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Diaretyczne toksyny morskie
jako zagrozenie dla zdrowia konsumenta
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Diarrhetic Shellfish Poisoning as a risk for consumer health

Summary

Shellfish poisoning is caused by a group of toxins developed by planktonic algae (dinoflagellates), upon
which the shellfish feed in most cases. The main groups of biotoxins harmful for human beings are: DSP, NSP,
ASP and PSP. In the case of DSP, the effects include diarrhea, nausea, vomiting and abdominal pain, and it
is found in humans very soon after the ingestion of contaminated bivalve mollusks. They also induce tumors
of the stomach. Total quantities (measured in the whole mollusks or any edible part separately) should not
exceed the following limit for okadaic acid, dinophysistoxins and pectenotoxins together, 160 micrograms of
okadaic acid equivalents per kilogram and for yessotoxins, 1 milligram of yessotoxin equivalent per kilogram.
Modern chemical techniques such as immunoassay, phosphatase test or chromatography (HPLC, LC-MS)

are very suitable for the detection of DSP.
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W zwiazku z rozwijajaca si¢ turystykq 1 otwarciem
na §wiat, umozliwiajacym zapoznanie si¢ z innym
zwyczajami kulinarnymi, coraz wigksza popularno$cia
w Polsce ciesza si¢ tzw. owoce morza, w tym matze
blaszkoskrzelne (miqczaki) Ma to odzwierciedlenie
w zw1qkszajqcym si¢ imporcie malzy i ich dostep-
nosciag w prawie kazdym supermarkecie. Coraz wig-
cej restauracji serwuje je w swoim menu, poczynajac
od $wiezych ostryg, a konczac na pizzy z owocami
morza. Import nieprzetworzonych owocéw morza
w 2008 r. wynidst 6326 ton, a przetworzonych 2161,3
ton. Po przetworzeniu i reimporcie w kraju pozostato
343 tony $wiezych malzy 1 3965 ton krewetek. Spo-
zywane sa matze blaszkoskrzelne, takie jak: ostrygi
(Ostrea edelis), omutki (Mytilis edulis), wongole (7a-
pes semidecusalus), przegrzebki (Pecten maximus),
sercowki (Cerastoderma edule), klamy (Mercenaria
mercenaria) czy tez palurdy (Ruditapes phillipina-
rium). Gtéwnymi dostawcami malzy na nasz rynek sa:
Francj a, Hiszpania, Dania, Holandia, Norwegia, Irlan-
dia i Wlochy

Zrédtem pozywienia dla matzy blaszkoskrzelnych
sa jednokomodrkowce (fitoplankton). Plankton moze
wytworzy¢ w sprzyjajacych warunkach zwiazki tok-
syczne dla ludzi. Sa to metabolity wtorne, nie produ-
kowane w sposob ciagly, lecz w okreslonych warun-
kach srodowiskowych. Szczeg6lnie duzo rozmaitych
toksyn jest wytwarzanych w czasie tzw. kwitnienia

wod, czyli nadmiernego i nlekontrolowanego wzrostu
glonow Kwitnienie wod nosi rowniez nazwg czerwo-
nego przyptywu (red tides), chociaz nie zawsze wody
zabarwiaja si¢ na czerwono. Moga si¢ zabarwi¢ row-
niez na kolor zo6tty, zielony, brazowy lub niebieski,
w zalezno$ci od rodzaju planktonu, jego ilosci 1 gle-
bokosci, na jakiej wystepuje. [lo$¢ 1 rodzaj wytwarza-
nych toksyn zmienia si¢ w zalezno$ci od warunkéw
srodowiskowych. Taki nadmierny wzrost planktonu
jest powodowany przez zwigkszona dostgpnos¢ sub-
stancji organicznej (w tym mikroelementow), O,/CO,,
obecnos¢ $wiatta, odpowiednie temperatury wody czy
tez zmiang zasolenia. Przyczyna jest zanieczyszcze-
nie srodowiska substancjami mineralnymi, §cieki prze-
mystowe, zmiany klimatyczne czy tez ruchy tektonicz-
ne w obszarze dna morskiego (3, 14, 19, 23).
Substancje toksyczne wytwarzane przez glony jed-
nokomorkowe przedostaja si¢ do organizmu migcza-
kéw przez przewdd pokannowy wraz z planktonem,
ktory jest ich gléwnym pozywieniem, a nastgpnie ku-
mulowane sa w migs$niach i watrobo-trzustce. Spozy-
wanie skazonych biotoksynami matzy blaszkoskrzel-
nych jest gtéwna przyczyna zachorowan ludzi. Zrod-
tem biotoksyn morskich moga by¢ rowniez skorupia-
ki, takie jak: raki, homary czy krewetki oraz szkarhup-
nie, ostonice i shmakl morskie (17). Spozywanie tego
rodzaju specyficzne] Zywnosci nie jest pozbawione
pewnego ryzyka zwiazanego z obecnoscia biotoksyn
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morskich powodujacych specyficzne zatrucia pokar-
mowe.

Termin ,,morskie biotoksyny” oznacza biologiczne
substancje truJ ace, odktadajace si¢ w zywych matzach
wskutek spozywania przez nie planktonu zawieraja-
cego toksyny. Toksyny sa tym bardziej niebezpieczne,
ze ich obecno$¢ w migsie matzy przeznaczonych do
konsumpcji nie powoduje zmian sensorycznych spo-
zywanego produktu. Tak wigc nie ma mozliwosci od-
rzucenia spozywanego matza na podstawie oceny
zmyslem smaku i zapachu. W krajach bedacych pro-
ducentami i eksporterami malzy istnieje system nad-
zoru nad ich hodowla i dystrybuCJq System jest wie-
lostopniowy i zaczyna si¢ od monitorowania na roz-
nych glebokosciach substancji odzywczych w wodzie
poprzez okreslenie obecnosci glonoéw 1 ich gatunkow,
okreslenie ryzyka obecnosci biotoksyn w planktonie
oraz wystapienia skazenia matzy, a konczy si¢ na cen-
trach oczyszczania skazonych matzy. System pozwala
dokonac¢ klasyfikacji obszarow produkcyjnych i nie do-
pusci¢ do sprzedazy matzy z biotoksynami (13, 19,
23, 24, 30).

Glowne biotoksyny wystepujace u migczakdw na
terenie Europy to toksyny powodujace paraliz migsni
(PSP — paralytic shellfish poisons), uszkadzajace lub
uposledzajace funkcjonowanie uktadu nerwowego,
neurotoksyny (NSP — neurotoxic shellfish poisoning),
toksyny anamnestyczne (ASP —amnesic shellfish poi-
soning), toksyny wywolujace biegunki (DSP — diar-
rhoeic shellfish poisons) oraz kwas azaspirowy (AZA)
(9, 16, 24, 27).

W niniejszej publikacji omowiono najczgsciej wy-
stepujaca grupe toksyn morskich, a mianowicie tok-
syny wywotujace biegunke (DSP). Toksyny te stwier-
dza si¢ w: ostrygach, omultkach, przegrzebkach, ser-
cowkach, klamach i matzach filipinskich. Biotoksyny
te wykryto rowniez w skorupiakach (17, 35). W latach
1999-2004 w Danii stwierdzano obecno$¢ toksyn DSP
gtéwnie w omutkach (Mytilus edulis) i matzu maktrze
(Spisula spp.), w zakresie st¢zen 43-2516 pg/kg mig-
sa matzy (18).

Roéznorodnos¢ planktonu powoduje, Ze poszczegdl-
ne gatunki jednokomoérkowcow wytwarzaja zrdznico-
wane toksyny. Toksyny diaretyczne (DSP) wytwarza-
ne sa przez Dinoflagellata — bruzdnice, gromada to-
bolki, grupa Protista, Dinophysis spp 1 Prorecentrum
lima (gtowne zrodto kwasu okadaikowego (OA) i di-
nofysistoksyny (DTX), Dinophysis acuta, Dinophysis
acuminata, Dinophysis 1 Dinophysis dens. Do grupy
toksyn DSP zalicza si¢ kwas okadaikowy (OA) i jego
pochodne, dinofysistoksyny (DTX1, DTX2, DTX3),
yessotoksyny (YTX’s), spirolidy (SPX) oraz pekteno-
toksyny (np. PTX1, PTX2). Dotychczas zidentyfiko-
wano 1 opisano 15 analogdw kwasu okadaikowego.
W swojej budowie zawieraja grupy ketalowe, oksola-
ny i cykliczne hemiketale (1, 6, 7). Yessotoksyna
(YTX) jest wieloeterowa toksyna wyizolowana po raz
pierwszy w Mutsu Bay, (Japonia), w 1986 1. z przewo-
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du pokarmowego przegrzebka Patinopecten yesso-
ensis. Stwierdzono YTX wytworzong rowniez przez
dinoflagellates Protoceratium reticulatum, Lingulo-
dinium polyedrum 1 Gonyaulax spinifera (26).

Toksyny diaretyczne sa zwigzkami lipofilnymi, gro-
madzqcymi si¢ gtdéwnie w tkance thuszczowej migcza-
kow i w wa;rrobo trzustce. Toksyny z grupy DSP sa
termostabilne i nie sa inaktywowane przez gotowanle
Wykazano, ze OA 1 jest bardziej termoodporny niz
DTX2. Kwas okadaikowy zaczyna rozktadac si¢ w tem-
peraturze powyzej 120°C, podczas gdy degradacja
DTX2 zaczyna si¢ juz w 100°C. W migsie malzy prze-
chowywanym w temperaturach do —80°C toksyny DSP
sa trwate 1 nie traca swojej aktywnosci przez kilkanas-
cie miesigcy (5-7, 21). Laczna ilos¢ zawartych mor-
skich biotoksyn (mierzona dla calego matza lub od-
dzielnie dla czg$ci jadalnej) nie moze przekroczy¢ dla
kwasu okadaikowego, dinofysistoksyn i pektenotok-
syn (DSP) razem 160 mg rownowaznikdéw kwasu oka-
daikowego na kilogram migsa (30). Minimalna daw-
ka toksyny wywotujaca biegunkeg u dorostych osob to
40 pg, czyli okoto 0,5 pg OA/kg masy ciata. Wedlug
danych EFSA, przy analizie ryzyka nie powinno sig
bra¢ pod uwage czestotliwosci spozycia matzy, lecz
jednorazowo spozywanga porcje. Uwaza sig, ze po spo-
zyciu 400 g malza zawierajacego 160 pg rownowaz-
nika OA/kg, co odpowiada ekspozycji 64 ng toksyny,
a wigc dla konsumenta wazacego 60 kg — 1 pg/kg masy
ciata, dochodzi do zatrucia organizmu (7). Objawami
sa: uporczywe biegunki, wymioty, nudnosci i kurcze
zofadka. Objawy te s juz widoczne nawet po 30 min.
od spozycia skazonego migsa matzy i z reguly zanika-
ja po 3-4 dniach. Stopien nasilenia zatrucia zalezy od
ilo$ci 1 rodzaju toksyny, jaka zostata spozyta. Przy chro-
nicznych zatruciach jest mozliwa indukcja zmian no-
wotworowych zotadka czy tez przewodu pokarmowe-
go. W badaniach na szczurach stwierdzono, ze OA jest
promotorem nowotwordow, w stosunku zas do DTX
nie zanotowano ich genotoksycznos$ci. Dinofysistok-
syny dodatkowo uszkadzaja réwniez watrobg 1 mig-
sien sercowy (10, 38).

Wystepowanie biotoksyn DSP w Europie jest czg-
ste we Wloszech, Norwegii, Portugalii 1 Hiszpanii.
Pektenotoksyny znajdowano rowniez czgsto w glonach
imalzach w Australii, Japonii i Nowej Zelandii. W USA
nie zanotowano zatru¢ DSP po spozyciu skazonych
toksyna owocow morza, chociaz toksyny te byly stwier-
dzane w glonach. Zatrucia DSP stwierdzano za$ we
wschodniej Kanadzie (7, 32). We Francji YTX’s 1 SPX
wykrywano w glonach, jednakze dopiero w latach 2004
1 2005 stwierdzono je, stosujac metode LC-MS/MS,
w matzach, omutkach (Mytilus edulis galloprovin-
cilis), ostrygach (Crassostrea gigas), sercowkach (Ce-
rastoderma edule) 1 wongolach (Ruditapes spp.) (2).
W 1984 r. we Francji okoto 10 000 0s6b zatruto sig po
spozyciu skazonych migczakow, w tym malzy skazo-
nych toksynami DSP. W wigkszosci przypadkow za
zatrucie odpowiedzialnych jest kilka toksyn wystepu-
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jacych w matzach. Pektenotoksyny czgsto wystepuja
z kwasem okadaikowym (OA) ijego pochodnymi (11).
Pierwsze zatrucia DSP (estry kwasu okadaikowego)
w Portugalii stwierdzono latem 2001 r. po spozyciu
oktadniczek (Solen marginatus) oraz po krabow (krab
zielony, Carcinus maenas). Zawarto$s¢ OA w pozosta-
tej po konsumpcji porcji migsa kraba wynosita 32 pg/
100 g migsa kraba (35). W Antwerpii w 2002 r. zano-
towano 403 przypadki zachorowan po spozyciu mat-
zy importowanych z Danii (blue mussels, omutkow).
Stwierdzono objawy charakterystyczne dla zatrucia
toksynami DSP. Analiza mikrobiologiczna katu wy-
kluczyta pokarmowe zatrucie bakteryjne i wirusowe.
Test na myszach (MBA) wskazat na obecno$¢ toksyn
wytwarzanych przez glony jednokomorkowe, a prze-
prowadzona analiza metoda LC-MS potwierdzita obec-
no$¢ toksyn DSP (31).

Biotoksyny morskie mozna wykrywa¢ wieloma
technikami 1 metodami analitycznymi. Jedna z nich
jest test biologiczny na myszach (Mouse Bioassay,
MBA) majacy zastosowanie dla wszystkich toksyn. Po
wyekstrahowaniu roztwor zawierajacy ewentualnie
toksyne jest podawany myszom dootrzewnowo. Iden-
tyfikacji toksyn dokonuje si¢ po wystapieniu charak-
terystycznych objawow oraz czasu od podania do
ewentualnej Smierci zwierzecia, testy biologiczne sa
jednakze zastgpowane testami alternatywnymi bez
uzycia zwierzat doswiadczalnych. Obecnie metoda
referencyjna dla biotoksyn morskich grupy DSP jest
test na myszach (29). Szczegoétowa metodyka ozna-
czania toksyn lipofilnych zostata opracowana przez
Unijne Laboratorium Referencyjne Biotoksyn Mor-
skich 1 jest rowniez dostgpna w internecie na stronie
http://www.aesan.msps.es/en/CRLMB/web/home.shtml
(4, 7, 29). Rozporzadzenie unijne dopuszcza uzycie
wielu metod alternatywnych, takich jak: wysokospraw-
na chromatografi¢ cieczowa (HPLC), chromatografie
cieczowa (LC), chromatografi¢ cieczowa w polacze-
niu z LC (MS-LC), spektroskopi¢ masowa (SM), tech-
niki Elisa czy tez testy fosfatazowe (PPIA) (29, 30).
Stosowana metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC) z detektorem fluorescencyjnym jest
metoda referencyjna (29, 33). Rozwoj metod chroma-
tografii cieczowej w polaczeniu ze spektrometria mas
jest bardzo szybki i coraz wigcej toksyn morskich
mozna wykrywa¢ pod warunkiem posiadania sub-
stancji wzorcowej. Opracowana metoda LC-MS dla
kwasu okadaikowego (OA) wykrywa 40 pg OA/kg
migsa malzy (22, 34). Toksyny DSP, ktore sa aktualnie
oznaczane ta metoda, to kwas azaspirowy (AZA-1),
OA-b,c, YTX, PXI1, 2, DTX, PTX (6, 20). Badania
migdzylaboratoryjne technika LC-MS wskazuja, Ze ta
metoda moze by¢ metoda referencyjna, ktora powin-
na zastapi¢ MBA przy oznaczaniu toksyn ASP i DSP
(12, 15, 20, 28, 37).

Testy Elisa sa testami o duzej doktadnosci 1 selek-
tywnosci. Sa one dostgpne tylko dla tych toksyn, dla
ktorych mozna wyprodukowac przeciwciala (8, 33).
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Dla kwasu okadaikowego w Belgii jest produkowany
test Enzyme Immunoassay for the quantitative analy-
sis of okadaic — LoHormonology, w USA Okadaic Acid
(DSP) ELISA, Microtiter Plate-Abraxis. Jako metoda
alternatywna testy te staja si¢ coraz bardziej popular-
ne 1 dostgpne. Sa wykorzystywane do szybkiego mo-
nitoringu skazenia toksynami DSP. W przypadku wy-
niku dodatniego probka powinna by¢ potwierdzona
metoda referencyjna. Jako metody alternatywne sto-
suje si¢ rowniez szybkie testy fosfatazowe (np. PP2A,
Biosense) lub testy cytotoksyczne. W testach fosfata-
zowych do oznaczania toksyn DSP zahamowanie fos-
fatazy (PP2A) jest specyficzne dla grupy OA 1 DTX’s
1nie powoduje 1nterferenq1 z innymi toksynami. Moz-
liwe sa dwie opcje testu z zastosowaniem odczytu ko-
lorymetrycznego lub fluorymetrycznego. Stezenie tok-
syn odczytywane jest z krzywej standardowej. Wyma-
gana jest uprzednia hydroliza probek celem rownocze-
snego wykrycia form estrowych. Dostgpny test Toxi-
line Test® zawiera kwas okadaikowy jako standard
wewngetrzny. W badaniach migdzylaboratoryjnych test
uzyskat z-score, parametr okres§lajacy poprawnos$¢
1 wiarygodno$¢ wyniku, w zakresie wynikéw zadowa-
lajacych. Wykrywa on toksyny DSP w zakresie od 62,5
do 377 pg OA/kg migsa matzy. W Japonii dostepny
jest rowniez ,,DSP Rapid Kit” do oznaczania analo-
gow kwasu okadaikowego, pozwalajacy wykry¢ 0,1 pg
OA/g gruczolu trawiennego (6, 25, 36).

W metodach instrumentalnych wazne jest posia-
danie czystego zwiazku (biotoksyny) jako materiatu
odniesienia. W przypadku toksyn wywolujacych bie-
gunke (DSP) sytuacja jest o tyle korzystna, ze kilka
firm oferuje standardy w formie roztworéw alkoholo-
wych, liofilizatéw oraz jako homogenizat z omutka
wielkiego. Standardy i informacje o nich sa dostgpne
w internecie na stronach: http://www.imb. nrc.ca/crmp/
index_e.php; http://www.merckbiosciences.co.uk/
home.asp; http://sigmaaldrich.com; http://www.axxora.
com; http://www.wako-chemicals.de; http://www.
Iclabs.com; http://www.roche-applied-science.com/
index.jsp czy tez http://www.bluebiotech.de.
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