Experimentalni modely
ekotoxicity pro
bezobratle zivocichy



Bezobratli zivoc¢ichové

Ptitomnost a aktivita bezobratlych je naprosto rozhodujici pro
stav ekosystemu.

Bezobratlé najdeme ve vSech ekosystémech.

Bezobratli tvofi vyznamnou ¢ast celkoveé biomasy v
terestrickych 1 akvatickych ekosystémech, maji nepomérné
vysSi druhovou bohatost oproti obratlovcum.

Hraji vyznamnou roli v potravnim fetézci jako destruenti, ale 1
konzumenti prvniho a druhého fadu, s ¢imz je spojena mozna
bioakumulace.

Diky zménam habitatu pi1 metamorfoze mohou zasahovat do
vice ekosystému 1 béhem jednoho Zivotniho cyklu, diky
cemuzZ mohou piijimat Siroké spektrum polutantii a prenaset je
mezi1 jednotlivymi ekosystémy.



Testy ekotoxicity v pudé

Pudni testy s bezobratlymi
hlistice Uspotadani : umély substrat, vlh¢ena petriho
miska, standardni nebo pfirodni ptida — rizné
nadoby...
- zpravidla 14 dni (letalita),
56 dni — reprodukce ... roupice

Organismy
Krouzkovci — Zizaly, hadatka, roupice
Hmyz - Chvostoskoci (Collembola)

chvostoskoci




TERESTRICKE PROSTREDI — konzumenti - bezobratli

Zejména pro testovani biocidu

VCELY

- testovani insekticidu
- davkovani v potravé

Moucha domaci Drosophila
(hodnoceni genotoxicity)

7 llIhlumn‘lll_ﬂ.ish s b
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Testy s vodnimi bezobratlymi

Stanoveni akutni ¢i prolongované toxicity:
chemickych latek, vyluhll z pevnych matric
primyslovych ¢i komunalnich odpadnich vod  pyeapier

Stomedlins
povrchovych nebo podzemnich vod Preronarcelia badia
Frridmere y s i furadon
Acronsuma sp,
Table 1, Commaon and scientific names of invertebrates Claasaeniz sebulosa
used foraeute toxicity testing.® Tsoperla ap.
. : , - Shiola wp.
(irdar gramiee, smd aparios Cammon nama Ephemeroplern Mayfhies
o _ — - Hexageniz hilinesta
Anostraca Fairy shrimps Baetis sp.
Streptocephalys seali Udenata
Cladocara Daphnids Macromia ap, Dragonilies
Sloiowegrhuhies sevoukidas Tschnura venticalis Damselfly
Daphniz magna Lestes congemer Damselily
Diaphnia pulex Trichopters Caddisflies
bt | Gend shei Hydrypeypche sp.
Funp , : Limnephilus sp.
yprdnmele v Diplera
[sopioda ) Sawhugs Tipula sp. Crane fLies
Agellys brevicoudus Chusirrs =g Phantom midges
Amiphipodsa Seuds Pentareurs ap. Midges
Gamimarus psendolimpasis Chiromomaus plumosus Midge
Clammarus lcustrs Atherix variegata Snige fly
Gammarus faseiatus *The following kife stages of invertebrates were tested: daph
Decapoda _ nida—first instar; crayfish—early Inatar; stonefly—first vear
rcanecies rais Crayfish class (1-20 mm long), second vesr I:I.EHIEIHEI mm langl; uu;i
Frocombars sp, Crayfish midige—fourth instar, All other inveriebrotes were desig:
Paigemanetes kadighensis  Glass shrimo ated as naind, juvenile, or matare.



Testy toxicity na vodnich bezobratlich

Normy testu na bezoobratlych:

CSN EN ISO, OECD, ASTM, US EPA, TNV, EEC, AFNOR

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

Thamnocephalus platyurus

Testy na virnicich (Rotifera) - Brachionus calyciflorus
Testy na krouzkovcich (Annelida) - Tubifex tubifex

Testy na hmyzu (Insecta) - Chironomus tentans

Testy na mékkySich (Mollusca)
Potamopyrgus antipodarum

Testy na bentickych korySich (Crustacea)
Gammarus, Hyallela azteca




Daphnia magna

Artemia salina

©eco

|
Ceriodaphnia dubia

Gammarus Chironomus riparius




Hrotnatka velka (Daphnia magna)

Rise Animalia (zivodichové) — kmen Arthropoda (&lenovci) —
podkmen Crustacea (korysi) - tiida Branchiopoda (lupenonoZci) — fad
Cladocera (perlooCky) — Celed’ Daphniidae (hrotnatkoviti) — rod
Daphnia (hrotnatka)

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

 akutni i chronické testy

* bézné pouzivany modelovy organismus

(OECD 1984) - citlivost k toxikanttim
- rychla reprodukce

- determinované toxikologické parametry
- rychly zivotni cyklus

- snadna kultivace
- biochemické markery



Normy testu s Daphnia magna

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

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

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

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

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

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



Permanentni laboratorni chov
Daphnia magna

kultivaéni mistnost
stala teplota 20 + 2°C
stala fotoperioda

16h svétla / 8h tmy
stalé pH

kultivaéni médium M4
pravidelné krmeni
smesi ras

3 — 5 mm dlouhy, pfevazné planktonicky sladkovodni Zivoc€ich
dospivaji béhem 6 - 10 dni, mnozi se partenogeneticky,
Zivotnost az 56 dni pi1 20°C


http://images.google.com/imgres?imgurl=www.dlwc.nsw.gov.au/care/wetlands/facts/paa/invertebrates/images/daphnia.jpg&imgrefurl=http://www.dlwc.nsw.gov.au/care/wetlands/facts/paa/invertebrates/crustaceans.html&h=400&w=215&prev=/images%3Fq%3Ddaphnia%26svnum%3D10%26hl%3Dcs%26lr%3D%26ie%3DUTF-8%26oe%3DUTF-8%26sa%3DG

AKkutni test na Daphnia magna

Cil: urCeni pocateCni koncentrace, ktera v testu
imobilizuje 50% jedincti Daphnia magna

Podminky akutniho testu:

* jedinci mladsi 24 hodin, ziskani partenogenezi

* expozice 24/48 h, bez aerace, bez krmeni, bez upravy pH

» standardni médium (CaCO;, MgSO,, NaHCO,, KCI)

* bez osvétleni nebo 16 h svétla / 8 h tmy, teplota 20°C+2 °C
* pH 6 - 9 (zména béhem testu max.x 1,5)

* béhem testu méfime pH, teplotu, O,

 rozpustény kyslik 2 2mg/1 / 2 3 mg/l

» referen¢ni latka:dichroman draselny

Zpracovani a priprava vzorki vody
» Lahve se naplni vzorkem, aby se zamezilo ptistupu vzduchu.

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



Vlastni zkouska:

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

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

po 5 jedincich do kazdé¢ jamky

o L &
neymene 20 jedinct .
1 ZkousSené roztoky:
min. 5 koncentraci +
2 /4 /4
- kontrola (testovana latka
3 + fedici médium)
4
5 Ty
fedici testovaci

jamka jamky



Sledovany parametr: imobilizace po 24, 48 hodinach - pocitame mobilni jedince
- kriterium imobilizace: jedince, ktefi nejsou schopni se rozplavat ani po 15s
mirném zamichani povazujeme za imobilizované, i kdyby jesté pohybovali
tykadly

Platnost vysledkii = validita testu

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

Vyjadrovani vysledkii
Hodnoceni:
Pocet imobilnich jedincii

M4

Hodnoty 24h-EC501, 48h-EC50i a limity odpovidajici 0% a 100% imobilizace
se vyjadiuji:

U odpadnich vod v procentech fedéni

U chemickych latek v miligramech na litr




ALTERNATIVNiI MIKROBIOTESTY ("toxkity") s bezobratlimi

*Test organisms are included in the
kits as “dormant eges (cvsis)”

Contains all the materials to
perform three
48h reproduction assays

which can be hatched “on demand”

THAMNOTOXKIT F™
MICROBIOTESTS

With the
crustacean
Thamnocephalus
platyurus

PROTOXKIT F'™
MICROBIOTESTS

With the ciliate
protozoan
Tetrahymena
thermophila



http://www.microbiotests.be/

MIKROBIOTESTY

http://www.microbiotests.be/

Vyhody: miniaturizace, zkraceni doby inkubace a tim 1
zjednodusSeni

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

Organizmy se pred pouzitim v testech uvedou do aktivniho
stavu.

Synchronné vylihli jedinci jsou uniformni a pochazeji

z geneticky presn€ definovanych zasobnich kultur.

V soucasnosti jsou mikrobiotesty komeréné dostupne
v podob¢ tzv. toxkith



MIKROBIOTESTY

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

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

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

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

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

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

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

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



Mikrobiotesty

Thamnotoxkit

« Testovaci organismus Thamnocephalus platyurus
e Uchovavani: klidova stadia

* Doba lihnuti: 20 hod., 4000 1x, 20°C

o Inkubace: 24 hod., 4000 1x, 20°C

* Vyhodnoceni: mortalita, 24 LC,,

Vyhody: 20 h lihnuti, vétsi, citlivy organismus,
expozice 24-48 h, srovnatelné vysledky s dafnii (+
citlivéjsi) 1 zakalen¢/zabarvene vzorky, je v TNV

Obdobné¢ CERIODAPHTOX
Ceriodaphnia dubia
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ODVETVOVA TECHNICKA NORMA VODNIHO HOSPODARSTVI

MZe CR
MIKROMETODA STANOVENI AKUTNI TOXICITY NA KORYSI THAMNOCEPHALUS PLATYURUS
TNV 75 7754
Obsah Strana
1. PredmMIUVA.... . e s eeeee e 1
2. PTredmMEt NOIMIY.....e e e e e e e e e e e e eeeenes 2
3. Terminy. definiCe @ ZKratKy...........eeioiiiiii e 2
4. Podstata ZKOUSKY. ...l e e 3
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12. Prilohy B (informativni) - Limitni hodnoty pro Thamnocephalus platyurus............. 9
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Rotoxkit F

Testovaci organismus:

Brachionus calycifloris (vodni virnik)
Uchovani: klidova stadia, cysty '
Doba lihnuti: 18 hod., 20°C, 4000Ix

Design: 6 opakovani, 6 koncentraci v jedné desticce,
jamka a 0,3 ml

Inkubace: 24 hod., 20°C, 4000Ix

* Vyhodnoceni: mortalita, 24 LC.,

Vyhody: Domaci bézny druh, prfidavna informace

Nevyhody: Maly, vétSinou méneé citlivy

Zaver: zajimavy doplnék testu toxicity, neni nutny, je-li v
baterii korys

Obdobné Protoxkit s prvokem Tetrahymena thermophila
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DaphtoxKkit pulex

Vyhody Nevyhody

e Jako ISO, OECD 3 dny lihnuti
. Z klidovych stadii * Nevyrovnan¢ lihnuti

* Problémy se
skladovanim

 Povrchové tenze -
neplavou

Zavér: zatim neni zcela vyladény



RAPIDTOXKIT

Control water

N

Test s nejrychlejsi odpovedi Suspected water

,Jidelni test” — sledovano ovlivhéni /
pfijmu potravy stresem (toxickou

Expose the test organisms (small larval

| a’tko u ) crustaceans) hatched firom dormant eggs to
. , \/ Chertperod of tme (15 minates w0 Loy N

Testovaci organismus: Thamnocephalus -
platyurus l l

y 7 . , s q- e _ <]
Uchovani: klidova stadia, cysty ° > %ee
DOba | I’hnUtl’: 30_45 hOd " 250C7 4OOOIX Add red microspheres and allow the l

test organisms to take up the particles

during 15-30 minutes

Inkubace: 15-60min, 25°C, 4000Ix

Pak pridany Cervené obarvené
mikrospory (potrava), inkubace 15-30
min

Vyhodnoceni: pod mikroskopem
zhodnocen prijem potravy v

jednotlivych expoziCnich variantach — ® @
hodnocena inhibice prijmu mikrospor v — 0

porovnani s kontrolou Toxic hazard ?

Observe the coloration of the
digestive tract of the larvae under
a stereomicroscope

|
=5

No uptake (or significantly decreased uptake) of the red
microspheres points to the presence of « unwanted »
compounds which should trigger attention and action




Testy toxicity na korySich/virnicich

VALIDITA:

Vysledky testu jsou povazovany za platné, kdyz

Koncentrace rozp. Kkysliku neklesla pod 60%
nasyceni

Koncentrace testované latky neklesla pod 80%

Mortalita kontrolniho vzorku nepresahla 10%

Zjisténa koncentrace LCg, je v souladu se
standardy



PUDA + SEDIMENTY
Mikrobiotest - OSTRACODTOXKIT FTM:;

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

10 jedincti na jama, OSTRACODTOXKIT F™
MICROBIOTESTS

UChOVéﬂi: klldOVé Stédia, Cysty FOR SEDIMENT TOXICITY TESTING

Doba lihnuti: 52 hod., 25°C, 40001x With the
Inkubace: 6 dni, 25°C, 40001x N

Vyhodnoceni: mortalita, 24 LCS50, rust incongruens



Testy toxicity s bezobratlymi

Ekonomické hodnoceni

(orientacni ceny bez cla a dopravy)

Rotoxkit, Thamnoto.........cccovveeiiiiiiin 1000KC
DaphtoXKit .......ccveneiiiie e, 1300KC
AlgaltoxKit ........ccooeen i, 4300KcC
ECHA Biocide monitor ............ccccovevennnnenn. 200KcC
MetPad ... 500KcC

Toxichromotest (SedimentChromoPad),
Toxichromotest ..., 1000KC



Chronické testy s vodnimi
bezobratlymi zivocCichy

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

» Test piezivani a reprodukce s biichatkou Ceriodaphnia dubia (USEPA,
1989)

» Chronickeé biotesty s vidlonozci (Mysidacea — tad korysi z podtiidy
rakovcil) — mofisti, pronikaji 1 do brakickych a sladkych vod

Sedimentové testy

10-denni test prezivani a rlstu s riznonozcem Hyalella azteca (USEPA,
2000)

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

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

CeloZivotni (Life-cycle) test pro hodnoceni u€ikii kontaminace sedimenti s
pakomarem Chironomus tentans (USEPA, 2000)



Chronicky test na Daphnia magna

CSN ISO 10706 Jakost vod - Stanoveni chronické toxicity
latek pro Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea)

 organismy mladsi 24h

« 10 organismu na koncentraci

« individualné v 50ml media M4/kadinku
* meédium vymena 3x tydneé

« expozice 21 dni

* teplota 20 + 2°C

* pH 6-9 (+1,5)
* rozpustény O2 > 3mg/I

» fotoperioda 16 h svetla/ 8 h tmy

 krmeni smeés ras

Jednou tydn¢: O2, teplota, tvrdost a pH v médiu, kontrolnich nadobach
a u nejvyssi zkusSebni koncentrace.
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Priprava media Elendt M4

Zasobni roztoky —_— Roztok 1
(stopove prvky)
Sl‘Clz.6H20 H3BO3 / -
MnCl,.4H,0 LiCl hydrochlorid,
Biotin,
ZnCl, RbC(Cl1 Cyanocobalamin
COC12.6H20 NaBr
NaZSeO3 KI ’ /
\_CuCL2H,0 Nayo, Roztok II.
(makroZziviny
CaCl,.2H,0, NaHCO,, NaNO;
MgSO,.7H,0, KH,PO,, vitaminy)

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

N




ZkuSebni roztok a zkusebni
koncentrace

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

c,=¢,*q" n=123,...

n

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

X
Nepouziva se koncentrace se statisticky vyznamnym
ucCinkem na pieziti dospélcul -> toxicita pro reprodukci a
mortalitu

Rozpoustédla a dispersanty do 0.1ml/l, 1épe je nepouzivat



pocet narozenych jedinct

Sledované parametry

« Mortalita, prezivani

« Reprodukce

* Pocet narozenych juvenili
e Den prvni reprodukce

e Chovani - zptisob pohybu

koncentrace 15 mg/l
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- velikost a pocet potomku jednoho
organismu
- pocet potracenych pludkd,...
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Testy toxicity s bezobratlymi
Zavér

 pro konkrétni pripad, vzorek a problém muze
zkuSeny ekotoxikolog vybrat vhodnou kompozici
detekcniho systému

« akutni testy toxicity jsou jednou z nékolika
soucasti systému hodnoceni

- chemické analyzy

- struktura zoocenoz a fytocenoz
- biokumulace a biokoncentrace
- QSAR

- biomarkery

- atd...
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