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Certifikovana metodika pro rychlé vyhodnoceni odolnosti
skladiStnich Skidci k fumigacni latce fosforovodik

Predlozend nova metodika je souborem informaci a postupit pro hodnoceni
odolnosti/rezistence skladiStnich skiidct k ucinné latce fosforovodik, ktera se bézné vyuziva
pro plynovani napadenych komodit a prazdnych prostor pii dezinsek¢nich zasazich. Metodika
vychazi z mezinarodniho testu Phosphine Resistance Test Kit (Detia DEGESH) a je doplnéna
0 nové védecké poznatky. Hodnoceni odolnosti nebo rezistence populaci polnich a
skladiStnich Sktidct patii mezi zdkladni pilite IPM, jejichZ implementace v praxi napoméaha
snizovani spotifeby chemickych piipravkil a tim i zatézovani zivotniho prostfedi ucinnymi
latkami ptipravku, které vykazuji snizenou nebo nedostate¢nou t¢innost na danou populaci
Skidce.

Uplatnéna certifikovana metodika vznikla za finan¢ni podpory NAZV a je vystupem feSeni

projektu QJ1530373.

Certified methodology for rapid evaluation of the current level of
resistance of stored product infesting pests to phosphine gas based
fumigants

The presented new methodology is a set of information and procedures for evaluation of the
sensitivity/resistance of storage pests to the phosphine (PH3) which is plant protections and/or
biocide active substance commonly used for fumigation of infested commodities and empty
store spaces as a key pest control intervention. The procedure is based on the international
tests Phosphine Resistance Test Kit (Detia DEGESH's) and on the originally scientifically
developed findings and information. The regular assessment of the resistance or resistance of
field populations is one of the pillars of IPM whose implementation into practice helps to
reduce the consumption of chemical products. The certified methodology was prepared with
the financial support of the NAZV agency and is a technological and scientific output of the
project QJ1310057.



I. CIL METODIKY

V soucasné dobé chybi v praxi jednoduché a rychlé metody pro hodnoceni
odolnosti/rezistence skladiStnich skudct k pfipravkiim na ochranu rostlin (POR) a biocidnim
piipravkiim pouzivanych v dezinsekci zemédé€lskych a potravinarskych provozii. Soucasny
trend ve snizovani poctu ucinnych latek pouzivanych pro oSetfovani napadenych komodit
nebo prazdnych skladi sebou pfinasi rizika vzniku odolnych/rezistentnich populaci
skladistnich $ktdct. Dale tento trend také piinasi problémy s dodrzovanim spravné
zeméd¢€lské praxe v rotaci G€innych latek. Proto je dulezité do praxe implementovat nové
postupy a poznatky v oblasti véasné a rychlé identifikace odolnosti/rezistence skladiStnich

Skidct K acinnym latkam pouzivanych piipravki.

Cilem této metodiky je:

- validace mezinarodnich postupti a metod (napi. FAO), v ramci Nérodniho akéniho
planu k bezpeénému pouzivani pesticidii v Ceské republice, za téelem rychlého
hodnoceni odolnosti/rezistence skladistnich Sktdcti k G€inné latce fosforovodik
Vv terénnich podminkéch.

- demonstrovat vzorova originalni data ukazujici pouziti testu v provoznich podminkéch

v Ceské republice

Popis uplatnéni metodiky

Metodika je uréena pro hodnoceni potenciondlni odolnosti/rezistence populaci skladiStnich
Skiideti k u¢inné latce fosforovodik pouzivané pii plynovani napadenych komodit a prazdnych
objektt. Metodika je ur¢ena pro profesionalni pracovniky v ochranné dezinfekci, dezinsekci a
deratizaci a pracovniky potravinarskych provozi, ktefi potfebuji provadét kontrolu rizik

vyskytu rezistentnich populaci skladistnich sktadci.


http://eagri.cz/public/web/file/175318/NAP_CZ_2018_2022.docx
http://eagri.cz/public/web/file/175318/NAP_CZ_2018_2022.docx

Il. VLASTNI POPIS METODIKY

1. Ovod

Soucasna legislativa EU nepfipousti vyskyt zivych skladistnich $kidci ve skladovanych
komoditach. Toto striktni omezeni izce souvisi s ovliviiovanim kvality a tim i snizovani
bezpecnosti zemédélskych komodit a potravin (van Hage-Hamsten a Johansson 1992; Pedigo
a kol. 1986). Skladistni skudci, kromé pfimého poZeru produktt, kontaminuji také napadené
produkty rostlinného nebo zivoc¢isného plivodu svymi fekéliemi, alergeny a v neposledni fadé
i zbytky z uhynulych jedinct (Hubert a kol. 2002). Velmi Casto se setkavame s problémem
kontaminace produktti ve skladech vice nez jednim druhem sktidce (Stejskal a kol. 2003).
Soucasné metody hubeni skladiStnich sktidcti jsou postaveny na aplikaci zejména chemickych
ptipravki. Masivni pouzivani chemickych pfipravki také piineslo negativa nejen v oblasti
rezidui v potravinach, krmivech a Zivotnim prostiedi, ale také vyvoj rezistence celé fady
Sktdct k témto chemickym slouceninam. Celosvétoveé byla rezistence zaznamenana u vice
nez 500 druht sktdct (Georghiou, 1990) a jejich pocet kazdym rokem stoupa. Jiz pied vice
nez 40 lety byla zaznamenana rezistence k riznym organofosfatim u skladistnich Skudct
(Champ a Campbell-Brown 1970; Champ a Dyte, 1976). V soucasné dob¢ zacina byt stale
vétsim celosvétovym problémem rezistence skladistnich skudct k plynnému fosforovodiku,
ktery je hlavni u¢innou latkou pouZzivanou pro dezinsekci komodit. Schopnost skladistnich
Skiideti vyvinout toleranci k fosforovodiku byla prokazéna v laboratornich podminkach pfed
témet 50 lety Monro a Bond (1972). Prvni ptipady rezistence v terénnich podminkach byly
zaznamenany ze skladl s obilovinami v 70. letech (Champ and Dyte, 1976). Od té doby je
vyskyt rezistence k fosforovodiku na vzestupu a publikovanych informaci je stale vice z
ruznych zemi (Oppit et al., 2012, Daglish et al., 2015). Zvlasté¢ jsou ohroZeny vyskytem
rezistence k fosforovodiku teplé oblasti (Taylor a Halliday, 1986). Napftiklad v Australii,
Nayak et al. (2017) ukazaly alarmujici vzestupny trend vyskytu rezistence u potemnika
hnédého (Tribolium castaneum, Herbst) v obdobi od roku 2009 do roku 2013. Nedavno
Kocak et al. (2015 a 2018) ukazali, ze vysoka odolnost potemnika hnédého (T. castaneum),
pilouse ryzového (Sitophilus oryzae L.) a lesaka skladiStniho (Oryzaephilus surinamensis L.)
vuci fosforovodiku je bézna v obilnich skladech v Turecku.

Znalost skute¢né trovné odolnosti/rezistence Skiidce k fosforovodiku patii mezi vyznamné
predpoklady pro optimalizaci plynovani ,,fumigaci® v terénu, protoze pouziti pfipravku na
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bazi fosforovodiku obvykle obsahuje zavislost davkovani (napt. 8-12 g/t komodity) a délku
expozice (napf. 5-8 dni). Pro spravné nastaveni téchto parametri plynovani je také jednim
z dulezitych faktorti znalost odolnosti/rezistence dané populace Skudct k ucinné latce
fosforovodik.

Cilem této metodiky je implementace jednoduchych a rychlych postupi pro stanoveni
odolnosti/rezistence populaci skladistnich s$kidct k ucinné latce fosforovodik a jejich

implementace do praxe.



2. Vymezeni pouZiti testu

» Test je urCen pro orienta¢ni a rychlé stanoveni odolnosti/rezistence populaci vybranych
druht: skladistnich $kadct k u¢inné latce fosforovodik v Ceské republice

» V testu je pouzivan pripravek s uéinnou latkou fosforovodik, ktery je kategorizovan
jako akutné toxicky v kategorii 2 (H330 P#i vdechovani mtize zptsobit smrt). Z tohoto
divodu mohou s tesem pracovat pouze osoby, které maji opravnéni pro praci
s ptipravky kategorizovanymi jako akutné toxické v kategorii 1 a 2 podle zakona ¢.
326/2004 Sb. o rostlinolékaiské péci a o zméné nékterych souvisejicich zékoni, ve
znéni pozdéjsich predpist nebo zdkona €. 258/2000 Sb., o ochrané vetfejného zdravi a o
zmeéné nékterych souvisejicich zakont,, ve znéni pozdé&jsSich predpist nebo dalSich
pravnich ptedpisti opravitujici osoby pracovat s témito latkami.

» Pouziti testu je limitovano teplotou vzduchu, ktera je dulezita pro pohybovou aktivitu
hmyzu. Pouziti testu je vhodné v teplotnim rozmezi 20 — 30 °C.

» Test je urCen pro rychlé hodnoceni rezistence pouze na dospélcich vybranych druht

skladi$tnich skadcu.



3. Zakladni technické vybaveni

Rychlé ovétovani odolnosti/rezistence skladiStnich Skidct k ucinné latce fosforovodik
Vv terénnich podminkach je postaveno na pouziti mezinarodniho testu Phosphine Resistance
Test Kit (Detia Degesh) validovaného na zékladni citlivost kment $ktdct z tizemi CR.
Soucasti technického vybaveni jsou detekéni trubicky na méfeni koncentrace fosforovodiku

ve vzduchu s rozsahem 25-10.000 ppm a ru¢ni nasavaci zafizeni pro detekéni trubicky.

3.1. Set Phosphine Resistance Test Kit (PRTK)

Phosphine Resistance Test Kit je mezinarodni set pro hodnoceni odolnosti/rezistence
dospélctt skladistnich sktdct k G€inné latce fosforovodik. Fosforovodik je U€innad latka
vykazujici insekticidni ucinnost a je vyuzivana vfadé piipravki nejen pro oSetfeni
skladovanych komodit napadenych skladistnimi 8kiidci. V soucasné dobé je v CR jedinou
ucinnou latkou povolenou na plynovani (fumigaci) zemé&délskych komodit napadenych sktdci.
Z téchto divodl je velmi obtizné zajistit spravnou zeméd¢€lskou praxi ve stfidani ucinnych

latek a tim roste riziko vzniku rezistence populaci skladistnich Skidci k této G¢inné latce.

Soudcdsti PRTK setu K testovdni rezistence:

» Plastova stiikacka o objemu 100 ml (obrazek 1C)

Kanyla 2x (obrazek 1B)

Gumova hadice (obrazek 1A)

Plastovy kanystr o objemu 5 litrti (obrazek 1D)

Vicko se septem (obrazek 1E)

5 x 2 ks TEST KIT PELLETS s uc¢innou latkou fosforovodik v hlinikovém sacku
(obrazek 1F)

Diagram a tabulka pro urc¢eni koncentrace (obrazek 2B)

YV V VYV V V

YV VvV

Uzivatelsky manual (obrazek 2A)
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Obrazek 1. A - gumova hadice; B — kanyla 2x; C — plastova stiikacka o objemu 100 ml; D —
plastovy kanystr o objemu 5 litri; E — vicko se septem; F — TEST KIT PELLETS s t¢innou

latkou fosforovodik v hlinikovém sacku.
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Obrazek 2. A - Uzivatelsky manual; B — Diagram a tabulka pro ur¢eni koncentrace.

3.2. Detek¢ni trubicky

Pro spravné pouziti PRTK setu je nutné po vytvoreni fosforovodiku v plastovém kanystru
zm¢éfit spravnou koncentraci této u¢inné latky, tak aby bylo mozné spravné vypocitat fedéni a
dosahnout pozadované koncentrace (3.000 ppm) v plastové stiikacce. K tomu tcelu je vhodné
vyuzit detekéni trubicky na meéfeni koncentrace fosforovodiku Phosphine 25/A s méficim
rozsahem 25 — 10.000 ppm. Duvodem je piedpoklad, ze koncentrace fosforovodiku v
plastovém kanystru bude piesahovat 3.000 ppm. Pouziti jinych zafizeni pro méfeni
koncentrace fosforovodiku v plastovém kanystru je nevhodné. Dlivodem miiZze byt napiiklad
nizky rozsah méfenych koncentraci u elektrochemickych ¢idel v méticich pfistrojich. Nebo
pozadavky meéficich pfistroji, které pro zméfeni koncentrace plynu musi nasat vétsi objem
vzduchu s méfenym plynem.

Detekéni trubi¢ka Phosphine 25/A od firmy Dréiger (obrazek 3) méa na svém plasti dvé méfici
stupnice. Jedna stupnice méfi v rozsahu 25 az 900 ppm a druhd stupnice méfi koncentraci
fosforovodiku v rozsahu 200 — 10.000 ppm. Pro spravné pouziti a vyhodnoceni koncentrace je
nutné pies trubicku nasat mefeny plyn. V ramci pouziti testu, je vhodné pro nasati plynu do
trubicky pouzit ru¢ni nasavaci zatizeni napt. Accuro od firmy Dréger. Pro méfeni koncentrace
fosforovodiku v plastovém kanystru pomoci detekéni trubicky nasajeme rucni pumpou pouze

jednou (n=1) a nasledn¢ koncentraci ode¢teme na stupnici s vét§im rozsahem.
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Obrazek 3. Detekéni trubicka Phosphine 25/A od firmy Driager pro méfeni koncentrace

fosforovodiku ve vzduchu.

3.3. Ruc¢ni nasavaci zarizeni

Pro méteni koncentraci plynli ve vzduchu pomoci detekénich trubicek je nutné pouzit
nasavaci zafizeni, které do detekéni trubi¢ky nasaje potiebné mnozstvi vzduchu s plynem.
Pro méteni koncentrace plynu v setu PRTK je vhodné pro pouziti v CR pouzit ruéni nasavaci
zatizeni napf. Accuro od firmy Dréger (obrazek 4). OvSem na trhu se setkdme i s fadou

dalsich ru¢nich nasavacich zatizeni. Pouziti se vzdy tidi pfilozenym navodem.

13



Obrazek 4. Ru¢ni nasavaci zafizeni Accuro od firmy Drager pro nasavani vzduchu pres

detek¢ni trubicky.

14



4. Postup pouziti metody PRKT

Pii pouziti setu PRKT pro hodnoceni odolnosti/rezistence skladiStnich Sktdct
k fosforovodiku musime mit na paméti, ze pracujeme s plynem, ktery je kategorizovan jako
akutné toxicky v kategorii 2 (H330 Pfi vdechovani mutze zpusobit smrt). Proto by s timto
setem me¢ly pracovat pouze osoby, které maji opravnéni pro praci s pripravky
kategorizovanymi jako akutné toxické v kategorii 1 a 2 podle zakona ¢. 326/2004 Sb. o
rostlinolékarské péci a o zméné nékterych souvisejicich zakont, ve znéni pozdé€jsich predpisi
nebo zakona ¢. 258/2000 Sb., o ochrané vetfejného zdravi a o zméné né€kterych souvisejicich
zakond, ve znéni pozdéjSich predpisi nebo dalSich pravnich ptedpisii opravilujici osoby

pracovat s témito latkami.

Pred pouzitim PRTK setu je dulezité preCist a seznamit se s pokyny
uvedenvmi v uzivatelském manualu.

4.1. Priprava setu PRTK

Pti ptiprave setu PRTK se vytvaii plynny fosforovodik, proto je nutné na tuto skutecnost brat

zietel a postupovat pii praci stejné jako pii plynovani komodit touto €¢innou latkou. Je nutné

pouzivat ochranné pomicky a postupy uvedené v aktudlnich bezpecnostnich listech ptipravkl
firmy Detia Degesch GmbH obsahujicich uc¢innou latku fosfid hlinity popiipad¢ fosfid

hotec¢naty.

» Pripravime si ochranné pomticky dle aktualniho bezpecnostniho listu pfipravku firmy
Detia Degesch GmbH obsahujiciho ucinnou latku fosfid hlinity poptipadé fosfid
hotecnaty.

Po otevieni papirového boxu s PRTK setem zkontrolujeme obsah setu.

Vezmeme plastovy kanystr, ktery nafoukneme tak, abychom ziskali maximalni objem.

Ptipravime si kadinku s 50 ml ¢isté vody, kterou nalijeme do plastového kanystru.

YV V V V

Vezmeme vicko se septem a nasroubujeme na kanystr tak, abychom si vyzkouseli, zda

pujde plastovy kanystr hermeticky uzavifit.

> Poté vicko se septem opét odSroubujme a kanystr nechame otevieny a poloZzeny tak,
aby ndm voda nevytekla a mohli jsme vhodit 2 ks TEST KIT PELLETS.

» Pripravime si hlinikovy sacek s 2 ks TEST KIT PELLETS.
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Nasadime si ochranné pomticky pro ochranu dychacich cest a ochranu rukou.
Otevieme hlinikovy sacek s TEST KIT PELLETS a pelety vlozime do plastového
kanystru s 50 ml ¢isté vody.

Plastovy kanystr uzavieme vickem se septem a postavime tak, aby pelety byly
ponofené ve vodé.

Pelety by se mély rozlozit ptiblizné po 5 minutach.

Po této dobé¢ 1ze provést métfeni koncentrace fosforovodiku uvnitt plastového kanystru.

4.2. Spravné a presné méreni koncentrace fosforovodiku v testu

Spravné a piesné zméteni koncentrace fosforovodiku uvniti plastového kanystru je metodicky

zcela zasadni pro dodrZeni cilové koncentrace plynu, ktery bude pouzit v testu. Cilova

koncentrace v plastové stiikacce je 3.000 ppm. Této koncentrace se dosahne nafedénim

Vv plastové stiikacce pomoci vzduchu a odpovidajiciho objemu koncentrace fosforovodiku

cey

z plastového kanystru. Pro urceni spravného poméru se pouziji informace z uzivatelského

manualu.

Méieni koncentrace

>

V V.V V V VY

Ptipravime potfebné pomiicky (detekéni trubicky Phosphine 25/A, ru¢ni nasavaci
zafizeni, kanylu a plastovou hadici)

Odlomime oba konce na detekéni trubicce dle pokynti uvedenych v navodu.

Na horni konec detekéni trubicky nasadime plastovou hadici.

Na volny konec plastové hadice nasadime kanylu

Spodni konec detekéni trubi¢ky nasadime na rucni nasavaci zatizeni

Nasledné¢ opatrné kanylu zasuneme ptes septum ve vicku do plastového kanystru

Nyni pouZijeme ruéni nasavaci zafizeni, tak abychom pies detek¢ni trubicku naséli
100 ml obsahu z plastového kanystru

Nasledné pockame, aZ se na stupnici detekéni trubicky ustali koncentrace (Zluty obsah
Vv detekeni trubicce zCerna pii reakci s plynnym fosforovodikem)

Nasledné vyjmeme kanylu z plastového kanystru a provedeme odecet koncentrace

fosforovodiku na detek¢ni trubi¢ce
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Redéni fosforovodiku za ucelem dosaZeni spravné koncentrace

» Nejdiive se z detek¢ni trubic¢ky ur¢i koncentrace fosforovodiku v plastovém kanystru

A\

Koncentraci je nutné urcit s piesnosti na 250 ppm.

» Po uréeni koncentrace fosforovodiku v plastovém kanystru se podivame do tabulky
4.2.1.

» Vtabulce 4.2.1. nalezneme naméfenou aktualni koncentraci fosforovodiku
Vv plastovém kanystru a na fadku dané koncentrace ziskame informaci o podilu plynu
z plastového kanystru a vzduchu v ml, ktery je nutné nasat do plastové stiikacky o
objemu 100 ml tak, abychom ziskaly pozadovanou koncentraci 3.000 ppm.

» V piipad¢ namétené koncentrace fosforovodiku v plastovém kanystru vyssi nez 8000

ppm nebo s vyssi presnosti nez 250 ppm pouzijte pro ziskani spravného poméru fedéni

Vv plastové stiikacce vzorec 4.2.1.

Vzorec 4.2.1. Pro vypocet objemu nasavaného z plastového kanystru do plastové stiikacky za

ucelem dosazeni cilové koncentrace 3.000 ppm

3000 x 100
D) TR

C (ppm)

X — objem plynu nutného nasat z plastového kanystru

C — koncentrace fosforovodiku namétena v plastovém kanystru
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Tabulka 4.2.1. Prehled koncentraci fosforovodiku a poméra fedéni za Gcelem dosazeni cilové

koncentrace 3.000 ppm uvnitf plastové strikacky.

Nameérena koncentrace

Vv plastovém kanystru

Objem plynu nasaty

z plastového kanystru do

Objem vzduchu nasaty do

plastové strikacky

pomoci detekéni trubicky plastové stiikacky (ml)
(ppm) (ml)
3.000 100,0 0,0
3.250 92,3 7,7
3.500 85,7 14,3
3.750 80,0 20,0
4.000 75,0 25,0
4.250 70,6 29,4
4.500 66,7 33,3
4.750 63,2 36,8
5.000 60,0 40,0
5.250 57,1 42,9
5.500 54,5 45,5
5.750 52,2 47,8
6.000 50,0 50,0
6.250 48,0 52,0
6.500 46,2 53,8
6.750 44 4 55,6
7.000 42,9 57,1
7.250 41,4 58,6
7.500 40,0 60,0
7.750 38,7 61,3
8.000 37,5 62,5
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4.3. Priprava hmyzu, zaloZeni a hodnoceni testu

Hodnoceni odolnosti/rezistence skiidct k fosforovodiku pomoci testu PRTK je provadéno na
dospélcich skladistnich skidct. Optimalni pocet dospélych jedinct pro jedno opakovani je 10
ks. Divodem je lepsi kontrola pohybové aktivity v prabéhu méfeni. Dospélci jsou vlozeni do
plastové stiikacky s koncentraci fosforovodiku 3.000 ppm a nasledné je sledovana jejich
pohybova aktivita (zivy/tremor). Pohybova aktivita se sleduje v pravidelnych intervalech.
Vhodné intervaly kontrol Vv prvnich 20 minutach jsou 2 minuty. Nasledné lze prodlouzit
intervaly kontrol na 10 minut az do 120. minuty trvani testu. Po této ¢asové periodé je vhodné
prodlouzit interval kontrol na kazdych 60 minut az do ukonceni testu. Po dosazeni tremoru u
100 % jedinci je test ukoncen.

Pro vypovidajici hodnotu testu je vhodné provést test v 10 az 20 opakovanich. Divodem je
potenciondlni rozptyl odolnosti/rezistence v méfené populaci, ktery pii pouziti malého
mnozstvi jedinci muze vyznamné ovlivnit vysledky celého testu (napt. viz. tabulky 6.1.2
nebo 6.1.4). Proto je po testy nutné pfedem napéstovat a ptipravit 100 az 200 ks dospélych

jedinct.

Nasledné¢ se provede vyhodnoceni dle tabulky uvedené v uZivatelském manudlu (Appendix 3:
Time periods to determine the susceptibility of insects). Pro lep$i vyhodnoceni je vhodné test

provést alespon ve tfech opakovéanich.

» Pripravime si potiebné pomicky k provedeni testu (plastovou stiikacku, kanylu a
gumovou hadici).

» Ptipravime si do misky 20 ks dospélych jedinct jednoho druhu Skidce.

» Vyjmeme zadni ¢ast plastové stiikacky (pist) a vlozime do ni 20 ks dospélych brouki
a uzavieme zadni ¢asti plastové stiikacky.

» Na plastové stiikaéce nastavime objem odpovidajici objemu vzduchu pro fedéni

koncentrace fosforovodikt z plastového kanystru.
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» Na vyusténi plastové stiikacky nasadime gumovou hadici.

» Na hadici nasadime kanylu.

» Z kanyly sejmeme ochranny kryt a zasuneme opatrné pies septum vicka do plastového
kanystru.

» Doplnime objem v plastové stiikacce do 100 ml.

» Nasledn¢ vytahneme kanylu ze septa vicka plastového kanystru a kanylu uzavieme
ochrannym krytem.

» Nyni sledujeme v pravidelnych intervalech pohybovou aktivitu broukt uvnit plastové
stiikacky.

» V kazdém sledovaném Case zapiSeme pocet jedincii zivych a pocet jedinct v tremoru.

» Po dosazeni 100 % jedinct v tremoru test ukonCujeme a mizeme provést stejny

postup s novymi jedinci.

Tabulka 4.3.1. Casové perioda uréujici u jednotlivych druhi skladistnich ktidct vnimavou

nebo odolnou populaci. (pievzato z uzivatelského manuélu testu PRTK - Appendix 3).

Druh Skiidce Casova perioda
(min)
lesak skladistni (Oryzaephilus surinamensis) 11
lesak mouény (Cryptolestes ferrugineus) 13
pilous ¢erny (Sitophilus granarius) 12
potemnik hnédy (Tribolium castaneum) 8
¢ervotoc tabakovy (Lasioderma serricorne) 8
zrnokaz fazolovy (Acanthoscelides obtectus) 15
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5. Bezpec¢nostni pokyny a zdravi pri praci

Tyto pokyny nenahrazuji platnou legislativu CR a EU v oblasti bezpe¢nosti a zdravi pii
praci.
PFi pouZivani setu v praxi se musi vidy postupovat dle platné legislativy CR a EU

V oblasti bezpecnosti a zdravi pri praci.
Informace uvedené v tomto odstavci maji pouze informacni charakter:

» V testu je pouzivan pripravek s ucinnou ldatkou fosforovodik, ktery je kategorizovan
Jjako akutné toxicky v kategorii 2 (H330 Pri vdechovani miize zpiisobit smrt). Z tohoto
duvodu mohou s tesem pracovat pouze osoby, které maji opravnéni pro praci
S pripravky kategorizované jako akutné toxické v kategorii 1 a 2 podle zdkona ¢.
326/2004 Sb. o rostlinolékarské péci a o zmené nekterych souvisejicich zakonii, ve
znéni pozdejsich predpisii nebo zakona ¢. 258/2000 Sb., o ochrané verejného zdravi a
o zméné nékterych souvisejicich zdkonu, ve znéni pozdéjsich predpisi nebo dalsich
pravnich predpisii opraviiujici osoby pracovat s temito ldtkami.

» Limity v pracovnim prostredi: fosfin (fosforovodik) PEL 0,1 mg.m3 / NPK-P 0,2 mg.m3

» Ochrana dychacich organii: Pracovnici musi byt vybaveni ochrannou maskou dle
DIN EN 141 s prislusnym filtrem typ B barva Seda ( ev. MOF 2 Univerzadl) nebo
izolacnim dychacim kyslikovym nebo vzduchovym pristrojem.

» Ochrana rukou: Gumové rukavice napr. Nitril a Latex (AQL: 1.5), testovanad dle
EN374-2 a EN 374-3zasazena mista na rukou omyt kartacem a velkym mnoZstvim
vody.

» Ochrana oci: Zbytky pripravku opatrné setrit z okoli oci a potom ditkladné omyt vodou
s mydlem, vlastni oci vymyt vodou a podat ocni kapky. Dle EN 166:2001

» Ochrana kiize: Pracovat v bézném pracovnim obleku a botach. Zasazena mista omyt

kartacem a velkym mnoZstvim vody.
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6. Ovérené vysledky v laboratornich testech

Ovérovani pouzitelnosti setu Phosphine Resistance Test Kit (Detia Degesh) bylo provadéno
na laboratornich a terénnich kmenech vybranych druhii skladistnich skidci. V testech byly
pouzity druhy potemnik hnédy (Tribolium castanemu), pilous ¢erny (Sitophilus granarius) a

lesak skladistni (Oryzaephilus surinamensis).

6.1. Validacni testy a pouziti setu

Metodicky postup

Validace setu byla provedena na tfech druzich skladistnich sktdct, pilous cerny (S.
granarius), potemnik hnédy (T. castaneum) a lesak skladistni (O. surinamensis). U kazdého
druhu Sktdce byly otestovany dva kmeny (laboratorni a terénni). Pfed testovanim byly kmeny
Skiideli namnoZeny na standardnich dietdch v laboratornich podminkéch. U terénnich kmeni
byli v testu pouziti dospélci tieti az paté generace (F3 — F5). NamnoZeni dospélci stati 7-14
dnti byli pouziti ve validacnich testech. Kazdy kmen byl otestovan ve 20 opakovanich a v
jednom opakovani bylo pouzito 10 dospélct pro lepsi kontrolu. Dospélci byli vlozeni do
plastové stiikacky s pozadovanou koncentraci. Kontrola stavu Zivy/tremor byl sledovan v

pravidelnych intervalech.

Kontrola Zivy/tremor:

Za 7ivé jedince povazujeme vSechny, ktefi se pohybuji bez zjevného pohybového defektu.
Tremor je oznaceni pro jedince, ktefi nejsou Zivi, ale ani mrtvi. Tento status nabyva mnoho
kategorii od mirného tremoru (napt. nepohyblivost nékteré z koncetin nebo vice koncetin) az
po hluboké stadium tremoru; tj. stadium kdy jedinec lezi na zadech a ob¢as pohne koncetinou

nebo reaguje pohybem koncetiny pouze na vnéjsi podnéty.
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Vysledky testii

Tabulky 1-6 ukazuji vysledky testd na Sesti kmenech tfi druhti skladiStnich skidci. Oranzové
oznacené hodnoty v tabulkdch ukazuji, ¢as dosaZeni tremoru 100 % jedinc v opakovani.
Pokud v testu nebyla piekroCena pro dany druh Skidce Casova perioda pro determinaci
vnimavého kmene (viz. uzivatelsky manudl testu PRTK - Appendix 3), tak lze pfistupovat
K testované populaci jako vnimavé K fosforovodiku a nemél by nastat problém pii provadéné
fumigaci touto latkou pii dodrzeni etikety pfipravku.

V testech byly vzdy testovany dva kmeny jednoho druhu Sktdce. Jeden laboratorni a druhy
odchyceny v terénu a namnozeny v laboratornich podminkéch. Laboratorni kmeny pouzité ve
validacnich testech vykazovaly u vsech tii druhti skladiStnich Skidcti optimalni vysledky
vnimavych kment (tabulky 1, 3, 5). U terénnich kment pouzitych v testech byla zjisténa u
vSech tfi druhti skidch zvySend odolnost k u¢inné latce fosforovodik. U kmene pilouse
¢erného byla zvysena odolnost 1,7 krat, u lesaka skladistniho 4,5 krat a u potemnika hnédého

11,3 krat oproti tabulkovym hodnotam pro dany druh (tabulky 2, 4, 6).
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Tabulka 6.1.1. Validace - hodnoceni laboratorniho kmene pilouse ¢erného (S. granarius).

1
0
0
0
1
0
0
0
0
0
0
0
1
0
0
0
0
0
0
0
0
0

O | |0 (0l (N[O |N|o |~ |~ oo o |0 |hs~ |0 (N (N (N (o |N o
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Tabulka 6.1.2. Validace- Hodnoceni terénniho kmene pilouse ¢erného (S. granarius).

Pozorovany "knock down" ks v €asovych intervalech (min)

Opakovani
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
1 517 9 9 10 10 10 10 10 10
2 717 7 8 9 9 9 10 10 10
3 6|7 9 10 10 10 10 10 10 10
4 5|5 7 8 8 9 9 9 9 10
5 6|6 9 9 9 10 10 10 10 10
6 719 9 9 9 10 10 10 10 10
7 5|5 6 9 10 10 10 10 10 10
8 716 6 9 10 10 10 10 10 10
9 5|8 8 9 10 10 10 10 10 10
10 515 9 9 10 10 10 10 10 10
11 6|8 9 10 10 10 10 10 10 10
12 517 9 9 10 10 10 10 10 10
13 6|7 8 9 10 10 10 10 10 10
14 6|6 6 9 10 10 10 10 10 10
15 619 9 10 10 10 10 10 10 10
16 6 18] 10 10 10 10 10 10 10 10
17 5|6 6 10 10 10 10 10 10 10
18 718 8 9 10 10 10 10 10 10
19 719 9 10 10 10 10 10 10 10
20 77| 10 10 10 10 10 10 10 10
Kontrola 0|0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kontrola 00 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tabulka 6.1.3. Validace- Hodnoceni laboratorniho kmene potemnika hnédého (T. castaneum).

O O (O [0 |© |00 |0 |N [© [N [0 |0 |N|o (NN (o || |0 (N

0
1
1
0
2
1
0
1
0
0
1
1
2
1
1
3
0
1
1
2
0
0
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Tabulka 6.1.4. Validace- Hodnoceni terénniho kmene potemnika hnédého (T. castaneum).

Pozorovany "knock down" ks v €asovych intervalech (min)
10

Opakovani

14 16 18 20 30 40 50 60 90
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Tabulka 6.5.5. Validace - Hodnoceni laboratorniho kmene lesdka skladistniho (O.

surinamensis).

oOojojojojojo|jo|o|o oo |0o|o|o|o|o|o |o |o|o |o
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Tabulka 6.1.6. Validace- Hodnoceni terénniho kmene lesaka skladistniho (O. surinamensis).

Pozorovany "knock down" ks v €asovych intervalech (min)

Opakovani
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 30 40 50
1 0/0]0]O0 2 3 5 6 6 8 8 10 10
2 0[0]0]O 1 4 5 5 5 8 8 10 10
3 0/0]0]O0 1 3 6 6 6 9 9 10 10
4 0[0]0]O 1 3 6 6 6 8 9 10 10
5 0/0]0]O0 2 4 5 5 5 8 8 10 10
6 0[0]0]O 0 5 7 7 7 8 8 10 10
7 0/[0]0]O0 3 3 5 6 7 8 9 10 10
8 0/0]0]O0 1 1 4 7 8 8 9 10 10
9 0[0]0]O 3 3 3 7 7 8 9 10 10
10 0/0]0]O0 1 1 3 5 6 8 8 10 10
11 0/0]0]O0 4 4 4 4 5 5 6 10 10
12 0/0]0]O0 3 3 5 5 6 7 10 10 10
13 0/0]0]O0 1 2 3 6 6 8 10 10 10
14 0[0]0]O 1 1 4 6 6 7 9 10 10
15 0/0]0]O0 0 1 5 7 7 7 8 10 10
16 0[0]0]O 1 1 5 7 7 8 9 10 10
17 0/0]0]O0 3 3 3 4 7 8 9 10 10
18 0[0]0]O 2 4 4 6 7 8 9 9 10
19 0/0]0]O0 1 3 3 4 4 7 8 10 10
20 0/0]0]O0 0 2 2 4 5 6 8 9 10
Kontrola 0[0]0]O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kontrola 0/0]0]O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Zavery
» Ve valida¢nim testu byla ovéfena vnimavost Sesti kmentd tfech druhti vyznamnych

>

skladiStnich Sktidct (potemnik hnédy, pilous Cerny a lesék skladiStni).

Laboratorni kmeny vSech tfi druht skladiStnich Skidci nevykazovaly Zadnou
odolnost/rezistenci k u¢inné latce fosforovodik.

Terénni kmeny vSech tfi druhi skladistnich Skiideli vykazovaly zvySenou
odolnost/rezistenci k ucinné latce fosforovodik. U pilouse cerného byla zvySena
odolnost 1,7 krat, u lesdka skladiStniho 4,5 krat a u potemnika hnédého 11,3 kat oproti
tabulkovym hodnotam pro dany druh
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6.2. Validacni terénni test

Osetieni komodit napadenych skladistnimi $ktidci fumiganty patii v CR mezi rutinni metody.
V ramci téchto zasaht je vSak nutné dodrZet celou fadu zasad, které zajisti nejen bezpecnost
samotného zdsahu, ale také dosazeni maximalni biologické ucinnosti. Dllezitymi zédsadami
pro dosazeni maximalni ucinnosti je aplikace spravné davky piipravku, dosazeni pozadované
koncentrace plynu a také zajisténi odpovidajici délky expozice.

V ramci valida¢niho testu byla provedena srovnéavaci studie biologické ucinnosti standardni
metody prostorového oSetfeni pomoci vysoce toxického plynu fosforovodik (tzv. fumigace).
Test probihal v podminkach bézné komer¢ni fumigace. V ramci testu se oSetiovaly napadené
sojové vlocky skladistnimi skddci. Sojové vlocky byly umistény v big bagach (tj. big-bag =
technicky néazev pro velky textilni skladovaci ¢i transportni vak, ktery pojme cca 1 t
komodity), které byly umistény v podlahovém skladu. V testu byl pouzit ptipravek Gastoxin
pelety (tj. komeréni formulace fosfidu hlinitého uvoliujici u.1. fosforovodik — PH3). V testech
byly pouzity celkem 2 druhy klicovych skladistnich sktidcti a 4 jejich kmeny s rtiznou
citlivosti va¢i PH3 : potemnik hnédy (Tribolium castaneum) kmen laboratorni; potemnik
hnédy (Tribolium castaneum) kmen Etiopie a pilous ¢erny (Sitophilus granarius) kmen

laboratorni; pilous ¢erny (Sitophilus granarius) kmen terénni.

Metodika

V experimentu bylo provedeno oSetieni sojovych vloéek skladovanych v big-bagach
umisténych v podlahovém skladu o objemu 432 m? Celkové mnozstvi skladovanych
sojovych vloc¢ek bylo 16,2 tuny. Vlo¢ky byly umistény celkem v 18 big bagach. V pokusu
byla primérna teplota u métené pozice ¢. 2 — 25,8 °C (24,6 — 28,8 °C) a relativni vzdusna
vlhkost vzduchu 51,5 % (44,5 — 53,5 %). Aplikovana davka byla zvolena v pfepoétu 10 g
PHs/t. Po aplikaci pfipravku byly oSetfené big bagy piekryty PVC folii. Zvolena délka
expozice oSetfeni byla 96 hodin. V pribéhu oSetfeni bylo provadéno meéieni koncentrace
fosforovodiku pomoci ptistroje Drager X-am 7000. M¢éteni bylo provadéno na 4 mistech. Tti
méfici mista se nachazela piimo pod PVC plachtou v oSetfované komodité a jedno méfici
misto se nachazelo na podlaze skladu mimo oSetfovanou komoditu (obr. 6.2.1). Pied aplikaci

ptipravku byly do skladu rozmistény biotesty. Dvé sady biotesti byly umistény pod plachtou
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Kk méticim bodim €. 2 a 3 a jedna sada biotestll byla umisténa mimo osetfovanou komoditu
k mé&ficimu mistu ¢. 1. Od kazdého druhu a kmene byl pouzit biotest ve tfech opakovanich.
Ptiprava biotestu byla zahdjena jiz 6 dnl pied zahdjenim pokusu. Do nadobky s obilim a
ovesnymi vlockami byli vlozeni dospélci (50 ks) za ucelem nakladeni vajicek. Potemnik
hnédy — kmen laboratorni, pilous ¢erny — kmen laboratorni pochazeli z nerezistentnich kment
chovanych ve VURYV, v.v.i., potemnik hn&édy — kmen Etiopie pochézel z odchycené populace
pii kontrole dovazenych komodit ze zahrani¢i a vykazoval rezistenci k fosforovodiku a kmen
pilous ¢erny — CR pochazel z odchycené populace ze skladu v CR. Po ukonéeni oSetfeni byly
biotesty pfevezeny do laboratotfe a bylo provedeno vyhodnoceni u¢innosti. Mortalita dospélcii
byla vyhodnocena okamzité po ukonéeni o$etieni. U¢innost na vaji¢ka byla dale sledovana po
45 dnech od ukonceni expozice. Vysledky byly dale statisticky zpracovany a vyhodnoceny
pomoci statistického programu Statistica CZ, metodou neparametrického testu Kruskal-

Wallisova ANOVA.
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Obrazek 6.2.1. Schéma rozlozeni big bagi se s6jovymi vloCkami v podlahovém skladu

Vv prib¢hu osetieni a méfici mista koncentraci PHs.

\~¥
~ pozice .4
1} pozice €. 3
\ pozice ¢&. 2
pozice €. 1
Vstup

Vysledky

Experiment byl proveden v provoznich podminkach zdéného podlahového skladu. Graf 6.2.1
ukazuje prubéh koncentraci namétenych v prubéhu osetieni v jednotlivych castech oSetfované
komodity a mimo oSetfovanou komoditu. Maximalni dosazena koncentrace byla 430 ppm,
tato koncentrace byla zaznamenana na méfici pozici ¢. 4 po 24 hodinach od aplikace
ptipravku. Priibéhy koncentraci v jednotlivych métenych pozicich byly odlisné, zejména se

odliSovala pozice €. 4 od pozic ¢. 2 a 3. Dulezitym zjisténim byla naméfena koncentrace
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fosforovodiku i mimo oSetfovany prostor ve skladu v pomérn¢ vysoké koncentraci. To je
dilezité z hlediska bezpecénosti prace v okoli osetfovaného prostoru.

Dosazend mortalita dospélcti byla 100% u obou kmenti pilouse ¢erného a laboratorniho
kmene potemnika hnédého, zatimco u rezistentniho kmene potemnika hnédého dosdhla
prumérna mortalita pouze 53,6 % (Graf 6.2.2). V ptipadé dolihnuti vyvojovych stadii byla
zjisténa 100% mortalita pouze u laboratorniho kmene potemnika hnédého u vSech ostatnich
druht a kmeni doslo k dolihnuti dospélct. Nejvetsi pocet dolihnutych jedinc byl
zaznamenan u rezistentniho kmene potemnika hnédého. Zde se dolihlo v priméru 76,4
jedinct z oSetfenych biotestd (Graf 6.2.3).

Statistické vyhodnoceni mortality dospélci pomoci neparametrického testu Kruskal-
Wallisova ANOVA ukazalo statisticky vyznamné rozdily (N = 36, H =34,73; p = 0,0001). Pti
mnohonasobném porovnani p hodnot byl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi kmenem
z Etiopie (potemnik hnédy) a ostatnimi tfemi kmeny (potemnik hnédy laboratorni; pilous
cerny laboratorni a terénni). Pfi statistickém vyhodnoceni jednotlivych sledovanych pozic
nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil (N =36, H=0,21; p = 0,9002).

Statistické vyhodnoceni dolihnuti dospélcli pomoci neparametrického testu Kruskal-
Wallisova ANOVA ukazalo statisticky vyznamné rozdily (N =36, H =27,20; p = 0,0001). Pti
mnohonasobném porovnani p hodnot byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi
skupinami kmenti potemnik hnédy Etiopie; pilous ¢erny Terénni x potemnik hnédy -
Laboratorni; pilous c¢erny - Laboratorni. Pii statistickém vyhodnoceni jednotlivych

sledovanych pozic nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil (N =36, H = 2,55; p = 0,2796).

Graf 6.2.1. Prubeh koncentraci fosforovodiku v prubéhu osetieni.
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Graf 6.2.2. Dosazena mortalita dospélych jedinci v oSetfenych vzorcich a kontrole.
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Graf 6.2.3. Primérné mnozstvi dolihnutych jedincti v oSetienych vzorcich a kontrole.
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» Fumigace v objektu vykazuje Vv raznych mistech odlisné prabéhy koncentraci
piipravku — proto je nutné vzdy provadét méieni koncentraci v pribéhu oSetieni na

vice mistech.
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» V okoli fumigovanych big-bagii byla naméfena nadlimitni koncentrace toxického
plynu z hlediska bezpe¢nosti prace a proto je vzdy nutné nosit ochranny dychaci

piistroj a méfit koncentraci toxického plynu i v okoli fumigovanych komodit.

» Pfi rychlém poklesu koncentrace fosforovodiku mize dochazet k prezivani nekterych
jedinct, zejména pokud vykazujici sniZzenou citlivost ¢i zvySenou rezistenci k

fosforovodiku.
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7. Souhrn metodickych doporuceni pro praxi

> V ramci pripravy pro oSetfeni napadenych komodit skladiStnimi
Skiidci pomoci 1.l. fosforovodik by mélo byt vidy provedeno
hodnoceni odolnosti/rezistence skladiStnich Skiidci K této ucinné latce.

» Set PRTK by mél byt pouzivan i v ramci kontrol provadénych
kontrolnimi organy, nap¥. UZKUZ za u¢elem mapovani a stanoveni
rizik vyskytu a Sifeni rezistentnich populaci skladiStnich Skidci
k fosforovodiku na tizemi CR.

» Vysledky ziskané pomoci setu PRTK jsou srovnatelné s dalSimi
metodami hodnoceni rezistence k icinné latce fosforovodik, proto lze
data vyuzit v ramci napliovani Narodniho akéniho planu dle § 48
zakona €. 326/2004 Sh., o rostlinolékarské péci a o0 zméné nékterych
souvisejicich zakonii.
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I11. SROVNANI ,,NOVOSTI POSTUPU*

V Ceské republice je v soudasné dobé& povolena pouze jedina u¢inna latka pro plynovani
»fumigaci® skladovanych komodit napadenych skladistnimi Skidci. Touto G¢innou latkou je
fosforovodik, ktery je doddvan na nas$ trh v n€kolika ptipravcich a formulacich. Dlouhodobé
pouzivani jedné uclinné latky sebou vzdy pfindsi rizika s vyvojem rezistentnich populaci
Skiidct a tim i snizovanim ucinnosti dezinsekénich zasahti. Jednim ze zptsobu, jak piedchazet
témto rizikim, je pravidelny monitoring rezistence Skidcii k danym u¢innym latkam. V
pripad¢é hodnoceni k ucinné latce fosforovodik, ktery je kategorizovan jako akutné toxicky v
kategorii 2 (H330 Pfi vdechovani mlize zptsobit smrt) je vzdy velmi obtizné provadét tyto
testy. Krom¢ molekularnich metod, které jsou ekonomicky a materidlné nakladné se mohou
vyuzivat také metody FAO a jejich modifikace.

V soucasné dobé neni v CR zadn4 zavedena metodicka ptiru¢ka nebo metodika pro hodnoceni
odolnosti/rezistence skladistnich sktadci k ti¢inné latce fosforovodik. Tato metodika je prvnim
souhrnnym materialem, ktery poskytuje informace k pouziti setu PRTK, valida¢ni vysledky a
popisuje zplisob vyhodnocenti testu.

Testy byly validovany pomoci védeckych originalnich metod na zakladni citlivost kment

sktidcti z Ceské republiky
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IV. EKONOMICKE ASPEKTY

A) Odhadované ekonomické prinosy pouZiti setu

Ekonomické piinosy pouzivani setu PRTK vyplyvaji zejména ze zvySeni ucinnosti
aplikace plynovani ,,fumigace* pomoci u¢inné latky fosforovodik. Sou¢asna praxe nevyuziva
nastroje kontroly odolnosti/rezistence skladiStnich Skiidct a pfi snizené u€innosti ochranného
opatieni nemé dostate¢né a rychlé informace k provedeni napravnych opatieni, kterd by
dlouhodobé vedla ke zkvalitnéni samotnych oSetfeni. Samotna kalkulace vychazi z nakladd na
osetfeni skladované komodity (tj. pfipravek, spotfebni materidl atd.) a naslednych opatienich
(naklady spojené s ¢isténim, vétranim atd.). Tyto naklady se mohou pohybovat v rozmezi 1
K¢ — 10 K¢ na kilogram komodity. V pfipad¢ snizené ucinnosti je nutné provést dalsi
ochranna opatteni, ktera zvysuji tyto naklady.

re¢
1

Zvysenim ucinnosti aplikace plynovani ,,fumigaci® se piedpoklada snizeni nakladt

V dlouhodobém ¢asovém horizontu o 10-20 % na jeden kg oSetfené komodity.

B) SniZeni rizika rezistence

Technologicky nevhodné oSetfovani komodit napadenych $kidci (zejména pomoci
toxickych plynli na bazi fosforovodiku) vede ke snizovani u¢innosti ochrannych opatfeni a
k selekci rezistentnich populaci skladistnich Skiidct. Rezistence je dnes velmi rozsifené
celosveétové téma, které naruSuje obchod s komoditami. Proto je velmi dilezité provadét
kvalitni oSetfeni, které vychazi ze znalosti stavu rezistentnich populaci v daném objektu. Tato
kontrola by méla napomoci odhalit v€as nastupujici problémy a umoznit jejich feSeni diive

nez se vystupiuji.
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VII. PRILOHA

Doporuceny format tabulky pro zapis vvsledku testu odolnosti/rezistence skladiStnich skudcu k fosforovodiku.

" specifikace Pozorovany "knock down" ks v ¢asovych intervalech (min)
mefe"' (druh skadce, lokalita, teplota v s
c. o PH3 (ppm)
pribehu testu atd.) 10 | 12 | 14 | 16 | 18 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 90 | 120 | 180
1 3000
2 3000
3 3000
4 3000
5 3000
6 3000
7 3000
8 3000
9 3000
10 3000
11 3000
12 3000
13 3000
14 3000
15 3000
16 3000
17 3000
18 3000
19 3000
20 3000
Kontrola 0
Kontrola 0
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