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Podstata projektu oM

Ramcova smérnice o vodé (WFD, 2000/60/ES) vyzaduje integrovany pristup
ke sledovani a hodnoceni kvality utvart povrchovych vod. V pokynech
Spolec¢né Implementacni strategie (CIS) je uvedeno, Ze je nutné predstavit
dalSi techniky pro hodnoceni kvality vod jakmile budou k dispozici.

V CR je hodnoceni stavu vod zajistovano dle ramcového programu
monitoringu v souladu s pozadavkem vyhlasky 98/2011 ve znéni §21 vodniho
zakona a normami kvality zivotniho prostredi (EQS) zavaznymi v celé EU

« Ekologicky stav hodnoti ucCinky na urovni populace a komunity dle konkrétnich
indexu a poméru ekologické kvality

« Chemicky stav se stanovuje dle vybranych regulovanych chemickych latek
(prioritnich, prioritnich nebezpeénych a dalSich znecistujicich latek)

? ucinky celkového mnozstvi chemickych latek a jejich metabolitt
pfitomnost a pusobeni emergentnich polutantt (CECS)
= efekty smeési

NORMAN Network a CMEP WG Chemicals doporucuji zalenéni effect-based metod
do souCasného systému monitoringu, viz Technical report on aquatic effect-based
monitoring tools (EK, 2014) a EU Collaborative Project SOLUTIONS (2019)



Effect-based monitoring Yoy

Ekotoxikologické biotesty

* Invivo akutni a chronicke testy na zivych organismech
* Invitro AR/ER/GR/AhR CALUX, YES/YAS, Ames, ABC
« Biomarkery EROD, AChE, MTT, imposex

Reakce na Siroké spektrum chemickych stresoru dle jejich mechanismu ucinku
Nelze je propojit s urCitou prioritni latkou a pouzit samostatné v souladu s
normami environmentalni kvality (EQS).

Vyuziti

Brzka detekce biologické nerovnovahy

Propojeni ekologické a chemické informace

Propojeni koncentraci s expozici a efekty

VCasné upozornéni na zmény kvality vody

Detekce a hodnoceni vyznamnych polutant pro aktualizaci hodnoceni rizik
Detekce nepfiznivych biologickych efektl — prioritizace lokalit

Vhodnost metod hodnocena dle ceny a praktické proveditelnosti
« specialni lab. vybaveni, citlivost metody, rychlost provedeni, mnozstvi vzorku...



Hlavni cil projektu Ly

Metodika hodnoceni stavu vod pomoci vybranych effect-based metod

« Hodnoceni ekotoxikologického stavu povrchovych vod, v€. efektd smési
Screeningovy nastroj k identifikaci rizikovych latek dle MoA

Doplnék konvencniho monitoringu

Systém v€asného varovani, prioritizace studia dalSich efektd

Effect-based metody

Ekotoxicita pro destruenty §
* Microtox test s luminiscencni bakterii Aliivibrio fisheri dle CSN EN ISO 11348

Ekotoxicita pro producenty §
« Test inhibice rustu zelenych ras dle CSN EN ISO 8692
« Rasa Raphidocelis subcapitata

Endokrinni disrupce
« Hodnoceni estrogenni aktivity pomoci YES-testu dle ISO 19040-1
« kvasinky Saccharomyces cerevisiae

Genotoxicita
» stanoveni pfimé mutagenity pomoci Amesova testu dle ISO 11350:2012
« bakterie Salmonella typhimurium (kmeny TA 98 a TA 100)



Plan projektu LY

Odbéry vzorkl vod na vybranych lokalitach

« 11 profild na tfech povodich
— 9 dlouhodobé Spatna jakost vod
— 2 referencni

» QOdbér prostych bodovych vzorku
— 3x rocné po dobu dvou let

Zpracovani vzorkua vod

« Pfiprava 1000x zakoncentrovaného vzorku dle normy TNV 75 7231
— Optimalizace postupu

Testovani zakoncentrovanych vzorku effect-based metodami

« Limitni zkousSky ekotoxicity, genotoxicity a endokrinni disrupce
— U poazitivnich vzorku test fedici fady pro stanoveni relevantnich endpointu
(EC50, EC20, EEQ, # revertantl)

Vyhodnoceni dat a priprava metodiky



Plan projektu VOV
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Plan projektu Y

Odbéry vzorku vod na vybranych lokalitach

* 11 profild na tfech povodich
— 9 dlouhodobe Spatna jakost vod
— 2 referenéni

e Odbér prostych bodovych vzorku
— 3x rocne po dobu dvou let

Zpracovani vzorkl vod

« Priprava 1000x zakoncentrovaného vzorku dle normy TNV 75 7231
— Optimalizace postupu

Testovani zakoncentrovanych vzorku effect-based metodami

» Limitni zkousky ekotoxicity, genotoxicity a endokrinni disrupce

— U poazitivnich vzorku test fedici fady pro stanoveni relevantnich endpoint
(EC50, EC20, EEQ, # revertantu)

Vyhodnoceni dat a priprava metodiky



Sorbent: Amberlite XAD polymeric resins

XAD-4

« sorpce malych hydrofobnich slou€enin, napf.
organochloridd a pesticidu

- surf. area 725 m2/g, pore diameter 50 A

XAD-16

« sorpce hydrofobnich slou€enin az do 40,000 MW,
velké organické molekuly a proteiny

- surf. area 900 m?/g, pore diameter 100 A



Zakoncentrovani vzorku 1000x

« Extrakce do rozpoustédla (metanol, aceton)

« Zahusténi na vakuové odparce

* Doplnéni do finalniho objemu 20 mL
demineralizovanou vodou




Plan projektu Y

Testovani zakoncentrovanych vzorku effect-based metodami

« Limitni zkouSky ekotoxicity, genotoxicity a endokrinni disrupce

— U pozitivnich vzorku test fedici fady pro stanoveni relevantnich endpointu
(EC50, EC20, EEQ, # revertant()



Effect-based metody

Ekotoxicita pro destruenty Microtox assay

« in vitro test dle CSN EN ISO 11348
« Bioluminiscencni bakterie Aliivibrio fisheri
« Test akutni toxicity

» Endpoint: inhibice luminiscence po 15 a 30 min




Effect-based metody

Ekotoxicita pro producenty Test inhibice rustu zelenych ras

« Dle CSN EN ISO 8692
« Sladkovodni fasa Raphidocelis subcapitata

» Test chronické toxicity

« Endpoint: Inhibice rastu po 72 h




Effect-based metody

Endokrinni disrupce Yeast Estrogen Screen (YES) test

Kvasinkova bunka

* Hodnoceni estrogenni aktivity dle ISO 19040-1
* invitro test s GMO kvasinkami S. cerevisiae
« Endpoint: Estradiol Equivalent Concentration (EEQ)

» Pozitivni kontrola: 17- estradiol




Effect-based metody

Genotoxicita
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Ames test

» Stanoveni pfimé mutagenity dle ISO 11350:2012

» Bakterie Salmonella typhimurium (kmeny TA98,TA100)
* Endpoint: zpétna mutace genu pro syntézu histidinu

» Pozitivni kontrola: TA98: 4-NOPD, TA100: nitrofurantoin



Plan projektu Y

Odbéry vzorku vod na vybranych lokalitach

* 11 profild na tfech povodich
— 9 dlouhodobe Spatna jakost vod
— 2 referenéni

e Odbér prostych bodovych vzorku
— 3x rocne po dobu dvou let

Zpracovani vzorku vod

« Priprava 1000x zakoncentrovaného vzorku dle normy TNV 75 7231
— Optimalizace postupu

Testovani zakoncentrovanych vzorku effect-based metodami

» Limitni zkousky ekotoxicity, genotoxicity a endokrinni disrupce
— U poazitivnich vzorku test fedici fady pro stanoveni relevantnich endpoint(
(EC50, EC20, EEQ, # revertant()

Vyhodnoceni dat a priprava metodiky



Vyhodnoceni dat a priprava metodiky
« Vysledky ekotoxikologickych biotestl vyjadfeny jako bioanalytické
ekvivalenty (BEQ)

* Interpretace dat — hodnoceni toxikologického stavu vod a analyza rizik
(Uroven rizika dle fedé&ni ve kterém se projevi pozitivni efekt mé&feného endpointu)

« Porovnani s daty chemickych ukazatelu jakosti vod poskytnutymi s.p.
Povodi Labe, Moravy a Odry

« Sledovani pfipadnych trend v ¢asovych fadach

* Vyhodnoceni vhodnosti vybranych effect-based metod pro hodnoceni
stavu vod

« Priprava metodiky

TAP Action

« Porovnani know-how s feSiteli z dalSich evropskych zemi / pracovnich
skupin



TAP Action €

Thematic Annual Programming (TAP) Action je tfeti vyzva ERA-NET Cofundu
AquaticPollutants. Jedna se o vyzvu typu Alignment na podporu mobility a sdileni
dobré praxe, materiald, infrastruktur, dat a vysledkau.

& Aquatic W

Téma vyzvy: “Méreni vstupt a pfijimani opatfeni ke snizeni emergentnich
polutantt (CECs), patogenut a bakterii rezistentnich na
antimikrobialni latky ve vodnich ekosystémech"

Do této vyzvy jsou zapojeni poskytovatelé z péti evropskych zemi:

— Ceska republika (TA CR) — Spanélsko (AEI)
— Francie (ANR) — Svédsko (SRC)
— Irsko (EPA)

Rozpocet pro CR je 4 050 000 K&, max. vySe podpory na projekt je 1 350 000 K&
— Zpusobilé naklady: osobni naklady, ostatni pfimé naklady, nepfimé naklady
— Nezpusobilé naklady: investice, subdodavky

Trvani projektu: leden 2022 — prosinec 2023
Celkem Ctyri setkani TAP Clusteru (dveé v roce 2022, dvé v roce 2023)
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