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Paralityczne toksyny morskie
jako zagrozenie dla zdrowia konsumenta
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Paralytic shellfish poisoning as a health risk

Summary

Shellfish poisoning is caused by a group of toxins elaborated by planktonic algae (dinoflagellates), in most
cases upon which the shellfish feed. The main groups of biotoxins harmful for human beings are: DSP, NSP,
ASP and PSP. The most frequent and dangerous for our lives is paralytic shellfish poisoning (PSP). In the case
of PSP, the effects are predominantly neurological and include tingling, burning, numbness, drowsiness,
incoherent speech, and respiratory paralysis. The 20 toxins responsible for paralytic shellfish poisoning are all
derivatives of the saxitoxin group. Saxitoxin is heat-stable and unaffected by standard cooking or steaming;
it is water-soluble, and can be concentrated in broth. To prevent outbreaks of PSP and other shellfish
intoxications, samples of susceptible mollusks are periodically collected in the coastal states and tested for
toxin by mouse bioassay. When toxin levels exceed 80 ng/100 g, affected growing areas are quarantined, and
sale of shellfish is prohibited. Modern chemical techniques, for instance immunoassay, phosphatase test or
chromatography (HPLC, LC-MS), are quite suitable for the detection of PSP.
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Plankton jest w oceanach podstawowym pozywie-
niem dla migczakow, takich jak: ostrygi, matze, prze-
grzebki czy tez omulki oraz dla larw skorupiakow.
Wsrod okoto 5000 istniejacych gatunkow alg morskich
okoto 300 moze wystepowa¢ w bardzo duzej ilosci,
powodujac tzw. kwitnienie wody potaczone ze zmia-
na barwy powierzchni wod 1 to zar6wno stonych, jak
1 stodkich. Kwitnienie wod nosi rOwniez nazwe czer-
wonego przyptywu (red tides), chociaz nie zawsze
wody zabarwiaja si¢ na czerwono. Wody zabarwiaja
si¢ rowniez na kolor z6lty, zielony, brazowy lub nie-
bieski w zalezno$ci od rodzaju planktonu, jego ilosci
1 glgbokosci na jakiej wystegpuje. Plankton wytwarza
w korzystnych warunkach zwiazki toksyczne dla lu-
dzi. Szczegoblnie duzo rozmaitych toksyn jest wytwa-
rzanych w czasie kwitnienia wod (13, 20, 22). W ostat-
nich latach czgstotliwo$¢ wystepowania kwitnienia alg
jednokomorkowych znacznie si¢ zwigkszyta. Przyczy-
ny tej ekspansji sa nie do konca poznane. Wydaje sig,
ze zanieczyszczenie Srodowiska substancjami mine-
ralnymi, scieki przemystowe, zmiany klimatyczne,
zmiana zasolenia wod, podniesienie SlQ temperatury
wod przybrzeznych wptywa znacznie na okresowy
1 gwattowny rozwoj jednokomdrkowcoéw. Ruchy tek-
toniczne w obszarze dna morskiego i zaktocenia
hydrograficzne maja réwniez wptyw na ich rozwo;.

Okreséw 1 miejsc wystgpowania nadmiernych ilosci
planktonu nie mozna przewidzie¢ (2, 10, 22).
Plankton zawierajacy substancje toksyczne przedo—
staje si¢ do organizmu migczakow jako ich pozywie-
nie. Termin ,,morskie biotoksyny” oznacza biologicz-
ne substancje trujace odktadajace si¢ w zywych mat-
zach wskutek spozywania przez nie planktonu zawie-
rajacego toksyny. Toksyny sa tym bardziej niebezpiecz-
ne, gdyz ich obecnos¢ w migsie matzy przeznaczonych
do konsumpcji nie powoduje zmian sensorycznych
spozywanego produktu. Kraje produkujace malze
dwuskorupowe maja rozwinigty system kontrolowa-
nia hodowli oraz ostrzegania zbieraczy malzy przed
ich zbieraniem z obszarow wystgpowania toksycznych
alg. Nadzor nad obszarem produkcji polega na moni-
torowaniu obecnosci glonow na réznych glebokos-
ciach, okreslaniu gatunku 1 ilosci fitoplanktonu/glonéw
oraz obecnosci sktadnikow odzywczych (azotany, azo-
tyny, amoniak, fosforany, krzemiany) w srodowisku.
Monitorowaniu podlega rowniez woda w kierunku na
obecnos¢ metali, pestycydow, zwiazkow chloroorga-
nicznych, pomiar temperatury i stopnia zasolenia, pH,
zawartos$¢ tlenu rozpuszczonego w wodzie, jej przej-
rzysto$¢ itd. Kolejnymi etapami nadzoru jest oznacza-
nie obecnosci biotoksyn w glonach, biotoksyn w mig-
czakach i mikrobiologia obszaru produkcyjnego.
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Otrzymane dane pozwalaja dokona¢ klasyfikacji ob-
szarow produkcyjnych, tzn. dopuszczenia z nich do
zbioru malzy i przekazania do handlu lub do zakta-
déw oczyszczania, gdzie toksyny sa wymywane
z malzy blaszkoskrzelnych (dwuskorupowych) czysta
woda. Proces wymywania w zaleznosci od rodzaju
malzy 1 toksyny trwa od kilku dni do kilkunastu ty-
godni. Badaniu podlegaja réwniez matze przeznaczo-
ne do obrotu (22).

Coraz wigksza popularno$cia w naszym kraju cie-
sza si¢ tzw. owoce morza, w tym matze blaszkoskrzelne
(miqczaki) W krajach takich jak np. Hiszpania, Fran-
cja, Portugalia, USA czy J aponla OWOCE morza sg spo-
zywane powszechnie, co wiaze si¢ ze zwigkszonym
ryzykiem zatru¢ pokarmowych po ich konsumpcji.
Glowne biotoksyny wystepujace u migczakow to PSP
— toksyny paralizujace, NSP — neurotoksyny, ASP —
toksyny anamnestyczne, DSP — wywotlujaca biegunki
oraz AZA (kwas azaspirowy) wywotujacy biegunki (5,
6, 22).

W niniejszej publikacji omoéwiono najbardziej nie-
bezpieczna biotoksyne morska, a mianowicie toksyne
paralityczna — PSP (Paralitic Shellfish Poisoning).
Toksyny paralityczne sa najbardziej niebezpieczne dla
cztowieka i stanowia istotny problem w kraJ ach, gdzie
powszechne jest spozywanie matzy — zarowno tych
pochodzacych z hodowli, jak i zbieranych indywidu-
alnie na wybrzezu (5, 12, 22).

Aktywna 1 podstawowa toksyna jest saksytoksyna
(STX) oraz jej 21 izomeréw (pochodne tetrahydro-
puryn, SXT’s). Wszystkie te toksyny zostaly zidenty-
fikowane w glonach 1 matzach, ktére spozywaly te
glony. Grupa toksyn paralitycznych to toksyny scisle
zwiazane z toksynami purynowymi. Naleza one do
4 podgrup (I-IV), tj. I — karbaminiany (STX, neoSTX
i gonyautoksyny GNTX1-4), II — N-sulfokarbaminia-
ny (GNTX5-6, C1-4), III — dekarbaminiany (dcSTX,
deneoSTX, chNTX1-4) oraz IV — deoksydekarba-
miniany (doSTX, doneoSTX i doGNTX1). W 1975 .
po raz pierwszy uzyskano krystaliczng syntetyczna po-
chodna saksytoksyny i zbadano jej strukturg (4). Tok-
syny PSP sa termostabilne w $rodowisku kwasnym,
z wyjatkiem pochodnych N-sulfo-karbamylowych, kto-
re sa niestabilne i tatwo ulegaja utlenieniu w Srodowi-
sku zasadowym. Grupy ketonowe sa odpowiedzialne
za toksyczno$¢ saksytoksyn, a ich uwodornienie po-
woduje utrate wtasciwosci toksycznych (25).

Pierwotnym zrédlem SXT sa glony z rodzaju Ale-
xandrium, a wigc np. A. catenella, A. tamarensis,
A. minutum (excavata), A. fundyense A. fraterculus
1 A. cohorticula. Réwniez inne glony wytwarzajq
STX’s, takie jak Pyrodinium bahamense i Gymnodl-
num catenatum. Glony te wystqpujqna calym Swiecie
(23). Jednokomorkowce te rozwuajat si¢ w zakresie
temperatur 13-25°C. Rodzaj, ilo$¢ 1 toksyczno$¢ wy-
twarzanych przez nie toksyn zalezy od temperatury,
ilosci dostepnego §wiatta stonecznego, fazy rozwoju
1 obecnosci substancji odzywczych. Najwigcej toksyn

1531

wytwarzanych jest w fazie stacjonarnej rozwoju. Tok-
syczno$¢ migczakow dla ludzi jest wypadkowa po-
chodnych STX, rodzaju glonow przez nie spozywa-
nych i miejsca wystgpowania. Przyktadowo, w regio-
nach Nowej Zelandii gtéwnym jednokomorkowcem
bedacym zrodlem SXT’s jest Alexandrium minutum,
u ktorego dominujacymi pochodnymi sa: GNTX1,
GNTX2, GNTX4 neoSTX 1 STX (20). Rowniez cysty
glonow moga by¢ Zroédlem saksytoksyny. Cysty tok-
sycznych glonéw Gymnodinum catenatum, Pyrodinum
bahamense czy z rodzaju Alexandrium stwierdzano
wzdhluz catego wybrzeza Portugalii (1).

Podczas procesu odzywiania si¢ malzy (filtrowania
wody) glony i ich cysty sa transportowane do zotadka
i przelyku. Podczas trawienia toksyny sa uwalniane
1 wprowadzane do ciata matzy. Najwigksze st¢zenie
toksyn wystgpuje w jelitach (stanowia one ok. 30%
wagi ciata migczaka), ktore zawieraja do 97% toksycz-
nosci. Gruczoly trawienne, gonady 1 skrzela zatrzymuja
wszystkie toksyny, lecz ich st¢zenie jest zréznicowa-
ne w zalezno$ci od rodzaju tkanki i gatunku matzy.
Z reguty migsien przywodziciel nie akumuluje toksyn.
Im dhuzej matze spozywaja glony zawierajace PSP, tym
wigksze ich stezenie stwierdza si¢ w migsniach (23).
Toksyny paralityczne ulegaja wyptukaniu z malzy
w wodzie czystej. Proces wymywania trwa od kilku
dni do kilkunastu miesigcy w zaleznos$ci od stezenia,
rodzaju PSP 1 gatunku matzy. Do matzy, u ktérych pro-
ces wymywania przebiega powoli, zalicza si¢ Saxi-
domus giganteus, Spisula solidissima, Placopecten
magellanicus czy tez Petinopecten yessoensis. Malze,
u ktorych wymywanie przebiega szybko, to Mytilus
edulis (omulki) i Mya arenaria. U niektérych malzy
dochodzi do transformacji PSP w jej izomery, ktore
z reguty sa mniej toksyczne. Toksyny szybciej wymy-
waja si¢ z wnetrznosci matzy niz z tkanki migsniowe;
(3).

Toksyny paralityczne dziataja na uktad nerwowy
poprzez blokowanie (przewodzenia) kanatow sodo-
wych we wtdknach nerwowych. Przyczyna $mierci
przy zatruciach jest z reguly niewydolnos¢ uktadu od-
dechowego. Saksytoksyna drastycznie obniza cisnie-
nie krwi. Duze st¢zenia PSP w organizmie powodujq
zawal serca. Toksyna jest usuwana z organizmu po-
przez uklad moczowy. Objawami zatrucia saksytok-
syna sa: dretwienie jezyka, brak czucia, porazenie migs-
ni oddechowych i uktadu motorycznego, porazenie
uktadu sercowo-naczyniowego, drzenie rak i palcow
u nog, betkotliwa mowa, §linienie si¢ i klopoty z od-
dychaniem. Drzenie warg czy tez dretwienie jezyka
wystepuje juz po 30 min. od zatrucia. Smiertelno$¢
wynosi okoto 10% (12, 23).

Minimalna dawka saksytoksyny powodujaca zatru-
cia u ludzi to 20 pg/kg masy ciata. Dawka $miertelna
dla cztowieka zaczyna si¢ od 150 pg (duza zmienna
wrazliwo$¢ u ludzi) Dopuszczalna zawarto$¢ toksy-
ny PSP wynosi 80 pug/100 g migsa mlqczakow SXT
jest silniejsza od np. cyjanku. W latach zimnej wojny
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amerykanscy szpiedzy byli wyposazani wtasnie w kap-
sutki z saksytoksyna.

Najwczesniejsze zatrucia PSP odnotowano w Nor-
wegii juz w 1901 r., a nastgpnie w latach 1939, 1959,
1979, 1981, 1991 1 1992 1. Lacznie zatruty si¢ 32 oso-
by, w tym 2 $miertelnie (23). Pierwsze udokumen-
towane zatrucie saksytoksyna w Japonii wystapito
w 1948 1., a w USA w polowie lat 60. W innych kra-
jach Europy czgste zatrucia PSP notuje si¢ od wczes-
nych lat 80. Pod koniec 1987 r. w Wielkiej Brytanii
zanotowano 187 przypadkow zatrucia toksyna parali-
tyczna, w tym 26 przypadkow $Smiertelnych po spozy-
ciu matzy Amphichacena kindermani. Problemy z tok-
sycznymi omutkami nie omingly jednego z gtéwnych
ich producentéw, a mianowicie Hiszpanii. Omuiki po-
chodzenia hiszpanskiego, z rejonu Galicji, spowodo-
waly w 1976 r. zatrucia 120 konsumentéw w Niem-
czech, Francji, Szwajcarii 1 Wtoszech. Na szczgscie,
obylo si¢ bez ofiar $miertelnych (4). W Chile w latach
1972-1997 zmarto 26 oséb w wyniku zatrucia saksy-
toksyna (18).

Toksyny PSP sa potencjalnie niebezpieczne dla zdro-
wia ludzi i wymagane sa szybkie i czute metody ich
wykrywania. Tradycyjna metoda jest test na myszach
(Mouse Bioassay — MBA) jako metoda referencyjna
lub na szczurach (RBA). Metoda referencyjna jest tak-
ze wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC).
Metoda MBA byta rozwinigta ponad 50 lat temu i zo-
stata zatwierdzona przez AOAC do oznaczania PSP.
Metoda polega na podaniu 5 standaryzowanym my-
szom o masie 20 g 1 ml odpowiednio przygotowane-
go ekstraktu z malzy 1 obserwacji objawow zatrucia,
czasu $mierci 1 liczby padtych myszek. Toksycznos¢
badanej probki wylicza si¢ z krzywej: ilos¢ STX v.
jednostki mysie (Mouse unit — MU = 0,18 pg STX).
Limit detekcji wynosi 40 pg STX/100 g migsa matzy
zprecyzja+ 15-20% (15). Potrzeba jednak kilku zwie-
rzat (5 sztuk) do okreslenia obecno$ci toksyn w mat-
zach. Badania mig¢dzylaboratoryjne wskazuja na niski
odzysk 1 duzy rozrzut wynikéw analiz przeprowadza-
nych na tym samym materiale w r6znych laboratoriach
8, 19) Sato metody kontrowersyjne z punktu widze-
nia uzycia zwierzat do badan i w wielu kraJach 1stmeje
zakaz prowadzenia takich oznaczen przy uzyciu zwie-
rzat laboratoryjnych. Skutkiem tego nastapil w ostat-
nich latach szybki rozw6j metod alternatywnych.

Z metod biochemicznych coraz wigksza popular-
noscia ciesza si¢ testy ELISA, dostepne juz w wer-
sjach komercyjnych. Testy nie zawsze sa specyficzne
dla STX z powodu istnienia wielu jej izomerow. Jed-
nakze Cembela i Lamoreux (6) opisali poliklonalny
test, ktory wykrywa STX, neoSTX, GNTX1 1 GNTX3
z czuto$cia przewyzszajaca metode chromatografii cie-
czowej 1 jest bardziej specyficzny niz MBA. Porow-
nanie wykonane na duzej liczbie probek trzech testow
ELISA wykazalo rowniez ich zgodno$¢ z testem MBA
(7). Jednakze w $wietle innych badan test na myszach
nie moze by¢ w pelni zastapiony testem ELISA ze
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wzgledu na wystgpowanie niespodziewanych reakcji
krzyzowych (13). W $wietle informacji uzyskanych
podczas spotkan przedstawicieli krajowych laborato-
riow badajacych biotoksyny morskie wydaje sig, ze
testy ELISA moga mie¢ zastosowanie do monitorin-
gu, lecz kazdy wynik fatszywie ujemny/dodatni powi-
nien zosta¢ potwierdzony testem MBA lub chromato-
grafia cieczowa. Testy ELISA sa nadal rozwijane nie
tylko do wykrywania STX i jej pochodnych, lecz row-
niez innych biotoksyn morskich (16).

Techniki chromatografii cieczowej zyskuja coraz
wigksza popularno$¢ i sa uznawane za metody oficjalne
(referencyjne) w odniesieniu do saksytoksyny. W ostat-
nim dziesigcioleciu opublikowano wiele metod do ru-
tynowego oznaczania toksyn paralitycznych. Zasady
metody to rozdziat chromatograficzny toksyn, a na-
stepnie utlenienie ich w celu uzyskania fatwo wykry-
walnych pochodnych. Metoda zostala zwalidowana
przez USFDA w stosunku do referencyjnej metody na
myszach, uzyskujac wspotczynnik korelacji r > 0,9
(29). Problemem jest jednak brak standardow wszyst-
kich pochodnych STX. W badaniach migdzylaborato-
ryjnych prowadzonych przez FAPAS (Food Analysis
Performance Assessment Scheme) w 2003 . na 15 la-
boratoriow bioracych udziat 7 zastosowato chromato-
grafig cieczowa. Jednakze wyniki dotyczace STX mies-
city si¢ w granicach od ,,nie wykryto” do 83 nug/100 g
tkanki, a dla dcSTX 25-130 pg/100 g badanej tkanki
malzy. Wszystkie laboratoria stosowaly kwasowa eks-
trakcje toksyn PSP z mig$ni malzy z HCl, na goraco
(8). Metoda jest ciagle rozwijana i jest lub byta przed-
miotem programoéw badawczych, i to w zakresie me-
tody, jak i uzyskania standardow STX i jej pochod-
nych (9, 31, 32).

Do wykrywania toksyny paralitycznej maja zasto-
sowanie réwniez techniki elektroforetyczne (na zelu
lub bibule) z detekcja w ultrafiolecie (15, 25, 30). Elek-
troforeza kapilarna (CE) jako relatywnie nowa techni-
ka nie ma za wiele aplikacji w oznaczaniu toksyn pa-
ralitycznych, jednakze jest technikq majaca mozliwos-
ci rozwoju. Wright (33) polaczyl technikg¢ CE z lase-
rowym detektorem fluorescencyjnym, co pozwolito
wykry¢ PSP na poziomie 1 pg/kg tkanki, przy nanie-
sieniu 1-10 nl ekstraktu. Technika CE moze mie¢ za-
stosowanie do skremngowych metod wykrywania PSP
(28). Szybkl rozwoj spektrofotometrii masowej pota-
czonej z technologiami komputerowymi otworzyt
nowe mozliwo$ci w wykrywaniu toksyn paralitycz-
nych. Mimo wysokiego kosztu aparatury metoda jest
rozwijana, szczegllnie w potaczeniu z chromatogra-
fig cieczowa (24, 26, 28) czy tez elektroforeza kapi-
larna (26).

Zasady wprowadzania do handlu zywych malzy sa
$cisle okreslone prawodawstwem unijnym, szczego-
towo regulujacym wszystkie etapy ich produkeji, od
srodowiska hodowlanego, hodowlg, oczyszczanie po
limity pozostato$ci w tkankach matz przeznaczonych
zaréwno do bezposredniego spozycia, jak i do prze-
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tworstwa. Wymienione akty prawne to: Decyzja Ko-
misji z dnia 15 marca 2002 r. (2002/225/ EC) ustana-
wiajaca szczegdlowe zasady wykonania dyrektywy
Rady 91/492/EWG w zakresie najwyzszego dopusz-
czalnego poziomu zawartosci 1 metod analizy niekto-
rych morskich biotoksyn w malzach, szkartupniach,
ostonicach i §limakach morskich; sekcja VII w Roz-
porzadzeniu (WE) nr 853/2004 Parlamentu Europej-
skiego 1 Rady z dnia 29 kwietnia 2004 r. ustanawiaja-
ce szczegblne przeplsy dotyczace hlgleny w odniesie-
niu do Zywnosci pochodzenia zwierzecego; Decyzja
Komisji z 14 listopada 2003 r. w sprawie warunkow
zdrowotnych i wymagan certyfikacyjnych przy impor-
cie malzy, ich jaj, gamet przeznaczonych do rozmna-
zania, hodowli, tuczenia z przeznaczeniem do spozy-
cia przez ludzi (2003/804/EC); Decyzja Komisji z dnia
15 marca 2002 r. (2002/226/EC) ustanawiajaca spe-
cjalne kontrole zdrowotne w odniesieniu do zbierania
1 przetwarzania okre§lonych matzy dwuskorupowych
o poziomie toksyny ASP (Amnesic Shellfish Poison)
przekraczajacym limity okre§lone w dyrektywie Rady
91/492/EWG (notyfikowana jako dokument nr
C(2002) 1009); Decyzja Komisji nr z dnia 18 stycz-
nial996 r. (96/77/EC) ustanawiajaca warunki dla zbio-
ru i przetworstwa pewnych malzy dwuskorupowych
pochodzacych z obszarow, gdzie poziom PSP prze-
kracza dopuszczalne limity okreslone dyrektywa
91/492; Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju
Wsi z dnia 15 lipca 2005 roku w sprawie szczegdto-
wych wymagan weterynaryjnych dla umieszczania na
rynku zwierzat i produktow akwakultury (Dz.U. nr 138
poz. 1158).
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