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MIROSEAW M. MICHALSKI

BIOTOKSYNY MORSKIE - WYSTEPOWANIE I METODY ANALIZY

Streszczenie

W pracy scharakteryzowano 5 grup biotoksyn morskich wystgpujacych w matzach blaszkoskrzelnych
(dwuskorupkowych) mogacych by¢ przyczyna zatru¢ po ich spozyciu. Naleza do nich toksyny
paralizujace -PSP, wywotujace biegunkg - DSP i AZP, zaburzenia nerwowe - NSP i zaburzenia pamigci -
ASP. Spozywanie malz, ostryg i omulkéw staje si¢ w Polsce coraz popularniejsze, a wigc i
prawdopodobienstwo zatru¢ po spozyciu matz wzrasta. Wskazano zrédta toksyn morskich, metody ich
wykrywania oraz podstawowe akty prawne zwiazanie z hodowla, dystrybucja i nadzorem nad malzami
przeznaczonymi do konsumpcji przez ludzi.
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Wprowadzenie

Mikroskopijne algi (plankton) sa w oceanach podstawowym zrédlem pozywienia
dla migczakéw, takich jak: ostrygi, malze, przegrzebki czy tez omutki oraz dla larw
skorupiakéw. Wsréd okoto 5000 istniejacych gatunkéw alg morskich okoto 300 moze
wystgpowa¢ w bardzo duzej ilosci, powodujac tzw. kwitnienie wody potaczone ze
zmiang zabarwienia powierzchni wod i to zaréwno stonych, jak i stodkich. Kwitnienie
wod nosi rowniez nazwe "red tides" czyli czerwony przyptyw, chociaz nie zawsze
wody zabarwiaja si¢ na czerwono. Wody zabarwiaja si¢ rowniez na kolor zolty,
zielony, brazowy lub niebieski w zalezno$ci od rodzaju planktonu, jego ilosci i
glebokosci na jakiej wystgpuje. Plankton moze wytworzy¢ zwiazki toksyczne dla
ludzi, zwlaszcza w czasie tzw. "kwitnienia wod" wytwarza si¢ szczegdllnie duzo
réznorodnych toksyn [7, 10]. W ostatnich latach czgstotliwo$¢ wystgpowania
kwitnienia alg znacznie si¢ zwigkszyta. Przyczyny tej ekspansji nie sa do konca
poznane. Wydaje sig, ze wplyw zanieczyszczenia S$rodowiska substancjami
mineralnymi, $cieki przemystowe, podniesienie si¢ temperatury wod przybrzeznych
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wplywa znacznie na okresowy i gwaltowny rozwdj jednokomérkowcdéw. Roéwniez
zmiany klimatyczne i zaktdcenia hydrograficzne maja wptyw na ich rozwdj. Jednak
okreséw 1 miejsc wystgpowania nadmiernych ilosci planktonu nie mozna dzisiaj
przewidzie¢ [1, 14].

Termin ,,morskie biotoksyny” oznacza substancje toksyczne odktadajace si¢
w zywych matzach, zwlaszcza wskutek spozywania przez nie planktonu zawierajacego
toksyny. Substancje toksyczne przedostaja si¢ do organizmu migczakOw poprzez
plankton jako ich pozywienie i kumulowane sa w migsniach i watrobotrzustce.
Biotoksyny morskie wytwarzane sa przez glony planktonowe, gdy wystapia korzystne
warunki do ich rozwoju tj. dostgpno$¢ substancji organicznej, dostgpnosc
mikroelementéw, O,/CO,, obecno$¢ $wiatta, odpowiednia temperatura wody czy tez
zmiana zasolenia spowodowana pradami morskimi. Glony przenoszone sa przez prady
morskie do miejsc bogatych w substancje odzywcze i w kierunku powierzchni, do
Swiatla.

Coraz wigksza popularnoscia w naszym kraju ciesza si¢ tzw. ,,owoce morza”,
w tym matze blaszkoskrzelne (migczaki). W krajach, takich jak: Hiszpania, Francja,
Portugalia, USA czy Japonia owoce morza sa spozywane bardzo powszechnie, co
wiaze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem zatru¢ po spozycia matz zawierajacych
biotoksyny. Aby unikna¢ przedostania si¢ "skazonych" matz do obrotu stosuje si¢
szereg procedur zabezpieczajacych, poczawszy od nadzoru nad obszarami
produkcyjnymi po gotowy produkt.

Nadzér nad obszarem produkcji polega na monitorowaniu obecnosci glonéw na
réznych glgbokosciach, okreslaniu gatunku i ilosci fitoplanktonu/glonéw oraz
obecnosci sktadnikéw odzywczych (azotany(V), azotany(Ill), amoniak, fosforany(V),
krzemiany) w §rodowisku. Monitorowaniu podlega réwniez woda, ktéra bada si¢ na
obecno$¢ metali, pestycydow, zwiazkéw chloroorganicznych, dokonuje si¢ pomiaru
temperatury i stopnia zasolenia, pH, oznacza si¢ zawarto$¢ tlenu rozpuszczonego w
wodzie, jej przejrzystos$¢ itd. Kolejnymi etapami nadzoru jest oznaczanie obecnosci
biotoksyn w glonach, biotoksyn w migczakach i badania mikrobiologiczne obszaru
produkcyjnego. Otrzymane dane pozwalaja dokona¢ klasyfikacji obszaréw
produkcyjnych, tzn. dopuszczenie do zbioru malz i przekazanie do handlu lub do
zakladéw oczyszczania, gdzie toksyny sa wymywane z malz blaszkoskrzelnych
(dwuskorupkowych) czysta woda. Proces wymywania w zaleznosci od rodzaju matzy i
toksyny trwa od kilku dni do kilkunastu tygodni.

Charakterystyka biotoksyn morskich

Gloéwne biotoksyny spotykane w migczakach (shellfish marine biotoxins) to: PSP
— paralizujace, NSP — neurotoksyny, ASP — anamnestyczne, DSP - wywotujaca
biegunki oraz AZA (kwas azaspirowy) wywolujacy biegunki.
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Toksyna paralityczna - PSP — (Paralitic Shellfish Poisoning)

Toksyny paralityczne sa najbardziej niebezpieczne dla cztowieka i stanowia duzy
problem w krajach, gdzie spozywanie matz jest powszechne. I to zaréwno tych
pochodzacych z hodowli, jak i zbieranych indywidualnie na wybrzezu morza. Aktywna
toksyna jest saksytoksyna (STX) oraz jej 21 izomeréw (pochodne tetrahydropuryn,
SXT's). W 1975 r. po raz pierwszy uzyskano krystaliczna syntetyczna pochodna
saksytoksyny i zbadano jej struktur¢ [4]. Minimalna dawka saksytoksyny powodujaca
zatrucie to 20 pug/kg masy ciata. Dawka $miertelna dla cztowieka to 150 pg/kg masy
ciata. Dopuszczalna zawarto§¢ PSP wynosi 80 pg/100 g migsa migczakow. Pierwsze
udokumentowane zatrucie wystapito w 1948 r. w Japonii, a w USA w potowie lat 60.
XX w. W Europie notowane sa zatrucia od wczesnych lat 80. Pod koniec 1987 r. w
Wielkiej Brytanii wiele os6b zatruto si¢ PSP, a 3 osoby zmarly. Pierwotnym Zrédlem
SXT's sa glony z rodzaju Alexandrium, a wigc np. A. catenella, A. tamarensis, A.
minutum, A. fundyense i A. cohorticula. Réwniez zrédtem STX's sa Pyrodinium
bahamense 1 Gymnodinum catenatum [12]. Podczas zakwitu Pyrodinium w 1987 r. w
Gwatemali, w wyniku spozycia toksycznych malz, 187 os6b byto hospitalizowanych, a
26 os6b zmarto. Réwniez kraby, §limaki morskie i krewetki moga zawiera¢ PSP.
Objawy zatrucia saksytoksyna to: dretwienia jezyka, brak czucia, porazenie mig$ni
oddechowych 1 uktadu motorycznego, porazenie uktadu sercowo-naczyniowego,
drzenie rak i palcow u nég, betkotliwa mowa, $linienie si¢ i ktopoty z oddychaniem.
Smiertelno$é wynosi okoto 10%. Do metod wykrywania nalezy test na myszach
(MBA) (metoda referencyjna) lub na szczurach (RBA) i metody alternatywne tj. Elisa
(immunoassay), HPLC, LC-MS, LC, chromatografia jonowymienna, elektroforeza,
okre$lenie stopnia blokowania kanaléw sodowych (mouse in vitro) czy tez techniki
elektroforetyczne.

Toksyny wywotujqce biegunke — DSP (Diarrhetic Shellfish Poisoning) i AZP
(Azaspiracid Shellfish Poisoning)

DSP naleza do toksyn lipofilnych, gromadzacych si¢ w tkance tluszczowej
migczakéw. Toksyny sa termostabilne. Minimalna dawka toksyny powodujaca
biegunke to 40 pg. Objawami zatrucia sg uporczywe biegunki, wymioty, nudnos$ci i
skurcze Zotadka. Objawy sa juz widoczne nawet po 30 min od spozycia. Z reguty
objawy zanikaja po 3 - 4 dniach. Przy chronicznych zatruciach jest mozliwa indukcja
raka zotadka czy tez przewodu pokarmowego [5]. W 1984 r., we Francji, okoto 10 000
0s6b zatrulo si¢ po spozyciu skazonych migczakéw [6]. Do grupy toksyn DSP zalicza
si¢ kwas okadaikowy (OA) i jego pochodne - dinofysistoksyny (DTX1, DTX2,
DTX3), pektenotoksyny (PTX1, PTX2) oraz yessotoksyny (YTX's).
Dinofysiskotoksyny uszkadzaja réwniez watrobg. Zrédtem toksyn DSP sa glony
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Dinophysis spp. oraz Prorocentrum. Metody wykrywania toksyn to MBA [15], HPLC
(fluorometric detector), TLC, LC, LC-MS, LC—ion-spray MS, Elisa, testy fosfatazowe
(np. PP2A, Biosense) czy tez testy cytotoksyczne. Badania migdzylaboratoryjne LC-
MS wskazuja na t¢ metodg jako referencyjna przy oznaczaniu toksyn ASP i DSP [8].

AZP jest oddzielna, nowo sklasyfikowana grupa toksyn, w ktdérej substancja
toksyczna jest kwas azaspirowy (AZA) i jego pochodne. Toksyna ta ma réwniez swoje
izomery, AZA2 do AZAS. Objawy przy zatruciu AZA sa podobne do zatrucia DSP,
a wigc uporczywe biegunki, wymioty, nudnosci i skurcze zotadka. W listopadzie 1995
r. w Holandii 8 os6b zachorowato po spozyciu hodowlanych omutkéw (Mytilus edulis)
pochodzacych z Irlandii, z Killary Harbour [11]. Nastepne zatrucie AZA wystapito
w nastegpnym roku w Irlandii, réwniez po spozyciu omuikéw. Przypuszcza sig, ze
plankton (brudnica) Protoceratum crissipes produkuje kwas azaspirowy [13]. Jak
dotychczas AZA's znajdowano jedynie w omutkach i ostrygach [9]. Do metod
wykrywania toksyn AZP mozna zaliczy¢: RBA, MBA, LC-MS, LC-MS-MS, HPLC z
detektorem fluorometrycznym, ELISA czy tez testy czynno$ciowe [10].

Toksyna powodujqca amnezje — ASP (Amnestic Shellfish Poisoning)

Gléwnym zwiazkiem toksycznym jest kwas domoikowy i jego izomery. Po raz
pierwszy zdiagnozowano zatrucie kwasem domoikowym w Kanadzie w 1987 r.
w wyniku spozycia omutkéw (blue mussels). Omuiki zawieraty do 790 ug DA/g (caty
omutek). W wyniku tego zatrucia 105 0s6b byto hospitalizowanych, a 3 osoby zmarty.
Okrzemek Pseudonitzschia jest gtéwnym jednokomoérkowcem wytwarzajacym kwas
domoikowy (DA) [2, 7]. Dopuszczalna zawarto$¢ DA w mig$niach matzy to 20 pg/100
g migsa. Objawy zatrucia wystgpuja po 24 godz. od spozycia przy fagodnym zatruciu i
od 0,5 do 6 godz. przy ostrym zatruciu. Objawy po spozyciu sa podobne do choroby
Alzheimera. Nastepuje krétkotrwata utrata pamigci (short term memory). Po inhalacji
aerozolu w postaci ,,mgietki z wody morskiej”, podczas spaceru brzegiem morza, gdy
woda ,.kwitnie” moze wystapi¢ dodatkowo skurcz oskrzeli. Przy lekkim zatruciu i u
konsumentéw niemajacych probleméw z nerkami nastgpuje catkowite wyzdrowienie
juz po kilku dniach. Przy ostrym zatruciu, gdy organizm nie jest w stanie szybko
usuna¢ toksyny (DA), moze wystapi¢ dodatkowo powazne, trwate uszkodzenie mézgu.
Metody wykrywania ASP w ,,owocach morza” to HPLC (metoda referencyjna), MBA,
Elisa, TLC, GC-MS, LC-MS czy tez elektroforeza kapilarna. Test na myszach nalezy
do metod AOAC (1990). Toksyne amnestyczna stwierdzano rowniez we
wngtrznoSciach krabow (do 90 ug/g), malzy zyletkowych (razor clams) czy tez
sardynkach.
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Toksyny powodujqce zaburzenia nerwowe — NSP (Neurotic Shellfish Poisoning)

Aktywna neurotoksyna jest brewetoksyna i jej izomery. Objawy zatrucia to
podwdjne widzenie, trudno$ci w przetykaniu, dreszcze, mdlosci, biegunka,
odre¢twienie, sucho$¢ w ustach czy tez uporczywy kaszel przy wdychaniu mgietki
morskiej zawierajacej brewetoksyn¢ (objawy astmopodobne). Zatrucia neurotoksyna
po spozyciu migczakOdw najczesciej wystepuja w Zatoce Meksykanskiej, Nowej
Zelandii 1 na wschodnim wybrzezu Florydy. W Europie nie stwierdzono zatru¢ po
spozyciu matz skazonych brewetoksyna. Jednak w Niemczech, Francji, Grecji,
Holandii, Portugalii i Hiszpanii wykryto obecno$¢ planktonu wytwarzajacego te
toksyne. Za obecno$¢ NSP's odpowiadaja brudnice (dinoflagellate), a szczegdlnie glon
Gymnodinium breve (Karenia brevis) [7]. Brewetoksyna jest toksyczna réwniez dla
ryb. Jest to toksyna bezsmakowa, bezzapachowa, cieplooporna, kwasooporna oraz
rozpuszczalna w ttuszczach (lipofilna) [3]. Brewetoksyng wykrywa sig¢ testem MBA,
testami biologicznymi na rybach Gambusia affinis (FBA), Elisa, TLC, LC-MS czy tez
metodami radioimmunologicznymi.

Akty prawne dotyczace gospodarki matzami

Zasady wprowadzania do handlu malz sa $cisle okre§lone prawem unijnym,
szczegblowo regulujacym wszystkie etapy produkcji, od $rodowiska hodowlanego,
hodowle, oczyszczanie az do limitéw pozostatosci w tkankach matz przeznaczonych
do bezpos$redniego spozycia, jak i do przetwdrstwa.

Aktem prawnym regulujacym bezpieczefistwo zywno$ciowe w odniesieniu do
malz jest Decyzja Komisji z dnia 15 marca 2002 r. (2002/225) ustanawiajaca
szczegotowe zasady wykonania dyrektywy Rady 91/492/EWG w zakresie
najwyzszego dopuszczalnego poziomu zawartosci i metod analizy niektérych morskich
biotoksyn w matzach, szkartupniach, ostonicach i §limakach morskich. Sekcja VII w
Rozporzadzeniu (WE) nr 853/2004 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 29
kwietnia 2004 r. ustanawia szczeg6lne przepisy dotyczace higieny w odniesieniu do
zywno$ci pochodzenia zwierzgcego. Decyzja Komisji z 14 listopada 2003 r.
(2003/804/EC) dotyczy warunkéw zdrowotnych i wymagan certyfikacyjnych przy
imporcie malz, ich jaj, gamet przeznaczonych do rozmnazania, hodowli, tuczenia z
przeznaczeniem do spozycia przez ludzi. Decyzja Komisji z dnia 15 marca 2002
r. (2002/226) ustanawia specjalne kontrole zdrowotne dotyczace zbierania i
przetwarzania okre$lonych matz dwuskorupowych o poziomie toksyny ASP (Amnesic
Shellfish Poison) przekraczajacym limity okreslone w dyrektywie Rady 91/492/EWG
(notyfikowana jako dokument nr C(2002) 1009). Decyzja Komisji z dnia 18
stycznial 996 r. (96/77/EC) ustanawia warunki zbioru i przetwoérstwa pewnych matz
dwuskorupkowych pochodzacych z obszaréw, w ktérych poziom PSP przekracza
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dopuszczalne limity okreslone dyrektywa 91/492. Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa
i Rozwoju Wsi z dnia 15 lipca 2005 r. okresla szczegélowe wymagania weterynaryjne
dot. umieszczania na rynku zwierzat i produktéw akwakultury (Dz. U. 2005 r. Nr 138
poz. 1158).

Podsumowanie

Coraz wigksza popularno$cia w naszym kraju ciesza si¢ tzw. ,,owoce morza”,
w tym malze blaszkoskrzelne (migczaki). Jednak po spozyciu moga one by¢ przyczyna
zatru¢ z uwagi na mozliwo$¢ wystapienia w nich biotoksyn morskich. Aby uniknaé
przedostania si¢ ,,skazonych” matz do obrotu w wielu krajach zachodnich stosuje si¢
szereg procedur zabezpieczajacych, poczawszy od nadzoru nad obszarami
produkcyjnymi po gotowy produkt. Gospodarka matzami w UE odbywa si¢ wedlug
procedur okreslonych przepisami prawnymi. W Polsce jest to problematyka nieznana
na szersza skale, dlatego dokonano przegladu informacji dotyczacych pigciu grup
toksyn. Scharakteryzowano toksyny paralizujace — PSP, wywotujace biegunke — DSP
i AZP, zaburzenia nerwowe — NSP i zaburzenia pamigci — ASP oraz dokonano
przegladu metod ich analizy. Zacytowano takze akty prawne obowiazujace w UE, a
dotyczace szeroko rozumianego bezpieczenstwa zdrowotnego w odniesieniu do matz.
Przedstawione zagadnienia wymagaja szerszego upowszechniania ze wzgledu na ich
wage dla zdrowia konsumenta.
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MARINE BIOTOXINS - OCCURENCE AND METHOD OF ANALYSIS

Summary

In the paper group of five marine biotoxins occuring in bivalve molluscs were described. Marine
biotoxins may occur intoxication after consuming toxic molluscs. There are PSP — Paralitic Shellfish
Poisoning, DSP — Diarrhetic Shellfish Poisoning, AZP — Azaspiracid Shellfish Poisoning, NSP — Neurotic
Shellfish Poisoning and ASP — Amnestic Shell fish Poisoning. Eating bivalve molluscs, mussels and
oysters became more popular in Poland so possibility of intoxication consumers is higher. In article the
source of marine biotoxins is indicated, methods of detection and law regulations concerning production
and distribution of bivalve moulluscs as a food.

Key words: bivalve molluscs, dinoflagellate algae, marine biotoxins, intoxications

N4



