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1. Uvod

Tato bakalarskd prace posuzuje vliv Sesti farmaceuticky aktivnich sloucenin
(PhAC) na chovani rakii mramorovanych. Cil prace je posoudit mozny vliv téchto latek
na necilové organismy.

PhAC predstavuji velkou hrozbu pro vodni ekosystémy na celém svété. Riizna
1é¢iva mohou vstupovat do volnych vod s necisténou odpadni vodou nebo ptes Cisticky
odpadnich vod, které¢ je dokazou vycistit pouze Caste¢né nebo vibec, a tak zlstavaji
biochemicky aktivni ve vodnich ekosystémech (Brodin a kol., 2013). Znecisténi
zivotniho prostfedi smési PhAC podmiiluje neustale zvySujici se pouzivani 1éciv a
vyrobkd pro osobni péci. Podle statistik Narodniho centra pro zdravi v USA vzrostla
spotieba antidepresiv v letech 1988 az 2008 o 400 % (Arnnok a kol., 2017). ZvySeni
spotteby farmak vyuzivanych v humanitni a veterindrni 1écbé je diisledkem nejen
zvySujici se hustota populace, ale také znatelné starnuti populace. Navic fada 1€k, jako
jsou antidepresiva, 1éky na kardiovaskularni systém nebo krevni tlak, prasky na spani a
bolest, jsou casto snadno dostupné a levné, ¢imz dochazi ke zneuzivani nebo
nadmérnému uzivani (Fent a kol., 2006).

PhAC jsou navrzeny tak, ze jsou ucinné v nizkych koncentracich a jejich zbytky,
které se dostavaji do vodniho prostfedi pies odpadni vody, mohou ovlivnit necilové
organismy. Dobfe znamé jsou toxické uc€inky PhAC na savce, ale informace o jejich
ekotoxicité a ekologickych ucincich jsou znamé méné¢ (Boxal a kol., 2012; Huerta a
kol., 2012; Hugles a kol., 2012). VétSina minulych studii byla zamétena na hypertenzni
lé¢iva, antibiotika a nejbézngjsi 1éciva PhAC nachazejici se v Zivotnim prostiedi
(Padhye a kol., 2014; Petrie a kol., 2016). Farmaceuticky aktivnim latkdm, které¢ nemaji
zjevné toxické ucinky, jako jsou antidepresiva, psycholeptika a opioidy, se nevénovala

tak velka pozornost (Brodin a kol., 2013).



2. Literarni reSersSe

2.1 Znecisténi povrchovych vod

Co se tyce celkového chemického znecisténi povrchovych vod v rozmezi let 2013—
2015, tak dobrych vysledki nedosahuje 81,8 % utvart stojatych vod a 90,6 % utvart
vod tekoucich. Mezi nejvice problematické chemické polutanty patii prioritné latky ze
skupiny polycyklickych aromatickych uhlovodiki (Tus$il a Micanik, 2018) a cast
specifickych polutantii oznacovanych jako PPCP (Pharmaceuticals and Personal Care
Products). Tyto latky se dostavaji do odpadnich vod az poté, co je pouzije populace.
Obecné to jsou kosmetické piipravky, 1é¢iva, hygienické a Cistici pripravky. Do skupiny
téchto polutantt patii latky, které maji velice odliSnou chemickou strukturu, stejné jako
fyzikalni vlastnosti. Pro 1é¢iva nelze v souCasné dobé pouzit legislativni podklady na
ochranu Zivotniho prosttedi, jelikoz se obecné nemohou prohlasit za nebezpecné latky, a
tudiz se jejich spotfeba a uzivani musi respektovat, a naopak se zabyvat problematikou
jejich eliminace v &istirnach odpadnich vod (COV) (Daughton a Ternes. 1999, Vaia a
kol., 2010).

2.1.1. Sireni lé¢iv do Zivotniho prostiedi

Kontaminace vodniho prostiedi je primarné zatéZzovana odpadnimi vodami
z domacnosti a nemocnic. PhAC nebo jejich metabolity po aplikaci konzument vylouci
z organismu spoleén¢ s mo¢i a vykaly. Poté jsou tyto latky nejcastéji odvadény do
Cistiren odpadnich vod. V dalSich pfipadech mohou byt na viné¢ znecisténi rovnéz
prasaky ze Spatn¢ zabezpeCenych komunalnich sklddek ¢&i exkrementy, které
vyprodukuji 1é¢end hospodaiska zvirata (Dobsikova a kol., 2015). V distickach
odpadnich vod dochézi k sorpci 1é¢iva na aktivovany kal (AK), jejich stabilizaci a
skladovani nebo jsou kaly s obsahem 1¢é¢iv vyuzity ke hnojeni. Léciva se poté snadno
pres pidu dostavaji do spodnich i povrchovych vod. V zemich tfetiho svéta se 1éCiva
sekundarné dostavaji do Zivotniho prostfedi pii tGniku z primyslové vyroby. Dalsi
moznosti kontaminace vodniho prostiedi 1é¢ivy je jejich nespravna likvidace, ptipadné

vyhozeni do komunalniho odpadu (Kotyza, 2009; Paiga a Delerue-Matos, 2016).
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Obr. & 1: Zivotni cyklus farmak v Zivotnim prostiedi (pfevzato a upraveno, Kotyza, 2009;

Paiga a Delerue-Matos, 2016)

2.1.2. Cisténi odpadnich vod

Zakladnim nastrojem pro zlepSovani kvality povrchovych vod je ¢isténi odpadnich
vod, které vede ke snizeni mnozstvi vypousténé necisténé vody. Nejvyznamnéjsi
faktory, podle kterych se hodnoti kvalita odpadni vody, jsou CHSK, BSKs, Pceik., Neelk.a
pH. Dalsi sledovanym faktorem odpadni vody je jeji teplota, ktera ve velké miie
ovliviluje rychlost chemickych reakci. Ro¢ni primérnd teplota odpadnich vod se
v Ceské republice nejéastéji pohybuje kolem 15 °C, v §ir§im rozmezi od 10 °C do 25
°C.

Velmi problematické a zaroven dosti ndkladné pro provoz ¢istiren odpadnich vod
(COV) je odstraiiovani ropnych latek a tuki. Tyto latky je potieba odstraiiovat jiz u
zdroje znecisténi. Bez predcisténi se odpadni vody s ropnymi latkami nikdy nesmi misit
s ostatnimi vodami. Postupy pro ¢isténi odpadnich vod, které obsahuji ropné latky, fesi
norma CSN 75 6551 (Groda a kol., 2007).
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2.1.2.1. Mechanické ¢iSténi

Nejcastéji pouzivané procesy pifi mechanickém ciSténi odpadnich vod patii
zahu$tovani suspenzi a usazovani. Mezi zdkladni zafizeni patii hrubé lapaky Stérku,
Cesle, lapaky pisku, a usazovaci a zahust'ovaci nadrze.

Primdrnim stupném CiSténi je hrubé predcisténi, které miZeme oznacit za
ochrannou ¢ast COV. Toto ¢&isténi se provozuje za uéelem odstranéni velkych
nerozpusténych latek, za které povazujeme ridzné plovouci nebo vodou nesené
pfedméty, jez by mohly narusit chod provozu COV, popiipadé zpiisobit vazné poruchy
na strojich pro ¢isténi vody. Pro tyto ucely se pouzivaji lapaky Stérku a Cesle (Bindzar,
2009).

Lapak Stérku je umistén tésné pied Cistirnou nebo na zacatku Cistirny na piivadéci
odpadni vody. Lapak je jimka, ktera slouzi k zachyceni tézkych a velkych castic,
napiiklad kament, cihel, §térku, atd. Oproti pfivodnimu kanalu je lapdk prohlouben a
roz$iten, ¢imz dochazi ke snizovani rychlosti vody a usazovani predmétt. Lapak Stérku
se vyuziva zejména pii privalovych destich. Soucasti lapaku je i kontejner, do kterého
se uklada prebyte¢ny material.

Druhym stupném hrubého predcisténi jsou cesle, pomoci nichz se odstranuji
plovouci a hrubé neéistoty. Cesle funguji na principu cezeni, kdy konstrukei a velikosti
prilin v Ceslich urcujeme velikost zachytdvanych predméti. Nejcastéji se zachytavaji
vétve, shluky travy, papir, zbytky obalii apod. Casto pouZivanou a velmi jednoduchou
konstrukei Cesli je mfiz, kterd je tvofena Ceslicemi a ramem. Sklon Cesli ve sméru toku
byva vétsinou pod tthlem 30° - 60°. Na zékladé velikosti prilin mezi ¢eslicemi délime
Cesle na hrubé, se vzdalenosti Ceslic od 5 cm, a jemné, u kterych byva velikost prtlin
vétSinou 1-2 cm (Dohéanyos a kol., 2007; Slavickova, Slavicek, 2013). Lapaky pisku
jsou poslednim stupném hrubého pred¢isténi, zachycuji se zde mineralni ¢astice, pisek a
dalsi téz8i anorganické latky, jako jsou ulomky skla, Skvara apod. Tento lapak slouzi
k odstranéni nerozpusténych anorganickych castic, které je tfeba oddélit od cCastic
organickych, ty se odstranuji v sedimenta¢nich nadrzich (Henze a kol., 2002). Dale
v lapacich pisku dochazi ke zpomalovani proudéni vody, a tudiz miZeme lapak
vyuzivat i k odstranéni plovoucich latek (riizné tuky). Odstranéni tukii probiha pomoci
hladinovych list, kdy liSty stiraji plovouci latky zhladiny do Zlabu, a poté jsou

v

odvadény do kalového hospodaistvi. Vyhodnéjsi je ovSem odstraniovat tuky piimo u
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zdroje znecisténi, kde se nachazi ve vétsi koncentraci (Binzdar, 2009; Chudoba a kol.,
1991).

Posledni faze mechanického Ccisténi odpadni vod probiha v usazovacich a
zahu$tovacich nddrzich, kdy se pomoci gravitatniho zrychleni usazuji tuhé castice.
V zavislosti na hustoté suspenzi a vzajemném ovlivnéni riznych ¢astic mezi sebou pfi
usazovani, rozliSujeme prosté usazovani a zahustovani suspenzi (Dohanyos a kol.,

2007).

2.1.2.2. Biologické ¢isténi

Biologické ¢isténi nebo také Cisténi sekundarni tvoii druhou ¢ast Cisticiho procesu
v COV. Sekundérni ¢isténi probiha v anaerobnich podminkach v biologickém reaktoru,
kde se uplatiiuji biochemické oxida¢né-redukéni reakce. Mikroorganismy v odpadni
vodé rozkladaji pomoci oxidace kyslikem organické latky, tato ¢innost je podmifujici
pro jiz zminované oxidagnd-redukéni reakce. UGelem téchto reakci je odbouravat a
koagulovat neusaditelné koloidni latky, dale pak stabilizovat latky organické (Hlavinek
a Hlavacek, 1996). Vyznamnou ¢asti procesu biologického cisténi je aktivace, tedy
vytvofeni aktivovaného kalu, coz je smésna kultura mikroorganismt, kdy
mikroorganismy rozdélujeme do dvou hlavnich skupin, kterymi jsou destruenti a
konzumenti. Destruenti biochemicky rozkladaji znecistujici latky v odpadni vod¢. Tvofi
podstatnou vétsinu mikroorganismi v aktivovaném kalu a patii mezi n¢ hlavné bakterie,
dale pak bezbarvé sinice nebo mikroskopické houby. Konzumenti jsou zde
jednobunééné 1 mnohobunéné organismy. SloZeni aktivovan¢ho kalu, jak
v kvantitativnim, tak v kvalitativnim ohledu, z&visi hlavné na substratu, kde byl kal
péstovan, dale na hodnotidch technologickych parametri béhem kultivace. Mezi
kalu. Zakladni druhy aktivovaného kalu jsou flokujici aktivovany kal, neflokujici
aktivovany kal a zbytnély aktivovany kal (Binzdar, 2009). Proces aktivace se sklada
z aktivani nadrze, tedy vlastni biologické jednotky a z dosazovaci nadrze, tedy
jednotky separacni. Pritékajici odpadni voda se v aktivatni nadrzi misi
s recirkulovanym kalem, poté je tato smés provzdusiiovana mechanickymi aeratory
nebo tlakovym vzduchem, déle prochazi do dosazovaci nadrze, kde je aktivovany kal
separovany od vycisténé vody. Voda poté odtéka k dalSimu stupni Cisténi, poptipadé do

recipientu. Zahu$tény kal je veden zpatky na zacatek do aktivacni nadrze. Nova
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biomasa, ktera se tvoii béhem aktiva¢niho procesu, se musi odstraiiovat jako prebytecny
kal (Hlavinek a kol., 2000; Chudoba a kol., 1991).

Tercialni stupefi &i§téni odpadni vody v COV je odstratiovani dusiku a fosforu,
protoze v povrchovych vodach zptsobuji eutrofizaci, navic amoniak a dusitany ptisobi
toxicky na vodni organismy, atd. Dusik se odstranuje nitrifikaci a denitrifikaci, tedy
biologicky nebo fyzikalné chemickym zplisobem, coZ je naptiklad chlorace, stripovani
vzduchem, membranové procesy, atd. Fosfor se odstranuje téz biologicky (defosfataci)
a fyzikalné chemickou metodou (chemické srdzeni solemi kovli nebo vapnem, atd.)

(Slavickova, Slavicek, 2013; Groda a kol., 2007).

2.1.2.3. Kalové hospodarstvi

Produktem COV je ¢istirensky kal, tedy smés vody a pevnych latek z priméarniho,
sekundarniho i tercialniho stupné &isténi. Cistirensky kal bez dal§ich uprav zapacha,
obsahuje patogenni zarodky (viry, bakterie, atd.), toxické latky a dal$i polutanty, tudiz
je nutnosti kazdé Cisticky fesit problematiku kalového hospodaistvi. Mezi hlavni cile
této problematiky patii redukce objemu kalu a obsahu vody, likvidace patogennich
zarodkl a zapachu z kalu. DalSimi pozadavky je vyhovét pozadavkim na kvalitu
zivotniho prostiedi, minimalizovat néklady na skladovani a transport kalu (Templeton a
Butler, 2011). Proces odstraiiovani kalu zacind jeho zahusténim, kdy je ucelem
odstranéni casti volné vody a snizit tim mnozstvi kalové suspenze. Dale je kal
stabilizovan, zde se biologicky lehce rozlozitelné organické latky preménuji na latky
mineralni nebo téZce biologicky rozlozitelné latky. Za stabilizaci nasleduje odvodnéni
kalu a postup kon¢i konecnym zpracovanim kalu, tedy bud’ likvidaci, nebo dalSim
vyuzitim, coz se odviji hlavné na vlastnostech kalu. Pfi absenci zdvadnych latek, jako
jsou teézké kovy nebo patogenni mikroorganismy je mozné kal vyuzit jako zeméd¢lské
hnojivo, pro kompostovani nebo jako smés do stavebnich materialti. Likvidace probiha
vétSinou spalovanim, coz je povazovano za nejucinnéjsi zplisob, ale moznost je také kal

skladkovat (Hlavinek a kol., 2000; Kutil a Dohanyos, 2017).
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2.2 Farmaceuticky aktivni slouceniny

Farmaceuticky aktivni slouceniny jsou v poslednich letech povazovany za
vyznamny zdroj znec€isténi povrchovych vod (Wilga a kol., 2008). I kdyZ jejich malé
mnozstvi nemd vyrazny vliv na Umrtnost, u vodnich organismli se mize projevit
chronicka toxicita nékterych latek (Jjemba, 2006). Vyznamnym zdrojem
farmaceutického znecisténi povrchovych vod jsou PhAC latky vyuzivané v zemédélstvi
jako veterinarni 1é¢iva pfi chovu hospodaiskych zvifat nebo v akvakulture (Heberer,
2002). Pro zmirnéni vlivh PhAC latek ve vodnim prostiedi je zapotiebi dobra znalost
farmakokinetickych vlastnosti, stejné¢ jako stanoveni piesnych davek pro léciva
pouzivané v akvakultute (Ueno a kol., 2004; Fang a kol., 2008). Nejvyznamngjsi
vstupni cestu 1é¢iv do vodniho prostiedi jsou Cisticky odpadnich vod, do kterych se tyto
latky dostavaji moci pres téla pacientl, ktefi 1éciva konzumuji (Bound a Voulvoulis,
2004).

Psychofarmaka, jinak nazyvané jako latky psychotropni, jsou latky, jejichz ucinky
maji vliv na dusevni stav pacienta. Obvykle se vyuzivaji latky pfiznivé plsobici na
psychickou integraci ¢lovéka, a latky, které ovliviiuji Groven afektivity, tedy napiiklad
strach, smutek nebo hnév. Psychotropni latky se nevyuzivaji jen pro 1é¢bu osob, ale také
v fad¢ dalSich 1ékaiskych obort, kde se pfiznivé uplatituje jejich zasah do funkce
somatického a vegetativniho nervstva. Psychofarmaka neléci pfi¢inu dusevnich chorob,
ale pouze zmirniuji nékteré chorobné projevy (Wenke, 1986).

Nize uvedena tabulka porovnava farmaceutické ucinky riznych farmak na chovani
fady druhti ryb. Uvedena koncentrace stanovuje hodnotu, pii které byly pozorovany
ucinky na pozorovaném chovani. Pokud nebyl pozorovan zadny farmaceuticky ucinek
na sledované chovéni, nejvyssi testovana koncentrace latky je uvedena v zavorce.
Hodnoty uvedené s hvézdickou znac¢i nominalni koncentraci. Uvedené koncentrace jsou

v ug-I' nebo v ug-g! t€lesné hmotnosti (Brodin a kol., 2014).
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Tab. & 1: Uginky rtiznych koncentraci farmak na chovani ryb

Lécivo Druh ryby Pozorované Koncentrace
chovani testované
latky
neostigmin Lepomis gibbosus Odvaznost (100 000)
pyridostigmin Lepomis gibbosus Odvaznost (100 000)
citalopram Oncorhynchus mykiss | Agresivita (100 000)
bupropion Pimephales promelas odliSné chovani pfi | (0,057)
reprodukci
fluoxetin Aphanius dispar agresivita, aktivitaa | 0,3
socialni chovani
fluoxetin Betta splendens agresivita a aktivita | 350
fluoxetin Betta splendens Agresivita 0,5-0,008*
fluoxetin Carassius auratus zvyseni pfijmu 54 000
potravy
fluoxetin Morone saxatilis, zvyseni pfijmu 23 000
Morene chrysops potravy
fluoxetin Pimephales promelas zvyseni pfijmu 3,7
potravy
fluoxetin Pimephales promelas odliSné chovani pfi | (0,028)
reprodukci
sertralin Pimephales promelas odliSné chovani pfi | (0,0052)
reprodukci
sertralin Pimephales promelas Odvaznost 3
sertralin Perca fluviatilis rychlost pfijimani 89*
potravy
venlafaxin Pimephales promelas chovani pfi (1,1)
reprodukci
venlafaxin Morone saxatilis, zvyseni pfijmu 36
Morene chrysops potravy
carbamazepin Oryzias latipes aktivita, rychlost 6 100
pfijimani potravy
difenhydramin Pimephales promelas zvyseni pfijmu 5,6
potravy
propranolol Pimephales promelas odlisné chovani pfi (4)
reprodukci
propranolol Danio rerio Aktivita 3 000
diclofenac Oryzias latipes zvySeni pfijmu 1000
potravy
bromzepam Danio rerio Aktivita 1500
buspiron Danio rerio Aktivita 3 000
clonazepam Danio rerio Aktivita 300
diazepam Danio rerio Aktivita 160
diazepam Lepomis gibbosus Aktivita 266
diazepam Danio rerio Odvaznost 5000
haloperidol Pimephales promelas Agresivita 50
oxazepam Perca fluviatilis aktivita, socialni 1,8

chovani, zvySeni
pfijmu potravy
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2.2.1 Tramadol

Vznik opioidnich analgetik umoznil v fadé indikaci terapeuticky zvladat rizné
bolesti. AvSak i tyto medikamenty maji nedostatky, patii mezi né¢ moznost vzniku
zavislosti na téchto latkach, vznik tolerance vici jejich u€inkiim, Gtlum dychani nebo
zacpa. Vysledkem snahy o nalezeni analgetika, které¢ plisobi centrdlné¢ a nevyvolava
nezadouci zavislost, je tramadol (Hampl a kol, 2015).

Plsobeni tramadolu neni Uplné jednoduché, nebot’ je jen v malé mife opatien
opiodnimi p-receptory, které zodpovidaji za vznik zavislosti. Udava se, ze tramadol mé
6000x nizs8i vazbu na p-receptory nez morfin. Mezi pozorované biointerakce tramadolu
patfi interakce s nékterymi subtypy serotoninovych receptorti, acetylcholinovych
muskarinovych a nikotinovych receptord, ale také inhibice zpétného vychytavani
noradrenalinu a serotoninu (SSRI). Tramadol plisobi synergicky, je pouzivan jako cis-
racemat, coz je racemickd smés dvou enantiomerd (R,R a §S,S), pficemz k
synergetickému pulsobeni enantiomeri je ptikladan piiznivy terapeuticky profil
tramadolu (Radl, 2016).

Pii testovani vlivu tramadolu na chovani raka mramorované¢ho (Procambarus
virginalis) v koncentraci latky 1 pg-1! Cisté sloueniny, coz je z hlediska Zzivotniho
prostiedi povazovano za relevantni Uroven, byla zjiSténa snizend aktivita u
exponovanych zvifat. Raci vystaveni pusobeni tramadolu ve srovnani s kontrolou
nachodili vyrazné kratsi vzdalenosti, coz bylo spojeno s jejich snizenou rychlosti (Bufi¢

a kol., 2018).

2.2.2 Citalopram

Citalopram je typicky zéstupce selektivnich inhibitori zpétného vychytavani
serotoninu. Polocas rozpadu této latky je zhruba 36 hodin. Metabolizace latky probiha
v jatrech. Citalopram je pouzivan pro 1é¢bu deprese jako prostiedek prvni volby. Coz
plati pro unipolarni deprese, tak i pro rizné depresivni epizody v bipolarnich poruchach.
Kromé toho se citalopram ptedepisuje pro terapii panické poruchy bez agorafobie i
s agorafobii. Mezi nezaddouci G¢inky citolopramu v zavislosti na podavanych davkach
muzou patfit nebezpecné poruchy srdecniho rytmu. V ojedinélych piipadech muze
nastat porucha krvetvorby v kostni dfeni (Dreher, 2017). Pfi sledovani ucinka
citalopramu na raku mramorovaném v koncentraci latky 1 pg-1"! ¢isté slouceniny, coz je

z hlediska zivotniho prostfedi povazovano za relevantni Groven, byla zjiSténa snizena
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aktivita u exponovanych zvifat. Raci vystaveni pusobeni citalopramu ve srovnani
s kontrolou nachodili vyrazné kratSi vzdalenosti, coz bylo spojeno s jejich sniZzenou

rychlosti (Bufic¢ a kol., 2018).

2.2.3 Metamfetamin

Metamfetamin se fadi mezi medikamenty se slabou lipofilitou a za pomoci difize
prestupuje snadno pies plazmatickou membranu bunék. Chemicka struktura se podoba
struktufe efedrinu a amfetaminu, ma také téméf stejné biologické stimulacni vlastnosti
(Anglin a kol.,, 2000). Metamfetamin je nejspiSe nejrozsifenéjSim syntetickym
stimulantem. V mnoha zemich po celém svété je spolu s kokainem, marihuanou a
opioidy povazovan za jednu znejuzivangjSich nezdkonnych drog. Plivodné byl
metamfetamin pokusnou latkou, ktera se pouzivala jako 1€k, pozdéji byl pouzivan jako
latka pro zvySeni vykonu vojakti. Koncem sedmdesatych let se stdva vyroba a uzivani
metamfetaminu nelegélni, ale od zacatku devadesatych let jeho spotieba, diky oblibé
uZivani, prudce nariistd po celém svété. V Ceské republice predstavuje metamfetamin
druhou nejoblibenéji uzivanou drogu hned po konopi (Mrav¢ik a kol., 2007). Miize byt
uzivan riznymi zpusoby, perordlné, inhalaci, andln€, intraven6zné, ptficemz nejveétsi
(100%) biologickou dostupnost metamfetaminu pfedstavuje podani drogy injekéné a
v téchto ptipadech dochézi nejcastéji k problémlim s preddvkovanim nebo vyvolavanim
zavislosti. Pro své slozeni je rezistentni vac¢i pusobeni degradacniho enzymu
monoaminooxidazy v jatrech a polo€as eliminace trva 12 az 34 hodin (Cho a kol.,
2001).

Nezadouci €¢inky metamfetaminu zavisi predev§im na davce a zptisobu podani. Pfi
aplikaci intraven6zné¢ nebo inhalacné dochazi ve velkém mnozstvi k uvolnéni
neurotransmiteru, kdezto po peroralni aplikaci dochédzi k pomalej$imu uvolnéni nizkych

hladin dopaminu (Volkov a kol., 2001).

2.2.4 Venlafaxin

Venlafaxin je dudlnim antidepresivem SNRI (serotonin-norepinephrine reuptake
inhibitor), jedna se o bicyklicky phenylethylamin. Antidepresivni u¢inky venlafaxinu
byly prokazany na humdannich i animalnich modelech, aniz by se prokdzala vétsi afinita
k muskarinovym nebo anticholinergnim receptortim (Einarson a kol., 1999). Venlafaxin
ma vyraznou down-regulaci beta-adrenergnich receptorti, coz znamena fidsi osazeni

membran receptorem. Ucinek na zpétné vychytavani noradrenalinu zavisi prevadzné na
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davce, je vSak niz$i nez vychytavani serotoninu. Pfi vysSich davkach je venlafaxin
dualnim antidepresivem s linedrni kinetikou, které ma minimalni vazbu na plazmaticky
albumin a vykazuje pomérné rychlou absorpci a dostate¢né stabilni plazmatickou
koncentraci dostava behem né¢kolika dni (3-4 dny) (Kent a kol., 2000). Venlafaxin se
pouziva pro lécbu deprese a to i pro depresi, kterd je provazend uzkosti, dale je
indikovan k prevenci recidiv depresivnich epizod, stejné¢ jako pro prevenci relapsu
depresivni epizody (Ka$parova, Novotna, 2005). Uginnost této latky pro 1é¢bu deprese
bez uzkosti nebo sni byla podloZzena velkym mnozstvim placebem kontrolovanych

studii u ambulantnich i hospitalizovanych pacientii (Rudolph a kol., 1998).

2.2.5 Sertralin

Sertralin patii stejné jako citalopram do skupiny latek selektivnich inhibitorti
zpétného piijmu serotoninu (SSRI), které také miizeme oznacit jako antidepresiva 3.
generace. Tato skupina latek postradd anticholinergni a sedativni uCinky, taktéz
nezesiluji ucinek alkoholu a nejsou kardiotoxické (Hynie, 2001). SSRI latky maji dobré
vstifebavaci vlastnosti z gastrointestinalniho systému (GIT), na krevni bilkoviny se
mohou vazat az v 90 procentech. Biotransformace probiha v jatrech, kde jsou pfitomny
izoenzymy cytochromu 450. Mezi riziko setralinu patii vyvolavani serotoninového
syndromu a aktivace 5-HT-receptorid v mozku i GIT (Martinkova, 2007), kdy se mohou
vyskytnout centralni nezadouci Ucinky, jako jsou bolesti hlavy, bficha, nespavost,
nervozita, zmatenost, apod. Sertralin je podavan pii lehkych az stfedné tézkych

depresich (Hynie, 2001).

2.2.6 Oxazepam

Lék oxazepam se od 60. let minulého stoleti pouziva hlavné pro 1é€bu nespavosti a
uzkosti, ale také pfi odvykani zavislosti na alkoholu. Oxazepam fadime mezi léCiva ze
skupiny benzodiazepinl, tedy psychoaktivnich latek, které zesiluji plisobeni
neurotransmiteru  GABA a vyvolavaji antikonvulzivni, myorelaxa¢ni, sedativni,
anxiolyticky, amnesticky a hypnoticky ucinek (Page a kol., 2002), a proto se
benzodiazepiny vyuzivaji pii 1é€b€é nespavosti, uzkosti, kie¢i, agitace nebo
abstinencnich ptiznakt (Olkkola a Ahonen, 2008). Benzodiazepiny maji velmi dobrou
biologickou dostupnost, ktera se pii peroralnim podani blizi 100 %. Uéinek téchto latek
nastupuje jiz v pribéhu prvni hodiny, ale u oxazepamu obvykle pozdéji (Lincova a

Farghali, 2007). Polocas rozpadu oxazepamu se pohybuje kolem 8 hodin. Oxazepam
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konjuguje ptes hydroxylovou skupinu s kyselinou glukuronovou a jeho eliminace je
renalni (Liillmann a kol., 1994). Kumulaci v tukové tkéni a snadnou prostupnost pies
hematoencefalickou bariéru zajistuje benzodiazepinim pomérné¢ vysokd lipofilita.
Vyssi je také vazebnost na plasmatické bilkoviny, ta se pohybuje od 60 do 95 %. Do
vody se tyto latky dostavaji vyloucenim ve formé sloucenin rozpustnych ve vodé. Mezi
nezddouci UCinky patfi poruchy koordinace, anterogradni amnézie, zmatenost nebo
ospalost, tyto jevy se mohou projevit pfi bézném davkovani. Pfi predavkovani muize
dochazet k prohloubeni a prodlouzeni spanku. Tlumivy ucinek na centralni nervovou
soustavu muze vyvolat kombinace sjinymi latkami, hlavné¢ konzumace alkoholu

(Lincova a Farghali, 2007).

2.3 Rak mramorovany

Rak mramorovany, v odborné literatute znam jako Procambarus virginalis, Lyko
2017 a v zahranic¢i oznac¢ovan jako ,, marbled crayfish“ nebo ,, Marmorkrebs “. Jedna se
o partenogeneticky rozmnozujiciho se koryse fadu Decapoda, ktery patii k akvaristicky
nejchovanéjSim druhtim. Rovnéz je silné invazivnim druhem pro evropské sladkovodni
ekosystémy. Tento rak je triploidnim potomkem druhu raka Procambarus fallax, ktery
se rozmnozuje sexualn¢, tudiz od néj existuji samci i samice, na rozdil od druhu
Procambarus virginalis, od kterého existuji pouze samice (Vogt a kol., 2015). Jeste
donedédvna byl rak mramorovany oznacovan jako Procambarus fallax f. virginalis, tedy
poddruh vysSe zminéného raka Procambarus fallax, avSsak Lyko (2017) povysil raka

mramorovaného na samostatny druh.

Obr. ¢&. 2: Rak mramorovany (foto autor)
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2.3.1 RozmnozZovani

Jak jiz bylo napsano, rak mramorovany se rozmnozuje pomoci tzv. apomiktické
partenogeneze (Vogt, 2007), coz je jeden z nejjednodussich partenogenetickych
procest, pii kterém dochdzi k potlaceni meidzy a produkuji se neoplozena diploidni
vajicka pomoci mitdzy, tudiz mizeme potomky apomiktické matky oznacit jako jeji
klony. Apomiktické rozmnozovéani je bézné naptiklad u zivorodé ryby Poecilia

formosa, fady viinikd, ¢lenovci, mekkysi a dalSich zivoc€ichi (Stenberg a Saura, 2009).

2.3.2 Biologie

Rak mramorovany je fazen mezi mensi druhy rakid, mtze dordst do velikosti 13 cm,
ale obvykla velikost je maximaln¢ kolem 10 cm. Tento druh je zna¢né kratkovéky,
v laboratornich podminkach se primérné doziva dvou let a jen 10 % jedinct se dozije
vice nez tii let. Ke smrti dochéazi vétSinou pii neuspesném svlékani (Vogt a kol., 2004).
Rak mramorovany ma jiz podle nazvu typické mramorovani, které je patrné hlavné na
bocich hlavohrudi. Hlavohrud’ je hladkd, nékolik trnli se nachazi za tylni brazdou a je
pfitomen jeden par postorbitalnich 1ist. Rostrum je vyrazné a jeho stfedni ryha chybi.
Hladké okraje rostra se sbihaji a vytvari maly trojuhelnikovy vrcholek. Klepeta jsou na
svrchni stran€ vyraznéji mramorovand, na povrchu jsou slabé zrnitd a v poméru s télem
maji malou velikost, jen v ojedinélych piipadech jsou delsi nez polovina délky
hlavohrudi. Zapésti obou klepet maji siln€ vyvinuty trn na jejich vnitini stran¢ (Kozék a

kol., 2015).

2.3.3 RozS§ifeni

Pivodni rozsifeni raka mramorovaného je nezndmé. Jisty je pivod druhu
Procambarus fallax, kdy jeho origindlni vyskyt nalezneme v oblasti Severni Ameriky,
konkrétné¢ ve statech Florida a Georgia. Rak mramorovany byl popsdn poprvé az
na Evropském kontinentu, kde se odpoloviny devadesatych let zafal rozSifovat
akvaristickym obchodem v Némecku a Rakousku. Ve volné ptirodé v Evropé byl
poprvé zaznamenan vyskyt raka mramorovaného v roce 2003 v Némecku (Vogt a kol.,
2004; Kozak a kol., 2015). Hossain a kol. 2018 shrnuje dosavadni rozsifeni raka
mramorovaného. Jeho vyskyt byl od roku 2003 prokazdn v 11 evropskych statech,
v Japonsku a na Madagaskaru, pfiCemz ve vétSiné piipadii se jedna o etablované
populace. Na tuzemi Ceské republiky byly zjistény dva nédlezy tohoto raka, pii¢emz
minimaln¢ jedné populaci se podatilo uspésné prezimovat, u obou byla zjisténa znamka
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reprodukce, a tudiz je lze povazovat za etablované. Tuto lokalitu tvofi soustava
parkovych vodoteci a jezirek, kterd se nachdzi v Praze. V druhém piipad¢ se jedna o

umélou nddrz pobliz mésta Bilina (Patoka a kol., 2016).

2.4 Ekotoxikologické testy

Ekotoxikologické testy slouzi jako vyznamné preventivni opatfeni pro sniZeni
nebezpeci dopadu odpadnich vod nebo riiznych chemickych ptipravki a latek na Zivotni
prostfedi, proto je dilezitd znalost ucinkli urcitych latek, na chovani testovanych
organismii (Hon, 2013). V dnes$ni dob¢ vétSina chemikalii, které se uzivaji v Evropé,
podléha toxikologickému testovani. Sledovanim ucinkl latek stanovujeme, jestli je
K posouzeni rizik slouzi testy zaméfené na zmény chovani vodnich organismu
vystavenych urc€ité aktivni latce ¢i latkdm, piipadné na odchylky v bézném chovani, ne
pouze na procentudlni pfeziti organismi. Nejcastéji jsou pozivany jiz tzv.
environmentaln¢ relevantni koncentrace latek, které se urcuji na zdkladé koncentrace
polutantti jiz obsaZenych ve vodnim prostiedi. (Svobodova a kol., 2010a).

Pied samotnym ekotoxikologickym testem je tfeba zvazit urcité faktory, které by
mohly vysi G€innosti ovliviiovat. Konecny efekt je zavisly na prostiedi, organismu a
vlastnostech latky. Dostupnost pro organismus, ptisobeni v organismu, a také rozsah a
zpusob vylucovani ovlivituji chemicko-fyzikalni vlastnosti polutant. Dulezitou roli v
plsobeni testovanych latek na organismy hraje stabilita a koncentrace dané latky, dale
také délka expozice nebo perzistence polutantu v prostfedi. Nizké koncentrace latek,
Casto organismus preziva bez viditelnych néasledkt na rozdil od vysokych koncentraci
stejné latky, které mohou vést ke smrtelnému poskozeni. Velky vyznam hraje i délka
trvani testu, tedy jak dlouho je organismus vystaven toxické latce, v téchto ptipadech
mize dochdzet k zdvaznym problémlm i pfi nizkych koncentracich (Williams a kol.,
2003). Abiotické a biotické faktory také vyznamnym zpiisobem ovliviiuji toxické
pusobeni latky. Hlavnim faktorem z fyzikdlnich parametri je teplota prostiedi,
pfedevSim u ryb je zasadni pro rychlost jejich metabolismu. Teplota vSeobecné
ovliviluje rychlost chemickych reakci, at’ uz pozitivnim nebo negativnim zpisobem.
Mezi dalsi dilezité parametry patii intenzita osvétleni a mnozstvi kysliku (Svobodova a
kol., 2010b).

Zpusoby provadéni testll zavisi na pouzité metodice, kterou je tfeba dodrzovat.

Testy toxicity rozdélujeme podle riznych kritérii. Podle délky testu rozd¢lujeme testy
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na akutni, subchronické a chronické¢ (Williams a kol., 2003). Testy akutni toxicity
zjistuji davkovou zavislost pro akutni ucinek testované latky, ziskavaji se od nich
hlavné kvantitativni idaje o toxickych Gcincich. Nejcastéji se sleduje mortalita (Linhart,
2012). Od testl subchronickych ziskavame udaje o davkové zavislosti opakované
expozice na Skodlivych latkach. Subchronické testy trvaji nejcastéji 14 az 90 dni, a
proto nejsou plnohodnotné pro posouzeni rizik dlouhodobych expozic genotoxickych
latek. Hraji vSak velmi dileZitou pro posuzovani bezpecnosti l1éCiv, potravinovych
aditiv, pesticidll a dalSich chemickych latek (Wilson a kol., 2008). U chronickych testi
sledujeme dlouhodobé ucinky toxikantii na testovanych organismech po dobu nékolika

meésict, let i po celou dobu dospélého zivota (Williams a kol., 2008).

2.4.1 Ekotoxikologické testy na vodnich organismech

V metodikéach testii toxicity jsou nejcastéji pouzivané vodni organismy. Nejbéznéji
jsou v testech zastoupeny ryby, mékkysi, korysi, vodni rostliny, dale potom fasy a
bakterie. Hlavnim pozadavkem pro provadéni testl toxicity je rozpustnost sledované
latky ve vodé (Koci a Mocova, 2009). Zékladnim principem testl je vystavit testované
organismy po urCity Cas urcité koncentraci testované latky. Zaroveil se provadi
kontrolni test (skupina), kdy se organismy za stejnych podminek umisti pouze do fedici
vody bez toxikantu. Po skonceni testu se porovnaji vysledky obou skupin a zaznamenayji
se toxické ucinky, popiipad¢ ptiznivé U¢inky vlivu sledované latky na testované

organismy (Svobodova a kol., 2010a).

2.4.2 Rak mramorovany jako modelovy organismus

Pro laboratorni objekty jsou velice zddand geneticky identickd zvifata, kterad
umoziuji ziskdvat zavéry o environmentalnich a epigenetickych Ucincich na vyvoj,
struktury a chovani. Tyto zvifata jsou vSak velice vzacna, zvlasté organismy, které maji
vysokou miru reprodukce. Na zdklad€é partenogenetického rozmnozovani je rak
mramorovany idedlni kandidat pro laboratorni objekty. Studie dokazuje genetickou
jednotnost potomstva, kdy rak produkuje geneticky identické potomky (Vogt a kol.,
2004; Martin a kol., 2007). Vogt, 2008 poukazuje na to, Ze geneticky totozni jedinci
vykazuji ptekvapive Siroké rozmezi variaci v ristu, délce zivota, reprodukci, zbarveni, a
to 1 pfi chovu ve stejnych podminkach. Nejvétsi odchylka byla pozorovanid u

mramorovaného zbarveni, kdy byl kazdy ze stovek testovanych jedinct unikétni.
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Vyhod vyuziti raka mramorovaného pro vyzkumné ucely je hned nékolik, vedle jiz
zminéné genetické uniformity tohoto druhu, kdy se eliminuje genotypova variabilita
(Martin a kol., 2007), je rak mramorovany velmi vhodny pro chov, coz dokazuje jeho
snadné kultivace, rychla reprodukéni schopnost a vysoka tolerance k manipulaci. Déle
se tento druh raka snadno ptizpisobi riznym Zivotnim podminkdm. Jako velkou vyhodu
mizeme také povazovat eliminaci druhého pohlavi, jelikoz chovani samcii a samic je
vétSinou znacné odliSné, mlizeme pifi absenci samcii ocekavat vétSi jednotvarnost

(Kawai a kol., 2015; Vogt, 2008)

2.5 Program EthoVision®

Program EthoVision® byl vyvinut pro konzistentni a spolehlivé sledovani chovani
testovanych organismii po delSi dobu, nez pifi manudlnim nahravani, kdy zmény
chovani u sledovanych zvifat zaznamenava povéiend osoba. Vyhoda pocitacového
algoritmu je, Zze pracuje vzdy stejnym zpiisobem a vysledky tak nezkresluje inava
zapisovatele. Software zaznamenava aktivitu, pohyb a chovani zvifat, a to i pfi
sledovani vice objektd najednou. Integrovany systém EthoVision® XT se sklada
z ruznych softwarovych a hardwarovych ¢asti. Videokamera zaznamenava oblast, kde
se sledované objekty (zvifata) nachazi. Analogovy videosigndl je digitalizovan
snimacim zafizenim a nasledné pienesen do paméti pocitace. Software na zaklad¢ Sedé
stupnice jasu nebo odstinl sytosti barvy odlisi sledovany objekt od pozadi. Vypocty se
provadi na zakladé namétenych hodnot dle chovéani sledovanych zvitat (Noldus a kol.,

2001).
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3. Metodika

Cely pokus probihal na experimentdlnim rybochovném pracovisti a pokusnictvi,
které je soucasti Vyzkumného ustavu rybaiského a hydrobiologického (VURH) ve
Vodnanech. Experiment se sestavoval zexpoziéni faze nésledovanou vlastnim
experimentalnim pozorovanim testovanych jedincl a posledni ¢asti zaméfenou na
samotné¢ vyhodnoceni chovani pomoci specidlniho softwaru. Hlavni ucel tohoto
experimentu byl vystavit testované jedince koktejlu Sesti sledovanych latek — Tramadol,
Citalopram, Metamfetamin, Venlafaxin, Oxazepam a Sertralin. Vysledny mix
sledovanych latek (zasobni roztok) byl vytvofen ve specializované laboratofi VURH o
celkové koncentraci 6 pg-1"! tak, aby sledované latky v expoziénim roztoku uréeném

pro testované raky odpovidal koncentraci 1 pg-1"! pro jednotlivé latky.

3.1 Pouzity druh

Pro testovani byli pouziti jedinci raka mramorovaného. Raci byli odchovani
v akvarijni mistnosti vybavenou stalou recirkulaci vody a trvalym svételnym rezimem.
Teplota vody odchovu byla nastavena na optimdlni teplotu pro tento druh raka.
K pokusu se vybirali raci zndhodné vybranych odchovnych nddrzi. Vék pokusnych
rakli byl piiblizn¢ stejny. Velikost rakli se pohybovala v rozmez 16 — 23 mm délky
hlavohrudi. Byla zméfena pomoci posuvného méfitka s ptesnosti na 0,1 mm. Hmotnost
rakli byla zjiSténa na elektronické vaze (Kern a Sohn, Balingen, Némecko) s piesnosti

na 0,1 g.

3.2 Expozice testovanych raku

V prvni fazi experimentu byla provedena expozice, neboli vystaveni rakii koktejlu
sledovanych latek po dobu tfi tydnii. Tato doba byla urena na zaklad¢ delSiho
mechanismu UG¢inku urcitych latek, tj. antidepresantii citalopramu, sertralinu a
venlafaxinu. Raci byli umisténi v krabickach o délce 19 cm, Sifce 14 cm a hloubce 7
cm, do kterych se pfidal vzdy 500 ml vody u kontroly) nebo 500 ml ptipraveného
roztoku latek o celkové koncentraci 6 ug-I''. Pokus byl proveden v laboratofi s dennim
rezimem a konstantni teplotou vody 20 °C, bez pohybu osob. V priibéhu expozice byla

zaznamenavana mortalita a svlékéani rak a kladeni vajicek.
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Obr. ¢. 3: Umisténi krabicek s raky v prib¢hu expozice (foto autor)

Krabicky s raky byly umistény na stojanech ve dvou ¢astech laboratofe. V jedné se
sledovala exponovana skupina, kdy byl do kazdého boxu piidan expozi¢ni roztok
pfipraveny z odstaté a temperované pitné vody s mixem sledovanych latek. Jelikoz
vSechny latky podléhaly biodegradaci, tedy pomérné rychlému rozkladu, musela se
lazent obnovovat kazdych 24 hodin. V druhé ¢asti laboratofe byla sledovana kontrolni
skupina o stejném poctu vzorkil, tedy 100 kust krabi¢ek s raky mramorovanymi, v
tomto ptipad¢ se k rakiim ptiddvala pouze odstata a temperovand pitna voda. Podminky
okolniho prostfedi byly optimalizovany pro obé skupiny stejné¢ z dlivodu eliminace
jakéhokoliv vlivu na jednu ze skupin.

Vymeéna vody probihala u exponované i kontrolni skupiny jednou za 24 hodin a pro
zamezeni jakékoliv kontaminace byly pro vyménu pouzity gumové rukavice. V prvni
fad¢ se voda meénila u kontrolni skupiny. Vedle stojanii se vzorky byly umisténé dvé
nadrze, kazda o objemu 80 litrii. V jedné nadrzi s ndpisem “zdrojova voda“ byla odstata
voda z predeslého dne, kterd slouzila jako zdroj Cerstvé vody do plastovych boxt s raky.
Voda byla nato¢ena den ptedem pro vyprchani nezddouciho chloru a z diivodu srovnéani
jeji teploty s teplotou laboratofe. Do druhé nadrze se vylévala den stara voda z krabic,
tato nadrz byla popsand napisem “pouzitd voda“. Pied vylitim vody do nadrze

s napisem “pouzita voda“ se z krabicky vyjmul rak, na kterém se provedla kontrola
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pritomnosti vajicek. Déle se zkontroloval plastovy box pro ptitomnost svlecku. Pii
zjisténi nalezu vaji¢ek ¢i svlecku se lihovym fixem nalez spolu s datem néalezu na dany
box zaznamenal. Poté byl tento nalez spole¢né¢ s datem a typem udélosti zapsan do
protokolu. Pfi umrti raka se krabi¢ka vyfadila a uddlost se také zaznamenala do
protokolu.

Pfi nalezu vajicek se ze samic rakii vajicka odstraniovali pomoci entomologické
pinzety, poté byl rak umistén zpét do krabicky. Svlecky se téz z krabicek odstranovali.
Pted nalitim ¢isté vody bylo pfidano 5 granuli Granugreen od znacky Sera, které rakiim

slouzily jako potrava.

Obr. ¢. 4: Vymeéna vody u kontrolni skupiny (foto autor)

Do kazdé krabicky se nalil pullitr zdrojové vody a boxy se uzaviely a umistily zpét
do stojanil. Pouzita voda se z nadrze vylila do odpadu pftes sito, které¢ zachytilo raci
svlecky, vajicka a nezkonzumované granule. Vyména vody u exponované skupiny
probihala Upln¢ stejné jako u kontrolni skupiny, pouze se misto zdrojové pitné vody
pouzil zasobni roztok s mixem sledovanych latek. Pravidelna vyména vody byla
zajisténa z diivodu udrzeni sledovanych zvifat ve standardizovanych podminkéch testu
a rovnéz pro udrzeni stalé koncentrace latek v expozic¢ni vod¢€. Testované latky, jak je
jiz znamo, degraduji a pro ucely testu bylo potieba udrzet stejnou hladinu koncentrace
po celou dobu expozice. Pro ovéieni obsahu sledovanych latek v priitbéhu expozice,
byly odebirany vzorky vody, které byly dale analyzovany ve specializované laboratofi
VURH.
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3.3 Monitorovani chovani

Druhé faze experimentu byla zaloZena na monitoringu chovani testovanych zvitat
(raki mramorovanych) po obdobi expozice v mixu Sesti sledovanych latek. Nataceni
bylo provadéno ve stejné mistnosti jako prvni c¢ast pokusu, tedy za stejnych
konstantnich podminek. V mistnosti byl po dobu monitorovéani absolutni klid, i proto
byl béhem pokusu zamezen vstup vSem osobam. Pro jedno opakovéni bylo pouzito 20
rakid (10 ks z expozice, 10 ks z kontroly) ve stejny Cas, ktefi byli umisténi do 20 arén,
vzdy po jednom kuse. Jako arény pro raky jsme pouzili bilé kruhové plastové misky o
priméru 28 cm a vySce 10 cm, do kterych jsme na dno pfidali jemny pisek. Ten slouzil
jako vhodny povrch pro pohyb raki, jelikoz dno plastové misky klouze. Kazda
experimentalni aréna obsahovala 2 litry vody. Voda se odebirala z podobnych kadi jako
v prubehu expozice, byla nacerpana ptedchozi den, tudiz byla odstata, neobsahovala
chlor a méla stejnou teplotu jako prostiedi laboratofe. Cast experimentalnich arén s
piskem a vodou byla vybavena Ukryty pro raky pro lepsi charakterizaci zmény v
chovéni. Jako ukryty slouzili pilené keramické kvétinace (viz obrazek €. 5). Do kazdé

misky jsme ptidali po jednom ukrytu.

Obr. ¢&. 5: Rak mramorovany v tkrytu (foto autor)
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Arény byly umistény na podlahu v zadni ¢asti laboratofe, nad né¢ se umistila
kamera, kterd nahravala vSechny arény v opakovani, dale se do zabéru ptidala bila
tabulka s napisem run 1 az 6, pro pozdé&jsi lepsi orientaci ve videich znacila potadi
monitorovani. Doba jednoho nataceni trvala celkem Ctyti hodiny Cistého casu. Pro video
zaznam byla pouzita video kamera Sony HDR CX240.

Celkem byly takto provedeny tii opakovéani bez Ukrytu a tfi s ukrytem, ptfi¢emz
nektefi raci nebyli pro kone¢né vyhodnoceni pouziti, naptiklad pii pfevraceni na zada je
software nedokézal rozpoznat od povrchu dna. Sledovany pocet rakl v arénach s ukryty
byl 56 kust a v aréndch bez tkrytd 50 kust. Po skonceni nahravani jednotlivych
opakovani byli vyjmuti raci z arén zméfeni, zvdZeni a vysazeni do Cistého akvéria
k depuraci. Voda v experimentalnich arénach mezi jednotlivymi opakovanimi byla po
skonceni nahravani vyménéna a kazda miska diikkladné proplachnuta, aniz by doslo ke

kontaminaci jinych.

A

Obr. ¢&. 6: Zacatek monitorovani chovani zvifat — raci v arénach (foto autor)
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3.4 Vyhodnoceni experimentu pomoci programu EthoVision®

Pro vyhodnoceni experimentu bylo zapotfebi nejprve nahrat pofizend videa
z monitorovani do softwaru EthoVision® XT, kde se videa nasledné déle zpracovavala.
Po nahrani videa se nastavil tvar arén, tedy urcity prostor, kde se sledovany rak mohl
pohybovat. Jelikoz kamera zabirala kazdou arénu z trochu jiného thlu, tvar a nastaveni
kazd¢ arény byl trochu jiny. Pfi pofizeném zaznamu, kdy byly pfitomny i Ukryty
v podobé rozpilenych keramickych kvétindch, se tyto ukryty oznaclily, aby software
dokézal detekovat raka vné i mimo ukryt. Po oznaceni sledované¢ho tzemi se dale
oznacily rozméry arén, primér vSech misek byl 28 centimetri. Néasledné byl nastaven
pfesny Cas zacatku a konce videa, tedy od jaké vtefiny zdznamu mé program zacit video
vyhodnocovat. Videa byla ucelné¢ natdena o trochu déle, nez byl stanoveny cas 4
hodiny, jelikoz jsme chtéli zachovat €isté¢ konstantni podminky, tedy klidnou hladinu,
eliminaci narazii, hluku apod. Jako tfeti krok se oznacili sledovani raci, aby je byl
software schopen rozpoznat od pozadi. Rozpoznani sledovanych zvitat se provadélo na
zaklad¢ detekce barevného spektra, kdy byli raci tmavsi nez pozadi s piskem. Nakonec

se vSechna takto nastavend videa dala vyhodnocovat a statisticky se déale zpracovala.

3.5 Statistické vyhodnoceni

Data byla testovana na normalni rozd¢leni pouzitim Kolmogorov — Smirnov testu.
Homogenita varianci byla testovana pomoci Levenova testu. Sledované proménné
v opakovénich bez ukrytu byly: nachozend vzdalenost — cm; aktivita - %; rychlost —
cm'sl. V piipadé sledovani chovani s pfitomnym ukrytem v aréné byly analyzovany
tyto parametry: nachozena vzdalenost — cm; aktivita - %; rychlost — cm's™!; ¢as mimo
ukryt - %. Ziskané hodnoty proménnych byly analyzovany pomoci faktoridlni ANOVY.
Statistickd analyza byla provedena ve statistickém softwaru Statistica, verze 13.0
(StatSoft, Tulsa, OK, USA). Hladina vyznamnosti (signifikance) byla stanovena na o =

0,05. Data jsou prezentovana jako primeér a stiedni chyba primeéru.
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4. Vysledky

4.1 Systém s ukryty

V arénach s moznosti vyuziti ukrytu, nachodili exponovani raci signifikantné delsi
vzdalenost nez raci v kontrole (Fis56 = 9,218; P < 0,05). Podobné vysledky byly i u
parametru aktivity, kdy exponovand skupina rakii mramorovanych byla signifikantné
aktivnéjsi, nez kontrolni skupina (F1,56 = 10,927; P < 0,05). Vyznamného rozdilu nebylo
dosazeno pouze u parametru rychlosti, kdy byla kontrolni skupina zvitat rychlejsi, ale
ne signifikantné (F156= 0,127; P > 0,05). Tyto vysledky byly vyrazn¢ ovlivnény tim, Ze
raci v kontrolni skuping travili vétSinu Casu v tkrytu, coz dokazuje posledni parametr,
Cas straveny mimo ukryt, kdy exponovani raci travili signifikantné delsi cas mimo tukryt

(F156 =24,171; P <0,05).
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Graf ¢. 1: Celkova nachozena vzdalenost rakti mramorovanych (Procambarus virginalis —
Lyko 2017) vystavenych koktejlu Sesti sledovanych latek a kontroly v systému s dostupnymi
ukryty. Data jsou vyjadiena primérem = SE. Hvézdicka znadi statisticky vyznamny rozdil mezi

skupinami.
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Graf ¢. 2: Aktivita raklt mramorovanych (Procambarus virginalis — Lyko 2017) vystavenych
koktejlu Sesti sledovanych latek a kontroly v systému s dostupnymi tkryty. Data jsou vyjadiena

primérem + SE. Hvézdicka znaci statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami.
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Graf ¢. 3: Primérna rychlost rakli mramorovanych (Procambarus virginalis — Lyko 2017)
vystavenych koktejlu Sesti sledovanych latek a kontrole v systému s dostupnymi ukryty. Data

jsou vyjadiena primérem + SE.

32




S
o

Cas mimo ukryt (%)
N N w w

w

-
(8]

10
Kontrola Expozice

Graf & 4: Cas, ktery stravili raci mramorovani (Procambarus virginalis — Lyko 2017) mimo
ukryt. Porovnani expozice — kdy byli raci vystaveni koktejlu Sesti sledovanych latek a kontroly.
Data jsou vyjadiena primérem * SE. Hvézdicka znaci statisticky vyznamny rozdil mezi

skupinami.
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4.2 Systém bez tukryti

V aréndch bez moznosti vyuziti Ukrytd nastala téméf opacnd situace nez
v pfedchozim systému, kde se raci mohli schovat v tkrytu. V prvnim méfeném
parametru nachodili exponovani raci signifikantné krat$i vzdalenost nez v kontrole
(Fis0 = 8,637; P < 0,05). Pii méfeni aktivity raki byla exponovana skupiny
signifikantné méné¢ aktivni nez skupina kontrolni (Fis50 = 6,641; P < 0,05).
Pfi poslednim méfeném parametru v systému bez dostupného ukrytu, tedy rychlosti
raki, byly vysledky obdobné jako v parametrech ptfedchozich. Exponovani raci byli

signifikantné pomalejs$i nez kontrolni raci F1 50 = 8,229; P < 0,05).
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Graf ¢. 5: Celkova nachozena vzdalenost rakti mramorovanych (Procambarus virginalis —
Lyko 2017) vystavenych koktejlu Sesti sledovanych latek a kontroly v systému bez dostupnych
ukrytd. Data jsou vyjadiena primérem = SE. Hvézdicka znadi statisticky vyznamny rozdil mezi

skupinami.
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Graf ¢. 6: Aktivita rakli mramorovanych (Procambarus virginalis — Lyko 2017) vystavenych
koktejlu Sesti sledovanych latek a kontroly v systému bez dostupnych ukrytt vyjadiena
v procentech. Data jsou vyjadiena primérem = SE. Hvézdicka znaci statisticky vyznamny

rozdil mezi skupinami.
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Graf €. 7: Primérna rychlost rakti mramorovanych (Procambarus virginalis — Lyko 2017)
vystavenych koktejlu Sesti sledovanych latek a kontrole v systému bez dostupnych ukrytl. Data

jsou vyjadfena primérem + SE. Hvézdicka znaci statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami.
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5. Diskuze

Z vyse uvedenych vysledkli je patrné, Ze sledované latky maji i v nizkych
koncentracich vliv na chovani exponovanych raki. Témét u vSech vyhodnocovanych
parametri se kontrolni a exponovand skupina vyrazné liSila. Velmi vyznamnou roli
hraly ve vysledcich tkryty. U urcitych parametri byly vysledky ve skupinéch s tkryty a
bez tkryth téméf opacné. Jakmile byl v aréné dostupny ukryt, mnoho kontrolnich rakt
rychle ukryt vyhledalo a vétSinu ¢asu béhem sledované doby travilo v tkrytu. Toto
chovani je pro raky pii svétle piirozené, kdy vyhledavaji bezpecné misto pied
napadenim dennimi predatory. Naopak exponovani raci, kteti méli v arénach dostupné
ukryty, vétSinu Casu travili mimo ukryt. MlUzeme tedy usuzovat, Ze u exponované
skupiny rakt byly ochromeny bud’ smyslové receptory, nebo vice pravdépodobné, raci
nepocitovali nutnost se skryvat — bylo omezeno vnimani a vyhodnoceni stresova
situace. Ve volné ptirod¢ by tento jev (Spatné vyhodnoceni situace a absence pobytu
v ukrytu) mohl u vodnich organisml znamenat vétsi ztratu energie, dale také snadnéjsi
kotist pro predatory, coz mlze znamenat hrozbu pro jednotlivé druhy, naruSeni
potravnich zdroji (Holdich, 2002; Craddock a Jones, 1999) a nasledné zménu
fungovani celého ekosystému (Manning a Dawkins 2012).

Pokud se podivime na systém arén bez ukrytli, pak mizeme ze vSech sledovanych
parametrt vyvodit jasny vysledek, jelikoz vSechny parametry se jednostranné
signifikantn¢ liSily. Koktejl Sesti sledovanych latek plisobil na exponovanou skupinu
stejnym tlumivym ucinkem. Zatimco kontrolni skupina byla aktivni, rychle a vice se
pohybujici (snaha uniknout ze stresujicich podminek), exponovana skupina byla
utlumena a jevila chovéni, jako by se nachazela v bezpetné situaci. Ve vodnich
habitatech by se podle Manninga a Dawkinse (2012) tento jev, jako snizend aktivita a
pomalejsi reakce, mohl u vodnich organismti projevit jako handicap v hledani potravy,
dale by se organismy mohly stat snadn&jsi kofisti pro predatory a v neposledni fadé
mize byt ovlivnénd piirozend reprodukce. Tyto zmény chovani mohou hlavné u
vSezravych a dravych organismi ovlivnit fungovani celych ekosystémil. Pokud by navic
takto sledované organismy reagovaly v habitatech s nedostatkem ukryti, vedlo by to ke
stejnému efektu, jaky byl popsan vyse — vétsi vystaveni predaci.

Velké rozdily vykazovali kontrolni i exponovani raci také v individualité, 1 kdyz se
jedna o geneticky téméf totozné jedince, projev chovani se mezi jednotlivymi zvitaty

vyrazné lisil v aktivité, nachozené vzdalenosti, rychlosti i ¢asu strdveného mimo ukryt.
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Tim mizeme sledovat obecny vzor osobnosti — personality, ktery se projevuje
v urcitych situacich riznym chovanim jednotlivel, jako je naptiklad tendence
k prizkumu nového prostiedi nebo troven aktivity a odvaznosti v jiném prostoru (Réale
a kol., 2007).

Sledované latky — Tramadol, Citalopram, Metamfetamin, Venlafaxin, Oxazepam a
Sertralin vyrazn€ ovlivnily chovéani sledovanych rakd mramorovanych, jednoznaény
projev kazdé sledované latky vSak ze zjiSténych poznatki vyvodit nemizeme, jelikoz se
ucinky latek mohou v nékterych piipadech vzdjemné tlumit nebo naopak nasobit.
Konkrétni Gi€inky jednotlivych latek v§ak znamy jsou.

Raci mramorovani, ktefi byli vystaveni pouze tramadolu nebo citalopramu (o
koncentraci vzdy 1 ug-1"') v obou piipadech, v systému bez moznosti ukryti, nachodili
signifikantné kratsi vzdalenost oproti kontrole. Podobné na tom byli exponovani raci i
s vykazovanou rychlosti, ta byla oproti kontrole vyrazné nizsi. V systému s dostupnymi
ukryty nebyly u zZadného sledovaného parametru pozorovany vyznamné rozdily mezi
expozici a kontrolou, to platilo u obou testovanych latek (Bufi¢ a kol., 2018). Mizeme
tedy usuzovat, Ze tramadol i citalopram maji na testované organismy tlumivé Gcinky,
jak v koktejlu s dal§imi farmaky, tak i jako latky samotné.

Kubec a kol. (2018) porovnaval chovani rakii mramorovanych za pfitomnosti latek
venlafaxinu nebo oxazepamu ve stejnych koncentraci (1 pg-1I'"). U oxazepamu vysledky
znovu potvrdily, Ze i nizké koncentrace mohou mit vliv na chovani vodnich organismt,
kdy exponovana skupina rakli vykazovala vyrazné vyssi aktivitu, stejné tak byl méfeny
parametr nachozené vzdalenosti vyrazné vyssi u skupiny rakii vystavené oxazepamu.
Pii testovani rakd na venlafaxinu se moznd rizika tohoto antidepresiva na Zivotni
prostiedi nepotvrdila, jelikoz nebyly pozorovany zadné zmény chovani exponovanych a
kontrolnich zvifat. Uginky venlafaxinu na chovani testovanych zvifat ale zaznamenal
Fong a kol. (2015), ale pouze pfi vyrazné vyssich koncentracich.

Piekvapivych vysledkt bylo dosazeno pfi testovani rakii mramorovanych, kteti byli
vystaveni koncentraci 1 pg'l! metamfetaminu. Exponovani raci v porovnani
s kontrolnimi nevykazovali vyznamné rozdily u parametri nachozené vzdalenosti,
rychlosti ani aktivity, coz platilo za situace, kdy byl v aréné pfitomny ukryt i za situace
bez ukrytu. Jedinym signifikantné odliSnym parametrem byla doba stravend mimo
ukryt, kdy exponovani raci travili vyrazné vice ¢asu mimo ukryt (Hossain a kol., 2019).
Toto zjiSténi je v porovnani s predchozimi vyzkumy pomérné ocekdvané, jelikoz rizné

expozice rakll v metamfetaminu, kokainu nebo morfinu vyvoldvaly zvySenou aktivitu
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rakill. Je vSak nutné podotknout, Ze modelova zvitata byla v téchto pokusech vystavena
vyrazné vys$im koncentracim (Imeh-Nathaniel a kol. 2016; Imeh-Nathaniel a kol.,
2017).

Pii experimentu, kdy byli raci mramorovani vystaveni sertralinu o koncentraci 1
ug-1', se prokazal vyznamny vliv tohoto antidepresiva na chovani sledovanych zvifat.
Signifikantni rozdily byly pozorovany u zvySené aktivity exponovanych raki, a to
v piipad¢ systému s dostupnymi ukryty i v systému bez nich. Exponovana skupina za
pfitomnosti ukrytu nachodila vyznamné vétsi vzdalenost nez skupina kontrolni. Jako
signifikantné¢ vyznamny parametr se také ukéazal Cas strdveny mimo ukryt, kdy
exponovani raci travili podstatné déle casu mimo tkryt (Hossain a kol., 2019).

Zajimavé je porovnani tii samostatné testovanych antidepresiv (citalopram,
venlafaxin, sertralin), jelikoz kazdé antidepresivum se pii stejné koncentraci
projevovalo odlisné. Zatimco venlafaxin nemél na chovéni rakt vyznamny vliv (Kubec
a kol., 2018), tak citalopram piisobil na raky tlumivym ucinkem (Bufi¢ a kol. 2018), a
naopak v pfipadé sertralinu byli raci aktivnéj$i a projev tohoto antidepresiva byl pro
raky znacné povzbuzujici (Hossain a kol., 2019). Dle porovnani jednotlivych latek
pouzitych v naSem experimentu se zda byt hlavnim hybatelem zmén v chovani sertralin,
jelikoz jeho samostatné plisobeni se samo o sobé velmi podobd ucinku celého mixu
latek.

Jelikoz je kvalita povrchovych vod zéasadni pro lidské pouziti, zemé&délstvi 1 pro
funkci ekosystému (National Intelligence Council, 2012), je tieba této problematice
vénovat zvySenou pozornost, abychom roz$ifili poznatky o mozném vlivu
zneCist'ujicich latek na vodni prostiedi. Jiz vime, Ze 1é¢iva maji vliv na zménu chovani u
ryb a bezobratlych (Brodin a kol., 2013; Bufi¢ a kol., 2018). Je vSak dulezité¢ dale
porovnavat jak G¢inky samostatnych 1é¢iv, tak Uc€inky 1é¢iv ve smésich, které se bézné
vyskytuji v povrchovych vodach, a to pfi koncentracich blizkym skute¢nym hodnotam

ve volnych vodach (Di Lorenzo a kol., 2019).
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6. Zavér

Bakalaiska prace méla za cil porovnani G¢inkll farmaceuticky aktivnich latek na
chovani vodnich organismi, které v tomto experimentu zastupovali raci mramorovani,
ktefi jsou pro svou genetickou uniformitu idealnim modelovych organismem. Raci byli
vystaveni koktejlu Sesti latek, jez tvorili antidepresiva, analgetikum, benzodiazepin a
synteticky stimulant. V této praci byly prokazany odlisné vysledky u skupin rakd, ktefi
méli k dispozici tkryty, a bez moznosti vyuziti Ukrytu. V obou pfipadech ale mizeme
konstatovat, ze sledované zmény chovani mohou vést ke zvySenému vystaveni predaci a
muzou tak vést k dalSim zméndm v potravnim fetézci. VEtsina namétenych hodnot byla
vyznamn¢ odli$na, a proto lze z této prace vyvodit mozné nebezpeci psychoaktivnich
latek pro vodni prostiedi. Jelikoz jsou v této dobé studie o vlivu 1éCiv na necilové
organismy malo pocetné, mizou vysledky této prace ptispét k vétsi informovanosti o
realnych ucincich farmaceuticky aktivnich latek na vodni organismy. Vysledky této
bakalatské prace poslouzi k porovnani U¢inka 1é¢iv v koktejlu a jejich porovnani s

ucinky léciv samotnych.
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8. Abstrakt

Tato bakalafska prace posuzuje mozné ucinky farmaceuticky aktivnich slouc¢enin na
necilové vodni organismy, a stim spojend mozna rizika. Test probihal na
partenogeneticky se rozmnozujicich neptivodnich racich mramorovanych, ktefi byli
vystaveni koktejlu péti bézné uzivanych farmak a jedné nezékonné droze — tramadolu,
citalopramu, sertralinu, venlafaxinu, oxazepamu a metamfetaminu. Koncentrace
odpovidala 1 ug-1! pro kazdou ztestovanych latek. Hlavni €ast experimentu byla
zalozena na monitoringu chovani skupin exponovanych a kontrolnich rakti v arénach
s ukryty nebo bez ukryti. Této casti predchézela tfitydenni expozice rakli v koktejlu
sledovanych latek. Vysledky byly vyhodnoceny v programu EthoVision®XT a nasledné
statisticky vyhodnoceny. V systému s dostupnymi ukryty vykazovaly sledované
parametry (nachozend vzdalenost a aktivita) vyznamné rozdily mezi exponovanou a
kontrolni skupinou. Exponovand skupina nachodila signifikantné vétsi vzdalenost a
byla vyrazné aktivnéjsi nez skupina kontrolni. Zaroven stravila statisticky vyznamné
vy$$i dobu mimo tkryt nez kontrolni raci. V systému bez moznosti ukryti byly vysledky
z diivodu absence ukrytli téméf opacné. Nachozend vzdalenost, rychlost i aktivita se
signifikantn¢ liSila. Exponovani raci vykazovali vyrazné niz$i aktivitu, rychlost, a
nachodili znacné kratsi vzdalenost. Vysledky tohoto experimentu dokazuji, Ze koktejl
sledovanych latek mize vyznamny vliv na chovani necilovych vodnich organismii. Na
exponované raky putsobily latky tlumivym u€inkem a ochromenim smyslovych

receptorl, cozZ mize mit vyrazny vliv na populace ve volnych vodach.

Klicova slova: aktivita, bezobratli, chovani, environmentalni koncentrace,

farmaceuticky aktivni slou¢eniny, rak mramorovany
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9. Abstract

This bachelor thesis evaluates the possible effects of pharmaceutically active
compounds on non-target fresh water organisms and the risks connected with them. As
model organism was used parthenogenetically reproducing non-native marbled crayfish,
which were exposed to a mix of five commonly used drugs and one illicit drug —
tramadol, citalopram, sertraline, venlafaxine, oxazepam and methamphetamine. The
concentration was 1 pg-1"! for each of the tested compounds. The main part of the
experiment was based on monitoring the behaviour of the exposed and control group of
crayfish in arenas with or without shelter. Prior experiment crayfish were exposed for
three-weeks to the mixture of compounds mentioned above. The results were analysed
in the programme EthoVision*XT and later also statistically evaluated. In the system
with available shelters the observed parameters (distance moved and activity) showed
significant differences, where the exposed group walked significantly larger distances
and was considerably more active than the control group. Exposed group also spent
significantly more time outside the shelter. The results in the system without shelter
were almost the opposite. The distance moved, velocity and activity were significantly
different. The exposed crayfish showed considerably lower activity, velocity and moved
shorter distances. The results of this experiment prove that the mixture of monitored
compounds can have a significant impact on the behaviour of non-target fresh water
organisms. The compounds had a softening effect and can affect sensory receptors of
the exposed crayfish, which can have a significant impact on the populations in open

waters.

Key words: activity, behaviour, environmental concentration, pharmaceutically

active compounds, invertebrates, marbled crayfish
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