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Ryby

e Dulezita soucast vodnich ekosystému

£

ST

e Kolobeh zivin, predatori, ,top down* efekt

o Ekonomicka, sportovni, kulturni
dulezitost

e 48% obratlovcu
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Testy toxicity na rybich modelech

» Akutni testy toxicity

» Prolongovane testy toxicity

» Chronickeé testy toxicity

» Testy toxicity na rybich embryich a potéeru
Embryonalni testy

Embryolarvalni testy

» Testy ovlivnéni rustu na nedospélych rybach

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

Cyprinus carpio (kapr obecny)

Poecilia reticulata (zivorodka
duhov@, pavi oCko)
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Stirevle poto¢ni (Pimephales promelas)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

mala, malé naroky na prostor
mimoteélni vyvoj

Siroké rozmezi teplot | slanosti
snadna kultivace v laboratori
kratka generacni doba

testy relativne levné



e Znamy genom, dobre
charakterizovany druh

e Tisice mutantnich druhu

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

Tvrdost vody: 5 - 12 °dKH

Potrava: vsezravec (vloCkové krmivo, niténky, dafnie)

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

Zcela pruhledna vajicka
Dostupne kiizene
[transgenni /mutantni
druhy

Znamy genom
X-Y urceni pohlavi

Sensitivni odpovéd na
xenobiotika



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

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

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

- CAST C: METODY STANOVENI| EKOTOXICITY

o C.1. akutni toxicita pro ryby

e (.13 bioakumulace — prutokova zkouska na rybach

o C.14. rustova zkouska na nedospélych rybach

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

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

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

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

OECD 203: Test akutni toxicity na rybach — vysledkem je koncentrace, ktera
vyvola 50% uhyn ryb (96h LC50)
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Ugel: Test slouZi ke stanoveni vlivu latek a odpadnich vod na chovani a
prezivani ryb.

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

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

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

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

Pri nakupu nutna aklimatizace 10-14 dni, standardni krmeni, chov jako pfri testu
Do testu — bud jen jedno pohlavi nebo vyrovnany pocCet pohlavi
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 Ryby by mély byt zdravé a bez zjevnych malformaci

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

Doporuceny druh

Doporuceny rozsah T (°C)

Doporucena délka ryb (cm)

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

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

Cyprinus carpio, 20-24 6,020
Kapr obecny

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

Zivorodka duhova
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 Ryby by meély pochazet pokud mozno z jednoho chovu a mély by byt stejné
délky a stejného stafi. Musi byt chovany nejmeéné 12 dni v nasledujicich
podminkach:

e voda - pfirodni voda ziskana z nekontaminovaného zdroje stalé kvality

- pitna voda, upravena voda (Cistota p.a.; kvalitni destilovana, deionizovana s
vodivosti mensi nez 5 uS/cm)

- pH od 6,0 do 8,5; tvrdost 10 - 250 mg-I* (vztazeno na CaCO,)

e osveétleni - 12-16 h denné
« koncentrace rozpusténého kysliku - 80% hodnoty nasyceni vzdusnym kyslikem
e krmeni - tfikrat tydné nebo jednou za den; vysazeni krmeni 24 h pfed za¢atkem
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Pri aklimatizaci se zaznamena mortalita a pouziji se

nasledujici kritéria:

e mortalita vySSi nez 10% populace za 7 dni: cela osadka ryb se
vyradi

« mortalita 5 - 10% populace: v chovu se pokracuje dalSich 7 dni.
Nedojde-li k dalSim pfipadum uhynu, osadka se pouzije, v opacném
pripadé musi byt vyrazena

 mortalita mensi nez 5% populace: osadka je pro zkousku pouzitelna

e vSechny ryby musi byt nejméne 7 dni
pred pouzitim nasazeny do vody stejne
kvality a teploty, jaka se pouzije pri
zkousce
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Podminky testu:
Teplota dle druhu ryb (danio 23+£2°C), osvétleni 12-16 hod 2 000 lux,
48 hod pred testem prestat krmit, béhem testu bez krmeni; bez aerace,

délka expozice 96 h, min. 100 ml/jedince

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

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

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

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

Centrum pro vyzkum

toxickych latek latky a podle potieby kontrolni zkouska s pomocnou latkou

v prostredi
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Akutni test

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

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

e Zaznamenavaji se vSechny zjevne abnormality.

Parametry sledované v pribéhu testu

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

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

 Na konci testu - letalita — stanoveni 96LC 50

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

) . Chemical depleted slowly
In solution
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Continuous:
-exposure is function

of duration

Static renewal, with
recovery:

-exposure is function
of max conc'n

Static renewal, no
recovery:

-exposure is function
of cumulative

concentration

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

Conc

Conc

Conc

o — = = = " Effect
P d

/
/7
v » time
Effect
>
e e Effect
I/ >




Test akutni to

xicity na rybach — zakladni test Druk ryby:

Vzorek: Za spravnost odpovida:
Podminky v prabéhu testu
Cislo Konc.. Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH
Nadrie
Datum a hodina mléfeni
Qh [ 24h [ 4Bh | 48Bh | 72h | 96h | Oh | 24h] 48n | 48h :72h 9Gh)] Oh | 24h | 48h | 48h | 72h | 96 h

1

2 ‘ .'

3 ;

4

5

6

7

8

9

10

K

T
preloveni T T
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Test akutni toxicity na rybach — zakiadni test Druh ryby:

Vzorek:

Redici voda:

Datum a hodina zahajeni testu:

Pocet testovacich organizmil v jedné

Objem lazné:

Doba trvani testu:

Test nasadil:
Test odedetl:

Datum a hodina vymény lazné:

koncentraci: Za spravnost odpovida:

islo

Tesid

nvany vzorek

Mortalita ryb (ks) -  datom a hodina

Velikost ryb

nidrze !koncentrace

davka do

ml

rasobni roztok |
objem &. zas. rozt, |

hmoinost délka

Rio|olo|~|o|o|s|widi=

Zasobni roztek €. 1:

©)

Zasobni roztok €. 2:
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Prolongovaneé testy toxicity na rybach

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

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

Podle jinych norem - doba trvani testu 2 — 4 tydny

béhem testu krmeno
semistaticka nebo pruto€na expozice

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

Na konci testu: stanoveni 14 d LC.,, NOEC, LOEC
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Test chronické toxicity na rybach

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

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

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

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

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

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

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

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

ucinné koncentrace (LOEC) a koncentrace, ktera nezpusobuje poSkozeni ryb
(NOECQC).

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

"N/

Embryonalni test na jikrach a pludku — vysledkem je stanoveni nejnizsi

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

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

() Centrum pro vyzkum

toxickych latek
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OECD 212 : Embryonalni test na jikrach a pludku

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

- 11 druhU, nej¢astéji danio, pstruh, kapr, halancik

Expozice Zivotni stadia ryb od ¢erstvé oplodnénych jiker do stadia vackovych plidku ve
zkuSebnich nadrzich

Embrya a vackoveé plidky jsou exponovany riznym koncentracim testované latky (obvykle
5)

Ukonceni testu tésné pred tim nez dojde k uplné absorpci Zloutkového vacku v kontrole

OECD ¢. 210: Embryolarvalni test

— test na ranych vyvojovych stadiich ryb — danio 30 dni expozice
- nejCastéji kapr obecny a pak dalSich 16 druhu

- krmeni Artemia salina

- 100 ks na nadobu

Sledované parametry: lihnuti a prezivani embryi, vzhled vackovitého pludku,
rozdily v chovani, pohyblivost, na konci testu velikost - délka a hmotnost,
anomalie ve vyvinu

T, pH, O,, koncentrace latky v testu

©)
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Pracovni postup I.

e Vyber vhodného poctu zdravych ryb a jejich udrzovani
alespon dva tydny pred predpokladanym trenim ve vhodné
vode

e Po treni prenos oplodnénych jiker bez pristupu vzduchu do
zkuSebnich nadrzi

o Zahajeni nejlepe do 30 min. po oplodnéeni jiker. V kazdem
pripade pred poCatkem stadia gastruly
(Mikroskopicke vySetreni jiker, aby se ovérilo, ze v prvnich
stadiich vyvoje nedoslo k nepravidelnostem)

 Nahodné rozdeéleni jiker k expozici a na jednu koncentraci
alespon 30 ks rovnhym dilem mezi alespon tri dalSi zkusebni
nadrze

©)
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Pracovni postup Il.

Fotoperioda a teplota vody by mely vyhovovat zkusebnimu druhu

Zkouska umozriuje volit mezi semistatickym a prutokovym
usporadanim (zavisi to na povaze zkousene latky)

Pozorovani:

viw s o=

- lihnuti a prezivani alespon 1x denné (kazdych 30 min. béhem
prvnich tfi hodin) — odstranéni uhynulych embryi a pludku

- zaznamenavani pludku s neobvyklym télesnym vzhledem nebo
pigmentaci

- zaznamenavani neobvyklého chovani
- na konci zkousky se zaznamenava telesna delka a hmotnost

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

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

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




TEST CONDITIONS, DURATION AND SURVIVAL CRITERTA FOR RECOMMENDED SPECIES

OECD 210 : Fish, Early-life Stage Toxicity Test
Embryolarvalni test toxicity na rybach

OECD/OCDE

ANNEX 2

210

SPECTES TEST CONDITIONS Typical minimum Sl"R\"[\'AL. CrF CONTROLS
RECOMMENDED mean total length of (minimum)
Temperature Salinity (“) Photoperiod (hrs) DURATION OF TEST | control fish ‘?t the 9{111)(1 Hatching Paost-hatch
(°C) of the study (mm) success success
Freshwater:
. 2 weeks after controls
Oncor I‘Efﬂg;;’: :1 i‘ 10£15% 12-16® are free-feeding 40 75% 75%
(or 60 days post-hatch)
Pimephales promelas v qc 32 days from start of test o o
Fathead minnow »H=15 16 (or 28 days post-hatch) 18 T0% 75%
ML""”Z"E_ brafich 26=15 12-16% 30 days post-hatch 11 70% 75%
Oryzias latipes 2519 16® . N o o
Ta < Ricefish or Medaka 25+£2 12-16 30 days post-hatch 17 80% 80%
Estuarine and Marine:
Cyprinodon variegatis . c 2205 ) 32 days from start of test co; o
Sheepshead munnow »H=15 13-35 12-16 (or 28 days post-hatch) 17 5% 80%
Menidia sﬂg.. o 2795 15.359 13 28 days 20 80% 60%
Silverside

Key:

(1) Typical minimum mean total length 1s not a validity criterion but deviations below the figure indicated should be carefully examined in relation to the sensitivity of the test. The nunimmum
mean total length i1s derrved from a selection of data available at the current time.
(2) The particular strain of rainbow trout tested may necessitate the use of other temperatures. Brood stock mmst be held at the same temperature as that to be used for the eggs. After receipt
of eggs from a commercial breeder. a short adaptation (e.g. 1-2 h) to test temperature after arnval 1s necessary.
(3) Darkness for larvae until one week after hatching except when they are being inspected, then subdued lighting throughout test (12-16 hour photoperiod)®™
(4) For any given test conditions, light regime should be constant.
(5) For any given test this shall be performed to =2%p,.



Vysledky

 Posouzeni letalnich a subletalnich ucinku a jejich
porovnani s kontrolnimi hodnotami s cilem urcit LOEC
a NOEC

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

 Vysledky: LOEC, NOEC, vliv latky na lihnivost a dobu
lihnuti, délkohmotnostni rust, vyskyt morfologickych
odchylek

e Validita testu — jako u akutniho

+ lihnuti v kontrole pres 80 %, preziti v kontrole pres
75 %
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Rybi embryonalni test toxicity

 Fish Embryo Toxicity (FET) Test

e alternativa k testum na zviratech

e rana vyvojova stadia nejsou povazovana dle platné
legislativy za zvirata.

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

« Porovnatelné vysledky s testy na dospélcich
e Variabilni a multifunkcni test

e |SO 150 88, OECD 236

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




Rybi embryonalni test toxicity

e 48 —96 h, 26 °C, 14h svétlo | —
e Dania se vytiraji ihned po rozsviceni

« Jikry se odebiraji 15 min po rozsviceni a
nasledne exponuji

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




Test celkoveé toxicity odtoku

Whole Effluent Toxicity (WET) Test

« Smesi maji odlisne toxikologické vlastnosti nezli
jednotlivé latky, Casto nevime, co ve smesi je

* Monitorovani jednotlivych polutantu nemuze

[ 4

pod vytokem odpadnich vod (US EPA)

e 92 % celosvétove testovanych ryb

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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CSN EN ISO 15088 (757762): Jakost vod - Stanoveni akutni
toxicity odpadnich vod pro jikry dania pruhovaneho (Danio rerio)

akutni toxické ucCinky odpadni vody pro jikry behem 48 h - embrya
jsou exponovana ruzné rozredénou odpadni vodou

norma pouzitelna i pro cistené mestske odpadni vody a
prumyslové odpadni vody.

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

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

e aplikovan a uzakonén v Nemecku

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Testy endokrinni disrupce na rybach

OECD No. 230: 21-day Fish Assay (21denni rybi test)

e A Short-Term Screening for Oestrogenic and Androgenic Activity,
and Aromatase Inhibition

o dospélci (samci i samice) exponovani 21 dni
 danio, medaka, strevle

* na konci hodnoceny biomarkery - vitelogenin a sekundarni pohlavni
znaky

OECD No. 229: Fish Short Term Reproduction Assay (Kratkodoby
test reprodukce ryb)

o dospélci (samci i samice) stfevle exponovani 21 dni
e sledovana produkce vajicek

* na konci hodnoceny biomarkery - vitelogenin a sekundarni pohlavni
znaky

» histopathologické hodnoceni gonad samcu i samic

8)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




Testy endokrinni disrupce na rybach

OECD No. 234: Fish Sexual Development Test

(Test pohlavniho vyvoje ryb)

Ryby exponovany od stadia oplozenych vajicek az do ukonceni
pohlavniho vyvoje cca 60 dni po vykuleni

na konci hodnoceno:

©)

biomarker - vitelogenin

pomér pohlavi — proporce samcu, samic, intersexu a ryb s
nediferencovanym pohlavim

také prostfednictvim histologie gonad

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




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

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

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

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

Prato¢né nebo semistatické usporadani
28 dni expozice

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

. denni pfisun potravy v mnozstvi daném pocatecni hmotnosti ryb

. na konci testu se ryby opét zvazi

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

| Vysledek: LOEC, NOEC,
N EC, = koncentrace, ktera vyvola X% zménu rustu

v prostredi
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Metoda pro stanoveni bioakumulace

— prutokova zkouska na rybach

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

C.13. BIOAKUMULACE:VI?RU'I:OKOVA ZKOUSKA NA RYBACH -
metoda C.13 podle NARIZENI KOMISE (ES) ¢. 440/2008

Dvé faze:

©)

Faze pfijmu - 28 dni (az 60 dnu k dosazeni rovnovazného stavu)
Faze vyluCovani

Pocet ryb - pro kazdy odbér 4 ryby (min. 5 odbéru béhem prijmu, 4
odbéry béhem vyluCovani)

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

mediu BCF — ku}'fkd _ C‘fwa

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

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




Testy toxicity na rybach

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

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

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

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

» 7Zjisténa koncentrace LC 50 je v souladu se standardy

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

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

©)
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Testy toxicity na rybach

Protokol ma obsahovat:

©)

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

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

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

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

Koncentrace vSech pomocnych latek

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

Popis zkuSebniho zarfizeni

Vyhodnoceni — vysledky, zhodnoceni vSech sledovanych parametru

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

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

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

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

Centrum pro vyzkum

toxickych latek
v prostredi
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