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Odpadni voda ze zdravotnickych zari

Zdravotnicka zarizeni (humanni i veterinarni) pouzivaji sirokou skalu chemickych
pro diagnosticke, Ié€ebné, dezinfekCni nebo vyzkumné ucely.

Obsahuiji:

» tézke kovy (Pt, HQ)

» |éCiva (antibiotika, cytostatika, anestetika)
» jodované rentgenove kontrastni latky

» prvky vzacnych zemin (gadolinia)

» dezinfekCni pripravky

» patogenni mikroorganizmy

Velka Cast latek prochazi Cistirnami odpadnich vod primo do vodniho zdroje.

Konven&nimi metodami &isténi v &istirnach odpadnich vod (COV) se vétsina té&chto
neodstrani.




Soucasny stav resene problematiky

Nakladani s odpadnimi vodami ze zdravotnickych zarizeni je
legislativhé a metodicky zcela nedostate¢né a problematické.

CSN 75 6406 Odvadéni a ¢isténi odpadnich vod ze
zdravotnickych zarizeni

» Z hlediska predpokladaného vyskytu choroboplodnych zarodku v OV a
epidemiologicky vyznamné kontaminace lidi témito zarodky se zdravotnicka
zarizeni zarazuji do dvou kategorii.

» zdravotnické zarizeni l. kategorie (zafizeni uréena k izolaci a 1éCbé
pfenosnych onemocnéni a k manipulaci nebo zpracovavani infek€niho materialu,
ktery obsahuje vodou pfenosné puvodce chorob). Maji nafizeno Cistit a
dezinfikovat OV.

» zdravotnické zarizeni ll. kategorie nejsou urCena k izolaci a IéCbe prenosny
onemocnéni. Mohou byt vypoustény bez Cisteni do verejné stokove sité.




Cil studie

» Zhodnotit toxicitu odpadnich vod pomoci biologickych metod

» Studie toxicity odpadnich vod (OV) je pro komplexni posouzeni
mozného negativniho vlivu tekutého odpadu ze zdravotnickych
zafizeni na zivotni prostredi a zdravi lidi.

» Ekotoxicita - toxické pusobeni latek na zivé organismy a ekosystémy

» Genotoxicita - vliv negativnich faktort na geneticky aparat bunky
(mutageneze, karcinogenese, teratogenese)

» Reprotoxicita — toxické pusobeni latek na reprodukéni funkci,
embryonalni morfologii (teratogenitu) a na prenatalni a rané
postnatalni vyvoj




Plan vzorkovani

» Datum odbeéru:
5 jednodennich odbért v nemocnicich H1- H5: 2/2018

» Druh vzorku: nemocnicni odpadni vody
predcistené v COV a dezinfikované chlornanem
sodnym nebo plynnym chlorem

» Misto odbéru: na odtoku z COV

» Zpusob vzorkovani: ru¢ni vzorkovace do PP
kadinky 1000 ml.




Plan vzorkovani

» Cas odbéru: 9:00 — 13:00 (doba nejvyssiho pfitoku infek&nich
splaskovych vod); v hodinovych intervalech

» smésny vzorek casove zavisly - vzorek vznikly slévanim nékolika
prostych vzorku stejného objemu, které byly odebirany v konstantnich
Intervalech

Stanoveni provadéna v miste odbeéru:

.
MER

» stanoveni teploty prostych vzorku

» stanoveni volného chloru prostych vzorku

» Konzervace v laboratori: odebrana OV byla rozdelena do
vyfukovanych PE vzorkovnic a zmrazen na teplotu < -18°C

2016/11/25

» Rozmrazeni vzorku: ve vodni lazni pfi teploté max. 25°C




Charakteristika nemocnic

» Vzorky byly odebrany z 5 nemocnice H1 — H5

» 2z Prahy, 2 z StfredoCeskeého kraje a 1 z Kralovéhradeckého kraje

W1 H2 W3 W4 W5

Typ Fakultni VSeobecna  Onkologicka VSeobecna  Fakultni
nemocnice

Pocet lUzek 2 189 996 245 476 1375
Pratok 50-100 51 124 10 25
(m3/d)

Dezinfekéni NaClO NaClO NaClO Cl, Cl,
proces

cov Mechanicko- Mechanicko- Mechanicko- Mechanicko- Mechanicko-
biologicka biologicka biologicka biologicka biologicka

Odtok Méstska Méstska Recipient Méstska Méstska
kanalizace kanalizace kanalizace kanalizace




Charakteristika odebranych vzorku

Teplota 13,0

pH 7,91 7,51 7,88 7,65 7,81
Konduktivita uS/cm 1163 869 979 811 23 800
Rozpusténé mg/l 580 532 707 465 1970
latky

Volny chlor  mg/l 0,04 0,08 0,20 0,08 0,14

Celkovy chlor mg/I 0,06 0,53 0,42 >6.00 2,09




Zvolené biologické zkousky toxicity OV

Ekotoxicita
» Zkouska na luminiscenénich bakteriich Aliivibrio fischeri (CSN EN ISO 11348-2)
» Zkou$ka inhibice pohyblivosti Daphnia magna (CSN EN I1SO 6341)

» Zkouska inhibice rdstu sladkovodnich fas Desmodesmus subspicatus (CSN E
8692)

» Test Allium cepa

Genotoxicita
» Zkouska na reverzni mutace s bakteriemi (OECD TG471)

Reprotoxicita
» YES/YAS metody - Yeast Based Reporter Gene Assays (draft ISO 190 40)
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Ekotoxicita

» Podstatou ekotoxikologickych testu je kontakt zkouSené latky nebo jejiho
vodného vyluhu s organismem a vyhodnoceni toxického pusobeni této latky na
dany organismus.

» Vyjadfuje se pomoci :EC,

» Cim je hodnota EC, nizsi, tim vyvolava hodnocena latka negativni G&inek
pri nizsi koncentraci 1

= Bes0]

» Vypocet TU (toxicka jednotka): TU

00

<0,4 Trida | Netoxicka
04<TU<1 Trida Il Malo toxicka
1 <TU< 10 Trida Il Toxicka
10 <TU < 100 Trida IV Silné toxicka
TU <100 Trida V Extrémné toxicka




\
Zkouska na Iuminisvcenénich bakteriic
Aliivibrio fischeri (CSN EN ISO 11348-

Stanoveni inhibi¢niho ucinku vzork( vod na svételnou emisi morské bakterie Aliiv
fischeri

Meri se snizeni luminiscence v koncentracni rade testovaneé latky ve vztahu ke
kontrolnim vzorkim

Odecet luminiscence je provadén po 15min. a 30min.

Vysledkem je koncentrace dané latky, ktera zpusobi 50% inhibici luminiscence




Zkouska inhibice rustu sladkovodnich ras
Desmodesmus subspicatus (CSN EN ISO 8692)

~ Test je zalozen na stanoveni koncentrace zkousené latky (EC50), ktera
zpusobuje 50% inhibici specifické rychlosti rustu vzhledem ke kontrolnim
vzorkim

~ Test probiha 72 hodin za konstantnich podminek (Osvétleni, teplota...)

» Pro pocitani bunék se pouziva mikroskop s pocitaci komurkou




Zkouska inhibice pohyblivosti
Daphnia magna (CSN EN ISO 6341)

Vodni korys Daphnia magna Straus

Zkouska je zalozena na urCeni koncentrace testované latky, ktera za 24h nebo
48h imobilizuje 50% jedincu

20£2°C a denni fotoperioda 16h
Na konci testu se spocitaji pohyblivi jedinci
UrCeni 24h EC., nebo 48h EC;,




Test Allium cepa

» Pouziva se pro hodnoceni toxicity s vyuzitim cibule druhu Allium cep
» Velikost cibulek 16 -18 mm

» Nesmi byt chemicky oSetrené
» EXpozice 72h

» 2212°C




Vyhodnoceni ekotoxicity (H1-H5)
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Ames Test
Zkouska na reverzni mutace s bakteriemi (OECD T

» Gen. upravené kmeny Salmonella typhimurium, zavislé na pfisunu histidinu
(pouzité kmeny TA98, TA100, (TA1535)

» Mutagenni latka zpusobi tzv. reverzni mutaci - obnova schopnosti ristv
nepritomnosti histidinu

» ZvétSeny vyskyt revertovanych kolonii The Standard Ames Assay

oproti kontrole (2x vice) ukazuje mutagenni ucCinek latky y y Doso2

. v s . - v ’ﬁ Mutagen o Low
» K modelaci savCiho metabolismu se pridava ‘ N e
homogenat jater potkana (tzv. aktivace S9+) A e

1 Bacteria — —— .. Medium

u /v

Rat liver Mix with A
homogenate  top agar o) High

» Bakterie obsahuji dalsi mutace, které zvysuji senzitivitu testu

(rfa mutace — zvySena permeabilita membrany, uvrB mutace —

Plate on His-selective

narusené opravné mechanismy burky, plasmid — rezistence k count colories!

antibiotikm)




Zpusoby priprava vzorku OV

pro stanoveni mutagenity bakteriologickymi testy

>

>

Filtrace (nejvice pouzivana), absorpce na pevny sorbent, pouziti suro
vody

Sterilizace filtraci:

membranovy filtr ze sklenénych viaken Fisher , porozita 2,7 um 1x
membranovy filtr DURAPORE (MILLIPORE) - hydrofilni, porozita 0,45 ym 1x
membranovy filtr DURAPORE (MILLIPORE) — hydrofilni, porozita 0,22 ym 2x

Kontrola sterility: na agarovych pudach/pocet mikroorganismu pfi teploté
21°C/72 hodin; 36°C/48 hodin.

Rozdil mezi toxicitou surové vody a filtrované vody

surova voda - 5 000 ras/ml X 200 000 ras/ml ve vodé po filtraci=» na filtrec
mohou byt zachyceny toxické i mutagenni latky.

Ames test - filtrovana voda i extrakt z filtru = negativni vysledek



Reprotoxicita
Endokrinni disruptory

» Exogenni latky ovliviujici hormonalni systém jedince = negativné ovliviuje
reprodukeni, vyvojové a behavioralni funkce organismu i jeho potomstva

» Chemickeé latky vétSinou s estrogennim, androgennim a thyeroidnim uCinkem

» Yeast based reporter gene assays (YES/YAS methods)

kolorimetricky test pro identifikaci reakce s estrogen/androgen receptorem;
kvasinkové kmeny GMO; testovana latka se navaze na receptor
» iniciace syntézy reportérového genu 3 — galaktosidazy »zmeéna barvy



YES/YAS metody
Yeast based reporter gene assays

Vzorek 250 x konc. v DMSO = 100%: koncentrace: 1%: 0,325 %: 0,1 %;: 0,0325

Reakce s estrogen receptorem pozitivni vysledek u vzorkt H1,H2,H4

- Reakce s androgen receptorem pozitivni vysledek u vzorku H1,H4

- Byla prokazana existence endokrinnich disruptoru ve vzorcich H1, H2, H4, ale
vzhledem k fedéni pouze v ,podlimitnich® koncentracich.

= Potencionalni nebezpeci kumulace endokrinnich disruptoru v prirodé




Toxicita OV ze zdravotnickych zarizeni
Shrnuti

Komplexni vyhodnoceni ekotoxicity, genotoxicity a reprotoxicity u odpadnich vo

vybranych zdravotnickych zarizeni

Potvrdili jsme ekotoxicitu ¢isténych OV u 2 testovanych vzorku - H1 a H4

Byla prokazana existence endokrinnich disruptori v odpadnich vodach u vzork
H1,H2 a H4

Vyhodnoceni ekotoxicity vzorku Testem Allium cepa nekoreluje s ostatnimi ekotesty

Genotoxicita nebyla prokazana ani u jednoho z testovanych vzorku (Ames test,

Comet assay)

Potvrdili jsme, Ze je vyznamny rozdil mezi toxicitou surové vody a toxicitou vod
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zpracovaneé filtraci



Toxicita OV ze zdravotnickych zarizeni
Shrnuti a cile

» Zpracovani metodiky pro optimalni upravu odpadni vody (filtrace, centrifugace,
absorpce na pevny sorbent) pro zkousku genotoxicity Ames testem

» Navrh testovaci strategie pro stanoveni toxicity odpadnich vod ze zdravotnickyc
zafizeni pomoci souboru biologickych testu in vitro ain vivo

» Ziskana data a informace nabidnout jako mozné podklady pro vypracovani
metodickych pokynu, dozor a opatfeni a v oblasti sledovani ekotoxicity
odpadnich vod.




Toxicita OV ze zdravotnickych zarize
Shrnuti

» Hlavnim problémem je nedostateCna znalost kvality vycCisténych nemocnicnich
odpadnich vod vypoustenych do kanalizace nebo povrchovych vod. V nasi studii js
chtéli zduraznit nutnost feSit tuto otazku v ramci Ceské republiky

» Nedostatenost procesu Cisténi odpadnich vod v nemocnicich.

» Je mozné doporucit rozsahlejSi studii v€etné navrhu na zlepseni upravy nemocnicnich
odpadnich vod v Ceske republice s cilem snizit vypousténi toxickych latek do
kanalizace a prispét tak ke zlepseni zivotniho prostredi.
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