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Abstract

The aim of this study was monitoring of possible bioaccumulation of microcystin LR (MC-LR) in
selected tissues of common carp (Cyprinus carpio L.) and silver carp (Hypophthalmichthys molitrix Val,) in
natural conditions and detection in what time after transfer of fish to water without microcystins the
detoxication of these tissues proceeds.

Experimental and control fish were reared in store-pond with cyanobacteria water blooms (genus
Microcystis) and in store-pond without cyanobacteria water blooms, respectively, for 28 days. Then the fish
were replaced to the water without microcystins for 28 days, too. Samples of hepatopancreas, muscle and skin
were taken currently and the concentration of microcystin LR was found using ELISA method.

Maximal everage concentration of MC-LR was in both speczes in hepatopancreas, in average 22,5
(maximal 32,8) ng.g" in common carp and 42,1 (maximal 44 3) ng.g”! in silver carp. In the muscle it was in
average 1,6 (maximal 3,2) ng.g”" and 3,9 (maximal 11,1) ng.g " of MC-LR in the common carp and silver carp,
respectively. In the skin of common carp the maximal average concentration of MC-LR was detected at the start
of experiment -1,5 ng.g”", in the silver carp the maximal average concentration was 4,89 (maximal 11,1) ng.g’ Lof
MC-LR.

The calculated hazard index was ever under 1,00 in the muscle and skin (except one case of silver carp at
the accumulation phase).

After location of fish to the control store-pond, the depuration of MC-LR lasted two weeks. In the fish
exposed to cyanobacterial water bloom (intracellular and extracellular MC-LR 4,87 ug.l "), certain, however
sizeable reduced amount of MC-LR was detected still after four weeks of rearing in the water without water
bloom in the muscle and hepatopancreas.
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UvOD

V souvislosti se zvySujici se eutrofizaci vod spojenou s rozvojem vodniho kvétu sinic
se do poptedi zajmu dostava otazka vlivu cyanobakterii, resp. jejich toxickych metabolitli, na
zdravi &lov&ka. Pisobeni téchto toxini pak miize byt v podstaté trojim zptisobem. Po pfimém
kontaktu se sinicemi, napt. pii plavani, se mohou objevit alergické reakce, nejcastéji kozni
reakce a dermatitidy. Dalim, zfejm& pro &lov&ka nejzavazngj§im ohroZenim, je obsah
cyanotoxind v pitné vodé. Pfipady otrav jsou popisovany v Evropé (ve Svédsku v roce 1994
doslo k ndhodnému michani vodarensky neupravené fi¢ni vody s pitnou vodou), v Americe
(v Pensylvanii onemocnélo 62 % z 8000 lidi akutnimi gastroenteritidami), v Australii (lidé
onemocnéli , horeckou Barcoo®, ktera je spojena s konzumaci vody obsahujici hepatotoxiny).
Jediny znamy ptipad Gmrti lidi spojeny s cyanotoxiny se stal v Brazilii, zdrojem cyanotoxini
byla nadrz pitné vody vyuZivana pro dialyzaéni centrum (pfehled intoxikaci WHO, 1999).
Tietim potencidlnim zdrojem je konzumace ryb chovanych v prostfedi s vyskytem
cyanobakterii a potazmo s cyanotoxiny, které jsou ryby schopny akumulovat ve svych
tkanich. N&kolik az poplasnych zprav o toxicité takovychto ryb se objevilo i v médiich a jisté
pozitivné nepfispiva k propagaci konzumace rybiho masa.
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Na zéklad® studii u¢inkG microcystinii na pokusnych zvifatech je v nyn&jsi dob¢
svétovou zdravotnickou organizaci WHO doporugovan TDI (tolerovatelny denni ptivod)
microcystini 0,04 ug.kg"'/den (WHO, 1998). Je nutno dodat, Ze v Ceské republice nejsou
limity pro obsah microcystinii v potravinach zavedeny do legislativy.

Studiem bioakumulace a odbouravéni cyanotoxind v rybich tkanich se v posledni dobé
zabyvalo nékolik autord (Magalhdes et al., 2001, 2003; Soares et al., 2004; Xie et al., 2005;
Chen et al., 2006; Smith et al., 2006). Udaje v$ak nejsou jednotné a lisi se i v zavislosti na
druhu ryby, nicmén& vétSina piipadi popisuje koncentrace microcystini ve svaloviné
prevysujici denni doporuceny piijem.

Cilem této studie bylo sledovani mozné bioakumulace microcystinu LR ve vybranych
tkanich kapra obecného a tolstolobika bilého v ptirozenych podminkéch a zji§t'ovani, za jakou
dobu po pfemisténi ryb do vody bez microcystini dochézi k detoxikaci danych tkéani.

MATERIAL A METODIKA

K experimentim byla pouZita nasada tolstolobika bilého (Hypophthalmichthys
molitrix Val.) o celkové délce 300 — 390 mm a hmotnosti 230 — 500 g a plidek kapra
obecného (Cyprinus carpio L.) o celkové délce 130 — 170 mm a hmotnosti 30 — 55 g.
Experimenty byly provadény v klecich o objemu 1,2 m’, resp. 1 m’ po dobu 28 dnii bez
piikrmovani. Pokusné klece byly umistény v sadce s pfirozenym vyskytem vodnich kvétd
sinic (Microcystis aeruginosa, M. ichthyoblabe, Anabaena sp., Anabaenopsis elenkinii,
Aphanizomenon sp., Planktothrix agardhii), kontrolni klece byly umistény do sadky bez
vyskytu vodniho kvétu sinic. Po ukongeni expozice byla Cast ryb pfechovavéna po dobu 28
dnti v upravené vodovodni vode.

V priibéhu experimentu byly sledovany zakladni fyzikalng-chemické parametry vody
(nasyceni vody kyslikem, pH vody, teplota vody, mnoZstvi celkového amoniakalniho dusiku)
a odebirany populace fytoplanktonu pro stanoveni kvalitativniho i kvantitativniho zastoupeni
jednotlivych taxond sinic a fas. Nasyceni vody kyslikem, teplota a pH vody bylo stanovovano
pomoci pfistroji WTW Oxi 340i a WTW pH 340i. Amonné ionty byly determinovany
Nesslerovou metodou. Ve vodé a v biomase sinic byla rovnéZ zjiStovana koncentrace
microcystind.

Ve ¢&trnactidennich intervalech byly odebirany vzorky hibetni svaloviny,
hepatopankreatu a kiize zjedné poloviny téla vzdy od péti kusi ryb. Tyto vzorky byly
bezprostfedné po odbéru zamrazeny v suchém ledu a transportovany do laboratofe. Zde byly
uchovéavany v teploté -80 °C do doby zpracovani. Ke stanoveni obsahu microcystinu LR byla
pouzita metoda ELISA vyvinuté v laboratotich RECETOX.

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny s vyuzitim t-testu pro srovnani pruméra dvou
nezavislych skupin. K statistickému zpracovani byl pouZit program Microsoft Excel
(Studentiv t-test).

Ze zjisténych hodnot obsahu microcystinu LR (dale MC-LR) ve vzorcich a TDI pro
MC-LR byl vypogitin hazard index pro dané tkdn€ podle vzorce HI = I / TDI, kde HI =
hazard index, I = koncentrace microcystinu LR ve tkani (ng.g™") x hmotnost konzumované
tkang (300 g) a TDI stanoveny WHO piepocitany na 70kg osobu (2800 ng). V piipadé, kdy
HI > 1 existuje riziko zdravotniho poSkozeni. Cim vy33i je hodnota HI, tim vys3i je riziko.

VYSLEDKY A DISKUSE

Koncentrace microcystinu LR ve vod& jsou uvedeny vtab. 1. Koncentrace
microcystinu LR v jednotlivych tkanich kapra obecného uvadi tab. 2, pro tolstolobika bilého
tab. 3.

Z tabulek je patrné, e pfi vstupu ryb do experimentu byla ve viech sledovanych
tkanich zjisténa relativng vys$si koncentrace microcystinu LR. Ryby ziskané pro experiment
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byly tedy jiz pfed jeho zapodetim vystaveny pfitomnosti sinic produkujicich toxin. Této
skute¢nosti se v8ak dalo vyuzit, nebot’ o kontrolnich rybich méizeme rovnéZ uvaZovat od
zaCatku experimentu jako o rybach podrobenych vyplavovacimu pokusu. Experiment byl
zahdjen 10.8.2005, tedy jest¢ pfed podzimni masivni degradaci vodniho kvétu, kdy
koncentrace microcystinu ve vodé rapidng vzriistd (MarSalek a Turdnek, 1996). Obsah
microcystinu LR ve vodé, dostatedny pro jeho akumulaci v rybi tkani, je tedy nejen v dobé
podzimniho odumirdni vodniho kvétu. Pfitomnost microcystinii v rybich tkanich i mimo
obdobi rozvoje vodniho kvétu koresponduje s praci Magalhées et al. (2003).

Tab. 1. Koncentrace microcystinu - LR ve vodé.

Koncentrace microcystinu - LR Vstup 14. den 28. den
Expozice biomasa (ug.g ' DW) 243.5 3823 1334
IC —intraceluldrni (ug.I'") 6,9 4.6 3,6
EC —extraceluldmi (pg.I") 0,5 1,0 0,1
IC + EC (ug.I™) 7,4 5,6 3,7
Kontrola IC + EC (pg.I") <LOD* 0,14 0,23
*LOD............... limit detekce

Tab. 2. Koncentrace microcystinu LR v jednotlivych tkanich kapra obecného (priimér + SD
vng.g' tkang, HI = hazard index*, statisticky vyznamny rozdil p<0,05 oproti

vstupnim hodnotam)

Vstup 14. den 28. den 42. den 56. den
svalovina | expozice 1,2£0,3 1,6 £ 0,8 0,7+0,3 | 0.8+0,1* | 0,8+0,5
HI 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1
kontrola 1,2+0,3 0 0 0 0
jatra expozice | 19,8+7,5 | 22,5+56 | 6,8+42* | 184127 | 56+ 1,4*
HI 21 2,4 0,7 2,0 0,6
kontrola 19,8+ 7.5 23+04* 119+0,7* | 0,8+£0,7% | 0,9+0,5%
kiize expozice 1,5+1,2 0 1,5+33 0 0
HI 0,2 0 0,2 0 0
kontrola 1,5+1,2 0 0 0 0

Tab. 3. Koncentrace microcystinu — LR v jednotlivych tkanich tolstolobika bilého (primér +
SD vng.g" tkang, HI = hazard index, * statisticky vyznamny rozdil p<0,05 oproti

vstupnim hodnotam)

Vstup 14. den 28. den 42. den 56. den
svalovina | expozice 0,9+0,3 3,9+3,6* | 1,5+0.2* | 0,3+£0,2% | 0,5+0,2*
HI 0,1 04 0,2 0,03 0,05
kontrola 0,9+0,3 0 0 0 0
jatra expozice 17,0+133 | 18,0+3,0 | 9,6 +1,0 | 258+11,8 | 42,1+2,1*
HI 1,8 1,9 1,0 2,8 4,5
kontrola 17,0 £13,3 09+1,0 0,5+04 | 3,0+14 | 3,5+13
kiize expozice 0 49+3,6 | 49+29 0 0
HI 0 0,5 0,5 0 0
kontrola 0 0 0 0 0

Dé se fici, Ze zmény v koncentracich microcystind u obou druhti ryb vykazovaly
podobné trendy a vyrazné se od sebe neodliSovaly.




Bulletin VURH Vodiiany 43(2) - 2007

Budeme-li uvazovat o kontrolnich rybach umisténych do prostfedi bez vodniho kvétu
sinic jako o vyplavovaci fazi, je evidentni, Ze jak ze svaloviny, tak z hepatopankreatu doslo
k vyplaveni microcystinti jiz v prvnich 14 dnech az na nulové (u svaloviny) nebo na
minimalni hodnoty (u hepatopankreatu).

U ryb, které byly umistény do sadky s piitomnosti vodniho kvétu sinic, doslo
v priibéhu prvnich dvou tydnd k naristu koncentraci microcystinu LR ve tkénich (vyjma kize
u kapra). Vzhledem k vstupnim hodnotdm obsahu microcystinu LR ve tkénich usuzujeme, Ze
ryby byly vystaveny cyanotoxiniim jiz diive a mély tedy jiZ nastartovany detoxikacni
mechanismus. Mechanismus detoxikace popisuje napt. Malbrouck a Kestemont (2006). Byly
véak nahle umistény do prostiedi s vy$§im obsahem toxini a doslo k ur¢ité akumulaci MC-
LR, zejména v hepatopankreatu a ve svaloving. Naopak u vzorku kiize u kapra byl
zaznamenan pokles na nulové hodnoty, které jsou zji§tovany i po zbytek experimentu. Je
nutno dodat, Ze kize je vzhledlem ke svym mechanickym vlastnostem t€Zko
homogenizovatelny material, a to predev§im v porovnani s jatry. Mensi hodnoty stanoveného
MC-LR mohou byt tedy diisledkem nedokonalého rozruSeni bunék a tedy mensiho mnozstvi
vyextrahovaného toxinu, ktery je nasledné stanoven metodou ELISA.

Béhem tfetiho a &tvrtého tydne pobytu ryb v expoziéni nadrzi doslo opét ke sniZeni
koncentraci MC-LR v hepatopankreatu i ve svaloving. To mohlo byt zpiisobeno adaptaci ryb
na vy$§i obsah toxinu a schopnosti jejich organismu u¢innéji odbourdvat microcystin LR.
Nejsou viak schopny v prostiedi obsahujicim urcité koncentrace MC-LR zcela tento toxin
odbourat a ten stale v uréitém mnoZstvi persistuje v organismu. RovnéZ tento pokles mtize ale
byt zptisoben zménou obsahu (pokles) microcystinu LR v nadrzi (viz tab. 1), ktery do ur¢ité
miry koreluje s jeho koncentraci v rybich tkanich v daném Case.

Ryby z pokusné i kontrolni sadky byly po uplynuti 28 dnii umistény do upravené
vodovodni vody. Nastala tedy druhd faze experimentu, tzv. faze vyplavovani, kde se
sledovala schopnost tkani vylou¢it MC-LR ven z t&la. U svaloviny zji$tujeme sniZeni
(tolstolobik) nebo udrzovani (kapr) uréité hladiny MC-LR na stejnych (nizkych) hodnotéach az
do konce pokusu. U jater doslo oproti ofekavani ke zvyseni koncentraci MC-LR ve vzorcich
jiz pti prvnim odbéru (42. den). Toto zvySeni pokracovalo u tolstolobika i v 56. dni, kdy u
kapra jiz doslo k opétovnému poklesu. Nartst koncentrace toxinu v jaterni tkani je mozZné
spojit s detoxika¢ni funkci jater. Jatra jsou organem, ktery je do detoxikacnich procesii nejvice
zapojen (napf. Falconer and Yeung, 1992; Malbrouck a Kestemont, 2006). V dobg, kdy se
organismus snaZi co nejrychleji zbavit §kodlivého toxinu, byla jeho nejvétsi koncentrace
naméfena pravé v organu timto procesem nejvice zaméstnanym. Déle lze argumentovat
faktem, e ryby nebyly ve vyplavovaci &asti experimentu krmeny. Pfi omezeni pfisunu
potravy, resp. pfi jejim Uplném zamezeni, se zmensuje také hmotnost jater (obsahuji mensi
podil tuku), na niZ se obsah MC-LR pfepogitava. V takovém piipadé je narist obsahu MC-LR
v jaterni tkani relativni. U tolstolobika se mohl relativni narlst projevit markantné&ji, nebot’
jako fytoplanktonofdg mél lepsi dostupnost potravy v akumulanim obdobi. U tolstolobika
dochézelo rovné? k markantn&j$§imu odbourdvéani toxinu ze svaloviny, tudiZz k vétSimu
zatiZzeni hepatopankreatu.

Z méfeni vyplyva, Ze nejvice se MC-LR akumuluje v jatrech, o fad mensi koncentrace
byla zjisténa ve svaloving a v kiizi. Tato zjisténi odpovidaji literarnim dajiim i u jinych druht
ryb (napt. Xie et al., 2005; Chen et al., 2006). Na3e vysledky vypocteného HI ukazuji, Ze pro
svalovinu nebyl ani vjednom ptipadé piekroden limit dany svétovou zdravotnickou
organizaci WHO. V tomto smyslu jsme na tom zatim lépe, nez uvadéji jiné studie, ale je
potieba vzit v ivahu fakt, Ze expozi¢ni sadka odpovidala svou koncentraci microcystinii pitné
vodg nebo rekreaénim nadrzim, koncentrace toxint byla tedy relativng nizka. Studie MarSalek
a Bléha (2001) uvadi hodnoty obsahu extracelularnich microcystini v €eskych vodnich
nadrzich a tocich. V nadrzich pro pitnou vodu 0 - 45 pg.l”, v rekreaénich nadrzich 0 - 180
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pgl' a 225 pgl! vnadrzich pro chov ryb (s dominanci rodu cyanobakterie Microcystis
ichthyoblabe). Koncentrace microcystini  zji§téna v biomase cyanobakterii je udavana
vrozmezi 0 - 4450 pg.g” susiny (Marsalek et al., 2001). Na zakladé téchto informaci a
pfedevs§im z hodnot zjidténych z vod uréenych k chovu ryb vyplyva, Ze ryby zné&kterych
nadrZi s masivnim rozvojem vodniho kvétu sinic by zfejmé mohly pfedstavovat zdravotni
riziko pro lidského konzumenta, avSak b&hem jejich ,,sddkovani ve vod& bez piitomnosti
cyanobakterii dojde pravdépodobné i zde relativné rychle k vyplavovani microcystind z tkani.
V dalich studiich by bylo tfeba se zaméfit na akumulaci a odbourdvani microcystint
v rybach z nadrzi s masivnim rozvojem vodniho kvétu sinic.

ZAVER

Rybi organismus je schopen akumulovat MC-LR ve svych tkanich, coZ potvrzuje
nejen fada jiz provedenych studii, ale rovnéZz naSe experimentdlni vysledky. Vyrazna
akumulace MC-LR byla prokézana v hepatopankreatu. Ve svaloving a v kizi se MC-LR
akumuluje minimalné v fadove nizs§i koncentraci.

Nicméné rybi organismus dokaZe akumulovany MC-LR ze svych tkani odbourat.
Vytvofti-li se podminky pro vyplaveni toxického microcystinu z tkani, tj. v prostfedi bez
cyanobakterii a jejich toxind, 1ze podstatny pokles koncentraci zaznamenat jiz do 14 dnu.

Maximalni vypocteny primémy hazard index u svaloviny a kiiZe byl 0,4 a 0,5 u
tolstolobika a 0,2 u kapra. U tolstolobika v jednom individualnim pfipad& byl HI u svaloviny
a kize 1,2.

Souhrn

Cilem této studie bylo sledovani mozné bioakumulace microcystinu LR (MC-LR) ve vybranych tkdnich
kapra obecného a tolstolobika bilého v pFirozenych podminkdch a zjistovani, za jakou dobu po premisténi ryb do
vody bez microcystinii dochdzi k detoxikaci danych tkani.

Ryby byly chovany v sdadkdch s vyskytem vodniho kvétu sinic a v sddkdch s nulovym (minimdlnim)
vyskytem cyanobakterii po dobu 28 dnii a po uplynuti této doby byly pFemistény do upravené vodovodni vody
taktéz na 28 dni. Pribézné byly odebirdny vzorky jater, svaloviny a kiize od pokusnych a kontrolnich ryb. Ve
vzorcich byla zystovana koncentrace microcystinu LR pomoci metody ELISA.

Maximalni prumerna koncentrace MC-LR byla u obou druhii v hepatopankreatu u kapra primérné 22,5
(max. 32,8) ng.g" thiné, u tolstolobika primeérné 42,1 (max 44,3) ng.g’ thané. Ve svaloviné kapra byla
maximalni priimérna koncentrace MC LR 1,6 (max. 3,2) ng.g" thané, u tolstolobika byla maximdlni priumérnd
koncentrace 3,9 (max. 11,1) ngg tkané. V kiZi kapra byla zjisténa maximdini primérnd koncentrace na
zacatku experimentu 1 5 ng.g”" thané, u tolstolobika byla maximalni prumérnd koncentrace microcystinu LR
4,89 (max. 11,1) ng.g" théné.

Vypocteny hazard index u svaloviny a kiize byl (vyjma jednoho pFipadu tolstolobika v akumulacni fazi)
pod 1,00.

Po umisténi ryb do kontrolni sadky (1. bez obsahu cyanobakterii) doslo k degradaci MC-LR do dvou
tydnil. U ryb vystavenych dalSimu ctyftydennimu piisobeni MC-LR (IC+EC 4,87 pg.I') bylo jesté po ctyfech
tydnech ,,sadkovdni* v nddrzi s Cistou vodou zjisténo urcité, nicméné podstatné redukované, mnozstvi MC-LR ve
svaloviné a v hepatopankreatu.
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