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1 UVOD

Horni useky jsou z ekologického hlediska nejcennéjSimi Castmi naSich toki.
Z hlediska jejich osidleni rybami a dal§imi vodnimi organismy se jedna obvykle
o pstruhové vody. Ekosystémy hornich, obvykle malych, tokt jsou vSak velmi citlivé na
ruzné vlivy, které je ve vétSiné pripadii negativné ovliviiuji. V poslednim desetileti
dochazi k vyznamnému poklesu stavu puvodnich druhti ryb v pstruhovych vodach,
zejména pstruha obecného a lipana podhorniho. Jako nejpravdépodobnéjsi pfic¢ina
tohoto stavu je soubor negativnich vlivli na rybi spolecenstva. VétSina téchto vlivi
negativné¢ ovliviluje ptirozenou reprodukci rybich druhii v toku, ktera je nezbytna
k zachovani genetické variability dané rybi populace. Pravé snizena nebo zcela
chybéjici ptfirozend reprodukce je jedna z hlavnich pfi¢in soufasného neptiznivého
stavu rybich populaci v pstruhovych vodach (Randdk a kol., 2013). Jednim z téchto
vlivi je 1 antropogenni zneCiSténi. V soucCasné dob¢ predstavuje pravé na malych
vodnich tocich velmi vyznamny problém zneciSténi pochézejici z komunalnich
odpadnich vod. Ptestoze tyto vody jsou jiz v dneSni dobé zvelké casti Cistény
v &istirnach odpadnich vod (COV), dostava se Siroké spektrum cizorodych latek do
vodniho prostfedi pravé prostiednictvim ,,vyciSténych® odpadnich vod, tzn. pfimo
z vytoku Cistiren odpadnich vod. Stavajici Cistirenské technologie totiz maji v ptipadé
mnoha chemickych latek omezenou uc¢innost z hlediska jejich odstranéni. Vliv téchto
cizorodych latek, které se dostanou do vodniho prosttedi, na vodni organismy zavisi na
jejich vysledné koncentraci v recipientech ,,vycisténych* odpadnich vod, tzn. na vysi
dochazi pravé v malych tocich, a proto zde tedy mizeme ocekavat i nejvetsi vliv téchto

latek na pfitomné organismy.

Tato prace je zaméfena na zpracovani teoretického prehledu moznych negativnich
antropogennich faktorii ovliviiujicich populace ryb v tocich a dale na experimentalni
rozpracovani jednoho ztéchto faktori — zneciSténi vodniho prostiedi, konkrétné na

zjiStovani negativniho vlivu komundlniho zne€isténi na ryby Zijici v malém toku, ve

kterém dochazi k nizkému nafedéni vod vytékajicich z COV.



CILE PRACE

- Zpracovani literarni reSerSe vénujici se negativnim antropogennim vliviim na

vey

populace ryb zijicich v malych tocich

- Posouzeni ovlivnéni ryb cizorodymi latkami vstupujicimi do malého toku pies

COV Prachatice pomoci:
1) analyz vzorkd krve a tkani odlovenych ryb na vybrané biomarkery

2) analyz vzorkill vody a tkani ryb na pfitomnost vybranych cizorodych latek



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Charakteristika hornich toku

Charakteristicka pro horni toky je chladna a dobte prokysli¢ena voda. Teplota vody
V nejteplejsich ¢astech roku jen ziidka piekroci 15 az 18 °C a nasyceni vody kyslikem
se vlivem neustalé mechanické aerace pohybuje kolem 100 %. Dno téchto tokd je velmi
Clenité, kamenité, misty mize byt Stérkové nebo piskové a prevlada zde turbulentni
(vifivé) proudéni. Sitka téchto tokl je vét§inou do 15 metrti a spad toku byva od 2 %o az

do 20 %o (Adamek a kol., 1997).

Osidleni hornich tokl rostlinami a ZivoCichy je rozdilné v zavislosti na useku
vodniho toku. Obecné se zde vyskytuji chladnomilné druhy, které jsou naro¢né na
¢istou vodu. V nejvySe polozenych castech toku jsou v ndrostech na kamenech
piedevsim rozsivky (Bacillariophyceae), dale také ruduchy (Rhodophyta) a vodni mech
pramenicka obecna (Fontinalis antipyretica). Ze zoobentosu zde najdeme bleSivce
(Gammarus fossarum), larvy jepic (Ephemeroptera), posvatek (Plecoptera) a chrostiki
(Trichoptera). Ze zivoc¢icht je zde zastoupen rak ficni (Astacus fluviatilis) a mlzi,
piedevsim perlorodka ficni (Margaritifera margaritifera). Charakteristickou rybou
téchto Casti toku je pstruh obecny (Salmo trutta m. fario). Z mensich ryb se zde
vyskytuje vranka obecna (Cottus gobio) i vranka pruhoploutva (Cottus poecilopus),
stievle poto¢ni (Phoxinus phoxinus), mifenka mramorovana (Barbatula barbatula)
a mihule poto¢ni (Lampetra planeri). Abundace v téchto ¢astech toku je nizka
a dosahuje maximalné nckolik stovek kusti na hektar. Rovnéz biomasa je nizka
a dosahuje desitky kilogramii na hektar (Adamek a kol., 1997). U nize poloZenych casti
toku jsou ndrosty fytobentosu podobné jako u vySe polozenych casti, avSak
Vv n¢kolikandsobném mnozstvi. V klidnéjSich ¢astech toku muize byt i porost vodnich
makrofyt (laku$nik, hvézdo$). Také zastupci zoobentosu jsou zde Vv pocetnéjSim
mnozstvi. Vyskytuji se zde larvy jepic (Ephemeroptera), posvatek (Plecoptera),
chrostikti (Trichoptera), dale cervi, larvy motylic (Calopteryx virgo) a pakomart
(Chironomidae). Ze zivocichil je zde zastoupen rak ficni (Astacus fluviatilis), mlzi
aplzi. Zryb se zde vyskytuje pstruh obecny (Salmo trutta m. fario), dale také lipan
podhorni (Thymallus thymallus), mnik jednovousy (Lota lota), jelec tloust

(Squalius cephalus) a neptvodni pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss)



a siven americky (Saslvelinus fontinalis). Z mensich ryb se zde vyskytuje stfevle
poto¢ni (Phoxinus phoxinus), hrouzek obecny (Gobio gobio), mifenka mramorovana
(Barbatula barbatula), ouklejka pruhovana (Alburnoides bipunctatus) a jelec proudnik
(Leuciscus leuciscus). Abundace je zde nékolikanasobné vyssi a dosahuje tisice kust na

hektar, biomasa dosahuje az 500 kilogramti na hektar (Adamek a kol., 1997).

3.2 Negativni faktory ovliviiujici rybi populace v malych tocich

3.2.1 Hydrologické poméry povodi toki

Priitokové poméry v malych tocich jsou nejvice zavislé na povrchovych odtokovych
pomérech v krajiné daného tUseku toku. Pro uspé$né ptezivani rybich populaci
a pfirozené rozmnozovani, které je u vétSiny druhil zavislé na migraci, je nejvhodnéjsi

udrzovat co nejptirozené;jsi pritokové poméry (Lusk a kol., 2011).

Postupnou zménou zemédélského hospodatreni v téchto oblastech, zemédélskou
melioraci a odlesiiovanim, krajina ztraci retencni kapacitu a pievlada povrchovy odtok
nad infiltraci (Addmek a kol., 2010). Pii Castém povrchovém odtoku zaroven dochazi
k vodni erozi, ktera zhorSuje jakost vody v toku. Snizenim retenéni kapacity se huie
zadrzuje voda v krajin€, nedochéazi k postupnému piedavani zadrzené vody tokiim
a dasledkem je vznik nevyrovnanych prutoki béhem roku. Velmi casty je vyskyt
dlouhych obdobi s minimalnim pritokem (Slavik a kol., 2004; Rogers a kol., 2005).
Timto se zna¢né snizuje kapacita toku pro rybi spoleCenstva, protoze vétSina rybich
druhti téchto usekd je teritoridlni a pfi minimdlnim pratoku nemaji dostatek ukryt
(Harsanyi a Aschenbrenner, 2002). Zaroven pii minimalnim prutoku dochazi k poklesu
hladiny nebo Uplnému vyschnuti klidovych okrajovych ¢éasti toku s minimdlnim
proudénim nebo slepych ramen, které jsou nezbytné pro vyvoj ranych stadii rybich
druhit (Cowx a Wlecome 1998). Jako piiklad bych uvedl Cerny potok v okrese
Prachatice, ktery byl diive vyuzivan pro chov generacnich ryb a nasad pstruha obecného
(Obr. 1).

Na zvySeny pritok jsou rybi spoleCenstva pstruhovych vod lépe adaptovana

(Randéak a kol., 2013). Problém ovSem nastava tim, Ze tato pritokovd maxima jsou ¢asto
10



1 nékolikrat do roka, prakticky po kazdé vétsi srazce vyskytujici se na povodi daného
toku. Timto jsou zejména juvenilni jedinci Casto vystavovani zatézi maximalniho
pratoku a jsou oslabovani nebo odplaveni do nevhodného prostiedi (Adamek a kol.,
2010; Randak a kol., 2013). Na Spatné hydrologické poméry povodi tokii nema vliv jen
zemédéelska Cinnost, ale také stale veétSi zastavéna plocha krajiny, rizna vodni dila
budovand na hornich usecich tokd a v soucasné dob¢ také budovani malych vodnich
elektraren (MVE), kdy je pfimo ovlivnén tok v délce az n€kolika stovek metri (Cowx
a Wlecome 1998; Turek a kol, 2009) (Obr. 2, Obr. 3). Vliv clenitosti toku
a prutokovych pomérii na populaci pstruha obecného a vranky obecné dokumentuji
vysledky terénni studie realizované Turkem a kol. (2009) na malém toku v zapadnich
Cechéch, kde je na tomto toku vybudovana mala vodni elektrarna. Ze studie vyplyva, ze
abundace a biomasa ryb v tsecich ovlivnénych zasahem c¢lovéka je né€kolikanasobné

niz8i nez v usecich ptirodniho charakteru.

Obr. 1: Minimalni pritok na Cerném potoce
(foto: V. Hora)
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Obr. 2: Odbér vody z feky Blanice pro MVE Husinec (vpravo nahon pro MVE, vlevo ptivodni
tok feky)

(foto: V. Hora)

Obr. 3: Prutok vody v koryté Blanice pied odbérem vody pro MVE Husinec (vlevo) a po odbéru
(vpravo)

(foto: V. Hora)

3.2.2 Upravy vodnich tokii

Vodni tok méa svoji morfologii zcela zasadni vliv na rybi spolecenstva obyvajici
pstruhové vody. Jako ideédlni je tok s pfirozené velkym prostorovym rozsahem,
piirozené velkou tvarovou clenitosti koryta a pfirozenou hydraulickou clenitosti. To
znamena, ze idedlni tok by mél vytvaret meandry, méla by u néj byt plocha pro rozliv
povodni, dostate¢na biehova vegetace, Clenitost tvaru a materidlu dna a dostate¢na
¢lenitost hloubek a rychlosti proudéni (Adamek a kol., 2010) (Obr. 4). Takovéto toky se

nachdazeji nejcastéji v mistech, kde je minimélni nebo z4dnd antropogenni ¢innost.
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Stale castéji vSak dochazi k Gpravé prirozené morfologie toki, takzvanym
regulacim. Diivodem pro regulaci toku nejCastéji byva protipovodinové opatfeni. Pti
regulaci dochazi k odstranovani biehové vegetace, odstranéni piekazek v toku,
prohloubeni koryta, zpevnéni bieht, stavba protipovodiovych valii a naptfimovani toku
(Randak a kol., 2013). Nékdy dochazi ke stavbé jezli a hrazi, které zabraiuji rybam
V migraci, hlavn¢ za ucelem reprodukce (Vannote a kol., 1980) (Obr. 5). VSechny tyto
upravy maji za nasledek, ze z toku vyrazné¢ ubydou nebo zcela vymizi pfirozené ukryty
pro ryby i jiné zivoCichy. Dochazi tim k vyraznému snizeni biodiverzity v toku.
Zaroven jsou zni¢ena vhodnd mista pro vytér a klidové ¢asti toku pro vyvoj ranych
stadii ryb (Randék a kol., 2013). Dalsi podstatny vliv regulace je ten, ze dochazi
k nadmérnému odvodniovani krajiny a ke zrychleni béznych a povodnovych odtokt. To
jenom prohlubuje rozdil mezi pritokovym maximem a minimem a zvySuje obdobi, kdy
je vtoku prutokové minimum. Odstranénim bifehové vegetace rovnéz dochazi

k prehivani toku (Randék a kol., 2013).

Nejhorsi zptsob provedeni regulace je zatrubnéni toku. Timto je tok veden pod
povrchem a ztraci kontakt s povrchovymi a podzemnimi vodami. Zaroven zde chybi
svétlo a tok je minimalné provzdusnovan. V takto regulovaném toku vodni organismy
pouze piezivaji nebo zcela hynou (Randak a kol., 2013). Dalsim typem regulace je
opevnéni dna a biehl. Pii této upravé jsou biehy a dno vylozeny kameny nebo
betonovymi prvky. Tésnym spojenim téchto prvka dochézi k utvoteni koryta toku, které
je zcela odlisné od ptirodniho. Dochazi k zaniku turbulentniho proudéni a prevazuje
laminarni. Zarovenn se snizuje hydraulickd drsnost dna, chybi rozdily v proudéni
U hladiny a dna a zcela chybi ptirozené ukryty. Tyto toky byvaji ¢asto budované za
ucelem rychlého odtoku vody. Diisledkem toho je velmi mala hloubka, voda se v letnim
obdobi snadno piehiiva a naopak v zimnim obdobi ¢asto promrza az ke dnu (Randak
a kol., 2013). Takto regulované toky mivaji také velmi sniZzenou samocistici schopnost
(Zelinka a Kubicek, 1985) (Obr. 6). Jako pfijatelnéjs$i se jevi regulace provedena
opevnénim bfehtit kamennym zdhozem pii zachovani plivodniho dna. Dochazi vSak
K odstranéni biehové vegetace, piirodnich tdni, Stérkovych lavic a Elenitych biehd.
Nevyhodou je piehiivani vody z divodu odstranéni bichové vegetace, ztrata klidnych
usekl a sniZzeni hloubky toku. Z tohoto divodu dochazi nékdy ke stavbeé jizkl, které
castecné zlepSuji proudové a hloubkové poméry (Randak a kol., 2013). Regulace, pii

které dochdzi pouze k mistnimu kamennému zdhozu z divodu zabranéni eroze, je
13



A4

ptirodé nejblizsi. Pfi zachovani biehové vegetace témét nedochdzi k ovlivnéni rybich

spoleCenstev nebo jen na velmi malém useku toku (Randék a kol., 2013).

Pokud je regulace provedena citlivé, vétSinou ma za nasledek pouze ubytek
ptirozenych ukrytd, zejména prodlouzenim doby pritokového minima, a tim je snizena
kapacita toku pro rybi spoleCenstva. Ve vétSiné pripadi vSak dochazi ke kompletni
regulaci, ktera ma za nasledek snizeni nebo zanik vhodnych podminek pro uspésné

prezivani a ptirozenou reprodukei rybich spolecenstev (Randék a kol., 2013).

Obr. 4: Ptirozeny tok feky Blanice
(foto: V. Hora)
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Obr. 5: Regulace Zivného potoka u Prachatic
(foto: V. Hora)

Obr. 6: Regulace Zivného potoka u Prachatic
(foto: V. Hora)

3.2.3 RyboZravi predatoii

Jako dal$i negativni faktor pisobici na rybi spoleCenstva pstruhovych vod je
rostouci predacni tlak tfady rybozravych druhli obratlovcd. Mezi nejvyznamnéjsi

rybozravé predatory, kteti ovliviiuji nase pstruhové vody, patii vydra fi¢ni (Lutra lutra),
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kormoran velky (Phalacrocorax carbo), volavka popelava (Ardea cinerea),
v posledni dobé také norek americky (Mustela vison) a ¢ap cerny (Ciconia nigra)
(Randék a kol., 2013).

Vyskyt predatort je zavisly na slozeni a hustoté rybich populaci. Pokud se napf.
vydra vyskytuje na tocich, které jsou rybaisky obhospodafované a obsadka ryb je
pravidelné dopliovana, dochdzi k navySeni stavi téchto predatord, protoze nejsou
potravné limitovany (Kruuk, 1995; Roche 2001) (Obr. 7). K nartstu populaci predatori

samoziejmé prispivaji prakticky neomezené potravni zdroje v chovnych rybnicich.

Obr. 7: Vyskyt vydry fiéni v jednotlivych krajich (plocha krajt s potvrzenym vyskytem vydry,
vyjadieno v procentech)

Zdroje geografickych dat: AOPK CR, VUV Praha

Pstruhové vody jsou vétSinou useky toku, které v zimé nezamrzaji, a tudiz zde
mohou vyznamné Skodit kolonie zimujicich kormoranli, které se pfemistuji ze
zamrzlych chovnych rybnikd a vétSich tokt. V téchto vodach mize i mirny predacni
tlak kormorani vazné naruSit vyvéazenost rybiho spolecenstva (Suter, 1991). Spurny
(2003) povazuje useky pstruhovych vod za nejzranitelngjsi predaci zimujicich kolonii
kormoranti. Vhodna velikost kofisti, prihlednd voda a nizky vodni sloupec lov
kormoraniim velice usnadiiuje. V takovych podminkdch mohou kormorani rybi
spolecenstvo za dva roky zredukovat aZ o 90 %. Nejvice postizenym druhem je lipan
podhorni, pro kterého je typické hejnové chovani a po vyruSeni nevyhledava ukryty
(Randék a kol., 2013). Dale diky nevhodnym hydrologickym pomérim a tpravam
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vodnich tokii ztraci ryby piirozené tikryty a jsou tak snaze ulovitelné (Cech a Cech,
2000; 2008).

Vétsina téchto rybozravych predatort patii do skupiny zZivocichi, ktera je chranéna
zakonem. Proto je proti nim velice obtiznd obrana. V roce 2012 byla vycislena
Rybatskym sdruzenim CR $koda zplisobend rybozravymi predatory na 148 milionu

korun (Rybnikafstvi ¢. 10/2012).

3.2.4 Sportovni rybolov

Populace ryb v tocich, které jsou vyuzivané jako pstruhové rybaiské reviry,
negativné ovliviiuje sportovni rybolov. Tyto reviry jsou velmi ¢asto vystavené silnému
rybaiskému tlaku. Diky tomuto rybarskému tlaku, ptipadné ponechdvanim ulovenych
ryb, je zna¢né redukovana populace ryb v daném rybaiském reviru (Randdk a kol.,
2013). I pti metod¢ lovu, pii které jsou ulovené ryby vraceny zpét do vody, dochazi
k jejich poSkozeni a v dusledku toho i k uhynu nékterych ulovenych ryb (Risley
a Zydlewski, 2010). V poslednim obdobi dochazi k vyvoji rybaiského naéini a technik
lovu, které jsou tak stale ucinnéjsi (Meka, 2004). Z tohoto diivodu pii sportovnim
rybolovu dochézi k uloveni vSech vékovych kategorii ryb. Pokud jsou opakované
a dosazeni pohlavni dospé€losti. Pti silném rybaiském tlaku se vyrazné snizuje schopnost
piirozené reprodukce u dané populace ryb, protoze pohlavné dospéli jedinci jsou po
dosazeni minimalni lovné délky Casto odloveni (Randak a kol., 2013). Vliv sportovniho
rybolovu na pstruhové vody je tzce spjat s nastavenymi pravidly lovu, pfedev§im

poctem ponechanych kusti, minimalni lovnou délkou, dobou hdjeni, atd. (Randéak a kol.,

2013)

3.2.5 Rybarské hospodaieni

Dalsi z Cinnosti, ktera vyznamné ovliviiuje populace ryb v malych tocich, je
rybarské hospodatfeni. Jako problematické se jevi intenzivni vyuZivani voln€ Zijicich

generacnich ryb k umélé reprodukci (Randak a kol., 2013). Generacni ryby pro umélou
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reprodukei jsou odlovovany pomoci elektrického agregatu pred pfirozenym vytérem.

Tim dochazi v daném useku prakticky k tipIné likvidaci ptirozené¢ho vytéru.

Vzhledem k tbytku genera¢nich ryb se snizuje uméla reprodukce a klesa i produkce
nasadového materialu pro hospodateni na pstruhovych vodach. JelikoZ jsou hospodatici
rybarské subjekty vazany zarybilovacimi plany, dochdzi v dasledku nedostatku
vhodnych nasad k jejich nakupu a transportu z jinych ¢asti republiky nebo ze zahranici.
Déle narlsta pocet nasad, které jsou az do vysazeni odchovavany v umélych chovech
(Randak a kol., 2013). Vysazovani neplivodnich nebo uméle odchovanych nasad
predstavuje veliké riziko pro ptivodni populace. Zarybiiovaci programy, pii nichz se
vyuzivaji geneticky odliSné linie (napt. Kolowrat) nebo uméle odchované druhy, jsou
Casto kritizovany predevSim z diivodu nizkého ptreziti a Spatné reprodukce takto
vysazenych ryb (L"Abee-Lund, 1991; Fleming, 2001) a také z dtivodu negativniho vlivu
vysazenych ryb na piivodni populace (Saunders, 1991; Waples, 1991).

Nejcastéjsim diivodem vysazovani neplivodnich druhii ryb je jejich ekonomicka
dostupnost oproti nasadam ptivodnich druhti ryb. Jedné se pfevazné o pstruha duhového
a sivena amerického. VIiv téchto neptivodnich druhii neni doposud podrobné
prozkouman. Na druhou stranu jsou vysazené ryby v lovné velikosti pod velikym
rybaiskym tlakem a béhem kratké doby dochazi k jejich vychytani z reviru (Randak
a kol., 2013). V¢&tsi negativni vliv ma prerybiiovani ndsadami ptivodnich druhi ryb.
Tyto nasady byvaji ¢asto vysazeny i do tokt, kde uspésné probiha ptirozena reprodukce
a ukrytova 1 potravni kapacita toku je naplnéna (Randdk a kol., 2013). Vysazenim
star§ich ndsad dochazi k soupeieni o teritoria a potravu, coz ma za dasledek oslabeni
puvodnich i nasazenych jedincl. Dochazi tak k nepfirozenym migracim ryb, vytvaii se
prostor pro rybi predatory nebo dochazi k tthynu z ditvodu zhorSeni zdravotniho stavu

(Randék a kol., 2013).

3.2.6 Znecisténi vod a viiv znecisténi na ryby

V posledni dobé je vénovana velkd pozornost sledovani kvality povrchovych
apodzemnich vod. ZneéiSténi mize byt piirodniho charakteru nebo vlivem
antropogenni ¢innosti. Pro povrchové vody ptredstavuje riziko pfedev§im znecisténi

antropogenniho ptvodu, protoze dochdzi k narGstu objemu odpadnich vod. Odpadni
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vody se obvykle rozdéluji na komundlni (splaskové), pramyslové, zeméd€lské
a srazkové (Hlavinek, 2004). Ptestoze je odpadni voda casto ciSténa s vyuzitim
I nejmodernéjSich technologii, ¢asto dochazi k uniku latek ve vétsi ¢i mensi miie

ovliviiyjici kvalitu vody a tim dochazi i k ovlivnéni vodnich organisma (Heberer, 2002).

Miru znecisténi a jeho nasledky ovliviiuje zptisob kontaminace vodniho prostiedi.
Rozdélujeme znec€isténi bodové, plosné a difuzni (rozptylené). Bodové znedisténi je do
vodniho toku pfivadéno Vv uzce lokalizovaném prostoru a je mozné meéfit jeho kvantitu
a kvalitu (napt. vyusténi z COV). P¥i plosném zneéisténi dochazi ke splachéim z velkého
uzemi v dasledku odtoku atmosférickych srazek. Difuzni znecisténi zpasobuji

rozptylené bodové zdroje na delsim useku toku (Pitter, 1999).

Dle casového prubéhu rozdélujeme havarijni, trvalé nebo dlouhodobé znecisténi.
Havarijni zne¢i§téni byva neptedvidatelné a kratkodobé zhorseni kvality vody. Casto
M4 za nasledek vyznamny tthyn vodnich organismi béhem kratkého ¢asového obdobi.
Po odeznéni vlivu havarijniho zneciSténi obvykle dochéazi k rychlé regeneraci toku
a pfirozenou cestou nebo se zasahem Clovéka je tok znovu obsazen vodnimi organismy
(Vucka a kol., 1984). Trvalé nebo dlouhodob¢ znecisténi méni trvale kvalitu zasazenych
vod. Nedochézi k masovému thynu vodnich organismi, ale ma veliky vliv na slozeni
populaci téchto organismu. Pfezivajici populace jsou pod neustalym vlivem znecisténi,
dochazi ke zménam druhového slozeni, velikosti jedincii, zdravotniho stavu, kvality
reprodukce a nékdy toto zneciSténi neumoziiuje populacim vodnich organismu
v zasazeném toku dlouhodobé piezivat (Blazek a kol., 2006). Obnoveni piiznivych
podminek pro vodni organismy takto zasazenych tokti byva ¢asto mozné az po ukonceni

zdroje zneciSténi. Takovato obnova byva finanéné i technologicky velmi nakladnd

(Lusk, 1990).

Déle mizeme znecisténi vod rozd¢lit dle ptivodu na piirodni a vlivem antropogenni
¢innosti (Svobodova a kol., 2008). Znec¢isténi ptirodniho charakteru miva kratkodoby
vliv na zasazeny tok. Zne¢isténi antropogenniho charakteru dodava do vod ¢asto velmi
Skodlivé, tézko odbouratelné latky a miva zasadni vliv na vodni organismy v zasazeném

toku (Suta, 2008).
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3.2.6.1  Znecisténi piirodniho charakteru

Mezi znecisténi ptirodniho charakteru v hornich tocich miizeme zatadit znecisténi
suspendovanymi latkami a znecisténi organickymi hmotami (Adamek a kol., 2010).
Jako suspendované latky oznacujeme anorganické a organické latky nachéazejici se ve
vodnim sloupci. Nejcastéji to byvaji ptdni a jilové ¢astice zpusobujici predevsim zakal
vody. Ve vodnim prostfedi se vyskytuji v disledku vodni eroze, predev§im v dobé
zvySenych prutokd nebo stavebnich tprav na toku (Pokorny, 2009). Dalsim zdrojem
téchto ¢astic miize byt hospodateni na nadrzich napojenych na pstruhové toky, zejména
jejich vypousténim a vyplavovanim sedimentti. ZvySend koncentrace suspendovanych
latek ma za nasledek zménu fyzikalnich, chemickych a biologickych vlastnosti vodniho
toku (Adamek a kol., 2010). Pfi vétSim zasaZeni toku mize dochazet k sedimentaci
unasenych castic a tim ke sniZeni Ukrytové kapacity toku pro ryby (Randdk a kol.,
2013). Nebezpecna je sedimentace suspendovanych ¢astic zejména pro jikry v obdobi
vyvoje po piirozeném vytéru a pro potér ryb. Sedimentovany material ucpava mezery
mezi substratem dna a brani tak dostatecné vyméné rozpusténého kysliku a oxidu
uhli¢itého mezi respirujicimi jikrami a okolni vodou. Rovnéz mohou unasené Castice
mechanicky poskozovat jikry a zptisobovat jejich thyn. Sedimentace suspendovanych
Castic v obdobi vyvoje jiker byva oznaCovana jako jedna z moznych pficin
redukovaného prirozeného vyvoje jiker a potéru lososovitych ryb (Billota a Brazier,
2008).

3.2.6.2  Znecisténi antropogenniho charakteru

Mezi zneciSténi antropogenniho charakteru v hornich tocich miizeme zafadit
znecisténi organickymi latkami, znecisténi vlivem stavebnich praci pobliz nebo piimo
V toku, zemédé€lskymi odpadnimi vodami a zemédélskou cinnosti a komundlnimi

odpadnimi vodami (Svobodova a kol., 2008).

Ke znecisténi hornich tokl organickymi latkami antropogenniho pivodu dochézi
pfi zasaZeni toku odpadni vodou nebo smyvem z povodi. Tyto organické latky miizeme
rozdélit na lehce nebo obtizné rozloZitelné a na organické latky nerozloZitelné (Hyanek
a kol.,, 1991). Vlivem neustalého piisunu rozlozitelnych organickych latek muze

dochazet ke zvySenému nartstu kolonii bakterii, vlaknitych fas a vodnich rostlin. Tento
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narist muze negativné ovliviiovat vysku vodniho sloupce v toku nebo svételné
podminky, ale zarovenn mize pozitivné ovlivnit rozvoj bentosu a drobnych organismut
nebo miize zvysSovat ukrytovou kapacitu toku. Nerozlozitelné organické latky se
kumuluji v prostfedi, zapojuji se do potravniho fetézce a mohou mit toxické,

karcinogenni, mutagenni nebo teratogenni (embryotoxické) ucinky (Kala¢ a kol., 2010).

Na horni toky mize mit vysoky kratkodoby vliv provadéni stavebnich praci pobliz
téchto tokll nebo piimo v tocich, pokud dojde k uniku nebo smyvu stavebnich smési do
vodniho prostiedi. Tim dojde k velmi rychlému zvySeni pH az na 10 a vice (Svobodova
a kol., 2008). Lososovité ryby obyvajici pstruhové vody jsou citlivéjsi vici vysokému
pH. Jako hrani¢ni hodnota se udava pH 9 (Dubsky a kol., 2003). Pokud stavebni prace
probihaji del§i dobu a dochazi k ¢astym nebo nepietrzitym Uniklim stavebnich smési,
mize dochazet k poSkozeni lososovitych ryb vlivem vysokého pH a nebo k migraci do

nezasazenych ¢asti toki nebo pritokd (Svobodova a kol., 2008).

Ke znecisténi zemeédélskymi odpadnimi vodami a zemédélskou ¢innosti dochazi pti
vypousténi odpadnich vod ze zemédé€lskych objekti nebo splachy z tizemi, ktera jsou
intenzivné¢ zeméde¢lsky obhospodafovana a pouzivaji se chemické piipravky nebo
hnojiva. V malé miie se muze jednat o ropné latky nebo ruzné dezinfekéni prostredky.
Jednou ze skupin nebezpecnych chemickych ptipravkia uzivanych pii zemédélském
hospodareni jsou pesticidy. Pesticidy jsou obecné chemické latky, které se pouzivaji na
ochranu rostlin a ZzivoCichli v zeméd¢€lstvi a lesnictvi a zarovenl tyto latky nasly
uplatnéni 1 ve vodnim hospodafstvi jako ptipravky k likvidaci vodnich rostlin, omezeni
rozvoje zooplanktonu nebo k antiparazitirnimu oSetifeni ryb (Pitter, 1999). Pesticidy
obecné ovliviuji biologické pochody v Zivych organismech (Taborsky a Sedivy, 1997).
Ovliviiovani jsou nejen cilové organismy, na které je pesticid pfimo urcen, ale 1 ostatni
necilové organismy. Dle cilového organismu pesticidy délime na insekticidy, pouzivané
proti hmyzim $ktdctim a herbicidy, pouzivané k hubeni rostlin, zejména pleveld (Kalac
a kol, 2010; Adamek a kol, 2010). Vazné nebezpedi zpisobuje bioakumulaéni
schopnost pesticidi nebo rezidui, které jsou pfitomny v Zivotnim prostiedi (Drapal
a kol., 2005; Niimi a Oliver, 1989). U ryb vétSinou dochazi ke kumulaci téchto latek
Vorganismu a mohou se projevit az po delSim casovém useku nebo pii vyvoji
nasledujici generace. Déle tyto latky ovliviluji vyrazn€ potravni zdkladnu pro ryby
(Hartman a kol., 2005).
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Ke znecisténi komundlnimi odpadnimi vodami dochéazi vétSinou v blizkosti obci
a mést, kde do toku vyustuje sbérna kanalizace nebo Gistirna odpadnich vod (COV).
V posledni dobé je kladen diiraz na kvalitu povrchovych vod, proto dochazi ke stavbam
a modernizacim COV. Tyto &istirny maji prakticky viechny vétsi obce a mésta. I pres
to, ze se vCOV vyuzivdi moderni technologie, odpadni voda vypousténa z tdchto
Cistiren obsahuje zna¢né mnozstvi latek, které v mensi ¢i vétsi mife ovliviiuji vodni
organismy v recipientu (Vesely, 1994; Tyler a kol., 1998). V minulosti byl kladen diraz
na sledovani a vyzkum latek, které jsou klasifikovany jako vyznamné polutanty. Jedna
se zejména o karcinogenni a toxické pesticidy, latky bioakumulativni nebo perzistentni

(Daughton a Ternes, 1999).

3.2.6.3  PPCP litky

V poslednich letech se zacala pozornost obracet na dalsi skupinu latek, u kterych je
pravdépodobny vyznamny vliv na vodni organismy. Celkové tuto skupinu latek
oznacujeme jako PPCPs (Pharmaceuticals and personal care products) (Christian a kol.,
2003). Jedna se o latky, které jsou dobie rozpustné ve vode a ve vodnim prostiedi jsou
pritomny ve stopové koncentraci (ng-pg.1™). I v takto nizkych koncentracich viak maji
vliv na vodni organismy v recipientu (Corcoran a kol., 2010; Kolpin, 2002). Jako hlavni
zdroj téchto latek ve vodé miizeme oznacit komunalni odpadni vody a to i po procesu
gisténi v COV (Keith, 1997). Do odpadni vody se tyto latky dostavaji mo&i nebo vykaly
lidi ¢i zvirat a odpadni vodou z domacnosti. V piipad¢ farmak miizeme také jako dalsi
zdroj oznacit odpadni vody z nemocnic i likvidaci proslych nebo nespottebovanych
1é¢iv (Zuccato a kol., 2000). Zatimco se neustale zlepSuje technologie ¢isténi odpadnich
vod, zejména odstranéni organického zatizeni a mineralnich Zivin (fosfor, dusik), nejsou
Cistirny odpadnich vod schopny zcela eliminovat Siroké spektrum specifickych
polutantii ve stopovych koncentracich. VétSina latek ze skupiny PPCPs neni zcela
odstranéna stavajicimi Cistirenskymi technologiemi a jako plvodni latky ¢i jejich

degradac¢ni produkty kontaminuji vodni prostiedi (Giokas a kol., 2007).
Skupina PPCPs zahrnuje velky pocet pfevazné syntetickych organickych slou€enin,

napt. huméanni nebo veterinarni 1é¢iva, Sirokou Skalu latek pro osobni potiebu lidi,

tj. zejména parfémy, deodoranty, pizma, Sampony, desinfekce, Cistici a praci prostredky,
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barvy na vlasy, ustni hygienu, laky na vlasy, make up, lak na nehty, UV filtry, télova
mléka, rténky a krémy, atd. Dale do této skupiny patii pomocné latky pii vyrobé vyse
zminénych produkti (Ellis, 2006). Tyto latky jsou vyrabény a pouzivany ve velkych
objemech a jejich mnoZstvi a rozmanitost stale roste (Lambropoulou a kol., 2002). Cast
PPCPs latek zafazujeme do skupiny perzistentich latek (Sedlak a kol., 2004).
U nékterych latek jsou prokazany jejich bioakumulacni a bioaktivni schopnosti. Dals$im
vyznamnym vlivem téchto latek je ovliviiovani endokrinnich systémt v organismech

(Caliman a Gavrilescu, 2009).

Lze ptedpokladat, ze vliv PPCPs je zavisly na jejich vysledné koncentraci, tedy
V podstaté¢ na pratocnych pomeérech toku, do které¢ho je vypousténa odpadni voda
S obsahem téchto latek. Horni toky mivaji mensi pritoky, kde 1 odpadni vody z menSich
obci tvofi znacnou ¢ast pritoku pod zausténim odpadnich vod. Timto dochazi
k menSimu nafedéni odpadnich vod a zvySuje se vliv PPCPS na vodni organismy (Li
a kol., 2011). Skupinu PPCPs latek miizeme rozdé€lit na dvé hlavni kategorie. Jedna se
0 skupinu produkti denni potieby (PCP) a farmaka (Hill, 2004).

PCP litky

Jako vyznamné a nejvice pouzivané latky patiici do skupiny produktii denni potieby

(PCP) jsou tenzidy, antimikrobialni latky a UV filtry (Ellis, 2006).

Tenzidy jsou syntetické latky, které jiz v nizkych koncentracich snizuji povrchovou
energii. Radime je tedy mezi povrchové aktivni latky. PouZivaji se hlavnd p¥i vyrobd
pracich a C(isticich prostfedkti a dale také jako pifidavky raznych kosmetickych
pfipravkl, zejména diky schopnosti rozpouStét a odstraniovat necistoty
a antibakteridlnim vlastnostem. Hlavnim zdrojem tenzidl v povrchové vodé jsou
komunalni odpadni vody, piestoze je pti Cistirenskych procesech odstranéno ptiblizné
95 — 99 % téchto latek (Lara-Martin a kol., 2008). Dle ionicity délime tenzidy do dvou
hlavnich skupin na ionické a neionické. Nejrozsifené;jsi jsou ionické tenzidy, které dale
délime na anionické, kationické a amfoterni tenzidy. Ptiblizn€ 90 % tenzidii z evropské
produkce patii do skupin kationickych a anionickych (lvankovic a Hrenovic, 2010).
Jako nejpouzivanéj$i anionické tenzidy jsou uvadény alkylbenzen sulfonaty (LAS),

které jsou slozkou pracich a cisticich prostfedk. Déle jsou velmi pouzivané alkyl
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sulfaty (AS) a alkyl ethoxysulfaty (AES), které se pfidavaji zejména do Samponu (Lara-
Martin a kol., 2008). Z kationickych tenzidi se nejvice pouzivaji kvartérni amonné
slouc¢eniny (QAC), jako soucast Cisticich prostfedkd, ¢i vlasovych kondicionéra a jsou
také pridavany do desinfek¢énich prostiedkt (Ivankovic a Hrenovic, 2010). Nejznaméjsi
amfoterni tenzidy jsou amin oxidy (AO), které se ptidavaji do deodorantd (Singh a kol.,
2006). Nebezpeci tenzidi pro vodni organismy spociva v tom, Zze diky povrchové
aktivité dokazi ovliviiovat ¢i inhibovat bunécné procesy. Miize dochazet ke zméné
povrchového naboje (anionické tenzidy), rozpadu cytoplazmatickych membran
(kationické tenzidy), €i dochazi ke zvySovani prostupnosti membran a naslednému
uniku dalezitych iontd a aminokyselin z bunky (neionické tenzidy) (Cserhati a kol.,
2002; McDonnel a Russel, 1999; Cserhati, 1995). Dale mohou tenzidy pii vysoké
koncentraci inhibovat mikroorganismy v COV a snizovat tim u¢innost ¢isténi
odpadnich vod (lvankovic a Hrenovic, 2010). Nejtoxi¢téjsi jsou kationické tenzidy,
méné toxické jsou anionické a nejméné toxické jsou neionické tenzidy (Singh a kol.,
2002).

Dalsi vyznamnou skupinou latek ze skupiny PCPs jsou antimikrobidlni latky.
Obecné lze tici, ze to jsou chemické latky s biocidnim ucinkem, které se vyuzivaji
k ochrané vyrobku, piipravka ¢i 1é¢iv, pfed mikrobialnim znehodnocenim (Sasseville,
2004). Do vodniho prostiedi se antimikrobialni latky nej¢astéji dostavaji z komunalnich
odpadnich vod. Tyto latky mohou byt pii procesu ¢isténi odpadnich vod odstranény
Vv zavislosti na jejich schopnosti biologické pfemény a vazby na riizné Castice, uzivané
v Cistirenskych technologiich (Ternes a Joss, 2007). Pokud ovSem tyto schopnosti
nemaji, jsou prakticky beze zmén vypoustény do vodniho prostfedi (Roberts a Thomas,
2006). Toto plati zejména pro podskupinu latek, kterou nazyvame antiseptika. Jsou to
latky s antimikrobidlnim uc¢inkem, které zamezuji rastu mikroorganismim v PCP
aslouzi ke konzervaci potravin, 1é€iv a PCP. Nejcastéji se antiseptika ptidavaji do
mydel, antiperspirantii a deodorantd, Cisticich pletovych ptipravkl a stomatologickych
vyrobkll. PiestoZe maji podobné ucinky jako antibiotika a jsou pouZzivany jiz dlouhou
dobu, je jim vénovana daleko mensi pozornost nez antibiotikim. Antiseptika ale mayji

obecné §irsi spektrum Gc¢innosti nez antibiotika (McDonnel a Russel, 1999).

Vliv na vodni prostfedi maji i UV filtry, které rovnéz patii do skupiny PCPs latek.

Tyto latky se vykazuji schopnosti eliminovat skodlivé G¢inky ultrafialového zafeni na
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lidskou pokozku. K eliminaci mize dochazet absorpci UV zéfeni (chemické UV filtry)
nebo odrazenim UV zafeni (fyzikalni UV filtry) (Schlumpf a kol., 2008). Diky témto
vlastnostem jsou vyznamnou slozkou opalovacich krémt, rtének a ptipravkll na
oSetfovani vlasti. Do vodniho prosttedi vstupuji UV filtry bud’ ptimo v diasledku smyvu
z povrchu téla (napt. pfi koupani) nebo nepiimo pies komundlni odpadni vody.
V komunalnich odpadnich vodach mohou byt tyto latky obsazeny v disledku smyvu
kosmetickych ptipravkil z pokozky nebo prostiednictvim vyloucenych zbytki po
vstiebani téchto latek do organismu (Balmer a kol., 2004). Pfi studiu vlivu téchto latek
bylo zjisténo, ze nékteré UV filtry vykazuji estrogenni a androgenni u¢inky ¢i ovliviiuji
jaterni funkce (Schlumpf a kol., 2008; Grabicova a kol., 2013). Dale bylo zjisténo, Ze
né¢které¢ UV filtry vykazuji zvySenou aktivitu, pokud se nachdzi ve smési s jinymi

UV filtry (Kunz a Fent, 2006).

Farmaka

Farmaka (lé¢iva) se dostadvaji do odpadnich vod po jejich pouziti lidmi c¢i
hospodaiskymi zvifaty nebo pii nevhodné likvidaci nepotiebnych 1éc¢iv. Zakladni
slozkou farmak jsou biologicky aktivni (tzv. u¢inné) latky, které se podavaji nejcasté;ji
peroralné, parenteralné nebo dermatologicky. Tato skupina latek zahrnuje latky s velmi
riznorodou chemickou strukturou a fyzikalnimi vlastnostmi (Pal a kol., 2012). Diky
pozitivnim ucinkiim farmak na lidské zdravi, nelze ptedpokladat jejich omezovani
pomoci legislativy nebo jejich prohlaseni za nebezpecné latky pro vodni prostiedi.
Naopak je tieba pocitat se stale rostouci spotfebou. Diky rozvoji farmaceutického
pramyslu bude také stile stoupat pocet novych a v dne$ni dobé¢ neznamych latek. Je
proto nutné respektovat jejich stdle se rozvijejici uzivani a pozornost vénovat
moznostem jejich eliminace v technologiich Cistiren odpadnich vod (Salgado a kol.,
2009). Odhaduje se, ze spotieba téchto latek ve svété je vice nez 100 000 tun za rok a je

vyuzivano vice nez 3 000 druht téchto latek (Kiimmerer, 2004).

MnozZstvi spotfebovanych farmak a jejich sortiment prakticky nelze regulovat.
Z tohoto diivodu lze piedpokladat jejich staly narst v komundlnich odpadnich vodach.
Jelikoz se jednd o specifické latky, s ohromnym mnozstvim riznych modifikaci, nelze

je stanovit béznymi ukazateli pro hodnoceni odpadnich vod (Jjemba, 2006). Pouzita
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farmaka jsou ztéla vyluCovana jako puvodni latky, vcetné doprovodnych latek
obsazenych v preparatech, ale zaroven také jako metabolity. Z ptivodniho farmaka se
tim padem v odpadnich vodach pfed vstupem do Cistirny odpadnich vod stava smés
latek, které¢ se znacné odliSuji jak chemicky, tak i fyzikadlné¢ od pivodniho farmaka
(Ellis, 2006). Pokud v odpadni vodé po Cistirenském procesu urcita farmaka nejsou
detekovana, neznamena to, Ze tyto latky byly z odpadni vody odstranény, ale mohlo
dojit ke vzniku dal$ich sloucenin, které mivaji mnohdy znaéné biologické nebo toxické
ucinky. Proto je pro sledovani téchto latek nutno vyuzit vice paralelnich analytickych
metod a zaroven sledovat vice koncentraci a vétsi rozsah vzorkid (Svoboda a kol., 2009).
Jelikoz tyto latky vykazuji vysokou biologickou aktivitu, 1ze jejich vliv ve vodnim
prostedi sledovat 1 ve vyznamné nizSich koncentracich, nez jsou koncentrace v téle

Clovéka béhem uzivani farmak.

V Ceské republice byla provedena studie a na jejim zakladé byl vypracovan seznam
péti nejvyznamnéjSich latek ze skupiny farmak, ktera obsahuji odpadni vody (Svoboda
a kol., 2009). Jedna se o tyto latky:

e Kyselina salicylova — je zdkladnim metabolitem kyseliny acetylsalicylové,
kterou obsahuje 1ék Aspirin. Udava se, Ze spotieba Iéku Aspirin miize
v Ceské Republice byt az 600 tun za rok. Pimé vyuziti této latky je pouze
V nepatrnych mnozstvich.

e lbuprofen — jedna se o protizanétlivé, nesteroidni Ié¢ivo, které se vétSinou
uziva peroralng. Spotieba v Ceské Republice je udavana v mnoZstvi kolem
200 tun za rok.

e Kyselina klofibrova — je zakladnim metabolitem fibratd, které se pouZzivaji
ke kontrole hladiny lipoproteinii v krvi. Spotieba v Ceské Republice je
udévana v mnozstvi kolem 10 tun za rok.

Pievazné se uziva ve formé masti. Spotfeba v Ceské Republice je udavana
v mnozstvi kolem 20 tun za rok.

e Karbamazepin — jedna se pfevazné o antidepresivum a antiepileptikum,

uziva se vyhradné peroralné a pouze na lékaisky piedpis. Spotieba v Ceské

Republice je udavana v mnozstvi kolem 7,5 tun za rok.

26



Vlivu téchto latek na ryby ve vodnim prostfedi byla vénovana tada studii (napf.
Sumpter 1998; Li a kol., 2010) a stale jsou pfedmétem fady vyzkumii. Na rybi populace
maji znac¢ny vliv aktivni latky z oralni antikoncepce (napt. 17 a-ethynylestradiol). Tyto
latky obecné ovliviiuji reprodukéni funkce a jsou sledovany od konce 20. stoleti
(Jobling a kol., 1998; Kidd a kol., 2007). Kidd a kol. (2007) prokazali vymizeni
kratkodobé rybi populace ve vodnim prosttedi, v disledku ovlivnéni estralniho cyklu.
Do tohoto vodniho prostfedi byl pfi experimentu piidavan 17 a-ethynylestradiol
v koncentracich, které se dnes bézné¢ nachdzeji v povrchovych vodéach. Vlivem téchto
latek nejcastéji dochazi k poklesu mnozstvi spermatu ¢i feminizaci samct u volné
Zijicich populaci (Zlabek a kol., 2004). U né&kterych latek je feminizace pozorovana jiz
pti koncentracich nizsich nez 1 ng.1" (Dorabawilla a Gupta, 2005). Feminizace samcii
Zpusobuje vyrazné zhorSeni nebo omezeni reprodukce, zejména u pstruha obecného
(Kolatfova a kol., 2005) a to jak u ptirodnich populaci téchto ryb, tak i u generacnich ryb

pro umély vytér, které byvaji z takto zasazenych toki odlovovany.

Standardni Cistirenské procesy odpadnich vod dokaZou eliminovat 90% a vice ze
sledovanych farmak. I pfes velkou ucinnost Cistirenskych procestt musime pocitat s tim,
ze do tokli odchazi s vycisténou odpadni vodou stile znaéné koncentrace rezidui
farmak, které vykazuji vysokou biologickou aktivitu a maji vliv na vodni spolecenstva
(Hill, 2004). Dale je nutno brat v tivahu, Ze dnes pouzivané Cistirenské procesy
odpadnich vod nefunguji na vSechna vyznamna farmaka stejné¢ a nékteré latky jsou
prakticky rezistentni (napf. karbamazepin, diklofenak) nebo s nejistym vysledkem

¢isténi (Kiimmerer, 2008).

3.2.7 Metody zjist’ ovdani vlivu cizorodych latek na vodni prostiedi

Znecisténi zivotniho prostiedi, véetné vodniho, je v dneSni dob¢ vénovana velka
pozornost. K ur€eni stupné znecisténi je potieba provadét rychlé a piesné stanoveni
Skodlivych latek. Pfi sledovani Skodlivych latek je dilezité urCit jejich vztah mezi
zdrojem znecisténi a ekologickymi u€inky téchto latek na organismy (Suter, 1993).
U volné Zijicich organismt je sledovani pomérné naro¢né, protoze se mnoho skodlivych
ucinkt projevuje az po delsi dob¢ (Calabrese, 1991). Pii posuzovani vlivu latek na

vodni ekosystémy se s Uspéchem vyuzivaji rizné druhy ryb. Ryby totiz lze nalézt
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prakticky v kazdém vodnim ekosystému a vétSinou stoji na vrcholu potravnich fetézct
ve vodnim prostiedi (Beyer, 1996). Nevyhodou mohou byt znacné rozdily ve
fyziologickych funkcich u jednotlivych druhti ryb a relativné vysoka mobilita ryb. I pies
tyto nevyhody jsou ryby obecné povazovany za nejvhodnéj§i organismy pro

monitorovani znecisténi vodniho prostiedi (Stegeman a kol., 1992).

Pti sledovani vodniho prostiedi se prevazné vyuzivaji monitorovaci metody.
Monitoring je opakujici se pozorovani a méfeni na ur¢eném misté, dle stanoveného
¢asového harmonogramu, za vyuziti standardizovanych a srovnatelnych metod. Pokud
pi1 monitorovani pravidelné vyuzivame zivé organismy (tzv. bioindikatory), nazyvame
ho biologickym monitorovanim neboli biomonitoringem (De Zwart, 1995). Pri
posuzovani vlivu sledovanych latek na vodni organismy a vodni prostiedi se nejcastéji

vyuzivaji tyto metody biomonitoringu:

chemicky monitoring — méteni hladiny vybranych skupin kontaminujicich latek
Vv biotickych slozkach zivotniho prostfedi (naptf. pomoci kapalinové chromatografie,

spektrofotometrie).

monitorovani biomarkerii — biomarker mizeme definovat jako biologickou reakci,
ktera je vyvolana toxickym uc¢inkem latky nebo expozici organizmu v kontaminovaném
prostiedi. Tyto reakce mohou probihat na molekularni, bunécné ¢i fyziologické urovni.
Biomarkery jsou méfeny pfimo v organismu nebo Vv produktech organismu (vykaly,
moc¢, sliz, atd.). Biomarkery muzeme sledovat na rtznych urovnich organismu. Na
molekularni ¢i bunééné urovni probihd biologickd reakce mezi sledovanou latkou
(vCetné jejich metabolitl) a cilovou molekulou nebo buiikkou uvnité organismu. Dale
muize sledovana latka vyvoldvat métitelné biochemické ¢i fyziologické zmény ve
tkanich nebo télnich tekutinach (McCarthy a Shugart, 1990). Organismy mohou také
vlivem sledované latky zménit své schopnosti (i vcetné genetickych zmén)
a prizptisobovat se prostiedi exponovanému touto latkou. Tyto zmény lze rovnéz
sledovat (Peakall, 1994). Biomarkery by méli byt neinvazivni a nedestruktivni, aby bylo
mozné sledovat vliv zne¢isténi u chranénych nebo ohrozenych druht (Fossi a Marsili,
1997). Jako biomarker mize byt vyuzito i mnozstvi kumulované latky v organismu

(bioakumulace). U ryb se obvykle vyuzivaji nasledujici biomarkery:
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sledovani enzymu, které¢ se podileji na detoxikaci cizorodych latek nebo

jejich metabolita (Vermeulen, 1996). K této detoxikaci dochazi prevazné

Vv jatrech. Nejcastéji sledujeme biotransformacni enzymy (Bucheli a Fent,

1995) a antioxida¢ni enzymy (Winston a Di Giulio, 1991).

e sledovani produktii biotransformace, nejcastéji hladiny metaboliti v télnich
tekutinach (Melancon a kol., 1992).

e sledovani stresovych proteinti, které chrani buiiky proti stresu a Skodlivym
vlivim (Sanders, 1993).

e sledovani hematologickych parametrd, jako je hematokrit, hemoglobin,
proteiny, obsah glukozy, specifické hormony a specifické bunééné enzymy,
vyskytujici se v krvi pii naruSeni bunéénych membran (Moss a kol., 1986).

e sledovani imunologickych parametra (Wester a kol., 1994).

e sledovani reprodukénich a endokrinnich parametri (Spies a kol., 1990).

e sledovani genotoxickych parametri, zejména zmény ve struktuie DNA

a nasledny vznik mutaci (Shugart a kol., 1992).

e sledovani fyziologickych a morfologickych parametra.

Biotesty — pfi biotestech monitorujeme pfeziti, rist a rozmnozovani vybranych
jedincd. Vétsinou probihaji v laboratornich podminkach. Z toho plyne jejich nevyhoda,
protoze maji malou vypovidajici hodnotu pro tc¢inek dané latky v Zivotnim prostiedi,
kde dochazi k interakcim s jinymi latkami, kumulaci, ovlivnéni potravniho fetézce, atd.
(McCarthy a Shugart, 1990). Biotesty lze uspé$né vyuzit jako systém vcasného

varovani, napf. ve vodarenskych procesech (Randak a kol., 2011).

Ekologické indikatory — sleduji vliv latek na Grovni celych ekosystémi, zejména

zmény v druhovém sloZeni, sloZeni ekosystémil a mnozstvi populaci v ekosystému.

JelikoZ vodni prostfedi miizeme oznacit za dynamicky komplex, doporucuje se pti
sledovani a hodnoceni vlivli urcité latky vyuZivat vice monitorovacich metod najednou.
Van Gestel a Van Brummelen (1996) navrhli integrovany monitoring sledované latky,

za vyuziti biomarkert, biotestll, bioindikatorii a ekologickych indikatort.

V ramci této prace byly pro podchyceni vlivu komundlniho znecisténi na ryby
v prostiedi malého toku ovlivnéného piitokem ,vygisténych® odpadnich vod z COV

zvoleny a sledovany biomarkery vilellogenin (VTG) a EROD.
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Vitellogenin je lipofosfoprotein, ktery je syntetizovan v jatrech ryb samiciho
pohlavi. Jeho syntézu tidi pfevazné steroidni hormon estradiol. Z jater je vitellogenin
vylucovan do krve a zté je endocystozou absorbovan do zrajicich folikuli ve
vajecnicich. Tam je nasledné vitellogenin pieveden na lipovitellin a phosvithin (Kunkel,
1996). Vitellogenin pfedstavuje vyznamny zdroj vyzivy pro jikru a larvu. Jeho dalsi
funkeci je transport iontl a je vyznamnym zdrojem mineralnich latek pro oocyty. Pokud
jsou ve vod¢é pritomny latky s estrogennim uc¢inkem, dochazi k navazani téchto
estrogennich latek na estrogenni receptory v buinikdch a syntéza vitellogeninu v jatrech
probiha i u samc¢iho pohlavi. Tento jev lze sledovat v krevni plazmé. Aktivaci
estrogenniho komplexu u samct dochazi k ,,feminizaci samci®. Tyto zmény postupné

vedou k degenerativnim zménam pohlavniho ustroji u samci a tim i k porucham

reprodukce zasazenych ryb (Arcand-Hoy a Benson, 1998).

Pro stanoveni zatizeni vodniho prosttedi cizorodymi latkami byla jako biochemicky
marker zvolena aktivita cytochromu P450 (CYP1A), tzv. EROD. Cytochromy se fadi
mezi oxida¢ni enzymy a podili se na zneskodnovani cizorodych latek v organismu. Tyto
cytochromy se vyskytuji ve velké koncentraci v jatrech (tvoii az 20% hmotnosti
hepatocytll), ktera jsou hlavnim orgédnem biotransformace cizorodych latek. Pokud je
organismus exponovan cizorodymi latkami (PCB, PAH, PPCP), zvySuje se hladina
cytochromu P450, jeho isoformy CYP1A a aktivity EROD. Proto se EROD vyuziva
jako biochemicky marker pii zneé¢isténi vod PPCPs latkami (Siroka a kol., 2005).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Lokalita

Jako sledovany maly tok byl vybran Zivny potok. Zivny potok je pravostranny
ptitok feky Blanice. Délka toku méti 11,4 km a povodi se rozklada na plose 45 km?.
U obce T&Sovice Gsti zprava do feky Blanice. Nejvétsi pritoky Zivného potoka jsou
Fefersky potok tstici v Prachaticich a Zernovicky potok, ptitékajici kratce pred Gstim
Zivného potoka do feky Blanice. Z ryb se v Zivném potoce vyskytuje zejména pstruh
obecny, ktery se v horni ¢asti toku ispésné ptirozen¢ rozmnozuje. Nejveétsim sidlem na
Zivném potoce je mésto Prachatice. V Prachaticich Zije 11 172 obyvatel (k 31. 12.
2012) a odpadni vody jsou svedeny kanalizaci do Cistirny odpadnich vod na severnim
okraji mésta. Objem vycisténych odpadnich vod z této Cistirny tvoii ptiblizné¢ 25 %
pratoku v Zivném potoce pod méstem Prachatice (Randék a kol., 2013) (Obr. 8). Tato
Cistirna prosSla v minulosti nékolikrdt modernizaci, pfesto je vyciSténa voda z této
Cistirny zdrojem ftady cizorodych latek (zejména farmak), které nedokdze soucasna

technologie Cistiren odpadnich vod dostatecné odbouravat.

Obr. 8: Vyusténi vy¢isténych odpadnich vod z COV Prachatice do Zivného potoka
(foto: V. Hora)

Nejprve byly ur€eny tfi lokality, kde nasledné prob&hly odlovy ryb (Obr. 9). Tyto
lokality byly zvoleny tak, aby mezi jednotlivymi useky byly piekdzky v toku, které

zt€Zuji migraci ryb proti nebo po proudu a umoznuji tak oddélit ryby exponované
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odpadnimi vodami a ryby, které nepiiSly se sledovanymi odpadnimi vodami do styku
(Obr. 9).
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Obr. 9: Sledované lokality a piekazky v toku mezi lokalitou C a E (vpravo)

zdroj: www.mapy.cz, foto: V. Hora

Prvni je lokalita C (control) umisténa nad méstem Prachatice, kde se neptedpoklada
zadné nebo pouze minimalni zne¢isténi vodniho prostfedi. Druha je lokalita E (effluent)
umisténa pod zausténim Cistirny odpadnich vod z mésta Prachatice. Tteti je lokalita
R (river) umisténd 3 kilometry po proudu od lokality E (v obci TéSovice), ptiblizné

0,5 kilometru pied zausténim Zivného potoka do feky Blanice.

4.2 Indikatorovy organismus

Pro biologicky monitoring byl jako nejvhodnéjsi organismus vybran pstruh obecny.
Pstruh obecny je v Ceské republice ptivodnim druhem. Vyhovuji mu &isté proudivé toky
S tvrdym, pis€itokamenitym dnem a dostatkem Ukrytl. Je naro¢ny zejména na obsah
kysliku ve vodé a teplotu vody. Dobie preZiva ve vodé s obsahem kysliku 9 a7 11 mg.1™
a teplotou 10 az 15 °C. Snese i kratkodobé otepleni na 20 °C za ptedpokladu, Ze je ve
vodé dostatek kysliku. Pstruh je typicky stanovistni ryba. Své teritorium, které byva do
zna¢né miry vymezeno zrakovym dosahem, obyva vétSinou cely sviij Zivot, opousti ho
pouze v dobé vytéru nebo vlivem neptiznivych podminek, zejména pii kolisdni vodniho
stavu a nedostatku potravy. Vytér probihd v zavislosti na teploté nejcastéji od poloviny

fijna do prosince. Pstruh obecny je dominantnim druhem hornich tsekt tokd, za
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pritomnosti n¢kolika dalSich menSich druhd, majici stejné naroky na Zivotni prostredi.
Pstruh mize slouzit jako bioindikator zneciSténi toku, protoze vyzaduje minimalné
zne€iSténou vodu. Ovlivnénim zivotnich podminek v pstruhovém pasmu dochazi

k ubytku nebo uplnému vymizeni tohoto druhu (Dubsky a kol., 2003).

4.3 Odlov ryb a odbér vzorki

Odlov ryb byl proveden pomoci elektrického agregatu dne 2. 10. 2012. Odlovené
ryby byly rozdéleny dle pohlavi a z kazdé lokality bylo vybrano Sest samic a Sest samci
piiblizné stejné vékové kategorie. Vybrané ryby byly zméfeny (celkova délka, délka
téla) a zvazeny (Ptiloha 1). Néasledné byl u odlovenych ryb proveden odbér krve (z vena
caudalis). Pii odbéru krve bylo postupovano dle metodiky ,, Metody hematologického
vySetfovani ryb* (Svobodova a kol., 2012). Odebrana krev byla nasledn¢ odstfedéna
a vzorky krevni plazmy pro stanoveni obsahu vitellogeninu byly umistény do tekutého
dusiku. Po odbéru krve byly odlovené ryby Setrnym zpiisobem usmrceny. Po usmrceni
byly zvdzeny pohlavni organy, jatra a ryby bez vnitfnich organi, byly sledovany
piipadné anomalie vnitinich orgdni a byly odebrany Supiny na urceni véku. Dale byl
proveden u kazdé ryby odbér vzorkl z jater na stanoveni jaternich markert (EROD).
Tyto vzorky byly rovnéz ulozeny do tekutého dusiku. Nasledn¢ byla odebrana svalovina
a jatra na stanoveni obsahu vybranych PPCPs. Vzorky tkani na chemické analyzy byly
uloZeny do termoboxu se Supinkovym ledem a pozd¢ji zamrazeny pii — 18 °C. Dale byl
ve sledovanych lokalitdich provadén opakovany bodovy odbér vzorki vody pro
stanoveni koncentraci vybranych PPCPs. Vliv zneCisténi na ryby ve vybranych
lokalitich byl hodnocen pomoci biochemickych markert, které¢ dle vysledki
ptedchozich studii maji nejlep$i vypovidajici schopnost. Dale byl vliv znecisténi
stanoven sledovanim vybranych cizorodych latek (zejména farmak) v téle ryb a ve
vodnim prostedi. Laboratorni rozbory probihaly v Laboratofi environmentalni chemie

a biochemie Vyzkumného ustavu rybaiského a hydrobiologického ve Vodnanech.
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4.4  Analyza vzorku
44.1 Stanoveni obsahu vitellogeninu v krevni plazmé

Pro indikaci vyskytu latek s estrogennim tG¢inkem ve vodnim prostiedi byl jako
biochemicky marker zvolen obsah vitellogeninu v krevni plazmée. Obsah vitellogeninu
Vkrevni plazmé byl stanoven pomoci testu ELISA. ELISA (enzyme - linked
immunosorbent assay) test je imunochemicka stanovovaci metoda, ktera je zalozena na
pouziti specifickych protilatek jako detektoru sledované latky. Pii testu dochazi
Kk posloupnosti riznych biochemickych reakci, jejichz vysledkem je stanoveni
pritomnosti a mnozstvi sledované latky. Ke stanoveni byl vyuzit sendvicovy ELISA
test, ktery je dostatecné citlivy. Pfi tomto druhu testu po ptidani vzorku a inkubaci
dochazi ke vzniku vazby antigen — protilatka. Poté je pfidana druha protilatka, kterd se
vaze na stejny antigen. Na tuto protilaitku je kovalentné pfipojen enzym
acetylcholinesteraza. Nasledn¢ je pfidan substrat a prob&hne katalyzovana reakce fizena
pfipojenym enzymem. Produktem této reakce je méfitelnd zména (zména zbarveni).

Intenzita zbarveni je piimo tmérna koncentraci vitellogeninu ve vzorku (Obr. 10).

O substrat

O produkt
o o s

enzym
4 druha protilatka
I prvni protilatka

Obr. 10: Schéma sendvi¢ového ELISA testu
zdroj: http://www.wikiskripta.eu/index.php/ELISA

Pro stanoveni obsahu vitellogeninu byl pouzivan Rainbow trout vitellogenin ELISA
kit od Biosense Laboratories AS, Norway. Davkovani roztoki bylo provadéno
multikanalovymi pipetami Eppendorf. Pfi samotném testu bylo postupovano dle navodu
od vyrobce ELISA kitu (Biosense Laboratories AS). Prvotné byl pfipraven promyvaci
pufr rozpusténim jedné tablety (bag C) v 1000 ml destilované vody. Puft byl skladovan
pii 2-8 °C. Nasledné byl pfipraven fedici pufr ztedénim 25 ml koncentratu (lahvicka D)
$225 ml destilované vody. Dale byl pifipraven zasobni roztok ze standardu VTG,
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pridanim 1 ml fediciho pufru do lahvicky VTG standardu (lahvicka G) a byla vypoctena
koncentrace vitellogeninu dle udaji na lahvicce G. Zéasobni roztok byl nadale fedén
fedicim pufrem pro dosaZeni koncentrace 200 ng.ml™. Naslednd byla pfipravena fada
deseti standardnich roztoki o koncentraci vitellogeninu od 200 ng.ml™ az do 0,391
ng.ml* (kazdy standard byl dale fedén na polovinu piedchozi koncentrace).
Z uvedenych standardii byla stanovena kalibra¢ni kiivka. Poté byly pfipravovany
vzorky krevni plazmy. Pfi pfipravé je bylo nutné udrzovat na ledu, protoze molekuly
vitellogeninu jsou znacné nestabilni. Vzhledem k Sirokému rozpéti koncentraci
vitellogeninu v plazmé bylo nutné vzorky plazmy nafedit, aby bylo mozné nasledné
vysledky odecist z kalibra¢ni kiivky. Pro samce bylo zvoleno fedéni 1:20 (10 pl vzorku
a 190 pl fediciho pufru) a 1:500 (10 pl vzorku 1:20 a 240 ul fediciho pufru). Pro samice
bylo zvoleno fedéni 1:100 (10 pl vzorku a 990 ul fediciho pufru), 1:3000 (10 pl vzorku
1:100 a 290 pl tediciho pufru) a 1:90000 (10 pl vzorku 1:3000 a 290 pl fediciho
roztoku).

Vlastni stanoveni bylo provadéno na 96 - jamkovych mikrotitracnich destickach
Z polystyrénu s navazanou protilatkou (imunoglobulin). Na kazdé mikrotitrac¢ni desti¢ce
byly prvni dvé jamky urCeny pro zjisténi nespecifickych vazeb (oznaceny NSB). Do
jamek NSB bylo pomoci mikropipety odméieno 100 pl fediciho pufru. Do dalSich
jamek bylo odméfeno 100 pul zésobniho roztoku (pro standardy) nebo 100 ul vzorki
krevni plazmy. Takto pfipravené mikrotitracni desticky se nechaly inkubovat pfes noc
pii teploté 2-8 °C (v lednici). Po inkubaci se piipravil pro kazdou mikrotitra¢ni desticku,
uzitou v testu, roztok pro detekci protilatek (lahvicka E). Detekéni roztok byl nafedén
1:100 pfidanim 110 pl tohoto roztoku do 1 ml fediciho pufru. Kazdd jamka
vV mikrotitracni desticce se po inkubaci proplachla tiikrat 300 pl promyvaciho pufru.
Poté bylo do kazdé jamky ptidano 100 pl roztoku pro detekcei protilatek a desticky se
nechaly inkubovat na orbitdlni tiepacce po dobu jedné hodiny pii pokojové teploté.
Kazda jamka v mikrotitraéni desti¢ce se po této inkubaci proplachla pétkrat 300 pl
promyvaciho pufru. Nasledné byl pfipraven roztok substratu (Ellmanovo c¢inidlo)
rozpusténim jedné lahvicky F v 50 ml destilované vody. Do kazdé jamky bylo ptidano
300 pl tohoto roztoku substratu a desticky se inkubovaly ve tmé na orbitalni tfepacce po
dobu jedné hodiny pii pokojové teploté. Po této inkubaci doSlo u vzorkt s obsahem
vitellogeninu k optickym zménam. Poté byla zméfena absorbance u desti¢ek (pfi 405

nm) pomoci ¢tecky mikrotitracnich desticek (Infinite M200, Tecan, Switzerland). Od
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absorbanci na desticce byl odecten prumér absorbanci jamek NSB. Nasledné byla z fady
standardnich roztoka sestavena kalibra¢ni kfivka a uréena rovnice regrese. Poté byla
pomoci rovnice regrese vypoltena koncentrace vitellogeninu (ng.ml?). Tato
koncentrace byla nasledné vynasobena fedénim pro zjisténi skutecné koncentrace

V ptvodnim vzorku krevni plazmy.

4.4.2 Stanoveni enzgymové aktivity pomoci cytochromu P450 (CYPI1A)

Pro stanoveni enzymové aktivity cytochromu CYP1A byla pouzita metoda EROD
(7-ethoxyresorufin-O-deethylasa). Tato enzymova aktivita koreluje s Gi¢inky xenobiotik,
jako jsou aromatické uhlovodiky, PCB ¢&i PPCP (Nilsen a kol., 1998; Siroka a kol.,
2005; Monod a Vindimian, 1991). Prvotné¢ byla pfipravena preparace jaternich
mikrozomu (fragmenty endoplazmatického retikula) pomoci diferencidlni centrifugace
(Liakol., 2011). Asi 0,5 g jaterni tkan¢ bylo nasekano v pufru Tris - sachardzy (10 mM
Tris-HCI, 250 mM sachar6zy, pH 7,4) a homogenizovano pomoci homogenizatoru
(Schuett Homogen, Germany). Poté byly vzorky odstfedény na centrifuze pti 10 000
ot.s? (Beckman Coulter Optima ™ L-90 K ultracentrifuge) po dobu 15 minut a pfi
teploté 4 °C. Vznikly supernatant s obsahem mikrozomi byl oddélen od odstfedéné
tkan& a byl dale odsttedén pii 36 000 ot.s™ po dobu 60 minut, pii teploté 4 °C. Po tomto
odstredéni jsme ziskali jaterni mikrozomy ve form¢ malych peletek. Upravené vzorky

byly do kone¢ného zpracovani uchovany pii -80 °C. Cela ptiprava probihala za nizké
teploty (na ledu) (Burkina, 2013).

Celkova koncentrace proteinu byla stanovena spektrofotometricky. Jako standard
byl pouzit hovézi albumin (Smith a kol., 1985). Stanoveni bylo provedeno na
96 - jamkovych mikrotitraénich destickach. Do kazdé jamky byla pfidana smeés
mikrozomd, draselny pufr (50 mM, pH 7,8) a substrat (8uM 7-ethoxyresorufin). Reakce
byla zahdjena pfidanim NADPH (1,2 mM). Aktivita EROD byla stanovena
fluorimetrickou detekci resorufinu, ktery vznikl preménou 7-ethoxyresorufinu na
resorufin (Kennedy a Jones, 1994). Intenzita fluorescence byla méfena opakované
kazdou minutu (po dobu 12 minut) pomoci ¢te¢ky mikrotitracnich desti¢ek (Infinite
M200, Tecan, Switzerland) pii 544/590 nm (excitation/emission). Uroveii enzymové

aktivity byla vyjadiena jako rozdil fluorescence posledniho méfeni a fluorescence
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prvniho méteni. Z tohoto rozdilu byla pomoci rovnice regrese vypocétena enzymova

aktivita a byla vyjadfena v pmol resorufin.min.mg™ protein (Grabicova a kol., 2013).

4.4.3 Stanoveni vybranych cizorodych latek ve vodé

Pro sledovani koncentrace vybranych cizorodych latek (zejména farmak) ve vodé
byla pouzita metoda kapalinové chromatografie. Seznam jednotlivych sledovanych
farmak je uveden v Ptiloze 2. Sledované skupiny farmak jsou uvedeny v Tabulce 1. Pro
odbéry vzorktl byla pouzita injekéni stiikacka a odebrané vzorky byly prefiltrovany pies
celulozové filtry 0,45 pm (Labicom, Olomouc). Prefiltrované vzorky byly pipetovany
do chromatografickych vialek v mnozstvi 100 pl vzorku na jednu vialku. Poté byly
vzorky zmraZeny pii -20 °C. Pfed stanovenim bylo do vzorki ve vialkach ptidano 10 pl
vnitinitho standardu (IS — farmaka isotopicky znaCené). Nasledné byly vzorky
analyzovany pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie LC, ve spojeni
S hmotnostnim spektrometrem, ktery pracuje na principu trojit¢ého kvadrupolu MS/MS
TSQ Quantum Ultra (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA), vybavené¢ho
cerpadly Accela 1250 LC a Accela 600 LC (Thermo Fisher Scientific) a autosamplerem
HTS XT-CTC (CTC Anylytics AG, Zwingen, Switzerland). Systém byl vybaven pro
separaci cilovych latek kolonou Hypersil GOLD Phenyl column (50 mm x 2,1 mm i.d.,
3 um castice) a predkolonou Hypersil GOLD Phenyl guard column (10 mm x 2,1 mm
1.d., 3 um castice) od Thermo Fisher Scientific. Extrakce pevnych Céstic probihala na
kolon¢ Hypersil GOLD column (20 mm x 2,1 mm id., 12 pm ¢astice) od Thermo
Fisher Scientific (Grabicova a kol., 2013). Poté byly stanoveny cizorodé¢ latky dle

vysledku kapalinové chromatografie a byla vypoétena jejich koncentrace ve vzorku

(ng.I").

4.4.4 Stanoveni cizorodych latek v téle ryb (jatra)

Pro stanoveni pfitomnosti cizorodych latek (farmak) v téle ryb byly vyuzity vzorky
jater. Seznam jednotlivych sledovanych farmak je uveden v Ptiloze 2. Sledované
skupiny farmak jsou uvedeny v Tabulce 1. Zmrazené odebrané vzorky se nechaly pfti

pokojové teploté rozmrazit a nakrdjely se na malé kousky. Poté se na analytickych
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vahach odvézilo do mikrozkumavek typu Eppendorf ptiblizné 0,5 g od kazdého vzorku.
Ke kazdému vzorku se ptidal 1 ml acetonitrilu (extrakéni rozpoustédlo) obsahujici
0,1 % kyseliny mravenci a 10 pl vnitfniho standardu (IS — farmaka isotopicky znacené).
Vzorky byly homogenizovany v homogenizatoru (TissueLyser II, Quiagen) pii 30 000
uderech za minutu po dobu 10 minut. Proces homogenizace zvysilo ptidani kovové
kulicky ke kazdému vzorku. Po homogenizaci se vzorky odstfedily pii 10 000 ot.s* po
dobu 10 minut na centrifuze (Micro 200R centrifuge, Hettich Zentrifugen).
Z odstfedénych vzorkli byl odebran pomoci injekéni stiikacky extrakt bez sedimentu.
Extrakt byl pfefiltrovan pifes celulézové filtry 0,45 pum (Labicom, Olomouc).
Prefiltrované vzorky se umistily pfes noc do — 18 °C. Po rozmrazeni byly vzorky znovu
odstiedény pti 10 000 ot.s™ po dobu 10 minut a poté bylo od kazdého vzorku pievedeno
100 pl do chromatografické vialky a ndsledné analyzovano pomoci kapalinové
chromatografie LC, ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem s vysokym rozliSenim
HRMS. Ptistroj pracuje na principu trojit¢ho kvadrupolu MS/MS TSQ Quantum Ultra
(Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA), vybavené¢ho cerpadlem Accela 1250
(Thermo Fisher Scientific) a autosamplerem HTS XT-CTC (CTC Anylytics AG,
Zwingen, Switzerland). Systém byl vybaven pro separaci cilovych latek kolonou
Cogent bidentate (50 mm x 2,1 mm i.d., 3 um ¢astice) (Grabicova a kol., 2013). Z kazdé
lokality se dva vzorky opakovaly pro kontrolu analytické metody (duplicitni vzorek).
U vzorki z lokality C byl u tfech vzorkl ptipraven opakujici se vzorek, do kterého bylo
navic pfidano 5 ul nativniho standardu (Fortifikované vzorky). Nativni standard NS
obsahoval znamé stanovované latky — F1 (farmaka), F2 (farmaka), A (antibiotika). Dale
byl pfipraven matricovy standard (MS), ktery se ptipravoval jako jiné vzorky, pouze IS
a NS se ptidal tésné pred analyzou. Matricovy standard se pouzival ke korekci faktoru
odezvy kalibra¢ni kiivky (McMaster, 2007). Poté byly stanoveny cizorodé latky dle

vysledku kapalinové chromatografie a byla vypoctena jejich koncentrace ve vzorku

(ng.g™).
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Tabulka 1: Sledované skupiny farmak ve vod¢ a v tkanich ryb

Antibiotika

Regulatory cholesterolu

Antidepresiva

Antimykotika

Nesteroidni protizanétliva 1é¢iva (NSAID)

Psycholeptika

Antihistaminika

Analgetika

Lécba cukrovky

Lécba vysokého tlaku

4.5 Statisticka analyza

U vsSech ziskanych dat probé¢hlo statistické vyhodnoceni pomoci analyzy variance
(jednofaktorovd anova — Tukeytv HSD test) z divodu urceni statistické vyznamnosti
zjisténych rozdili mezi jednotlivymi lokalitami. Statistické vypocty byly provedeny za

pouziti programu Statistika 10.1
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5 VYSLEDKY

5.1 Obsah vitellogeninu v krevni plazmé

U vsech vzorkli samct z lokality C byly hodnoty koncentraci vitellogeninu v krevni
plazmé pod mezi detekce analytické metody. Nejvyssi hodnoty byly naméfeny
Vv lokalit¢ R, kde byl vitellogenin zjistén u tfech samcii ze Sesti analyzovanych.
Primérna koncentrace vitellogeninu v krevni plazmé v této lokalité byla 573 ng.ml™.
V lokalit¢ E byl vitellogenin zjistén u tfech samct ze Sesti analyzovanych. Primérna
koncentrace vitellogeninu v krevni plazmé v této lokalité byla 275 ng.ml™*. Mezi
jednotlivymi lokalitami nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil zjisténych koncentraci

vitellogeninu v krevni plazmé¢. Naméfené hodnoty jsou znazornény v Grafu €. 1.
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Graf ¢. 1: Primérny obsah vitellogeninu v krevni plazmé samct analyzovanych ryb
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U samic byla zjisténa nejvyssi koncentrace vitellogeninu v krevni plazmé v lokalité
R. Zjidténa pramérna koncentrace byla 11 614 177 ng.ml™. V lokalité C byla primérna
zjisténa koncentrace 9 250 302 ng.ml™. V lokalit& E byla primérné zjisténa koncentrace
7 185823 ng.ml™. Mezi jednotlivymi lokalitami nebyl zjistén statisticky vyznamny
rozdil koncentraci vitellogeninu v krevni plazmé. Naméfené hodnoty jsou znazornény

V Grafu ¢. 2.
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Graf ¢. 2: Primérny obsah vitellogeninu v krevni plazmé samic analyzovanych ryb

5.2 Enzymova aktivita jaternich detoxika¢nich enzymii (EROD)

Vv

Primérnd naméfend hodnota v této lokalité byla 5,4 pmol.mg™protein.min. U viech
samic z této lokality byla aktivita tak nizka, Ze byla pod mezi detekce analytické
metody. Nejvyssi naméfend enzymova aktivita byla v lokalité¢ E. Primérnd namétena
hodnota v této lokalité byla 87,4 pmol.mg protein.min™. V lokalité R byla naméfena
priméma hodnota aktivity jaternich enzymd 63,9 pmol.mg protein.min™. Mezi

skupinami analyzovanych jedinct z lokalit C a E byl zjistén statisticky vyznamny rozdil
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naméfenych hodnot EROD (p < 0,05). Namétené hodnoty aktivity EROD jsou

zndzornény v Grafu €. 3.
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Graf ¢. 3: Primérné hodnoty EROD u analyzovanych ryb

5.3 Koncentrace vybranych cizorodych latek v jatrech ryb

Vysledkem stanoveni cizorodych latek V jatrech ryb je celkovd suma vSech
C. Primérna hodnota sumy detekovanych farmak byla 20,8 ng.g™. Celkem bylo v této
lokalité zachyceno 5 farmak z 97 méfenych. Nejvyssi hodnoty obsahu farmak v jatrech
byly zjiStény v lokalit¢ E. Primérnd hodnota sumy vSech detekovanych farmak byla
v této lokalité 138,8 ng.g™. Zde bylo zachyceno celkem 17 farmak z 97 mé&kenych.
V lokalit¢ R byla zjiSténa primé€ma suma vSech detekovanych farmak
67,1 ng.g™ a v této lokalité bylo zachyceno celkem 16 farmak z 97 méfenych. Mezi
jednotlivymi lokalitami byl zjiStén statisticky vyznamny rozdil u detekovanych farmak
(p <0,001) (Graf¢. 4). Sumy vsSech detekovanych farmak v jatrech ryb jsou znazornény
v Grafu €. 4.

42



180

160

140

120

100

o]
(=]

=]
=]

konc. farmak (ng.g™*)

I
(=]

M
=]
|

control effluent river

Graf €. 4: Primérné hodnoty sumy vSech detekovanych farmak v jatrech analyzovanych ryb

Z jednotlivych skupin farmak byla vrybach zlokality C zjiSténa pouze
antimykotika (9,4 ng.g™) a léky na vysoky krevni tlak (11,4 ng.g™). V lokalité E byla
v rybach zjisténa nejvétsi koncentrace u lékii na vysoky krevni tlak (70,1 ng.g™),
antidepresiv (41,4 ng.g?), antihystaminik (9,1 ng.g?), antimykotik (7,3 ng.g™),
psycholeptik (5,7 ng.g™) a antibiotik (3,9 ng.g™). V lokalité R byla v rybach zjiiténa
nejvétsi koncentrace u antidepresiv (39,7 ng.g?), 16ki na vysoky krevni tlak
(7,3 ng.g?), antihystaminik (5,5 ng.g?), antimykotik (4,9 ng.g?), psycholeptik
(4,0 ng.g™), antibiotik (2,7 ng.g™) a analgetik (2,0 ng.g™). Detekované skupiny farmak

V jatrech ryb jsou zndzornény v Ptiloze 3.

5.4 Koncentrace vybranych cizorodych litek ve vodé

Vysledkem stanoveni cizorodych latek ve vodé je celkovd suma vSech

C. Suma viech detekovanych farmak byla 0,07 pg.l™. Celkem bylo v této lokalité

zachyceno 21 farmak ze 74 méfenych. Nejvyssi hodnoty obsahu farmak ve vodé byly

zjistény v lokalitd E. Suma viech detekovanych farmak byla 3,00 pg.1™. V této lokalitd
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bylo zachyceno celkem 42 farmak ze 74 métfenych. V lokalit¢ R byla zjisténa suma
viech detekovanych farmak 2,12 pg.l? a vtéto lokalitd bylo zachyceno celkem 37
farmak ze 74 métenych. Mezi jednotlivymi lokalitami byl zjistén statisticky vyznamny
rozdil u detekovanych farmak (p < 0,001) (Graf ¢. 5). Sumy vSech detekovanych farmak

ve vode¢ jsou znazornény v Grafu €. 5.
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Graf ¢. 5: Primérné hodnoty sumy vSech detekovanych farmak ve vodé sledovanych lokalit

Z jednotlivych skupin farmak byla ve vod€ v lokalit¢ C zjiSténa V nejvétsi
koncentraci nesteroidni protizanétliva 16¢iva (0,04 ng.I™"), antibiotika (0,03 ug.I™) a 1Iéky
na vysoky krevni tlak (0,02 pg.I"). V lokalité E byla zjisténa nejvétsi koncentrace
u antibiotik (0,91 pg.I™), 16kii na vysoky krevni tlak (0,79 ng.I™"), analgetik (0,56 pg.I™),
16¢iv (0,23 ug.l™). Vlokalitt R byla zjisténa nejvétsi koncentrace u antibiotik
(0,75 pg.I"), 1éka na vysoky krevni tlak (0,50 pg.I), antidepresiv (0,45 ng.I"),
analgetik (0,39 pg.I"), psycholeptik (0,19 ug.I") a nesteroidnich protizan&tlivych 16&iv

(0,17 pug.I'"). Detekované skupiny farmak ve vod& jsou znazornény v Piiloze 4.
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6 DISKUZE

Ze ziskanych vysledkl je zfejmé, ze zneciSténi malych tokd, které slouzi jako
recipienty ,,vy¢isténych® komunalnich odpadnich vod, mize vyznamné ovliviiovat
vodni organismy, které v nich Ziji. V piipadé Zivného potoka byl prokazan vliv tohoto
znecisténi na sledované biochemické ukazatele u pstruha obecného a fada sledovanych
sloucenin byla detekovdna i v jatrech tohoto indikdtorového organismu. Zjisténé
hodnoty biomarkerti v§ak vykazovaly vysokou variabilitu, ktera mohla byt ovlivnéna
napf. migraci ryb, tzn. ze vyskyt nékterych jedincii ve znecisténych lokalitich mohl byt
kratkodoby z hlediska vyvolani negativnich méfitelnych ucinkli na jejich organismus
nebo naopak dlouhodoby s adaptaci na znecisténi vodniho prostifedi. Argumentem pro
tuto skutecnost miize byt porovnani koncentraci vitellogeninu a EROD u jednotlivych
jedinct. Jak vyplyva ztabulky v Piiloze 5, u samcu, ktefi vykazovali zvySenou
koncentraci vitellogeninu v krevni plazmé, byla zaroven zvysena i aktivita jaternich
detoxikacnich enzymi. Vyjimkou byl samec ¢. R 5 zlokality R, ktery vykazoval
vysokou koncentraci vitellogeninu, ale aktivita jaternich detoxikacnich enzymu byla
nizka. Lze se domnivat, Ze jde o samce, ktery je jiz adaptovan na zneciSténi vodniho
prostiedi a proces feminizace je u néj pokrocilejsi v dusledku dlouhodobé expozice
estrogennim latkdm. Zaroven samice, u kterych byla zjiSténa vyrazné snizena
koncentrace vitellogeninu v krevni plazmé, vykazovaly zvySenou aktivitu jaternich
detoxikac¢nich enzymti. Vyjimkou byla samice ¢. C 12 z lokality C, u které byla zjisténa
nizka koncentrace vitellogeninu a minimalni aktivita jaternich detoxikacnich enzymu.
Pti somatickém vySetfeni byly u této samice zjiStény patologické zmény na ledvinéch.
Z vysledkl je ziejmé, Ze zneciSténim jsou negativné ovliviiovani jak samci z divodu
pritomnosti latek s estrogennim ucinkem, tak i samice z divodu piitomnosti latek, které
maji ucinek opacny. Je nutno i zminit, Ze do spektra sledovanych cizorodych sloucenin
nebyla z divodu obtiznosti jejich stanoveni zahrnuta steroidni 1é¢iva (,,hormony®), coz
jsou latky s nejvyssi biologickou ucinnosti tykajici se vlivu na endokrinni systém

exponovanych organismi. Lze pfedpokladat ptitomnost téchto latek i v tomto toku.

Na zéklad¢ vysledkt obsahu vitellogeninu v krevni plazmé analyzovanych ryb je
mozno konstatovat, ze v diisledku zneéisténi lokalit pod COV Prachatice cizorodymi
latkami s endokrinnim U¢inkem mulze dochdzet k naruSeni piirozené reprodukce
U organismu zijicich v tomto toku. Této skutecnosti nasvédcuje i neptitomnost plidku
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pstruha obecného v lokalitich pod COV Prachatice a naopak jeho vysoké zastoupeni
v populaci v kontrolni lokalité, coz bylo zjisténo v pribéhu odlovii ryb pomoci

elektrického agregatu.

Koncentrace vitellogeninu v krevni plazmé ryb byla sledovana i na jinych
lokalitach. Kolafova a kol. (2005) a Havelkova a kol. (2008) provade¢li stanoveni
koncentrace vitellogeninu u samct v fece Tiché Orlici a na jejim pfitoku Kralickém
potoku. Kralicky potok je zatizen odpadnimi vodami z mésta Kraliky a tyto vycisténé
odpadni vody maji pfiblizné stejné nafedéni jako odpadni vody v Zivném potoce.
V obou vyzkumech byl zjistén vyrazny nartst koncentrace vitellogeninu u samct
v Kralickém potoce v porovnani se samci z feky Ticha Orlice. Rovnéz Randak a kol.
(2008) sledoval koncentraci vitellogeninu u samcii v malych tocich v povodi Labe, kde
porovnaval lokality nad a pod COV. Ve vsech lokalitich nad zdroji zne&isténi byly
naméfeny nulové hodnoty. Naopak zvySené koncentrace vitellogeninu U samcti byly
zjistény pod zdroji znedi§téni, nejvice pak pod mésty Volary a Vimperk. Zlabek a kol.
(2004a) provadel monitoring zatizeni feky Blanice latkami s xenoestrogennim ucinkem.
Nejvyssi koncentrace vitellogeninu v krevni plazmé samci byla zjiSténa Vv lokalité
Zivny potok, kde primérnd hodnota &inila 4923 ng.ml™. To je vice, neZ nejvyssi
namétfend koncentrace vitellogeninu v této praci. Pfi porovnani s témito vyzkumy lze
konstatovat, ze vysledky této prace odpovidaji vysledkiim piedchozich studii na

podobnych lokalitach.

Aktivitu jaternich detoxikanich enzymi u ryb metodou EROD sledovala
Havelkova a kol. (2008) na lokalitach Tiché Orlice a Kralického potoka. Nejvyssi
hodnoty aktivity EROD byly naméfeny v Kralickém potoce, kde primérnd hodnota
&inila 114 pmol.mg ™ protein.min™. Randak a kol. (2008) sledoval také aktivitu EROD
v malych tocich v povodi Labe. ZvySené hodnoty aktivity EROD byly zjiStény pod
zdroji zne€isténi, nejvice pak pod mésty Volary a Vimperk. Li a kol. (2011a) provadél
vyzkum na malych tocich (Prachatice, Brloh, Pacov), kde sledoval také aktivitu
jaternich detoxika¢nich enzymii v lokalitach nad a pod COV. Nejvétsi rozdil byl zjistén
na Zivném potoce, kde aktivita v lokalité pod zdrojem zneéisténi byla o 39,77 % vétsi
nez nad zne€isténim. Zaroven v této praci bylo poukazano na souvislost mezi nafedénim
vypousténych ,,vy¢isténych® vod z COV a intenzitou vlivu zneéisténi na organismy. Pii

porovnani s témito vyzkumy lze konstatovat, ze vysledky aktivity EROD v této praci
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vykazovaly vétsi rozdil nad a pod zdrojem znecisténi (93,8 %), nez ptredchozi studie na
stejné lokalité. Nejvétsi naméfend aktivita EROD v této praci byla mensi nez nejvétsi
naméfend aktivita EROD na podobné lokalit¢ (Kralicky potok). Zaroven Ize
konstatovat, ze vysledky této prace odpovidaji vysledkiim ptedchozich studii na
podobnych lokalitach. Na zaklad¢ zjisténych hodnot parametru EROD lze konstatovat,

cey

ze ryby zijici v lokalitach pod Prachaticemi jsou vystaveny chemickému stresu.

Koncentraci cizorodych latek v jatrech ryb sledoval Li a kol. (2011a) na malych
tocich (Prachatice, Brloh, Pacov). V lokalitach pod zdroji zne¢isténi byl zjistén narist
sledovanych cizorodych latek v jatrech ryb. Ramirez a kol. (2009) provadél vyzkum na
fekach v USA, kde porovnaval koncentraci cizorodych latek (PPCP) v jatrech ryb
Z lokalit nad a pod zdrojem znecisténi. Ve vSech lokalitach pod zdroji znecisténi zjistil
narist sledovanych cizorodych latek. Pfi porovnani s témito vyzkumy lze konstatovat,
ze vysledky této prace odpovidaji predchozim vysledkim na stejné lokalité, ale

i vysledktim zjisténych v USA.

Koncentraci vybranych cizorodych latek ve vod€ na podobnych lokalitach sledovala
Jarosova a kol. (2012). Ve vétsin¢ sledovanych lokalit byl zjistén nardst sledovanych
cizorodych latek (v&etné farmak) pod zdroji zne&isténi. Na lokalité Zivny potok byl
zjistén nejvetsi nartst sledovanych farmak u skupin antibiotik, psycholeptik
cizorodych latek v malych tocich v povodi Labe. Zvysené koncentrace cizorodych latek
véetn¢ farmak ve vode¢ byly zjistény pod zdroji znecCiSténi, nejvyssi pak pod méstem
Volary (291 pg.1™) a Vimperk (108,4 pg.l?). Schultz a kol. (2010) rovnéz sledoval
koncentraci vybranych farmak ve vod¢ vybranych ek v USA. Z vysledkt vyplyva, Ze
lokality pod zdroji znecisténi vykazovaly vyznamné zvySené koncentrace farmak ve
vod¢. Grabic a kol. (2013) sledoval vyskyt kontaminanti véetné farmak na vybranych
tocich v Krusnych horach. Z vysledkii vyplyva, Ze nejvétsi koncentrace farmak ve vode
byly naméfeny pod zdroji znecisténi v lokalitach, které maji hodn€ obyvatel (Vejprty)
nebo kde dochazi k malému nafedéni vypousténych odpadnich vod (Cerna pod Bozim
Darem). Ze skupiny farmak byly ve sledovanych lokalitach zjiStény nejvétsi
koncentrace u 1€kt na vysoky krevni tlak, antibiotik a antihistaminik. Pfi porovnani
S témito vyzkumy lze konstatovat, ze vysledky této prace odpovidaji pfedchozim

vyzkumiim na podobnych lokalitach, ale i ve svété.
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7 ZAVER

Z vysledki provedenych analyz vyplyva, Ze v Zivném potoce pod Prachaticemi
pritomné koncentrace cizorodych latek negativné ovliviiuji pfitomné organismy.
V ramci na$i studie byl prokazan vliv na pohlavni soustavu a na jaterni funkce pstruha
obecného. Dale byla prokézana kumulace nékterych farmak v jatrech tohoto druhu. Na
zékladé vysledki této studie lze usuzovat, Ze zneéi§téni Zivného potoka je vyznamnym
faktorem ovliviiujicim ptirozenou reprodukei ryb Zijicich ve znecisténém Useku tohoto
toku. Zaroveni z provedenych analyz vyplyva, Ze Zivny potok pod Prachaticemi je
zatiZzen Sirokym spektrem farmak. Vyznamnymi skupinami téchto sloucenin, které jsou
pritomny ve vodnim prostfedi sledované¢ho recipientu ,,vycisténych* odpadnich vod,
jsou psycholeptika, analgetika a antidepresiva, tzn. latky, které ovliviiuji chovani
lécenych osob. Lze predpokladat, ze tyto latky mohou ovliviiovat i chovani organismt

necilen¢ exponovanych v zivotnim prostiedi.

Z vysledk této 1 predchozich studii zaméfenych na recipienty ,,vyciSténych®
komunalnich odpadnich vod vyplyvd, Ze kontaminace vodnich ekosystému
slou¢eninami PPCP ptedstavuje vysoce aktudlni problém a to zejména v malych tocich,
ve kterych dochazi k nizkému natfedéni vod vypousténych z COV. Do budoucna bude
nutné nejen objektivné vyhodnotit ekologicka rizika plynouci z tohoto druhu znecisténi,
ale zaroven nalézt efektivni a ekonomicky pfijatelné metody eliminace nejvice
nebezpeCnych latek a to jak v Cistirenskych  technologiich,  tak
I Vv samotnych recipientech odpadnich vod prostiednictvim podpory samocisticich

procest.
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Ptiloha 1: Odbérové tabulky ryb z jednotlivych lokalit

Lokalita C (nad Prachaticemi)
Délka (cm) Hmotnost (g)
Cislo ryby kod celkova |délka téla celkova pohlavi
1 P C 1 25,5 22,0 155 M
2 P C 2 19,5 16,5 70 M
3 /P C 3 23,5 21,0 110 M
4 P C 4| 215 19,5 100 M
5 /P C 5 19,7 18,5 70 M
6 ZP C 6 24,2 21,3 125 M
7 P C 7 21,3 19,5 70 F
8 ZP_C_8] 200 18,2 75 F
9 ZP_C 9| 222 20,5 105 F
10 ZP_C_10] 19,0 17,5 60 F
11 ZP C 11| 21,2 20,0 95 F
12 ZP C 12| 265 24,5 155 F, nezdravé ledviny
Lokalita E (pod vytokem €OV)
Délka (cm) Hmotnost (g)
Cislo ryby kod celkova |délka téla celkova pohlavi
13 ZP_E_1 27,5 25,0 220 M
14 P _E_2 24,3 22,3 155 M
15 ZP_E_3 31,0 28,3 300 M
16 P _E 4 25,8 23,5 180 M
17 ZP_E 5 25,4 23,0 175 M
18 P E 6 25,3 23,5 205 M
19 P E 7 27,0 24,6 225 F
20 ZP E 8 21,2 19,5 100 F, nezdravé ledviny
21 ZP E 9 21,7 20,1 130 F
22 ZP E 10| 223 20,2 130 F, ledviny velké, moZna parazit
23 /P E 11| 226 20,7 120 F, ledviny velké, moZna parazit
24 /P E 12| 194 17,8 90 F, ledviny velké, moZna parazit
Lokalita R (pfed soutokem s Blanici)
Délka (cm) Hmotnost (g)
Cislo ryby kod celkova |délka téla celkova pohlavi
25 P R 1 21,0 19,0 110 M
26 P R 2 22,5 20,9 125 M, nezdravé ledviny
27 ZP R 3 22,5 20,0 100 F, nezdravé ledviny
28 ZP R 4| 230 21,5 125 F, nezdravé ledviny
29 ZP_R 5| 270 24,0 175 M
30 ZP_ R 6| 215 18,8 95 M, zduielé ledviny
31 ZP_ R 7| 210 18,5 85 F, zduzelé ledviny
32 ZP_R 8] 260 23,5 155 M
33 ZP R 9 23,5 21,0 125 M, zdufelé ledviny
34 ZP_R_10|] 29,0 25,5 230 F
35 ZP R 11| 255 22,5 185 F, velké ledviny
36 ZP R 12| 282 25,5 225 F
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Ptiloha 2: Seznam jednotlivych sledovanych farmak ve vodé a v tkanich ryb

Farmaka sledovand ve vodé

Farmaka sledovana v tkanich ryb (jatra)

Alfuzosin Glimepiride Alfuzosin Isradipine
Amitriptyline Haloperidol Amiodiarone Levomepromazine
Atenolol Hydroxyzine Amitriptyline Loperamide
Atorvastatin Irbesartan Atenolol Maprotiline
Atracurium Isradipine Atorvastatin Memantine
Azithromycin Levofloxacin Atracurium Metoprolol
Bezafibrate Levomepromazine Azelastine Mianserin
Biperiden Lomefloxacin Azithromycin Miconazole
Bisoprolol Loperamide Bezafibrate Mirtazapin
Bupropion Maprotiline Biperiden Mirtazapine
Carbamazepine Meclozine Bisoprolol Naloxone
Cilazapril Memantine Bromocriptin Nefazodone
Ciprofloxacin Metoprolol Bupropion Oxazepam
Citalopram Mianserin Carbamazepine Oxolinic_acid
Clarithromycin Mirtazapine Cilazapril Paroxetine
Clemastine Norfloxacin Citalopram Perphenazine
Clindamycine Orphenadrine Clarithromycin Pizotifen
Clonazepam Oxazepam Clemastine Promethazine
Clotrimazole Paroxetine Clindamycine Repaglinide
Cyproheptadine Ropinirole Clomipramine Risperidone
Desloratadine Roxithromycin Clonazepam Ropinirole
Diclofenac Sertaline Clotrimazole Roxithromycin
Difloxacin Sotalol Codeine Sertraline
Dihydroergotamine Sulfamerazine Cyproheptadine Sotalol
Diltiazem Sulfamethazine Desloratadine Sulfadiazine

Diphenhydramine

Sulfamethizole

Diclofenac

Sulfadimethoxine

Disopyramide

Sulfamethoxazole

Dicycloverine

Sulfamerazine

Enoxacin

Sulfamethoxypyridazine

Dihydroergotamine

Sulfamethazine

Enrofloxacin

Sulfamoxol

Diltiazem

Sulfamethizole

Erythromycin

Sulfaphenazole

Diphenhydramine

Sulfamethoxazole

Fexofenadine Sulfasalazine Dipyridamole Sulfamethoxypyridazine
Flecainide Tramadol Econazole Sulfamoxol

Fluconazole Trimethoprim Eprosartan Sulfaphenazole
Flumequine Valsartan Erythromycin Sulfapyridine
Flupentixol Venlafaxine Fenofibrate Sulfaquinoxaline
Fulvestrant Verapamil Fexofenadine Sulfasalazine

Glibenclamide Zuclopenthixol Finasteride Sulfathiazole
Flecainide Tamoxifen
Flumequine Telmisartan
Flupentixol Terbinafine
Fluphenazine Terbutaline
Fulvestrant Tramadol

Glibenclamide

Trihexyphenidyl

Glimepiride Trimethoprim
Haloperidol Valsartan
Hydroxyzine Venlafaxine
Chlorpromazine Verapamil

Chlorprothixene

Zuclopenthixol

Irbesartan
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Ptiloha 3: Jednotlivé skupiny farmak detekované v jatrech sledovanych ryb

M reguldtory cholesterolu
lécba cukrovky

HNSAID

M analgetika

W antibiotika
psycholeptika

® antimykotika

konc. farmak (ng.g%)

m antihistaminika
M antidepresiva

M léky na vysoky tlak

lokalita C
lokalita E lokalita R

Ptiloha 4: Jednotlivé skupiny farmak detekované ve vodé sledovanych lokalit
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Ptiloha 5: Koncentrace vitellogeninu a aktivity EROD u jednotlivych analyzovanych jedinct

VTG EROD
lokalita ryba ng.ml'1 (pmol.mg'l.min'l)
c1 0 0,8
R c2 0 2,7
% Cc3 0 3,0
S o 0 22,9
Cs5 0 23,7
C6 0 11,3
E1 0 19,7
o E2 0 55,7
;_h" E 3 323 79,8
o E 4 832 148,1
- ES5 495 121,3
E®6 0 66,9
R 1 15 48,6
R 2 0 31,3
3 R 5 3208 55,0
g R 6 0 40,2
R 8 218 78,4
R 9 0 56,0
FEMALE c7 10125000 0,0
FEMALE . cs8 16100625 0,0
FEMALE 9 Cc9 10430625 0,0
FEMALE E C 10 10166250 0,0
FEMALE c 11 8152500 0,0
FEMALE C 12 526813 0,0
FEMALE E7 12630000 0,8
FEMALE o ES8 472813 46,6
FEMALE ;_..h EO9 19432500 2,9
FEMALE ] E 10 10346250 1,6
FEMALE - E 11 13125 320,7
FEMALE E 12 220250 184,9
FEMALE R 3 9646875 2,1
FEMALE R 4 13310625 72,3
FEMALE 3 R 7 371938 3771
FEMALE g R_10 14490000 0,0
FEMALE R 11 16410000 4,4
FEMALE R 12 15455625 1,1

65



Abstrakt:

VLIV KOMUNALNIHO ZNECISTENI NA RYBY ZIJICI
V MALEM TOKU

cey

Hlavnim cilem této prace bylo posouzeni ovlivnéni ryb Zijicich v Zivném potoce
cizorodymi latkami vstupujicimi do toku pfes COV Prachatice. Jako indikatorovy
organismus byl zvolen pstruh obecny (Salmo trutta m. fario). Odlov ryb byl proveden
v roce 2012 pomoci elektrického agregatu ze tii lokalit. Celkem bylo odloveno 36 ryb.
Nasledn¢ byla u odlovenych ryb provedena analyza vzorkd krve a tkani pomoci
vybranych biomarkeri (vitellogenin a EROD). Déle byla provedena analyza tkani ryb
a analyza vzorkli vody na pfitomnost vybranych cizorodych latek. Koncentrace
vitellogeninu v krevni plazmé samci ryb byla v kontrolni lokalit¢ nulova, ve
znedisténych lokalitach se pramérnd koncentrace pohybovala od 275 do 573 ng.ml™.
(7 185823 ng.ml™). V ostatnich lokalitich byla pramérnd koncentrace v rozmezi
9250 302 — 11 614 177 ng.ml™. Aktivita jaternich detoxika¢nich enzymt (EROD) byla
nejvy$si ve zne&isténych lokalitach, v rozmezi 63,9 — 87,4 pmol.mg protein.min™.
V kontrolni lokalité byla aktivita minimalni (5,4 pmol.mg*protein.min™). Vysledkem
stanoveni vybranych cizorodych latek v tkanich ryb (jatra) a ve vod¢ je suma vSech
detekovanych farmak. V tkanich ryb byla suma vSech detekovanych farmak v rozmezi
20,8 — 138,8 ng.gl. Ve vodé byla suma vsech detekovanych farmak v rozmezi
0,07 — 3,00 pg.l*. Nejvyssi hodnoty byly opét namdfeny ve zneéisténych lokalitach.
Z vysledkt provedenych analyz vyplyva, e v Zivném potoce pod Prachaticemi

pritomné koncentrace cizorodych latek negativné ovliviiuji pfitomné organismy.

Klicova slova: Salmo trutta m. fario, Zivny potok, COV, vitellogenin, EROD,

farmaka
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Abstract:

IMPACT OF MUNICIPAL POLLUTION ON FISH LIVING IN A
SMALL STREAM

Main objective of this thesis is evaluation of the impact of extraneous substances
that enter Zivny stream through the WWTP Prachatice onto the stream’s fish
population. Brown trout (Salmo trutta m. fario) was selected as a sampling organism.
Sampling was conducted in 2012 using an electrical aggregate at three locations. The
sample counted a total of 36 fish. Subsequently there was conducted blood sample and
tissue analysis using selected biomarkers (vitellogenin and EROD). Furthermore, an
analysis of fish tissue and water samples was made to identify presence of selected
extraneous substances.Concentration of vitellogenin in blood plasma of male fish in the
controled location was zero, in polluted location the average concentration varied
between 275 and 573 ng.ml™. Concentration of vitellogenin in blood plasma of female
fish was the lowest at a location directly downstream the WWTP (7 185 823 ng.ml™).
At other locations, the average concentration ranged between 9 250 302 — 11 614 177
ng.ml™. The activity of liver detoxifying enzymes (EROD) was the highest at polluted
locations, between 63,9 — 87,4 pmol.mgprotein.min™. In the controled location was the
lowest activity EROD (5,4 pmol.mg*protein.min™). The result of identification of
selected extraneous substances in fish tissues (liver) and in the water is a sum of all
detected pharmaceuticals. In fish tissues was the sum of all detected pharmaceuticals in
the range from 20,8 to 138,8 ng.g™, while in water it varied between 0,07 — 3,00 pg.I™.
The highest values were again measured in polluted areas. The results of the analyses
conducted imply, that the present concentrations of extraneous substances in Zivny

stream downstream from Prachatice have a negative impact onto live organisms.

Keywords: Salmo trutta m. fario, Zivny stream, WWTP, vitellogenin, EROD,

pharmaceuticals
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