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1 ÚVOD 

 

Problematika nemocničních odpadních vod se stává stále více řešeným tématem. 

Z mnoha celosvětových výzkumů je patrné, že právě tyto odpadní vody mají kvůli svému 

obsahu mnoha nebezpečných látek a jejich směsí, výrazný ekotoxikologický potenciál a můžou 

mít i značný vliv na lidské zdraví. Především v nemocnicích a nejrůznějších zdravotnických 

zařízeních jsou využívána léčiva v mnohem větším množství než v běžných odpadních vodách 

z domácností, měla by jim proto být věnována mnohem vyšší pozornost.  

Čistírny odpadních vod zastupují klíčovou roli v udržování uspokojivé jakosti 

povrchových vod, ovšem ačkoli mnoho nemocnic před vypouštěním do městských kanalizací 

čistí vypouštěnou odpadní vodu, rezidua farmaceutických prostředků nejsou obvykle 

dostatečně odstraněna. Běžné čistírny odpadních vod řeší především mikrobiologickou 

kontaminaci. Zvýšení účinnosti v odstraňování léčiv a chemických látek lze dosáhnout 

například připojením vhodné čistící technologie (Angeles et al. 2020). 

U takto potenciálně nebezpečných odpadních vod je proto nutné posuzovat rizika pro 

životní prostředí. K jejich vyhodnocení mohou velmi dobře posloužit zkoušky ekotoxicity 

(Hamjinda et al. 2015). Posuzování míry toxicity vypouštěných odpadních vod lze provést 

pomocí chemicko-fyzikální analýzy, anebo na základě provedených ekotoxikologických testů. 

Z hlediska ochrany životního prostředí je nejvhodnější kombinace obou přístupů, jelikož 

výstupy z několika studií (Teodorović et al. 2008, Norberg-King et al. 2018) prokázaly 

významnou ekotoxicitu vzorků, i když nebyly při chemické analýze prokázány překročené 

koncentrační limity sledovaných nebezpečných látek v odpadních vodách. Kromě hodnocení 

ekotoxicity nemocničních odpadních vod bylo do této disertační práce zařazeno i hodnocení 

genotoxicity, které je příhodným doplňkovým nástrojem k ověření zda odpadní vody obsahují 

látky poškozující genetické informace v buňce a způsobující mutace.  

V současné době, kdy je k dispozici velké množství biotestů využívajících nejrůznější 

zkušební organismy, je důležité vhodně zvolit testovací baterii, jelikož je obecně známé, že 

každý organismus může reagovat s jinou mírou citlivosti na danou matrici vzorku. Rovněž je 

patrné, že je zapotřebí využít větší soubor vyhovujících biotestů, protože pouze tímto způsobem 

je možné odhalit veškeré rizikové faktory působící na životní prostředí. V disertační práci bylo 

nahlíženo na tyto doporučení, a proto byla zvolena rozmanitá testovací baterie pro vyhodnocení 

ekotoxicity a genotoxicity vybraných nemocničních odpadních vod.  
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2 CÍLE PRÁCE 

 

Cílem předkládané práce bylo rozšířit dostupné informace o aktuální kvalitě odpadních 

vod ze zdravotnických zařízení z hlediska toxicity, neboť tato zařízení disponují nejednotným 

a často nedostatečným systémem čištění odpadních vod.  Je pravděpodobné, že tato skutečnost 

může mít závažný dopad na znečištění povrchových vod a toxické účinky pro vodní ekosystémy 

i následně pro člověka. 

Předmětem výzkumu bylo vzorky odpadní vody odebrané celkem z 8 zařízení 

lokalizovaných v různých oblastech České republiky, a to v různých časových periodách 

s cílem zachytit variabilitu kvality odpadní vody v závislosti na aktuální intenzitě provozu 

daného zařízení v průběhu týdne a ročním období. 

Baterie testů ekotoxicity zahrnovala nejen konvenční metodiky, ale nově byla sada 

rozšířena o alternativní toxikologickou metodu bez použití obratlovců na embryích (FET test) 

v souladu s progresivní etickou strategií 3R, která naplňuje požadavky aktuálních závazných 

předpisů v toxikologii. Odpadní voda byla zkoušena i pomocí genotoxické metody – Ames test. 

Předmětem výzkumu bylo provést porovnání výsledků konvenčních metod a 

alternativní metody na embryích ryb (FET test) s cílem posoudit případné výhody a nevýhody 

alternativní metody. Biologické testy poskytují skutečný důkaz o kvalitě odpadních vod a na 

rozdíl od chemických analytických testů ukazují komplexní účinky znečištění na životní 

prostředí a lidské zdraví. Některé normalizované konvenční biologické zkoušky nejsou 

dostatečně citlivé na ekotoxikologické hodnocení odpadních vod a je zde velká potřeba vybírat 

pouze vhodné citlivé biologické zkoušky, aby bylo možné správně charakterizovat zbytkovou 

toxicitu upravených odpadních vod. 

V rámci nové testovací strategie bylo cílem vyhodnotit vypovídavost jednotlivých 

metod pro klasifikaci toxicity u odpadních vod. Pro hodnocení kvality odpadní vody byla 

sestavena aktualizovaná baterie testů ekotoxicity v návaznosti na novelizaci normy ČSN 75 

6406.   

Dílčí kroky jsou řešeny v jednotlivých studiích v rámci souboru prací následovně: 

 

I. Jírová G., Wittlingerová Z., Zimová M., Vlková A., Wittlerová M., Dvořáková 

M., Jírová D., 2016:  Bioindicators of wastewater ecotoxicity. Neuroendocrinology 

Letters 37(1): 17-24. 

Cíl práce: Zpracovat literární rešerši na 3 hlavní témata:  

o Charakteristika nemocničních odpadních vod  
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o Využití a citlivost ekotoxických konvenčních testů pro vzorky odpadních 

vod z nemocnic   

o Nahrazení testu na obratlovcích alternativní metodou 

 

II. Vlková A., Wittlingerová Z., Zimová M., Jírová G., Kejlová K., Janoušek S., Jírová 

D., 2016. Genotoxicity of wastewater from health care facilities. 

Neuroendocrinology Letters 37(1): 101-108.  

Cíl práce: Vypracovat přehled dostupné literatury o mutagenitě/genotoxicitě 

odpadních vod ze zdravotnických zařízení.   

 

III. Jírová G., Vlková A., Wittlerová M., Dvořáková M., Kašparová L., Chrz J., Kejlová 

K., Wittlingerová Z., Zimová M. Hošíková B., Jiravová J., Kolářová H., 2018: 

Toxicity of wastewater from health care facilities assessed by different bioassays. 

Neuroendocrinology Letters 39: 101–113.  

Cíl práce: Stanovit toxicitu vybraných odpadních vod z nemocnic v České republice 

pomocí tradičních a alternativních toxikologických metod.  

   

IV. Wittlerová M., Jírová G., Vlková A., Kejlová K., Malý M., Heinonen T., 

Wittlingerová Z., Zimová M., 2020: Sensitivity of Zebrafish (Danio rerio) Embryos 

to Hospital Effluent Compared to Daphnia magna and Allivibrio fischeri. 

Physiological Research 69(4): S681-S691. 

Cíl práce: Hlavním účelem bylo porovnat vhodnost a citlivost testu na embryích ryb 

s citlivostí dvou dalších vodních organismů běžně používaných pro testování 

odpadních vod.  
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3 LITERÁRNÍ REŠERŠE 

 

3.1 Úvod 

Životní prostředí je tvořeno soustavou živých a neživých přírodních prvků 

(ovzduší, voda, horniny, půda, organismy, ekosystémy a energie), které spolu fungují jako 

komplexní a propojený systém. Jakékoli narušení vede ke globálním hrozbám, jako je změna 

klimatu, vyčerpání přírodních zdrojů nebo všudypřítomné rozšíření perzistentních 

bioakumulativních chemikálií v životním prostředí. Tyto problémy ohrožují zdraví ekosystémů 

na celém světě, a proto chránit složky životního prostředí je nezbytným krokem pro zajištění 

udržitelného rozvoje i pro další generace. Dodržování platných zákonů a norem, umožní 

využívání životního prostředí tak, aby nedocházelo k jeho poškození (Franjic, 2018). 

Přítomnost toxických látek vede k narušení funkčnosti ekosystémů a tím ke snížení jejich 

schopnosti plnit pro člověka důležité funkce, nepostrádat v krajině dostatek zdrojů pitné vody, 

mít k potřebě dostatek biotických surovin či nenarušit přirozenou eliminaci škodlivých látek 

rozkladem nebo imobilizací (Kočí, 2006). Země má velkou přirozenou rekuperační sílu, a 

jakmile je odstraněn zdroj znečištění, složky životního prostředí mají tendenci vrátit se do 

původního stavu.  Péče o vodní zdroje, ať již jde o vodu povrchovou či podzemní nelze 

zanedbávat. Voda je nejrozšířenější látka na Zemi, je základní složkou biosféry, je nezbytná 

pro život všech organismů a je hlavním mediem pro transport živin, jejich přijímání a 

vylučování.  Co se týče ochrany životního prostředí, je značně důležité monitorovat možné 

zdroje znečištění a hodnotit jejich nežádoucí účinky (Raven et al. 2015). 

Základním právním předpisem Evropského parlamentu a Rady týkající se činnosti v 

oblasti vodní politiky je směrnice 2000/60/ES z 23. října 2000, která usiluje o udržení a zlepšení 

vodního prostředí. Požaduje od členských států dosažení nebo udržení přinejmenším dobrého 

stavu vod, a to prostřednictvím stanovení a zavedení nezbytných opatření v rámci 

integrovaných programů opatření. 

Ochranu vodních zdrojů, nakládání s nimi a práva k nim upravuje v České republice 

zákon č. 254/2001 Sb., o vodách a o změně některých zákonů (vodní zákon). Každoročně 

předkládá Ministerstvo životního prostředí a Ministerstvo zemědělství vládě zprávu o stavu 

vodního hospodářství v České republice. Zpráva obsahuje přehled činností souvisejících 

s vodní politikou, nově od roku 2019 informuje o monitoringu specifických látek. Ministerstvo 

životního prostředí vede odbor ochrany vod, který se zabývá především:  

• ochranou množství a jakosti povrchových a podzemních vod 

https://cs.wikipedia.org/wiki/Atmosf%C3%A9ra
https://cs.wikipedia.org/wiki/Voda
https://cs.wikipedia.org/wiki/Litosf%C3%A9ra
https://cs.wikipedia.org/wiki/P%C5%AFda
https://cs.wikipedia.org/wiki/Organismus
https://cs.wikipedia.org/wiki/Ekosyst%C3%A9m
https://cs.wikipedia.org/wiki/Energie
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• ochranou před povodněmi  

• plánováním v oblasti vod na národní a mezinárodní úrovni  

• mezinárodní spolupráci v oblasti ochrany vod 

• tvorbou legislativy, norem  

V oblasti odpadních vod je zásadního významu zákon č. 274/2001 Sb. o vodovodech a 

kanalizacích pro veřejnou potřebu, v platném znění.  

 

3.2 Charakteristika odpadních vod z nemocnic  

Odpadní vodu lze definovat jako vodu zhoršené kvality po užití lidskou činností. 

Důvodem zhoršené kvality je obsah široké škály kontaminujících látek, jejichž množství a 

koncentrace závisí na jejich zdroji. Znečišťující látky můžou být kategorizovány jako fyzikální, 

chemické a biologické. Hlavními složkami znečištění jsou složité organické materiály, těžké 

kovy a sloučeniny bohaté na dusík a fosfor. Z biologického hlediska odpadní vodu znečišťují 

patogenní organismy (bakterie, viry, prvoci a řasy). V menším množství jsou v odpadních 

vodách také přítomny syntetické organické chemikálie, anorganické chemikálie, mikroplasty, 

sedimenty, radioaktivní látky, ropa, tuk a mnoho dalších znečišťujících látek (Verlicchi et al. 

2018). 

Odpadní vody mohou být různého charakteru, nejběžnější jsou komunální odpadní 

vody, vzniklé každodenní lidskou činností, pocházející z měst a obcí. Další běžnou skupinou 

jsou odpadní vody průmyslové, vznikající v nejrůznějších průmyslových podnicích. Odpadní 

vody vypuštěné z nemocnice do kanalizace pro veřejnou potřebu podléhají normě ČSN 75 6406 

(Nakládání s odpadními vodami ze zdravotnických zařízení (ZZ) vypouštěnými do stokové sítě 

pro veřejnou potřebu). Norma požaduje od zdravotnických zařízení nejnižší možnou produkci 

odpadních vod a vypouštění nejnižšího množství nebezpečných a sledovaných látek, případně 

dalších rizikových polutantů a biologických činitelů. Z hlediska předpokládaného výskytu 

biologických činitelů v odpadních vodách byly odpadní vody rozřazeny do tří kategorií: 

neinfekční, infekční a vysoce infekční. Pokud ve zdravotnickym zařízení vznikají infekční 

vody, je nutno tyto vody předčistit a dezinfikovat, a to tak, aby bylo dosaženo významné 

redukce biologických činitelů. Na základě posouzení rizik dle normy ČSN ISO 31000 je určena 

technologie předčištění infekčních odpadních vod. Nejvhodnější technologie pro 

dekontaminaci jsou různé fyzikální způsoby (působení tepla nebo tlaku), ozonizace, dezinfekce 

UV zářením a podobně (ČSN 75 6406). 
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Ve městě či obci musí být odpadní voda z domácností, škol, úřadů apod. sváděna 

pomocí systému stok do čistírny odpadních vod. Od roku 2001 je na veřejnou kanalizaci 

napojeno více než 80% obyvatel České republiky.  Po procesu čištění, které probíhá 

nejobvykleji mechanicko-biologickým procesem je odpadní voda vypuštěna do recipientu, což 

je vodní útvar (řeka, rybník, nádrž a podobně). (Hlavínek, 2000).  

 

3.2.1 Kontaminace léčivy 

Mezi hlavní zdroje kontaminující životní prostředí léčivy, můžeme zařadit 

farmaceutický průmysl, zdravotnická zařízení, veterinární činnost, chov ryb a likvidaci 

nepoužitých léčivých přípravků (Boxall et al. 2012). Zdravotnická zařízení většinu léčiv vypustí 

prostřednictvím svých odpadních vod. Nemocniční odpadní voda je 5–15krát více toxická než 

voda pocházející z domácností (Akin, 2016).  V posledních letech velmi vzrostla pozornost 

zabývající se výskytem a osudem farmaceutik a jejich metabolitů v odpadních vodách. 

Přítomnost léčiv ve vodním prostředí a účinky znečištěných sedimentů již prokázaly mnohé 

studie (Vincze et al. 2015, Minguez et al. 2016, Kot-Wasik et al. 2016). Vzhledem ke 

specifickému složení nemocničních odpadních vod se předpokládá, že mohou zapříčinit 

sníženou účinnost čistících procesů probíhajících na čistírnách odpadních vod (Oliveira et al. 

2015).  

Klasické mechanicko-biologické čištění odpadních vod odstraní některá léčiva pouze 

z části, spíše je přeměňuje na jiné metabolity, které někdy mohou působit ještě více toxicky. 

Účinnost odstranění léčiv z odpadních vod je spojena s vlastnostmi molekuly (Wiest et al. 

2018).  Velký význam pro trvale udržitelné hospodaření s vodou a snížení množství 

mikropolutantů v nich (léčiv, chemických látek, pesticidů, těžkých kovů a dalších) mají 

výzkumy zaměřené na zdokonalování čistících procesů probíhajících na čistírnách odpadních 

vod. Jako velmi přínosné technologie se v poslední době využívají adsorpce (pískovými filtry 

nebo aktivním uhlím), ozonace či membránové procesy (Margot et al. 2013). Výzkumy 

prokazují, že tyto techniky dokážou snížit koncentraci řady léčiv, včetně některých antidepresiv 

a antibiotik, ve vodě o více než 95% (Hsu, 2020). Na perzistentní organické látky a látky 

narušující endokrinní systém jsou účinné pokročilé oxidační procesy. Mikrofiltrace 

v odstraňování léčiv příliš vhodné nejsou, a to z důvodu přílišné velikosti pórů. Naproti tomu 

reverzní osmóza, která funguje na principu protékání rozpouštědla membránou, rozpuštěné soli 

a nízkomolekulární složky zachycuje. Hromadění nečistot probíhá před filtrem a pouze 

vyčištěná voda prochází dále. Průběh osmózy je založen na aplikaci vnějšího tlaku ze strany 

roztoku, který je koncentrovanější, což způsobí obrácení přirozeného jevu osmózy. Udává se, 
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že membrána je schopná průměrně odstranit více než 95 % všech rozpuštěných látek a přes 

99% všech látek organických (Kotas, 2016). 

 

 

Obrázek 1 Schéma účinnosti čistících procesů (Kotas, 2016) 

 

Například odstranění diklofenaku je pomocí reverzní osmózy dosaženo z 95% (Kimura et al. 

2007). Reverzní osmóza se osvědčila v odstraňování i dalších léků, především antibiotik, 

hormonů, orální antikoncepce, antiepileptik nebo analgetik. Ve studii Snyder et al. (2007) bylo 

zjištěno, že reverzní osmóza významně zbavuje odpadní vody také látek z výrobků osobní péče, 

často obsahující chemikálie narušující endokrinní systém. Problém však nastává u kalů, kde se 

léčiva, která projdou procesem čištění, mohou ve značném množství koncentrovat. Další 

problém pak nastává při využívání kalů na zemědělské půdě.  

Množství určitých skupin léčiv v odpadní vodě ze zdravotnických zařízení přímo 

souvisí s  užíváním léků pacienty tohoto zařízení. Z posbíraných dat (Verlicchi et al. 2012) 

vyplývá, že nejvyšší koncentrace na přítocích do čistíren odpadních vod byly prokázány u 

léčiva ze skupiny nesteroidních antiflogistik, a to ibuprofenu, který se používá na tlumení 

bolesti, zánětů a horečky. Tyto výsledky jsou i ve shodě s analýzami Státního ústavu pro 

kontrolu léčiv (SÚKL), který v nejnovějších šetřeních udává, že ibuprofen je nejvíce 

distribuované léčivo na trhu podle kusů balení (SÚKL, 2016).  Z výzkumů je prokázané, že 30-

90 % účinné léčivé látky je po požití vyloučena a vstupuje prostřednictvím odpadní vody do 

životního prostředí (Warhurst, 2014). 

Francouzský výzkum (Wiest et al. 2018), který se zajímal o účinnost odstranění léčiv 

z nemocniční a městské vody, potvrzuje, že tyto oba typy vody kontaminují léčivy životní 

prostředí, ale že mezi nemocničními a městskými odpadními vodami jsou značné rozdíly. 

https://chemtrust.org/author/michael/
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Vzorky byly odebírány na přítoku a odtoku z nemocniční a městské vody 24 hodin denně (od 

8:00 do 8:00). Ačkoliv nemocniční čistírna dosahuje uspokojivé účinnosti, koncentrace 

antibiotik po čistícím procesu byla u nemocniční vody mnohonásobně vyšší oproti městské 

odpadní vodě. Ve vyšších koncentracích byly nalezeny tři protizánětlivé látky (ketoprofen, 

diklofenak a ibuprofen) a atenol. V závěru práce bylo konstatováno, že účinnost odstranění 

léčiv byla mezi 75 a 100% v nemocniční odpadní vodě a mezi 30 a 100% v městské odpadní 

vodě. Účinnost odstraňování paracetamolu, kyseliny salicylové, ibuprofenu, ketoprofenu, 

atenololu a antibiotik ciprofloxacinu a vankomycinu bylo vyšší než 90%. Léčiva propranolol, 

sulfamethoxazol, diklofenak a karbamazepin byly odstraněny v relativně malém množství. 

Tyto sloučeniny jsou také často odolné vůči biodegradaci ve vodních a suchozemských 

ekosystémech. Kromě toho existují obavy, že antibiotika v prostředí mohou významně přispět 

ke zvýšení problému rezistence bakterií (Karkman et al. 2018).  

Léčiva v životním prostředí také ohrožují volně žijící zvířata. Velmi známým případem 

je otrava milionů supů v Asii z důvodu požití masa krav, kterým bylo podáno protizánětlivé 

léčivo (Cuthbert et al. 2014). Další velmi známý fakt se pojí s vysokým výskytem hormonálních 

látek ve vodním prostředí spojených s užíváním antikoncepce a léčbou menopauzy. Může tím 

docházet k feminizaci ryb (Carnevali et al. 2018).  Jinak tomu není ani u zvyšujícího se 

podávání veterinárních přípravků v intenzivních chovech zvířat či v akvakulturách. K úniku 

farmaceutik do prostředí dochází skrz hnůj a kejdu, které kontaminují především zemědělskou 

půdu. IWW Water centre v Německu hledal v prostředí léčiva a transformační produkty léčiv 

a nalezl jich celkem 713. V nejvyšších koncentracích byly nalezeny: diklofenak (proti bolesti a 

zánětu), karbamazepin (antiepileptikum), ibuprofen (proti bolesti a zánětu), sulfamethazol 

(antibiotikum), naproxen (proti bolesti a zánětu), trimethoprim (antibiotikum), paracetamol 

(proti bolesti), ciprofloxacin (antibiotikum), ofloxacin (antibiotikum), norfloxacin 

(antibiotikum), kyselinu acetylsalicylovou (aspirin, lék proti bolesti), hormonálně aktivní látky, 

estron, 17p-estradiol, 17a-ethinyl estradiol a estriol (IWW, 2014). Některá z těchto léčiv byla 

nalezena v malé koncentraci i v pitné vodě.  

Jiný výzkum (Aydin et al. 2019) se také zabýval hodnocením možného negativního 

dopadu odpadních nemocničních vod na životní prostředí. Hodnocení bylo provedeno pomocí 

detailně vybraných zkoušek ekotoxicity, podrobného chemického a fyzikálního měření a 

zhodnocení genotoxicity. Studie provedla odběry odpadních vod v letním a zimním období 

celkem z 16 zařízení. Pro výzkum byly vybrány 3 univerzitní nemocnice (velké zařízení, počet 

lůžek: 903 - 1 298), 1 dětská nemocnice (středně velké zařízení, počet lůžek: 363 lůžek) a 14 

všeobecných nemocnic (středně velké zařízení, počet lůžek: 194 – 600). Žádná z nemocnice 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cuthbert%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25405963
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nemá svoji vlastní čistírnu odpadních vod, odpadní vodu vypouští rovnou do městské 

kanalizace. Vzorky byly ve stejný den odebrány také na přítoku a odtoku z čistírny odpadních 

vod. Zařízení provádí klasické mechanicko-biologické čištění. Výzkum byl zaměřen na výskyt 

antibiotik v odpadní vodě, účinnost odstranění antibiotik z odpadních vod a zhodnocení 

potenciálních rizik při vypouštění vod do životního prostředí. Koncentrace antibiotik zjištěné v 

odpadních vodách v zimě byly významně vyšší než v létě. Azitromycin, claritromycin a 

ciprofloxacin byly nalezené v nejvyšší koncentraci. 

Odpadní vody z nemocnic denně uvolňují značné množství léčiv a chemických látek do 

životního prostředí. Výsledky mnoha studií potvrzují (Ramírez-Morales et al. 2020, Kosma et 

al. 2014, Papageorgiou et al. 2019, Khan et al. 2020), že tyto specifické vody obsahují 

mnohonásobně vyšší koncentrace a širší spektrum léčivých látek než komunální odpadní vody 

a že tuto skutečnost nelze ignorovat. Je prokázáno, že riziko představují nejen léčiva, ale také 

jejich směsi a produkty jejich přeměny, které mohou být dokonce více toxické. Léčiva jsou ve 

vodním prostředí často odolná vůči biodegradaci. Po spotřebování léčiv pacientem se vylučují 

do kanalizace ve formě mateřské sloučeniny v množství 30–90% jako aktivní látky (Lyons, 

2014). Jelikož spotřeba léčiv je značná a stále se zvyšuje, je přínosné toxicitu odpadních vod 

průběžně sledovat. Nedostatečného odstraňování léčiv v průběhu čistících procesů v čistírnách 

odpadních vod vyvolává značné obavy z jejich negativního dopadu na vodní ekosystémy a na 

zdraví člověka.  

 

3.2.2 Mikrobiologická kontaminace  

Odpadní vody z nemocnic tvoří ideální prostředí pro patogenní mikroorganismy, 

zejména pro bakterie, viry a prvoky. Do odpadní vody se dostávají ve velkém množství 

vylučováním skrz nemocné pacienty. Mezi nebezpečné patogeny patří nejvíce bakterie 

způsobující choleru, tyfus a tuberkulózu; viry způsobující infekční hepatitidu či aktuální velmi 

nakažlivé onemocnění covid-19; prvoci způsobující úplavici, a nejrůznější vajíčka 

parazitických červů (Abdel-Raouf et al. 2012). Jelikož je aktuálně velmi řešena problematika 

související s onemocněním covid-19, řada výzkumů se zabývá detekcí koronaviru 

v nemocničních odpadních vodách. Koronavirus způsobující onemocnění covid-19 zasáhl v 

letech 2019-2021 více než 34 milionů lidí a způsobil vysokou úmrtnost po celém světě (WHO, 

2020a). Na základě výzkumu několika vědců (Wu et al. 2020, Yang et al. 2020, Ling et al. 

2020), kteří potvrdili přítomnost RNA koronaviru (nazývaný SARS-CoV-2) ve stolici 

infikovaných pacientů, byl virus v nemocniční odpadní vodě skutečně nalezen. Přítomnost 

https://pubmed-ncbi-nlm-nih-gov.infozdroje.czu.cz/?term=Ram%C3%ADrez-Morales+D&cauthor_id=32771760
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SARS-CoV-2 v odpadních vodách byla potvrzena několika studiemi z různých zemí světa 

(Mlejnková et al. 2020, Tai et al. 2020, Green et al. 2020). Mlejnková dále uvádí, že 

monitorování výskytu koronaviru v odpadní vodě by mohl poskytnout informace při aktuálním 

sledování přítomnosti viru v populaci.  

Odpadní vody z nemocnic jsou rovněž prokázaným zdrojem antibiotické rezistence 

(odolnost mikroorganismů vůči působení antibiotika), a to z důvodu vysokého obsahu bakterií 

v odpadní vodě a léčbě nemocných pacientů antibiotickými přípravky, které jsou následně z těla 

vyloučeny prostřednictvím exkrementů (Rizzo et al. 2013). Z literatury zabývající se šířením 

antirezistentních bakterií v rozvojových zemích vyplývá, že jelikož nemají v mnoha případech 

zavedený systém čištění odpadní vod, bude riziko šíření mnohem vyšší než ve vyspělých 

zemích. Antibiotická rezistence je potenciální globální hrozbou pro lidské zdraví, protože 

infekce způsobené bakteriemi rezistentními na antibiotika, zejména gramnegativních bakterií 

rezistentních vůči více lékům, jsou spojeny se zvýšenou úmrtností pacientů, nutností 

hospitalizace, prodlouženou délkou léčby a vyššími náklady na zdravotní péči (Cosgrove, 

2006).  Pacienti, kteří jsou infikováni rezistentním patogenem, mají sníženou účinnost léčby, 

často jim musí být podávána větší dávka léčiv, a je u nich zvýšená potřeba chirurgických 

zákroků. Z těchto dat plyne závěr, že prevence proti šíření antimikrobiálně rezistentních 

organismů je zásadního významu. Riziko pro lidské zdraví související s kontaminací patogeny 

rezistentními na antibiotika může vzniknout při konzumaci zeleniny pěstované na polích 

zavlažovaných kontaminovanými vodami. Dalším případným zdrojem jsou kaly z čistíren 

odpadních vod, pokud se využívají jako hnojivo na zemědělská pole.  

Amouei et al. (2015) ve své studii odebral celkem 96 vzorků odpadní vody ze 4 

iránských nemocnic. Cílem bylo stanovit základní chemicko-fyzikální faktory a celkový počet 

koliformních a heterotrofních bakterií. Průměrný celkový počet koliformních a heterotrofních 

bakterií nalezených v odpadních vodách byl 5,4×108 MPN/100 ml (MPN - 

nejpravděpodobnější počet mikroorganismů), respektive 2,6×1010 KTJ/ml (KTJ - kolonii 

tvořící jednotka). Z výzkumu plyne, že v nemocnicích, kde jsou hospitalizováni pacienti s 

enterickými chorobami je zvýšené riziko výskytu enterálních patogenů včetně bakterií, virů, 

prvoků a helmintů, které se navíc snadno přenášejí vodou.  

 

3.2.3 Kontaminace genotoxickými látkami 

Genotoxické látky (mutagenní) se vyskytují ve všech složkách životního prostředí.  Po 

vdechnutí, požití nebo proniknutí kůží mohou vyvolat nebo zvýšit četnost výskytu genetických 
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poškození. Mezi známé genotoxické látky patří především: polycyklické aromatické 

uhlovodíky, pesticidy, kaly z čistíren odpadních vod, dusíkatá hnojiva, herbicidy, těžké kovy, 

insekticidy, fungicidy, mykotoxiny, některé druhy léků a mnoho dalších.  

Nemocnice patří k jednomu ze zdrojů těchto nebezpečných látek, proto je i známý 

zvýšený výskyt genotoxických látek v nemocničních odpadních vodách. Ovšem jejikož se 

obvykle vyskytují v příliš nízkých koncentracích, je obtížné kvantifikovat riziko spojené s 

těmito chemickými znečišťujícími látkami. Pomocí analytických metod často nelze vyhodnotit 

toxické účinky směsí, proto se genotoxicita hodnotí především pomocí biologických testů 

bakteriální genotoxicity. 

Ve studii (Jolibois et Guerbet, 2006) byla zkoumána genotoxicita nemocničních 

odpadních vod z univerzitní nemocnice mající 2 600 lůžek. Vzorky byly odebírány po dobu 

šesti týdnů v období od května 2001 do dubna 2003. Genotoxicita byla studována kombinací 

dvou testů: SOS chromotestu a Amesova fluktuačního testu na s kmenech Salmonella 

typhimurium (TA 98, TA 100 a TA 102). Z celkem 38 testovaných vzorků bylo 31 pozitivních 

alespoň v jednom testu (82%).  

Další studie (Beltifa et al. 2020) zabývající se genotoxicitou nemocničních odpadních 

vod se zaměřila na detekci těžkých kovů, antibiotik a změkčovadel v odpadních vodách ze tří 

nemocnic v Tunisku. Byl použit cytotoxický test provedený na geneticky modifikované 

Salmonella typhimurium TA104 a test detekce fragmentace DNA s použitím jater samců myší 

švýcarských albínů. Získané výsledky vyhodnotily odpadní vody jako možné toxikologické 

riziko a poukazovaly na jejich cytotoxické a genotoxické vlastnosti. Výsledky ukázaly, že 

všechny vzorky odpadních vod způsobovaly významná kvalitativní a kvantitativní rizika v 

jaterní DNA. Ovšem stanovení pomocí cytotoxického testu neprokázalo žádnou významnou 

genotoxicitu na Salmonella typhimurium TA104. Pro zachycení genotoxicity je proto vhodné 

kombinovat více druhů testů. 

Studie prokázaly, že nemocnice jsou jedním ze zdrojů produkujících genotoxické 

sloučeniny v odpadních vodách, tudíž by bylo příhodné, aby nemocnice kontrolovaly své 

odpadní vody a zlepšily čistící technologie.  

 

3.3 Toxikologie 

Toxikologie je multidisciplinární věda studující vliv chemických látek na živé 

organismy. Přináší poznatky o otravách xenobiotiky a endogenních fyziologických změnách 

v organismech.  Název pochází z řeckého τοξικον (toxikon), což v překladu znamená jedovatou 
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látku, do které byla namáčena špička šípů. Její kořeny lze vysledovat od začátků vývoje lidstva, 

neboť právě přežití našich předků záviselo na rozlišování mezi jedlými a jedovatými rostlinami 

a zvířaty (Tompa et Balázs 2018). Toxikologie se opírá o poznatky z biologie, patofyziologie, 

histologie, genetiky, farmakologie a imunofarmakologie. K objasnění povahy zkoumaných 

látek nejčastěji využívá analytickou a fyzikální chemii. Pomocí analytické chemie se s přesností 

může určit složení látek a směsí, fyzikální chemie určí makroskopické vlastnosti látky 

na molekulární úrovni (Burcham, 2014). 

V průběhu času vzniklo mnoho odvětví toxikologie, patří mezi ně zejména: popisná 

toxikologii (popisuje poškození organismu toxickou látkou), predikční toxikologii (odhad 

toxicity ze struktury chemické látky), soudní lékařství (využívá se v kriminalistice k prokázání 

usmrcení otravou), klinickou toxikologii (zabývá se analýzami xenobiotik v biologickém 

materiálu a léčbou otrav), průmyslovou toxikologii (sleduje látky produkované chemickým 

průmyslem, jejich výskyt v chemických provozech a jejich nebezpečnost), toxikologii potravin 

a aditiv (zahrnuje detekci toxických látek v potravinách a aditivech, charakterizuje jejich 

vlastnosti, studuje jejich osud v těle (absorpce, distribuce, metabolismus a vylučování) a 

zkoumá jejich škodlivé účinky na zdraví), toxikologii psychotropních a omamných látek 

(studuje poškození organismu při užívání psychotropních a omamných látek), toxikologii 

agrochemikálií (zkoumá toxické účinky pesticidů a hnojiv) ekotoxikologii (působení 

škodlivých látek na ekosystémy) a vodní toxikologii (studium účinků toxických látek na vodní 

organismy). Současná moderní toxikologie je vědní obor studující toxické účinky xenobiotik 

na člověka, faunu a floru, i na celé ekosystémy. Studuje především jejich povahu, mechanismus 

jejich účinku (prahový, bezprahový) a pravděpodobnost jejich výskytu (Pappas et al. 1999). 

 

3.4 Ekotoxikologie 

Ekotoxikologie se jakožto specifické odvětví toxikologie zabývá studiem škodlivých 

účinků látek přírodního či lidského původu na živé organizmy. Sleduje vliv látek nejen na 

jednotlivé formy života, ale i na celé populace a ekosystémy (Walker et al. 2007). Obor vznikl 

především z vědeckých disciplín jako je biologie, toxikologie, ekologie, farmakologie, 

medicína, biochemie a environmentální chemie (Valavanidis, 2015). Propojení těchto 

vědeckých disciplín vedlo k porozumění působení toxických látek na živé organizmy, populace 

či rovnováhu ekosystémů. Později se z těchto věd stal samostatný interdisciplinární obor 

ekotoxikologie. Zkoušky toxického působení na živé organismy byly prováděny v různých 

formách po staletí. V dřívějších dobách nebylo hlavním cílem zkoušení vyhodnotit škodlivé 

https://cs.wikipedia.org/wiki/Molekula
https://www.researchgate.net/profile/Athanasios-Valavanidis
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účinky na rostlinné a živočišné jedince, nýbrž na člověka. Až na konci 19. století se rozvinula 

snaha získat informace o dopadech lidské činnosti také na životní prostředí. Penny a Adams 

v roce 1863 poprvé provedli první akvatický akutní test s průmyslovou odpadní vodou. V roce 

1945 bylo americkou společností „The American Society for Testing and Materials“ přijata 

první standardní metoda publikovaná Hartem (Hart et al. 1945). Metoda se zaměřovala na 

běžný výskyt populací a společenstvech v daném vodním ekosystému. Jejich nepřítomnost 

naznačovala zhoršenou vhodnost podmínek v daném prostředí. Metoda prokázala spolehlivý a 

citlivý ukazatel kvality vody a mohla doplňovat již existující chemické a fyzikální měření 

(Hoffman et al. 2003).  Vodní toxikologie se vyvinula ze dvou vědních disciplín, a to biologie 

znečištění vody a limnologie. První výzkumy se zaměřovaly na pozorování a identifikaci rostlin 

a živočichů žijících v různých vodních zdrojích. Cílem dalších výzkumů bylo objasnit, jak živá 

složka snižuje organické znečištění vod.  V roce 1877 byla Schoesingem a Muntz Stephenem 

objevena role bakterií v nitrifikačním procesu. V roce 1924 byla vydána studie Kathleen 

Carpenter o toxicitě těžkých kovů (olovo a zinek) na ryby (Hoffman et al. 2003). Po této 

publikaci se testy toxicity těžkých kovů na vodních organismech velmi rozmohly.  V 80. letech 

začala organizace OECD prosazovat testování chemických látek pomocí ekotoxických testů. 

Získaná data se s výhodou využívala ke stanovení bezpečnosti především u chemických 

přípravků, pesticidů a průmyslových chemikálií (OECD, 2019).  Ve 20. století došlo k rychlému 

rozvoji analytických metod, což velmi pomohlo pracovníkům při hlubším zjišťování příčin 

otrav. Na základě zjištěných  informací mohly být stanoveny toxické metabolické účinky na 

různé orgány a hodnoty toxických dávek (Pappas et al. 1999).  

Podstatou ekotoxikologických testů je kontakt zkoušené látky nebo jejího vodného 

výluhu s organismem a vyhodnocení toxického působení této látky na daný organismus, na jeho 

přežití, růst, reprodukci a chování. Zkoušky na živých organismech mohou prokázat, zda jsou 

zkoušené látky biologicky dostupné a mají tak možnost poškozovat biologické systémy živých 

struktur. Zkoušenou látku je možné testovat v mnoha koncentracích a tím prokázat, kdy látka 

na organismus ještě neúčinkuje a naopak kdy již organismus poškozuje (Walker et al. 2007).  

Další možností v testování je délka expozice. Ta přináší výsledek, zda látka navozuje akutní 

účinky po jednorázové dávce či chronické toxické účinky po opakovaných dávkách, které jsou 

často podprahové. Krátkodobé expozice organismu zkoušené látce, při snaze zjistit její účinek 

způsobující škodlivé účinky obvykle nepřesahuje 15 dní. K akutnímu účinku látky dochází 

velmi často v krátké době po expozici, lze ho tak relativně dobře rozpoznat a snadno 

kvantifikovat z hlediska účinků na zdraví. K zaznamenání akutního účinku je obvykle nutná 

vysoká koncentrace zkoušené látky. V životním prostředí jsou však vysoké koncentrace 
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jednotlivých chemikálií či směsí velmi nepravděpodobné, mnohdy koncentrace toxické látky 

nepřekračují ng/l. Vysoké koncentrace toxikantů se obvykle vyskytují pouze v případě havárií.  

Chronické účinky lze určovat po dlouhodobější expozici, která je zpravidla delší než 3 měsíce. 

Aby neklesla koncentrace zkoušené látky, musí se podávat opakovaně (Kočí, 2006). 

Chronickými testy se u zkoušených látek vyhodnocují karcinogenní, mutagenní, teratogenní či 

kumulační vlastnosti. Škodlivé efekty jsou pozorovány a zaznamenány až na potomcích nebo 

dalších vývojových stádiích. Další možností je sledovat, zda dochází ke snížení porodnosti, ke 

sníženému růstu, ke změnám chování nebo k přenosu genetických vad.  

 

3.5 Obecný postup při hodnocení ekotoxicity 

Doporučený postup při ekotoxikologickém testování popisuje Metodický pokyn 

Ministerstva životního prostředí 11/2007 v uvedeném schématu, viz obrázek č. 2.  

 

 

Obrázek 2 Doporučený postup při testování 

 

 Testovací strategie se zahajuje úvodním testem, který se provádí s neředěným výluhem 

vzorku pouze v jedné paralele a má sloužit pro odhad ekotoxicity. Pokud je toxický účinek 

menší než 50 %, provede se následně ověřovací test, který slouží k ověření negativního účinku. 

Ověření se provede  nejméně s třemi paralely. V případě, kdy vyjde úvodní test toxický víc než 

50%, provede se test předběžný. Tento test slouží k určení rozmezí koncentrací, kde se přibližně 
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bude pohybovat hodnota EC50 (IC50, LC50). Často je prováděna široká koncentrační řada, (od 

1mg/l do 100mg/l), každá pouze s jednou zkušební nádobou. Předběžný test poskytuje 

informace o nejvyšší koncentraci, která ještě nezpůsobuje úhyn organismů, a zároveň o nejnižší 

koncentraci, která již způsobuje inhibici, imobilitu či letalitu organismů. Na základě 

výsledků  předběžného testu se volí užší koncentrační řada pro test základní, což je konečný 

test pro vyhodnocení hodnoty EC50 (IC50, LC50). Je třeba zvolit koncentrace tak, aby okolo 

hodnoty EC50 došlo k účinku u 5 - 95 % organismů. U základního testu se pro každou 

koncentraci nasazují 2 -3 paralely pro dosažení přesnějších výsledků.  

Vzhledem k rostoucímu využívání laboratorních zvířat ve vědě a výzkumu se v roce 

1959 Russell a Burch zaměřili na vypracování pokynů, které by zajistily dobré životní 

podmínky zvířat a etické aspekty spojené s jejich vystavením bolesti a stresu. Touha podpořit 

výzkumnou komunitu a zároveň zajistit společné dodržování pokynů ke snížení počtu 

použitých pokusných zvířat a ke zmírnění bolesti a utrpení při experimentech se stala koncepcí 

tzv.3R : Replacement, Reduction and Refinement. Hlavním cílem bylo vytvořit strategii, která 

by zlepšila zacházení s laboratorními zvířaty a současně i zvýšila vypovídavost studií, které 

používají živé obratlovce. Zásady 3R byly zapracovány do legislativy v celé řadě zemí, 

především v zemích EU.  

“3 R” podle začátečních písmen anglických slov znamenají: 

REPLACEMENT (náhrada) – Nahradit všude, kde je to možné, experimenty 

využívající živé obratlovce jinými experimenty, které nepoužívají živé obratlovce, např. pokusy 

in vitro využívající buněčné, tkáňové či orgánové kultury nebo rekonstruované modely tkání, 

použití bezobratlých organismů (bakterie, řasy, korýše, embrya ryb). 

REDUCTION (snížení, redukce) – Provést experiment s co nejnižším počtem zvířat.   

REFINEMENT (zjemnění) – Je nutné jakékoli snížení až úplně vyloučení bolestivých 

a stresujících situací. Prioritou je zlepšit životní podmínky pokusných zvířat, například pomocí 

úlevy od bolesti nebo zlepšení chovných systémů zajištující zvířatům jejich přirozené potřeby 

(Směrnice Evropského parlamentu a Rady 2010/63/ЕU). 

 

3.6 Vybrané příklady ekotoxikologických testů 

Níže vybrané testy toxicity poskytují údaje o růstu, reprodukci a přežití organismů s 

cílem posoudit ekologická rizika a znečištění životního prostředí prostřednictvím zkoušených 

látek.   Biologické testy jsou obecně prováděny s využitím prokaryotických (bakteriálních) i 

eukaryotických buněk. Cílem ekotoxikologického zkoušení je interpretovat toxicitu látek na 
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ekosystémové úrovni, proto by měla testovací sada obsahovat organismy všech trofických 

úrovní; producenty, konzumenty i destruenty. Hodnocení toxicity by tak mělo vycházet 

z testování na několika druzích organismů. Postup, který využívá pouze jedinou baterii testů 

pro všechny látky a směsi není považován za přijatelný (Devillers et al. 2009). Správně by měla 

být navržena řada testů ekotoxicity vždy se zaměřením na charakter testovaného vzorku. 

Organismy se značně liší v citlivosti na různé chemické látky, výsledky mohou být proto značně 

odlišné. Při zkoušení nové chemikálie nebo směsi je vhodné využít co nejširší testovací baterii, 

bez nutnosti velkého počtu paralel. Prvotní výsledky upozorní na citlivé organismy, s kterými 

je vhodné provádět další testy směřující až k výsledku EC50. Na druhou stranu je třeba myslet i 

na ekonomickou stránku věci a pravidla 3R, které předepisují, že v testovací baterii by měl být 

zahrnut omezený počet živých organismů a měl by být prováděn jen nezbytný, omezený počet 

testů.  Příkladem může být zkušební baterie pro testování toxicity odpadní odpadních vod, 

kterou sestavili Hagendor a Diehl v roce 1999 (Hagendor et al. 1999). Zahrnuje test na dafniích, 

luminiscenční bakterii, řase a rybím embryu. Metodu na rybím embryu využili jako alternativu 

k akutní toxicitě pro ryby.  

 

3.6.1 Testy na bakteriích 

Zkouška na bakteriích Aliivibrio fischeri je popsána normou ČSN EN ISO 11348-1,2,3. 

Test vyhodnocuje inhibici emise světla luminiscenční mořské bakterie po expozici 5min, 15 

min nebo 30 min. Koncovým výsledkem je zjištění koncentrace zkoušené látky, která způsobuje 

20% a 50% inhibici luminiscence. Citlivost bakterií je monitorována pomocí pozitivní kontroly 

s roztokem ZnSO4.7H2O. V této práci byly použity sušené bakterie, které se před testem oživí 

přidáním reaktivačního roztoku. Slanost vzorků se koriguje přidáním NaCl. Suspenze 

zředěných vzorků a bakterií se při testu udržují při 15°C ± 1°C. Jako negativní kontrola byl 

použit roztok 2% NaCl.  

Čeled Vibrionaceae jsou pohyblivé gramnegativní tyčinky, patřící mezi 

nesporulující bakterie. Živí se heterotrofně a pohyb jim zajištuje jediný polární bičík. Provádění 

testů na těchto bakteriích, především přírodní bioluminiscenční bakterie, jako jsou Aliivibrio 

fischeri (také nazýván Vibrio fischeri), Vibrio harvey, Pseudomonas fluorescens a 

Pseudomonas leiognathi lze využít pro ekotoxikologický screening a pro hodnocení 

potenciálně škodlivých látek (Girotti et al. 2008). Jejich výskyt v životním prostředí je 

především v mořském ekosystému, kde žijí jako volně žijící, symbiotické nebo parazitické 

organismy, je však možné je najít i ve sladké vodě (Kaeding et al. 2007). Vibria mohou být i 

https://www.wikiskripta.eu/w/Bakterie
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lidskými patogeny, patří mezi ně například Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus a Vibrio 

vulnificus. Nejvíce známá symbióza bakterie Aliivibrio fischeri je mezi chobotnicemi 

Euprymna scolopes, kde žijí v jejich světélkujícím orgánu. Světlo produkované bakteriemi je 

chobotnicí využíváno jako protipredátorská kamufláž (McFall-Ngai et al. 2014). 

Testování na bakteriích má oproti mnohobuněčným organismům mnoho výhod. Při 

zkouškách na vyšších organismech jsou nevýhodou výrazně vzrůstající finanční náklady. Dále 

pak testovací čas, který je delší o několik dní, kvůli jejich prodloužené době reprodukce. Navíc 

u bakterií nemusí být zvažovány etické otázky, které vznikají při testování na vyšších 

organismech.   

 

 

Obrázek 3 Ukázka probíhajícího testu s bakteriemi 

 

3.6.2 Testy na řasách 

K testování negativního účinku látek na řasy je běžně využívaná zkouška inhibice růstu 

řas s využitím řasy Desmodesmus subspicatus (dříve známé jako Scenedesmus subspicatus) či 

Pseudokirchneriella subcapitata dle ČSN EN ISO 8692. Zelená řasa rodu Desmodesmus se 

vyznačuje plochými, rovnými nebo mírně zakřivenými koloniemi. Kolonie buněk 

jednobuněčné řasy (cenobium) jsou nejčastěji dvou až čtyřbuněčné. Buňky v cenobiu jsou 

vejčitého až elipsoidného tvaru, 5–12 x 2,4–7 μm velké, s široce zaoblenými vrcholy. Lehce 

ohnuté ostny, s délkou sahající do dvou třetin celkové délky buňky, jsou na konci okrajových 

buněk. Na zbývajících vrcholech se mohou vyskytovat rovné ostny vedlejší. Desmodesmus 

subspicatus je součástí planktonu a metafytonu (Metafyton – organismy rostoucí u dna ve 

fotické zóně bez spojení se substrátem), který se vyskytuje v zarostlých menších rybnících a 

nádržích (Kaštovský et al. 2018). Řasy jsou zástupci primárních producentů ve vodních 

ekosystémech a mají tak v ekotoxikologickém testování významnou roli. Mnoha studiemi 
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(Liguoro et al. 2012, Vasconcelos et al. 2017) je prokázaná jejich vysoká citlivost a vhodné 

použití pro nejrůznějším toxikanty, například antibiotika nebo těžké kovy, které se právě běžně 

vyskytují v nemocniční odpadní vodě.  Principem akutního testu toxicity je inhibice dělení 

jednobuněčných zelených řas. Populace řas rostoucí v prostředí s obsahem zkoušeného vzorku 

je porovnávána s populací rostoucí v kontrolním médiu po inkubaci 72 hodin v termostatu při 

23±2°C a intenzitě osvětlení 6 000-10 000 lx. Poté je vyhodnocena hustota řas pomocí 

mikroskopu a počítací komůrky. Jako pozitivní kontrola pro monitorování citlivosti řasové 

kultury je použit roztok K2Cr2O7.  

 

 

Obrázek 4 Ukázka nárůstu zelené řasy v koncentrační řadě odpadní vody 

 

3.6.3 Test se semeny hořčice bílé 

Sledování toxického či netoxického účinku na semenech hořčice bílé se doporučuje 

provádět pomocí testu inhibice růstu kořene na základě testovacího postupu uvedeného v 

příloze č. 1 Metodického pokynu odboru odpadů ke stanovení ekotoxicity odpadů (2007). 

Principem metody je stanovení účinku látek obsažených ve vodném výluhu na klíčivost a růst 

kořene v počátečním vývoji rostliny. Test probíhá v termostatu 72 hodin, po jeho uplynutí se 

změří délka všech kořenů pomocí pravítka a vypočítá se průměr. Pro vyhodnocení výsledku se 

průměr délky kořene stanovený ve zkoušeném vzorku porovnává s aritmetickým průměrem 

délky kořene kontrolního vzorku a vypočítá se procento inhibice nebo stimulace. Pro test je 

potřeba minimální klíčivost semen 90%. Semena mají okrově žlutou barvu, do testu se smí 

využít pouze semena zdravá a středně velká. K ověření citlivosti semen se používá roztok 

K2Cr2O7.  
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3.6.4 Test na cibuli kuchyňské 

Zkouška se provádí na cibulkách (Allium cepa L.) o velikosti 16-18 mm. Cibule musí 

být bez jakéhokoli chemického ošetření. Citlivost testovaných cibulí se stanovuje pomocí 1% 

MMS (methylmethansulfonát), který slouží jako pozitivní kontrola. Cibule jsou vystaveny po 

dobu 72 hodin nezředěným vzorkům. Pitná voda z vodovodu slouží jako negativní kontrola.   

Test probíhá obvykle v šesti replikátech. Zkušební teplota musí být udržována na 22°C ± 2°C 

s ochranou proti přímému slunečnímu záření. Na konci experimentu se provádí měření délek 

kořenů s přesností na 1 mm a je vypočítána inhibice prodloužení kořene vzhledem k negativní 

kontrole. 

 

 

Obrázek 5 Ukázka testu na cibuli kuchyňské 

 

3.6.5 Testy na perloočkách 

Testy na perloočkách (Daphnia magna) jsou prováděny dle metody určené normou ČSN 

EN ISO 6341. Zkouška inhibice pohyblivosti na vodních korýších Daphnia magna Straus 

určuje koncentrace látek a směsí, které za 24h nebo 48h imobilizují 50% jedinců, vystavených 

podmínkám metody. Testy probíhají při denní periodě 16:8 (světlo:tma), bez krmení. Teplota 

během testu je udržována na 20°C ± 2°C. Pro platnost testu musí být zajištěna koncentrace 

kyslíku ≥ 2 mg.L-1. Procento imobilizace v kontrolní skupině musí být <10%. Inhibiční 

koncentrace se označuje 24h EC50 nebo 48h EC50 dle expoziční délky. Na konci testu se 

spočítají pohybliví jedinci a vypočte se procento imobilizace. Citlivost korýšů je kontrolována 

pravidelnými testy s K2Cr2O7.  

Perloočky pro tento typ testu představují jednoduše laboratorně kultivovatelný 

organismus s krátkou generační periodou. Výhodou je i vhodná velikost a snadná manipulace.  
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Test lze tak snadno využít pro akutní i chronické testy. Do testu musí být používány pouze 

jedinci mladší než 24 h, kteří jsou získáváni acyklickou parthenogenezí za definovaných 

podmínek chovu.  

Rod Daphnia patří systematicky do čeledi hrotnatkovití (Daphniidae), řádu perloočky 

(Cladocera), do třídy korýši (Crustacea) a kmene členovci (Arthropoda). Daphnia magna je 

malý planktonický korýš (dospělý o délce 1,5–5,0 mm), který tvoří velmi důležitou součást 

potravního řetězce ve vodním ekosystému. Jsou důležitou potravou pro predátory, například 

pro ryby. Většina perlooček je schopna dvojího typu rozmnožování – partenogenetického a 

sexuálního. V dobrých životních podmínkách využívají především partenogenezi, kdy jsou 

vzniklá mláďata pouze samice podobná dospělcům a geneticky jsou shodná s matkou. Dojde-

li ke zhoršení životních podmínek, začnou se rozmnožovat pohlavně a mohou produkovat i 

samce. Partenogenetické rozmnožování, kdy dozrává až 60 diploidních vajíček přibližně jednou 

za dva dny, závisí hlavně na teplotě prostředí.  Daphnie se živí především fytoplanktonem a 

detritem. V laboratorním chovu se Daphnie krmí směsí živých a sušených zelených řas 

(Smirnov, 1978). 

 

Obrázek 6 Základní test s organismem Daphnia magna 

 

3.6.6 Testy na rybách 

Stanovení akutní letální toxicity látek pro sladkovodní ryby se provádí dle normy ČSN 

EN ISO 7346-1,2,3. Doporučené druhy k ekotoxikologickému testování jsou Poecilia 

reticulata nebo Danio rerio Hamilton-Buchanan. Principem metody je sledování chování a 

přežívání ryb v odstupňovaných koncentracích testované látky po dobu 96h, která způsobí 50% 

mortalitu zkušebního organismu za podmínek daných metodou. Pro testy jsou používána obě 
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pohlaví. Ryby se 48 hod před testem přestanou krmit a během testu jsou bez krmení.  Základní 

podmínkou je dobrá zdravotní kondice a nepřítomnost viditelných malformací u ryb zařazených 

do testu. Lze použít metodu statickou (zkoušený roztok se neobnovuje), obnovovací –

semistatickou (zkoušený roztok se obnovuje po 24h nebo 48h) či průtočnou (zkoušený roztok 

se nepřetržitě obnovuje).  

Živorodka duhová (Poecilia reticulata) je sladkovodní až 

brakická paprskoploutvá ryba z čeledi živorodkovitých (Poeciliidae) živící se masitou i 

rostlinnou složkou. Samice dosahují velikosti okolo 6 cm, samci jsou menší, dorůstají do 

velikosti okolo 4 cm. Danio pruhované je výhradně sladkovodní ryba patřící do čeledi 

kaprovitých. Tělo je podlouhlé, štíhlé, s maximální délkou do 5ti cm. Na bocích je viditelné  7–

9 podélných pruhů střídajících kovově modré a zlatožluté pruhy. Existuje pohlavní 

dimorfismus, lze tak snadno rozlišit samce od samic. Sameček je delší, štíhlejší, žluté pruhy se 

kovově lesknou. Samička má zaoblenější bříško, barva těla je světlejší, pruhy jsou méně 

výrazné. Ryby jsou obratlovci, tudíž jako pokusná zvířata podléhají zákonu na ochranu zvířat 

proti týrání (Zákon č. 246/1992 Sb.). Testování mohou provádět jedině odborně způsobilé 

osoby. Z tohoto důvodu se doporučuje využít namísto akutního testu na rybích dospělcích test 

na rybích jikrách (Schmitz, 1999). 

 

Obrázek 7 Danio rerio a Poecilia reticulata 

 

3.6.7 Fish embryo test 

Fish embryo test (neboli FET test) byl přijat OECD (Organisation for Economic 

Cooperation and Development) v r. 2013 jako alternativa konvenčního testu akutní toxicity na 

rybách. Experimenty na rybích embryích jsou považovány za alternativu k pokusům na 

zvířatech, jelikož dospělé ryby jako testovací organismy jsou nahrazeny embryi ryby Danio 

rerio (Dánio pruhované) v časné fázi vývoje. Nervový systém v časné fázi embryonálního 

vývoje není dostatečně vyvinutý a tak embrya necítí bolest. Směrnice Evropského parlamentu 

a Rady 2010/63/EU ze dne 22. září 2010, o ochraně zvířat používaných pro vědecké účely 

nespecifikuje embrya jako pokusná zvířata, tudíž se na ně nevztahuje.   

https://cs.wikipedia.org/wiki/Sladkovodn%C3%AD_ryby
https://cs.wikipedia.org/wiki/Paprskoploutv%C3%AD
https://cs.wikipedia.org/wiki/Ryby
https://cs.wikipedia.org/wiki/%C4%8Cele%C4%8F
https://cs.wikipedia.org/wiki/%C5%BDivorodkovit%C3%AD
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Jelikož vědecká komunita usiluje o využívání alternativních testů, vzniklo mnoho 

výzkumů týkající se srovnávání metody FET s klasickým testem akutní toxicity na rybách. 

Závěr výzkumu (Lammer et al. 2009) poukazuje na fakt, že test na rybích embryích je korelující 

s klasickou alternativní metodou na rybích dospělcích a je vhodná k testování ekotoxicity 

různorodých látek a směsí. Prokázali to srovnáním metod na 77 chemikáliích. Z výsledků 

vyplynulo, že test na rybích embryích je rozumnou alternativou, která bude využívána v 

budoucnosti ve větším rozsahu. Ke stejnému závěru došel i výzkum Embry a kol., z roku 2009, 

kde konstatuje, že je metoda vhodná pro zkoumání nepříznivých účinků různorodých polutantů 

(odpadní vody, výluhy z odpadů, chemické látky) na vodní biotu i vhodný nástroj pro 

hodnocení embryotoxických potenciálů ve vodě a sedimentech.  Test lze také úspěšně aplikovat 

i na látky vykazující různé režimy účinků, různě se rozpouštějící, látky těkavé i hydrofilní 

(Belanger et al. 2013).  

Principem testu OECD TG 236 je vystavení oplodněných rybích jiker zkoušené látce a 

vyhodnocení její toxicity na základě indikátorů letality.  

Mezi základní letální indikátory patří:  

1) Koagulace jikry 

2) Nepřítomnost tvorby somitů (párové oblasti mezodermu, které se vytváří v raných fázích 

vývoje strunatců a leží na obou bocích podél struny hřbetní, ze které vzniká škára, kosterní 

svaly a obratle)  

3) Neoddělení ocasu od žloutkového váčku 

4) Nepřítomnost srdečního tepu 

Mezi subletální (nepostačující k usmrcení) indikátory patří:  

1) Opožděný srdeční rytmus 

2) Nepřítomnost krevního oběhu 

3) Přítomnost edému 

4) Zakřivení páteře 

5) Porucha pigmentace 

(OECD TG 236). 

 

Na obrázcích níže jsou vidět subletální abnormality po expozici 96 hpf (hodin po 

oplození) vzorkům nemocniční odpadní vody. Obrázek č. 1 znázorňuje normální vývoj embrya 

v kontrolním médiu. Na obrázku č. 2, 3 a 4 lze pozorovat zakřivení páteře. Perikardiální edém 

a edém žloutkového váčku se vytvořil u embrya na obrázku č. 2.  Na obrázku č. 4 je znázorněný 

příklad poruchy pigmentace. 

https://cs.wikipedia.org/wiki/Mezoderm
https://cs.wikipedia.org/wiki/Embryon%C3%A1ln%C3%AD_v%C3%BDvoj
https://cs.wikipedia.org/wiki/Embryon%C3%A1ln%C3%AD_v%C3%BDvoj
https://cs.wikipedia.org/wiki/Strunatci
https://cs.wikipedia.org/wiki/Struna_h%C5%99betn%C3%AD
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Obrázek 8 Přehled subletálních abnormalit, PE = perikardiální edém, YSE = edém žloutkového vaku, SC = 

zakřivení páteře, PF = porucha pigmentace. 

 

Ryby jsou nejčastěji chované v chovných systémech např: chovný systém  ZebTEC od 

firmy Tecniplast. Systém nepřetržitě upravuje a monitoruje důležité parametry vody (pH, 

konduktivitu a teplotu). Jikry jsou získávány od ryb Danio rerio ve věku od 6 do 18 měsíců. 

Pro získání oplodněných jiker se ryby rozdělí podle pohlaví večer před testem do 2 litrových 

vytíracích akvárek. Nádrže mají nakloněnou rovinu simulující rybám břeh, u kterého se 

v přírodě přirozeně vytírají. Ve vytíracím akváriu je připraven čerstvý roztok destilované vody 

obohacený živinami. Samice a samci jsou ve vytíracím akváriu odděleni plastovým sklem. Po 

dvanácti hodinách se v akvarijní místnosti rozsvítí světlo, z vytíracího akvária se vyjme dělící 

sklo a samci a samice se začnou vytírat. Oplozené i neoplozené jikry padají skrz děrovanou 

podložku na dno akvária.  Jikry se po vyjmutí promyjí obohacenou destilovanou vodou (pH 6,5 

– 7,5, tvrdost vody 70 – 100mg/l CaCO3) a přenesou do zkoušeného vzorku. Embrya by měla 

být ponořena do vzorku nejpozději v 16-ti buněčné fázi. Pod mikroskopem se vytřídí oplodněné 

jikry a pipetou přendají do 24-jamkových mikrodestiček. Test musí být zahájen nejpozději do 

90 minut po oplození. Mikrodestičky jsou po celou dobu zkoušky při 26±1ºC a při světelné 

periodě 16:8 (světlo:tma). Citlivost embryí je kontrolována pomocí 3,4-dichloranilinu (4mg/l), 

který slouží jako pozitivní kontrola v každém testu. Test je považován za platný, pokud se 

koncentrace kyslíku během testu udržovala nad 80% a úmrtnost negativní kontroly nepřesáhly 

10%. Po 48 hodinách po oplození jsou hodnocena 4 základní kritéria a vyhodnocena mortalita 

a LC50 v procentech. Další hodnocení je provedeno po 96 hodinách po oplození, vyhodnocuje 

se mortalita, subletální indikátory a LC50.  
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Obrázek 9 Schéma postupu u zkoušky FET 

 

3.7 Genotoxikologické metody 

Účelem testování genotoxicity je zjistit, zda testovaná látka ovlivňuje genetický materiál 

nebo může způsobovat rakovinu. Tyto testy lze provádět jak u prokaryotických, tak u 

eukaryotických buňek. Jejich vyhodnocování a monitorování je důležité především z důvodu 

jejich dlouhé doby latence či nepříznivému důsledku působení až na další generace.   

Jelikož testování genotoxických účinků na zvířatech pomocí epidemiologických studií 

jsou velmi zdlouhavá, nákladná a eticky náročná, jsou mnohem častěji využívány krátkodobé 

testy, u kterých je potenciál rychlého odhalení existence genotoxického působení. Pro 

hodnocení genotoxicity bylo vyvinuto mnoho in vitro a in vivo testů, které s řadou koncových 

bodů detekují poškození DNA nebo její biologické důsledky u prokaryotických nebo 

eukaryotických organismů. Mezi nejčastěji používané metody pro detekci genotoxicity patří 

bakteriální Amesův test, kometový test a zkouška na chromozomové aberace u savců in vitro 

(Kaur et al. 2018).  

Test „Comet assay“ neboli kometový test, poprvé publikovaný v roce 1984 Ostlingem 

a Johansonem, patří mezi významné krátkodobé testy genotoxicity. Test spočívá v alkalické 

gelové elektroforéze jednotlivých buněk. Fragmenty jaderné DNA, vzniklé působením 

mutagenních faktorů, mají tendenci vycestovat z jader, což po vizualizaci dává výsledek obrazu 

„komety“. Účelem kometového testu je identifikovat látky, které způsobují poškození DNA. 

Kometová zkouška je schopna detekovat jednovláknové nebo dvouvláknové zlomy. K těmto 

zlomům dochází v důsledku přerušení fosfodiesterové vazby mezi dvěma sousedními 

deoxynukleotidy. Tyto zlomy mohou vést k poškození chromozomů, které je spojeno s mnoha 

lidskými chorobami včetně rakoviny (OECD, 2016). 

Další využívanou metodou pro hodnocení genotoxicity je zkouška na chromozomové 

aberace u savců in vitro. Účelem testu je identifikovat látky, které způsobují strukturní 
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chromozomální aberace v kultivovaných savčích buňkách. Expozice testovanou substancí se 

provádí buďto s metabolickou aktivační preparací nebo bez ní. Po expozici testované látky je 

zastaveno buněčné dělení a chromozómy jsou barveny. Metafázní buňky jsou pomocí 

mikroskopu analyzovány na chromozomální aberace. Stejně se postupuje při detekci 

strukturálních aberací z periferních lidských lymfocytů (OECD, 2016).  

Ames test byl vyvinutý Brucem Amesem v roce 1970, jako rychlá a citlivá metoda. 

Tímto testem jsou velmi často testovány nové farmaceutické látky a chemikálie používané v 

průmyslu. Používají se v něm speciálně upravené bakteriální kmeny Salmonella typhimurium, 

u nichž byla uměle vyvolána mutace v souboru strukturních genů. Ty zodpovídají za syntézu 

histidinu v buňce. Aby tyto bakterie mohly růst, vyžadují přidání histidinu, který si samy 

nedovedou tvořit. Monitoruje se schopnost testované látky způsobit reverzní mutaci a obnovit 

růst bakterií v médiu bez přídavku histidinu. Zvětšený výskyt  revertovaných  kolonií oproti 

kontrole ukazuje mutagenní účinek látky (Föllmann et al. 2013).  
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4 VLASTNÍ PRÁCE 

 

Práce se skládá ze souboru čtyř vědeckých studií, jejichž výsledky jsou prezentovány 

formou článků v odborných recenzovaných časopisech (viz PŘÍLOHY). Hlavním tématem 

prací je vyhodnocení ekotoxicity a genotoxicity odpadních vod z nemocnic pomocí různých 

biologických metod. Následným tématem bylo porovnání citlivosti Fish embryo testu 

se dvěma konvenčními metodami a posoudit vhodnost jeho využití v testovací baterii určené 

pro hodnocení vzorků nemocničních odpadních vod.  

Studie má i praktický dopad. Při novelizaci normy ČSN 75 6406 - Nakládání s 

odpadními vodami ze zdravotnických zařízení (ZZ) vypouštěnými do stokové sítě pro 

veřejnou potřebu (vydaná 1. 2. 2020), pomohla studie s výběrem vhodné testovací baterie pro 

ekotoxikologické hodnocení odpadních vod z nemocnic. Z výsledků studie vyplynulo, že jako 

vyhovující baterii lze využívat: Zkoušku inhibice růstu sladkovodních řas (ČSN EN ISO 

8692), Zkoušku na luminiscenčních bakteriích (ČSN EN ISO 11348-2) a Zkoušku inhibice 

pohyblivosti Daphnia magna Straus (ČSN EN ISO 6341). 

 

 

STUDIE I:  

Jírová G., Wittlingerová Z., Zimová M., Vlková A., Wittlerová M., Dvořáková M., Jírová D., 

2016:  Bioindicators of wastewater ecotoxicity. Neuroendocrinology Letters 37(1): 17-24. 

 

STUDIE II: 

Vlková A., Wittlingerová Z., Zimová M., Jírová G., Kejlová K., Janoušek S., Jírová D., 2016. 

Genotoxicity of wastewater from health care facilities. Neuroendocrinology Letters 37(1): 101-

108. 

 

STUDIE III: 

Jírová G., Vlková A., Wittlerová M., Dvořáková M., Kašparová L., Chrz J., Kejlová K., 

Wittlingerová Z., Zimová M. Hošíková B., Jiravová J., Kolářová H., 2018: Toxicity of 

wastewater from health care facilities assessed by different bioassays. Neuroendocrinology 

Letters 39: 101–113. 
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STUDIE IV: 

Wittlerová M., Jírová G., Vlková A., Kejlová K., Malý M., Heinonen T., Wittlingerová Z., 

Zimová M., 2020: Sensitivity of Zebrafish (Danio rerio) Embryos to Hospital Effluent 

Compared to Daphnia magna and Allivibrio fischeri. Physiological Research 69(4): S681-

S691. 

 

PRAKTICKÝ VÝSTUP - NOVELIZACE NORMY 

ČSN 75 6406. Nakládání s odpadními vodami ze zdravotnických zařízení (ZZ) vypouštěnými 

do stokové sítě pro veřejnou potřebu. Únor 2020. 

Do novelizované normy ČSN 75 6406 byly začlěněny na základě níže uvedených výsledků tři 

dostatečně citlivé ekotoxikologické testy. V normě jsou zobrazené v příloze F, spolu s dalšími 

ukazateli a doporučenými hodnotami pro předčištěné odpadní vody ze zdravotnických zařízení 

vypouštěné do veřejné kanalizace.  
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5 KOMENTÁŘE K PUBLIKACÍM 

5.1 Studie I  - Bioindicators of wastewater ecotoxicity.   

Poznatky ze studie I upozorňují na důležitost vhodného výběru testovací baterie. Pro 

vyhodnocení toxicity odpadních vod na ekosystémové úrovni byly zvoleny organismy všech 

trofických úrovní. Zelená řasa Desmodesmus subspicatus a jednoděložná rostlina Allium cepa 

jako producenti, korýš Daphnie a ryba Danio rerio jako konzumenti a bakterie Vibrio fischeri 

jako destruent. Přehled všech použitých metod znázorňuje tabulka č. 1. 

 

Tabulka 1 Charakteristika použitých metod 

Metoda Organismus Standard 

Biologické 

parametry a 

expoziční čas 

Hodnocení 

Zkouška inhibice 

růstu 

sladkovodních řas 

Desmodesmus 

subspicatus 

 

ČSN EN ISO 

8692 

 

Růstová inhibice 

72h 

EC50 [%] / TU 

 

Zkouška na 

luminiscenčních 

bakteriích 

Vibrio fischeri 

 

ČSN EN ISO 

11348-2 

 

Inhibice 

bioluminiscence 

15min,30min 

EC50 [%] / TU 

 

Zkouška inhibice 

pohyblivosti 

Daphnia magna 

 

 

ČSN EN ISO 

6341 

 

Inhibice mobility 

48h 

EC50 [%] / TU 

 

Test Allium cepa 

 

Allium cepa 

 

 
Inhibice růstu 

72h 
% inhibice kořenů 

FET test 
Danio rerio 

embryo 
OECD TG 236 

48h, 96h 

(hodin po 

oplození) 

Úmrtnost [%], LC50 

[%], Subletální efekty 

[%] 

Zkouška na 

reverzní mutace s 

bakteriemi 

(AMES test) 

Salmonella 

typhimurium 
OECD TG 471 24 h kvalitativní stanovení 
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Pro hodnocení ekotoxicity nemocničních odpadních vod bylo využito ve studii II, III a 

IV celkem 6 různých organismů. Z výsledků lze zhodnotit organismy citlivé pro tento charakter 

vzorku a organismy k odpadní vodě nevnímavé. Na počátku studie I byl vyřazen test na 

semenech hořčice bílé. Úroveň toxicity u tohoto testu značně kolísala, a u žádného vzorku 

nedosáhla inhibice délky kořenů více jako 20%. Test není mezinárodně uznávaný, je využíván 

pouze v České republice pro účely vyhodnocení ekotoxicity odpadů ukotvený v příloze č. 

1  Metodického pokynu odboru odpadů ke stanovení ekotoxicity odpadů. Při novelizaci normy 

ČSN 75 6406 (Nakládání s odpadními vodami ze zdravotnických zařízení (ZZ) vypouštěnými 

do stokové sítě pro veřejnou potřebu) se nově objevila i možnost nemocniční odpadní vody 

ekotoxikologicky testovat, do připravované testovací baterie metoda na semenech zařazena 

nebyla.  

Další metoda, u níž nebyla citlivost dostatečně prokázána, byl test s Allium cepa. Studie 

III prokázala, že test založený pouze na měření kořenů cibulí, není dostatečně citlivý pro 

hodnocení ekotoxicity nemocničních odpadních vod. Ačkoli data ukázala toxické reakce Allium 

cepa s hodnotami inhibice prodloužení kořenů cibulí od 7,2% do 29,7% po expozici 

nezředěným vzorkům, nedosáhly 50% inhibice, a proto nebylo možné vypočítat EC50 u 

žádného testovaného vzorku. K podobným výsledkům týkající se citlivosti tohoto organismu 

dospěla i studie Firbas a Amon (2013), sledující účinnost čistírny odpadních vod typu 

„LIMNOWET®, kdy čistící proces zajištuje mokřad. Test Allium cepa odhalil snížení stupně 

toxicity po procesu čištění o 29,0% na 3,5%. Test Allium cepa je validován Mezinárodním 

programem pro chemickou bezpečnost (IPCS) jako účinný test pro analýzu a monitorování 

genotoxicity látek v životním prostředí in situ. Jeho úspěšného využití jako genotoxického 

indikátoru prokázala studie (Herrero, 2012), zjištující škodlivý účinek di-(2-ethylhexyl) ftalátu, 

triklosanu a propylparabenu na suchozemské rostliny. Byl zjištěn pozitivní výsledek, jak 

z hlediska inhibice délek kořenů oproti kontrole, tak i průkaz genotoxicity u dvou sledovaných 

látek. Ostatní použité testy prokázaly při testování dobrou citlivost pro zkoušené vzorky. Jedná 

se o organismy Desmodesmus subspicatus, Allivibrio fischeri, Daphnia magna a embrya Danio 

rerio. Výsledky odhalily určité rozdíly toxického působení vzorků mezi jednotlivými druhy, 

proto je vždy vhodné využít rozsáhlou testovací sadu. Stejnou baterii testů zařazenou pro 

vzorky odpadních vod využilo mnoho dalších studií (Gartiser et al. 2010, Zgorska et al. 2011, 

Mendonca et al. 2009). 

I přes zjištěné určité rozdíly mezi druhy v citlivosti na vzorky odpadní vody, hodnoty u 

D. subspicatus, V. fischeri a D. magna byly na stejné úrovni klasifikace téměř u všech 
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testovaných vzorků. To vede k závěru, že tyto tři druhy organismů jsou stejně vhodné pro odhad 

toxicity odpadních vod a že tato baterie by mohla být užívána pro rutinní testování.  

Ryby, jakožto běžná součást vodního ekosystému mohou být vhodným nástrojem pro 

hodnocení toxicity odpadních vod. Ovšem studie I upozorňuje na potřebu dodržování pravidel 

3R, tj. nahradit klasické konvenční testy na obratlovcích alternativními metodami. Z tohoto 

důvodu nebyl do baterie zařazen test akutní toxicity na rybích dospělcích (dle normy ČSN EN 

ISO 7346-1,2,3), i když je běžnou součástí používaných baterií při hodnocení ekotoxicity 

odpadů. Na doporučení ze studie I byl namísto toho zahrnut test na rybích embryích (FET - 

zkratka z anglického názvu Fish embryo test), jakožto alternativní metoda k testům na rybách.  

 

5.2 Studie II - Genotoxicity of wastewater from health care facilities. 

Závěry ze studie II upozorňují na fakt, že řada chemikálií obsažených v nemocniční 

odpadní vodě prokázala genotoxický/mutagenní účinek.  Ten může být obzvláště nebezpečný, 

jelikož nemá žádnou prahovou úroveň a jeho účinek nelze zvrátit.  Genotoxické látky způsobují 

změnu genetického kódu buněk a mohou přispívat k rozvoji rakoviny. Genotoxicita tak 

poškozuje nejen organismy, které měly s mutagenní látkou kontakt, ale může i dlouhodobě 

ovlivňovat další generace. Genotoxické látky vyskytující se v životním prostředí mohou tak 

výrazně přispívat ke zvýšení výskytu rakoviny v populaci. Z důvodu velké nebezpečnosti těchto 

látek byl do testovací baterie ekotoxicity zařazen jeden bakteriální test genotoxicity, a to 

Amesův test (test reverzní mutace Salmonella typhimurium). Jde o krátkodobý bakteriální test 

pro identifikaci nebezpečných látek, jehož výsledkem je mutagenita v bakteriích. Test reverzní 

mutace je jedním z nejčastěji používaných testů v toxikologii, jsou jím testovány téměř všechny 

nové farmaceutické látky a chemikálie používané v průmyslu (Föllmann, 2013).  

Cílem studie Beltifa et al. (2020) bylo vyhodnotit metodami in vivo a in vitro 

genotoxicitu tří odpadních vod získaných z tuniských nemocnic. Jako model pro detekci 

fragmentace DNA byla použita játra myších samců švýcarských albínů. Výsledky ukázaly, že 

všechny nemocniční odpadní vody zkoušené v této studii způsobují významná kvalitativní a 

kvantitativní rizika v jaterní DNA, což vede k závěru, že tyto vody mají výrazně zvýšený 

genotoxický a cytotoxický potenciál. Plyne to i z detekovaného zvýšeného výskytu těžkých 

kovů, antibiotik a změkčovadel u všech zkoušených nemocničních odpadních vod.  

V naší studii byl využit u vzorků H1 – H5. Na rozdíl od provádění analýz ekotoxicity 

na nefiltrovaných vzorcích, Ames test vyžaduje vzorky sterilně filtrované. Filtrace byla 

provedena pomocí membránového filtru DURAPORE (MILLIPORE) - hydrofilní, pórovitost 

https://www.wikiskripta.eu/w/Genetick%C3%BD_k%C3%B3d
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0,22 μm. Ve studii byly použity dva testovací kmeny (TA100) a (TA 98). K modelaci savčího 

metabolizmu byl přidáván homogenát připravený z jater potkanů. V každém testování byly 

zahrnuty relevantní pozitivní a negativní kontroly. Vzorky a kontroly byly testovány v 

triplikátech. Počet revertantních kolonií byl spočítán pomocí automatického počítadla Schuett 

kolonie Quant HD (Schuett Biotec) a porovnán s počtem spontánních revertantních kolonií na 

destičkách negativní kontroly.  Výsledky Amesova testu ve studii II jsou shrnuty v tabulce č. 

2. Genotoxicita testovaných vzorků nebyla potvrzena Amesovým testem ani u jednoho vzorku 

odpadní vody. Počet revertantů vyvolaných testovanými vzorky nikdy nedosáhl dvojnásobného 

zvýšení počtu ve srovnání s negativními kontrolami. Výsledky Amesova testu mohou být 

ovlivněny sterilizací vzorku (filtrací), která mohla způsobit ztrátu genotoxické aktivity, protože 

na filtrech mohou být zachyceny určité chemikálie. Studie bude pokračovat po optimalizaci 

přípravy vzorků a pro zachycení případné genotoxicity bude kombinovat více druhů testů. 

 

Tabulka 2 Výsledky Ames testu 

Metoda H1 H2 H3 H4 H5 

      

            

Ames test negativní negativní negativní negativní negativní 

      

 

5.3 Studie III - Toxicity of wastewater from health care facilities assessed by 

different bioassays. 

Hodnocení ekotoxicity se běžně provádí dle hodnoty EC50, což je koncentrace látky na 

kterou reaguje 50% organismů. Čím je hodnota EC50 nižší, tím vyvolává hodnocená látka 

negativní účinek při nižší koncentraci a účinek je tudíž závažnější. Testy byly prováděny 

prostřednictvím koncentračních řad, korelujících v závislosti na toxicitě daného vzorku. 

Základní testy byly prováděny s pěti až osmi ředěními zkušebního vzorku v duplikátech (test 

na bakterii) nebo triplikátech (test na řase, vodním korýši). Pokud hodnoty toxického účinku 

přesáhly 50%, EC50 bylo vypočítáno probitovou metodou.  

V naší studii jsme výsledné hodnoty EC50 přepočítali pomocí níže uvedeného vzorce na 

jednotku TU, kterou jsme využili pro hodnocení konečných výsledků.  
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Přehledný klasifikační systém je znázorněn v tabulce č. 3. Mnoho autorů hodnotu TU 

používá právě pro hodnocení ekotoxicity odpadních vod (Maselli et al. 2015, Hamjinda et al. 

2015, Yilmaz et al. 2017,  Laquaz et al. 2019). Vzorky jsou klasifikovány do pěti tříd na základě 

nejvyšší hodnoty TU, kterou vykazuje jeden ze zkoušených organismů. 

 

Tabulka 3 Klasifikační systém 

Jednotka toxicity 

(TU) 
 Toxicita 

TU < 0,4 I netoxická 

0,4 ≤ TU < 1,0 II málo toxická 

1,0 ≤ TU < 10,0 III toxická 

10,0 ≤ TU < 100,0 IV silně toxická 

TU > 100 V extrémně toxická 

 

Bylo vybráno celkem 8 nemocnic ze 4 krajů; 3 nemocnice z Prahy, 2 ze Středočeského 

kraje, 2 z Jihočeského kraje a 1 z Královéhradeckého kraje. Vybraná zařízení provozují infekční 

oddělení, pro které je dle normy ČSN 75 6406 (Nakládání s odpadními vodami ze 

zdravotnických zařízení (ZZ) vypouštěnými do stokové sítě pro veřejnou potřebu) nařízeno 

odpadní vodu ošetřit základním čistícím procesem mechanicko-biologické čistírny a 

dezinfekcí. Zařízení si může zvolit, jaký typ dezinfekce bude využívat. Nemocnice byly 

z důvodu anonymity označeny H1-H8.  Byly vybrány objekty odlišného zaměření a s odlišným 

množstvím lůžek. Do naší studie byla rovněž vybrána i největší nemocnice v České republice. 

Pro prohloubení studie bylo zařazeno i zařízení zaměřující se na léčbu onkologicky nemocných 

pacientů. V odpadních vodách z této nemocnice se předpokládá vyšší množství radiofarmak. V 

tabulce č. 4 jsou stručně charakterizovány důležité informace o nemocnicích. Kvůli celosvětově 

rostoucímu počtu pacientů léčících se s rakovinou roste používání chemoterapeutických látek. 

V několika evropských zemích, byly tyto léky detekovány v nemocnicích a komunálních 

odpadních vodách. Studie Klein et al. (2021) hledala přítomnost několika protinádorových léků 

(5-fluorouracilu, gemcitabinu a cyklofosfamidu, a dvou metabolitů, alfa-fluor-beta-alaninu a 

2'-deoxy-2 ' a 2'-difluorouridin) v odpadních vodách velké onkologické nemocnice. Všechny 

tyto léky byly ve vodě přítomny, a to jak na přítoku do nemocniční čistírny odpadních vod, tak 

po procesu čištění. Hodnoty se však pohybovaly pouze v řádu ng/l, což jsou hodnoty, u kterých 
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nejsou jednoznačně prokázané toxické a genotoxické účinky. Ovšem kumulace směsí těchto 

látek v životním prostředí může mít zvýšený ekotoxikologický potenciál.  

 

Tabulka 4 Charakteristika nemocnic 

 H1 H2 H3 H4 H5 

Typ 

nemocnice 
Fakultní Fakultní Onkologická Všeobecná Fakultní 

Počet lůžek 2 189 996 245 476 1 360 

Průtok 

(m3/den) 
50 -100 50 124 10 25 

Dezinfekční 

proces 
    NaClO NaClO NaClO Cl2 Cl2 

ČOV 
Mechanicko-

biologická 

Mechanicko-

biologická 

Mechanicko-

biologická 

Mechanicko-

biologická 

Mechanicko-

biologická 

Odtok 
Městská 

kanalizace 

Městská 

kanalizace 
Recipient 

Městská 

kanalizace 

Městská 

kanalizace 

 

 H6 H7 H8 

Typ 

nemocnice 
Univerzitní Všeobecná Všeobecná 

Počet lůžek 1 600 423 1 447 

Průtok 

(m3/den) 
100-120 40 360 

Dezinfekční 

proces 
NaOCl 

Nechloruje 

se 

Cl2 

 

ČOV 

Mechanicko-

biologická 

Mechanicko-

biologická 

Mechanicko-

biologická 

Odtok 

Městská 

kanalizace 

Městská 

kanalizace 

Městská 

kanalizace 

 

Pilotní studie III zahrnovala týdenní dynamiku ekotoxicity odpadních vod z jedné 

nemocnice ve dvou různých ročních obdobích. První série vzorkování byla provedena v 

listopadu 2016 (21. – 25. Listopadu 2016), druhý odběr vzorků v květnu 2017 (22. – 26. Května 
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2016). Odběr vzorků byl proveden z revizní šachty, kde odpadní voda po čistícím procesu 

odtéká do městské kanalizace. Z hlediska charakteristiky vzorku jde o infekční splaškovou 

odpadní vodu předčištěnou v biologické čistírně a dezinfikovanou chlornanem sodným. 

Vybraná nemocnice má celkem 2 199 lůžek a patří tak mezi největší nemocnice v České 

republice. Vzorky byly odebírané od pondělí do pátku v době maximálního průtoku tj. od 9:00 

– 13:00, každou hodinu se odebral dílčí vzorek, který byl na konci odběrového času smíchán, 

vznikl tak směsný vzorek časově závislý z 5-ti dílčích vzorků. V obou sériích bylo během týdne 

odebráno pět složených vzorků.  Schéma vzorkování bylo navrženo v souladu s údaji z 

literatury (Goullé, 2012) dokumentující klesající množství toxických látek v odpadní vodě v 

sobotu a neděli z důvodu snížení typických lékařských aktivit. Ekotoxicita byla testována 

pomocí tří organismů: D.subspicatus, V.fischeri a A.cepa. Výsledné hodnoty jsou uvedeny 

pomocí grafu v tabulce č. 5. Výsledky u testu A.cepa ukázaly menší citlivost na všechny 

testované vzorky ve srovnání s D.subspicatus a V.fischeri. Inhibice růstu kořenů cibulí po 

expozici nezředěným vzorkům byla pouze od 7,2% do 29,7%. Z důvodu nedosažení inhibice 

50%, nemohla být vypočtena hodnota EC50, tudíž ani vypočtená TU jednotka. V grafu č. 5 proto 

nemůže být test Allium cepa zobrazen. V případě D.subspicatus a V.fischeri jsme prokázali 

dobrou citlivost na vzorky odpadní vody. 

 

Tabulka 5 Výsledný graf 
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Pro D.subspicatus nebyly nalezeny statisticky významné rozdíly v jednotlivých 

pracovních dnech (od pondělí do pátku) (p = 0,601), hodnoty TU byly v listopadu v rozmezí 

2,46 - 3,58 a 4,14 - 5,40 v květnu.  V případě V. fischeri (15 min a 30 min) ukazovaly hodnoty 

TU v pondělí značné kolísání, které pravděpodobně souviselo s víkendovými nemocničními 

aktivitami. Proto byly následně porovnávány pouze hodnoty od úterý do pátku. Výsledky 

neprokázaly žádné významné rozdíly pro V. fischeri 15 min (p = 0,337) s hodnotami TU mezi 

3,15 - 3,76 v listopadu a 3,47 - 4,86 v květnu a pro V. fischeri 30 min (p = 0,359) s hodnotami 

TU mezi 2,27 - 2,94 v listopadu a 4,16–4,73 v květnu.  

 

Tabulka 6 Základní fyzikálně chemická a chemická charakteristika vzorků 

Parametr Jednotka H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 

Teplota °C 6,5 6,5 13 4 6 15 6,0 20,0 

pH  7,91 7,51 7,88 7,65 7,81 4,91 7,60 6,54 

Konduktivita µS/cm 1 163 869 979 811 23 800 1 104 1 298 1 440 

Rozpuštěné 

látky 
mg/l 580 532 707 465 1 970 797 743 861 

Volný chlor mg/l 0,04 0,08 0,20 0,08 0,14 0,09 0 0,06 

Celkový 

Chlor 
mg/l 0,06 0,53 0,42 >6 2,09 2,22 0,05 0,08 

 

Účelem studie III bylo zjistit hodnotu toxicity odpadních vod z vybraných nemocnic v 

České republice pomocí tradičních a alternativních toxikologických metod. Studie Barceló et 

al. (2020) zdůrazňuje potřebu hodnotit kvalitu odpadních vod, a to jak prostřednictvím 

ekotoxikologických nástrojů, tak i pomocí chemické analýzy.  Kombinací více analýz by 

pokrylo širší škálu koncových bodů (např. ekotoxicita, genotoxicita, cytotoxicita) a lépe by 

došlo k určení účinnosti čistící technologie na dané čistírně odpadních vod. Zatím se však 

s kompletním hodnocením lze setkat pouze výjimečně. 

Vzorkování pro rozsáhlý průzkum byl zahájen v únoru 2018 (13.2. - 22. 2.), kdy bylo 

celkem odebráno 5 nemocničních odpadních vod. Jeden kompozitní vzorek byl odebrán z každé 

nemocnice. Pro možnost porovnat kvalitu odpadních vod u dvou pozitivních a jedné negativní 

nemocnice v různých časových periodách byl v roce 2019 proveden opětovný náběr (H1, H2, 

H4). Navíc v tomtéž roce byly odebrány 3 vzorky ze tří nových nemocničních zařízení. Vzorky 

byly nabírány v době největšího průtoku ze šachty umístěné u odtoku z nemocniční čistírny. 

Vzorky byly okamžitě převezeny do laboratoře v chladicích boxech a skladovány při teplotě  
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< -18°C. V laboratoři byly změřeny základní fyzikálně chemické a chemické parametry, 

uvedené v tabulce č. 6.  

Ve studii  (Khan et al. 2020) zabývající se přehledem informací o nemocniční odpadní 

vodě, byla vytvořena přehledová tabulka s  naměřenými hodnotami vybraných fyzikálně 

chemických parametrů u nemocničních odpadních vod. Zjištěné hodnoty pH (rozmezí 6,8 – 

8,6) a konduktivity (rozmezí mezi 230 – 1 468 µS/cm) odpovídá naměřeným hodnotám u 

vzorků v naší studii.  

 

Tabulka 7 Přehled konečných výsledků (vzorky odebrané v roce 2018) 

Organismus 

H1 H2 H3 H4 H5 

EC50 

[%] 

TU třída EC50 

[%] 

TU třída EC50 

[%] 

TU třída EC50 

[%] 

TU třída EC50 

[%] 

TU třída 

Desmodesm. 

subspicatus 
25,3 3,95 III NS 0 I NS 0 I 35,3 2,83 III NS 0 I 

Aliivibrio 

fischeri 

15 min. 

42,6 2,35 III NS 0 I NS 0 I 43,1 2,32 III NS 0 I 

Aliivibrio 

fischeri 

30 min. 

28,9 3,46 III NS 0 I NS 0 I 41,3 2,42 III NS 0 I 

Daphnia 

magna 

24 hodin 

67,6 1,48 III NS 0 I NS 0 I 39,3 2,54 III NS 0 I 

Daphnia 

magna 

48 hodin 

61,3 1,63 III NS 0 I NS 0 I 24,3 4,12 III NS 0 I 

Allium cepa *NS 0 I NS 0 I NS 0 I NS 0 I NS 0 I 

Vyhodnocená 

toxicita 
III I I III I 

NS – nelze stanovit: Hodnoty inhibice u neředěných vzorků nepřesáhly 50%, proto nebylo možné vypočítat EC50. 
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Tabulka 8 Přehled konečných výsledků (vzorky odebrané v roce 2019) 

Organismus H6 H7 H8  

 
EC50 

[%] 

TU třída EC50 

[%] 

TU třída EC50 

[%] 

TU třída 

Desmodesm. 

subspicatus 
NS 0 I NS 0 I 7,02 14,2 IV 

Aliivibrio 

fischeri 

15 min. 

NS 0 I NS 0 I 12,5 7,99 III 

Aliivibrio 

fischeri 

30 min. 

NS 0 I NS 0 I 13,1 7,60 III 

Daphnia 

magna 

24 hodin 

NS 0 I NS 0 I 119,7 0,84 II 

Daphnia 

magna 

48 hodin 

NS 0 I NS 0 I 59,4 1,68 III 

Vyhodnocená 

toxicita 
I I IV 

NS- nelze stanovit: Hodnoty inhibice u neředěných vzorků nepřesáhly 50%, proto nebylo 

 možné vypočítat EC50. 

 

Ekotoxicita byla stanovena pomocí baterie skládající se ze čtyř testovaných organismů: 

D.subspicatus, V.fischeri, D.magna a A.cepa. Test s A.cepa nebyl u vzorků odebraných v roce 

2019 prováděn, jeho citlivost na vzorky odpadních vod nebyla dostatečně průkazná. Tabulka 7 

a 8 uvádí souhrnné výsledky pro všechny použité testované druhy. Za účelem porovnání jejich 

ekotoxikologického potenciálu byly nemocnice klasifikovány podle systému klasifikace 

toxicity popsaného v tabulce 3. Naměřené výsledky prokázaly různé úrovně ekotoxicity vzorků 

z jednotlivých nemocnic. Výsledná data na základě výpočtu jednotky TU ukazují, že odpadní 

voda z jedné nemocnice patří do třídy ΙV (jako silně toxická), odpadní vody ze dvou nemocnic 

do třídy ΙΙΙ (jako toxické) a pět nemocničních odpadních vod náleží do skupiny Ι (jako 

netoxické). Nemocnice H8 má spojenou výpust pro odpadní vodu z nemocniční čistírny prádla. 

Taková voda obsahuje řadu detergentů a bělících prostředků, které mohly mít značný vliv na 

konečný výsledek.  Vzorky H2, H3, H5, H6 a H7 měly nízký toxický účinek na D.subspicatus, 

V.fischeri. Test Allium cepa prováděný u vzorků H2, H3 a H5 neprokázal toxický účinek vůbec. 

Imobilizace D. magna nebyla také vůbec pozorována. Hodnoty inhibice u neředěných vzorků 

dle metodiky testu nepřesáhly 50%, proto nebylo možné vypočítat EC50 a TU byla vyjádřena 

jako 0. Testy D.subspicatus a A.cepa ukázaly inhibici i stimulaci růstu s hodnotami od -12,7% 
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do 2,7% (D.subspicatus) a od -9,4% do 27,9% (A.cepa). Pro V. fischeri byla vypočtena hodnota 

EC20 a hodnoty byly mezi 30,3% - 92,0% (15 minut) a 25,1% - 82,1% (30 minut).  

Mezi další cíl studie III bylo zařazeno srovnání hodnot ekotoxicity v čase. Vzorky H1, 

H2 a H4 byly pro možnost srovnání odebrány za stejných podmínek v roce 2018 i 2019. 

Výsledná tabulka č. 9 znázorňuje výsledky z obou odběrů. Odpadní voda H2 byla v roce 2018 

klasifikována do třídy Ι (jako netoxická), avšak v roce 2019 byla zařazena do třídy ΙΙΙ (jako 

toxická). Do vyšší třídy toxicity byla přeřazena vzhledem k testu s bakteriemi, pro které byl 

vzorek značně toxický. Nemocniční odpadní voda H1 a H4 byla zařazena do stejných tříd 

toxicity v obou letech. Avšak kvalita odpadních vod byla u nemocnice H1 v roce 2019 horší 

než v roce 2018. Kvalita vody u nemocnice H4 byla naopak v roce 2019 výrazně lepší než v 

roce 2018. Z výsledků studie III vyplývá závěr, že se odpadní vody, čištěny stále stejným 

čistírenským procesem, mohou v závislosti na čase značně měnit. Důvodem může být řada 

faktorů, jako jsou lékařské aktivity, počty nemocných či množství a druh aktuálně používaných 

dezinfekčních prostředků.  

  

Tabulka 9 Výsledná tabulka vyhodnocení variability toxicity v čase 

Organismus 

H1 H2 H4 

2018 

TU 

2019 

TU 

2018 

TU 

2019 

TU 

2018 

TU 

2019 

TU 

Desmodesmus 

subspicatus 
3,95 2,97 0 0 2,83 1,28 

Aliivibrio fischeri 

15 min. 
2,35 3,97 0 1,18 2,32 0 

Aliivibrio fischeri 

30 min. 
3,46 3,88 0 1,02 2,42 0 

Daphnia magna 

24 hodin 
1,48 1,92 0 0 2,54 0 

Daphnia magna 

48 hodin 
1,63 3,47 0 0 4,12 0 

Třída III III I III III III 

 

5.4 Studie IV - Sensitivity of Zebrafish (Danio rerio) embryos to hospital effluent 

compared to Daphnia magna and Allivibrio fischeri. 
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V současné době je zatím málo informací o používání FET testu pro hodnocení 

ekotoxicity nemocničních odpadních vod. Naše studie byla proto o tuto metodu rozšířena. Test 

na rybích embryích představuje pozitivní krok ke zlepšení životních podmínek pokusných 

zvířat s předpokladem, že embrya ryb na počátku vývoje pociťují žádnou bolest.  

Ve studii I bylo zdůrazněno, že klasické konvenční baterie testů (založené na bakteriích, 

řasách, korýších, rybách a semenech) by se měly doplnit a nahradit testy na rybách 

alternativními metodami. Zdárným příkladem je nahradit akutní toxicitu na dospělcích ryb 

alternativním testem na rybích jikrách. Metoda nejenže vyhovuje podmínkám 3R, ale navíc to 

může být efektivní nástroj pro detekci toxicity u vzorků odpadních vod. Aby byla prokázána 

účinnost a efektivita metody, byl proveden srovnávací průzkum s konvenčními metodami. 

Srovnávací studii byla provedena s testovací baterií skládající se z D. magna, A. fischeri a D. 

subspicatus. Z předchozího testování nemocnic (Studie III) byly tyto metody rozpoznány jako 

vhodné pro rutinní testování ekotoxikologického potenciálu nemocničních odpadních vod. 

Jejich dostatečnou citlivost prokázali i jiní autoři (Abbas et al. 2018, Ellepola et al. 2020, 

Laquaz et al. 2017, Li et al. 2016, Vasconcelos et al. 2017).  

Vzorky pro srovnávací studii byly odebrány v roce 2019 ze sedmi různých nemocnic 

v České republice. Odpadní vody byly nabrány po procesu čištění klasickou mechanicko-

biologickou čistírnou. Místo odběru bylo na odtoku do městské kanalizace. Po odebrání byly 

vzorky přepraveny v chladicích boxech do laboratoře, kde byly hluboce zamraženy při teplotě  

≤ 18° C. 

Jelikož v této části studie nejde o vyhodnocení míry toxicity u vzorků, avšak o srovnání 

citlivosti metod, jsou vzorky označené pouze jako vzorek (V).  

Test FET byl proveden podle OECD TG 236 (OECD 2013) s třemi expozičními časy a 

přidanými subletálními efekty.  

1. zkouška se základním expozičním časem 96 hpf (hodiny po oplodnění) (FET 96h) 

2. test se zkrácenou dobou expozice na 48 hpf (FET 48h) 

3. test s přidáním pěti subletálních koncových bodů s dobou expozice 96 hpf (FET 96h + 

sub.) 

 

Na grafu č. 10 je znázorněno srovnání výsledků ekotoxicity všech sedmi vzorků mezi 

Daphnia magna, Allivibrio fischeri, a Danio rerio. Na grafu a můžeme vidět toxický účinek u 

neředěných vzorků. Na grafu b výslednou hodnotu EC50, LC50 [%] vypočítanou pomocí 

koncentrační řady základních testů. Značka (n) znamená, že toxický účinek u neředěného 

vzorku nedosáhl 50%, tudíž hodnota EC50, LC50 se nedala určit. Porovnání bylo provedeno 
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pouze u vzorků, které byly toxické a ovlivnily nejvíce testovaných organismů (V1,V3,V6). Graf 

b znázorňuje, že nejvíce citlivým organismem byla Daphnia magna, hodnoty byly zjištěny v 

rozmezí od 4,5 do 37,6%. Citlivost metody na vzorky V1 a V3 poklesla v následujícím pořadí: 

Daphnia magna> FET96 h + sub> FET 96 h> Allivibrio fischeri 15 min> FET 48 ha  

U vzorku V6 klesala citlivost následovně: Daphnia magna> Allivibrio fischeri 15 min> 

Allivibrio fischeri 30 min> FET testy. Testy s mořskou bakterií a vodním korýšem velmi dobře 

reagovaly na vzorek V6. Testy FET 96 a FET 96 h+sub indikovaly vysokou citlivost embrya 

Danio rerio na pět vzorků (tj. V1, V3-V6) s hodnotami toxického účinku v rozmezí 62,5-100%.  

Test s korýši dosahoval hodnot 0-100%, stejně jako test s rybími embryi (FET 48h). Bakterie 

reagovaly na vzorky od 0% do 98,4% inhibice luminiscence.  

 

 

 

Graf 10 Výsledný graf srovanávací studie 

Na základě výsledků u všech vzorků, nebyly zaznamenány statisticky významné rozdíly 

mezi testy FET (FET 48 h, FET 96 h, FET 96 h + sub) a testem u Daphnia magna.  
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Avšak mezi (FET 96 h a Allivibrio fischeri 15 minut, 30 minut) a (FET 96 h + sub a Allivibrio 

fischeri 15 min, 30 min) byl nalezen statisticky významný rozdíl. Ze zjištěných výsledků studie 

IV lze konstatovat, že citlivost embryí Danio rerio je srovnatelné nebo v některých případech 

vyšší než citlivost Daphnia magna a Allivibrio fischeri. 

Pro prohloubení studie IV byl FET test srovnán ve třech možnostech provedení. 

Srovnávací studie může odhalit nejcitlivější testovací způsob. Citlivost na celkem 7 vzorcích 

odpadní vody klesala následovně. FET 96 h + sub > FET 96 h > FET 48 h. Nejčastější subletální 

efekty se projevily opožděným srdečním rytmem, nedostatečným krevním oběhem, zakřivením 

páteře a poruchou pigmentace. Zahrnutí pěti subletálních koncových bodů zvýšilo citlivost FET 

testu o 1 – 12%. 

 

Tabulka 11 Přehled pozorovaných subletálních efektů 

Subletální efekty 
V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 

48 hpf/96 hpf 

Opožděný srdeční rytmus 

 
−/+ −/− +/+ −/+ −/+ +/+ −/− 

Nepřítomnost krevního 

oběhu 

 

−/+ −/− +/+ −/+ −/+ +/+ −/− 

Přítomnost edému 

 
−/+ −/− +/+ −/+ −/+ −/− −/− 

Zakřivení páteře 

 
−/+ −/− +/+ −/+ −/+ −/+ −/− 

Porucha pigmentace 

 
−/+ −/− +/+ −/+ −/+ +/+ −/− 

+ pozorováno, - nepozorováno 

 

Tabulka č. 11 znázornuje přehled pozorovaných subletálních účinků na embrya Danio 

rerio po expozici 48 hpf a 96 hpf (hodiny po oplodnění) vzorky odpadních vod z různých 

nemocnic. Z tabulky č. 11 je zřejmé, že přítomnost subletálních účinků se liší mezi různými 

vzorky i v závislosti na době expozice. U vzorků V1, V4 a V5 se všechny pozorované subletální 

efekty začaly objevovat až po uplynutí 48 hodin po oplození. Pokud by se u nich neprováděla 

prodloužená verze FET testu, vzorky by byly vyhodnoceny jako negativní. Prodloužená doba 
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expozice způsobila statisticky významné zvýšení citlivosti embryí Danio rerio u 57% 

testovaných vzorků. U obdobného výzkumu Stelzer et al. (2018) bylo přidáním subletálních 

efektů zvýšena citlivost u vzorků odpadní vody o více než 30%. Zároveň výzkum vyhodnotil 

klesající senzitivitu u životních fází ryb takto: larvy> juvenilní ≥ embryo. Životní stádium larvy 

bylo nejcitlivější pro zkoušené vzorky a naopak embryonální životní fáze u ryb byla nejméně 

citlivá.   

 Četnost výskytu subletálních kritérií u embryí bylo následující: zakřivení páteře 34,5%, 

nedostatek krevního oběhu 26,4%, zpomalený tep 25,7%, poruchy pigmentace 12,7%, výskyt 

edému 0,7%.  

Studie Jeffries et al. (2015) srovnávala rozdíly v citlivosti mezi dvěma testy toxicity, 

FET podle OECD 236 a test provedený dle US EPA, Larval Survival and Growth Test Method 

1000.0. Mezi hlavní rozdíly testů patří věk pokusných organismů a délka expozice. U FET testu 

jsou využita embrya od 8 buněčného stádia, zkouška EPA začíná s organismy 12 hodin po 

vylíhnutí.  Doba FET je 96 h, u testu růstu a přežití EPA je doba jeho trvání 7 dní.  Výsledky 

této studie neumožnily definitivní závěry o tom, který ze dvou hodnocených typů testů je více 

citlivý, a tudíž vhodnější k testování toxicity různorodých látek. Avšak další výsledky této 

studie poskytly důkaz, že zahrnutí více koncových bodů by mohlo rozšířit užitečnost testu FET. 

Konkrétně bylo zjištěno, že zahrnutí například perikardiálního edému jako koncového bodu 

zlepšuje citlivost testu FET a také nabízí pohled na potenciální subletální nebo chronické 

účinky. Ke stejným závěrům dospěla naše studie IV.  

Podobný výzkum provedl i Krzykwa et al. (2019), který rovněž srovnával rozdíly v 

citlivosti mezi FET testem provedeným podle OECD 236 a testem provedeným dle US EPA, 

Larval Survival and Growth Test Method 1000.0. Metody srovnával pomocí tři známých 

neurotoxických látek: fluoridu (F), niklu (Ni) a kadmia (Cd). Z výsledků studie vyplynul závěr, 

že díky přidání více koncových bodů, dojde ke zvýšení citlivosti FET testu u dvou ze tří 

zkoumaných látek. Dále konstatuje, že rozdíly ve výsledcích mezi koncovými body u dvou 

srovnávacích metod můžou záviset na vlastnostech hodnocené chemické látky. Je tudíž vhodné 

se zaměřit na zkoušení toxicity u dalších různých skupin chemických prvků a jejich sloučenin.  

K podobnému závěru došla i studie Glaberman et al. (2016), kde prodloužením doby 

testu a přidáním více koncových bodů byla prokázána zvýšená citlivost FET testu.   

Fish embryo test může být dalším vhodným nástrojem při testování ekotoxicity 

odpadních vod. Při prodloužení délky kultivace ze 48 hodin na 96 hodin se citlivost výrazně 

zvýšila, z toho plyne, že FET 96 hodin může být doporučen k testování odpadních vod jako 

nejvhodnější.  
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5.5  Praktický výstup 

Na základě nových poznatků této studie byly při novelizaci normy ČSN 75 6406 

doplněny do přílohy F ekotoxikologické zkoušky. Příloha F znázorňuje sledované ukazatele 

pro předčištěné odpadní vody ze zdravotnických zařízení vypouštěné do veřejné kanalizace a 

jejich doporučené hodnoty. Odpadní vody obsahující jednu nebo více rizikových chemických 

látek mohou být vypouštěny do veřejné kanalizace pouze po předčištění a dosažení povolené 

limitní hodnoty v souladu s požadavky přílohy F. V tabulce č. 12 je popsaná doporučená baterie 

ekotoxikologických testů.  

 

Tabulka 12 Ukazatele ekotoxicity pro předčištěné odpadní vody z nemocnic vypouštěné do kanalizace 

pro veřejnou potřebu 

 

Ekotoxicita (podle ISO 17616) 

Metoda Norma Organismus Zřeďovací 

faktor LID 

Hodnocení 

Zkouška 

inhibice růstu 

zelených řas 

ČSN EN ISO 

8692 

Desmodesmus 

subspicatus 

LID > 4 Inhibice růstu  

25 % 

Zkouška na 

luminiscenčních 

bakteriích 

ČSN EN ISO 

11348-2 

Vibrio fischeri LID > 8 Inhibice 

luminiscence  

20 % 

Zkouška 

pohyblivosti na 

vodním korýši 

ČSN EN ISO 

6341 

Daphnia magna LID > 4 Imobilizace  

20 % 

LID je nejnižší neúčinná hodnota zředění, např. LID 8 odpovídá zředění 1:8. 
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6 ZÁVĚR 

 

Akvatické testy ekotoxicity jsou vhodným nástrojem pro hodnocení potenciálních rizik 

různorodých látek a směsí pro člověka i životní prostředí. V této práci byly akvatické testy 

ekotoxicity rozšířené navíc o ukazatele genotoxicity a byly využité pro klasifikaci odpadních 

vod z celkem osmi různých zdravotnických zařízení. Informací o toxicitě odpadních vod 

z nemocnic v České republice je velmi málo, výsledky provedených studií proto výrazně 

přispěly k získání základních údajů o hodnotě toxicity těchto potenciálně nebezpečných 

odpadních vod. Odběry vzorků byly prováděny u vybraných zdravotnických zařízení 

v několika periodách tak, aby kvalita odpadních vod mohla být vyhodnocena v závislosti na 

intenzitě provozu daného zařízení během pracovního týdne a v odlišných ročních obdobích. 

Při novelizaci normy ČSN 75 6406 v roce 2018 - 2020, kdy bylo třeba sestavit testovací 

baterii pro vzorky nemocničních odpadních vod, poskytl výzkum provedený v rámci této práce 

cenné informace o citlivých organismech vhodných k rutinnímu testování vzorků odpadních 

vod. Nemocniční zařízení budou mít nadále dle novely normy ČSN 75 6406 doporučeno 

testovat ekotoxicitu produkovaných odpadních vod pomocí tří stanovených metod: Zkouška 

inhibice zelených řas na Desmodesmus subspicatus, zkouška na luminiscenčních bakteriích 

Allivibrio fischeri a zkouška pohyblivosti na vodním korýši Daphnia magna.  

Testy na semenech hořčice bílé a testy s Allium Cepa byly naopak pro svoji 

nedostatečnou citlivost klasifikovány jako nevhodné pro zkoušení toxicity nemocničních 

odpadních vod. 

Běžně využívaný test akutní toxicity na rybách byl v rámci studie nahrazen alternativní 

metodou na rybích embryích (FET test). Tento moderní a progresivní přístup respektující etické 

pricipy v toxikologii a strategii 3R je doporučován nejen odbornou veřejností a Evropským 

centrem pro validaci alternativních metod (EURL ECVAM) Společného výzkumného střediska 

Evropské komise (JRC), ale je zakotven i ve Směrnici č.201/63/EU, o ochraně zvířat 

využívaných pro vědecké účely. Předložená práce v souladu se strategií 3R přispěla k náhradě 

pokusů na obratlovcích pomocí alternativní metody na embryích (FET test), která se prokázala 

jako plně využitelná pro hodnocení toxicity odpadních vod namísto konvenčních pokusů na 

rybách.  Výsledky práce prokázaly u FET testu srovnatelnou, v několika příkladech i vyšší 

citlivost pro vzorky odpadních vod ve srovnání s dvěma klasickými biotesty. Navíc, v případě 

použití FET testu je možno identifikovat i řadu dalších toxikologických koncových bodů 

v případě subletálních účinků, jako jsou např. poruchy srdečního rytmu, zpomalení růstu a 
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vývojová toxicita, orgánově specifické bioakumulace, genotoxicita a mutagenita, teratogenita, 

různé formy neurotoxicity nebo endokrinní disruptivity. Přidání multiparametrických citlivých 

koncových bodů činí z FET skutečnou alternativní in vitro analýzu a silný nástroj v toxikologii. 

Test na rybích embryích (FET) je identifikován jako relevantní, spolehlivá a účinná alternativní 

zkušební metoda in vitro k metodě akutní toxicity na rybách. 

Přesto, že výsledky dostupné z vědecké literatury naznačují, že odpadní voda ze 

zdravotnických zařízení často vykazuje genotoxické účinky, v naší studii nebyla genotoxicita u 

vybraných vzorků prokázána. To mohlo být způsobeno sterilizací vzorku filtrací, která 

způsobila ztrátu genotoxických látek, jelikož na filtrech mohlo dojít k zachycení určitých 

chemikálií. S cílem zlepšit záchytnost metody bylo doporučeno pozměnit metodický postup při 

zpracovávání vzorků pro tento test.   

Studie klasifikovala jednu nemocniční odpadní vodu do třídy ΙV (silně toxická), odpadní 

vody ze dvou nemocnic do třídy ΙΙΙ (toxické) a pět nemocničních odpadních vod do skupiny Ι 

(netoxické). Z výsledků průzkumu kvality odpadních vod z vybraných nemocnic je patrná 

vysoká variabilita toxicity u zkoušených vzorků v závislosti na době odběru a aktuální intenzitě 

provozu daného zařízení.  Z tohoto důvodu je vhodné výzkum nadále prohlubovat zařazením 

dalších zdravotnických zařízení do rutinního šetření a provádění analýzy kvality jejich 

odpadních vod.  V případě zjištění, že vzorky odpadních vod vykazují toxické vlastnosti, je 

třeba spolupracovat s daným zařízením, doporučit nápravná opatření a monitorovat jejich 

účinnost s cílem zlepšení čistící technologie odpadní vody.   
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