VETERINARNI A FARMACEUTICKA UNIVERZITA BRNO
FAKULTA VETERINARNI HYGIENY A EKOLOGIE
USTAV EKOLOGIE A CHOROB ZOOZVIRAT, ZVERE, RYB A VCEL

Test akutni toxicity (3 minutovy test) - Niténka obecna Tubifex tubifex

1. Cil

Tento test slouzi ke stanoveni vlivu chemikalii, chemickych ptipravki a odpadnich vod na
zastavu pohyblivosti (imobilizaci) ¢ervi Tubifex tubifex.

Hlavnimi piednostmi tohoto testu jsou jednoduchost, reprodukovatelnost, finan¢ni nenaro¢nost

a zaroven $etfici laboratorni zvifata.

2. Charakteristika testu
Test je provadén s cervem Tubifex tubifex dle metodiky Tichy a kol. (2007). Princip testu
spociva v tom, Ze je urity pocet jedincl nitének vystaven fadé fedéni kontaminované vody

nebo rozsahu koncentraci zkouSené latky a sleduje se vliv na jejich mortalitu a imobilizaci.

3. Material

3.1 Testovaci organismy

Tubifex tubifex — v délce 2—4 cm

3.2 Testované chemikalie
Jako standardni latka pro ovéfeni vitality nitének a kontrolu spravnosti stanoveni byl pouzit
roztok dihydratu chloridu manganatého MnCl2.2H20 (Merck), jehoz hodnoty akutni toxicity

byly stanoveny dlouhodobym sledovanim. Hodnota EC50 chloridu manganatého je v rozsahu
od 0,122 do 0,152 mol/I.

3.3 Pristroje a pomicky

> 0dmérna banka 100 ml
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odmérna banka 25 ml

kadinka 50 ml

makrotitracni desticky

Petriho miska o priméru 80 mm
entomologicka pinzeta
preparacni jehla

nastavitelnd automatické pipeta
Spicky

stopky

analytické vahy

Podminky testu
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Niténky o délce téla 2—4 cm

Obrazek ¢. 1: Preparacni jehla, entomologicka pinzeta

mnozstvi zkouSené smési i kontroly v jedné jamce makrotitracni desticky: 1 ml

6 nitének na zkuSebni jamku
bez krmeni
teplota: 20-25 °C

délka expozice: 3 minuty

5. Pracovni postup

5.1 Odchyt nitének

Pfed samotnym testem je potieba si oddélit z akvarijniho chovu ¢ast nitének a premistit je

pomoci pinzety do Petriho misek s malym mnoZstvim destilované vody. Vybiraji se ptiblizné

stejn¢ velké niténky o délce téla 2—4 cm.



Obrazek €. 2: niténky v Petriho miskach uréené k testovani

5.2 Priprava referencni latky
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Ptipravime koncentra¢ni fadu testované latky (6 koncentraci)

v kadince s 25 ml destilované vody rozpustime navaZku chloridu manganatého
MnCl2.2H,0 (piesné 2,5 g)

roztok prelijeme do odmérné banky (100 ml) a doplnime destilovanou vodou po rysku
takto ptipravime zasobni roztok o zakladni koncentraci 25 g.I*

tento vzorek se dale fedi do 10 ml odmérnych banék, az se ptipravi koncentracni fada o
koncentracich: 20; 17,5; 15; 10; 5 g.I*

koncentrace 20 g.I': 8 ml zasobniho roztoku + 2 ml destilované vody

koncentrace 17,5 g.I"%: 7 ml zasobniho roztoku + 3 ml destilované vody

koncentrace 15 g.I"': 6 ml zasobniho roztoku + 4 ml destilované vody

koncentrace 10 g.I"': 4 zasobniho roztoku + 6 ml destilované vody

koncentrace 5 g.I"': 2 zasobniho roztoku + 8 ml destilované vody



Obrazek €. 3: Piipravend koncentrac¢ni fada testované latky

5.3 Vlastni testovani
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Testovani probiha pii teploté 20-25 °C

Z Petriho misky se rychle, ale opatrné pomoci entomologické pinzety dé osusit na
filtra¢ni papir 6 stejn¢ velkych nitének, aby nedoslo k nafedéni roztoku

do kazdé jamky se prenese 6 nitének

a napipetuje 1 ml vzorku o nejvyssi koncentraci (25 g.I*%)

pro kazdou koncentraci se zvoli 3 opakovani

po uplynuti pfesné tfi minut se zaznamena pocet nehybnych jedinct

stejnym zptsobem se pokracuje s niz§imi koncentracemi (20-5 g.I"Y) az do dosazeni
koncentrace, kterd nezptisobuje Zadnou zastavu pohybu nitének

tento daj se pouzije pro vypocet akutni toxicity, ktery se vyjadii pomoci EC50

otestované niténky se vytadi, nedaji se pouzit pro dalsi testovani.



Obrazek ¢. 4: Makrotitraéni desti¢ka

6. Vyhodnoceni testu
» Jako endpoint se hodnoti imobilizace (niténky nejevi znamky pohybu ani po kontaktu
S prepara¢ni jehlou) a mortalita
» spocita se pocet nehybnych organismt

» vysledky testi se statisticky vyhodnoti, napt. pomoci programu TOXICITA.

Vypocet

Z poctu imobilizovanych nitének po expozici presné 3 minuty u kazdé koncentrace zkoumané
latky se stanovi EC50.

Vypocet EC50 se provadi podle nasledujiciho vztahu:

log EC50 =log Da +d (f + 1)

Da nejnizsi koncentrace,
f tabelovana konstanta, jednotlivym kombinacim je v tabulce ptifazena
d konstanta, pro niz plati nasledujici rovnice:
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d=IlogR

R pomér mezi dvéma nasledujicimi koncentracemi (vys$$i koncentrace/nizsi) je

vzdy vétsi nez 1.

Pro nazornost zde uvadime ptiklad vypoctu EC50 pro referencni latku chlorid manganaty.

Priklad vypoctu:
Pocet nehybnych
Koncentrace (g/ml) Pocet nehybnych ¢ervl po 3 min.
¢ervil po 3 min. expozice
expozice zaokrouhleno
Zakladni roztok 0,088 666 6
1. fedéni 0,0697 666 6
2. fedéni 0,0552 666 6
3. fedéni 0,0437 666 6
4. fedéni 0.0346 665 6
5. fedéni 0,0274 121 1
6. fedéni 0,0217 000 0

Hodnotu EC50 vypoditdme pomoci rovnice:

log EC50 = log Da + d(f + 1)

Pro nés ptipad najdeme v tabulce pro ¢tvetici udaji o nehybnych niténkach 0, 1, 6, 6 hodnoty:
Da=0,0217; f=0,33333; R = 1,26267; d = log R = 0,101.
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f tabelovana konstanta, pro hodnoty 0, 1, 6, 6 najdeme udaj v tabulce
R pomér mezi 5. a 6. Fedénim — vyS$$i koncentrace/nizsi koncentrace
d se rovna logaritmu z R

Po dosazeni dostaneme rovnici a vysledek:

log EC50 = - 1,6635 + 0,101(0,33333 + 1) = -1,5289

EC50 = 0,0296 g/ml

Po odlogaritmovani mizeme provést zapis EC50 ve tvaru 0,0296 g/ml.

Vysvétlivka:
EC50: u¢inna koncentrace pro zastavu pohybu ¢erva Tubifex tubifex.
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