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e Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test byl v r. 2013 prijat OECD
(Organisation for Economic Co-operation and Development) jako
alternativni toxikologicka metoda nahrazujici experimenty
s dospélymi rybami

e jako testovaci organismy jsou pouzivana embrya ryb Danio rerio
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Cile studie

¢ srovnani citlivosti embryi D.rerio (a tim i FET testu)
na znecisténi nemocnicnich odpadnich vod s Daphnia magna
a Aliivibrio fischeri (organismy bézné pouzivané pro analyzy
odp.vod a doporuéené normou CSN 75 6406 Nakladani
s odpadnimi vodami ze zdravotnickych zarizeni vypousténymi
do stokové sité pro vefejnou potiebu, r. 2020)

¢ srovnani dvou expozicnich c¢asu: 96 h (FET test) a 48 h
(CSN EN 1SO 15088 Stanoveni akutni toxicity odp. vod pro jikry dania
pruhovaného, r. 2009)

e srovnani FET testu a modifikovaného FET testu s rozsirenim
o hodnoceni subletalnich efektt na vyvoj embryi



Vzorkovani

e vzorky byly odebrany ze 7 ceskych nemocnic
e odbér byl proveden po ¢isténi na vystupu z COV
¢ z kazdé nemocnice byl odebran 1 prosty vzorek
e v laboratori byly vzorky zmrazeny na < -18°C




Zakladni charakteristiky nemocnic a jejich COV

Oznaceni Pocet Proces ¢isténi na COV Denni produkce Proces desinfekce
nemocnice lGzek odpadni vody
[m3. d!]
H1 476 Mechanicko-biologické 10 Cl,
H2 1006 Mechanicko-biologické 50 NaClO
H3 2199 Mechanicko-biologické 50-100 NaClO
H4 500 Mechanicko-biologické 30-50 Cl,
H5 423 Mechanicko-biologické 40 Bez chlorace
H6 1447 Mechanicko-biologické 360 Cl,

H7 1600 Mechanicko-biologické 100-120 NaClO




Strategie testovani

1. byly testovany neredéné vzorky H1-H7

2. vysledky byly vyhodnoceny jako toxicky efekt v %

3. u vzorku, jejichz toxicky efekt presahl 50 % byla testovana
koncentracni rada vzorku

4. vysledky byly vyhodnoceny jako EC.,nebo LC,
(koncentrace vzorku, ktera ma negativni ucinek na 50 %
testovanych organismui)

5. vSechny testy byly provedeny 2x a prumér byl uveden jako
vysledek



MEtOdy | LB eh e ——

- testovaci organismus: embrya ryb D.rerio
- pro produkci jiker bylo pouzito D.rerio

o

divokého typu, linie AB z vlastniho 2
akreditovaného chovu e e
- chov ryb v chovném systému &
ZebTEC Stand-Alone (Tecniplast) ¥

s kontinualnim monitorovanim
a upravou zakladnich parametru vody
(teplota, pH, konduktivita)



Vyteér

- jedinci ve staFi 6-18 mésicu

- ve skupinach po 5-11 rybach

- v porodnickach o objemu 2 litry
s perforovanym dnem

Inkubace jiker

- ve 24jamkovych mikrodestickach,

- v kazdé jamce 2 ml vzorku a 1 jikra

- inkubace pfri 2621°C po dobu 96 hpf (hodiny po oplodnéni)

- fotoperioda 16 h

- 5 koncentraci, v kazdé koncentraci vzorku inkubovano 20 jiker
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Pozorovani vyvoje embryi
- kazdych 24 h byly sledovany 4 hlavni letalni parametry:

1. koagulace embrya
2. nepritomnost tvorby somitu

(bloky mezodermu umisténé
po stranach neurdlni trubice)

3. neoddéleni ocasu
4. nepritomnost srdecniho
tepu (po 48 hpf)

- vyskyt jakéhokoliv z téchto znakli znamena mrtvé embryo .



- pokud nebyly pritomny letalni parametry, byla kazdych 24 h
sledovana pritomnost 5 subletalnich parametru:

1. zpomaleny srdecni tep

2. nedostatecny krevni obéh

3. perikardialni edém a (nebo) edém zloutkového vacku
4. zakriveni patere (skolioza)

5. porucha pigmentace

- embrya byla pozorovana v destickach pomoci invertovaného
mikroskopu Olympus CKX53 s digitalnim fotoaparatem Canon
EOS 2000D
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Priklady subletalnich efektli/po
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pro stanoveni srdecni frekvence byla embrya zaznamenana na
video a pri zpomaleni videa byl zméren srdecni tep

normalni srdecni tep 48 hpf zpomaleny srdecni tep
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Vyhodnoceni FET testu

mortalita embryi byla spocitana po 48 hpf (FET 48 h)
a po 96 hpf (FET 96 h) na zakladé vyhodnoceni 4 hlavnich

letalnich parametru

mortalita embryi + pridani subletalnich acinku bylo
vyhodnoceno po 96 hpf (FET 96 h+sub)

vysledky byly vyjadreny jako % mortality (toxicky efekt) nebo
jako LC,,
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Test inhibice pohyblivosti Daphnia magna (1SO 6341, r. 2012)

- testovaci organismus: novorozenci D.magna mladsi nez 24 h

-z vlastniho laboratorniho chovu

- byly vystaveni 5 koncentracim vzorku

- v kazdé koncentraci 20 dafnii

- inkubace pri 20£2°C po dobu 48 h,
fotoperioda 16 h, bez krmeni

- na konci testu spocitani imobilizovani
jedinci (dafnie, které nejsou schopné plavat do
15 s po promichani vzorku)

- vysledky vyjadreny jako % imobilizace (toxicky efekt) nebo jako
ECSO

14



Test inhibice luminiscence Aliivibrio fischeri (1ISO 11348-2, r. 2007)

zkusebni organismus: susené luminiscencni bakterie A.fischeri
NRRL-B-11177 (f. HACH LANGE)

bylo testovano 10 koncentraci v replikatech

inkubace suspenze bakterii + vzorku pri 15£1°C

luminiscence mérena po 15 a 30 min pomoci luminometru Sirius
(Berthold Detection Systems)

vysledky vyjadreny jako % inhibice luminiscence (toxicky efekt)
nebo jako EC.,
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Pouzité metody a jejich charakteristiky

Oznaceni Testovaci Norma Cas Sledovany parametr
metody organismus expozice

Dm Daphnia magna ISO 6341 48 h Imobilizace, EC,,
Af 15 min Aliivibrio fischeri ISO 11348-2 15 min Inhibice luminiscence,
Af 30 min Aliivibrio fischeri ISO 11348-2 30 min Inhibice luminiscence,
FET96 h Danio rerio (embryo) | OECD TG 236 96 h Mortalita, LC,
FET48 h Danio rerio (embryo) | OECD TG 236 modifikace 48 h Mortalita, LC;,
FET 96 h+sub | Danio rerio (embryo) | OECD TG 236 modifikace |96 h Mortalita

+ subletalni efekty,LC,




Vysledky
Srovnani citlivosti metod na zaklade hodnot toxického efektu

e vzorky H1, H3 az H6: metody FET 96 h a FET 96 h+sub byly
vysoce citlivé — toxicky efekt 62,5 % - 100 %,
u ostatnich metod toxicky efekt vice variabilni: 0 % - 100 %

e vzorky H2, H7: toxicita nizka nebo nulova pro vsechny metody
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Ekotoxicita vyjadrena jako toxicky efekt [%]
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Srovnani citlivosti metod na zaklade hodnot EC,,, LC,,

¢ byly testovany pouze vzorky a organismy, u nichz hodnoty
toxického efektu presahly 50 %

vvvvvv

nejcitlivéjsi organismus byla D.magna (EC., = 4,5 % — 37,6 %)

e vzorky H1, H3 - snizovani citlivosti metod v poradi:

D.magna > FET 96 h+sub > FET 96 h > A.fischeri 15 min > FET 48 h

e vzorky H6 - snizovani citlivosti metod v poradi:
D.magna > A.fischeri 15 min > A.fischeri 30 min > FET testy
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Ekotoxicita vyjadrena jako EC,,, LC,, n = nebylo stanoveno
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Srovnani citlivosti metod v ramci FET testu

(X B4

e po vyhodnoceni vSech vysledku zjisténa klesajici citlivost takto:

FET 96 h+sub > FET 96 h > FET 48 h
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Subletalni parametry

e pritomnost subletalnich Gcinku se lisila u jednotlivych vzorku
a zaroven byla zavisla na dobé expozice embryi

Subletalni efekty H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7

48 hpf / 96 hpf

zpomaleny srdecni tep -/+ -/- +/+ -/ + -/ + +/+ -/-
nedostateény krevniobéh -/ + -/ - +/+ -/ + -/+ +/+ -/-
pfitomnost edému -/ + -/- +/+ -/ + -/ + -/- -/ -
zakriveni patere -/+ -/- +/+ -/ + -/ + -/ + -/-

porucha pigmentace -/+ =/- +/+ -/+ - /+ +/+ -/-
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Priklady subletalnich efektu

normalni vyvoj
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Frekvence vyskytu subletalnich parametru:

- zakriveni patere: 34,5 %

- nedostatecny krevni obéh: 26,4 %
- zpomaleny srdecni tep: 25,7 %

- porucha pigmentace: 12,7 %

- vyskyt edému: 0,7 %
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Zavery

¢ vysledky studie prokazaly vysoce variabilni hodnoty akutni
toxicity cistenych nemocnicnich odpadnich vod

¢ prodlouzena doba inkubace embryi ze 48 hpf na 96 hpf
vyznamné zvysila citlivost FET testu u 57 % testovanych vzorku

e zahrnuti vybranych subletalnich parametru do zavérecného
vyhodnoceni FET testu zpusobilo zvyseni jeho tucinnosti 0 1-12 %

¢ na zakladé porovnani tfi organismu lze konstatovat, ze citlivost
embryi D.rerio je srovnatelna nebo v nékterych pripadech vyssi
nez citlivost D.magna a A.fischeri

o(FET test lze povazovat za vhodnou a dostatecné ucinnou metodu

pro rutinni testovani ekotoxicity nemocnicnich odpadnich vod
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Srovnani embryonalniho vyvoje

Human (Day) Rat (Day) Zebrafish (Hour)
4—6 3-5 2-5

Developmental
Stage

Blastula/Blastocyst

Neural Plate 17-19 9.5 10
Formation

10 Somite Stage 22-23 10-11 14
Neural Tube 22-30 9-12 18-19
Formation

First Pharyngeal Arch 22-23 10 24
Initiation of 21 5 10
Organogenesis

Birth/Hatching 253 21 48-72

Comparison of early developmental of human, rat, and zebrafish (Noyes et al., 2016)



Teratogeneze

* FETAX



