nartst sttedni hodnoty hmotnosti ryb v kontrolni skupiné
(u pstruha duhového alesponi 0 50%)

©)
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Testy toxicity na rybach

Protokol ma obsahovat:

©)

Udaje o latce — vlastnosti
Udaje o organismech — druh, kmen, velikost, stafri, dodavatel, oSetreni

Testovaci postup — aerace, pH, T, objem, rybi obsadka, koncentrace, pocet ryb
na koncentraci, pocCet opakovani

Koncentrace rozpusténého kysliku, hodnoty pH, teplota zkusebnich roztoku
kazdych 24 h

Zdroj fedici vody a hlavni chemické charakteristiky (pH,...)

Koncentrace vSech pomocnych latek

Jestlize byly provedeny chemické analyzy, udaje o pouzitych metodach a
ziskaneé vysledky

Popis zkuSebniho zarfizeni

Vyhodnoceni — vysledky, zhodnoceni vSech sledovanych parametru

Grafy krivky zavislosti uc€inku, vyjadreného v procentech, na koncentraci na
konci zkousky

Podle moznosti hodnoty LC., a konfidencni intervaly pri kazdé z doporucenych
dob pozorovani

I}IF?EC —bNejvyéél’ zkuSebni koncentrace, ktera nevyvolala za dobu zkousSky
uhyn ry

LOECl_ - NejnizSi zkuSebni koncentrace, ktera vyvolala za dobu zkousky 100%
mortalitu

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
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