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Soucasny stav resené problematiky

Zdravotnicka zarizeni (humanni i veterinarni) pouzivaji Sirokou Skalu chemickych
latek pro diagnosticke, lécebné, dezinfekcni nebo vyzkumné ucely, které vstupuji
do odpadni vody- napr. lécCiva, dezinfekcni pripravky, tézké kovy, prvky vzacnych
zemin, jodované rentgenové kontrastni latky.

Konvenénimi metodami &isténi v Cistickach odpadnich vod (COV) nelze toto
znecisténi odstranit

Nakladani s odpadnimi vodami ze zdravotnickych zarizeni je legislativné a
metodicky zcela nedostatecné a problematické. Existuje pouze jedna norma (CSN
75 6406),ktera resi tekuty odpad z hlediska infekcniho a radioaktivniho.

Standardné jsou provadéné prevazné chemické analyzy odpadnich vod, které ale
neposkytuji realnou informaci o dopadu toxickych ucinki na ekosystémy vodniho
prostredi. Biologické testy jsou proto nezbytné pro monitoring nebezpecnosti
odpadnich vod.

Studie, ktera by zjistovala genotoxicitu nebo reprotoxicitu, zatim nebyla v
provedena,



Zdroje toxicity

Leciva ‘}é:

Existuje asi cca 3500 rozdilnych ucinnych latek pouzivanych v

humanni a veterinarni mediciné v Evropé

V CR bylo vydano do zdravotnickych zafizeni 262 mil baleni LP
Tyto latky jsou biokumulativni a casto velmi perzistentni
Biodegradabilita latek (fotodegradabilita, oxidace) zavisi na typu
latky

Tyto latky jsou ucéinné pri velmi malych koncentraci ng/l - pg/l
U&innost eliminace COV je 10% - 90%

Cytostatika a onkologické léky maji vlastni mutagenni Ucinky
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Zdroje toxicity
Dezinfekcni latky

» Chemické dezinfekce (chlorovani) = vznik nezadoucich latek -
karboxylové kyseliny, nehalogenované a halogenové aldehydy,
furanony (karcinogeny l.skupiny IARC)

» Béhem chlorace reaguje chlor s organickymi latkami v OV a
vznikaji vedlejsi produkty chlorace (600 latek) - trihalometan,
chloroform, trichlorethen, heptachlor a chlorbenzen =—
mutagenni, karcinogenni a toxicke

Studie (2017) - srovnani 6 ruznych zpusobu dezinfekce - nejvice
genotoxické (Umu test; Ames test) - samotna chlorace a
chlorace s UV




Zdroje toxicity

Radioaktivni latky a kovy

» Vice nez 50% celkovych emisi rtuti pochazi ze zubniho
amalgamu a zdravotnickych prostredku

» Rtut’ se nachazi v diagnostickych latkach (Thimerosal),
dezinfekci (Merbromin), diuretikach a zdravotnickych
pristrojich (tonometr, teplomer)

Cisplatin-
Teva®

Infusionskonzentrat

» Cis-platina je siroce pouzivana cytostaticka latka, klasifikovana

jako karcinogenni I. skupina (IARC)
» Pacienti podstupujici radioterapii uvolnuji radioaktivni el
izotopy prostrednictvim svych exkrementu

Hlavnim problemem je jod 131, ale detekce tohoto
radioizotopu v odpadni vodeé je nizsi nez pripustny limit (ICRP)
International Commission on Radiological Protectio




Shrnuti studii tykajicich se genotoxicity odpadnich vo

Genotoxicity studies N:a",:,bpei;;f

Giuliani et al. (1996) Switzerland

Steger-Hartmann(1997) Switzerland
Hartmann et al. (1999) Germany
Jolibois et al. (2003) France
Jolibois & Guerbert (2005) France
Jolibois & Guerbert (2006) France
Jolibois & Guerbert (2006) France
Ferk et al. (2009) Austria
Gupta et al. (2009) India
Bagatiny et al. (2009) Brazil
Atasoy et al. (2012) Turkey
Sharma et al. (2013) India
Magdaleno et al. (2014) Argentina
Gupta et al. (2014) India
Kern et al. (2015) Brazil

Sharma et al. (2015) India
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Ames Test
Zkouska na reverzni mutace s bakteriemi (OECD T

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

Mutagenni latka zpusobi tzv. reverzni mutaci - obnova schopnosti rust v
nepritomnosti histidinu

ZvétsSeny vyskyt revertovanych kolonii oproti kontrole ukazuje
mutagenni ucinek latky (standard), zména barvy AFT

The Standard Ames Assay

Ames Microplate Assay

Doses
Ha

Mutagen C Low
a3 \‘ ?z'?;;'?
1 Bacteria — ——— . Medium
"
i Rat liver Mix with SO .
homogenate top agar e High

7

Plate on His-selective
agar and count colonies!
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Test Allium cepa

Allium cepa test pouziva pro hodnoceni toxicity cibule druh Allium cepa.

Bunky na konci korene poskytuji vyhodny systém pro hodnoceni:

Ekotoxické parametry - hodnoceni miry rdstu, hodnoty EC.,
Genotoxické parametry - mitoticky index, chromosomalni aberace, pritomnost mikrojader

Vyhody - relativni jednoduchost, citlivost ke genetickému poskozeni, 16 chromozom
nizka cena experimentu, malé mnozstvi testovaného vzorku,

Nevyhoda - ¢asova narocnost vyhodnoceni genotoxickych parametrd mikroskopem
(napr. Mitoticky index - 1 vzorek - 1000 az 2000 bunék)

Bunky produkuji dilezité rostlinné aktivacni enzymy » vysledky z testu na Allium cepa jsou v
dobré shodé s vysledky z jinych testovacich systému vyuzivajicich eukaryotickych i
prokaryotickych bunék.

Metoda hodnoceni chromozomalnich aberaci pouzivajici koreny Allium cepa je doporucovana
jako Ucinny test pro analyzu a monitorovani genotoxicity latek v Zivotnim prostredi v ramci




Kometovy test (Comet assay)

jednobunécna gelova elektroforeza(SCGE; single cell
gel electrophoresis)

Metoda testuje mutagenni Ucinky latek analyzou zlomu DNA

Jadra bunék (napr. kostni drené) prevedeme do gelu a pripadné fragmenty
uvolnime z jader pomoci elektroforezy

Nasledné obarvime jadra fluoreskujici latkou a hodnotime mikroskopem

Fragmenty jaderné DNA, vzniklé pusobenim mutagennich faktord, maji
tendenci vycestovat z jader a po vizualizaci vidime jako , komety*

Vyhoda metody: sleduje se aktualni stav poskozené DNA jesté pred reparaci



Toxicita OV ze zdravotnickych zarizeni
Shrnuti a cile

Z dostupnych studii je zrejmé, ze odpadni vody ze zdrav. zarizeni vykazuji
genotoxickeé ucinky

Vyhodnoceni rizika téchto odpadnich vod je obtizné - nizké koncentrace latek,
chemickeé analytické metody nehodnoti synergické ucinky smeési.......

Navrh testovaci strategie pro stanoveni toxicity odpadnich vod ze
zdravotnickych zarizeni pomoci souboru biologickych testl in vitro a in vivo

Zpracovani metodiky pro optimalni Upravu odpadni vody (filtrace, centrifugace,
absorpce na pevny sorbent) pro toxikologické zkousky in vitro a predevsim pro
zkousku genotoxicity Ames testem

Ziskana data a informace nabidnout jako mozné podklady pro vypracovani
metodickych pokynu,limitd, dozor a opatreni a v oblasti sledovani odpadni
vod



Dekuji Vam za pozornost

Alena Vlkova

alena.vlkova®@szu.cz




Metoda hodnoceni chromozomalnich aberaci
pouzivajici koreny Allium cepa je doporucovana jako
ucinny test pro analyzu a monitorovani genotoxicity

latek v zivotnim prostredi v ramci International
Program on Chemical Safety (IPCS).




Toxicita OV ze zdravotnickych zarizeni
Shrnuti

Komplexni vyhodnoceni ekotoxicity , vcetné genotoxicity a reprotoxicity u
odpadnich vod z vybranych zdravotnickych zarizeni, sledovani dynamiky toxicity v
ruznych ¢asovych periodach

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

Byla prokazana existence endokrinnich disruptort v odpadnich vodach u vzorku
H1,H2 a H4

Nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil v tydenni dynamice ekotoxicity OV,
nicméné ekotoxicita v kvetnu byla vyssi nez v listopadu

Vyhodnoceni ekotoxicity vzorkl Testem Allium cepa nekoreluje s ostatnimi ekotesty

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

. . . v . 4 ’ Vé o 3 o V 4 o 1}
Potvrdili jsme, ze je vyznamny rozdil mezi toxicitou surové vody a toxicitou vo
zpracované filtraci



Charakteristika nemocnic

Vzorky byly odebrany z 5 nemocnice H1 - H5

2 z Prahy, 2 z Stredoceského kraje a 1 z Kralovéhradeckeho kraje -

H1

H2

H3

H4

Sizing (beds) 2189 996 245 476 1375
Wastewater mechanical - | mechanical - | mechanical - | mechanical - | mechanical -
treatment process biological biological biological biological biological
Wastewater o

generation (m3/d) >0-100 2l 124 10 250
Disinfection process NaClO NaClO NaClO Cl, Cl,

Wastewater
discharges

urban sewar
system

urban sewar
system

* Ve L4 v 7 .
Cisticka pouze pro cast nemocnice

Novovesky
stream

urban sewar
system

urban sewar
system

HOSPIT4,




Biodegradabilita toxickych latek v OV @&
Degradace a sorpce

Zalezi na chemické podstate latek

Fotodegradace - fotochemickou degradaci fotolyzou (sorpce slunecniho
zareni molekulou léciva) dochazi k rozpadu na jednodussi latky - hlavni
mechanismus k odstranéni farmak

Biodegradace - organické latky jsou rozkladany az na jednoduché
anorganické slouceniny uhliku, dusiku, fosforu a siry; v COV se tento proces
uplatnuje diky mikrobialni aktivité aktivovaného kalu; vzhledem k nizkym
koncentracim rezidui éCiv nedochazi k Uplné degradaci (stari kalu, pH....)

Chemicka oxidace - tvorba silnych oxidacnich cinidel (¢OH, O,;) béhem
cisteni a jejich nasledna reakce s pritomnymi polutanty (podobna
fotodegradaci), nebot probiha rovnéz radikalové. Vyhodné je pouziti této
techniky u jiz vycisténe vody, tj. na odtoku do recipientu, kde diky ozonizaci
dochazi navic k dezinfekci '




Plan vzorkovani

smésny vzorek casové zavisly - vzorek vznikly slévanim nékolika prostych
vzorku stejného objemu, které byly odebirany v konstantnich intervalech

Stanoveni provadéna v misté odbéru:

stanoveni teploty prostych vzorku

stanoveni volného chléru prostych vzorku

— informace ziskany od provozovatele COV

2016/11/25

Doprava: autem v chladicich boxech do 1 hodiny od ukonceni vzorkovani

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

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



Biodegradabilita toxickych latek v OV

Sorpce - sorpce na aktivovany kal npebo sediment
(adsorpce;absorpce); mechanismus se uplatfiuje v COV

Membranove metody - mikrofiltrace nebo ultrafiltrace; sorpcni
vlastnosti membran prokazuji vysokou ucinnost pri odstranovani
estrogennich _hormonu, nejsou_ vsak schopny zachytit vetsinu
ostatnich skupin leciy, pro jejichz ucinnou separaci je nutné pouzit
nanofiltraci nebo reverzni osmézu

Aktivni uhli - pouzivd se k zachyceni organickych polutantd
zejmena nepolarntho charakteru. Vyhoda_ teto metody spociva v
tom, ze pri ni nevznikaji zadné vedlejsi produkty. K oxidacni
degradac1 latek dochazi pri vystaveni adsorbentu teploté
prevysujici 650°C

Fytoremediace, korenove Cisticky - dochazi k precipitaci
nebo k absorpci primo v korenech rostlin (orobinec, ruzné druhy
ras). Pouziva se k odstraneni téZkych kovu, hydrofobmch

organickych latek nebo radionuklidu ‘||| ”| ‘ | ——




Charakteristika odebranych vzorku

Parameter

Temperature
pH
Conductivity

Free chlorine
Total chlorine
Hg

Ag

Gd

Pt

Pb

I
Al

Konduktivita (vodivost) - mira koncentrace elektrolytu ve vodé = neprimo
udava obsah mineralnich latek z podlozi (od 600 uS/cm - negativné a od 1300
uS/cm silné negativné pusobeni na organismy; @ pitnych vod 40mS/L; 125mS/m = 1000mg/!

prvky ve vode byly stanoveny hmotnostni spektrometrii s indukcné vazany
plazmatem (ICP - MS)



Zvolené biologické zkousky toxicity OV

Ekotoxicita
Zkouska na luminiscencnich bakteriich Vibrio fischeri (CSN EN ISO 11348-2)
Zkouska inhibice pohyblivosti Daphnia magna (CSN EN 1SO 6341)

glgggka inhibice rdstu sladkovodnich fas Desmodesmus subspicatus (CSN EN ISO

Test Allium cepa

vV vV Yy

v

» Genotoxicita
Zkouska na reverzni mutace s bakteriemi (OECD TG471)
» Kometovy test (Comet assay)

v

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

v




Ekotoxicita

Podstatou ekotoxikologickych testl je kontakt zkousené latky nebo jejiho
vodného vyluhu s organismem a vyhodnoceni toxického plsobeni této latky na
dany organismus.

Vyjadruje se pomoci :ECy; .LCs.ICs,

Cim je hodnota EC;,, LC;, nebo IC;, niz3i, tim vyvolava hodnocena latka
negativni ucinek pri nizsi koncentraci =VYSS| TOXICITA!!!!!

Vypocet TU (toxic unit): TU = 1 100
(Perssone et al. 2003) - ECSO[%]
<0,4 Class | No acute toxicity @
0,4<TU<1 Class Il Slight acute toxicity ®
1 <TU < 10 Class Il Acute toxicity =2
10 < TU < 100 |Class IV High acute toxicity 2 =
. — ~
TU < 100 Class V Very high acute toxicity ;;% 59; 2
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Legislativa OV

V Evropé nebylo dosud prijato zadné specifické narizeni nebo smérnice pro
nakladani s odpadnimi vodami ze zdravotnickych zarizeni

Vodni ramcova smérnice (Water Framework Directive - WFD 2000/60/EC ), zavazuje
staty EU dosahnout dobrého kvalitativniho a kvantitativniho stavu vnitrozemskych
povrchovych vod, pobreznich vod a podzemnich vod do roku 2015

Do 22. 12. 2003 clenské staty EU jsou povinny transponovat do svych predpisu
Zakon €. 254/2001 Sb. Vodni zakon

Zakon ¢€. 274/2001 Sb. Zakon o vodovodech a kanalizaci

Zakon €. 258/2000 Sb. O ochrané verejného zdravi

Odpadni vody nejsou reseny v zakoné o odpadech - ¢. 185/2001 Sb.

Clenské staty EU by mély sledovat 45 prioritnich nebezpeénych latek (zadné lécivo);
do r.2017 navrhnout opatreni

Legislativa a normy tykajici se COV v CR obsahuje: 5 zakonu;1 nafizeni; 39 norem CSN
EN; 37 CSN; 22 TNV

Neexistuje norma pro posouzeni ekotoxicity ani genotoxicity OV ze zdravotnickych
zarizeni

CSN EN 12255 - 14 (75 6406) dezinfekce a radioaktivita (z r.1996); Zakon &. 263/2016 -

Atomovy zakon

21

Determination of the estrogenic potential of water and waste water.
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Zkouska na luminiscencnich bakteriich
Vibrio fischeri (€sN EN 1SO 11348-2)

Stanoveni inhibi¢niho uc¢inku vzorku vod na svételnou emisi morské bakterie
Vibrio fischeri

Test byl proveden na nefiltrované odpadni vodé

Méri se snhizeni luminiscence v koncentracni rade

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

Vysledkem je koncentrace dané latky, ktera zpusobi 50% inhibici luminiscence za 72
hod = EC;, [%] / TU




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

» Tato norma urcuje metodu stanoveni inhibice rustu jednobunécnych zelenych
ras latkami a smésmi obsazenymi ve vodé nebo odpadni vodou

» Stanoveni koncentrace (ECs,), ktera zpusobi 50% inhibici specifické rustové
rychlosti

» Inkubace pri 25°C / 72 hod.




Cil studie

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

» Sledovani dynamiky toxicity OV v raznych c¢asovych periodach

» Ekotoxicita - toxické pusobeni latek na Zivé organismy a ekosystémy

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

» Reprotoxicita - toxické pusobeni latek na reprodukéni funkci, embryonalni

morfologii (teratogenitu) a na prenatalni a rané postnatalni
VYVO]j




Zkouska inhibice pohyblivosti Daphnia magna
(CSN EN 1SO 6341)

» Vodni korys Daphnia magna Straus se inkubuje 24h az 48h v redici vode, ktera
obsahuje koncentracni radu zkouseného vzorku

» Inkubace probiha pri teploté 20+2°C a denni fotoperiodée 16h
» Poté se spocitaji pohyblivi jedinci

» Urceni 24h EC;, nebo 48h EC,, tj. koncentrace, ktera za 24 nebo 48 hodin
imobilizuje 50% jedincu Daphnia magna, vystavenych podminkam zkousky




Srovnani tydenni dynamiky ekotoxicity O

o

» Desmodesmus subspicatus = Vibrio fischeri 15 min m Vibrio fischeri 30 min

November
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TU (Toxic Unit)
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TU (Toxic Unit)
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Vyhodnoceni ekotoxicity (H1-H5)

Ho

spital

Desmodesmus
subspicatus

Vibrio fischeri
15 min

Vibrio fischeri
30 min

Daphnia magna
24 h

Daphnia magna
48 h

Allium cepa

H1

ECs [%]

25,3

42,6

28,9

67,6

61,3

ND

TU

3,95

toxicity class

H2

ECs [%]

2,35

3,46

1,48

1,63

TU

toxicity class

H3

ECs [%]

TU

toxicity class

ECs [%]

TU

toxicity class

ECs [%]

TU

toxicity class

ND (not detected) - < 50 % inhibition in the undiluted sample




Zpusoby priprava vzorku OV

pro stanoveni mutagenity bakteriologickymi testy

>
>
>

Filtrace (nejvice pouzivana), absorpce na pevny sorbent, pouziti surové vod

Sterilizace filtraci:

membranovy filtr ze sklenénych vlaken Fisher , porozita 2,7 pm 1x
membranovy filtr DURAPORE (MILLIPORE) - hydrofilni, porozita 0,45 pm 1x
membranovy filtr DURAPORE (MILLIPORE) - hydrofilni, porozita 0,22 pym 2x

Kontrola sterility: na agarovych pudach/pocet mikroorganismu pri teploté 219C/72
hodin; 36°C/48 hodin.

Rozdil mezi toxicitou surové vody a filtrované vody

surova voda - 5000 ras/ml X 200 000 ras/ml ve vodeé po filtraci= na filtrech
mohou byt zachyceny toxické i mutagenni latky.

Provedena analyza filtru a filtrované vody pomoci ICP- MS

Test Allium cepa - prokazal geneticky potencial filtrované vody

Extrakt pouzitych inertnich filtri v DMSO/ 24hod; 2hod trepano /100 kmittl
Ames test - filtrovana voda i extrakt z filtrd = negativni v



Vyhodnoceni ekotoxicity (H1-H5)

an

B Desmodesmus subspicatus

® Vibrio fischeri 15 min

N

B Vibrio fischeri 30 min

m Daphnia magna 24 h

w

B Daphnia magna 48 h

2

TU (Toxic Unit)

=

o




Plan vzorkovani

» Cil vzorkovani: odbér vzorkd odpadni vody z COV u péti === ek =
nemocnic H1-H5 i e SESSSES

» Druh vzorku: splaskové odpadni vody predcisténé
v biologicke cistirné a dezinfikované chlornanem sodnym
nebo plynnym chlorem

» Misto odbéru: na odtoku z COV

Datum odbeéru:
2 tydenni cykly v nemocnici H1: 11/2016; 5/2017
5 jednodennich odbérl v nemocnicich H1- H5 - 2/2018

Cas odbéru: 9:00 - 13:00 (doba nejvyssiho pFitoku infekénich splaskovych vod); v
intervalech

Zpusob vzorkovani: rucni vzorkovace do PP kadinky 1000 ml.

30

Vzorkovnice: PE kanystr o objemu 10 litra (prohlaseni na vyrobky pro st



Reprotoxicita
Endokrinni disruptory

Exogenni latky jedince = negativné ovliviuje re
vyvojové a behavioralni funkce organismu i jeho potomstva

Chemickeé latky vétsinou s estrogennim, androgennim a thyeroidnim ucinkem

Pesticidy, insekticidy (endosulfan), chemikalie vareni a horeni (dioxiny, PAU), farmac
(ATB, antikoncepce..), plasty (bisfenol A), rostlinné metabolity

ZpUsobujici:

Naruseni vyvoje a sex.diferenciaci, poruchy, rozmnozovani, A vyskyt hormonalné zavisly

nadoru (CA prostaty, prsu), neurologické poruchy, (ADHD) u déti, autoimunni choroba
(Crohnova ch.)

Yeast based reporter gene assays (YES/YAS methods) | 90
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kolorimetricky test pro identifikaci reakce s estrogen/androgen receptorem;
kvasinkové kmeny GMO; testovana latka se navaze na receptor

» iniciace syntézy reportérového genu B - galaktosidazy »zména barvy
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YES/YAS metody
Yeast based reporter gene assays

YES Agonist Assay: R-Gal expression
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YAS Agonist Assay: R-Gal expression
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Tab.3. Characteristics of bioassays used in the study

Method Organism Standard Sample Biological parameter End point
preparation and exposure time
Water Algal Inhibition Test Desmodesmus  EN ISO 8692 non filtered  growth inhibition ECso [%]/ TU
Subspicatus ) 72h

Luminescent Bacteria Test Vibrio fischeri EN ISO 11348-2 non filtered  bioluminescence inhibition  ECsq [%] / TU
15 min, 30 min

Crustacean Immobilization Test  Daphnia magna EN ISO 6341 non filtered  mobility inhibition ECso [%]/ TU
48 h

Allium cepa Assay Allium cepa non filtered  inhibition of root elongation ECsgq [%] / TU
72 h

Bacterial Reverse Mutation Test Salmonella OECD TG 471 fltered number of revertants qualitative

(Ames Agar Plate Test) typhimurium 72 h determination

Comet Assay filtered % DNAin Tall qualitative

single-cell gel electrophoresis 24 h determination

YES/YAS-Yeast Based Reporter Saccharomyces in compliance with  non filtered  B-gal expression qualitative

Gene Assays cerevisiae Draft ISO 190 40 concentrated 48 h determination




