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Souhrn

Dva b&mé chované druhy ryb kapr obecny (Cy, prinus carpla) a tolstolobik bily (Hypophthalmi molitrix)
byly po dobu dvou mesicii chovény v prostredi se sinicemi produkujici toxické microcystiny i rod
Microcystis). Koncentrace microcystinu v suché biomase SlnlC se poh) bovala v rozmezi 182 - 539 pg/g. Hladiny
akumulovanych toxint ve tkani byly méteny pomoci imunoanalytické velmi citlivé metody ELISA. Koncentrace
toxinu ve svaloving ryb byly 1,4 - 29 ng/g tkdn& u tolstolobika a 3,3 - 19 u kapra. V hepatopankreatu byly
stanoveny o F4d vy33i koncentrace (s maximem 226 ng/g tkang). Po presunu ryb do Zisté vody probihala
eliminace microcystinii relativné rychle, a to do 1 - 2 dvou tydni (sval i hepatopancreas). Pologas eliminace byl
vycislen na 0,7 dne u svalu tolstolobika a na 8,4 dni u hepatop:mkreatu kapra. Tato studie ukazala také
vyznamnou modulaci hladin vybranych bi ickych markerd v h uryb ych pisobeni
komplexni biomasy. Hladina glutathionu (GSH) a hodnoty aktivit glutathion S (GST) a

reduktazy (GR) byly zvyseny u obou druhii ryb po expozm sinicemi lndlkquCl oxidativni stres a aktivaci
detoxifika&nich procesii. Kalkulace mdexu spouimm dardni metody US EPA ukazuje na

pomerné malé riziko spojené s infl v p ych Eastech ryby.
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Summary
Two species of common edible fish - - common carp (Cyprinus carpio) and silver carp (Hypophthalmichthys
molitrix) were exposed to Microcy spp- natural ial water bloom for two months

of ial toxin mi , MC, ranged 182-539 pg/g biomass dry wt). Toxins
accumulated up to 1.4 to 29 ng/g fresh weight (fresh wt) and 3.3 to 19 ng/g in the muscle of silver carp and
common carp, respectively (determined by enzyme-linked lmmunoassay, ELISA). An order of magnitude of
higher concentrations were detected i in hepatopancreas (up to 226 ng/g in silver carp) with a peak after initial
four weeks. Mi ins were within 1 to 2 weeks from both muscle and hepatopancreas
after the transfer of fish with accumulated toxins to clean water. Mean estimated elimination half lives (t1/2)
ranged from 0.7 day in silver carp muscle to 8.4 days in common carp liver. The study also showed significant
lations of several biochemical markers in hepatop of fish exposed to cyanobactena Levels of
glutathione (GSH), and catalytlc activities of ione-S (GST) and (GR)
were induced in both species indicating oxidative stress and Calculation of
hazard indexes using conservative U.S. Environmental Protection Agencv (U.s. EPA) methodology indicated
rather low risks of MCs accumulated in edible fish but there are several uncertainties that should be explored.
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Uvod

Hepatotoxické microcystiny (MCs) jsou skupinou peptidi produkovanych nékterymi druhy
sladkovodnich sinic jako jsou Microcystis sp., Planktothrix sp. aj. [1]. V jedné buice miize byt béhem
ristu produkovano i vice variant microcystinti a celkové mohou tvofit az 1% vahy susiny biomasy.
Agkoli je mensi mnozstvi microcystinii produkovano do okolniho prostfedi, vétsina zistva uvnitf
SlnlCOVyCh bun&k, odkud se béhem kolapsu vodniho kvétu dostava ve velkém mnoZstvi do prostiedi
[1]. MCs jsou inhibitory serin/threonin protein fosfataz PP1 a PP2A a prevazng se akumuluji v jétrech
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[2]. Lze je viak detekovat i v jinych organech, jako jsou svaly, kiize a krev. Kromé& hepatotoxicity a
promoce karcenogeneze v jatrech jsou dokumentovany a studovany i jiné druhy toxicity [3]. Svetova
zdravotnickd organizace (WHO) stanovila maximélni denni divku na 0,04 pg. kg'.den’
korespondujici s limitem pro pitnou vodu 1pg/l, ktera plati i v CR [4]. Tyto limity plati pro nejvice
studovanou variantu microcystin-LR. Zatimco toxicita pro Cloveéka byla detailné studovana,
v akvatickém prostfedi jsou uginky microcystini malo prostudovany. Predeslé studie se zabyvaji
metabolismem MCs a toxicitou pro ryby, aviak existuje jen malo detailnich studii zabyvajicich se
toxikokinetikou a zdravotnimi riziky vyplyvajicimi z akumulace MCs v rybach [5].
Oxndanvm stres, coz je nadprodukce kyslikovych radikali (ROS) v buiice, je daldi dulezity
toxmty rady i i a také MCs, dok u laboratornich zvifat [6], ryb
[7] a jinych organismii. Mezi efekty zpiisobené oxidativnim stresem patii na bun&¢né trovni lipidni
peroxidace (LPO), ovllvnem hladin glutathionu (GSH) [8], aktivace komplexu detoxlfkaémch
enzymil zahrnujicich gl S azu (GST), glutathi duktazu (GR) a glutath
peroxidézu (GPx) [9]. Tyto parametry jsou &asto pouzivany jako biomarkery toxicity véetné studii s rybami.
Cilem této studie bylo zjistit miru akumulace i rychlost eliminace microcystinii ze tkani dvou druhi
ryb — kapra Cyprinus carpio a tolstolobika bilého Hypophthalmichthys molitrix. Déle byla studovan
odpovéd’ detoxifikaénich enzymi a antioxidatniho aparatu v prostiedi s pfirozenym vyskytem
sinicové biomasy. Oba druhy ryb patfi mezi nejvice chované masné druhy ryb jak v Asii, tak
v Evropé. Tato studie obsahuje nova data v oblasti kinetiky i eliminace microcystinu a hodnoti
souvisejici zdravotni rizika.

Materidl a metody
Akumula¢ni experiment usiloval o simulaci podminek, které se b&zn& vyskytuji v prostfedi. Vybrané
druhy ryb (kapr obecny, tolstolobik bily) byly odd&lené drzeny ve dvou venkovnich nadrzich
(expoziéni se sinicemi a kontrolni s &istou vodou) po dobu dvou mésici. Dominantnimi rody sinic
byly Microcystis aeruginosa (45%), Microcystis ichtyoblabe (45%) a Anabaena flos-aque (5%).
Koncentrace microcystind v biomase a ve vodé& byly stanovovany pomoci HPLC dle Lawton (1994)
[10]. Na zagatku experimentu byla koncentrace rozpusténého microcystinu ve vodé a v biomase 22,7
ng/l, 539 pg/g, ve 4.tydnu 13 8 pg/l, 425 pg/g, a v9.tydnu 14,2 pg/l, 182 pg/g,. Eliminace byla
dovana na rybach pochézejicich z rybniku s pfirozenym vyskytem vodniho kvétu a které pirodni
cestou akumulovaly microcystiny. Parametry vody byly behem akumulaéniho (respektive
&nit expenmemu) asledujici : teplota 18.9+3.8 / 19.6+1.3 °C; rozpustény kyslik 18.2+2.0 /
11.123.2 mg.I"; pH 9.4£0.4 / 9.1£0.2. Ryby byly odebirany 4. a 9. tyden u akumulaéniho experimentu
al,2,4.,6.,a8. ueliminaéniho experimentu. Vzorky tkani byly uskladnény pfi -80 °C a nésledn&
analyzovény imunochemickou metodou ELISA na obsah MCs a hodnoceny na hladiny biomarkerd.

Extrakce tkani byla prevzata a optimalizovana dle Magalhaes 2001 [11]. MraZeny vzorek (0,4g) byl
homogenizovan v metanolu (3mL) a ultrazvukovan po 30 minut v ultrazvukové lazni. Poté
centrifugovan (4000 RPM, 10 min.). Supernatant odebran a pelet opét rozpuitén v 3 ml metanolu.
Cely proces byl opakovan celkem 3krat. Do ziskaného etanolového extraktu byl tiikrat pfidan 1 ml
hexanu. Vznikla hexanova vrstva byla odebrana pro odstranéni lipidi ze vzorku.

Pro stanoveni MCs byla pouzita velice citlivdi metoda ELISA, nové pfipravend a optimalizovand
v laboratotich Centra pro cyanobakterie, RECETOX PiF MU. Metoda vyuziva kompetitivni reakce
microcystinii ze vzorku s enzymové zna&enym microcystinem (MC-kienova peroxidéza). Koncentrace
microcystinii je stanovena spektrofotometricky dle vyvoje substratu (TMB, absorbance pfi 420 nm,
referenéni délka 660 nm) [12 ]. Kalibragni kfivka byla pro kazdé méfeni 0,125 — 2 pg/l.

Pro stanoveni biomarkert byl vzorek tkan& (100 mg) homogenizovan na ledu s Iml fosfatového pufru
(PBS, pH 7.2). po centrifugaci (2500 g, 5 min, 4 °C) byl uskladnén pfi -80 °C. Koncentrace proteinu
byla stanovena dle Lowry (1951) [13]. Jako standard byla pouZit hovézi sérovy albumin. Koncentrace
glutathionu (GSH) byla stanovena dle Ellmann (1959) [14] s pouzitim DTNB (5,5 -dithiobis-2-
nitrobenzeova kyselina) jako substratu. Ped analyzou byly vzorky osetfeny trichloroctovou kyselinou
(25% wi/v) pro odstranéni proteinil a centrifugovany (6000 g, 10 min). Absorbance konjugétu GSH-
DTNB byla stanovena pti 420 nm a k GSH byla spogit dle kalibragni kiivky s vyuZzitim
standardu GSH.

Rizika vyplyvajici zkonzumace ryb byla kalkulovana svyuzitim indexu nebezpenosti (HI)
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porovnévajici odhadovany denni pifjem (EDI) s tolerovanym dennim piijmem (TDI=0,04 pg kg .den™)
[15]. Vyjadfili jsme také kritické mnoZstvi potebné k dosazeni TDI. Pro tyto kalkulace jsme vyuzili
metodologii US EPA, které predpoklada 48 rybich jidel ro¢ng, s predpokladanou porci 132 g pro
¢loveka s vahou 70 kg [16].

Vysledky a diskuze

Nase studie popisuje toxokinetiku microcystinu v tkdnich ryb kapra obecného a tolstolobika bilého.
Podle dostupnych zdrojit se predchozi studie zabyvajici se akumulaci microcystinu v zooplanktonu,
muslich i rybach detailné eliminaci microcystinu z tkéni nevénuji [17, 18, 19 ].

Koncentrace microcystinii ve tkanich béhem akumulace a eliminace ukazujetab.l a obr.l.
Microcystiny akumulované ve svalové tkani kapra a tolstolobika dosahovaly prﬁmém)'/ch hodnot 9,8 a
10,6 ng/g z.v. (nanogram/gram Zivé véhy). O ¥ad vys3i k byly nalezeny v hepatopank
ktery je cilovym organem toxicity MCs a do n&z se MCs dostévaji pomoci selektivniho transponmho
systému [20]. Pomér koncentraci ve svaloviné a hepatopankreatu je v nasi studii okolo 1:10, coz je
v souladu s predchozimi studiemi, kde bylo pozorovano rozdéleni davky mezi svaly a jétra v poméru
0,3% a 4%, respektive viiéi obsahu ve stfevé [21].

Primérné koncentrace microcystinii jsou mezi naimi druhy ryb porovnatelné, nicmén& maximalni
koncentrace v hepatopankreatu u tolstolobika se jevi mensi nez u kapra (porovnani 4. tydne
akumulagniho experimentu) (tab.1). Tento rozdil miiZe byt vysvétlen moznou rezistenci tolstolobika
oprou kaprovi tak, jak predkladd Snyder (2002) [22]. V porovnéni sna$im pozorovanim byla
zvefejnéna studie z jezera v Cing, kde koncentrace MCs v hepatopankreatu byla u kapra 10 pg/g
sudiny a u tolstolobika 1,16 pg/g susiny [23].

Béhem naseho experimentu Jjsme zaznamenali riizné kinetiky akumulace MCs do jater u obou druhi
ryb. U kapra doslo v 9.tydnu k poklesu koncentrace MCs VJalrech i svalech v porovnanim s 4.tydnem.
Na druhou stranu jsme p jici al 1 MCs v jétrech tolstolobika az na 124 ng/g
(9. tyden). Vysledky ukazuji na rozdil miru ak 1 limi u obou druhii ryb (tab.1) [21].
Rozdily mezi druhy mohou byt vysvétleny fytoplanktofégmm zplisobem pifjmu potravy u tolstolobika
(aktivni pffjem sinicovych bun€k) v porovnénim s pasivnim pifjmem omnivorniho a benktofagniho
kapra. Vysledky taktéz mohou indikovat v&tsi efektivitu boli MCs u kapra obecného, ale tyto
zavéry se musi v dalich studiich potvrdit.

Elimina¢ni experiment ukazuje, Ze MCs jsou pomé&mé rychle eliminovany z &l ryb obou druhi (tab. 1).
U obou druhii ryb byly poloZasy Zivota MCs kratsi u svalu (0,7 - 2,8 dni) nez u hepatopankreatu (3,5 -
8,4 dni). Dle dostupné literatury existuje jen omezené mnozstvi informaci zabyvajicich se eliminaci
MCs [24, 25 ], ale zadni znich se nevénuje studii kapra obecného, ktery je jednou z nejéastsji
chovanych ryb v Evropé a Asii. Studie, kde byl MCs velmi rychle odbouran zt&la, je studie se
sladkovodnimi plzi [26] (8 dni) a mlzi [27] (3,0 - 4,8 dni). Studie s Tilapii nilskou ukazuji, ze i
v pribéhu eliminace se i po 15 a 40 dnech mohou vyskytnout zvySené koncentrace MCs v tkénich
[25]. To je zfejm& v disledku pouzité metody (HPLC), kterd by mohla detekovat konjugity MC
s glutathionem, popfipadé s jinymi biomolekulami [25]. Nicmén& blizsi informace objasiiujici
eliminaéni kinetiku MCs u ryb chybi.

Soucsti na3i studie bylo i posouzeni biomarkeri oxidativniho stresu (GSH, GST, GR a GPx). Ve
VétSing pripadii doslo k zvySeni hladin téchto enzymi (data nejsou soudasti tohoto prispévku).
Pozorovana zvySend hladina GSH reaguje na zvySenou miru detoxifikace a oxidativniho stresu
vyvolanou toxickymi sinicemi [28]. Nicméné tyto adaptace byly pouze dodasné, a u prodlouzené
expozice vedly ke znamkim obecné toxicity, jako je suprese GSH (tolstolobik, 9.tyden). Modulace
téchto biomarkeri v nasi studii ukazuji na dileZitou roli oxidativniho stresu v toxicité celkové sinicové
biomasy a také ukazuji, Ze tyto parametry se daji pouzit jako asné varovéni pred pozdg&jsimi
zavazn&jsimi toxickymi efekty u ryb.

Microcystiny naakumulované vrybi tkani mohou predstavovat pro &lovéka riziko spojené
s konzumaci téchto ryb. K tomuto tvrzeni prispiva i fakt, z& MCs jsou termostabilni a nejsou
degradovany béhem vafeni [29]. V nai studii jsme hodnotili analyzu rizik s vyuzitim metodologie US
EPA (1998). Pro vypotty byly vzaty v tivahu maximalni koncentrace ve svaloviné kapra (18.8 ng/g) a
tolstolobika (29.3 ng/g). Teoretické riziko, vyjédtené jako index nebezpe&nosti (HI), ukézalo vyssi
hodnoty u tolstolobika (HI=0,19) nez u kapra (0,12). Koncentracim odpovidaji i maximélni denni
porce, které by pfi konzumaci nevyhovély stanovenému dennimu limitu 0,04 pg/kg/den. Kritické
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mnozstvi pro tolstolobika z nasi studie je 698 g apro kapra 1087 g. Z vysledkii nasi studie vyplyva, ze

pfi k iryb s témito ik ému ovlivnéni lidského zdravi (HI < 1).
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Obr.1. Eliminace MCs z tkani kapra (A,B) a tolstolobika (C,D). F Jjsou ji ivé k

elimina¢ni kfivka (celd ¢ara) s 95% intervalem spolehlivosti (Cérkované linie) a polo¢asy eliminace (primérma
hodnota a jeji 95% interval spolehlivosti).

Zavér

Nase studie ot ije kinetiku ak lace a i MCs u dvou nejcastéji chovanych zéstupcii ryb
v Evropé i Asii (kapr obecny, tolstolobik bily). Maximalni koncentrace ve svaloviné se objevila ve
4. tydnu a v prodlouzené expozici (9. tyden) nevedla k jed ému zvyseni } i. Role
oxidativniho stresu a aktivace detoxifikatnich enzymii byla potvrzena modulaci hladin GSH a také
vyraznou eliminaci MCs ze tkani béhem 1 - 2 tydnii po presunuti ryb do &isté vody. Kalkulace rizik
zalozena na US EPA metodologii ukézala relativné mala rizika (HI<1).
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Tabulka 1. Zmény § ve sval I (ng MCl/g tkan&) a koncentrace
MCs ve vod¢ (ug/L) a biomase (hodnoty v zavorkéch; pg/g sudiny) v jednotlivych odb&rovych &asech. Podty
analyzovanych jedinct jsou uvedeny v zdvorkéch (N).

Tolstolobik bily Kapr obecny
MCs ve Véha
vodé ryby Hepato - Viaha Hepato -
Tyden (biomase)  (g) Sval pankreas  ryby (g) Sval pankreas
Akumulace
» 202 0 125£28 0 0
7 2 0
™N=10 Y - . ”
(539) ) (N=3) (N=3) (N=10) (N=4) (N=4)
138 10 106299 9322507 12742 98264 132259
=10
(425) (N) (N=10) (N=10)  (N=10) (N=7) N=7)
12 2% 55.34 0 124456 128437 73446 687423

a M0 e e om0 @l o)

Eliminace
421+

- 5 09+03 210+148 4659 12203 17270
0 N=10

= ) (N=5) (N=5) (N=10) (N=5) (N=5)

- s 0 93437 47£16 02404 137+27
! N=10

= ) (N=5) (N=5) (N=10) (N=5) (N=5)

- e 0 09£09 4010 0 23404
2

- N0 ey w0 e o)
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