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Souhrn

Diplomovéa prace byla zaméfena na hledani piipravku, ktery by bylo mozné
vrybaiské praxi vyuzivat kredukci nadmémého rozvoje hrubého dafniového
zooplanktonu. K témto ucelim byl dfive vyuZzivan ptipravek Soldep, jehoz pouziti bylo
zakdzano a v sou¢asné dobé& jej nahrazuje piipravek Diazinon 60. V ramci feSené
diplomové prace byly testovany z hlediska akutni toxicity pro Poecilia reticulata,
Oncorhynchus mykiss Daphnia magna a Desmodesmus subspicatus dva piipravky —
Neocidol 600 EC a Nomolt 15 SC. Vysledky provedenych testi prokazaly, ze oba
piipravky se vyznacuji vysokou akutni toxicitou pro dafnie (pro Neocidol 600 EC SC
byla zjisténa 48hECsy v rozmezi 0,001 — 0,002 mg.I", pro Nomolt 15 SC dokonce
hodnota 0,0001 mg.I'"). Pro ryby a fasy vykazuji oba pipravky vyrazné nizsi toxicitu.
V ptipadé pripravku Neocidol 600 EC jsou hodnoty 96hLCsy pro Poecilia
reticulataresp. Oncorhynchus mykiss 8, resp. 8.9 mg.l'l, a pro Desmodesmus
subspicatus 7,3 mg.l"' . V ptipadé ptipravku Nomolt 15 SC se hodnoty 96hLCso pro
Poecilia reticulata a Oncorhynchus mykiss pohybuji fadové v tisicich mg.l". To
znamend, ze oba pripravky svou akutni toxicitou vi¢i vodnim organismiim odpovidaji
zakladnim pozadavkiim pro jejich potencialni vyuziti k tlumeni nadmérného rozvoje
dafniového zooplanktonu. Samoziejmé, praktickému vyuziti musi jest¢ pfedchazet
ovéfeni jejich t¢innosti v redlnych piirozenych podminkach (poloprovozni pokus), pri

kterém by se také zjistila doba pfetrvavani ve vodé. rybach a sedimentech.

Keywords: vodni organismus, testovani, organofosfat, eutrofni vod. toxicita




Summary

Thesis has been sight on search preparations, which will make use of reducing
oversize expansion rough of Daphnia zooplankton. Earlier was using for this object
preparative Soldep, whose using has been off limits and now is using for this object
preparetive Diazinon 60. During work of my thesis I tested two preparations Neocidol
600 EC and Nomolt 15 SC for acute toxic test. This preparations was tested of these test
animals: Poecilia reticulata, Oncorhynchus mykiss, Daphnia magna, Desmosdesmus
subspicatus. Resulst of both preparative evidence hight level of acute toxic for Daphnia
magna ( for Neocidol 600 EC was inquest 48hECS0 iterval 0,001 - 0,002 mg-1"", for
Nomolt 15 SC value 0,0001 mg1"). This preparation have less toxic for fish and
seaweed than for zooplankton. For preparative Neocidol 600 EC are value for Poecilia
reticulataresp. Oncorhynchus mykiss 8, resp. 8.9 mg-l'l and for Desmodesmus
subspicatus 7,3 mg‘l'l. For preparative Nomolt 15 SC are value 96hLC50 for Poecilia
reticulata and Oncorhynchus mykiss espressivo less. It does mean that effect of both
preparations of zooplankton is espressivo higher than effect of fish, consequently 1s
possibly using this preparations for suppression expansion of zooplankton. Before
praktical using we must try their effect in real natural condition ( pilot plant attempt ).
where we must discover how long are this preparations of the water enviroment. fish

and sediments.

Keywords: water organism, testing, organophosphate, eutrophic wather, toxicity
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1. Uvod

Ceska republika zaujima v Evropé jedno z ptednich mist v produkci kapra. Tato
vysoka produkce je umoznéna vyuzitim rybni¢ni soustavy, ktera ptredstavuje svétovy
unikat a je souéasti narodnich kulturnich a pfirodnich hodnot.

Ceské rybnikafstvi ma sva specifika. Jeho intenzifikace byla zaloZena ani ne tak
na vysokych materidlovych zékladech, jako na vyuziti ptirodniho rybni¢niho potencialu
(maximalni vyuziti pfirozené potravni zdkladny). Ryby jsou chovany i na vysoce
uzivnych rybnicich, které, kromé& produkce ryb, zajist'uji i do¢istovani vod po jejich
biologickém ¢isténi. Navic jes$té stale existuje fada rybnikd, kam jsou svedeny
komunalni odpadni vody a tyto rybniky plni do jisté miry funkci Cistirny odpadnich
vod.

Zhruba 80 % plochy na$ich provoznich rybnika se nachazi v siln€ eutrofni az
hypertrofni urovni. Hospodateni na takovych vysoce eutrofizovanych rybnicich ma svij
nesporny vyznam z hlediska ekologického (zZiviny, které by bez uzitku, nebo 1épe
feCeno jako nezadouci, byly odvedeny do vodnich recipientl, jsou zde cilené
vyuzivany). Na druhé strané vSak chov ryb na vysoce eutrofizovanych rybnicich neni
bez rizika. V jarnich mésicich zde dochazi obvykle k nadmémé produkci fytoplanktonu,
vyraznému zvyseni hodnot pH, rozkolisani kyslikového rezimu a k nadmé€rmému rozvoji
hrubého zooplanktonu. Ryba miize byt v tuto dobu poskozena vné&j$im prostiedim a
neni schopna svym vyziracim tlakem rozvoj zooplanktonu regulovat. Premnozeny
zooplankton potom prohlubuje kyslikovy deficit a ¢asto dochdzi k havarijnim Ghynim
ryb.

Existuji technologické postupy, které minimalizuji uvedena rizika, avSak vznik
téchto krizovych situaci nelze odvratit se stoprocentni jistotou. Pro tento pfipad méli
donedavna rybafi k dispozici pfipravek Soldep (ic¢inna latka trichlorfon), ktery ve velmi
nizkych koncentracich selektivné odstranil dafniovy zooplankton, ryby nepoSkodil a
poté se ve vodnim prostiedi rozlozil.

Metodika selektivniho pouziti nizkych davek Soldepu na dafniovy zooplankton
(50 ml.ha" pfi pramérné hloubce 1 m a zamezené pratocnosti nadrze) byla vypracovana
ve Vyzkumném ustavu rybaiském a hydrobiologickém ve Vodnanech (Svobodové a

Faina, 1984).
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Soldep byl vyrabén a dodavan na trh podnikem Spolana Neratovice, a.s. Statni
rostlinolékaiska spréva (Brno) podminila na jafe 1998 registraci pfipravku Soldep
doplnénim podkladi pro registraci podle znéni nové vyhlasky (&. 84/1997 Sb.).
V nasledujicim obdobi viak byla u¢inna latka Soldepu — trichlorfon uvedena v seznamu
zakazanych latek a pouZivani Soldepu bylo zakazano

Absence takového piipravku vystavila rybéafe nebezpeti velkych ztrat v chovech
ryb na vysoce GZivnych rybnicich. Toto riziko by mohlo vést k vyraznému omezeni
raciondlniho vyuziti vodnich ploch, kde mnohdy dochazi k tercidlnimu &isténi
vy¢isténych odpadnich vod. Pokud se na takovych vodach prestane hospodafit, ztrati
tyto rybniky brzy svou pavodni funk&nost. Dusledky se projevi zejména v podobeé
zbyte¢ného zatéZovani vodnich recipienti Zivinami (nadmérna eutrofizace) se vemi
negativnimi dopady.

Ztechto divodii bylo nutno hledat mezi povolenymi pfipravky preparat
s vlastnostmi podobnymi Soldepu, ktery by jej mohl Soldep v rybafstvi nahradit. Tento
problém byl feSen za finanéni podpory Rybatského sdruzeni Ceské republiky na
pracovisti JihoCesk4 univerzita v Ceskych Budg&jovicich, Vyzkumny ustav rybarsky a
hydrobiologicky ve Vodmanech. V prib¢hu feseni této problematiky bylo z hlediska
akutni toxicity pro ryby a perloo¢ky Daphnia magna otestovano 12 pfipravki a po dvou
letech hledani byl jako nejvhodnéjsi vybran ptipravek Diazinon 60 EC. S timto
pfipravkem byl kromé laboratornich testd akutni toxicity na vodnich organizmech
proveden také pokus v poloprovoznich podminkéch.

Cilem této diplomové prace bylo vyhledat piipravek, Jehoz tucginky by byly
obdobné jako u Soldepu a Diazinonu 60 EC, a ktery by byl co mozna nejSetrnéjsi vici

vodnimu prostiedi a soucasné vyhovoval pozadavkim EU.
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2. Literarni prehled

2.1. Eutrofizace

Pod pojmem eutrofizace se rozumi rist obsahu mineralnich zivin (nutrieti),
predevsim sloucenin fosforu a dusiku, ve vodach. Eutrofizace je doprovazena rozvojem
fotosyntetyzujicich organismi. Projevuje se piedev§im ve stojatych vodach.
Ukazatelem obsahu biologicky vyuzitelnych zZivin ve vodé je troficky potencial.
Eutrofni voda je bohata na zZiviny, s velkou primarni i sekundarni produkci a produkci
ryb.

Rozlisuje se pFirozend eutrofizace, kterou nelze ovlivnit a ktera je zplisobena
pfitomnosti sloucenin fosforu a dusiku pochazejicich z pidy a dnovych sedimentl a
z rozkladu odumfelych vodnich organismt, a antropogenni (indukovana) eutrofizace,
ktera je vysledkem civiliza¢niho procesu. Je zpusobena splachem hnojiv ze zemédélsky
obdé¢lavané pudy, pouzivanim polyfosforeCnand v pracich a cisticich prostfedcich a
zveétSujicim se mnozstvim splaskovych vod. Dalsim zdrojem jsou atmosférické depozice
s rostoucim antropogennim podilem dusiku a fosforu.

Piisun anorganickych Zivin, zejména sloucenin fosforu a dusiku, porusuje
biologickou rovnovahu ve vodé¢, vede k intenzivnéj$i primarni produkci a za uréitych
podminek dochazi k pfemnozeni fytoplanktonu. Typickym pfiznakem eutrofizace je
zména kvantity spolecenstva fytoplanktonu, zejména fas a sinic. (Pitter, 1999)

Dusledky nadmérné eutrofizace se projevuji v nadrzich obvykle neptimo, a to
nasledkem pfemnozeni planktonnich sinic, fas a vodnich makrofyt, zhorSovanim
hydrochemického rezimu, rozkolisanim kyslikového rezimu, vznikem a hromadénim
jedovatych plynt a kone¢né i zmenSovanim produkéni plochy nadrzi zartstanim a
neptiznivymi kyslikovymi poméry u dna nadrzi. Na nékterych nadrzich pravidelné
dochazi k nadprodukci vodniho kvétu sinic. Vodni kvét ma velice nepfiznivé ucinky.
napi. v podobé raznych alergii u lidi. Pfi nahlém rozkladu zna¢né biomasy vodniho
kvétu dochazi k hromadnym thynim rybich obsadek, predev$im v dusledku vzniku
kyslikového deficitu pfi rozkladnych procesech, piipadné toxini a metabolitl, které se
uvolnuji. Vznik vodniho kvétu se da do zna¢né miry regulovat spravnou skladbou rybi

obsadky. (Svobodova et al., 1992)
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2.1.1. Eutrofizace povrchovych vod a jeji nasledné negativni viivy

Znakem, za¢inajici nebo probihajici eutrofizace povrchovych vod je nadmérny
rozvoj fytoplanktonu a makrovegetace, druhov€ chudé spolegenstvo fytoplanktonu,
vyskyt typickych organisml v planktonu, bfehové nebo fi¢ni vegetaci, sniZeni
pruhlednosti a zmény barvy vody, vyskyt kyslikového maxima a minima ve sko¢né
vrstveé, v 1été snizeni nasyceni vrstev u dna kyslikem, kvalitativni a kvantitativni zmény
fauny dna a ptibfezni oblasti, zmény v druhovém sloZeni rybich obsadek a kone¢né také
chemicky jednozna¢né stanovitelné zvySeni pramémé hladiny zivin (Stépanek a
Cervinka 1974).

Vyrazné negativni G¢inek eutrofizace spojeny s uhynem ryb se projevuje na
n€kterych silné wzivnych rybnicich. Jde o rybniky sbodovymi zdroji zne€isténi
(vyuasténi odpadnich vod komunélnich, odpadnich vod z potravinaiského primyslu.
zemédélskych odpadnich vod) a s plosnymi zdroji zne€isténi (splachy zZivin, zejména
dusi¢nant a fosfore¢nant z okolnich pozemki). Na téchto rybnicich se v jarnim obdobi
siln€ rozviji fytoplankton. Vlivem intenzivni fotosyntetické asimilace se od¢erpava oxid
uhli¢ity z uhli¢itanového komplexu, a tim se sniZzuje neutralizani kapacita vody.
Nasledkem tohoto se hodnota pH zvySuje az nad 10. Koncentrace veSkerého amoniaku
(NH4 + NH3) v rybni¢ni vodé byva rovnéz vysoka a v disledku vysokych hodnot pH je
vysoky i1 podil nedisociovaného, pro ryby toxického amoniaku (NH3).

V obdobi zvysujici se teploty vody se v téchto rybnicich prudce rozviji hruby
zooplankton. Vedle vlastni vysoké spotieby kysliku zooplankton vyziracim tlakem silné
redukuje producenty kysliku (fytoplankton), klesa koncentrace chlorofylu a zvySuje se
prihlednost vody. Nasledkem toho prudce klesa koncentrace kysliku rozpusténého
ve vod¢ béhem 1-2 dnl z ptresyceni na 40-80 % nasyceni i niz$i. To je kriticky
okamzik pro projeveni se toxické nekrozy Zaber.

Pribéh popsanych zmén v rybni¢ni vodé pred vypuknutim toxické nekrozy
zaber a v jejim prib&hu je znazornén na obrazku ¢. 1 (hydrobiologické a hydrochemickeé
vlastnosti vody v obdobi vyskytu toxické nekrozy Zaber). Tyto hodnoty byly ziskany pii
Setfeni na rybnice Dfemliny (typ asimila¢niho rybnika) v roce 1984. Toxicka nekroza
Zaber byla na tomto rybnice diagnostikovana 2. 5. 1984. Uhynulo zhruba 50 % obsadky
kapra K;.3. V souvislosti s opakujicimi se problémy na tomto rybnice byla vypracovana

metodika ,,Pouziti Soldepu v rybaistvi .. (Svobodova a Faina. 1984).
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Obrazek 1. Hydrobiologické a hydrochemické vlastnosti vody v obdobi vyskytu
toxicke nekrézy zaber na rybnice Diemliny (typ asimilaéniho rybnika) v roce
1984.
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V&asné zabranéni kyslikového deficitu, napf. pouzitim Soldepu k likvidaci
hrubého zooplanktonu, ma rozhodujici vyznam pro preziti obsadky. (Svobodova et al.,
1992).

Z klinickych pfiznakl toxické nekrézy Zaber kapra vystupuje do popiedi
shlukovani ryb v hlubs$ich a stinnych ¢astech rybnika, v pokro¢ilém stadiu onemocnéni
ztmavnuti povrchu téla, ztrata nebo sniZeni unikové reakce a nouzové dychéani. Ryby
nepfijimaji krmivo.

Pro patologickoanatomicky obraz je typické silné ptekrveni, edematozni zduteni
a zvySené zahlenéni Zaber, nasleduje nekréza zaber a odlupovani epitelu z Zabernich
listki. Dochazi k uplnému obnazeni piliit zabernich listkt, bud’ lokalné, nebo na celych
zabrach. V dal$im pribéhu onemocnéni nekrotické Zaberni listky odpadavaji a okraje
Zzaber jsou nerovné. Histologicko-patologickym vySetfenim zaber je zjiStovéana
venostaze (zamezeni odtoku zilni krve), zdufeni, vakuolizace (bunécny edém) a
uvolnovani bunék respiracniho epitelu od bazalni membrany. Soucasné lze pozorovat
zvySenou aktivaci chloridovych bunék, které se vyrazné zmnozuji zejména v epitelu
liste¢kd. Dystroficky a nekrobioticky zménéné buriky respiraéniho epitelu a chloridové
buniky vytvafeji kompaktni masu v mezilamelarnich prostorach zaber. Tézké zmény

jsou charakterizovany totélni celulolyzou a nekrobiotickymi zménami buné¢nych jader.

(Svobodova et al., 1987)

2.2. Pesticidy

Pesticidy jsou latky pouzivané v zemédélstvi na ochranu rostlin. Do vody se
dostavaji nespravnou aplikaci, pfi likvidaci nepouzitych zbytku a nebo ptimo splachy
pesticidii z okolnich oSetfenych kultur. Jejich G¢inky jsou jak akutni tak i chronické.
Kromé toho puisobi pesticidy i neptimo. Nasledkem jejich aplikace dochazi k odumirani
vodnich organismu a fas, pii jejich rozkladu se spotfebovava kyslik, ve vodé vznika
kyslikovy deficit a nastava uhyn ryb dusenim (Svobodova et al., 1987). Pesticidy jsou
Likviduji pfirozenou potravni zakladnu a poskozuji tak celou biocendzu. Nékteré
pesticidy €1 jejich rezidua se kumuluji v mase, a tim je znehodnocuji (Hartman, et al..
1988).

S pesticidy se do recipientd dostava vedle ucinné latky rada vedlejsich

komponentt, které byvaji Casto pro ryby toxict¢jsi nez vlastni u¢inna latka. Pii
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vniknuti pesticidu do vodniho prosttedi podléha WG¢innd latka chemickému a
biologickému rozkladu. V nékterych pfipadech mohou byt rozkladné produkty pro
ryby jestd toxi&t&j$i nez samotna latka (Svobodova et al., 1992).

2.2.1. Pesticidy na bdzi organickych sloucenin fosforu

Jsou to slozité organické slouceniny fosforu, pfesn€ji estery substituovanych
kyslikatych kyselin fosforu s nékterymi alkoholy (Piskac¢ et al., 1985). Vétsinou jsou to
latky toxické latky nejen pro hmyz, ale i pro zvifata a ¢loveka.

Vyznamnou piednosti organofosforovych insekticidd je, ze se po aplikaci
pomémé rychle odbouravaji na netoxické latky, takze se nehromadi v prostfedi ani
v nékterych ¢lancich potravinového fetézee (Cremlyn, 1985).

Toxicita organofosforovych insekticiddi zalezi na fadé faktord, mezi néZz patfi
zejména typ slouCeniny, davka, druh, pohlavi a vek zvifete, solubiliza¢ni vehikulum a
brana vstupu do organizmu (Piskac et al., 1985).

Insekticidni organofosforové slougeniny inhibuji &innost nékterych enzymi,
avéak hlavnim Gcinkem in vivo je inhibice enzymu acetylcholinesterazy (Eto, 1974;
Corbett, 1974). Mechanismus ¢inku pesticidd s obsahem organickych sloucenin
fosforu je shodny jak u poikilotermnich (ryb) organismi tak i u homoiotermnich
(savci). Jde o inhibici nékterych hydrolytickych enzymu, zejména hydrolazy
acetylcholinu. Dochézi k rozkladu acetylcholinu na cholin a kyselinu octovou. Tento
enzym fidi hydrolyzu acetylcholinu, ktery se tvofi na nervovém spoji, na cholin. Za
nepfitomnosti aktivni acetylcholinesterasy se uvolnény acetylcholin hromadi a brani
hladkému pfenosu nervovych impulsi pies synaptickou mezeru na nervovém Spoji.
Diisledkem je ztrata svalové koordinace, kiece a nakonec smrt. Acetylcholinesterasa je
podstatnou slozkou nervového systému hmyzu i saved, takze zékladni mechanismus
toxického puisobeni organofosforovych sloudenin se povazuje v podstaté za stejny
uhmyzu i saved. Aktivni centrum enzymu acetylcholinesterasy se sklada ze dvou
hlavnich reaktivnich mist: aniontového mista, které nese zaporny naboj a vaze se na
kationtovou &ast substratu a esterového mista, tvofeného aminokyselinou serinem.
(Cremlyn,1985)

Stupefi mozkové inhibice acetylcholinu u ryb, vyvolany riaznymi
organofosfore¢nymi latkami, je rozdilny. Pesticidy na bazi dichlorvosu a imidanu

zpisobuji sniZeni aktivity enzymu az na 60 % (Svobodova et al..1987). Velmi citlive
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na organofosfity jsou ryby lososovité, ryby kaprovité jsou odolngjsi (Citek a Svobodova,
1992).

Bezobratli jsou vice citlivi na organofosfaty nez obratlovci. Je to dano tim, Ze
nervova soustava bezobratlych je vice pfistupna. Déle je to rozdilnym metabolismem
bezobratlych a ryb, ktery podporuje aktivaci organofosfati v tlech bezobratlych a
inaktivaci vrybach (Loomis, 1974). Z bezobratlych nejcitlivéji reaguji na
organofosfore¢né pesticidy perloocky Daphnia magna, a proto jsou pokladany za
nejlepsi indikatory znecisténi vodniho prostiedi organofosforeénymi pesticidy
(Svobodova et al., 1992).

Pro klinicky obraz intoxikace ryb pesticidy na bazi organického fosforu je
typické ztmavnuti povrchu téla v obdobi pocinajici nekoordinovanosti pohybu.
Patologickoanatomicky obraz je charakterizovan zvy$enym zahlenénim Zaber a
povrchu téla, zébry jsou silné pfekrvené, ve vysokych koncentracich pesticidu
s drobnymi te¢kovitymi krvaceninami. Histologicko-patologickym vysetienim ryb
intoxikovanych organofosfore¢nymi pesticidy se zjist'uje velmi silné poskozeni Zaber a
parenchymat6znich organi. Histologicko-patologické zmény se zjistuji i v nervové

soustave (Svobodova et al., 1987).

2.2.2. Insekticidy na bdzy benzoyl mocoviny

Derivaty benzoyl mocoviny

Tyto pripravky nejsou systémové, nefumiguji, na povrchu rostlin setrvavaji i
n¢kolik tydnii. Pisobi predevsim na larvy broukti Coleoptera, motylt Lepidoptera a
dvoukiidlych Diptera ptedevsim pozerové, v mensi mife dotykové. Narusuji tvorbu a
ukladani chitinu v endokutikule larev. Sou¢asné zvysuji obsah enzym chitindzy a
fenoloxydézy. Nova nedokonale vyvinutd kutikula praska. Dochazi k infekei,

dehydrataci a smrti larev, obvykle pfi nejblizsim svlékani.

Acylmocovina (ACU)
ACU  OCinkuji na vajitka nékterych druhi dotykové, na samicky
chemosterila¢né. Samicky, které prisly do styku s ACU, kladou vajicka v nezmenseném

poctu, ale neschopné vyvoje. Terminy aplikace ACU jsou k dosazeni dobrého uc¢inku

~evr

vvvvvv
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kladeni vajitek, nejpozdéji na za¢atku lihnuti larev. Hubi rovnéz nekteré vinovniky.
['Jéinkuje po dobu 3 — 4 tydnii. Veely, pestfenky, parazitoidy z Celedi blanokfidlych a
dravé roztode neohrozuje. Pro slunécka je stfedné toxicky, pro zlatoocka jedovaty. Hubi
larvy motyla Lepidoptera, broukii Coleoptera, dvoukiidlych Diptera, larvy mery
hrusiiové i molic jako pozerovy jed. Teflubenzuron Setti dravé plostice (Geocoris ssp.,
Nabis ssp., Orius ssp.), dravé roztoce (Typlylodronius pyri). Je stiedné toxicky pro larvy
i dospélce slunécek, toxicky pro zlatootko Chrysoperla carnea. VEelam neskodi. Pro
ryby slabé jedovaty.

Pro absenci systémového a fumigaéniho u¢inku (nepronikd do rostliny) je
potiebi rostliny dokonale oSetfit. Akutni toxicita ACU pro ¢loveka a teplokrevné
7ivotichy je vétsinou nizka. Nékteré druhy pfirozenych nepfatel Skodlivého hmyzu a
rozto¢l nejsou po pouziti ACU ohroZeny.

Vzhledem ke znaéné perzistenci ACU a z toho plynouciho zvySeného nebezpeci
vyvoje rezistence 8kidci se nedoporuduje ofetiovat trvalé kultury derivaty
acylmoc¢oviny béhem vegetace vicekrat nez jedenkrat.

Chitin se sklad4 z velkého poctu zbytku acetylglukosaminu. Stépi se nejprve na
disacharid chitobiézu Je to strukturalni polysacharid. Vyskytuje se hojné v kutikule
¢lenovet. Slouzi jako potrava Zzivo&isného pivodu nékterym druhim hmyzu.

mékkysum a bakteriim.
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Obrazek 2. Prostorovy vzorec chitinu

2.3. Stanoveni toxicity latek pro vodni organismy

Toxicita latek a pripravkil se stanovi pomoci toxikologickych testu.
Toxikologické testy na vodnich organismech se mohou provadét v podstaté na tiech
urovnich (Besch, 1977).
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1) Na urovnich bunék, tkani
2) Na urovni organism (jedincit)

3) Na trovni spolegenstev (biocendz)

Testy na drovni bunék a tkani se Casto pouZivaji pro teoretické objasnéni
poznatkii ziskanych pii pokusech na tdrovni organismi. Jejich vyhodou je dobra
reprodukovatelnost, nevyhodou je, Ze se vysledky ziskané in vitro &asto znadné lisi od
faktort ziskanych in vivo.

Vyhodou testi na urovni biocenoz je, Ze se toxicky G¢inek sleduje v piirode
samotné a nebo na modelu, ktery je ji blizky. Nevyhodou je, ze zmény ve sloZeni
biocenéz nemusi byt vzdy vyvolany pfimym toxickym u¢inkem na ur¢ity druh, ale
mohou byt vysledkem naruieni potravniho fetézce. Reprodukovatelnost vysledki
téchto testl je znatné omezend, nebot’ nelze znovu vytvofit podminky identické tém.
kter¢ pusobily v pfedchazejicim testu. Vétsina testll, zejména testdl akutni toxicity, se
provadi na urovni organismu. I pres potiZe s jejich reprodukovatelnosti a s rizikem pfi
interpretaci takto ziskanych vysledkii na ptirodni podminky predstavuji tyto testy
Jakysi kompromis, ktery je pfijatelny i z hlediska technického a ekonomického
(Svobodova et al., 1987).

Z hlediska doby expozice organismu testované latce se rozliduje a stanovujeme
akutni a chronickou toxicitu latek, ptipravkd, poptipadé odpadnich vod.

Zakladni hodnotou, stanovenou v testu akutni toxicity s vodnimi Zivogichy je
LCs. Je to nejpfesnéji zjistitelny Gdaj a pouzivéa se ke kvalifikaci toxicity latek a
pfipravki (Svobodové et al., 1987, ON 46 6807). Podle uvedené normy byly
testované latky (ptipravky) zafazovany do niZe uvedenych tiid toxicity (tabulka &.1).

Délka expozice testovacich organismii v testované latce byla 48 hodin.
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Tabulka 1 Ttidy toxicity

Trida Zjisténa hodnota LCs) za48hodin
toxicity Hodnoceni pusobeni |
0. Latky téméf nejedovaté Vyssi nez 10 000mg:1" nebo 10ml1" ]}
1. Latky velmi slabé jedovaté 1 000 — 10 000mg-1" nebo 1 — 10ml-1" r
2 Latky slab¢ jedovaté 100 — 1 000mg'1" nebo 0,1 — 1ml1" ‘
3 Latky stiedn¢ jedovaté 10 — 100mg:1" nebo 0,01 — 0,1ml1"
4, Latky silné jedovaté 1 — 10mg1" nebo 0,001 — 0,01ml-1"
5 Latky velmi siln¢ jedovaté 0,1 — Img-1" nebo 0,0001 — 0,001ml1"
6 Latky mimofadné jedovaté Mensi nez 0,1mg1T nebo 0,0001ml1"

V soucasné dobé se provadi hodnoceni chemickych latek a pfipravkld vcetné
pesticidi podle Nafizeni vlady ¢.25/1998 Sb. piiloha ¢. 2 a podle Vyhlasky MZe CR
¢.84 dubna 1997. Testované latky a pfipravky se oznacuji z hlediska specialnich rizik
R vétami:

R 50: vysoce toxické pro vodni organismy: LC (EC,IC)so <1 mg-1’

R 51: toxické pro vodni organismy: 1 mg:1"' < LC (EC,IC)s < 10 mg1"

R 52: $kodlivé pro vodni organismy: 10 mg-1" < LC (EC,IC)so < 100 mg1”

Doba plsobeni latky je v testech na rybach 96 hodin (96hLC50),
na Daphnia magna 48 hodin (48hLCs),
a na fasach 72 hodin (72hLCsp).

2.3.1 Faktory ovlivaujici toxicitu latek, pFipravkii a odpadnich vod pro ryby a vodni

bezobratlé

Toxicita latek, piipravki a odpadnich vod pro ryby je ovliviiovano riznymi
faktory: rozpustnosti (slouceniny ur¢itého prvku rozpustné ve rodé jsou pro ryby
pripravkii zalezi celkova toxicita na toxicité uc¢inné latky, na jejim obsahu v ptipravku a
dale na toxicité vedlejsich komponentli obsaZzenych v preparatu. U pesticidd, tenzidu a
dalsich primyslovych preparatd se mohou vyrobky stejného urceni a oznaCeni od
riznych firem nebo rizné Sarze vyrobka od jedné firmy lisit ve svych toxikologickvch

vlastnostech.
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Citlivost ryb: Velmi citliva k cizorodym latkam a ptipravkim je skupina
ryb lososovitych, podstatné odolnéjsi jsou ryby kaprovité. Také mladsi ro¢niky jsou

cvr

ve srovnani se star§imi ro¢niky ryb citlivéjsi k toxickym latkam. Citlivost ryb je
také ovlivnéna jejich zdravotnim stavem a kondici. ZvySenou citlivost k cizorodym
latkdim a ke stresim je mozno pozorovat u ryb, zejména u ranného plidku, po
nakrmeni. Také ro¢ni obdobi ovliviiuje citlivost ryb (zejména teplomilnych)
k toxikantim a ke strestim. VSeobecné je mozné Fici, Ze po piezimovani je citlivost ryb
nejvyssi. Je to dano nejen ubytkem zasobnich latek v obdobi komorovani, ale i
Spatnou kondici a zhor§enym zdravotnim stavem v jarnim obdobi.

Charakter vodniho prostiedi: Nejvyrazngjsim faktorem v tomto sméru je
teplota. V3eobecné je mozno fici, Ze ¢im vyssi teplota, tim vyssi je toxicita latek a
pripravkii. Dalim faktorem je hodnota pH. Nejvétsi ovlivnéni je asi u amoniaku a
amonnych soli, kde s rostouci hodnotou pH vody vzrista velmi silné toxicita amoniaku
pro ryby. Naopak u kyanidu a sulfanu se jejich toxicita pro ryby se zvySujici se
hodnotou pH vody sniZuje.

Vseobecnym faktorem ovliviiujici toxicitu latek a pripravkd pro ryby je
koncentrace kysliku ve vodé. Pfi deficitnim kyslikovém stavu se toxicita vSech latek a

ptipravki zvysuje. (Svobodova et al., 1987)

2.3.2. Zdasady procesu testovdni 1é¢ivych pFipravki urcenych pro ryby

Tyto zasady jsou zde uvadény, proto, Ze cilem této prace bylo vytipovat
pripravek, ktery by mél byt cilené aplikovan do vodniho prostfedi. Vzhledem k tomu, Ze
takovy pripravek pfijde do pfimého styku srybou, maji zasady testovani léCivych
piipravki uréenych pro ryby a pfipravkt pro zlepSeni Zivotniho prostfedi hodne
spole¢ného.

Zkusenosti s rybou jako testovacim organismem jsou rozsahlé. Ryba se jiz
dlouho uplatiiuje v ramci monitoringu Zivotniho prostedi jako indikatorovy druh a jako
testovaci organismus pii toxikologickych testech pro latky a odpady. Podrobné jsou
vypracovany piesné metodické postupy pro akutni i chronické testy toxicity podle
norem OECD.

Obecné je nutné si uvédomit nékteré zvlastnosti ryby jako testovaciho
organismu. Velmi vyznamnym faktorem pro provadéni zkousek lécivych pripravku
uryb je kvalita Zivotniho prostredi téchto organismu, tzn. kvalita vody, kterd zasadne

muze ovlivnit vysledky zkousky. Rybu jako testovaci organismus je nutné chépat jako
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hejnovy typ. Vysetfeni nékolika jedinci je reprezentativni pro celé hejno ryb
za piedpokladu, Ze jsou viechny ryby chovéany za stejnych podminek. To v praxi ale
také znamena, Ze neni vhodné, a ve vét$ing pfipadd i nemozné, provadét opakované
odbéry a &asté manipulace, nebot’ to muZe zcela zisadné¢ negativné ovlivnit stav
organismu ryby a potazmo vysledky provadéného testu. Proto je nutné napi. pro
stanoveni farmakokinetickych parametri provadét v danych &asovych odstupech odbér
u riznych jedinch stejné skupiny (hejna). Pfi opakované injekéni aplikaci nebo
peroralni aplikaci sondou je nutné stejny ukon provést u kontrolni skupiny ryb se
stejnym pripravkem o stejném objemu bez obsahu u¢inné latky. Pfi celkovém
hodnoceni zkousky testovaného lé¢ebného pfipravku je nutno individualné ptihliZet k
poétu a rozsahu manipulaci vzhledem k negativnim u¢inkiim na cilovy organismus a
vedouci pokusu musi tyto okolnosti spravné interpretovat.

Veterinarni 1é¢ivé piipravky urené pro ryby (v€etné jejich vyvojovych a
reprodukénich stadii a s ur€itymi vyjimkami okrasnych ryb) musi vyhovovat vSem
registraénim pozadavkiim, tzn., musi byt bezpe¢né pro konzumenta, uZivatele a
prostiedi a dale G¢inné, s potvrzenim dobré snaSenlivosti (bezpe¢nost pro cilovy
organismus — rybu) a mit ¢i udrZet si v prub&hu pouzivani odpovidajici kvalitu.

Navrhovany postup zkouseni lécebnych pfipravki by mél byt zvazZen s ohledem
na jednotlivé ptipady. ProtoZe je ryba velmi specifickym piipadem cilového druhu
zvitat, prolinaji se pfi testovani vzajemné piedklinické a klinické zkouSky, napf.
zkouseni toxicity se s ohledem na pouZité druhy stava zaroven stanovenim
snaSenlivosti. Pokud jsou n&které aspekty zkouseni zménény nebo vynechany, je nutné

tuto skute¢nost oduvodnit.

2.4. Predklinické zkouSeni provadéné u ryb

2.4.1. ZkousSeni snasenlivosti

Zkouseni snasenlivosti (bezpe¢nosti pro cilovy organismus): musi byt provedeno
na hlavnich cilovych druzich. Studie provedené s jednim druhem ryb jsou povazovany
za odpovidajici pro posouzeni snaSenlivosti na jinych druzich ryb stejné zoologické
eledi (ev. rodu). Pro ucinné latky s novou chemickou strukturou nebo latky, které
nebyly diive uréeny pro ryby nebo jejich reprodukéni vyvojova a klidova stadia, je
nutné rozsahlejsi zkousSeni snaSenlivosti. Naopak zkracené zkouseni snaSenlivosti je

mozné u latek, jejichz toxikologicky profil je dobfe znam na odpovidajicich druzich.
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Pro zkou$eni se pouzivaji zdravé testovaci organismy. VZdy je nutna kontrolni
skupina ryb, se kterou jsou provadény stejné manipulace jako se skupinou ryb
pokusnych, kromé& vystaveni G¢inku zkouseného lé¢ivého piipravku. U ryb je mozné
v odivodnénych ptipadech vyuzit pfirozené infekce ryb a provést zkouSeni
snaSenlivosti na nemocnych rybach (testovacich organismech).

Stejny postup se tyka také testovani pomocnych farmakologickych latek
vyuZivanych pro ryby. Toto zkouSeni je mozné vynechat, jestlize jsou k dispozici
seridzni Udaje z literatury nebo pfedbézné udaje o dané latce.

Vlastni zkouska bezpeénosti pro cilovy organismus (snasenlivosti) je provadéna
stanovenim akutni toxicity po podani jedné davky lécebného ptipravku a testem toxicity
po opakovaném podani.

Pti akutnim testu toxicity po podani jedné davky zkouseného 1é¢ivého pFipravku
nebo pomocné latky ma byt ziskana hodnota ptiblizné letalni davky pro udaje o vztahu
mezi davkou a ucinkem. Test akutni toxicity zahrnuje také klinické sledovani a
patologicko-anatomické vySetieni pitvou, pokud je to mozné. Vlastni metodicky postup
akutniho testu se tidi metodickymi principy uvedenymi v OECD pokynu ¢. 203 ,.Test
akutni toxicity na rybach®, nutné odchylky v ramci potieb je nutné vzdy dokumentovat
a odivodnit v projektu pokusu. Zptisob aplikace lé¢iv musi byt provadén takovym
zpusobem, jak je zamySleno pro koneény piipravek. U ryb je aplikace lé¢ebného

ptipravku provadéna tfemi zptsoby:

2.4.1.1. Poddni ve vodé (koupel, ponoreni) — kontrolni skupiny musi byt vystaveny

stejné koncentraci pomocnych latek ve zkouseném lécebném pripravku.

2.4.1.2. Peroralni aplikace (sondou nebo medikovanym krmivem) — kontrolni

skupiné je v tomto piipadé podan zkouSeny pripravek bez u¢inné latky. Maximalni
aplikac¢ni davka by nemeéla piekrocit 2000 mg na 1 kg hmotnosti ryb. Objem aplikované
davky sondou nema prekro¢it 0,5 ml zkouseného roztoku (,,kase*) na 100 g hmotnosti

ryb pro dosazeni pozadované davky.

2.4.1.3. Injekcéni aplikace (intraperitonedlni nebo intramuskuldrni) — kontrolni

skupiné je aplikovan stejnym zpusobem stejny objem roztoku bez G¢inné latky.
Vzdy je nutné znat koncentraci ué¢inné latky v 1é¢ivém pripravku pied pouzitim v testu.

Testovany maji byt minimalné tii koncentrace: nejvy$si davka pro zjisténi vaznych
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toxickych aginkd. Vedouci pokusu musi obhajit vybranou velikost davky a délku
expozice.

Testované ryby v jednom testu maji byt odpovidajici velikosti, veéku,
fyziologickému stavu a piivodu. Velikost skupiny testovanych ryb je minimalné deset
kust. Pro kazdy test je nutné nasadit dvé pokusné nadrze a dveé kontrolni nadrze,
umisténi ryb je provedeno ndhodnym rozdélenim. Zkousené ryby jsou po dobu dvou
tydnti pted vlastnim testem aklimatizovany v pokusnych nadrzich a musi vykazovat
dobry zdravotni stav.

Pokud je letalni ddvka vyssi nez 2000 mg na 1 kg hmotnosti ryb, nemusi byt
provadény dali pokusy. Na zavér testu musi byt vSechny ryby vysetfeny
patologickoanatomickou pitvou.

Toxicita pfi opakovaném podani je sledovana pouze u ptipravkid uréenych pro
opakované podani. Postup odpovida pokynu OECD ¢. 204 . Test dlouhodobé toxicity na
rybach, 14 denni studie“. Vybér testovacich organismi je stejny jako u testu akutni
toxicity po jednom podani. Testované ryby v jednom testu maji byt odpovidajici
velikosti, véku, fyziologickému stavu a pivodu. Velikost skupiny testovanych ryb je
minimalné deset kust. Pro kazdy test je nutné nasadit dvé pokusné nadrze a dve
kontrolni nadrze, umisténi ryb je provedeno ndhodnym rozd€lenim. Zkousené ryby jsou
po dobu dvou tydnii pied vlastnim testem aklimatizovany v pokusnych nadrzich a musi
vykazovat dobry zdravotni stav,

Zpusoby aplikace vychazeji ze zasad aplikace pfi akutnim testu toxicity po
jednom podani. Pfi peroralni aplikaci je nutné provadét detailni zdznamy o prijmu
krmiva a soub&zné'podavané denni davce lé¢ebného piipravku. Kontrolni skupiny musi
byt krmeny bez pritomnosti testované latky stejnym zpusobem jako ryby testované.
Vedouci pokusu stanovi a odiivodni davkovaci schéma a délku expozice.

Béhem celého testu je nutné priibézné sledovat a zaznamenavat parametry
kvality vody (teplota, salinita, O>, NH3/NHa, tvrdost (3.Ca a Mg), pH, pritok) a klinicke
parametry (chovani ryb, pfijem potravy, pfiznaky nezadoucich ¢inkl, mortalitu).
U viech uhynulych ryb béhem testu musi byt provedeno patologickoanatomické
vysetfeni pitvou a histologicko-patologické vySetieni vybranych organi, eventualné
mista vpichu pfi injekéni aplikaci. Pokud je to nutné, jsou stejnym zpusobem vySetieny
i prezivajici ryby na konci testu.

Vyhodnoceni snadenlivosti je odvozeno z dokumentace toxikologickych a

klinickych zkouseni. Cilem je stanoveni terapeutického indexu, ktery urcuje hranice
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mezi maximaélni doporutovanou lé¢ebnou davkou a davkou zpdsobujici nezadouci
¢inky. Je dostaCujici stanovit minimalni nebo pfibliznou hodnotu tohoto faktoru.
U ptipravku uréeného pro opakovanou aplikaci je nutné zvazit maximalni
doporu¢ovanou délku pouZivani. Dale musi byt definovana povaha a frekvence
nezadoucich G&inkd, ktera je stanovena na zdkladé dikladného sledovani klinickych
pokusi. Sledovani interakci se tyka 1éebnych pripravki, které budou pravdépodobné

aplikovany soubézné.

2.4.2. Hodnoceni farmakologického ucinku

Pied testovanim létebného piipravku je tfeba shromézdit dostupné
farmakologické informace o pfipravku, pfipadné nékteré parametry stanovit. Pfesné
musi byt definovan chemicky vzorec, molekulova hmotnost, zéporny logaritmus
disocia¢ni konstanty (pKa) a rozpustnost.

Pro hodnoceni farmakologického t¢inku jsou pozadovany zkousky na cilovych
organismech. Studie provedené s jednim druhem ryb jsou povazovany za odpovidajici
pro posouzeni G¢inku na jinych druzich ryb stejné zoologické Celedi (event. rodu).
Vsechny zkousky musi byt provadény za stejnych podminek, jako je stanoven zpusob
aplikace daného lé¢ebného ptipravku.

V ramci farmakodynamiky je nutné znat farmakodynamické ucinky ucinné latky
zkouseného 1é&ebného piipravku, které jsou zakladem pro doporucené uziti pfipravku.
Musi byt znamy odekavané i vedlejsi Gcinky, popf. nezadouci ucinky. Pokud je to
mozné, je tieba stanovit ED50 (efektivni davku, kdy 50 % organism@ vykazuje
pozitivni farmakologicky uc¢inek).

Provadéni farmakokinetickych studii je u ryb velmi slozité. Sledovani casového
pribéhu koncentraci G¢inné latky a metabolitii v télnich tekutinach, tkdnich a exkretech
je u ryb mozné pouze na riiznych jedincich ze stejné experimentalni skupiny (hejna). U
nédhodné vybranych jedinci (doporuceno u deseti kusti, minimalné u Ctyf kusu) je
vySetfena télni tekutina (krevni plazma), obsah stfev a svalovina, pfipadné jatra
(hepatopankreas u kaprovitych ryb). Pokud je to vhodné, mély by byt farmakokineticke
studie provadény pii riznych teplotach vody.

U latek, které jsou uréeny k jednorazové aplikaci. je dostacujici jednodavkova
studie. Pokud je piipravek uréen pro opakované podani, je tfeba uvadét udaje

o dosazeni a udrzeni ustaleného stavu nebo o mozné akumulaci.

Strana 24 (celkem 79)




Cilem hodnoceni farmakologického u¢inku je stanoveni ¢asového prubéhu
koncentrace u¢inné latky v plazmé, eventualné v cilovych tkanich, ve kterych dochazi k
farmakologickym nebo toxickym u¢inkim. M¢la by byt stanovena rychlost a rozsah
absorpce. Pro 1é¢ivé ptipravky, u kterych je ucinnost zavisld na tkanové nebo
plazmatické koncentraci (u peroralni a injekéni aplikace), musi byt stanovena absolutni
nebo alesponi relativni biologicka dostupnost lé¢ebného pripravku. V ramci sledovani
distribuce je nutné zjistit jakékoliv zadrZzovani G¢inné latky nebo metabolitl. Pokud je
to mozné, ma byt stanoven metabolismus nebo biotransformace u¢inné latky. Musi byt

urena hlavni cesta exkrece G¢inné latky a jejich hlavnich metaboliti.

2.4.3. Mikrobiologie a parazitologie
Pokud je to mozné, provadi se dikaz uéinnosti in vitro. U bakteriostatik a

baktericidnich latek musi byt znamy nebo stanoveny a potvrzeny MIC (minimalni
inhibi¢ni koncentrace) nebo MBC (minimalni baktericidni koncentrace), nejlépe je
stanovit pomér MIC/MBC. Stanoveni se provadi u nejméné deseti piislusnych kment
daného patogenu, v pfipadé, ze patogen ma nékolik sérotypli, musi kmeny reprezentovat
rizné sérotypy. U antiparazitik musi byt uvedeny pfiblizné letdlni koncentrace pro
cilové druhy paraziti. Podle hodnot MIC jsou stanoveny ocekdvané lécebné

koncentrace u¢inné latky v krvi nebo séru, piipadné v cilovych tkanich.

2.5. Zkouseni rezidui

U ryb je stanoveni rezidui provadéno ve svaloviné v piirozené souvislosti s kizi,
v oddvodnénych piipadech v jatrech (hepatopankreatu u kaprovitych ryb). Studie se
sklada z jedno az dvoutydenni aklimatizace ryb, z obdobi aplikace zkouSeného
lé¢ebného piipravku a z faze odbéru vzorka pro stanoveni rezidui. Pokud neni urceno
vedoucim pokusu, jsou vzorky pro stanoveni rezidui odebirany minimalné po dobu 20
dni od posledni aplikace lé¢iva. Vzorek je odebiran vzdy od deseti kusd ryb jak
pokusnych, tak kontrolnich skupin.

Pro stanoveni rezidui plati stejné pozadavky na testovaci organismy, testovaci
prostiedi a manipulaci s testovacimi organismy jako pii pokusech predklinického a
klinického testovani. Pro uréeni rezidui je akceptovatelné vyuziti klinického pokusu
za predpokladu nasazeni dostate¢ného poétu testovacich organismu. ktery umozni

provést pozadované odbéry.
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Na zakladé stanoveni obsahu rezidui je uréena ochranna lhita lécebného
pipravku. U ryb se uvadi v dennich stupnich (stupfiodnech). Jeden stuptioden Je

pfedstavovan primérnou teplotou 1 °C podobu jednoho dne (24 hodin).

2.6. Klinické testovani

Hlavnim cilem sestavovani dokumentace k u¢innosti je prokazat léebnou
hodnotu nového lédebného piipravku uréeného pro ryby a definovat vhodnou davku a
davkovaci schéma. Klinické testovani je pozadovano pro kazdou doporucovanou
indikaci a skupinu cilovych organismii. Pokusy musi zahrnovat kontrolni skupiny.
Testovani musi probéhnout v experimentélnich i poloprovoznich podminkach. Terénni
zkouseni musi byt provadéno v souladu s GCP (Good Clinical Practice = spravna
klinicka praxe) podle pokynu Good Clinical Practice for the Conduct of Clinical Trials
on Veterinary Medicinal Products in the European Union (v CR vyhlaska o spravné
klinické praxi &. 472/2000 Sb., ve znéni pozdéjsich ptedpisi). Behem celého pokusu
jsou sledovany a zaznamenavany nezddouci u€inky, vedlejsi ucinky a snaSenlivost
cilovych organismi.

Vsechny pokusy musi byt provedeny v odpovidajicich podminkach, které jsou
dany pro doporutované pouziti lécebného piipravku. Vedle pokusnych skupin je
testovéana pozitivni a negativni kontrolni skupina. Kontrolnim rybam je provadén stejny

zpusob aplikace ,,placeba“ a vechny manipulace jako s rybami pokusnymi.

2.6.1. Pokusy pro stanoveni a ovéfeni davky tdose determination): cilem je stanovit

optimalni davku, davkovy interval a celkovou délku &by pro uvedené indikace.
Pokusy se provad&ji jako kombinace experimentalnich zkousek a terénnich
(poloprovoznich) pokusi. Udaje ziskané terénnimi pokusy jsou povazovany
za vyznamnéjsi. Pokud je predpoklad, Ze existuji rozdily ve farmakokinetice nebo
aginnosti v zavislosti na véku, velikosti, fyziologickém stavu ryb nebo kvalitativnich

parametrech vody je potieba provést diferencované studie.

2.6.2. Experimentdlni pokusy: maji mozZnosti kontroly a standardizace podminek
pokusu. Pokusy jsou provadény s hlavnimi cilovymi organismy — ryby musi byt
stejného stafi, velikosti a pivodu, musi byt vnimavé k chorobé. ktera ma byt léCena a

musi byt zaznamenan jejich zdravotni stav (vySetfeni vzorku deseti ryb z hejna pred
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pokusem). VSechny pokusy musi byt naplanovany tak, aby ziskané udaje byly vhodné
pro statistickou analyzu (poget a velikost skupin ryb). Testovana zvitata by neméla byt
vystavena v ptredchézejicim obdobi ¢elenZznimu mikroorganismu. CelenZni organismus
musi byt zdstupcem kmenu, ktery odpovidéd aktudlni nikazové situaci a ktery byl
izolovan a uréen pomoci vhodnych metod (ptednostné standardnich), které jsou detailné
popsany. Vysledky naddvkovani ¢elenZzniho organismu do riznych skupin musi byt
zaznamenany a zaloZeny na pocitani parazitd, mikrobiologickém testovani nebo dalsich

pfislusnych metodach.

2.6.3. Terénni pokusy: musi zajistit, Ze léCebny ptipravek je uéinny v riiznych

podminkach, které jsou v akvakulturnich chovech CR. Pro terénni klinické pokusy je
tieba vybrat 3 — 5 rybich hospodafstvi (farem) v takovém optimalnim zemépisném
rozmisténi, aby byly zastoupeny rizné podminky prostiedi. Kazdé hospodafstvi musi
mit vice stejnych nadrzi a dostatek ryb odpovidajiciho druhu, véku, velikosti, piivodu a
zdravotniho stavu. Chovatel musi byt patfi¢né progkolen, jak vést podrobné zaznamy
(pivod ryb, anamnéza, pfedchozi medikace, pouziti chemikalii nebo vakcinace.
vzplanuti onemocnéni, mortalita, lé¢ba, krmeni, zoohygiena parametry kvality vody —
teplota, kyslik, pH). V3echny ryby v jedné nadrzi jsou povazovany za jednu skupinu.
Pro terénni pokus musi byt pouzity minimaln& dvé skupiny, z toho jedna kontrolni.
Vétsinou je kontrolni skupina kontrolou pozitivni, tj. skupinou, kde je rozsifeno
onemocnéni, ale neni provddéna lé¢ba. Negativni kontroly nejsou pro testy nakazlivych
onemocnéni pozadovany.

Terénni klinické pokusy v komerénich rybich hospodaistvich by mély byt
provadény za spontannich vzplanuti infekci (ptirozenych infekci), pro které je
pozadovana c¢innost. Pak je nutné provést identifikaci pivodcti onemocnéni. Terénni
testovani anestetik a jinych nelécebnych ptipravki (napf. preventivnich) je provadéno
na zdravych rybach. Celenzni pokusy jsou v terénnim testovani akceptovany, pokud je
to odivodnéno vedoucim pokusu.

Je tieba stanovit kritéria pro diagnézu, ktera musi byt pouzita pro vSechny
terénni pokusy, véetné patologicko-anatomického vysetieni pitvou vzorku nejméné Sesti
ryb z kazdé skupiny. Bakterialni onemocnéni musi byt diagnostikovana pomoci izolace
minimaln€ ze Sesti kusi ryb a ur€eni patogenu co mozna nejvhodnési

mikrobiologickou metodou.
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Na zdklad¢ vysledki studii davka-odpovéd’, kinetickych udaji a vysledki
experimentalnich klinickych pokusi je stanovena doporu¢ena davka pro terénni pokusy.
V' dokumentaci musi byt stanovena kritéria pro hodnoceni ué¢innosti zkouseného
lé¢ebného pripravku. Také musi byt zaznamenana a diskutovana soutasné provadéna
léba v pribéhu pokusu. Mélo by byt podano vysvétleni nespecifické mortality a
komentafe k fyziologickym abnormalitdm, ke zménam chovani a také ke vzniku
rezistence. Kazdy terénni pokus musi byt detailné popsan podle stejnych protokolii na

vSech rybich hospodafstvich.
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3. Material a metodika

3.1. Charakteristika testovanych pripravki

Testovany byly dva piipravky. Insekticidni organofosfat Neocidol 600 EC na
bézi diazinonu, ktery je pouzivéan jako veterinarni lé¢ivo a insekticidni Nomolt 15 SC na
bazi teflubenzuronu. Piipravek Nomolt 15 SC je uveden v Seznamu registrovych

prostfedkt na ochranu rostlin 2004.

3.2. Neocidol 600 EC
Utinna latka: 600g.1"" dimpylatum

Piipravek je pouzivan jako veterinarni ektoparazitikum. Je uren k postfiku, ke
koupelim nebo k omyvani hospodatskych a domacich zvifat: prasat, skotu, koz, koni,
osli a pst. Piipravek je vysoce Gginny proti blecham, v3im, zakozkam, dosp€lym
stte¢kim i larvam, klistatim, klo$m a jinym ektoparazitim. Ptipravek je rovn€z ur¢en
k postiiku staji a k hubeni much. Nesmi se pouZivat u kocek a drubeZe.

Neocidol 600 EC se uziva jako emulgovany ve vodé po nafedéni. Je zde

ochranna lhiita pro maso 14 dnd a mléko 3 dny. Nesmi se pouzivat u koni, jejichz maso

je ur¢eno pro lidsky konzum.
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0,0-diethyl-O—(2-isopropyl-6methylpyrimidin)-4—yl-thiofosfat

Obrazek 3. Strukturni vzorec diazinonu (Tomlin, 2003)
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Ucinna latka Neocidolu 600 EC je stejna jako jiz u pouzivaného ptipravku
Diazinonu 60 EC. Komer¢ni vyrobu pro u¢innou latku diazinon, v jehoZz molekule je
zabudovan pyrimidinovy kruh, zavedla spole¢nost Geigy v roce 1952 (Cremlyn, 1985).

Je to systémovy insekticid s dosti znaénymi akaricidnimi u¢inky a celkem
dobrou reziduélni u¢innosti. Je dostate¢né tékavy, takZe je ulinny i proti mouchdm
(Cremlyn, 1985).

Utinné hubi fadu ptidnich skadct a $kidce ovoce, zeleniny a ryZe napf. kvétilku
zelnou, pochmurnatku mrkvovou, msice, svilusky, tfasnénky a $titénky. Déle je u¢inny
proti fadé $kidch dobytka a proti $kiidciim vyskytujicim se v doméacnostech. Mezi
sklizni jedlych plodi a posledni aplikaci by méla ub&hnout minimalni doba dvou tydnu.
Diazinon je pomé&mé malo toxicky pro savce: LDsg (oralng) pro krysy je 150 mg-kg =,
Dale je uginny proti fadé skiadct vyskytujicich se v domacnostech (Eto 1974, Martin
1974, Ware 1975).

Mnoho organofosforovych insekticidl vykazuje velmi  malou
anticholinesterazovou aktivitu in vitro a jejich G¢innost in vivo je vysledkem Cisté
metabolické aktivace. Piikladem aktiva¢niho procesu jsou enzymové oxidace (enzymy
oznacované jako MFO neboli oxidazy s Sirokou specifikou G¢inkli se vyskytuji ve
zvitecich, rybich a hmyzich bunétnych mikrosomech a za ptitomnosti NAPDH nebo
NADH oxiduji fadu lipofilnich substrati) thiofosfatd, jako je pravé diazinon, kde
probiha pfeména vazby P=S na P=O. Uvedené aktivace in vivo probihaji zpravidla
v hmyzim stfevé a v tukovych tkanich a jatrech obratloveu (Metcalf 1971, Fukuto et
Sims 1971). Také Piska¢ (1985) uvadi, Ze k metabolizaci dochazi jiz v krvi a z velke
Casti v jatrech a ledvinach.

Diazinon sam o sobé neni inhibitorem cholinesterazy. Avsak v téle zivocicht je
konvertovan na diazoxon, slozku, ktera je silnym inhibitorem tohoto enzymu (Eisler
1986, Gallo et Lawryk 1991).

V porovnani s mnoha dal$imi organofosfatovymi insekticidy, organizmy ktere
preziji inhibici cholinesterazy diazinonem podléhaji spontanni reaktivaci tohoto
enzymu. To znamena, Ze defosforylace nastupuje snadné&ji nez pfi inhibici jinymi

organofosfaty (Fleming et Bradbury 1981).

3.2.1.Charakteristika nebezpecnosti

Piestoze nékteré testy naznacuji, Ze diazinon ma mutagenni G¢inky. neni tato

domnénka priikazna. Nebyl zjistén zadny karcinogenni efekt (Gallo et Lawryk 1991).
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Polo¢as rozpadu diazinonu v t&le zvifat je asi 12 hodin. Probiha rapidni
metabolismus a vyluCovani diazinonu. Produkty metabolismu diazinonu jsou z t€la
odvadény mo&i a vykaly. Organismus vyloudi 70% metaboliti. U skotu bylo
pozorovano kratkodobé ulozeni (2 tydny) slozek diazinonu v tukové tkani (U.S. Public
Health Service 1995).

V rostlinném t&le podléha kompletnimu rozkladu s polocasem rozpadu kratsim
nez 14 dni, pficemz s klesajici teplotou roste perzistence pesticidu (nejvyssi perzistence
je pozorovéna u rostlin s vysokym obsahem oleje) (Eisler 1986).

Degradace diazinonu ve vodé zavisi na pH vody. Pfi nizké kyselosti se
koncentrace ve vodé sniZi na polovinu za 12 hodin, zatimco v neutralnim prostfedi tento
proces trva 6 mésicti (Howard 1991). Z tohoto divodu je obtizné stanovit bezpecnou
koncentraci diazinonu v prostiedi (Kanazawa 1978).

Organofosforové insekticidy jsou mnohem méné perzistentni nez insekticidy
organochlorové. To plati také pro diazinon, ktery se v piidé rozlozi za 2 az 3 tydny po
aplikaci (Cremlyn,1985).

Diagnostiku intoxikace Ize provést prikazem organofosfatd a jejich metabolitt
v krvi a mo&i, postmortalné ze vzorkd jater & ledvin, chromatografii (Piskal et al.

1985).

3.2.2. Toxicita pro ryby

LCs pro pstruha duhového je uvedeno v rozmezi 2,6 — 3,2 mg1" (Kidd et James
1991). Eisler (1986) dale uvadi velice rozdilnou toxicitu vzhledem k formé€, ve ktere je
diazinon testovan. Nejtoxict&jsi byl pro pstruha duhového v technické formé, kdy byla
pozorovana 96hLCsy = 110 pg.l”, zatimco k diazinonu rozpuiténému v tucich byl
pstruh duhovy nejméné vnimavy 96hLCso 19 mg1™.

Pro Leuciscus indus L. byla zjisténa LCsq 15 mg1™”.

Hodnota 96hLCs, diazinonu pro Poecilia reticulata byla 0,8 mgl”, pro
Brachydanio rerio 8 mg:l" (Keizer et al. 1991). OH et al. (1991) uvadgji tfi faktory.
které zapricinuji selektivni toxicitu diazinonu pro rizné druhy ryb. Jsou to rozdilna
inhibice acetylcholinesterazy, rozdilna detoxikace a rozdilna absorpce.

Teplomilné ryby jsou diazinonu vice odolné (U.S. Public Health Service 1995).
Ryby mofiské jsou vnimavéjsi oproti rybam sladkovodnim (Meister. 1992).

Diazinon je pomémé malo toxicky pro savee (LDsy oralné pro krysu Rattus

rattus je 150 mgkg™") (Eto, 1974).
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Biokoncentraéni koeficient se pohybuje v rozmezi od 17,5 u Poecilia reticulata
Peters az 200 u Pimephales promelas Raf. Tyto studie dokladaji, Ze diazinon neni u ryb

vyznamné biokoncentrovan (Howard, 1991).

3.3. Nomot 15 SC

Ucinna latka: teflubenzuron 150 g.I”

Insekticid firmy BASF vyvinuty Becherem vroce 1983 a poprvé pouZit
v Thajsku v roce 1984 (Tomlin, 2003).
Tento pripravek na ochranu rostlin se pouziva ve forme suspenzniho koncentratu

na ochranu zemé&délskych plodin a lesnich kultur proti $kodlivému hmyzu.

R 50/53 vysoce toxicky pro vodni organismy, muze vyvolat dlouhodobé

nepfiznivé ¢inky ve vodnim prostiedi (Anonym, 2005)

3.3.1.Charakteristika nebezpecnosti

Plsobeni: teflubenzuron piisobi na larvalni stadia motyli a fytofagnich
blanokfidlych predevsim jako poZerovy, Zalude¢ni jed. NaruSuje biosyntézu chitinu a
tim procesy svlékani. Larvy, housenky a housenice se dale nevyvijeji a hynou. Nékteré
druhy uz kratce po Ziru na oSetfené &asti rostliny kon¢i pozerovou aktivitu. Nejcitlivejsi
jsou nejmladsi stadia, ktera hynou v zavislosti na povétrnostnich podminkach a intenzité
ziru zpravidla po 5 — 7 dnech po o3etieni. Starsi larvy a housenky téze uhynou, ale az po
del$im ziru na oSetfené rostling. Na dospély hmyz - brouky a motyli — ptipravek

neucinkuje, ptsobi viak vyrazné chemosterilacné.

Piednosti piipravku je, Ze ziistdva na povrchu rostlin, ma pfiznivou toxicitu pro
teplokrevné Zivocichy, uginkuje proti rezistentnim kmenim $kidel a nepoSkozuje

uzite¢né ¢lenovce.
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CONHCONH F

F Cl

1-(3,5-dichloro-2,4-difluorofenyl)-3-(2,6-difluorobenzoyl)mocovina
Obrazek 4. Strukturni vzorec teflubenzuronu (Tomlin,2003)

3.3.2. Prehled toxicity

Toxicita pro savce: akutni oralni LDsy pro krysy a mysi je vy$si nez 5000
mg- kg pokozka a o&i: akutni perkutanni LDs, pro krysy je vice nez 2000 mgkg™”,
nedrazdi pokozku ani o¢i kraliki, NOEL (90dni) pro krysy 8 mg/kg Zivé hmotnosti
(denné€), pro psy 4,1 mg /kg zivé hmotnosti (denn&) Neni teratogenni ani mutagenni.

Ekotoxikologie: ptaci: akutni oralni LDs, pro kiepelky > 2250 mg-kg™, potravni
LCso pro kiepelky a kachny >5000 mg-kg™, ryby: LCso (96h) pro kapra a pstruha > 500
mg 1" veely: netoxicky pro vcely pokud se pouziva v doporucenych koncentracich.
LDso (mistni) >1 mg na v¢elu

Odbouravani v prostiedi: u krys, kterym byl pfipravek podavan oralné se
teflubenzuron a jeho metabolity vylucovaly velmi rychle ve vykalech a v mo¢i. V moci
byly identifikovany 3 metabolity. Rostliny tuto latku nepfijimaji a ani u nich neni
metabolizovan.

Puda a prostredi: DTsy v pudé 2-12 tydni. V pidé nastava rychla mikrobialni

pfeména na hlavni metabolit 3,5-dichloro-2,4- difluorofenylmocovinu.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Testy akutni toxicity

Test akutni toxicity na rybach

Byl provadén podle standardniho operaéniho postupu, zpracovaného
v toxikologické laboratoti VURH JU Vodiiany, ktery vychazi z CSN ISO 7346-2 a
OECD 203. K ptipravé zasobnich roztoki a k pfipravé fedici vody byla pouzita

deionizovana voda.

4.2.Testovaci organismy

K testim byla pouZita Zivorodka duhova (Poecilia reticulata Peters) a plidek

pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss).

4.2.1 Zivorodka duhovd

Poecilia reticulata - (zivorodka duhova)

K testim byly pouzity ryby stafi 3-4 mésici o délce téla 15-20 mm, dobrého
zdravotniho stavu z chovu VURH JU. Postup chovu Zivorodky duhové je uvedeny
v piiloze této prace. K testim jsem pouZila ryby, které byly pohlavné diferencované
(samice neméli zietelnou “zarode¢nou” skvrnu). Ryby byly v pfirozeném poméru
pohlavi 1:1, pfiemZ jsem vybirala do jednotlivych testovacich nadob ryby nahodné.
Ryby pouzité do testii akutni toxicity se pfed zahajenim testu chovaly pfi teploté 21 + 2
°C, 48 hodin pied za¢atkem testu a béhem testu nebyly krmeny.

Obrazek 5. Poecilia reticulata Obrazek 6. Poecilia reticulata &
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4.2.2. Pstruh duhovy
Oncorhynchus mykiss - (pstruh duhovy).

Byl dovezen ze pstruhatstvi Josefa Miekese Zvotoky. Ryby byly ve velikosti 10-
15 ecm. Testy probihaly v 25 | akvariich za stilého vzduchovéani a udrZovani nizké
teploty do 15 + 2 °C. Teplota vzduchu byla udrzovana pomoci klimatizaéni jednotky.
(OECD EO 7346-2, 1999).

Pfed vlastnim testem byly ryby adaptovany na podminky testu. Ryby jsem

vybirala do jednotlivych testovacich nadob nahodné.

Obrazek 7 Oncorhynchus mykiss

4.2.3. Testy akutni toxicity na Daphnia magna

K testim byla pouzita perloocka Daphnia magna Stratus z laboratorniho chovu
VURH JU. Pro testy se pouzivaly perloocky ve stati 24 hodin, nejméné tfeti generace
ziskané acyklickou partenogenezi za podminek zdravého prosperujiciho chovu. Zasady

chovu Daphnia magna jsou uvedeny v pfiloze této diplomové prace.

Daphnia magna (hrotnatka) patii do fadu perloocky (Cladocera) a podkmenu
korysi (Crustacea). V dospélosti miiZe byt az 6 mm velka. T&lo se skladé z hlavy, hrudé a
zadecku. Je nezietelné ¢lankované a uloZené ve dvouchloptiové skofapce, ktera miize byt
u dravych druhii redukovana. Skofapka nikdy nekryje hlavu. Dafnie mé jedno velké
sloZené oko, z pravidla jedno naupliové ocko a dva pary antén. Prvni par antén je
zakrnély a md smyslovou funkci, druhy par je mohutny, dvouvétevny a slouzi
perloockdam k pohybu. Dafnie ma 46 pari hrudnich kongetin, které jsou zpravidla

listovité a slouzi k filtraci potravnich &astic a k dychéni.
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obrazek 8 Daphnia magna

Konec zadecku je pozménén ve zvlastni organ (postabdomen), zakonceny dvéma

drapky (Hartman, Piikryl, Stédrotisky,1988).

4.2.4.Test akutni toxicity na Fasdch Desmodesmus subspicatus

Ktestim byla pouzita sladkovodni ftasa Desmodesmus subspicatus
z laboratorniho chovu VURH JU Rasové inokulum pro tento test se odebira
z exponencialné rostouci inokula¢ni kultury. Pro kultivaci této kultury se pouzije Zivny
roztok pfipraveny smichanim jednoho objemového dilu zasobniho roztoku Zivin s osmi

dily vody. Ptida se takovy objem zasobni fasové kultury, aby pfi desetindsobném

». r W ~r W 4 N r
ziedéni zZivnym roztokem dosahovala hustota bun€k fadoveé 10 v 1 ml. Inokulaéni

kultura se udrzuje po dobu 3 dni za podminek testu a poté se pouzije pro inokulaci.

Obrazek 9 a 10 Desmodesmus subspicatus

Udrzovani kmenové kultury se provadi na Sikmém 1,5 % agaru ve standardnim
zivném mediu, na nepfimém dennim svétle pfi laboratorni teploté, preockovava se

jedenkrat za dva mésice
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Zésobni kultury se péstuji ve 250 aZ 300 ml Erlenmayerovych baiikach se 100
ml standardniho Zivného media, za stejnych podminek jako udrzovaci kmenova kultura
Piedkultivace se provadi v termoluminostatu za stejnych podminek jako vlastni

test.

4.3. Podminky testu

4.3.1.Poecilia retikulata
Béhem testu a 48 hodin pred nim nebyly ryby krmeny. Pfi testech na Poecilia

reticulata se neprovadéla aerace (vzduchovani). V testu na Poecilia reticulata byla
teplota vody 21 + 2°C a délce expozice 96 + 2 hodiny. Stejné tak se provadéla i vyména
lazné po 48 hodinach v zavislosti na charakteru testovaného vzorku. Aby nasyceni vody

kyslikem v priibéhu testu nekleslo v kontrole pod 60 % (bylo méfeno na zacatku testu,

po 24 hodinéch a na konci testu ), doporuceny pomér hladiny k objemu roztoku 800 cm2
na 10 litrdi — témto podminkam vyhovuji potravinaiské sklenice o objemu 3 litrti, kam
se odmeéfuji 3 litry lazné (obrazek 11).

Piedbézny test: sestaval ze 6-7 koncentraci testované latky, volenych v Sirokém
rozpéti. Do jednotlivych koncentraci testované latky o objemu 1000 ml se nasazovalo
po tfech kusech Poecilia reticulata.

Zakladni test: sestaval ze 6-7 riznych koncentraci testované latky v rozmezi
stanovené predb&znym testem nachazejici se v okoli predpokladané hodnoty LCso. Do

pripravenych koncentraci o objemu 2 litri se nasadilo po 7 kusech Poecilia reticulata.

4.3.1.1.Provedeni testu - stanoveni hodnoty LC s pro ryby
Testovana latka byla davkovana ve formé roztoku. Na zacatku testu, ve 24

hodinovych intervalech a na konci testu se méfila teplota, pH a koncentrace
rozpusténého kysliku. Po 48 + 2 hodinach se ryby prelovily do ¢erstvé pripravenych,
vytemperovanych roztoki testované latky. V prib&hu testu se zaznamenavala mortalita
ryb. Uhynuli jedinci byli odlovovéni. Po ukongeni testu se méfila délka téla ryb u 10 %
k testu pouzitych ryb. Na zakladé vysledk testu byla vypoctena hodnota 96hLCsy. (ON 46
6807 Test akutni toxicity na rybach a dalsich vodnich ZivociSich. UNM Praha.)

Jedinci, ktefi prezili se po ukonceni testu, usmrcovali (s vyjimkou ryb

z kontrolni skupiny) oxidem uhli¢itym (Beklova a Svoboda. 1999).
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Obrazek 11 testovaci nadoby

4.3.2.Oncorhynchus mykiss
Béhem testu a 48 hodin pfed nim nebyly ryby krmeny. Pfi testech na

Oncorhynchus mykiss se provadéla aerace (vzduchovani). Pro Oncorhynchus mykiss
byla teplota vody b&hem testu 15 + 2 °C, délka expozice byla 96 + 2 hodiny. Stejn& tak
se provadéla i vyména 14zné& po 48 v zavislosti na charakteru testovaného vzorku. Aby
nasyceni vody kyslikem v priib&hu testu nekleslo v kontrole pod 60 % (bylo mé&feno na
zaGatku testu, po 24 hodinach a na konci testu ). Oncorhynchus mykiss se nasazoval do
akvéria o objemu cca 25 1 po 5 kusech. Stejnym zptisobem se nasazovala i kontrola.

Piedbézny test: sestaval ze 6-7 koncentraci testované latky, volenych v Sirokém
rozpéti. Do jednotlivych koncentraci testované latky o objemu cca 25 1 se nasazovalo
po péti kusech Oncorhynchus mykiss.

Zakladni test : sestaval ze 6-7 riznych koncentraci testované latky v rozmezi
stanovené predb&znym testem nachazejici se v okoli pfedpokladané hodnoty LCso. Do

pripravenych koncentraci o objemu cca 25 litr se nasadili Oncorhynchus mykiss.

4.3.2.1.Provedeni testu - stanoveni hodnoty LC so pro ryby

Testovana latka byla davkovana ve formé roztoku. Na zacatku testu, ve 24
hodinovych intervalech a na konci testu se méfila teplota, pH a koncentrace
rozpusténého kysliku. Po 48 + 2 hodinach se ryby pfelovily do erstvé pfipravenych,
vytemperovanych roztokli testované latky. V priibéhu testu se zaznamenéavala mortalita
ryb. Uhynuli jedinci byli odlovovani. Po ukon&eni testu se méfila délka téla ryb u 10 %
k testu pouzitych ryb. Na zékladg vysledkii testu byla vypoctena hodnota 96hLCso. (ON 46
6807 Test akutni toxicity na rybach a dalsich vodnich Zivocisich. UNM Praha.)

Jedinci, ktefi piezili, se po ukon&eni testu usmrcoval (s vyjimkou ryb

z kontrolni skupiny) oxidem uhli¢itym (Beklova a Svoboda. 1999).
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Obrazek 12 testovaci nadrze

4.3.3. Platnost testu (validace)

Vysledky se povazuji za platné, jestliZe jsou splnéna nasledujici kritéria:

* Koncentrace rozpusiténého kysliku v testovanych roztocich a v kontrole b&hem

celého testu neklesla pod 60 %,
* Koncentrace testované latky b&hem testu neklesla pod nominalni koncentraci 80%,
* Mortalita kontrolnich ryb neptekrogila 10 %,

*  Zjisténa hodnota 96h1.Cs standarduj e ve schods z vysledky odpovidajicimi pro tento standard.

4.3.4. Akutni imobilizacni test na perloockdch

Byl provadén podle standardniho operatniho postupu, zpracovaného v
toxikologické laboratofi VURH JU Vodnany, ktery vychazi z CSN ISO 6341 a OECD
202.

Teplota vody b&hem testu byla 21 + 2 °C pfi délce expozice 48 + 2 hodiny.
Testovaci organismy jsem nasazovala do sklenénych kadinek o objemu 100 ml v
jedné &i dvou paralelnich testech, v zavislosti na druhu testu. Dafnie jsem
nasazovala pomoci sklenéné trubicky s malym objemem vody, tak aby nedoslo
k zavzdu$néni. B&hem testu se dafnie nekrmily. Test probihal bez osvétleni (v Seru) a

bez areace.

Na zaCitku testu, po 24 hodinich a na konci testu jsem méfila teplotu.
V nadobéch, kde doslo v pribéhu testu ke 100% thynu nebo imobilizaci testovacich
organizmi jsem také zméfila koncentraci rozpusténého kysliku a v zavéru testu jsem ve

v8ech zbyvajicich nadobach zméftila koncentraci rozpusténého kysliku.
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4.3.4.1.Provedeni testu- stanoveni hodnoty LCsy pro Daphnia magna

Predbézny test: tento test sestaval ze 6-7 rtznych koncentraci testovaného
vzorku, volenych $irokém rozpéti (podle povahy testovaného vzorku, obvykle u latek
od 1-1000 mg-1") a kontroly. Do kazdé koncentrace se nasazovalo 10 kusu testovaciho

organismu.

Zikladni test: zékladni test sestaval z 6-10 riiznych koncentraci testovaného
vzorku v rozmezi stanovené piedb&Znym testem. Pro kazdou koncentraci se
nasazovaly obvykle dvé paralelky (tzn., Ze pocet nasazenych organismi byl 10+10 ks).
Rozsah koncentraci se volil tak aby bylo mozZno stanovit hodnotu LCso. Pracovni postup
byl stejny jako u pfedbézného testu. Soucasné se nasazovala i kontrola. Na zakladé

vysledkt zakladniho testu byla vypoc¢tena hodnota 48hECs.

Obrazek 13 testovaci kadinky

V pribéhu testll jsem zaznamenavala imobilizaci a mortalitu dafnii, kontrola se
provadéla po 24 a 48 hodinach. Pocitala jsem imobilni jedince v kazdé nadobé (pokud
nebyli schopni se rozplavat za 15 s po mirném zamichani roztoku, povaZovala jsem je za
imobilizované, i kdyz jest¢ pohybovaly tykadly). Dale jsem kontrolovala teplotu a

koncentraci rozpusténého kysliku.

4.3.4.2. Platnost testu (validace)

Vysledky se povazuji za platné, jestlize byla splnéna nasledujici kritéria:

e Koncentrace rozpusténého kysliku v testovanych roztocich na konci testu je

vétsi nebo rovna 2 mg-l ',

e Koncentrace testované latky béhem testu neklesla pod 80 % nominalni koncentrace,
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e Imobilizace kontrolnich organismi je mensi nebo rovna 10 %,

e Zjisténa hodnota 24hL.Csy dichromanu draselného je v rozsahu 0,6 mg:l Tdo 1,7

mgl .

4.3.5. Test inhibice rustu sladkovodnich fas Desmodesmus subspicatus

Rasy byly inkubovany po dobu 72 hodin. V dob& inkubace se v nich jedenkrat

za 24 hodin méfila hustota bunék. Uginek testované latky na fasovou kulturu se
projevoval jako inhibice (sniZeni rdstu nebo rustové rychlosti ve vztahu k ristu
kontrolnich kultur) a potom se vyhodnotil 72hICso. Pokud testovana latka ptisobila
stimulaéné pouze v nizkych koncentracich a vys$§i koncentrace pusobila inhibi¢né,

vyhodnocuje se ICs za pouziti koncentraci, kde byla prokdzana inhibice ristu.

Obrazek 14. Erlenmayerovy bariky (kultivace ras)

4.3.5.1 Provedeni testu- stanoveni hodnoty 72hICsopro Desmodesmus subspicatus

Teplota vody b&hem testu byla 25 + 2 °C p#i délce expozice 72 + 2 hodiny.
Testovaci organismus se nasazoval do testovaného roztoku 25 ml ve 100 ml
Erlenmayerovych barikach, jejichz pocate¢ni koncentrace fasové suspenze: 10 000 +
2000 bunék v 1 ml, ve dvou paralelnich testech. Béhem celého testu bylo kontinudlni
osvétleni 6 000 lux, max. 10 000 lux. A minimalné tiikrat denné se fasové suspenze
ruéné promichavaly. Kontrola podminek testu se provadéla na zacatku testu a ve 24
hodinovych intervalech, kdy se méfila teplota a hodnota pH roztokd.

Predbézny test: tento test sestaval ze 6-7 ruznych koncentraci testovaného
vzorku, volenych Sirokém rozpéti (podle povahy testovaného vzorku, obvykle u latek od
1-1000 mg-1") a kontroly. Pro kazdou koncentraci testované latky se pfipravily objemy

25 ml standardniho Zivného roztoku s testovanou latkou, ktery se inokuloval fasovou
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suspenzi. Kontrolni fasy byly kultivovany v Zivném roztoku bez ptidavku testované

latky,

Zikladni test: zékladni test sestaval z 6-10 riznych koncentraci testovaného
vzorku v rozmezi stanovené pfedb&Znym testem. Pro kaZdou koncentraci se
nasazovaly obvykle dvé paralelky (tzn., Ze od kazdé koncentrace se inokulovaly dvé
bariky). Rozsah koncentraci se volil tak aby bylo mozZno stanovit hodnotu LCso. Pracovni
postup byl stejny jako u pfedbézného testu. SouCasné se nasazovala i kontrola. Na
zdkladé¢ vysledka zakladniho testu byla vypoé&tena hodnota 72hICs.

Hodnota ICsg se vyhodnocuje dvéma zdkladnimi zpiisoby:
1) stanoveni hodnoty IC50 pomoci integrali biomasy (ICsg4)
2) stanoveni hodnoty IC50 pomoci riistovych rychlosti (ICs,,)

Podrobné;jsi postup pii vypoétech je uveden v piiloze této diplomové prace.

Priprava inokula - fasova suspenze v Zivném roztoku se necha usadit, horni
¢ira vrstva zivného roztoku se slije. Tim se fasova suspenze zahusti a v poéitaci
komirce se stanovi jeji hustota. Vypo&tem se ur¢i objem fasové suspenze, kterym se

inokuluje koncentraéni fada a kontrola.
Poditani Fas v Biirkerové pocditaci komirce - pocitaji se fasy v 50 velkych
Ctvercich a vysledna hodnota se nasobi ¢islem 5 000. Tim se ziska pocet bunék v 1 ml

rasové suspenze.

o
}
i
L
T
}
=
& ——
= S
1
}
[
1
1
; +
T
]
i ¢
- e
» a
° L4 -
s
- - b
- -
* g *
e
' - -
o
=
\

Obrazek 15 Burkerovy komarky
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Vypoéet potirebného objemu inokula — v pogitaci komirce se stanovi hustota
kultury
z predkultivace. Testovaci i kontrolni roztoky se nao¢kuji stejnym mnoZzstvim fasové
suspenze tak, aby po naockovani bylo ve vSech testovacich i kontrolnich kulturach
10000 + 2000 bungk v I ml.

Kultivace - pokusné i kontrolni bariky se uzaviou parafilmem a umisti
do termoluminostatu.

4.3.5.2. Platnost testu (validace)

Vysledky testu se povazuji za platné, jestlize byla splnéna nasledujici kritéria:
e hustota bun¢k u kontrolniho vzorku se musi v pribéhu 72 hodin zvysit vice nez

16krat,

e pH v kontrolnim vzorku se nema zménit béhem testu o vice nez 1,5 jednotky,
e 7zjisténa hodnota 72hICsy dichromanu draselného je ve shodé s vysledky

odpovidajicimi pro tento standard.

4.4. Hodnoceni testu toxicity

Vyhodnoceni bylo provadéno pomoci probitové analyzy, tj. analyzy kvantalnich
dat, ur¢enych relativni ¢etnosti uhynulych jedinc v zavislosti na koncentraci, resp.
na jejim logaritmu, pficemz se esovitd regresni kiivka aproximuje distribu¢ni funkci
normalniho rozlozeni. Probitova analyza byla provedena pomoci pogitatového programu

EKO -TOXS. 1.
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3. Vysledky

Validace vysledki

S.1. Testy na Desmodesmus subspicatus

V priibéhu 72 hodinové expozice se hustota bun&k u kontrolniho vzorku zvysila
vice nez 16krat. V kontrolnim vzorku se nezménilo pH béhem testu o vice nez 1,5

jednotky

3.2. Testy na Daphnia magna

V pribéhu 48 hodinové expozice nebyla imobilizace kontrolnich organismu
vyssi nez 10 %. Nasyceni vody kyslikem nekleslo v 74dné koncentraci pod 2 mg - 1.

Nominalni koncentrace testované latky neklesla pod 80 %.

5.3. Testy na rybach

V pribéhu 96 hodinové expozice nedoslo k thynu ryb v kontrolnich akvariich,
stejné¢ tak i nasyceni vody kyslikem nekleslo v Z4dné testované koncentraci ani
v kontrolnich akvariich pod 60 %. Udrzeni nominalni koncentrace testované latky nad
80 % bylo zajisténo vyménou testované lazné. Teploty se v prub¢hu testu pohybovaly

v daném rozmezi doporu¢eném pro dany druh ryb.

Lze tedy konstatovat, Ze podminky validace byly splnény a vysledky testi jsou
platné
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5.4. Vysledky testii pripravku NOMOLT 15 SC

5.4.1.Vyhodnoceni testii inhibice ristu sladkovodnich Fas Desmodesmus subspicatus

Tabulka 2 Vysledky ptedbézného testu

Hustota rasové

Cislo Nominalni
bariky koncentrace SUSPENZe fpocet bunck Teplota“C Pr
ve 100 ¢tvercich)
mg1” 24 | 48 | 72 0 |24 | 48 | 2] 0 | 72
1 0,1 16 118 | 482 | 24,0 | 26,5 | 25,5 | 26,5 | 7,95 | 9,43
2 0,5 22 188 | 450 | 23,5 | 265 | 25,5 | 26,5 | 7,93 | 9,41
3 1,0 25 135 | 402 | 23,5 | 265 | 25,5 | 26,5 | 7,94 | 9,46
4 5,0 26 155 | 552 | 24,0 | 26,5 | 25,5 | 26,5 | 7,93 | 9,48
5 10,0 18 74 | 490 | 23,5 | 26,5 | 25,5 | 26,5 | 7,92 | 9,37
6 100,0 10 14 20 | 24,0 | 26,5 | 255 | 26,5 | 7,89 | 8,34
7 500,0 1 2 0 [23,5]265]255] 26,5 | 7:82 | 7.83
K1 0 18 137 | 458 123,51 265|255 26,5 | 7.86 | 9,40
K2 0 17 122 | 368 | 23,5 26,5 | 25,5 | 26,5 7,86 | 9,40
Pocate¢ni hustota fasové suspenze: 10225 bun&k -ml”
Tabulka 3 Vysledky zakladniho testu
Cislo Nominalni FUSIDEIESOIC
barky koncentrace SUSPENZe (pocet bunék L PH
ve 100 Ctvercich)
mg|" 24 | 48 | 12 0 |24 ] 48 | 72| 0 | 712
1 10 24 | 93 | 435 [ 230 | 250 260 | 255 | .77 | 9.30
2 20 15 67 | 359 | 2302501260 255777928
3 40 14 50 175 23.0 | 25,0 | 26,0 | 25,5 7,75 | 9,22
4 60 15 | 37 | 68 [ 230250/ 260|255 776 | 9,23
5 80 10 19 28 123012501260 255775857
6 100 9 | 10 | 14 230250260 255 | 7.74 | 7.88
K1 0 16 | 107 | 480 | 23.0 | 25.0 | 26,0 | 25.5 | 7,75 | 923
K2 0 13 95 | 455 12301250260 255775923

Pocate¢ni hustota fasové suspenze: 10076 bunék ‘ml”
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Graf 1 Vyhodnoceni inhibice rustu sladkovodnich Fas Desmodesmus subspicatus

podle ploch pod ristovymi kiivkami

Koncentrace Primérna hustota bunék Inhibice
(pocet bun¢k v 1 ml)

mg:1" 1. den 2. den 3. den %

kontrola 40000 270000 1105000 0

10 60000 232500 1087500 3.1

20 37500 167500 897500 249

40 35000 125000 437500 57.8

60 37500 92500 170000 77.3

80 25000 47500 70000 90.2

100 22500 25000 35000 95.2

72h1Csos = 34.0 mg-I"

8 =

| Probit
7T :
6 -~
5 B
4 P - - s — e e -
T -
3 - :
5 B Loéaritmus koncentrace

2.3 233 276 299 322 345 3.68

391 414 437
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Graf 2 Vyhodnoceni inhibice riistu sladkovodnich Fas Desmodesmus subspicatus

podle rychlosti ristu rFas

Koncentrace hustota bunék Inhibice
mg:1" (pocet bunek v I ml) %
kontrola 1105000 0

10 1087500 0.3

20 897500 4.4

40 437500 19.7

60 170000 39.8

80 70000 58.7
100 35000 73.5

72hIC 59, = 68.5 mg-1”

8 T Probitf

_-—Lognor
,f“/'v‘

LN

(9]

Logaritmus koncentrace

5]

2.3 253 276 299 322 345 368 391 414 437 4.6l

[}
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5.4.2. Vyhodnoceni akutniho imobilizacniho testu na perloockdch Daphnia magna

Tabulka 3 Vysledky ptedbézného testu

Cislo bafiky Koncentrace Mortalita (ks) Nasyceni vody Oz na konci
mg1” 24 hodin | 48 hodin testu
1 0,00001 0 0 97 %
2 0,00010 0 I 97 %
3 0,00100 3 6 97 %
4 0,0050 2 10 97 %
3 0,010 4 10 97 %
6 0,050 6 10 97 %
7 0,100 8 10 97 %
K1 0 0 0 97 %
Tabulka 4 Vysledky zakladniho testu
Cislo bariky | Koncentrace Mortalita
S odi i Nasyceni vody Oz na konci
mg:l™ testu
ks % ks %
1 0,00001 0+0 0 3+2 | 25% 96%
2 0,00010 | 2+1 | 15% | 6+3 | 45% 96%
3 0,00050 3+2 25% | 4+3 | 35% 96%
4 0,00100 | 3+3 | 30% | 9+7 | 80% 96%
5 0,00500 6+7 65% |9+10| 95% 96%
6 0,0100 6+5 55% | 10+10 | 100% 96%
7 0,0200 | 5+6 | 55% |10+10] 100% 06%
K1 0 0 0% 0 | 0% 96%
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Graf 3 Vyhodnoceni akutniho imobilizaéniho testu na perloo¢kdch Daphnia magna

Koncentrace Imobilizace
ugl™ %

0.01 25.0

0.1 45.0

0.5 35.0
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5 95.0
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8 ~..»I;..r06it;” —————— sap—— - : - " . ”

i
H

i i
Logaritmus koncentrace

461 -391 -322 -253 -1.84 -1.15 -046 023 092 1.6l
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5.4.3. Vyhodnoceni testii akutni toxicity na rybdch Oncorhynchus mykiss

Tabulka 5 Vysledky predb&Zného testu

Cislo Mortalita
.. | Koncentrace Velikost ryb
nadrze ks y
| 24 48 72 96 Hmotnost | Délka
mg| ) | ks | %
hodin | hodin | hodin | hodin g mm
1 100 0 0 0 0 010 4,0 66
2 500 0 0 0 0 010 5,9 69
3 1000 0 0 0 0 010 5,9 67
K 0 0 0 0 0 010
Tabulka 6 Vysledky zakladniho testu
Cislo Mortalita
.. |Koncentrace Velikost ryb
nadrze ks ¥
i 24 48 72 96 Hmotnost | Délka
mg1 ks | %
hodin | hodin | hodin | hodin g mm
1 1000 1 0 0 0 1 | 143 4.4 61
2 2000 0 0 0 0 0 0 10,0 77
3 3000 2 2 1 1 6 | 85,7 7,1 69
4 4000 2 2 0 0 4 | 57,1 5,0 62
5 5000 3 3 0 1 7 | 100 5,8 69
K 0 0 0 0 0 0 0 4,5 70
72 59
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Graf 4 Vyhodnoceni testii akutni toxicity na rybdch Oncorhynchus mykiss

Koncentrace Mortalita
mg"! %
1000 14.0
2000 0.0
3000 86.0
4000 57.0
5000 100.0
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3.4.4. Vyhodnoceni testii akutni toxicity na rybdch Poecilia reticulata

tabulka 7 Vysledky ptedbézného testu

Cislo Mortalita Velikost
... | Koncentrace
nadrze ks 5 ryb
1 24 48 72 96 Délka
mg| _ ks %
hodin | hodin | hodin hodin mm
1 0,1 0 0 0 0 0 0 16
2 1,0 0 0 0 0 0 0 18
3 5,0 0 0 0 0 0 0 18
4 10,0 0 0 0 0 0 0
5 50,0 0 0 0 0 0 0
6 100,0 0 0 0 0 0 0
7 200,0 0 0 0 0 0 0
8 500,0 0 0 0 0 0 0
9 1000,0 0 0 0 0 0 0
K 0 0 0 0 0 0 0

Tabulka 8 Vysledky ovéfovaciho testu

Cislo Mortalita Velikost
_ . | Koncentrace

nadrze ks 5 ryb

, 24 48 72 96 Délka
mg | ks %

hodin | hodin | hodin | hodin mm

1 1000 0 0 0 0 0 0 18

2 1000 0 0 0 0 0 0 20

3 1000 0 0 0 0 0 0 17

K 0 0 0 0 0 0 0 17

U Poecilia reticulata se grafické znazornéni neprovadélo nebot’ byl zde byl zaznamenan
nulovy Ghyn coz je

96hL.C 59 > 1000 mg-I"
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5.5. Vysledky testa pripravku NEOCIDOL 600 EC

5.5.1. Vyhodnoceni testii inhibice riistu sladkovodnich Fas Desmodesmus subspicatus

Tabulka 9 Vysledky pfedb&Zného testu

Hustota rasové

Cislo |  Nominalni
W I — suspenze (pocet bunék ve Teplota °C pH
100 ¢tvercich)
mel! | din | hodin |hogin| © | 24| 48| 2| 0 | 7
1 0,1 13 66 257 1 23.026,0265] 265|779 928
2 0,5 17 94 387 | 23,0 26,0 26,5265 | 777|920
3 1,0 12 103 362 23,0 | 26,0 | 26,5 | 26,5 7,75 | 9,20
4 5,0 13 41 264 | 230 (2601265265 | 775|917
5 10,0 2 4 33 123,0]26,0 26,5265 | 7,60 | 825
6 50,0 4 6 1 23.0 | 26,0 | 26,5 | 26,5 7,64 | 7,94
K1 0 22 86 371 | 23,0260 265 26,5 | 784|932
K2 0 19 77 344 | 230 26,0 | 26,5 | 26,5 | 7,84 | 9,32
Pocate¢ni hustota Fasové suspenze: 10290 bunék ‘ml”
Tabulka 10 Vysledky zakladniho testu
Cislo | Nominalni Flustota fasove
paiiky ) concentrace | SUSPENZE (pocet bunék ve Teplota °C pH
100 ¢tvercich)
mel’ ot hodin | hodin | © | 24 | 48| 72| 0 | 72
1 1,0 18 106 | 465 | 240 | 265|275 | 27,0 788]938 |
3 5,0 20 125 | 380 | 240 | 26,5270 26,5 | 7,88 |9.40
3 10,0 8 40 160 24,0 | 26,5 | 27,0 | 26,5 7,89 1942
4 20,0 8 3 3 24,0 | 26,5 |27,5| 27,0 | 7,88 | 7.98
5 50,0 3 2 1 24.0 | 26,5 | 27,5 | 26,5 | 7.87 | 7.86
K1 0 20 111 | 448 | 240 | 270|275 26,5 | 7.84 932
K2 0 20 | 104 | 496 | 240 | 27.0 | 27.5 | 265 | 7.84 [ 932

Pocatecni hustota fasové suspenze: 10116 bunék -ml”
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Graf 6 Vyhodnoceni testi inhibice riustu sladkovodnich Fas Desmodesmus subspicatus

podle rychlosti rustu ras

Koncentrace Hustota bunék Inhibice

mgl-I” poCetbunék v iml %
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5.5.2. Vvhodnoceni akutniho imobilizacntho testu na perloockdch Daphnia magna

Tabulka 11 Vysledky predb&zného testu

Cislo bariky Koncentrace Mortalita ks Kyslik na konci testu
pgl’ 24 hodin | 48 hodin Koncentrace 02 mg-I
1 0,1 0 0 8.9
2 0,2 0 1 8.9
3 0,5 0 0 8.9
4 1,0 0 0 8.9
5 5,0 5 7im + 3 8.9
6 10,0 6 Sim + 5 8.9
7 100,0 2 St + 5 8.9
K1 0 0 0 8.9
K2 0 0 0 8.9
im — imobilizovany jedinec
Tabulka 12 Vysledky zakladniho testu
Cislo Kyslik na konci
Koncentrace Mortalita
barky testu
p 24 hodin 48 hodin Koncentrace O
pel
ks % ks % mg-I
1 0,5 0+0 0% 0+0 0% 8,9
2 1,0 0+0 0% 0+0 0% 8.9
8 2,0 0+0 0% 10+10(im) | 100% 8.9
4 3,0 2im + 2im 20% 10+10(im) 100% 8,9
5 5,0 10+10Gm) | 100% | 10+10Gm) | 100% 8,9
6 7,0 10+10Gim) | 100% | 10+10(im)| 100% 8,9
7 10,0 10+10(im) 100 10+10(im) | 100 8,9
K1 0 0 0% 0 0% 9.0
K2 0 0 0% 0 0% 9,0

U Daphnia magna se grafické znazornéni neprovadelo, nebot’ byl zde zaznamenan ve

dvou po sobé jdoucich koncentracich nulovy a stoprocentni thyn coz je

48hEC 5o=1-2 pgl’
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3.5.3 . Vyhodnoceni testii akutni toxicity na rybdach Oncorhynchus mykiss

Tabulka 13 Vysledky predb&Zného testu

Cislo Mortalita
nidrse Koncentrace - 3 Velikost ryb -
" 24 48 72 96 Hmotnost | Délka
mg] ks | %
hodin | hodin | hodin | hodin g mm
1 0,5 0 0 0 0 0 0 16 47
2 1 0 0 0 0 0 0 11 42
3 10 0 0 1 1 2 | 66 19 49
4 20 0 k. / / 3 | 100
5 50 3 / / ;|3 ] 100
6 100 3 / / / 3 (100
K 0 0 0 0 0 0 0
Tabulka 14 Vysledky zakladniho testu
Cislo Mortalita
. Koncentrace = Velikost ryb
1 24 48 72 96 Hmotnost | Délka
mgl ks | %
hodin | hodin | hodin | hodin g mm
1 1,0 0 0 0 o 1ol o 27 53
2 2,0 0 0 0 o 1ol o 32 57
3 5,0 0 0 0 o ol o 22 46
4 10,0 0 0 1 3 - 57 15 44
5 15,0 2 5 / ;77100 16 45
6 20,0 7 / / ;17 ] 100 19 46
K 0 0 0 0 0 0 0 20 48
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Graf 7 .Vyhodnoceni testii akutni toxicity na rybdach Oncorhynchus mykiss
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5.5.4. Vyhodnoceni testii akutni toxicity na rybdch Poecilia reticulata

Tabulka 15 Vysledky pfedbézného testu

Cislo Mortalita Velikost
.| Koncentrace
nadrze ks Yy ryb
@
| 24 48 72 96 Délka
mg:| ks %
hodin | hodin | hodin | hodin mm
1 0,01 0 0 0 0 0 0 16
2 0,1 0 0 0 0 0 0 19
3 0,5 0 0 0 0 0 0 17
4 1,0 0 0 0 0 0 0 |
5 2,0 0 0 0 0 0 0 |
6 3,0 0 0 0 0 0 0 |
|
7 5,0 0 1 0 0 1 333 |
8 10,0 0 1 0 1 2 66,6 |
K 0 0 0 0 0 0 0
Tabulka 16 Vysledky zakladniho testu
Cislo Mortalita Velikost
| Koncentrace
nadrze ks y ryb
o 24 48 72 96 ks y Délka
& hodin | hodin | hodin | hodin ° mm
1 3,0 0 0 0 0 0 0 20
2 5,0 0 0 0 0 0 0 19
3 10,0 2 2 2 1 7 100 20
4 12,0 1 3 1 1 6 86 17
5 20,0 3 3 I 7 100 17
K 0 0 0 0 0 0 0 19
18
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5.6. Souhrnné vysledky

Tabulka 17

Test Nomolt 15 SC

Testovaci organismus

Vysledek testu mg-l'1

Test akutni toxicity na

Poecilia reticulata

96hLCso> 1000 mg-1”

rybach

Oncorhynchus mykiss

96hLCso = 2570 mg-l"

Akutni imobiliza¢ni
test na perlooc¢kach

Daphnia magna

48hECs, = 0,0001 mg-I"

Test inhibice rustu
sladkovodnich fas

Desmodesmus subspicatus

72h1Cso, = 68,5 mgT"
72hIC so4 = 34,0 mgT"

Tato testované latka vykazuje vysokou toxicitu pro Daphnia magna a vyrazné

niz$i toxicitu pro ryby Poecilia reticulata a Oncorhynchus mykiss pro oba druhy ryb se

pohybuji fadové v tisicich mg1'. Také toxicita pro Desmodesmus subspicatus

v porovnani s je o tii fady nizsi (tabulka 17).

Tabulka 18

Test Neocidol 600EC

Testovaci organismus

Vysledek testu mg-I"

Test akutni toxicity na
rybach

Poecilia reticulata

96hLCso = 8 mg-I'"

Oncorhynchus mykiss

96hLCso = 8,9 mg1"

Akutni imobiliza¢ni
test na perlooc¢kach

Daphnia magna

48hECs, = 0,001 — 0,002 mg:T"

Test inhibice rustu
sladkovodnich fas

Desmodesmus
subspicatus

72hICsg, = 7,3 mgT’
72hICsos = 4,9 mg1”

Provedené testy

akutni toxicity na vodnich organismech tedy prokazaly, ze

G¢inna latka diazinon je vysoce toxicka pro Daphnia magna , ale pro ryby je toxicita o

nékolik fadi nizdi (tabulka 18). Také toxicita piipravku Neocidol 600 EC pro

Desmodesmus subspicatus je o nékolik fada nizsi nez pro hruby dafniovy zooplankton.
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48hECsy pro Daphnia magna je o tii fady niZsi (tabulka 17). Tomu téz odpovidaji
hodnoty nalezené v literatufe, kde uvadi Tomlin (2003) toxicitu pro ryby: 96hLCso pro
kapra a pstruha > 500 mg-l"_ V dal3i dostupné literatufe se uvadi pouze oznaleni

R vétami R 50/53 (Anonym, 2005)

R50 vysoce toxické pro vodni organismy LC(EC,IC)so < 1 mg-l'l

R53 mizZe vyvolat dlouhodobé neptiznivé GEinky ve vodnim prostiedi
LC(EC,IC)so = 100 mg'1™

P vzijemném srovnani toxicity pro viechny sledované druhy vychazim
z ptedpokladu, Ze je nutné zajistit ve vodé spolehlivou koncentraci pro potlaceni
hrubého dafniového zooplanktonu, oviem ziroveii by méla byt tato koncentrace
bezpe&na nejniz&i pro ostatni vodni organismy. Z tohoto divodu byl udélan podil mezi
pramérnou koncentraci 48hECsy pro potladeni dafnii a mezi primémou koncentraci
96hLCso pro jednotlivé druhy ptipadné tiidy druhi (tabulka 19) Pokud tedy podle
tohoto kriteria porovname nami testované piipravky (tabulka 19), jevi se pfizniv€jsi pro
vodni prostiedi Nomolt 15 SC a to proto, Ze podil mezi 48hECsy pro dafnie a mezi
96hLCso, pfipadné 72hICsp, pro ostatni vodni organismy je vysSsi pravé u tohoto
pripravku.

Stejné tak pii porovnani dosazenych vysledki naSich testii s Gdaji o toxicite
Diazinonu 60 EC (Machova et al., 2003) , jsou pravé pro stejnou ucinnou latku
(Diazinon 60 EC a Neocidol 600 EC — dimpylatum) vysledky z hlediska akutni toxicity
pro ryby obou ptipravki velmi podobné (tabulka 19). OvSem vzhledem k inhibici ristu
slad'kovodnich fas by bylo vhodné&jsi pouzit piipravek Neocidol 600 EC.

Tabulka 19 — srovnani dvou nami testovanych pripravkil a Diazinonu 60 EC (Machova

at al., 2003)

Neocidol 600EC Nomolt 15SC Diazinon 60 EC
testovany podil podil podil
organismus kor;cenar_?ce daphnia a kor;cent.|r-?ce daphnia a koncent'lr'?ce v daphnia a

Hg ostatni Hg ostatni Mg ostatni
Daphnia magna 1,5 1 0,12 1 29 1
Piscies 8500 5667 1000000 | 8333333 17500 6034
Desrindesais | gq00 4067 51500 | 429167 5000 1724
subspicatus
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7. Zaver
V ramci této prace byly testovany dva ptipravky — Neocidol 600 EC a Nomolt
15 SC z hlediska jejich akutni toxicity pro vodni organismy. Provedenymi testy akutni

toxicity na Poecilia reticulata, Oncorhynchus mykiss Daphnia magna a Desmodesmus

subspicatus byly ziskany nasledujici vysledky:

1) Pripravek Neocidol 600 EC vykazuje vysokou toxicitu pro Daphnia magna
(48hECs v rozmezi 0,001 — 0,002 mg.1") o tii fady niZsi toxicitu pro Poecilia
reticulata a  Oncorhynchus mykiss (96hLCsy pro Poecilia reticulata, resp.
Oncorhynchus mykiss je 8, resp. 8,9 mg.l™"), pro Desmodesmus subspicatus

72hICso 7,3 mg.1".

2) Piipravek Nomolt 15 SC vykazuje vysokou toxicitu pro Daphnia magna
(48hECsy v rozmezi 0,0001 mg.l'l) a vyrazn€¢ niz$i toxicitu pro Poecilia
reticulata a Oncorhynchus mykiss (96hLCsy pro oba druhy ryb se pohybuji

fadové v tisicich mg..1I"".

Na zikladé dosazenych vysledkd je vhodné doporucit jak pFipravek Neocidol
600 EC, tak predev§im Nomolt 15 SC k dalsimu testovani jako mozné nahrady
pfipravku Diazinon 60 EC, ktery se v souc¢asné dob& vyuziva v rybafské praxi k tlumeni

nadmérného rozvoje hrubého datniového zooplanktonu.
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9. Pouzité definice a zkratky

e Adaptace ryb: pfizplisobeni ryb podminkam testu

e ECsp: efektivni koncentrace testovaného vzorku, ktera zpGsobi thyn nebo

imobilizaci 50% testovacich organizmt Daphnia magna

¢ 24hECs: koncentrace testovaného vzorku, kterd zplsobi uhyn nebo imobilizaci 50%

testovacich organizmt Daphnia magna v ¢asovém tseku 24+2 hodin

e 48hECs: koncentrace testovaného vzorku, kterd zplisobi thyn nebo imobilizaci 50%

testovacich organizmt Daphnia magna v ¢asovém tseku 48+2 hodin
e LC: letalni koncentrace
¢ LCs: koncentrace testovaného vzorku, ktera vyvola uhyn 50% testovacich ryb

e 24hL.Csy: koncentrace testovaného vzorku, ktera vyvola thyn 50% testovacich ryb

v ¢asovém useku 2442 hodin

¢ 48hL.Csy: koncentrace testovaného vzorku, ktera vyvold thyn 50% testovacich ryb

v ¢asovém useku 4842 hodin

e 96hL.Csy: koncentrace testovaného vzorku, ktera vyvola uhyn 50% testovacich ryb

v ¢asovém useku 96+2 hodin
e Hustota rasové kultury: pocet bun¢k v 1 ml

e ICs): koncentrace testovaného vzorku, ktera zptsobi 50% inhibici rastu ve srovnani

s kontrolou

e 72hICsp,: koncentrace testovaného vzorku, ktera zplsobi 50% inhibici ristove

rychlosti fasové kultury v ¢asovém tseku 7242 hodin ve srovnani s kontrolou

e 72hICs0a: koncentrace testovaného vzorku, ktera zpuasobi 50% inhibici ristu
sladkovodni fasy v ¢asovém tseku 72+2 hodin ve srovnani s kontrolou, zji$ténou na

zéklad¢ porovnani ploch pod rastovymi kiivkami

e Imobilizace Daphnia magna: makroskopicky pozorovatelnd neschopnost

samostatného prostorového pohybu Daphnia magna do 15 s po krouzZivém
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zamichani lazng. Jako imobilizované organizmy hodnotime napf. i jedince, ktefi

pohybuji tykadly 2. paru, ale vyse uvedeného samostatného pohybu nejsou schopny.

e Inhibice ristu Fas: sniZeni ristu zi$téné na zaklade rychlosti ristu fas nebo na

zaklade ploch pod riistovymi kiivkami ve srovnani s kontrolou

¢ Inokulum: mnoZstvi bunék vloZenych do testovacich banék na zadatku testu.

vyjadfené jako hustota fasové kultury na po¢atku testu (pocet bunék v 1 ml)
* Koncentrace latky: hmotnost latky rozpusténé v fedici vodé doplnéné do 1 litru
tedici vodou (mg1")

* Kontrola: fedici voda (v testech na fasach standardni Zivny roztok) s testovacimi

organizmy bez testovaného vzorku

e Limitni test: provadi se s koncentraci 100 mg-1™ testovaného vzorku, aby se
prokazalo, Ze hodnota LC(EC,IC)50 tohoto vzorku je vétsi, nez uvedena

koncentrace (100 mg-1™)

® Lognor: oznaCeni kiivky v grafu, ktera byla aproximovana distribuéni funkci

logaritmicko — normalniho rozdéleni

* LOEC: nejnizsi koncentrace testovaného vzorku, pfi které jsou pozorovany ucinky

(lowest observed effect concentration)
® Min — max: varia¢ni rozpéti

* NOEC: nejvyssi koncentrace testovaného vzorku nevyvolavajici zadné pozorovatelné

.

icinky (no obseved effect concentration)

* Ovéfovaci test: test k ovéfeni vysledku Gvodniho testu, provadi se s nefedénym

vodnym vyluhem odpadu

* Probitova analyza: analyza dat, urenych relativni &etnosti uhynulych jedinca v
zavislosti na koncentraci, resp. na jejim logaritmu, pficemz se esovitd regresni

kfivka aproximuje distribu¢ni funkci normalniho rozlozeni
* Probit : statisticka jednotka, P- procentni kvantyl normovaného normalniho rozdéleni

* PredbéZzny test: test k upfesnéni koncentraci pro zakladni test, provadi se na Sirokém

rozmezi koncentraci testovaného vzorku
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e Piiriistek Fasové kultury: zména hustoty fasové kultury zjisténa za urcity Casovy

interval

e Rychlost ristu Fasové kultury: vyjadieni piiristku hustoty bungk za ur€ity asovy

interval

e Redici voda: voda pripravena podle CSN EN ISO 7346, nebo voda pitna, kterd je
zbavena chloru probublavanim vzduchem po dobu 24 hodin. Pro testy toxicity na

fasach je fedici vodou standardni Zivny roztok.

e Standard: K,Cr,0; p.a. - kontrolni latka, u niz je opakované urovana hodnota
LC(EC,IC)50 (tzv. vnitini kontrola laboratofe). Zmény LC(EC,IC)50 standardu

odrazeji variabilitu podminek testu a kondice testovacich organizmi.

e Stimulace ristu Fas: zvySeni ristu fas zjisténé na zakladeé rychlosti riistu fas nebo na

z4kladg ploch pod riistovymi kfivkami ve srovnani s kontrolou

e Zakladni test: test, jehoz vysledky umoziuji dostate¢né piesné stanovit hodnotu
LC(EC,IC)50. Sestava zpravidla z 6 az 10 riznych koncentraci testovaného vzorku

v rozmezi stanoveném predbéZnym testem.
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10. Prilohy

Priloha 1
Doporucené postupy pro chovy testovacich organizm( chov

ryb Poecilia reticulata

Priloha 2

Chov perloo¢ek Daphnia magna

Priloha 3

Udrzovani rasové kultury a adaptace na pokusné podminky
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Priloha 1

Doporucené postupy pro chovy testovacich organizmdi

Chov ryb

Poecilia reticulata

K testim se pouzivaji rybky z vlastniho chovu nebo od stabilnich chovateli -
akvaristii. Zivorodky se chovaji v akvariich o objemu nad 10 litrd pii teploté vody 25 az
28 °C, teplota nesmi dlouhodobé& poklesnout pod 16 °C . Voda v akvariich se mirné
aeruje. Samecci se zfetelné odlisuji od samicek. Oplozend samictka je napadna
zv€tSenym briSkem, na jeho bocich a na spodku se v blizkosti fitni ploutve nachazi
tmavé zbarvena skvrna biezosti — ,,zdrode¢na“ skvrna. Samicky rodi podle véku a
zdravotniho stavu 10 az 100 mladych, doba btezosti trva v priméru 4 tydny pii teploté
vody 25 °C. Samicka vypuzuje z téla jikry s uplné vyvinutymi mlad’aty, ktera ihned po
vypusténi z téla matky protrhnou blanu jikry, plavou a jsou schopna pfijimat i vétsi
potravu. Pro zdarny vyvoj vSak potfebuji i potravu rostlinnou. Pludek je mozno krmit
jak Zivou potravou (niténky, perloo¢ky), tak i vhodnou krmnou smési. Potrava nesmi
byt jednotvarna, doporuCuje se, aby pifevazovaly Zzivé niténky. Chovné hejno
v pfirozeném poméru pohlavi je chovano oddélené od potomstva. Vzhledem k tomu, Ze
pafeni mize nastat jiz u velmi mladych jedinct, je nutné oddélit samce od samic co
nejdfive a ponechat je az do doby jejich fadného vzristu a zesileni oddélené. Rybky
pohlavné dospivaji béhem 3 az 4 mésici. Oplodnéné samicky se znainé zvétSenym
briskem a tmavou skvrnou bfezosti se oddéluji od chovu a davaji se do tzv. porodn{c
(nadoby o objemu 1 az 5 litrd s moznosti ukryti narozenych ryb), po porodu se ihned
samiCka od mlad’at oddéli a po uplynuti 2 aZz 3 dnl se opét zafazuje do chovné nadrze.
Chovné nadrze je nutno minimalné jedenkrat tydné zbavit usazenin.(OECD Guideline

for Testing of Chemicals 203 Fish, Acute Toxicity Test, 1992, 9 pp.)
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Priloha 2

Chov perlooc¢ek Daphnia magna

Zivotni cyklus perloocek

Po vétSinu roku dochazi u druhu Daphnia magna k partenogenetickému
rozmnozovani. Znamena to, ze z partenogenetickych, tzv. letnich vaji¢ek se lihnou
pouze samiCky. K lihnuti samecki, a poté k pohlavnimu rozmnoZovani, dochazi pfi
nastupu nepfiznivych Zivotnich podminek. Pohlavnim rozmnoZovanim vznikaji
oplozena, tzv. zimni, nebo-li efipidlni vajika, ktera jsou na rozdil od letnich vajicek

pouze 2 a jsou uloZena v tmavém pouzdrie - efipiu.

Chov perloocek

Podminky chovu nejsou jednozna¢né stanoveny. Pro zajisténi kvalitni
partenogenetické reprodukce mohou byt pouZity riizné metody odchovu. Doporucuje se

napf. tento postup:

Ne¢kolik sklenénych nadob, (napf. 0,75 1 potravinafskych lahvi OMNIA), se
naplni pfiblizné do poloviny vodou pfirozeného pivodu (rybnik, studna, potok apod.).
kterd neni kontaminovana cizorodymi latkami a neplsobi neptiznivé na dafnie. Je
vhodné vodu nejdfive predbézné vyzkouset v pokusném odchovu v malém méfitku. Lze

pouzit i n€kolik dni odstatou a vapenatych povlaki zbavenou vodu vodovodni.

Do kazdé nadoby se pienese po 10 az 20 ks samiek Daphnia magna z
prosperujiciho laboratorniho chovu nebo z pfirozené lokality. Jestlize za¢indme
pracovat s dafniemi z pfirozené lokality, je nutné selektovat samicky nasledujicim
zpusobem: Na podlozni sklicko se pienese nékolik kust dafnii a mikroskopicky se uréi.
zda se jedna o druh Daphnia magna. Dospélé samicky s vaji¢ky umistime do nadoby.
kde je dale popsanym zptsobem krmime. Z uvolnénych mlad’at zakladame dalsi chov.
Prohlidkou pod mikroskopem ptekontrolujeme, zda vsichni nasazeni jedinci jsou
samiCky. Ziskame-li z pfirodniho chovu mladé jedince, téZ mikroskopicky
zkontrolujeme jejich pohlavi a same¢ky vyfadime. Vhodné je prohlédnout téz ¢ast jejich
potomstva, uréenou pro nasazeni do chovu. Sameckové se mohou dostat do chovu pri

rutinnim pfesazovani mlad’at z degradujiciho chovu, kde se jiz urc¢ité mnozstvi samecku
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miZe vyskytovat. Dospé&lého samectka pozname podle odlisného chovéani: samecek
prudce plave a snaZi se pfichytit na samicky, pfichycuje se i na stény nadob. M4 téz
odli$ny tvar téla. Mladé samecky lze s jistotou poznat podle dlouhych tykadélek pouze
mikroskopicky. Sami¢ky je nutno selektovat nasledujicim zpisobem: Na podlozni
sklicko se prenese nékolik ks dafnii a mikroskopicky, pfi malém zvétSeni, napi. 6x10,
se ur¢i sameckové - u samiCek tykadélka nepresahuji rypec, zatimco u samecku

tykadélka rypec vyrazné piecnivaji.

Pfi mikroskopovani perloo¢ek postupujeme takto: trubickou odchytime 3 az 4
kusy dafnii, které kdpneme na ¢isté podlozni sklicko a pfebyte¢nou vodu odsajeme ke
sklicku kolmo postavenou trubickou. Tim dafniim znemoznime aktivni pohyb a
muZzeme je pomémné snadno prohlédnout. Po prohlédnuti a vyfazeni nevhodnych

jedincu zbylé dafnie splachneme do nadoby.

Nasazené dafnie je nutné ihned =zacit krmit, nejlépe suspenzi Cerstvych.
lyofilizovanych nebo suSenych fas. Suspenze fas se davkuje do sklenic do vzniku slabé
nazelenalého zakalu vody. SuSené a lyofilizované fasy dodava Mikrobiologicky ustav
AV CR, Tieboni — Opatovicky mlyn. Davky krmiva nesmi byt piili§ velké, aby ne-
dochazelo k tvorbé zahnivajicich sedimenti na dné nadob. Vhodnéjsi je krmeni v
malych davkach a kratsich intervalech (napf. dvakrat denné). Pred dnem pracovniho
volna je mozno davky zvysit, ale poté je tieba kontrolovat ¢istotu nadob. Pro krmeni se
osvédcila priprava zasobni koncentrované suspenze fas na 3 az 4 krmné dny, kterou
uchovavame v chladu, mirny silazni zapach neni na zavadu. Pti nedostatecném krmeni
se objevuji samecci a samiCky s efipii. Pfi pfekrmovani nebo krmeni nevhodnym
krmivem byvaji kultury napadany plisnémi. Napadené kultury je nutné ihned odstranit a
umyté nadoby dezinfikovat 4% formaldehydem.

Zéasadni podminkou prosperujiciho chovu je udrzovani perloocek ve fazi
partenogenetického rozmnoZovani (rodi se pouze samicky). Tohoto stavu lze docilit
pravidelnou inokulaci Cerstvé narozenych mlad’at z predchozi generace. Perloocky jsou
pravidelné¢ (3x tydn€¢)  pielévany pres sadu planktonnich sitek o rtizné velikosti ok.
Jedinci zachyceni na jednotlivych sitkach se okamzité splachnou ptivodnim médiem do
jednotlivych  lahvi. Obnovené médium, ve kterém jsou perloocky dale chovany. je
tvofeno z jedné tietiny puvodnim médiem, z jedné tfetiny fedici vodou pripravenou
dle ISO 6341 a zjedné tretiny odstatou vodovodni vodou, zbavenou véapenatych

povlaku.Timto zpusobem je docilena separace nejstarsich, nejvétsich samicek, samicek
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sttedn€ velkych a nejmladsich (ve stafi do 24 az 48 hodin). Vyprazdnéné dospélé
samice jsou vraceny do chovu, juvenilni jedinci ve sta¥i do 24 hodin mohou byt
nasazeni do testd toxicity nebo jsou vyuziti pro kontinuélni regeneraci chovu. Tim se
ziska zaruka relativné synchronniho chovu. Z 10 nasazenych samicek je mozno poéitat
se ziskem 150 az 300 mladych jedinct Daphnia magna (dle velikosti matefskych
organizmil). Pfi teplot¢ vody 20 az 22 °C a dostate¢ném krmeni byva interval od
inokulace jednodennich sami¢ek do odbéru mladych perloogek do testii zhruba deseti az
¢trnactidenni. Pfi pouziti vyprazdnénych dospélych samicek z ptredchoziho chovu lze
ziskat pouzitelné mladé jedince zhruba za tyden.( CSN EN ISO 6341 Jakost vod.
Zkouska inhibice pohyblivosti Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea) —
Zkouska akutni toxicity. CNI Praha, 1997, 16 s.)

Pocitani perloocek

Pocitani perloo¢ek do chovnych ¢i testovanych roztokl se provadi nasledujicim
zpusobem: K odlovu dafnii se pouzivaji plastové pipety nebo sklenéné trubicky
svétlosti 2 az 4 mm podle velikosti dafnii, opatfené pipetovacim balonkem. P¥i pfenosu
dbame, aby nedoslo k mechanickému poskozeni tél perloocek. Perloogky vysazujeme
do vytemperovanych roztoki (bez bublinek), aby nedo$lo k vniknuti vzduchu pod
skotapky perloo¢ek. Manipula¢ni nadobky i trubic¢ky udrzujeme v tzkostlivé ¢&istoté.
nebot’ i nepatrna kontaminace nékterym toxikantem muze likvidovat chov. (OECD
Guideline for Testing of Chemicals 202 Daphnia sp. Acute Immobilisation Test. (Draft
Updated Guideline, July 1999) Testy akutni toxicity

Strana 76 (celkem 79)



Priloha 3

Udrzovani rasové kultury a adaptace na pokusné podminky

Jednodruhové fasové kmeny se po né€kolik generaci kultivuji v definovaném
zivném médiu (toto médium je zde fedici vodou), které obsahuje koncentracni fadu
testované latky. udrzovani kmenové kultury se provadi na Sikmém 1,5% agaru ve
standardnim Zivném mediu, na nepfimém dennim svétle pti laboratorni teploté,
pfeockovava se 1x za 2 mésice

zasobni kultury se péstuji ve 250 az 300 ml Erlenmayerovych barkach se 100 ml
standardniho Zivného media, za stejnych podminek jako udrzovaci kmenova kultura
-pfedkultivace se provadi v termoluminostatu za stejnych podminek jako vlastni test

(Svobodova et al., 2003)

Rasové inokulum

Pro testy se odebira z exponencialné rostouci inokula¢ni kultury. Pro kultivaci
této kultury se pouzije zivny roztok pfipraveny smichanim | objemového dilu zdsobniho
roztoku zivin s 8 dily vody. Piid4a se takovy objem zdasobni fasové kultury, aby pfi
desetindsobném ziedéni zivnym roztokem dosahovala hustota bun¢k fadové 104 v 1 ml.
Inokulaé¢ni kultura se udrzuje po dobu 3 dni za podminek testu a poté se pouZije pro

inokulaci.

Priprava inokula

Rasové suspenze v zivném roztoku se necha usadit, horni €ird vrstva zivného
roztoku se slije. Tim se fasova suspenze zahusti a v poditaci komirce se stanovi jeji
hustota. Vypoctem se ur¢i objem fasové suspenze, kterym se inokuluje koncentraéni

fada a kontrola.

Pocitani ras v Biirkerové pocitaci komurce

Pocitaji se tfasy v 50 velkych ¢tvercich a vysledna hodnota se nasobi Cislem
5000. Tim se ziska pocet bun¢k v 1 ml fasové suspenze.
Je zde urcité pravidlo jak pocitat v komirce je tieba spocitat minimalné 400 bunék
jakémkoli mnozstvi velkych ¢étverci. Pokud 400 bunék nenapocitame ani v 50 velkvch

¢tvercich, pocitame burniky ve 100 ¢tvercich a vysledny pocet nasobime hodnotou 2 500.
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Pfi pocitani bun¢k ve velkych ¢&tvercich dodrzujeme obecné platnou zasadu, tzn.
pocitime buiiky uvniti velkého Ctverce a ty, které se dotykaji (vné i uvnité &tverce)

horni a pravé strany &tverce (obrazek 15).

Wpocet potrebného objemu inokula

V pocitaci komirce se stanovi hustota kultury z piedkultivace. Testovaci i kontrolni
roztoky se naoCkuji stejnym mnozstvim fasové suspenze tak, aby po naockovani bylo
ve vSech testovacich i kontrolnich kulturach 10 000 + 2 000 bunék v 1 ml. Vypocet
mnoZstvi inokulatni suspenze x pfidavané k testovanému roztoku V se provadi
nasledujicim zpisobem:

V.
X =—
a

X  je potfebny objem inokula v ml
¢ Je pozadovana hustota fasové kultury na zacatku testu (pocet bunék v 1 ml)
V  je mnoZstvi testovaného roztoku v ml

a je hustota inokula¢ni kultury (pocet bunék v 1 ml)

Stanoveny objem fasové suspenze x davkujeme do pripravené koncentradni

fady a do kontroly.
Kultivace
Kultivace se provadi u pokusné i kontrolni bariky uzaviené parafinem a umisténé do

termoluminostatu.

Stanoveni hodnoty ICsy pomoci integrdli biomasy

Zakladem pro vypocet hodnoty ICsy jsou rdstové kfivky fasové kultury
sestrojené pro jednotlivé koncentrace, které se porovnavaji s kontrolou.
Stanoveni inhibice ristu je zaloZeno na porovnani ploch pod ristovymi kiivkami

rasové kultury v kontrole a v testovanych vzorcich (integraly biomasy).

Stanoveni hodnoty IC50 pomoci rustovych rychlosti

Vypocet inhibice ristu mize byt také zaloZen na porovnani ristovych rychlosti

n rasové kultury v testovanych roztocich a v kontrole:
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Z vypoctenych hodnot p pro kazdou testovanou koncentraci a kontrolni vzorek
se vypoc¢ité inhibice (pfipadné stimulace) L, v % pro kazdou testovanou koncentraci z
nasledujici rovnice:
Vypocet hodnoty ICs,
e koncentrace latky, kde doslo k inhibici rustu se vyjadii v logaritmickych
hodnotach

e do tabulky se sestavi hodnoty Ia;, ptip. I, proti odpovidajicim koncentracim

testované latky

e ziskané hodnoty se vynesou do soufadnicového systému, kde nezavisle
proménnou je log ¢ (osa x), zdvisle proménnou inhibice rustu Ixjnebo I, (osa y)

e ziskanymi body se prolozi metodou nejmensich ¢tverct primka

e z priseciku prolozené ptimky a soufadnice inhibice 50 % se spusti kolmice na
osu x a odecte se log ICs

e odlogaritmovanim hodnoty log ICs, se ziska hodnota ICspa (ICso,)
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