VLIV VYSOKYCH KONCENTRACI VODNICH KVETU SINIC NA ZMENY
HEMATOLOGICKYCH PARAMETRU PLUDKU KAPRA OBECNEHO (Cyprinus
carpio L.).

Influence of high cyanobacterial water bloom concentrations on changes of

haematological indices of juvenile carp (Cyprinus carpio L.).
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Summary: The goal of the presented works was to evaluate an influence of
cyanobacterial water blooms common in eutrophic reservoirs on blood indices of carp

180 individuals of juvenile carp (Cyprinus carpio L.) with the average body mass 36,9
g (1996) and 26,3 g (1997) were used in the experiments. The experimental fish were exposed
to 4 different natural populations of cyanobacterial water blooms with the different toxic
activity.

Haematological examination showed statistically signifikant changes in leucocrit
(BC), haematocrit (PCV), total protein concentracion (TP), alanine aminotransferase activity
(ALT), aspartate aminotransferase activity (AST), and lactate dehydrogenase activity (LDH).

The observations confirmed an influence of cyanobacterial biomass on juvenile carp.
The effect of toxic water bloom populations was manifested by changes of blood plasma

indices.

Uvod

Sinice jako nejstar$i organizmy s fotosyntézou rostlinného typu uvoliluji do svého
okoli biologicky aktivni latky, které mohou ovliviiovat rist a vyvoj ostatnich vodnich
organizmu 1 fyzikdlné¢ chemické vlastnosti vody (MarSalek a Turanek 1996). V poslednich
letech patii mezi nejsledovanéjsi plisobeni toxint sinic na ryby, zkoumaji se klinické ptiznaky
otravy toxinem, patologické zmény, vliv na ukazatele krevniho obrazu.

Hlavni cestou vstupu toxinti do organizmu je gastro-intestinalni trakt, zatim co prestup
toxini pies kizi nebo zdbra je zanedbatelny (Tencalla a kol. 1994). Toxické plsobeni
microcystinu LR na kapra po perordlni aplikaci se projevovalo apatii a ztratou reflexd,
vyskytovaly se hemoragie v kiizi, komote o¢ni a vnitfnich organech. Zna¢né poskozeni bylo

zjisténo u ledvin a hepatopankreatu (Navratil a kol.. 1995, 1996, 1997).



Dobrou reflexi na indukované nekrézy jater u ryb ukazuji zmény v aktivit¢ krevni
plazmy. Hodnoty alanin-aminotransferazy (ALT), aspartat-aminotransferazy (AST) a laktat-
dehydrogenazy (LDH) se po intraperitoneélni aplikaci microcystinu LR signifikantné zvySuji
(Rabergh a kol. 1991; Navratil a kol. 1998).

Pti chovu ryb v prostfedi s rozptylenym microcystinem se vétSinou toxicky ucinek
projevi se zpozdénim, zpiisobenym urcitou limitaci vniku toxinu do zdravych ryb. Toxicita po
peroralnim podani je pfiblizné¢ 10 krat niZsi oproti intraperitoneédlni aplikaci (Carbis a kol.
1996a).

Dlouhodoby vliv sinic s microcystiny v niz§ich koncentracich je pomérné obtizné
detekovat u jednotlivych ryb, ale v urCité populaci kapra se analyza krevniho séra jevi jako
vhodna. Doporuceno je sledovani aminotransferdz (ALT, AST), Zlucovych kyselin,

bilirubinu, sodiku a chlorida (Carbis a kol. 1996b).

Material a metodika

Plidek kapra, chovany 48 hod. pfed zahdjenim pokus v laminatovych bazénech
(0,5m”), byl k vlastnim experimentim umistén do 100 1 sklenénych nadrzi (10 ks/nadr).
Vsechny nadrze byly nepfetrzit¢ vzduchovany.

V pokusu A (29. 7. — 5. 8. 1996) bylo pouzito 100ks kaptiho pliadku (90 pokusnych,
10 kontrolnich ryb) o primérné hmotnosti 36,9+7,9g. Ryby byly krmeny bé&znym
granulovanym krmivem pro kapra v mnozstvi 2% z hmotnosti obsaddky. Poslednich 48 hod.
experimentu nebylo krmeni aplikovano. Pokusné ryby byly chovany v rtiznych koncentracich
dvou ptirodnich populaci vodnich kvéti sinic po dobu 168 resp. (96) hod.

Teplota vody se v pribéhu pokusu pohybovala vrozmezi 22,8 — 26,8 °C, obsah
rozpusténého kysliku 3,3 — 8,1 mg.1" O,a pH 7,7 - 8,4.

V pokusu B (12. 8. — 14. 8. 1997) bylo pouzito 80ks kapiiho plidku (70 pokusnych,
10 kontrolnich ryb) o primérné hmotnosti 26,3+7,8g. Pokusné ryby byly chovany v prostiedi
dvou pfiirodnich populaci vodnich kvéth sinic o rizné koncentraci bun¢k po dobu 48 hod bez
prikrmovani.

Teplota vody béhem experimentu kolisala mezi 23,7 — 26,9 °C, obsah rozpusténého
kysliku 4,7 — 10,7 mg.I"' O, apH 7,7 - 8.5.

Kontrolni ryby u obou pokusl byly chovéany v pitné vod¢, napusténé 24 hod. pied
zacatkem sledovani.

Biomasa sinic byla vyjadifovana v hodnotach chlorofylu a (Stépanek a kol. 1982) a

poctem bunck spocitanych v pocitaci komtrce (Biirker). VSechny populace sinic byly



analyzovany na obsah microcystinli za vyuziti vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC).

Po ukoneni vSech pokust byla rybam kardiopunkci odebrana krev do
heparinizovanych kapilar. Mnozstvi hemoglobinu (Hb), hematokrit (PCV), leukokrit (BC) a
sttedni barevna koncentrace (MCHC) byly stanovovany dle standartnich metod Svobodova et
al. (1986). K zjisténi koncentrace celkovych bilkovin (TP) v krevni plazmé byl pouzit
komer¢né vyrabény set Bio-Lachema-Test (Lachema Diagnostika, Czech Republic). Aktivita
aminotransferaz (ALT, AST) byla stanovena komerc¢nim setem Humanzym UV test (Human,
Germany) a aktivita laktat-dehydrogendzy (LDH) za vyuziti setu LDH 105 UV (Lachema
Diagnostika, Czech Republic).

Statistické vyhodnoceni vysledkll (t-test) bylo provedeno za vyuZiti programu

Microsoft Excel 97.

Vysledky
Vysledky hematologickych vySetfeni jsou uvedeny v tabulkach 1 a 2.
Tab. 1
Hematologické ukazatele krve kapriho plidku (pokus A).
Experiment A (1996) VKS 1. (168 hod. ) VKS II. (96 hod. ) Kontrola
chlorofyla (pg.I") |prameér| 16,32 | 30,21 | 48,94 [ 6525 | 15,47 | 16,95 | 27,57 | 55,34
Pocet bunék.ml™ primér [5,6 . 10%[1,3.10°(2,2. 10°[3,2 . 10°[2,6 . 10°[1,1 . 10°[2,4 . 10°[3,6 . 10°
Hb (g,l'l) 53,00 | 52,33 | 61,00 | 56,67 | 48,29 | 49,71 | 59,50 | 54,00 | 55,17
SD 6,16 5,34 7,00 8,22 8,12 14,22 1,50 7,70 6,26
BC (l.l'l) pramér | 0,0085 | 0,0080 | 0,0052 [ 0,0075 | 0,0092 | 0,0086 | 0,0077 | 0,0080 | 0,0096
SD ]0,0014 | 0,0021 | 0,0003 | 0,0022 | 0,0006 | 0,0007 | 0,0016 | 0,0010 | 0,0015
PCV (1.1'1) pramér | 0,23 0,20 0,39 0,29 0,23 0,23 0,27 0,26 0,29
SD 0,04 0,05 0,01 0,02 0,04 0,03 0,03 0,03 0,03
MCHC (1.1'1) pramér | 0,12 0,14 0,10 0,12 0,15 0,14 0,15 0,14 0,12
SD 0,03 0,05 0,00 0,02 0,03 0,01 0,02 0,02 0,03
TP (g,l'l) pramér | 25,16 | 26,54 | 36,56 | 29,13 | 22,38 | 22,49 | 26,11 | 22,03 | 25,76
SD 4,71 1,21 0,30 1,06 2,53 4,15 2,35 3,67 1,31
ALT (ukat,l"l) pramér | 1,19 1,05 1,06 0,95 1,69 1,51 1,50 1,08 1,12
SD 0,76 0,18 0,14 0,41 0,94 0,35 0,40 0,33 0,12
AST (pkat.l™ primér | 4,44 | 476 | 835 | 471 | 4,15 | 474 | 844 | 866 | 436
SD 2,60 1,71 1,56 1,10 1,78 1,90 2,85 3,23 1,61
LDH (ukat.l'l) pramér| 16,37 | 17,11 | 36,84 | 19,72 | 19,33 | 17,93 | 34,47 | 39,95 | 17,91
SD 1,07 1,43 0,00 3,67 5,23 4,79 14,17 | 14,48 3,64

VKS 1. - Vodni kvét sinic (4dnabaena flos-aquae 90% a Aphanizomenon gracile 10%).
Pfitomnost microcystinil nezjisténa.

VKS 1I. - Vodni kvét sinic (Microcystis ichthyoblabe 80% a Microcystis aeruginosa 20%).
Detekovan microcystin LR (17,20 pg.g” susiny).



Statistick¢é zhodnoceni vlivu netoxické populace (VKS I) prokazalo ve srovnani
s kontrolnimi hodnotami vyznamné snizeni leukokritu (BC) (P < 0,05). Hodnoty vSech
ostatnich, statisticky neprikkaznych ukazatelli, byly v ptfipadé Hb, PCV a ALT niZ8i, nez
hodnoty kontrolnich ryb, v pfipadé¢ MCHC, TP, AST a LDH vyssi. Ukazatele ¢erveného
krevniho obrazu a celkovych plazmatickych proteinti (TP) se pohybovaly na dolni hranici
variaéniho rozpéti normdlnich hodnot pro kapra nebo mirn€ pod touto hranici. Aktivita
enzymi krevni plazmy byla ve srovnani s normélnimi hodnotami vyssi.

Plsobeni toxické populace sinic (VKS II) vykazovalo statisticky signifikantni zmény u
hodnot PCV, TP, ALT, AST (P < 0,05) a LDH (P < 0,01) ve srovnani s kontrolnimi rybami.
Ukazatele PCV a TP byly sniZzeny a aktivita enzymii krevni plazmy zvySena. Neprukazné
bylo snizeni hodnot BC a zvySeni Hb a MCHC. Srovnani dosazenych hematologickych udajt
populace sinic (VKS 1II) s variaénim rozpétim normalnich hodnot pro kapra je stejné jako u

pfedchozi populace sinic (VKS I).

Tab. 2
Hematologické ukazatele krve kapriho plidku (pokus B).

Experiment B (1997) VKS III. (48 hod. ) VKS IV. (48 hod. ) Kontrola

chlorofyla (pg.l") | primér | 41,79 56,73 87,70 57,77 | 70,40 | 131,83

pocet bunék.ml’ pramér | 5,3.10° | 6,0.10* [ 7,9.10% | 1,8.10° | 5,9.10° | 1,4.10’

Hb (g1 praimér | 62,67 | 59,40 | 69,67 | 62,00 | 6640 | 57,50 | 57,57
SD 4,96 5,20 5,68 6,96 2,87 6,60 8,57

TP (g1 praimér | 24,65 | 2422 | 22,07 | 23,88 | 23,30 | 2420 | 2550
SD 2,76 1,10 1,15 1,65 3,13 2,36 1,20

ALT (ukatl™) praimér | 2,73 1,96 2,78 2,28 2,38 2,50 1,51
SD 0,64 0,76 1,24 0,33 0,49 0,52 0,55

AST (ukat.I™) primér | 6,51 12,19 | 12,77 9,77 6,33 6,66 6,65
SD 1,77 6,76 4,74 1,79 1,79 2,80 1,64

LDH (ukat.l™) pramer | 30,08 | 43,16 | 60,68 | 40,12 | 3042 | 33,04 | 2889
SD 5,44 25,17 | 39,43 6,71 12,17 | 1098 5,13

VKS III. - Vodni kvét sinic (Anabaena flos-aque 100%). Detekovany dva typy microcystind,
microcystin LR neprokazan. Mcyst 1 (3,22 pg.g” susiny), Mcyst2 (48,80 pg.g”
susiny).

VKS IV. - Vodni kvét sinic (Microcystis ichthyoblabe 40%, Microcystis aeruginosa 30% a
Anabaena flos-aque 30%). Detekovany tii typy microcystind, Mcyst 1 (34,48 pg.g”
suiny), Mcyst 2 (82,20 pg.g” sudiny) a microcystin LR (77,20 pg.g” susiny).




Ob¢ sledované populace sinic v pokusu B obsahovaly toxiny, které ovlivnily
predevs§im ukazatele krevni plazmy. Statisticky prikazné rozdily ve srovnéani s kontrolnimi
rybami byly zjiStény u hodnot TP (P < 0,05) a ALT (P <0,01). U monokulturni populace sinic
(VKS T1II.) bylo navic prokazano i statisticky vyznamné zvyseni aktivity AST (P < 0,05).
Hodnoty Hb a TP byly nizsi ve srovnani s kontrolnimi hodnotami a pohybovaly se na dolni
hranici varia€niho rozpéti normalnich hodnot pro kapra. Aktivita AST,ALT a LDH u vSech
sledovanych skupin byla zvySena a pohybovala se nad hranici variaéniho rozpéti normélnich

hodnot.

Diskuze

Vysledky hematologickych parametrli koresponduji s publikovanymi 0Udaji jinych
autort zabyvajicich se touto problematikou. VétSina rozdili je zplsobena rozdilnym
zpusobem podani toxinu nebo biomasy sinic a riznym fyziologickym stavem populace sinic
vodniho kvétu.

Po intraperitonedlni aplikaci toxinu zac¢inaji hodnoty enzymi krevni plazmy (ALT,
AST a LDH) stoupat jiz po 2 hodinéch jako disledek nekrézy jaternich bunck (Rabergh a kol.
1991). Tencalla a kol. (1994) zjistila jiz po 48 az 78 hodinach pokles jejich aktivity, jenz je
mozno vysvétlit faktem, ze v disledku protrzeni vétSiny hepatocytl se jiz enzymy nemohou
uvoliovat do krevniho fecisté. Carbis a kol. (1996b) uvadéji zpozdéni projevu toxického
ucinku pfi chovu ryb ve vodé srozptylenym microcystinem, coz odpovidd dosazenym
vysledkiim v pokusu A, kdy ob¢& populace sinic postupné odumiraly a vliv microcystinu LR u
populace sinic (VKS II) byl zaznamenan ve zvySené aktivité¢ enzymu jesté po 96 hodinach.

Toxiny sinic jsou latky sekundarniho metabolizmu, tedy latky, které sinice nemohou
aktivné vylucovat do okolniho prostiedi, kam se dostanou az po rozkladu bunécné stény
(Marsalek a Turanek 1996). Kapr, ktery pfijima sinice v potravé pouze vyjimecné a jehoz pH
traviciho traktu je mirné zasadité, neni schopen svymi travicimi enzymy rozloZit sinicovy
slizovy obal, k jehoz G¢inng&jSimu rozkladu je nutné kyselé prostiedi. Nejvétsi nebezpeci tak
rybam hrozi v pozdnim stafi populace sinic, kdy je obal ¢aste¢né rozlozen a sinice jsou tak
stravitelnéjsi (Carbis a kol. 1997).

Tato zjiSténi objasiiuji vysledky v pokusu B, kde bylo dosazeno prikazné¢jSich hodnot
u populace sinic s niz§im obsahem toxint (VKS III), kterd ale byla ve stadiu odumirani
bunék, proti populaci s vy$§im obsahem toxinli (VKS IV), kde dochdzelo k nartistu biomasy

sinic v prubéhu pokusu a pocet lyzujicich bunék byl maly.



Navratil a kol. (1998) zjistil statisticky prikazné zmény u hodnot PCV a Hb po
peroralni aplikaci biomasy sinic o zndmém obsahu microcystinu LR. Hodnoceni ukazatelt
cerveného krevniho obrazu je obtizné predev§Sim pro znac¢né ovlivnéni endogennimi a
exogennimi faktory. Signifikantni rozdily u leukokritu netoxické populace (VKS I) ve
srovnani s kontrolnimi hodnotami je proto nutno posuzovat obezietn¢.

Jako lepsi indikatory se jevi ukazatele krevni plazmy. Nej€astéji jsou u ryb sledované
jaterni enzymy (ALT, AST a LDH), které ukazuji dobrou reflexi na indukované nekrozy jater
(Raberg a kol. 1991; Tencalla a kol. 1994; Navratil a kol. 1998). Tyto udaje potvrzuji i
vysledky obou pokusu A a B.

Diskutabilni je statisticky prikazné snizeni hodnot celkovych bilkovin u vSech
sledovanych toxickych populaci sinic. Carbis a kol. (1996b) nezjistili priikazné rozdily
v hodnotach TP u kapra pod vlivem microcystinii z pfirodniho prostfedi. Naopak, Navratil a
kol. (1998) u kapra a Vajcova a kol. (1998) u tolstolobika bilého zjistili vysoce prikazné
snizeni plazmatickych proteint po intraperitonealni aplikaci ¢istého microcystinu LR.

Provedené pokusy s plidkem kapra chovanym v prostiedi rtiznych populaci vodniho
kvétu sinic ukazaly ovlivnéni hematologickych ukazatelll i bez pitimé aplikace biomasy sinic

nebo Cistych toxint rybam.
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