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1  Uvod

Ramcova smérnice o vodach (RSV) [1] v ¢lanku 5, ¢lanku 8 a priloze Il v bodech 1.4 a 1.5
uklada ¢lenskym statim EU povinnost identifikace vyznamnych antropogennich vliva, ktera
slouzi jako zaklad pro vypracovani monitorovacich programl a programu opatfeni. Postupy
provedeni této identifikace specifikuje Spole¢na strategie k implementaci Ramcové smérnice
ES o vodni politice (2000/60/ES), Pokyny €. 3 Analyza tlak( a posouzeni dopadu [2].

Z hlediska RSV jsou monitorovaci programy rozdéleny do tfi kategorii: situa¢ni monitoring,
provozni monitoring a prdzkumny monitoring. Programy situaéniho a provozniho monitoringu
by mély byt stanoveny na z&kladé charakterizace vodniho Utvaru a posouzeni tlak( a dopadu,
vyzadovaného podle (viz RSV pfiloha V bod 1.3.). Vtéto smérnici je rovnéz popsan
mechanismus, ktery v ur€itych pfipadech spousti priizkumny monitoring.

V CR monitoring probih& v souladu s poZadavky Vodniho zékona [3]. V §21, odstavci 1 je
uvedeno: ,Zjistovani a hodnoceni stavu povrchovych a podzemnich vod slouzi k zajistovani
podkladl pro vykon vefejné spravy podle tohoto zékona, planovani v oblasti vod a k
poskytovani informaci vefejnosti a provadi se podle povodi povrchovych vod a
hydrogeologickych rajont podzemnich vod“. Pravidla provadéni monitoring pak specifikuje
Vyhlaska ¢. 98/2011 [4]. U vodnich utvard je z vysledkd monitoringu stanovovan jejich
chemicky a ekologicky stav. Chemicky stav vodniho Utvaru ovliviiuje jeho ekologicky stav.
Hlavnim Gcelem monitorovacich programu je poskytnout nezbytné informace pro navrhy
efektivnich program( opatfeni k ochrané dobrého ¢&i zlepSeni nevyhovujiciho stavu vodnich

Utvarq.

Chemicky stav vodniho Gtvaru uréuji vysledky primérnych hodnot koncentraci vybranych
znecistujicich latek, detekovanych situaénim monitoringem za tfileté obdobi sledovani.
Predpokladem je, Ze pfi znalosti moznych negativnich biologickych uG¢inku latek Ize z vysledku
cilenych analyz vydedukovat faktory / rizika, ovliviiujici ekologicky stav vodniho Gtvaru.
Takové hodnoceni rizik ma v8ak vyznamné omezeni. Seznam latek, podléhajicich sledovani,
se znamymi negativnimi U¢inky, se neustale rozSifuje a s tim umérné stoupaji naklady na
provadéni chemického monitoringu. Biologickou jakost vod vSak ovliviiuji vlastnosti celkového
znecisténi, jehoz vysledny ucinek je dan biologickymi vlastnostmi smési latek, v ném
obsazenych, moznymi produkty vzajemnych reakci téchto latek, nebo metabolity a
transformacnimi produkty, vznikajicimi pdsobenim organismd. Tak Siroké spektrum latek nelze
cilenym monitoringem zachytit i pfi hypotetické moznosti napInéni tohoto poZadavku ze
ziskanych dat neni realné mozné kvalifikované vysledny biologicky Gc&inek celkového
znecisténi vod kvalifikované odhadnout. Tim je vypovidaci schopnost mnohdy znacné
nakladné ziskanych dat pro potfeby navrh(l opatfeni na ochranu vodnich Gtvard vyrazné
omezena.

Ekologicky stav se hodnoti na zakladé vysledku ekologického prizkumu stavu ekosystému
daného vodniho Utvaru. Zplsob jeho provedeni specifikuji Ministerstvem Zivotniho prostfedi
schvalené metodiky, popisujici postupy inventarizace rGznych slozek ekosystému. Pri
hodnoceni ekologického stavu se zohledruji rovnéz koncentrace vybranych polutantd a
nékteré fyzikalni vlastnosti vod. Ekologicky stav sice dobfe popisuje ekologické vlastnosti
vodniho Utvaru, mnohdy vSak pfi¢iny daného stavu nejsou jasné, coz ztéZuje moznosti tvorby
opravdu efektivniho navrhu opatfeni na jeho ochranu.
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Odhalit mozné pficiny, uréujici ekologicky stav vodniho Gtvaru, |ze pomoci sady biologickych
zkouSek, tak zvanych effect-based methods (EBM). To jsou specializovana biologicka
stanoveni, ktera se pouzivaji k detekci potencialu chemickych latek, jejich smési ¢i metabolitd,
obsazenych v celkovém znecisténi vod, negativnhé pusobit na organismy. Pouziti EBM
v monitoringu tedy umozniuje urcit typy negativninho biologického plsobeni znecisténi a na
zakladé znalosti, jaké skupinach latek dané G€inky mohou zplsobovat, |épe zaméfit chemické
analyzy na tyto latky v ramci prazkumného monitoringu. Zafazeni EBM do monitorovacich
program( tedy vyrazné zvySuje efektivitu &innosti, zaméfenych na ochranu vod. Toto
konstatovani je plné v souhlase s doporuéenimi odbornych stati, zabyvajicich se zlepSenim
detekéni schopnosti monitoringu z hlediska hledani pri¢in nevyhovujiciho stavu vod (napf. [5-
12 ]).
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3 Predmét metodiky

Metodika specifikuje postup stanoveni moznych negativnich biologickych vlivil celkového
znecisténi vod pomoci specializovanych metod, detekujicich dlouhodobé (chronické) Gc€inky
znecisténi jako je chronicka toxicita, herbicidni U€inky, genotoxicita a estrogenita, Dale
popisuje vyuziti ziskanych vysledkd k blizSimu urCeni tlakd, které ovliviuji ekologicky stav
vodniho Gtvaru.

4  Struktura metodiky

Princip identifikace vyznamnych antropogennich vlivli, spojenych s dlouhodobym
znecistovanim vod je znadzornén na schématu nize. Podle néj ma metodika mé nasledujici
¢asti, ve kterych jsou popsany postupné kroky provedeni celkového stanoveni:

Céast A VZORKY A JEJICH PREDUPRAVA popisuje zpasob odbéru vzork vod, manipulaci
S nimi a Upravu jejich vlastnosti pro potfeby specializovanych stanoveni

Cast B STANOVENI CHRONICKYCH UCINKU zNECISTENI popisuje provedeni
specializovanych zkouSek, zaméfenych na stanoveni vybranych negativnich G¢ink(
znecisténi vod

Céast C URCENI CHARAKTERU TLAKU uvadi navod k vyuziti ziskanych dat k uréeni tlaka,
které maji vliv na ekologicky stav vodnich utvar

/’—\\ Odbér a preduiprava
w vzorku

Stanoveni uéinku

Vzorek 20 | celkového
znecisténi

Urceni charakteru

| \ / tlaku

Zakoncentrovani

—
Test
na luminiscenénich «—— Koncentrat YES test
Chronicka H bakteriich Estrogenni
toxicita :ﬂ: ucinek
Miniaturizovany Amesuv fluktuaéni
rasovy test test
= % =
He'r'b_lcldm Genotoxicita
ucinek

Obr. 1: Princip identifikace vyznamnych antropogennich vlivl, spojenych s dlouhodobym
znecistovanim vod
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A. ODBER VZORKU A JEJICH PREDUPRAVA

Protoze bézna aroven znecisténi vod obsahuje r(zné polutanty v relativné nizkych
koncentracich, ale jejich vyskyt je dlouhodoby, je stouto skutecnosti spojeno riziko
negativniho chronického u€inku. PFi ném se Gc&inky znecisténi nemanifestuji razantné,
negativni plsobeni latek je dlouho skryté. Nékteré latky se totiz mohou akumulovat
v organismu. Bioakumulaci dochazi k pozvolnému navySovani koncentrace latky v organismu
az do hodnoty, vyvolavajici detekovatelné negativni G€inky. V této fazi je jiz Casto poSkozeni
organismu nevratné a maze mit fatélni nasledky. Existuje tedy reélné riziko nejen pro samotny
organismus, ale ohroZzen muze byt i cely ekosystém.

Cili, kterym je detekce moznych dlouhodobych (chronickych) G&inka zneciSténi vod, je
podfizen jak zpusob odbéru vzorkd vod, tak i jejich pfeduprava zakoncentrovanim tohoto
znecisténi. Tento proces modeluje bioakumulaci, ktera je pfi¢inou chronického Gginku latek.

A.1 Pristroje a zaFizeni

Bézné laboratorni vybaveni a dale:

Vybaveni pro odbér vzork( vod, odpovidajici pomérim na dané lokalité
Odmérné vélce 50 ml
Tlakové lahve s dusikem nebo jinym inertnim plynem, s regulaénimi ventily
Sklenéné naplrové kolony
Demizony 20 | (151)
Lednice o dostate¢ném objemu pro uloZeni odebranych vzorkd vod v demizonech do doby
jejich zpracovani
Lednice pro uchovani extrakt(
Laboratorni ty€ova michadla
Sito na zachyt rezinl
Sklenéna injekéni stfikacka min na 20 ml
Uzaviratelné vzorkovnice z inertniho materialu pro uchova extraktd / koncentratd
A.2 Cinidla
Pouzivaji se vyhradné chemikalie zaru¢ené analytické Cistoty.

Sorbenty: XAD4 a XAD16

Aceton

Methanol

Demineralizovana nebo destilovana voda

A.3 Odbér vzorku

Odbér vzorkd se Fidi normami CSN EN 1SO 5667-3 a CSN EN ISO 5667-6. ProtoZe pi
predupravé se 1 000x zahustuje / koncentruje znecisténi vod, s ¢imz souvisi velké zmenSeni
pavodniho objemu vzorku, je nutné odebrat dostateéné velké mnozstvi vod do vzorkovnice
odpovidajiciho objemu. Vhodnym feSenim je odebirat vzorky do nalezité promytych
sklenénych demizona.
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Hlavni zasady odbé&ru vzorkil vod (podrobné viz CSN EN ISO 5667- 6):

Vylougit vliv bfehd, tzn. odebirat z most(, vstoupit do toku nebo pfipevnit odbérové zafizeni
na ty¢ (pfi odbéru ze brehu).

Odebirat v turbulentnich Usecich toku, v proudnici pfi dostatec¢né hloubce.

Vzorkovace, pfipadné nalevky i samotné vzorkovnice je nutno pred odbérem oplachnout
odebiranou vodou. Lze odebirat i pfimo do vzorkovnic, zejména v menSich tocich pfi
dostate¢né hloubce vody.

Vzorky odebirat proti sméru proudéni vody.

PFi nutnosti vicenasobného vstupu do vodniho toku v odbérovém misté postupovat pfi
odbéru mirné proti proudu.

Pfi vzorkovani nesmi dojit k odbéru vzorkafem zvifeného sedimentu a narostd na dné toku.

A.4 Manipulace s odebranymi vzorky

Po dobu nezbytné nutnou pro transport do laboratofe je Zadouci minimalizovat vyznamnym
zménam teploty vzorkd ve vzorkovnicich. S ohledem na velikost vzorkovnic (demizond) je
doporuceno uspisit dobu transportu a zamezit vystaveni vzorku nadmérnému vlivu svétla ¢i
zvy3enych teplot (podrobné viz CSN EN 1SO 5667-3). Doba transportu a zmény teploty vzorku
jeho vlivem se zaprotokoluiji.

Po prevozu do laboratofe se vzorky ulozi do chladni¢ky, k tomu uréené, s teplotou v souladu
s CSN EN ISO 5667-3. Zde jsou uloZeny aZ do dal$iho zpracovani.

A.5 Preduprava vzorka

Preduprava vzorkl je zaméfena na zakoncentrovanim / zahuSténim celkového znecisténi.
Cilem je dosahnout zakoncentrovani 1 000x.

A.5.1 Pfedéisténi sorbentt

Nejprve se pfipravi smés sorbentu. Do 20 | vzorku vody je potfeba prfidat 80 ml smési sorbentd,
pfipravené v poméru 40 ml XAD4 a 40 ml XAD16, do 15 | demizonu se pfida 60 ml smési
sorbentd (30 ml XAD4 + 30 ml XAD16). Sorbenty se odméfi pomoci odmérného valecku.
Odméfena mnozstvi vsypeme do kadinky.

Aby byl vylou€en vliv pfipadné kontaminace sorbentl na pfipravovany koncentrat, provede se
jejich predcisténi nasledujicim postupem. Ke smési sorbentl v kaddince se pfilije dostateéné
mnoZstvi acetonu tak, aby vrstva kapaliny nad zrny byly pfiblizné 2 cm az 2,5 cm. Smés se
jemné promicha a necha se 15 min stat. Poté se aceton opatrné slije a nahradi se stejnym
mnoZzstvim demineralizované nebo destilované vody. Opét se vSe promicha a necha se v klidu
stat 15 minut. Nasledné se voda slije a provede se stejnym zpusobem druhé promyti vodou.
Poté se prebyte¢na voda opét opatrné slije.

A.5.2 Priprava koncentratu znec€isténi

VySe uvedenym zpusobem prociSténa smés sorbentl se prevede do vzorku vody v demizonu
s odebranym vzorkem vody. Pred pfidanim sorbentld do demizonu je vhodné si do gisté
kadinky odlit menSi objem vzorku vody, pro pfipad, Ze by pfi pfevodu ¢ast sorbentl ulpéla na
sténach demizonu a bylo by potfeba je splachnout.
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Do demizonu s vzorkem vody a smési sorbentu se vloZzi tyéové laboratorni michadlo a intenzita
michani se nastavi tak, aby vSechna zrna sorbentu ve vodé byla michanim udrzena ve vznosu.
Vzorek se sorbenty se micha po dobu 24 h. Po této dobé se sorbenty prelitim pfes sito
s patfi¢nou velikosti otvort, potfebnou k zachyceni vSech zrn, oddéli od vody. Témito sorbenty
se pak naplni sklenéné kolona. K splachovani sorbentli do kolony se pouzije ¢ast vody,
zachycend pfi zcezovani sorbentd. Pfed naplfiovanim se na dno sklenéné kolony nad
vypoustéci ventil umisti maly smotek vaty, aby pfi jejim vypousténi nedoSlo k vyplavovani zrn
sorbentu.

Po prevedeni sorbentu do kolony se prebytek vody odpusti tak, aby ji v koloné bylo co
nejméné, avsak mezi zrny nesmi dojit ke vzniku vzduchovych kapes, vSechna zrna musi byt
propojena vodou. Vypousténi by mélo byt ukonéeno, kdyz se dolni meniskus vodniho sloupce
se dotkne horniho okraje vrstvy sorbentl v koloné.

Po odpusténi vody se do kolony pro vymyti znecisténi, nasorbovaného na reziny, prevede 40
ml respektive 30 ml acetonu (podle puvodniho mnozstvi odebraného vzorku vody, to je 20 |
nebo 15 I). Pro zvySeni G€innosti extrakce se tento objem protlacuje vrstvou sorbentll odspodu
nahoru pomoci sklenéné injekéni stfikacky. Aceton se necha v koloné plsobit 15 minut a pak
se vypusti do pfipraveného odmerného vale¢ku o objemu 50 ml. Do né&j vyteCe acetonovy
vyluh i s malym objemem vody, ktery zlstal v koloné po jejim naplfiovani sorbenty.

Poté se zvyluhu aceton odstrani odparfovanim, akcelerovanym probublavanim sloupce
roztoku dusikem (propanonem). Danym postupem dojde k pfechodu v3eho vylouzeného
znecisténi do vodného zbytku. Takto ziskany koncentrat znecisténi se doplni do vysledného
objemu 20 ml respektive 15 ml podle ptvodniho objemu odebraného vzorku (20 | nebo 15 1)
destilovanou vodou. Timto postupem dosahneme tisicindsobného zakoncentrovani
zachyceného znecisténi vod. Pfipraveny koncentrat se pak podrobi sadé specializovanych
testll, zamérenych na detekci rizika chronickych G€inku celkového znecisténi vod.

A.6 Odkazy na normy

CSN EN ISO 5667-3 Kvalita vod - Odbér vzork( - Cast 3: Konzervace vzork( vod a manipulace
S nimi.

CSN EN ISO 5667- 6 Kvalita vod - Odbér vzork( - Cést 6: Navod pro odbér vzorkd z Fek a
potoku.
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B. STANOVENi CHRONICKYCH UCINKU ZNECISTENI

Sada metod pro stanoveni biologickych U¢inkd vzorkd vod je zaméfena na hlavni negativni
dlouhodobé ucinky, které mohou zpusobovat latky, obsazené v celkovém znecisténi vod. Témi
jsou chronicka toxicita, herbicidni U¢inky, genotoxicita a estrogenita, Limitni hodnoty pro
stanoveni arovné rizika vychazeji z TNV 75 7769 TNV 75 7769 Jakost vod - Metoda stanoveni
chronickych G¢ink( znecisténi povrchovych vod.

B.1 Chronicka toxicita

B.1.1 Podstata zkousSky

Tato metoda jako zkuSebni organismus ke stanoveni moznych negativnich G¢inka vzorku
pouZziva luminiscenéni bakterie. Vlivem toxickych u¢inku latek, obsazenych ve zkoumaném
vzorku, dochazi ke snizeni jejich luminiscence, ktera je ukazatelem miry toxicity vzroku.
Metodika zkousky vychazi ze zésad, specifikovanych normou CSN EN ISO 11348, a je
Ucelové upravena pro potfeby stanoveni Uc¢inku koncentratu celkového znecisténi vod.

B.1.2 ZkuSebni organismus

Aliivibrio fischeri — morska, aerobni, heterotrofni, gram-negativni bakterie, schopna
bioluminiscence, ktera vznika katalytickymi UCinky enzymu luciferdzy na nizkomolekularni
substrat luciferin. Vlivem G¢inkd toxikantd na bakterialni buriku dojde ke sniZzeni emise svétla.
Ke zkouSkam se pouzivaji komeréné dodavané bakterie, které jsou dodavany jako inokulum
v latentni fazi rastu. Detailni pokyny pro aktivaci inokula specifikuje vyrobce v pfiloZzenych
navodech. Protoze zpusoby pfipravy inokula, susSeni nebo lyofilizace, maji vliv na citlivost
zkuebniho organismu. Bakterie Ize také ziskat z Ceské sbirky mikroorganism( Brno (CCM).
Pro dany pfipad jsou niZze uvedeny sloZeni nezbytnych roztokd.

B.1.3 Pristroje a zafizeni

Mrazni¢ka k uchovavani konzervovanych kultur (-20 °C + 2 °C)

Chladni¢ka k uchovavani aktivované zasobni kultury (4 °C + 2 °C)

Termoblok s fizenou teplotou k temperovani zkouSenych vzorkd a aktivacnich roztokd na
15°C + 1°C

Luminometr s méfici celou, temperovanou na 15°C + 1 °C

ZkuSebni zkumavky z chemicky inertniho materialu, vhodné pro zvoleny luminometr

pH metr

Stopky

Automatické pipety s nastavitelnym objemem

Konduktometr

B.1.4 Roztoky a €inidla
Redici voda

Protoze Aliivibrio fischeri jsou bakterie mofského pavodu, jako fedici voda se pouziva 2%
roztok NaCl. Ten se pfipravi rozpusténim 20 g chloridu sodného (NaCl) v 1 | destilované nebo
demineralizované vody. Hodnota pH pfipraveného roztoku se upravi na 7 £ 0,2 roztokem
hydroxidu sodného (NaOH) v koncentraci 1 mol/l, nebo kyselinu chlorovodikovou (HCI) v
koncentraci 1 mol/l.

12



vuv
TGM

Hodnoceni stavu povrchovych vod pomaoci effect-based metod

Reaktivaéni roztok
Slouzi pro reaktivaci bakterii pred testem.

80g¢g monohydratu D(+)-glukézy

20,09 NaCl
2,035 g MgCl,.6H.0
0,30g KClI

1199 HEPES

Slozky se rozpusti ve vodé a roztok se micha 30 min. Hodnota pH pfipraveného roztoku se
upravi na 7 = 0,2 roztokem hydroxidu sodného (NaOH) v koncentraci 1 mol/l, nebo kyselinu
chlorovodikovou (HCI) v koncentraci 1 mol/l

U komeréné prodavanych bakterii je reaktivaéni roztok zpravidla firmami dodavan zarover s
kulturou.

Referenéni latky

Referenéni latky slouzi k ovérfeni citlivosti zkuSebnich organismu. V kazdé zkouSce musi byt
nasazena jedna z nize uvedenych latek ve stanovené koncentraci.

Dichroman draselny (K.Cr.Ov) rozpustény v 2% roztoku NaCl v koncentraci 22,6 mg/l
Siran zine€naty (ZnSO4-7H,0) rozpustény v 2% roztoku NaCl v koncentraci 219,8 mg/I

B.1.5 Postup stanoveni

Pfed zahajnim zkousky se do ziskaného koncentratu pfida NaCl, v takovém mnozstvi, aby
jeho vysledné koncentrace byla 2 % (stejné jako ve standardni Fedici vodé).

PFiprava zkuSebnich koncentraci, pozitivni a negativni kontroly

-

B

Obr. 1B1: Rozmisténi Sachtic v termobloku
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V termobloku (viz obr. 1B1), ktery udrzuje teplotu 15° C, se do Sachtice, na obrazku oznacené
I, umisti zkumavku s 12 ml reaktivacniho roztoku.

Rada A slouZi k pfipravé negativni kontroly (fedici voda), pozitivni kontroly (roztok referenéni
latky) a zkuSebnich koncentraci zahuSténého znedisténi. Davkovani se provadi podle
nésledujiciho schématu:

Al 2 ml fedici vody — negativni kontrola

A10 2 ml koncentratu

A9 1 mlkoncentratu + 1 ml fedici vody PROMICHAT
A8  1mlz A9+ 1mlfedici vody PROMICHAT

Dale stejnym postupem az do A3

A2 2 ml referencni latky — pozitivni kontrola

Aktivace zkuSebnich akterii

Bezprostfedné pred pouzitim vtestu vyjmeme z mraznicky ampuli se zamrazenymi
luminiscenénimi bakteriemi a nasledné ji po dobu 2 minut rozmrazujeme pozvolnym
protfepavanim ve vodnim lazni (napf. v 1 | kadiné) ve vodé laboratorni teploty. Poté se do
ampule s rozmrazenymi bakteriemi pfida 0,5 ml reaktivaéniho roztoku ze zkumavky umisténé
v Sachtici |, promicha se, uzavie se a necha se temperovat v Sachtici termobloku po dobu 15
min. Po uplynuti této doby se aktivované bakterie pfeliji do zkumavky s reaktivaénim roztokem,
opatrné promichaji pfevracenim uzaviené zkumavky ve vertikalnim sméru tak, aby bylo
zabranéno tvorbé bublin. Z této bakterialni suspenze se rozdavkuje po 0,5 ml do vSech
zkumavek/kyvetek, umisténych v Sachticich v fadach B a C termobloku.

Provedeni zkousky

Po adaptaci bakterii v jednotlivych zkuSebnich zkumakéach, ktera trvala 15 min, zahajime
samotny test postupem uvedenym niZe.

V Gase 0
Obecné:

- vyjmeme zkumavku s bakterialni suspenzi ze Sachtice termobloku a umistime ji do méfici
cely luminometru

- zmeéfime pocatec¢ni troven luminiscence lo, kterou zapiSeme do protokolu

- zkumavku vratime do termobloku na stejné misto

-k bakterialni suspenzi v této zkumavce okamzité pfidame 0,5 ml kontroly / referenéni latky
/ zkouSené koncentrace ze zkumavky umisténé v odpovidajici poloze v fadé A.

Konkrétné postupujeme nasledovné:

- Zméfime svitivost ve zkumavce umisténé v Sachtici B1, zapiSeme a navratime zpét —
pridame 0,5 ml zkuSebniho roztoku z Al.
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- Zmeéfime svitivost ve zkumavce umisténé v Sachtici C1, zapiSeme a navratime zpét —
pfidame 0,5 ml zkuSebniho roztoku z Al.

A dale stejné az po zkumavky umisténé v poloze 10.
V ¢ase 30 min:

Opétovné zméfeni luminiscence Iz po dobé expozice 30 min se provede ve vSech zkumavkéach
| kyvetkach od pozice B2 po pozici po C10.

Poznamky:

ProtoZe pro vSechny vzorky musi byt doba expozice stejnd, jednotliva davkovani a méreni je
vhodné provadét v 30 s intervalech.

ProtoZze k 0,5 ml bakterialni suspenze pridavame 0,5 ml zkoumaného roztoku dochazi
k nafedéené puvodné pripravené koncentrace na polovinu, tedy napr. pokud mame vzorek s
1 000x zahusténym znecisténim je vysledna koncentrace mérfeného roztoku 500x.

Vyhodnoceni zkousky

Pro zohlednéni spontannich zmén svitivosti bakterii se ze zméfené intenzity luminiscence
v negativnich kontrolach (B1 a C1) v ¢asech 0 min (lo) a 30 min (lso) vypocte korekéni faktor
kso podle rovnice uvedené nize.

k3o = lzoflo

Z hodnot, naméfenych u obou kontrol, se vypocte primérna hodnota ks,. Ta se pouzije pro
vypocet teoretické hodnoty svitivosti pfi dobé expozice 30 min (Itzp) ve vSech zkumavkach /
kyvetkadch z Sachtic B2 az C10 termobloku. Této hodnoty by dosahla svitivost v dané
zkumavce po 30 min, kdyby na bakterie, v ni umisténé, pusobila pouze fedici voda bez
jakékoliv testované latky. Rovnice pro vypocet teoretické hodnoty svitivosti It je uvedena nize:

It30 = lo.K3o

Pro vypocet procenta inhibice svitivosti se pak porovnava namérena hodnota v ¢ase 30 min
s touto teoretickou hodnotou nasledovné:

Inhibice [%] = l30/lt30.100 — 100

Nasledné se pomoci vhodné linearni nebo nelinearni regresni analyzy pro kazdou expozici
vypocte zavislost U€inku na koncentraci, tj. hodnota ECs. V pfipadech, kdy se vysledek testu
nevyjadfuje pomoci hodnot ECsp, mUze byt vysledek testu vyjadien u konkrétni koncentrace
vzorku v % vysledného acinku.

Poznamka:

V nékterych pfipadech mdze byt zmérena svitivost vétsi, nez svitivost teoreticka. Zde se jedna
nikoliv o inhibici, ale stimulaci. Na obr. 2B1 je uveden navrh pracovniho protokolu k zapisu
nameérenych dat a vypoctu stupné inhibi¢niho (stimulaéniho) téinku vzorku.
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B.1.6 Posouzeni rizika chronické toxicity

K posouzeni rizika chronické toxicity zneciSténi vod se pouziva hodnota ECsp, stanovend pfi
expozici 30 min. Toto riziko Ize ocekavat ve vSech pripadech kdy 50% inhibici vyvola
koncentrat s Urovni zahusténi znecisténi nizsi nez 125x (viz tab. 1B1).

Tab. 1B1: Limitni hodnoty zahuSténi zneciSténi pro uréni stupné rizika chronickych a¢inkd

Zahusténi Stupen rizika
500x Il. zanedbatelné riziko
125x lll. maximalné pfipustné riziko
63X IV. zvySené riziko
1x V. vazné riziko

B.1.7 Kontrola fizeni kvality

Zkouska je platna, jestlize:

hodnota kso pro 30 min inkubace je v rozsahu 0,6 az 1,8

paralelni stanoveni se neodchyluje od svych pramér(i o vice nez 3%. To plati pro kontroly i
pro zkouSené vzorky, z nichZz se urcuje hodnota ECso

referenéni latky v uréenych koncentracich zpusobuji pfi 30 min expozici inhibici 20% az
80%

kontrola citlivosti Aliivibrio fischeri na standardech se provadi ve &tvrtletnich intervalech, kdy
se vychazi z koncentrace 1 g/l referenéni latky a otestuje se cela koncentra¢ni fada (500
mg/l, 250 mg/l, 125 mg/l ...). Do této fady se rovnéz ,vlozi“ koncentrace, uréena pro ovéreni
citlivosti bakterii v testech.

B.1.8 Odkazy na normy

CSN EN ISO 11348-1 Jakost vod — Stanoveni inhibiéniho G¢inku vzork( vod na svételnou
emisi Aliivibrio fischeri (Zkouska na luminiscenénich bakteriich) — Cast 1: Metoda
s Cerstvé pripravenymi bakteriemi

CSN EN ISO 11348-2 Jakost vod — Stanoveni inhibiéniho G&inku vzorkd vod na svételnou
emisi Aliivibrio fischeri (Zkouska na limuniscenénich bakteriich) — Cast 2: Metoda se
susenymi bakteriemi (1.5.2009) (zména Al (757734) z 1.6.2019)

CSN EN ISO 11348-3 Jakost vod — Stanoveni inhibiéniho Gginku vzorkd vod na svételnou
emisi Aliivibrio fischeri (Zkouska na luminiscenénich bakteriich) — Cast 3: Metoda
s lyofilizovanymi bakteriemi (1.5.2009) (zména Al (757734) z 1.6.2019)

B.2 Herbicidni G€éinek

B.2.1 Podstata zkousSky

Metoda, vychazejici CSN EN I1SO 8692, je zaméfena na stanoveni moznych herbicidnich
Gcinku testovanych vzorku, které se projevuji inhibici rdstu zkuSebnich organismu, kterymi jsou
jednobunécéné zelené fasy. Pro potifeby zkousky se po dobu expozice, ktera je 72 h, provadi
kultivace jednodruhového fasového kmene Raphidocelis subcapitata v definovaném Zivném
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médiu, obsahujicim koncentraéni Fadu zkouSeného vzorku a inokula Fasovych bunék. Uginek
vzorku se vyhodnocuje porovnani intenzity narastu fas v testovanych koncentracich vzorku
s kontrolou.

B.2.2 ZkuSebni organismus

Raphidocelis subcapitata — jednobunééna planktonni zelena sladkovodni fasa, dfive znam
jako Selenastrum capricornutum a Pseudokirchneriella subcapitata. Uvedené Fasové
organismy lze ziskat ve Shirce autotrofnich mikroorganismi CCALA

Rasy se uchovavaji na sikmém agaru BBM v ledniéce pfi 4 °C + 2 °C. Miniméalné dvakréat do
roka se musi fasy preockovat na &erstvy agar. Dvakrat v mésici se kontroluje, zda nedoSlo
k poskozeni fas.

B.2.3 Pristroje a zafizeni

Veskeré zafizeni pfichazejici do styku s testovanym vzorkem, musi byt vyrobeno ze skla nebo
Z jiného chemicky inertniho materialu.
96-jamkové mikrotitracni desticky — prahledné s plochym dnem a prostorem pro ,,okap”
po okrajich desky
Autoklav
Automatické pipety — pro davkovani riznych objem( 2 — 20 pl, 20 — 200 pl, 200 — 1000
pl, 1 —10 mi
Elektromagnetické michadlo
Klimatizovany box nebo mistnost s kontrolovanou teplotou a svételnym zdrojem
vhodnych vinovych délek
Kultivaéni bariky — Erlenmayerovy bariky na 250 ml se zatkami propoustéjici vzduch
Lednice 4 °C
Multikanalova pipeta
Pasteurovy pipety
pH metr
Pipetovaci rezervoar
Mikroskop
Cyrusova komirka
Mikrodestickovy spektrofotometr, schopny zméfit absorbanci 680 + 20 nm (volitelny)

B.2.4 Cinidla a roztoky

Zasobni roztoky
Pro pfipravu zasobnich roztokd se pouziva demineralizovana nebo destilovana voda.

BBM médium — pro predkultivaci a uchovavani fas

Zasobni roztok ¢. 1 - NaNOs3 25 gl
Zasobni roztok ¢. 2 - MgS0O4-7H20 7,5 g/l
Zéasobni roztok ¢. 3 - NaCl 2,59/
Zasobni roztok ¢. 4 - KzHPO4 7,5 g/l
Zasobni roztok ¢. 5 - KH2PO4 17,5 g/l
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Zasobni roztok ¢. 6 - CaCl,-2H,0 2,59/l
Zasobni roztok ¢. 7 — H3sBO3 11,4 g/l
Zasobni roztok ¢. 8
EDTA 50 g/l
KOH 31 gll

Navazky obou chemikalii se sou¢asné rozpusti v demineralizovana nebo destilované vodé a
roztok se doplni do 1 litru.
Z&sobni roztok ¢. 9
FeS0O4-7H20 4,98 ¢

koncentrovana H,SO4 1.0 mi
Obé chemikalie se soucasné rozpusti v demineralizovana nebo destilované vodé a roztok se
doplini do 1 litru.
Zasobni roztok ¢. 10

ZnS04-7H20 8,82 ¢
MnCl;-4H,0 1,44 ¢
MoO3; 0,719
CuS04-5H,0 1,57 g

CO(N03)2'6H20 0,499
Navazky se soucasné rozpusti v demineralizovana nebo destilované vodé a roztok se doplni
do 1 litru.

BBM rustové médium se ze zasobnich roztok( pfipravi nasledovné:

Do 900 ml demineralizované nebo destilované vody se pfida po 10 ml zasobnich roztokd ¢&. 1
az 6, zasobniroztoky €. 7 az 10 se pfidaji v objemu 1 ml a vSe se doplni do 1 |. Vysledny roztok
se sterilizuje autoklavovanim (120°C, 15 min). Kone¢né pH roztoku by mélo mit hodnotu 6,6.

ISO roztok - pro pfipravu zkuSebnich koncentraci vzorku:

Zasobni roztok ¢. 1 — ziviny

MgCl,.6H,0 129
NH4CI 15¢g
CaCl,.2H,0 1,89
MgS04.7H.0 1,59
KH2PO4 0,16 g

Navazky vSech chemikdlii se rozpusti v demineralizovana nebo destilované vodé a roztok se
doplini do 1 litru.
Z&sobni roztok ¢. 2 — Fe-EDTA

FeCls;.6H,0O 80 mg

Na-EDTA.2H,0 100 mg
Navazky obou chemikalii se rozpusti v demineralizovana nebo destilované vodé a roztok se
doplini do 1 litru.
Zasobni roztok ¢. 3 — stopové prvky

HsBOs 185 mg
MnCl-4H,0 415 mg
ZnCl; 3 mg
CoCl2-:6H20 1,5mg
CuCl;-2H,0 0,01 mg
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Na2MoQO,-2H,0 7 mg
Navazky vSech chemikdlii se rozpusti v demineralizovana nebo destilované vodé a roztok se
doplni do 1 litru.
Zasobni roztok ¢. 4 — NaHCO; 50 g/l

Zasobni roztoky €. 1 az 3 se sterilizuji membranovou filtraci (prdmér péru 0,2 mm) nebo
v autoklavu (120 °C, 15 min). Z&sobni roztok €. 4 se sterilizuje pouze membranovou filtraci.
Pripravené roztoky se skladuji ve tmé, v teploté 4°C + 2°C.

Vysledny 1SO roztok se pfipravi pfidanim pfisluSného objemu zasobnich roztokd Zivin
nasledovné:

K demineralizované vodé v 1 | bance se pfida 10 ml zasobniho roztoku ¢. 1 a po 1 ml
zasobniho roztoku €. 2, 3 a 4. VSe se doplni demineralizovanou vodou do vysledného objemu
1l

Hodnota pH ISO roztoku by méla byt 8,1 + 0,2.

Referenéni latky
Referenéni latky slouzi k ovéreni citlivosti zkuSebnich organisma.

dichroman draselny (K.Cr,0-)
3,5-dichlorfenol

B.2.5 Postup zkousky

Priprava pfedkultivace a inokula

TFi dny pfed zacatkem zkousky (v patek) se pfipravi predkultivace (suspenze slouZzici k udrzeni
exponencialniho rustu fasy do zacatku zkousky). Pro predkultivaci se pouziva BBM rastové
médium.

Do Erlenmayerovy banky obsahujici 100 ml rdstového média se inokuluji dostate¢nym
mnoZstvim buné&k Fas Raphidocelis subcapitata, uchovavanych na Sikmém agaru. Rasy se
inkubuji pfi 23 °C + 2 °C 72 h, pfi stdlém osvétleni. Takto pfipravena predkultivace se pouzije
jako inokulum pro samotnou zkouSku.

Bezprostiedné pred nasazenim zkousky se pomoci mikroskopu a za pouziti Cyrusovy
komarky stanovi pocet Fasovych bunék, narostlych v predkultivaci, aby bylo mozno vypocitat
potfebny objem inokula, ktery ma byt pouzit. V kontrole a jednotlivych zkuSebnich
koncentracich by mélo byt dosazeno pocate¢ni hustoty 50 000 + 2 000 bunék/ml.

Poéitani fas v Cyrusové komurce

Pocitaji se fasy ve 40 fadach komurky a vysledna hodnota se vynasobi ¢islem 100. Tim se
ziska pocet bunék v 1 ml fasové suspenze. V komurce by mélo byt spoéteno minimalné 300
fas.

Poznamka: PFi odectu po 72 hodinach, kdy dojde k velkému narustu fas, staci spocitat napr.
jen 10 fad, vynasobit 4 (tzn. dopocitat do 40 fad) * 100 = opét se ziska pocet fas v 1 ml.
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Vypoéet potiebného objemu inokula

X=bla.V

X potfebny objem inokula

a hustota inokula¢ni fasové kultury v 1 ml

b poZzadovana hustota fasové kultury na zacatku testu v 1 ml = 50 000 bunék
Vv objem testovaného roztoku v ml

Priprava zkouSenych a kontrolnich testovanych sad

Koncentraéni Fada vzorku se pfipravi smichanim vhodnych objem( zkouSenych vzorki
(nebo zasobnich roztokd zkouSené latky), 1ISO Zivného roztoku a fasového inokula do 8
jamek v 96-jamkové mikrotitraéni desti€ce v objemu 250 pl/jamka na zkouSenou
koncentraci.

Kontrola obsahuje 1SO zivné médium a inokulum bez zkou$eného vzorku ve stejném
objemu jako koncentra¢ni fada vzorku, tedy 250 pl/jamka. Kontrolni vzorky by mély byt na
mikrotitracni desti¢ce rovnomérné rozmistény v minimalnim poctu tfi opakovani.

Slepy vzorek obsahuje ISO Zivné médium bez inokula fas. V pfipadé silné zabarvenych
vzorkl Ize pfipravit i slepy vzorek obsahujici ISO médium a vzorek ve vhodné koncentraci.
Kazdé varianta slepého vzorku se na desti¢ku davkuje do tfi jamek v objemu 250 pl/jamka.

Inkubace testu

Do 96-jamkové mikrotitracni desticky se do prostoru po krajich nadavkuje demineralizovana
nebo destilovana voda do vy3kové drovné objemu vzorku vjamkach, aby se omezilo
nerovnomérné vyparovani vody z jamek. Desticka se nasledné zavrie prahlednym vickem a
obali streCovou folii. Timto je zabranéno vzdusné kontaminaci a snizeno odparovani vody.
Desti¢ky se inkubuji pfi 23 °C + 2 °C pfi kontinualnim bilém svétle.

Odecet zkouSky

PFi odectu po 72 h je nutné vSechny jamky fadné propipetovat pomoci multikanalové pipety,
aby se burky fas rovnhomérné rozsuspendovaly. Je vhodné mezi jednotlivymi vzorky a
kontrolami ménit Spicky, aby nedoSlo ke kfizové kontaminaci a zkresleni vysledkd méreni.

Mikroskopicky odecet
V Case 0 h a 72 h se v Cyrusové komurce spocitaji fasové bunky.
Pristrojovy odecet

v vs

V kazdé jamce se zméfi hustota bunék, spektrofotometricky vyjadrena jako absorbance pfi
vinové délce 680 nm.

Poznamka:

U silné zbarvenych vzorkd mdze dochazet ke zkresleni vysledkd méreni absorbance, proto je
vhodnéjsi stanovit hustotu bunék pocitanim bunék v Cyrusové komdrce.

Vyhodnoceni vysledki

Z paralelnich opakovani kontroly a testovanych koncentraci vzorku se vypodte priamérna
hodnota. Pro vypocet procenta vlivu vzorku (inhibice / stimulace) se pouZije porovnani
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pramérnych hodnot narlstu v jednotlivych koncentracich na konci doby expozice vztazenych
k primérné hodnoté nardstu v kontrole.

Z vypoctenych hodnot se stanovi koncentrace ECso za pouziti vhodného statistického nastroje
(software).

B.2.6 Posouzeni rizika herbicidnich Géinkt

K posouzeni rizika herbicidnich G€inku znecisténi vod se pouzivd hodnota ECsp stanovend
v testech. Toto riziko Ize o€ekavat ve vSech pfipadech kdy 50% inhibici rastu fasové kultury
vyvola koncentrat s Urovni zahusténi znecisténi nizSi nez 125x (viz tab. 1B2).

Tab. 1B2: Limitni hodnoty zahusténi zneciSténi pro uréni stupné rizika chronickych ag¢inkd

Zahusténi Stupen rizika
500x Il. zanedbatelné riziko
125x lll. maximalné pfFipustné riziko
63X IV. zvySené riziko
1x V. vazné riziko

B.2.7 Kontrola fizeni kvality

V kontrole musi byt b&hem doby expozice dosazeno minimalné 67 nasobného zvétSeni fasové
populace.

Pro ovéfeni citlivosti zkuSebnich fas se v tfimésiCnich intervalech provadi zkouska
s referencni latkou (K2Cr,0O7, 3,5-dichlorfenol). Hodnota ECso rustove rychlosti se po 72 h musi
pohybovat v rozmezi hodnot 0,92 — 1,46 mg/l pro dichroman draselny a 2,08 — 4,68 mg/I pro
3,5-dichlorfenol.

B.2.8 Dlouhodobé uchovéavani ras

Shirkovy fasovy kmen Raphidocelis subcapitata se jako zasobni kultura udrZzuje na BBM
Sikmém agaru.

BBM Sikmy agar se pfipravi nasledovné:

Ke 100 ml BBM rlistového média se pfidaji 2 g Cistého agaru. BBM agar se autoklavuje 15 min
pfi 121°C. Uvareny agar se vylije do vétSich zkumavek a necha ztuhnout v Sikmé poloze.

Na Sikmy agar se preockuji fasy a inkubuji se pfi 23 °C + 2 °C 72 h, pfi stdlém osvétleni. Poté
se zkumavky skladuji v ledniéce pfi 4°C. Minimalné dvakrat do roka je nutné fasy preockovat
na Cerstvy BBM agar.

B.2.9 Odkazy na normy
CSN EN ISO 8692 Kvalita vod — Zkouska inhibice rastu sladkovodnich zelenych fas

B.3 Genotoxicita

B.3.1 Podstata zkousky

Touto metodou se stanovuje genotoxicky potencial vzorkd vod pomoci bakterii. Jde o
fluktuaéni metodu, kde kombinaci dvou serotypl geneticky upraveného bakterialniho kmene
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je umoznéno stanovit genotoxicitu chemickych latek, projevujici se indukuci bodové mutace
(substituce bazi a posunové mutace) v genech kodujici enzymy, které se U€astni biosyntézy
aminokyseliny histidinu. Tato mutace umozni bakteriim, které pavodné nejsou schopny rust
v médiu bez pfidavku histidinu rast, vlastni tvorbu histidinu a tedy i rdst v histidinu prostém
médiu. S rustem spojeny metabolismus je pfi¢inou zmény pH rastového média, kterou indikuje
zména jeho zabarveni, pro kterou je do média pridavan také chromogen.

B.3.2 Princip zkouSky

Geneticky upraveny bakterialni kmen je po dobu 100 minut pfi 37°C +1°C v 24 jamkové
mikrotitracni desti€ce vystaven plsobeni riznych koncentraci zkoumaného vzorku. Diky této
expozici genotoxické agens, pfitomné v testovaném vzorku, mize indukovat mutaci v jednom
nebo obou markrech genu bakterialnich kmenud (hisG46 u TA 100 a hisD3052 u TA 98)
v korelaci s testovanou koncentraci. Indukce mutaci zpusobi v zavislosti na koncentraci
zvySeni pocétu mutantnich kolonii. Miru mutagenni aktivity testovaného vzorku ukazuje pocet
jamek se zménou barvy chromogenu z fialové na Zlutou.

B.3.3 ZkuSebni organismus

Geneticky upraveny bakterialni kmen Salmonella enterica subsp. enterica serotyp
Typhimurium TA 98 a TA 100 (nutno uchovavat v ultrakryostatu pfi -70°C).

B.3.4 Pristroje a zafizeni

Inkubator s nastavitelnou teplotou a Casem

pH metr

Autoklav

SuSarna

Magneticka michacka

Trepacka

Mraznic¢ka (-20°C)

Pipety — 0,1 ml, 0,5 ml, 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml (sklenéné, automaticky nastavitelné)
Nastavitelna 8-kanalova pipeta

Lahve 250 ml, 500 ml, 1 000 ml

Odmeérny valec 100 ml a 200 ml

Odmérné bariky 20 ml, 200 ml a 500 ml

Sterilni stfikackové filtry (0,2 um a 0,45 pm)

Ehrlenmeyerova barika 50 ml

Inokulaéni klicka

Mikrodestickovy spektrofotometr (volitelny)

Transparentni sterilni PS 24-jamkové a 384 jamkové desticky a F dnem a vickem
Kryogenni zkumavky

Ultrakryostat (-70°C)

B.3.5 Roztoky a média

K provedeni Ize vyuZit komeréné dodavané testovaci sety, lze vSak také pouzit pouze
bakterialni kmeny, ziskané z Ceské sbirky mikrorganismd mikroorganism Brno (CCM), a
komeréné dodavané S9 frakce jaternich enzymu (pro stanoveni vlivu metabolické aktivace).
Pro druhy pfipad jsou niZze uvedeny navody na pfipravu potfebnych roztok( roztokd a médii.
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Fosfatovy pufr
Pufr NaH2PO4 0,2 mol/l

14,39 g NaH:PO, (nebo 16,55 g NaH,PO, * H,0) se rozpusti v 600 ml demineralizované
nebo destilované vody

Pufr NaoHPO4 0,2 mol/l

28,39 g Na;HPO, se rozpusti v 1 | demineralizované nebo destilované vody

Pufr NaH,PO, 0,2 mol/l se pfidava do pufru Na;HPO,4 0,2 mol/l az je dosazeno hodnoty pH
7,4. Pripraveny roztok se autoklavuje.

Fosfatovy pufr se uchovava pfi pokojové teploté, ve tmé. Roztok je staly nejméné 1 rok.

Roztok D-biotinu

12,2 mg D-biotinu se rozpusti ve 100 ml destilované vody, za stalého zahfivani.

Po zchladnuti se roztok sterilizuje filtraci (0,2 um sterilni filtr). Roztok se skladuje pfi — 20°C,
v objemech 10 ml a 0,5 ml ve sterilnich kryogennich zkumavkach. Takto uchovavané roztoky
jsou stélé 1 rok.

Roztok L-histidinu

50 mg L-histidinu se rozpusti v 50 ml demineralizované nebo destilované vody,

Roztok se sterilizuje filtraci (0,2 um sterilni filtr). Skladuje se pfi — 20°C, v objemech 1,5 ml a
0,3 ml, ve sterilnich kryogennich zkumavkéach. Takto uchovavané roztoky jsou stalé 1 rok.

Glokoza-6-fosfat roztok

0,68 g D-glokozy-6-fosfatu se rozpusti v 10 ml demineralizované nebo destilované vody.

Roztok se sterilizuje filtraci (0,2 um sterilni filtr). Roztok se skladuje pfi — 20°C, v objemech 0,2
ml, ve sterilnich kryogennich zkumavkach. Takto uchovavané roztoky jsou stalé 1 rok.

NADP roztok 0,04 mol/l

Vhodné mnoZzstvi NADP se rozpusti v 10 ml demineralizované nebo destilované vody, aby
bylo dosazeno finalni koncentrace 0,04 mol/l. Pro rizné hydratované formy NADP se vypocita
potfebné mnoZstvi podle molekularni hmotnosti uvadéné v produktovych listech. Rovnice pro
vypocet je nasleduijici:

m =c.MW.V

m — navazka

¢ — zadana molarni koncentrace
MW — molekularni hmotnost

V — pozadovany objem roztoku
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Roztok se sterilizuje filtraci (0,2 um sterilni filtr) a skladuje pfi — 20°C, v objemech 0,7 ml, ve
sterilnich kryogennich zkumavkach. Takto uchovavané roztoky jsou stalé 1 rok.

KCI roztok
74,56 g KClI se rozpusti v 1 | destilované vody

Roztok se autoklavuje, uchovava se pfi pokojové teploté, v temnu. Roztok je staly po dobu 1
roku.

MgCl2.6H,0 roztok

50,83 g MgCl..6H,0 se rozpusti v 1 | demineralizované nebo destilované vody

Roztok se autoklavuje, uchovava se pfi pokojové teploté, v temnu. Roztok je staly po dobu 1
roku.

Bromkresolovy purpur roztok

51 mg bromkresolového purpuru sodné soli se rozpusti v 30 ml demineralizované nebo
destilované vody.

Roztok se pfipravuje ¢erstvé pred jeho pfidanim do pfipravovaného reverzniho indikatorového
média.

Ampicilinovy roztok
500 mg ampicilinu se rozpusti v 10 ml demineralizované nebo destilované vody

Roztok se sterilizuje filtraci (0,2 um sterilni filtr) a se skladuje pfi — 20°C, v objemech 80 pl, ve
sterilnich kryogennich zkumavkach. Takto uchovavané roztoky jsou stalé 6 mésicu.

RuUstové médium
4,7 g Zivného bujénu
0,31 g NacCl

Obé slozky souc€asné se rozpusti v 250 ml demineralizované nebo destilované vody, pH se
upravi na 7,5 £ 0,1. Roztok se autoklavuje.

Poznamka:

Zivny bujon musi byt sloZen z 40% masového extraktu, z 40% peptonu a 20% NacCl. Jiny
pomér Zivin v komeréné dodavanych Zivnych bujonech negativné ovlivriuje rdst salmonel.
Finalni koncentrace v rdstovém médiu by mély obsahovat:

7,5 g/ masového extraktu, 7,5 g/l peptonu a 5,0 g NaCl
Expoziéni médium

Médium pro inkubaci bakterii/salmonel se vzorkem obsahujici malé mnoZstvi L-histidinu, ktery
ze zaCatku testu podpori nékolik bunéénych déleni salmonel.
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Postupné se rozpusti nasledujici latky v 400 ml demineralizované nebo destilované vody:

0,19 MgS0O4.7H.0

1,0 g CesHgO7

5009 KoHPO4

1,759 NaNHsHPO4.4H,0
2049 D-glukéza

Doplni se do objemu 500 ml, pH se upravi na 7,0 + 0,2. Roztok se sterilizuje filtraci (0,2 pum
sterilni filtr). Médium se uchovéava pfi 2°C az 8°C. Médium je stalé nejméné po dobu 2 mésicu.

Pfed zahajenim zkousky:

Do 100 ml expoziéniho média se za sterilnich podminek pfida 0,6 ml roztoku D-biotinu a 0,1
roztoku ml L-histidinu. Médium je stélé jen po dobu 14 dni, uchovava se pfi 2°C az 8°C. Vzdy
se pfipravi jen potfebné mnoZstvi pro dané testy.

Koncentrované expoziéni médium

Postupné se rozpusti nasledujici latky v 70 ml demineralizované nebo destilované vody:

0,29 MgS0O4.7H.0

2,0 g C6H807

10,09 KoHPO4

3,59 NaNHsHPO4.4H>0
40¢g D-gluk6za

DoplIni se do objemu 93 ml, pH se upravi na 7,0 + 0,2. Roztok se sterilizuje filtraci (0,2 um
sterilni filtr). Médium se uchovava pfi 2°C az 8°C. Médium je stalé nejméné po dobu 2 mésica.

Do 93 ml koncentrovaného expoziéniho média se za sterilnich podminek prida:
6 ml roztoku D-biotinu
1 ml roztoku ml L-histidinu

Médium je stalé jen po dobu 14 dni, proto se pfipravi vZzdy jen potfebné mnozstvi. Uchovava
se pfi 2°C az 8°C.

Reverzni indikatorové médium

Pfipravi se pH indikatorové médium bez L-histidinu.

Roztok I.

Uvedené latky se rozpusti v 500 ml demineralizované nebo destilované vody v uvedeném
poradi:

0,29 MgS0O4.7H20

2,0 g C6H807

10,09 KoHPO4

3,59 NaNH4sHPO4.4H,0
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Do roztoku se pfida 15 ml bromkresolového purpuru. Upravi se pH na 7,3 + 0,1. Roztok se
autoklavuje.

Roztok Il

4,0 g D-glukdzy se rozpusti ve 400 ml demineralizované nebo destilované vod a, pH se upravi
na 7,3 £ 0,1. Roztok se autoklavuje.

Po zchladnuti na pokojovou teplotu se za sterilnich podminek smicha roztok | s roztokem Il a
pfida se 10 ml D-biotinu, tim se ziskéa vyslednych 915 ml reversniho média, které se uchovava
pfi pokojové teploté ve tmé. Médium je stalé nejméné po dobu 1 mésice.

Kontrolni roztoky / standardy

Negativni kontrola

Pro pfipravu negativnich kontrol se vzdy pouZziva stejné rozpoustédlo jako pro testované
vzorky. V pfipadé tetsovani koncentratl celkového znecisténi je jim voda.

Pozitivni kontroly
VSeobecné pravidlo:
10 mg standardu, uréeného pro pozitivni kontrolu se rozpusti v 10 ml DMSO.

Vhodné mnozstvi tohoto zasobniho roztoku pro test (ZR), napfiklad po 50 ul az 80 pl, pro test
se uchovava ve sterilnich kryogennich zkumavkach se pii — 20°C.

Prehled fedéni zasobnich roztokd standardu:

TA 98 bez S9: 4-NOPD (4-nitro-o-phenylenediamine) Do testu ZR nafedit 1:2 v DMSO

TA 98 s S9: 2-AA (2-aminoathracene) Do testu ZR naredit 1:200 v DMSO

TA 100 bez S9: NF (nitrofurantoin) Do testu ZR naredit 1:80 v DMSO

TA 100 s S9: 2-AA (2-aminoathracene) Do testu ZR naredit 1:50 v DMSO
S9 mix

S9 je komeréné dodavana frakce z jaternich enzymu krys (Sigma Aldrich, Essence Line) -
nutno uchovavat v ultrakryostatu pfi -70°C.

S9 mix se se pfipravuje v den zkouSky. Udrzuje se permanentné na ledu a musi byt vyuzit do
1 hodiny od pfipravy, poté dochazi k degradaci enzymu.

66 ul roztoku KCI

64 ul roztoku MgCl,.6 H2O

50 pl roztoku D-glukéza-6-fosfat

200 pl roztoku NADP

1 000 pl fosfatového pufru

20 pl sterilni demineralizované nebo destilované vody
600 pl S9 frakce

Toto mnoZstvi S9 mixu je dostatecné pro 2 expozi¢ni misky (to znamena pro 2x 24-jamkové
desticky). Pokud je potfeba mixu vice, proporcionalné se zvysi jeho mnozstvi pfi pfipravé.
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B.3.6 Postup zkousky

Priprava noéni kultury

Do erlenmeyerovy banky o objemu 100 ml (nebo jiné vhodné kultivaéni nadoby) se za
sterilnich podminek napipetuje 20 ml rlstového média a 20 pl ampicilinového roztoku. Do
rastového média se pfida 20 pl pfislusného kmene (TA 98 nebo TA 100) okamzité po jeho
rozmrazeni. Ehrlenmeyerovy banka se prekryje alobalem.

V inkubatoru se nastavi ¢asovac a teplota na 19°C + 4°C, pri této teploté je kultura udrZzovana
do doby, kdy dojde k zacatku inkubace bakterii. Kultura se inkubuje pfi 37°C 10 hodin,
frekvence tfepani 150 r/min

Priprava testovaciho kmene

U noéni kultury se zméfi bunééna (opticka) hustota pfi 595 nm. Hustota kultury v testu kmene
TA 98 by méla dosdhnout hodnot 180 FAU a u kmene TA 100 hodnoty 45 FAU. V samotném
testu dochazi k desetinasobnému nafedéni testovaciho kmene, proto je potfeba, aby na
zacatku testu bylo dosazeno hodnot 1 800 FAU pro TA 98 a 450 FAU pro TA 100. V pfipadech,
kdy neni dosazeno poZzadované bunécné hustoty, prodlouzi se doba kultivace o 2 hodiny (na
12 hodin). JestlZe ani po prodlouZeni oby kultivace nedojde k dosazeni poZadované hustoty,
nemdZe byt kultura pro test pouzita.

Pokud ma nocni kultura vétsi bunéénou hustotu, provede se pro zkousku fedéni nasledné:

Ve zkumavce se k 100 pl nafedéné nocni kultury kmene TA 98 nebo TA 100 pfida 900 ul
rastového média (nocni kultura se tak 10x nafedi). Obsah zkumavky se peclivé promicha a
zmeéfi se optickd hustota.

Z hodnot FAU se podle vzorcu 1 a 2 vypodcita fedici faktor pro oba kmeny. Hodnota fediciho
faktoru se pouziva pro vypocet objemu expozi¢niho média (vzorec 3), které se pfida k noc¢ni
kultufe, aby bylo dosaZzeno vhodného nafedéni kment TA 98 a TA 100 pro test.

Vzorec 1 - fedici faktor pro kmen TA 98

Xs95nm (FAU)

180

Xsesnm (FAU) je hodnota FAU 10x nafedéné nocni kultury kmene TA 98

Vzorec 2 - fedici faktor pro kmen TA 100

Xs95nm (FAU)

45

Xsesnm (FAU) je hodnota FAU 10x naredéné noéni kultury kmene TA 100
Z uvedenych vzorcl vypodtu plyne, Ze pokud ma fedici faktor hodnotu 1, ma kultura hustotu,

potfebnou pro provedeni testu. Pokud je hodnota niz§i nez jedna, no¢ni kultura pozadovanou
hodnotu nedosahla a nelze ji ke zkouSce pouzit. Pokud je hodnota d vétSi nez jedna, provede
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se dodate¢né nafedéni no¢ni kultury pfidanim dodate¢ného mnozstvi expoziéniho média,
jehoz mnozstvi se vypocte podle vzorce 3.

Vzorec 3 — vypocet nafedéni no¢ni kultury
Vadd = (Vkultury d) — Vikuitury

Vaia  Objem expoziéniho média, které ma byt pfidano k noéni kultufe, v ml
Viuwry Objem nocni, nefedéné kultury v ml

d fedici faktor vypocteny podle vzorct 1 nebo 2

Priklad vypoctu Vaga pro kmen TA 98:

FAU 10x nafedéné nocni kultury je 240, podle vzorce 1 je d = 1,33, objem nocni narfedéné
kultury je 20 ml.

Vaaa = (20.1,33) — 20 = 6,6 ml

Do nefedéné nocni kultury se pfida 6,6 ml expozi¢niho média, aby byl kmen TA 98 nafedén
na hodnoty 1 800 FAU. Celkovy objem narfedéné kultury kmene bude 26,6 ml.

24-jamkova desti¢ka - pFiprava testovaci kultury

Pro pripravu testovaci kultury se pouzije sterilni 24-jamkova destic¢ka (viz obr. 1B1). Testovaci
kultura i Fedéni vzorku se pfipravuji za sterilnich podminek. Doporucuje se za sterilnich
podminek pfipravit vzdy dva replikaty Sesti zkuSebnich koncentraci vzorku v nasledujicim
rozsahu: 500 — 250 — 125 - 62,5 - 31,25 — 15,625. Uvodni koncentrace tedy 500 ml/l se
dosahne pfidanim 500 ml tisickrat zahuSténého koncentratu znecisténi k ostatnim slozkam
testovaciho roztoku, které také tvori objem 500 ml. Naslednou poloviéni koncentraci pro test
Ize pFipravit stejnym postupem, jako v pfipadé zkouSky s luminiscenénimi bakteriemi (viz ¢ast
B.1), tedy pfidavanim stejného objemu sterilni demineralizované ¢i destilované vody ke
koncentratu, a dale stejné ke koncentraci, pfipravené v predchozim kroku. Vysledné objemy
jednotlivych slozek pro dosaZzeni danych koncentraci jsou uvedeny v tab. 1B3 a 2B3.

Obr. 1B3: Navrzené rozmisténi kontrol (negativni — C-, pozitivni — C+) a testovanych
koncentraci vzorku D
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Po rozpipetovani se 24-jamkova desticka inkubuje pfi 37°C *+ 1°C pro dobu 100 min pfi
intenzité tfepani 150 r/min.

(Viz také volitelné stanoveni cytotoxicity)

Tab. 1B3: Pfiprava testovaci kultury bez S a 9 mixu

Negativni kontrola Redéni vzorku D Pozitivni kontrola
Slozka
pl
Koncentrovane 100 100 100
expoziéni médium
Stervl!nl demineraliz. 800 300 780
¢i dest. voda
Testovana 0 500 20 standardu*
koncentrace vzorku
Naredéna nocni 100 100 100
kultrura
Celkovy objem 1 000 1 000 1 000

* Roztoky standard(, pfipravené postupem, uvedenym vySe - TA 98 4 NOPD, TA 100 — NF

Tab. 2B3: Priprava testovaci kultury s S9 mixem

Negativni kontrola Redéni vzorku D Pozitivni kontrola
Slozka
pl
Koncentrovane 100 100 100
expoziéni médium
Stervl!nl demineraliz. 800 300 780
¢i dest. voda
Testovana 0 500 20 standardu*
koncentrace vzorku
Naredéna nocni 100 100 100
kultrura
S9 34 34 34
Celkovy objem 1034 1034 1034

* Roztoky standard, pfipravené postupem, uvedenym vyse - TA 98 a TA 100: 2-AA

384-jamkova desti€ka — inkubace testovanych koncentraci

Po 100 min se prepipetuje 750 pl testovaci kultury z jednotlivych jamek 24-jamkové desticky
do pipetovaciho rezervoaru (viz obr. 2B3). Do naplnénych jamek rezervoaru se pfida 3,75 ml
reverzniho indikatorového média. Multikanalovou pipetou se obsah vanicky peclivé promicha.
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Obr. 2B3: Pipetovaci rezervoar

Nasledné se prenese pomoci multikanalové pipety 50 pl z kazdé jamky pipetovaciho
rezervoaru do 48 jamek 384 jamkové desticky. K prepipetovani se pouZzije u 8-kanalové pipeta
se Sesti nasazenymi Spickami a pipetuje se ob jednu fadu jamek.

384-jamkova desti¢ka se inkubuje ¢a hodin bez trepani ve tmé pfi teploté 37°C + 1°C. Aby bylo
zabranéno vyparovani roztokl z jamek desti¢ky, napipetuje se do ,okapu“ desti¢ky sterilni
destilovana voda. DestiCka se zabali do potravinarské folie.

Po uplynuti doby expozice se spocitaji se pozitivni (Zluté) a negativni (fialové) jamky v kazdém
48-jamkovém sektoru 384-jamkové destiCky. MnoZstvi revertant se spocte vizualné nebo se

pouzije fotometr (420 nm = 10 nm). Volitelné pouziti fotometru je vhodnéjSi, protoze
v nékterych pfipadech je obtizné rozliSit pozitivni a negativni jamku.

ZkouSeny vzorek je povazovan za mutagenni, pokud dojde alespori u jednoho kmene ve
varianté testu s nebo bez pfidavku S9 mixu k vyznamnému zvySeni poctu revertantnich jamek
VvV porovnani s negativni kontrolou ve 48 jamkovém sektoru testovaného zahusténi vzorku 125x

s

a nizsim.

Pokud po 48 hodin neni dosazeno v pozitivhi kontrole dostate¢né mnozstvi zlutych jamek,
které indikuji rast revertant (=25), prodlouzi se doba inkubace o dalSich 24 hodin za stejnych
podminek.

Schematicky je provedeni testu genotoxicity uvedeno na obr. 3B3.
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B.3.7 Posouzeni rizika mutagennich uéinku

K posouzeni rizika mutagenni U¢ink znecisténi vod se pouziva Uroveén zahusténi znedisténi,
ktera v provedenych testech vykazuje statisticky vyznamné zvySeni vyskytu mutaci (napr.
vyhodnoceno Fischerovym exaktnim testem pro p < 0,05). Indikujici je vySe Urovné zahusSténi
nizsi nez 125x (viz tab. 3B3).

Tab. 3B3: Limitni hodnoty zahusténi znecisténi pro uréni stupné rizika genotoxickych ucinki

Zahus§téni Stupen rizika
500x Il. zanedbatelné riziko
125x [ll. maximalné pfipustné riziko
63X IV. zvySené riziko
1x V. v&zné riziko

B.3.8 Kontrola fizeni kvality

Test je validni pokud:

Pramér negativni kontroly je = 0 a < 10 jamek s revertantnim rastem na 48 jamkovou oblast
desti¢ky, za vSech testovacich podminek (£S9 mix, testovaci kmen TA 98 a TA 100).
Prameér pozitivni kontroly = 25 jamek s revertantnim r{istem na 48 jamkovou oblast desticky,
za vSech testovacich podminek (£S9 mix, testovaci kmen TA 98 a TA 100).

Pokud jedno nebo obé kritéria nejsou dosazeny, ¢ast testll (napf. jedna varianta testu — TA 98
S9+) nebo cely test je neplatny.

B.3.9 Stanoveni cytotoxicity (volitelné)

Cytotoxicita, tedy GcCinek latky, ktery zplsobi Uhyn bakterii testovaciho kmene, mlze byt
pri¢inou faleSné negativniho stanoveni stanoveni genotoxicity. Je totiz logické, Zze u mrtvych
bakterii nemuize dojit k mutaci a tedy nedojde ke zméné zabarveni reverzniho indikatorového

média, které je indikuje. Proto se stanoveni tohoto Ucinku testované latky doporuduje.

Pro stanoveni moznych cytotoxicky ucinkl se v kazdé z testovanych koncentraci a negativni
kontrole fotometricky zméfi bunécna hustota testovaciho kmene Xsgs nm v €ase to, tedy na
pocatku a po 100 minutach kulitvace (€as tioo). Doporucuje se méfit cytotoxicitu jen u kmene
TA 98, protoZe bunécnéa hustota u kmene TA 100 zustava v této fazi nizka. Cytotoxicita C,
vyjafena v % se vypocte podle nize uvedeného vzorce.

¢ = 100 — 100 (M)
Xnc100 — Xnco
X so je hodnota X sg5 nm Vzorku v t = 0 min
X s100 je hodnota X sgs nm vVzorku v t = 100 min
X Nco je hodnota X s95 nm Negativni kontroly vt = 0 min
X Nc100 je hodnota X sgs nm Negativni kontroly vt = 0 min
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Pokud je v nékteré z pfipravenych kocentraci vzorku stanovena vétsSi nez 30% inhibice narustu

buné&né hustoty ve srovnani s negativni kontrolou, indikuje to cytotoxické ucinky vzorku.

B.3.10 Priprava zasobni kultury (volitelné)

Komeréné dostupné kmeny (napi. Ceska sbirka mikroorganismu, firma Xenometrix) se pred
jejich kultivaci uchovavaji podle podminek daného vyrobce. Z téchto bakterii je vhodné si
vytvorit zasobni kulturu, kterd se uchovava v ultrakryaostatu pfi -70°C pro provadéni dalSich
testd, nasledujicim postupem.

Bakterialni kmeny se kultivuji za sterilnich podminek v ristovém médiu pfi 37°C + 1°C po dobu
24 hodin za vyuZiti tfepacky cca 150 rpm.

Nasledujici den se klickou rozockuje kultivovana bakterialni kultura na pfipravenou a vysusenu
misku s ampicilinovym agarem (AAG). Takto pfipravena miska se kultivuje pfi 37°C + 1°C po
dobu 24 hodin (popfipadé 48 hodin) aby bylo dosaZeno rlistu samostatnych kolonii na misce.
Samostatna kolonie se prenese na novou AAG, nasleduje opét kultivace pfi 37°C + 1°C po
dobu 24 hodin.

Samostatna kolonie se prenese z misky s AAG do erlenmeyerovy banky s 20 ml Zivného
bujonu a inkubuje se pfi 37°C + 1°C pres noc (12 hodin). Po 12 hodinové inkubaci se provadi
zamrazeni kmend, pokud neni pfed tim nutné provést ovéreni jejich genetickych vlastnosti.

Genetické vlastnosti se u kmentd salmonel firmy Xenometrix nemusi kontrolovat, jejich
ovéfeni garantuje vyrobce, u kment z Ceské sbhirky mikroorganism( se pfi ovéfeni jejich
genetickych vlastnosti postupuje podle Prilohy A ISO 11350.

Ampicilinovy agar
Priprava misek s ampicilinovym agarem musi probihat za sterilnich podminek.
Ve 100 ml demineralizované ¢&i destilovani vody se rozpusti:

1,59 agaru
1,88 g zivného bujonu (nutrient broth powder)
0,124 g NacCl

Obsah se promichd, da sterilizovat do autoklavu. Agar se zchladi na 380C + 20C a pfida se
100 pl ampicilinového roztoku. Petriho misky se napini pfiblizné 25 ml (cca 5 — 7 mm)
ampicilinového agaru. Po ztuhnuti agaru se misky prevrati dnem vzharu a uchovavaji po dobu
1 mésice v lednici. Kondenzovana voda na miskach se pred testem odstrani jejich vysuSenim
pri 37°C + 2°C.

Zamrazovani kmenu

na 20 ml no¢ni kultury se pfida 1,8 ml DMSO nebo
na 20 ml noéni kultury se pfida 4 ml glycerolu.

Kmen se napipetuje po objemu 0,5 ml do kryozkumavek a uchovava se pfi -70°C.
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Ze zmrazenych kultur se mize popsanym zplsobem opakované pfipravit zasobni kultura,
melo by ale dojit k ovéfeni genetickych viastnosti kmenu (rezistence na ampicilin, citlivost na

krystalovou vilotet, UV citlivost viz ISO 11350).

B.3.11 Odkazy na normy

ISO 11350 Water quality — Determination of the genotoxicity of water and wastewater —
Salmonella/microsome fluctuation test (Ames fluctuation test)
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B.4 Estrogenni G¢inek

B.4.1 Podstata zkousSky

Metoda zkouSky vychazi z normy ISO 19040-1:2018. Tento kolorimetricky Yeast estrogen
screen (YES) test vyuZziva rekombinantnich kvasinkovych bunék Saccharomyces cerevisiae
geneticky upravenych tak, aby byly schopny exprese lidského estrogenniho receptoru alfa.
V prFitomnosti latek, které aktivuji estrogenni receptor (ER) dojde k indukci reportérového genu
lacZ, ktery je soucasti promotoru obsahujiciho estrogen responzivni elementy a je tudiz
kontrolovan aktivitou ER. lacZ kéduje enzym B-galaktosidazu.

V zavislosti na pfitomnosti estrogennich latek ve vzorku dochazi ke zméné barvy indikatoru
(CPRG) tak, Ze se latka navaze na estrogenni receptor, ¢imz iniciuje syntézu reportérového
genu B-galaktosidazy, ktera je burikou uvolnéna do média ve kterém katalyzuje pfeménu
Zlutého substratu CPRG na &erveny. Intenzita ¢ervené barvy souvisi s mirou estrogenni
aktivity vzorku a vyhodnocuje se spektrofotomericky pfi ODs7o nm. Naméfena opticka hustota
(OD) pfimo koreluje s mnozstvim vyloucené B-galaktosidazy a tudiz aktivity testované latky,
kterd se navazala na receptor.

B.4.2 ZkuSebni organismus

Geneticky modifikovany kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae® obsahujici gen pro lidsky
estrogenni receptor alfa integrovany do chromozomu buriky, a reportérovy gen lacZ kédujici
enzym B-galaktosidazu a estrogen responzivni elementy.

Kvasinky mohou byt skladovany pfi 4°C po dobu dvou tydnd v ristovém médiu. Pro pouZziti
v testu se pfida 0,5 mL kultury do 5 mL rastového média a kultivuji se za kontinualniho tfepani
pres noc pfi 31 °C v kultivaéni lahvi o objemu 25 ml.

B.4.3 Pristroje a material

Analytické vahy

Autoklav
Automaticka pipety 2 — 20 pl, 20 — 200 pl, 200 — 1000 pl, 1 — 10 mi
Eppendorfovy zkumavky

Inkubator udrzujici teplotu 31 + 1°C

Kryci membrany pro 96-jamkové desky, vzduchopropustné

Kryogenni vialky, sterilni, 1ml

Kultiva¢ni lahve T25 s uzavérem opatfenym filtrem propoustéjicim plyny, sterilni, 25 ml
Lednice 4°C

Mraznicka -20°C

Multikanalova pipeta

Nadoba pro udrzeni vysoké vihkosti (napf. plastova krabice s tésnicim vikem obsahujici
navlhéené papirové ubrousky)

Pipetovaci rezervoary

Prahledné sterilni 96-jamkové desti¢ky s rovnym dnem

Rukavice, laboratorni

Spektrofotometr pro méfeni mikrotitracnich desek schopny zméfit absorbance ve vinovych
délkach 570 £ 20 nm a 690 + 20 nm

Sterilni filtry, velikost pért 0,2 um a 0,45 um
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Trepacka s orbitalnim pohybem
Vortex

B.4.4 Postup zkouSky

Provedeni zkousky je vazano na nakup testovacich setl. Postup zkousky pfesné definuje
komeréni dodavatel testovacich setd. Ten také poskytuje specializovany software pro
vyhodnoceni vysledku. Veskera potfebna Cinidla jsou soucéasti YES TEST kitu (Xenometrix,
New Diagnostics).

Vysledky a grafy se automaticky vygeneruji po vyplnéni tdaji a prekopirovani namnérenych
spektrofotometrickych dat.
B.4.5 Posouzeni rizika estrogennich uéinkt

K posouzeni rizika estrogenni U¢inkd znecisténi vod se pouZziva arovén zahusténi znedisténi,
ktera v provedenych testech vykazuje statisticky vyznamné zvySeni indukcie reportérového
genu lacZ. Indikujici je vySe Urovné zahusténi nizSi nez 125x (viz tab. 1B4).

Tab. 1B4: Limitni hodnoty zahusténi znecisténi pro uréni stupné rizika estrogennich Gcinku

Zahus§téni Stupen rizika
500x Il. zanedbatelné riziko
125x [ll. maximalné pfipustné riziko
63x IV. zvySené riziko
1x V. vazné riziko

B.4.6 Kontrola fizeni kvality

Soucasti kazdého experimentu je test s pozitivni kontrolou (17B-estradiol, E2), kterd slouzi
zaroven jako referenéni latka pro ovéreni citlivosti kvasinek v testu.

Hodnota ECso by se dle normy ISO 19040-1 méla pohybovat v rozmezi 8,5 - 76 ng/l.

B.4.7 Odkazy na normy

ISO 19040-1:2018 Water quality - Determination of the estrogenic potential of water and waste
water - Part 1: Yeast estrogen screen (Saccharomyces cerevisiae).
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C. URCENI CHARAKTERU TLAKU

Na zakladé vysledku specializovanych testl, zaméfenych na detekci moznych dlouhodobych
acinkd znecisténi vod, Ize urcit charakter tlakd, které maji pfimy vliv na ekologicky stav vodnich
Gtvart. NiZe je uvedena tabulka s vyétem vyznamnych latek, u kterych je znamo, Ze dany
negativni biologicky uc¢inek maji. Sledovani vyskytu téchto latek v dot€eném vodnim Utvaru
umozni zefektivnéni nakladd na monitoring, slouzici k identifikaci vyznamnych antropogennich
vlivd, jejich tlakd a dopadd. Prioritni tlak, ovliviiujici ekologicky stav vodniho Gtvaru, na ktery
by se mél zaméfit prGzkumny monitoring, ur€uje negativni biologicky Ucinek s nevy3Sim
stupném rizika, stanovenym danou zkouskou.

Negativni biologicky uéinek Vyznamné slozky zneciSténi vod
aldrin, azulen, alachlor, benzo[k]fluoraten, butyl-benzyl-
ftalat, DDT, 1,2 dichlorbenzen, 3,4 dichlorfenol,
chloridazon, fenanthren, glyfosfat, heptachlor, kumen
(izopropylbenzen), methylnaftalen, methylpyrrolidon,
naftalen, nonylfenol, lindan (y-hexachlorcyklohexan),
pentachlorbenzen, propylbenzen
acetochlor, alachlor, chloridazon, chlorotoluron,
isoproturon, dimethachlor, formaldehyd, glyfosfat,
Herbicidni G¢inek chlorotoluron, lindan (y-hexachlorcyklohexan),
metazachlor, metolachlor, N'-(3,4-dichlorfenyl)-N,N-
dimethyl (moc¢ovina), simazin, terbuthylazin
anilin, anthracen, benzidin, bisfenol A, dinitrotoluen,
4,4'-diaminodifenylmethan, chloroform, chlordekon,
dioxin, heptachlor, dichlorfenoly napf. 3,4
dichlorfenol, benzen, benzofenon, benzo[a]antracen,
benzo[a]pyren, fenanthren, formaldehyd, glyfosfat,
lindan (y-hexachlorcyklohexan), metazachlor,
Genotoxicita metolachlor, naftalen, nitrosaminy, nonylfenol, styren,
PCB: benzo[a]pyren, benzo[b]fluoraten,
benzolk]fluoraten, benzo[ghi]perylen,
dibenz[ah]antracen, fluoranthen, polyhalogenové
uhlovodiky (PCB/TCDD/F), kovy s genotoxickym
ucinkem — arsen, Sestimocny chrom, nikl, kadmium,
olovo
nékteré pesticidy (chlordan, diethylstilbestrol, DDT,
endosulfan, hexachlorbenzen, hexachlorcyklohexan,
methoxychlor, vinclozolin, linuron, atrazine,
e : chloredecon, chlorpyrifos atd.), bisfenol A,
strogenita -
benzofenon, dioxin, nonylfenol, PCDD/TCDD, PAU,
PCB, tribultin, ethylhexyl metoxycinamét, ftalaty
(napft. bis(2-ethylhexyl)-ftalat, butyl-benzyl-ftalat), rtut,
benzo[a]pyren

Chronicka toxicita

Poznamka:

PA znalosti vyznamnych zdroju zneciSténi lze v prvnim kroku Ucelové prioritizovat vybér
zkousky pro stanoveni mozného negativniho biologického Gcinku. Napfiklad u vodniho Gtvaru
v oblasti intenzivni zemédélské cinnosti je vhodné prioritné provést stanoveni moznych

38



M Hodnoceni stavu povrchovych vod pomoci effect-based metod

TGM

herbicidnich Ucéinkd znecisténi vod. Pod vétSimi méstskymi aglomeracemi Ize predpokladat
estrogenni U¢inky znecisténi, podprdmyslovymi agromeracemi pak genotoxicitu a chronickou

toxicitu.
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