VETERINARNI A FARMACEUTICKA UNIVERZITA BRNO
FAKULTA VETERINARNI HYGIENY A EKOLOGIE
USTAV EKOLOGIE A CHOROB ZVERE, RYB A VCEL
Standardni operaéni postup - SOP 03

Terestrické testy ekotoxicity

Stanoveni inhibice reprodukece roupic (Enchytraeus sp.)

1. Cil
Tento test slouzi ke stanoveni vlivu ptidnich kontaminanti a chemickych latek na reprodukci

pudniho krouzkovce (roupice) rodu Enchytraeus.

2. Charakteristika testu

Test bude provadén s roupicemi druhu Enchytraeus albidus nebo Enchytraeus crypticus dle
normy 1SO 16387. Princip testu spociva v tom, ze je urcity pocet jedinci roupic vystaven fadé
fedéni kontaminované pidy nebo rozsahu koncentraci zkouSené latky a sleduje se vliv na jejich

preziti a reprodukci.

3. Material

3.1 Testovaci organismy

Enchytraeus crypticus — V laboratornich podminkach se roupice chovaji na 1 % agaru v
plastovych Petriho miskach. Misky se uchovavaji v termostatu nebo v klimatizované inkubaéni
mistnosti pii 18 £ 2 °C. Roupice je nutné kazdy tyden vlhéit, krmit nadrcenymi ovesnymi

vlockami na povrch agaru a vétrat.

3.2 Chemikalie a suroviny
» Bengalska Cerven
> Etanol
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Kyselina borita
Artificidlni substrat - uméla pida ptipravend dle smérnice OECD (kiemenny pisek,

kaolinitovy jil, raselina, CaCO3)

3.3. Kontrola — artificialni ptuda

Jako kontrola se pouzije uméle pfipravend smés se zarucenou konstantni kvalitou dle smérnice

OECD. Kontrolni ptida se pfipravi smichanim a diikladnou homogenizaci 69 % hmotnostnich

ktemenného pisku, 20 % hm. kaolinitového jilu, 10 % hm. raseliny a 1% hm. CaCO3 pro upravu

celkového pH na 6,0 £ 0,5. Vodni kapacita pudy (WHC) je udrzovana v rozmezi 40—60 %..

3.4. Pristroje a pomucky

>

YV V.V V V V V VYV VY

Petriho misky

odmérné banky

sklenéné zkusebni nadoby s vickem
analytické vahy, s pfesnosti nejméné na 1 mg
pH metr

pinzety, hacky, klicky

fotoaparat s makroobjektivem

nastavitelné automatické pipety
temperovana kultiva¢ni komora s osvétlenim

software pro statistické zpracovani dat (TOXICITA 3.1)

4. Podminky testu

>

YV V. V V VYV V

Dosp¢lé roupice s vajicky v oblasti opasku, aklimatizované v umélé ptid€ nejméné 24 h
pted zkouskou

MnoZzstvi zkousené smési ¢i kontroly v jedné nadobé: 20 g

10 roupic na zkuSebni nadobu

krmeni: rozemleté ovesné vlocky, mnozstvi ptizpusobit piijmu potravy

teplota: 20 2 °C

pH 6,0 £0,5

vlhkost umélé pidy i zkousené smési: 40—60 %
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osvétleni: fotoperioda 16 h svétlo/8 h tma

délka expozice: 28 dni

5. Pracovni postup

Pied zalozenim testu je tfeba roupice piemistit pro aklimatizaci do artificialni pidy. V testu se

pozivaji dospéli jedinci pfiblizné stejné velikosti.

>

YV V. .V V V V

>

Pipravime koncentra¢ni fadu testované latky (3 - 5 koncentraci)

do zkusebnich nadob navazime po 20 g piedem ptipravené artificialni ptdy

pudu kontaminujeme piipravenymi koncentracemi testované latky

kontrolu tvofi uméla pida bez piidavku testované latky

pomleté ovesné vlocky vmichame do pudy

do nadob vlozime 10 roupic s viditelnym opaskem

nadoby zvazime na zacatku zkousky a poté jednou tydné — ubytek hmotnosti se
vyrovnava odpovidajicim mnozstvim deionizované vody

sklenice sroupicemi pickryjeme parafilmem (potravinaiskou folii) a vlozime do
inkubatoru

dvakrat tydné parafilm odkryjeme (provzdusnéni nadoby).

Test probiha v inkuba¢ni mistnosti pfi teploté¢ 18 = 2 °C. Po 28 dnech expozice se pocita pocet

jedinci.

YV V V

>

Do kazdé testovaci nadoby pfidame 5 ml etanolu a destilovanou vodu tak, aby
dosahovala cca 3 cm nad povrch pudy

pfidame 200 — 300 pl roztoku Bengalské cervené (0,01 g v 1 ml etanolu)

nadoby zavieme vicky a smés n€kolik vtefin protiepavame

nadoby se vzniklou suspenzi nechame do druhého dne stat pii laboratorni teploté

dalsi den vyhodnotime pocet roupic v testovacich nadobach.

Po obarveni jsou dospélé roupice cervené, jednoznacné vétsi nez velké mnoZzstvi pfitomnych

juvenild. VSechny nalezené roupice jsou povazovany za ptezivsi, mrtvé organismy se rychle

rozkladaji.
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Obrazek €. 1: obarveni roupic

6. Test na standardu
Jednou rocné se roupice testuji na referencni latku, zda laboratorni podminky neovlivnily
citlivost testu. Touto referencni latkou je kyselina boritd. Navrzend rozpéti hodnot ECso

kyseliny borité jsou 100-300 mg/kg.

7. Vyhodnoceni testu
» Do nadoby vymackame trochu bilé akrylové barvy a ptilijeme destilovanou vodu
» michame, dokud nevznikne mlé¢né bily roztok
» do sklenic¢ky si nalijeme koloidni roztok Ludox©, ptilijeme ¢ast (20 ml) bilého roztoku
a opét peclivé zamichame
» do Petriho misky pfilijeme obsah skleni¢ek s obarvenymi roupicemi a asi 50 ml bile
obarvené¢ho Ludoxu
» mirn¢ s Petrino miskou pohybujeme, aby se promichaly vrstvy Ludoxu s obsahem
skleni¢ky s roupicemi.
Pti spravném promichani dojde k vyneseni obarvenych roupic na povrch.
» povrch vodni hladiny s roupicemi vyfotografujeme a na pofizeném snimku spocitame

pocet dospélcti a juveniltl.
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Obrazek €. 2: Petriho misky s roupicemi po obarveni Ludoxem

Vysledné hodnoty reprodukénich parametri jedincii vystavenych zkouSené smési se porovnaji
S hodnotami reprodukénich vysledki v kontrole, vypocita se inhibice reprodukce v procentech,
mortalita dospélcti v procentech a nésledn¢ hodnota 28dECsg (efektivni koncentrace, ktera

vyvolé po 28 dnech expozice 50% inhibici reprodukce testovanych jedincti).

8. Validace testu
Vysledky se povazuji za platné, jestlize v kontrole jsou splnény nasledujici podminky:
» na konci testu nema mortalita dospélych roupic prekrocit v priméru 20 %,
» na konci testu by mél byt primérny pocet nedospélych jedincti vétsi nez 25 na jednu
zkuSebni nadobu za predpokladu, Ze na zacatku testu bylo do kazdé zkuSebni nadoby
vlozeno 10 dospélych roupic,

» variaéni koeficient vypocitany pro tidaje o reprodukci nema byt na konci testu vyssi nez
50 %.

9. Pouzita literatura
CSN EN ISO 16387 (2014): Kvalita pady — Vliv znedi§tujicich latek na Enchytraeidae

(Enchytraeus sp.) — Stanoveni vlivu na reprodukeci.

OECD GUIDELINE 220 (2004): Enchytraeid Reproduction Test
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