CYANOBAKTERIE A RYBY

Cyanobacteria and fish
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Summary: Cyanotoxins can markedly negatively influence early life stages of fish depending
on the quantity and kind of cyanobacterial biomass. They increase embryonal and larval
mortality and amount of malformed individuals, decrease fry size, cause abnormal behaviour
and may damage chromosomes. Chronic exposure of larvae also to lower doses of
cyanotoxins exhibits higher death during the following rearing. Dystrophic changes of liver
were observed up to older stages of fry, in younger larval stages high mortality and retarded
development may be due to increased energy demand of detoxication processes. Histological
damage is not evident. By the study of cyanobacterial fractions the most pronounced toxic
effects were found at the complex biomass and the crude aqueous extract regardless of
microcystin content and permeate fractions of two samples dominated by Aphanizomenon sp.
and Planktothrix sp. The results of the experiments with different oxygen saturation clearly
showed important impact of oxygen saturation in water on the extent of cyanobacterial
biomass toxicity. Experimentally applied cyanobacteria influence the haematological indices
(red blood cells count, activities of enzymes) and act immunosuppressively in higher doses.
The modulation of haematologic indices in natural conditions exists and is species-specific.
Next, it can be conclude that although the accumulation of microcystins in the fish tissues
exists, concentrations of microcystins from monitored localities are low and they do not
represent serious health risk to humans in our country. Moreover, microcystins are eliminated
within one to two weeks from muscles after the transfer of fish with accumulated toxins to
clear water. On the other hand the presence of water bloom may decrease the dietetic value of
fish muscle. Composition of the muscle affected by toxic cyanobacteria analyse high species-
specific sensitivity of different fish.

Uvod

Vyskyt sinic V povrchovych vodach se stal v poslednich desetiletich celosvétovym
problémem. Je to zplisobeno stale se zvysujici eutrofizaci, resp. hypertrofizaci vod souvisejici
s antropogenni ¢innosti. Paraleln€ se vzristajicim rozvojem sinic se zacaly objevovat i prvni
prace vénované této problematice, zejména jejich negativnim projeviim a a¢inktim.

Na Ustavu veterinarni ekologie a ochrany Zivotniho prostfedi se této problematice
vénujeme od roku 1994. Byly provadény experimentalni prace i terénni studie a monitoring.
Spektrum praci je zaméfeno na monitorovani negativnich ucinkli toxickych metabolitl
cyanobakterii na ryby a jejich vyvojova stadia pomoci histologickych, hematologickych,

biochemickych, imunologickych a cytogenetickych metod. Dal§i prace jsou vénovany
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zhodnoceni potencialniho rizika pro c¢lovéka konzumaci rybich produkti s obsahem
microcystind, resp. ovlivnénim kvality rybich produkt cyanobakteriemi.
Cilem tohoto prispeévku je shrnout naSe dosavadni prace vénované problematice

cyanobakterii.

Material a metodika
1. Pusobeni na vyvojova stadia ryb

Embryondlni, pfipadné embryo-larvélni testy (Palikova a kol., 2003; Palikova a kol.,

2004; Palikova a kol., 2007): do pokusu byly nasazeny jikry kapra obecného (Cyprinus carpio)
do osmi hodin po oplozeni a jikry piskofe pruhovaného (Misgurnus fossilis) ve stadiu o¢nich
bodl. Pokusnym skupindm byl pfidavan do vody extrakt sinic se zndmymi koncentracemi
microcystint (1,3; 13; 50; 130 pg . 1) nebo cyanobakterialni biomasa a jeji frakce (vodny
cyanobakterialni extrakt, bunéény pelet, permeat — bez microcystinii a eluat — vétSinou
microcystiny) v koncentracich 3, 10, 40, 80 a 120 mg susiny .I'*. Doba pusobeni byla 96
hodin u piskote pruhovaného a 8 nebo 30 dnil u kapra obecného. Vybrani kapiti jedinci byli po

roce vystaveni opakované expozici extraktu sinic (Palikova a kol., 2004) na dobu 48 hodin

S kumulativnim obsahem microcystini 13 ug.l'l. Vyhodnoceni testi bylo provadéno dle
smérnice OECD 210 zr. 1992. Bylo provadéno histologické vysetieni preparati barvenych
hematoxylin-eosinem, byly detekovany apoptotické buniky TUNEL testem. Sledovali jsme
vliv riizné saturace kyslikem (Palikova a kol., 2007). U piskofe pruhovaného byla rovnéz
provadéna detekce chromozomalnich aberaci (Palikova a kol., 2007). U kapri podrobenych
opakované expozici jsme provadéli hematologické (ukazatel¢ Cerveného a bilého krevniho
obrazu v¢etné stanoveni fagocytarni aktivity pomoci chemiluminiscence, mnozstvi celkovych
bilkovin v krevni plazmé a aktivita jaternich enzymi ALT, LDH a AST) a histologické
vySetfeni.
2. Pusobeni na hematologické a imunologické parametry

- Nasad¢ kapra obecného a tolstolobika bilého byl intraperitoneadlné aplikovan

microcystin LR v davce 400Ng . kg™t Zz. hm. Biomasa sinic byla aplikovana do stieva
peroralng, resp. peranalné v davkach 3, 300, 600 a 1200 Ng . kg™ z. hm. V krvi byl po 24 a 48

hodinach stanovovan celkovy pocet leukocyta (WBC), leukokrit, diferencialni pocet
leukocytt, pocet slg+ a cytotoxickych lymfocyth a fagocytarni aktivita. Dale byl stanovovan

pocet erytrocyti (RBC), hematokrit (PCV), hemoglobin (Hb) a vypoctem dale hemoglobin
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erytrocytu (MCH), objem erytrocytu (MCV) a stfedni barevna koncentrace (MCHC). Déle
byla zjistovéana aktivita alanin-aminotransferazy (ALT), aspartat-aminotransferazy (AST) a
laktat-dehydrogenazy (LDH). Bylo zjisStovano mnozstvi celkovych bilkovin krevni plasmy
(TP) (Palikova a kol., 1998; Navratil a kol., 1998; Vajcova a kol., 1998).

- Experimentalni skupiny ryb (kapr obecny, tolstolobik bily, tilapie nilska) byly

vystaveny pfirodni populaci cyanobakteridlniho vodniho kvétu (zejména Microcystis

aeruginosa a M. ichthyoblabe), jenz obsahoval microcystiny (celkova koncentrace 133 - 284
ng.g™t (DW), koncentrace ve vodé 2,8 — 7,4 pgl™ u kapra a u tolstolobika a celkova
koncentrace 1187 - 1211 pg.g™* (DW), koncentrace ve vode 17,4 — 254 ug.I™* u tilapie).
Expozice trvala 28 dni, poté byly ryby pieloveny do ¢isté vody na stejnou dobu. Hodnoty
byly porovnavany s hodnotami ryb kontrolnich, chovanych v sadce bez sinic (Kopp a kol.,

accepted; Kopp a kol., 2009; Kopp a kol., accepted).

3. Pisobeni na kvalitu rybich produktii

- U ryb vystavenych pfirodni populaci cyanobakteridlniho vodniho kvétu (kapr obecny,

tolstolobik bily, tilapie nilskd) byla rovnéz detekovana koncentrace microcystinti ve svaloviné
a Vv hepatopankreatu a byly stanovovany zakladni ukazatele chemického slozeni svaloviny
(susina, obsah proteind, tukll a popelovin), spektrum aminokyselin (AA) a mastnych kyselin
(FA). Tyto ryby byly rovnéz podrobeny vyplavovacimu experimentu (28 dni) pro zjisténi
rychlosti depurace microcystini z tkani (Adamovsky a kol., 2007; Mares a kol., 2008).

- Byly stanovovany koncentrace microcystinll v jatrech, ptfipadné svaloving riznych

druhil ryb ziskanych pfimym odlovem z vodarenskych nadrzi Vir, MostiSté a Plumlov, dale

z vylovu rybnika Novoveského. Microcystiny ve tkanich ryb byly stanovovany ELISA

metodou nebo kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekci (HPLC-MS).

Vysledky a diskuze
1. Pusobeni na vyvojova stadia ryb

Cyanobakterie mohou vyznamné negativné ovlivnit rand vyvojova stadia ryb
V zavislosti na mnoZzstvi a druhu: zvySuji embryondlni a larvalni mortalitu a mnoZstvi
malformovanych jedinct, snizuji velikost pladku, zplsobuji poruchy chovani a mohou
poskodit chromozomy. Niz8i koncentrace mohou zplisobit zvySenou mortalitu béhem
nasledného vyvoje pii chronickém ptlisobeni. U plidku byly zjistény dystrofické zmény jater,
u mladsich larvalnich staddii vysokd mortalita a retardovany vyvoj muze byt zpiisoben
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zvySenymi energetickymi vydaji na detoxikacni procesy a nejsou patrné histologické zmény.
Vedle celkové biomasy nejvice toxickou cyanobakteridlni frakei je surovy vodny extrakt
nezavisle na obsahu microcystini. Nejzavaznéjsi ucinek byl naopak nalezen u biomas bez
dominance Microcystis sp. Tato skuteCnost muze byt zplisobena bud ptitomnosti
neidentifikovanych toxickych slozek cyanobakterialni biomasy nebo moznym sinergickym
plisobenim mezi riznymi slozkami biomasy. Vysokou mortalitu rovnéz zpusobila frakce
permeat U vzorku s dominanci Aphanizomenon sp. a Planktohtrix sp. Na miru toxicity
biomasy sinic byl rovnéz prokazan vysoky vliv koncentrace kysliku ve vodé.
2. Piisobeni na hematologické a imunologické parametry

Experimentalné aplikované cyanobakterie, resp. microcystiny, ovliviiuji nékteré
hematologické ukazatele (Cerveny krevni obraz, aktivita jaternich enzymi) a ve vysSich
koncentracich plsobi imunosupresivné (snizeni celkového poctu leukocytl — u kaprt toto
snizeni postihovalo zejména oblast lymfocytarni, u tolstolobikli zejména oblast myelocytarni).
Nejvyraznéj§imi zménami se projevila aplikace biomasy sinic Vv nejvyssi davce, naopak
nevyrazné zmény byly zaznamenany po aplikaci Cistého toxinu. Modulace hematologickych
ukazatelli v pfirodnich podminkach byla prokazana a je druhové specifickd. Nejvice byly
pritomnosti vodniho kvétu ovlivnény hematologické parametry u tolstolobika bilého (viz Tab.

&.1).

Tab. €. 1: Ovlivnéné hematologické parametry u sledovanych druhli ryb vystavenych ptirodni
populaci vodniho kvétu sinic.

Signifikantni sniZeni Signifikantni zvySeni
Tolstolobik ALT Hb, PCV, RBC, WBC, albumin,
bily alkalicka fosfataza, cholesterol, glukoza,
TP, kreatinin, laktat, LDH, P, Fe,
cholinesteraza
Kapr obecny Hb, PCV, MCH, MCHC, | Albumin, ALT, bilirubin, Ca, cholesterol,
laktat glukoza, P, Fe
Tilapie nilska Alkalicka fosfataza, urea, | -
bilirubin, kreatinin, laktat

3. Pisobeni na kvalitu rybich produktii
Ackoliv byla prokazana akumulace microcystinti v rybich tkénich, nami zjiSténé
koncentrace v monitorovanych lokalitach jsou nizké a zdravotni riziko spojené s konzumaci
ryb je zanedbatelné. Vezmeme-li v Givahu, Ze vétSina lidi konzumuje rybu pouze v obdobi
vanoc (n¢kolik tydnli sddkovanou) ve formé kapiiho filetu, pak neni toto riziko prakticky
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zadné. Navic, microcystiny jsou z podstatné casti velice rychle ze svaloviny vyplaveny.
Porovname-li koncentrace microcystinii ze stejnych lokalit v zavislosti na druhu ryby, je
patrné, ze nejvyssi koncentrace se nachéazeji v hepatopankreatu ryb dravych, zejména celedi
okounovitych (okoun fi¢ni, candat obecny).

Na druhou stranu, pfitomnost vodniho kvétu mulze negativné ovlivnit dietetickou
hodnotu svaloviny. V chemickém slozeni svaloviny tolstolobika doslo ke zvySeni obsahu
vody a snizeni obsahu tuku a proteind. U kapra i tolstolobika doslo ke statisticky vyznamnym
zménam ve spektru mastnych kyselin, cozZ se statisticky odrazilo zejména v poméru n-3/n-6.
(snizeni u pokusnych skupin). Zatimco u kapra vychéazely zachycené rozdily z dynamiky
zmén obou fad, u tolstolobika se na poklesu poméru podilela pouze fada n-6. Spektrum
aminokyselin bylo ovlivnéno pouze nepatrng, vice u tolstolobika. Uéinek cyanobakterii
(ackoliv celkové koncentrace microcystinli byly n¢kolikandsobné vyssi) na slozeni svaloviny
tilapie byl pouze maly. To nasvéd¢uje tomu, Ze toxicky vodni kvét sinic ¢asto se vyskytujici
Vv prostiedi produk¢nich rybnikti neovliviiuje dietetickou hodnotu svaloviny tilapie. Ovlivnéni
sloZeni svaloviny je vysoce druhové specifické a velmi zavislé na sloZeni a mnozstvi vodniho

kvétu.

Zavér

Celkové Ize shrnout, Ze cyanobakterie nejsou hrozbou pro ¢lovéka jako konzumenta
nasich sladkovodnich ryb, vzhledem k ohroZeni lidského zdravi zistava v nasich podminkach
zejmeéna piimy kontakt, napf. pfi koupani. Stejné€ tak jsou nebezpecim pro vodni zivocichy jak

nepiimo tim, Ze ovliviiuji chemizmus vody, tak pfimo svymi toxickymi produkty.

Podékovani

PredloZena prace vznikla diky finan¢ni podpofe Vyzkumného zdméru Ministerstva
Skolstvi, mladeZe a t&lovychovy Ceské republiky MSM 62 15712402 Veterinarni aspekty
bezpecnosti a kvality potravin a diky podpofe projektu MZe Narodni agentury pro
zemé&délsky vyzkum QH 71015.
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