Medycyna Wet. 2011, 67 (9) 599

Artykut przeglgdowy Review

Amnestyczne bhiotoksyny morskie
jako zagrozenie dla zdrowia konsumenta
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Summary

Polish consumers show increasing interest in “frutti di mare”, including molluscs, which are another
potential source of food poisoning. Biotoxins enter the organism of a mollusc through its digestive tract
together with plankton, which is its main food, and accumulate in the muscles and hepatopancreas. The main
marine biotoxins are diuretic toxins causing diarrhoea, toxins affecting the nervous system, amnesic toxins,
and paralytic toxins. Amnesic toxins, causing Amnesic Shellfish Poisoning (ASP), are produced by marine
algae such as diatoms and red algae: Chondria spp. Symptoms of ASP in humans occur 24 hours after
the consumption of contaminated shellfish in mild poisoning, and from ’2 to 6 hours in acute poisoning.
The symptoms of poisoning include nausea, vomiting, abdominal cramps, dizziness, headache, confusion,
breathing difficulties, and coma. A characteristic symptom of ASP is a usual short-term memory loss. In most
cases, neurological symptoms disappear after 48 hours. Some of the symptoms, such as memory problems,
may persist even up to 100 days. Mortality is at 4%. The total quantity of amnesic toxins in the whole mussel
or any of its edible parts must not exceed 20 mg/kg of mussel meat. Amnesic toxins are detected by chromato-
graphic techniques (HPLC) combined with mass spectrometry and by alternative methods, such as ELISA,

phosphatase tests, capillary electrophoresis, and immunochromatography.
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Po wejsciu do Unii Europejskiej rozszerzyta sig
znacznie w naszym kraju oferta zywnosciowa. Poja-
wily si¢ nowe rodzaje zywnosci, dotychczas dostgpne
sporadycznie. Sa to m.in. produkty pochodzenia mor-
sk1ego glownie skorupiaki i migczaki. Polacy w po-
rownaniu z konsumentami zachodnich krajéw Unii nie
sa ich smakoszami. Bardziej akceptowane sa skoru-
piaki, gléwnie krewetki, langusty, homary 1 kraby,
zwlaszcza wérdd klienteli wybranych restauracji.
Mniejszym zainteresowaniem ciesza si¢ natomiast
migczaki, wérod ktérych najbardziej znane sa kalma-
ry 1 roznego rodzaju matze, oferowane réwniez jako
zywe. Wrod 1mp0rt0wanych mrozonek popularno$cia
ciesza si¢ mieszanki ,frutti di mare” (pakowane i lu-
zem, na wagg) oraz mrozone krewetki, ktore ostatnio
coraz czgsciej oferowane s jako krewetki $wieze lub
mrozone. Wigkszo$¢ migczakow dostarczanych na
nasz rynek pochodzi z krajow UE. Swieze migczaki
sprowadzane sa gldéwnie z Niemiec, Norwegii, Fran-
cji, Hiszpanii, Belgii 1 Holandii. Przedmiotem impor-
tu sa ostrygi (Ostrea edelis, Crassostrea gigas 1 angu-
lata), omutki (Mytilis edulis), wongole (Tapes semi-

decusalus), przegrzebki (Pecten maximus), sercowki
(Cerastoderma edule), klamy (Mercenaria mercena-
ria), matze venus (Myretrix lyrata) czy tez palurdy
(Ruditapes phillipinarium) (39, 40). W ramach han-
dlu wspolnotowego sprowadzane sa mrozone krewet-
ki o warto$ci blisko 9,5 mln euro. Polska importuje
skorupiaki takze bezposrednio spoza panstw Europy,
gtéwnie z Bangladeszu, Indii, Wietnamu, Chin, Taj-
landii, Indonezji, Kanady, Singapuru i Nigerii. Wiel-
ko$¢ dostaw przetworzonych i nieprzetworzonych
owocow morza w 2009 r. wyniosta ponad 8 tys. ton
(Kulikowski T.: http://www.portalspozywczy.pl/inne/
ryby/artykuly/rynek-mrozonych-owocow-morza-w-
polsce,26754.html, 2010).

Maltze blaszkoskrzelne zywia si¢ wylacznie fito-
planktonem, ktéry moze wytworzy¢ w sprzyjajacych
warunkach srodowiskowych zwiazki toksyczne dla
ludzi. Szczegdlnie duzo rozmaitych toksyn jest wy-
twarzanych przez plankton w czasie tzw. kwitnienia
wod, czyli nadmiernego 1 niekontrolowanego jego
wzrostu. Kwitnienie wod nosi rOwniez nazwe czer-
wonego przyptywu (red tides), chociaz nie zawsze



wody barwia si¢ na czerwono. Moga si¢ zabarwic row-
niez na kolor z6tty, zielony, brazowy lub niebieski
w zalezno$ci od rodzaju planktonu, jego ilosci i1 gle-
bokosci, na jakiej wystgpuje. Nadmierny wzrost plank-
tonu jest powodowany przez zwigkszona dostgpnosé
substancji organicznej (w tym mikroelementow), O,/
CO,, obecnos¢ swiatta, odpowiednia temperaturg Wody
czy tez zmiang zasolenia wody. Przyczyna zmian sro-
dowiska wodnego, w ktorym zyje plankton, jest za-
nieczyszczenie substancjami mineralnymi i organicz-
nymi przez $cieki przemystowe, zmiany klimatyczne
lub ruchy tektoniczne w obszarze dna morskiego (1,

39, 40). Toksyny przedostaja si¢ do organizmu mig-
czakow przez przewdd pokarmowy wraz z plankto-
nem, ktory jest ich gldownym pozywieniem, a nastep-
nie kumulowane sa w migsniach i wqtrobotrzustce

Zrédtem biotoksyn morskich moga byé réwniez sko-
rupiaki, takie jak: raki, homary czy krewetki oraz szkar-
tupnie, ostonice i shmakl morskie (26). Spozywanie
tego rodzaju zZywnosci nie jest pozbawione pewnego
ryzyka zwigzanego z obecnoscia biotoksyn morskich
powodujacych specyficzne zatrucia pokarmowe. Ter-
min ,,morskie biotoksyny” oznacza substancje trujace
odktadajace si¢ w zywych matzach, zwtaszcza wsku-
tek spozywania przez nie planktonu zawierajacego tok-
syny (47). Biotoksyny sa bez smaku i bez zapachu,
a wigc nie powoduja zmian sensorycznych w produk-
cie przygotowanym do zjedzenia. Konsument nie ma
zatem mozliwosci odrzucenia spozywanych maizy na
podstawie ich cech organoleptycznych. Powinien wige
istnie¢ szczelny system kontroli dopuszczajacy matze
do obrotu. Istniejacy w krajach producencklch nadzor
nad hodowla i dystrybucja owocow morza jest syste-
mem wielostopniowym i zaczyna si¢ od monitorowa-
nia na roznych glebokosciach substancji odzywczych
znajdujacych si¢ w wodzie poprzez okreslenie obec-
nosci glonoéw i ich gatunkow, okreslenie ryzyka obec-
nosci biotoksyn w planktonie oraz wystapienia skaze-
nia matzy, a konczy si¢ w zaktadach oczyszczania ska-
zonych matzy. System pozwala dokona¢ klasyfikacji
obszaréw produkcyjnych i1 nie dopusci¢ do sprzedazy
malzy z biotoksynami (40, 46, 47).

Gtowne biotoksyny wystepujace u migczakow na
terenie Europy to toksyny powodujace paraliz migséni
(PSP —paralytic shellfish poisons), toksyny uszkadza-
jace lub uposledzajace funkcjonowanie uktadu ner-
wowego — neurotoksyny (NSP — neurotoxic shellfish
poisoning), toksyny amnestyczne (ASP — amnesic shell-
fish poisoning), toksyny wywotujace biegunki (DSP —
diarrhoeic shellfish poisons) oraz kwas azaspirowy
(AZA) (24, 33, 40, 42, 52).

W niniejszej publikacji oméwiono grupg amnestycz-
nych biotoksyn morskich, a mianowicie toksyny dzia-
tajace na uktad nerwowy 1 powodujace zaburzenia
pamigci (Amnesic Shellfish Poisoning — ASP). Dla
biotoksyn amnestycznych okreslono ich maksymalna
dopuszczalng zawarto§¢ w migsie matz (mierzona dla
catej matzy lub oddzielnie dla czg¢$ci jadalnej), wyno-
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szaca 20 miligraméw kwasu domoikowego na kilo-
gram (45-47).

Réznorodnos¢ planktonu powoduje, ze poszczegol-
ne gatunki jednokomdrkowcow wytwarzaja zroznico-
wane toksyny. Toksyny amnestyczne (ASP) wytwarza-
ne sa przez czerwone algi morskie: Chondria armata,
Chondria baileyana, Digenea simplex, Amansia glo-
merata, Alsidium corallinum, Vidalia obtusiloba oraz
okrzemki Amphora coffeaeformis, Nitzschia navis-
-varingica, Pseudo-nitzschia muliteries, P. pseudo-
delicatissima, P. australis, Nitzschia navis-varingica,
P. calliantha, P. cuspidata, P. galaxiae, P. pseudodeli-
catissima, P. turgidula, P. seriata. Okrzemek Pseudo-
-nitzschia jest jednak gtownym jednokomoérkowcem
wytwarzajacym kwas domoikowy (DA) 1 jego pochod-
ne (4, 22, 24, 34). Do grupy toksyn ASP zalicza si¢
kwas domoikowy, ktory po raz pierwszy wyizolowa-
ny zostat w 1958 r. w Japonii z czerwonych makroalg
Chondra armata oraz epidomoikowy (51). Glownym
zwiazkiem toksycznym w grupie biotoksyn amnestycz-
nych jest kwas domoikowy, izodomoikowy i ich ana-
logi — kwasy izodomoikowe A+H (13, 55). Kwas do-
moikowy jest neurotoksycznym trikarboksylowym
kwasem aminowym, o strukturze zblizonej do kwasu
glutaminowego i kainowego. Jest polarnym zwiazkiem
rozpuszczalnym w wodzie, niebiatkowym kwasem po-
budzajacym (transmiterem), opornym na dziatanie pod-
wyzszonej temperatury. W roztworach soli fizjologicz-
nej nie ulega degradacji pod wptywem $wiatta (24, 25).

Toksyny amnestyczne stwierdzano w wigkszosci
gatunkdéw malzy, a mianowicie w: przegrzebkach, ost-
rygach, omutkach, matgiewi piaskotazie, oktadnicz-
kach oraz sercowkach. Wykryto rowniez ich obecno$¢
w krabach czy tez w sardynkach (9, 52, 53). Biotoksyny
ASP wykryto w matzach po raz pierwszy w Irlandii,
w grudniu 1999 r., gdzie 55% zbadanych przegrzeb-
kow zawierato kwas domoikowy w ilo$ci przewyz-
szajacej dopuszczalny limit. Maksymalna ilo$¢ DA
w tym przypadku wyniosta 2820 um/g. Kwas domo-
ikowy znajdowano réwniez czg¢sto matzach wystepu-
jacych w Kanadzie, Australii, Japonii i Nowej Zelan-
dii. Byt on takze przyczyna masowej $mierci ptakow
morskich, ryb 1 ssakow morskich (Ilwy morskie 1 wale-
nie) (33, 48, 49, 54).

Toksyny amnestyczne sa rozpuszczalne w wodzie,
a w zwiazku z tym sa usuwane z organizmu malzy
poprzez wymywanie ich czysta woda. Proces taki (pu-
ryfikacja matzy) jest stosowany w specjalnych zakta-
dach oczyszczania tych migczakow, ktore sa pozyski-
wane z obszarow produkcyjnych kategorii (klasy) B.
Biotoksyny bardzo latwo wymywane sa z omutkéw
(Mytilus edulis) i piaskotazéw (Mya arenaria), znacz-
nie trudniej z czerwonych malzy (Volsella modiolus)
i z przegrzebka atlantyckiego (Placopecten magella-
nicus), u ktorego toksyna gromadzi si¢ gldwnie w wat-
robotrzustce (23, 50).

Objawy zatrucia u ludzi wystgpuja po 24 godzinach
od spozycia malzy przy tagodnym i od 0,5 do 6 godzin
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przy ostrym zatruciu. Cechuja si¢ nudno$ciami, wy-
miotami oraz skurczami brzusznymi. Charakterystycz-
na jest z reguty krotkotrwala utrata pamigci, utrzy-
mujaca si¢ do kilku dni. W wigkszo$ci przypadkow
neurologiczne symptomy ustgpuja zwykle po 48 go-
dzinach po spozyciu matzy. Niektore objawy, jak np.
ktopoty z pamigcia, moga si¢ jednakze utrzymywacé
nawet do 100 dni. Inne symptomy to zawroty 1 bole
glowy, dezorientacja, trudno$ci w oddychaniu i $piacz-
ka. Smiertelno$¢ wynosi 4%. Objawy wystepujace po
spozyciu matzy sa podobne do choroby Alzheimera.
Przy lekkiej formie zatrucia i u konsumentéw nie ma-
jacych problemow z nerkami nastepuje catkowite wy-
zdrowienie juz po kilku dniach. Przy zatruciu znacz-
nego stopnia, gdy organizm nie jest w stanie szybko
usuna¢ kwasu domoikowego, moze wystapi¢ dodat-
kowo powazne, trwate uszkodzenie mozgu (15, 20,
24).

Pierwszy udokumentowany przypadek zatrucia kwa-
sem domoikowym miat miejsce w 1987 r. w Kana-
dzie, w rejonie Kardigan River, po spozyciu omutkow.
Trzy osoby zmarty, a u ponad stu innych stwierdzono
powazne zmiany neurologiczne i istotne zaburzenia
zotadkowo-jelitowe. Stezenie DA w migsie malzy
w tym przypadku wyniosto powyzej 20 mg/kg. Omut-
ki zawieraty do 790 ug DA/g. W USA w latach 1991-
-1993 udokumentowano pierwsze zatrucia kwasem
domoikowym po spozyciu malzy zbieranych na pla-
zach Washington State Beach. W$rod zarejestrowanych
dotychczas okoto 150 przypadkow zatru¢ ASP w 107
wystapity objawy kliniczne. W 76% zachorowan
stwierdzono wymioty, w 50% skurcze 1 bole brzucha,
a biegunke w 42% przypadkow. Wsrdd objawow neu-
rologicznych stwierdzono silne bole glowy oraz tym-
czasowa utrat¢ krotkotrwatej pamigei. Napady $piacz-
ki, obfita wydzieling z drég oddechowych i ktopoty
z cis$nieniem odczuwato 43% chorych i wymagaty
one leczenia szpitalnego. Trzech pacjentow w wieku
powyzej 55 roku zycia zmarto po 11-24 dniach po
spozyciu malzy (5, 7).

Biotoksyny morskie mozna wykrywa¢ wieloma
technikami 1 metodami analitycznymi. Metoda refe-
rencyjna dla oznaczania kwasu domoikowego jest
okreslona w rozporzadzeniu (WE) nr 2074/2005 (45,
46). Dokument ten ustanawia metody analityczne wy-
krywania toksyny powodujacej amnezj¢ w jadalnych
czgsciach migezakow. Metoda referencyjna jest z urzg-
du metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC) z detektorem UV lub fluorescencyjnym. Me-
tody HPLC powinny spetnia¢ nastgpujace wymagania:
granica wykrywalno$ci (LOD) na poziomie 0,2-1 mg
DA/kg 1 granica oznaczalnosci (LOQ) wynoszaca
1-2,5 mg DA/kg, adekwatnie dla kwasu domoikowe-
go o epidomoikowego. Warunki te spelniaja uznane
metody HPLC: AOAC metoda 991.26 i CEN 14176
(2, 47). Metoda 2006.02 ASP ELISA, wymieniona
w rozporzadzeniu WE 2074/2005, a opublikowana
w Dzienniku AOAC w czerwcu 2006 r., powinna by¢
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uwazana za alternatywna metode¢ badania przesiewo-
wego w stosunku do wysokosprawnej chromatografii
cieczowe] (HPLC) dla celow wykrywania ASP w zy-
wych matzach. Zaleta metody ELISA jest mozliwo$¢
przebadania duzej liczby probek przy niskim nakta-
dzie srodkow ﬁnansowych (45-47).

Szybki rozw6j metod chromatograficznych (cieczo-
wej i gazowej), w roznej konfiguracji detekeji, pozwala
wykrywaé 1 identyfikowaé coraz wigcej biotoksyn
morskich pod warunkiem posiadania substancji wzor-
cowej. Najbardziej popularng metoda jest metoda
Quilliama, HPLC z detektorem UV, odczyt przy dtu-
gosci fali 242 nm, z pézniejszymi modyfikacjami
uwzgledniajacymi uzycie innych detektorow (2, 11, 16,
43). Istnieje szereg modyfikacji metod chromatogra-
ficznych w polaczeniu ze spektrometria mas pozwala-
jacych oznaczy¢ kwas domoikowy (10, 12, 21, 38).
HPLC w potaczeniu z metodami radioimmunologicz-
nymi znalazla rwniez zastosowanie w oznaczaniu DA
w rozmaitych probkach biologicznych (32, 53).

Tradycyjny test blologlczny na myszach (Mouse
Bioassay — MBA) moze mie¢ takze zastosowanie do
wykrywania toksyny ASP, jednakze metoda ta jest
zastgpowana metodami instrumentalnymi. Coraz po-
pularniejsze staja si¢ tzw. metody alternatywne, w tym
gotowe testy do oznaczania poszczegdlnych toksyn.
Testy te sa juz dostgpne 1 stosunkowo tanie w poréw-
naniu z metodami referencyjnymi. Sa wykorzystywa-
ne do szybkiego monitoringu skazenia toksynami ASP
(6, 18, 28). Testy Elisa sa testami o duzej doktadnosci
1 selektywnosci. Sa one dostgpne tylko dla tych tok-
syn, dla ktérych mozna wyprodukowa¢ przeciwciata
(3, 19, 27, 29, 30).

Uznanym testem jest Biosense ASP Direct cELISA
test (Biosense Laboratories, Szwecja), ktory jest ofi-
cjalna metoda alternatywna dla DA, AOAC®Official
Method™ 2006.02 (30, 45). Porownujac Test Biosen-
se z metodami referencyjnymi i HPLC stwierdzono
przydatnos¢ testu ELISA jako metody screeningowe;j
w monitoringu biotoksynowym (18). Dostgpny jest
réwniez komercyjny test ELISA firmy Laboratory of
Hormonology (Belgia) — Enzyme Immunoassay for the
Quantative Analysis of Domoic Acid. Zastosowane
w tescie przeciwciata nie wykazuja reakcji krzyzowych
z innymi biotoksynami morskimi, takimi jak: DSP
(kwas okadaikowy), DTX-1, DTX-2, saksytoksyna
(PSP), neosaksytoksyna i gonyatoksyny (GTX 2/3,
1/4). W przypadku otrzymania wyniku dodatniego
lub watpliwego testami ELISA, prébki powinny by¢
potwierdzone metoda referencyjna, HPLC (45-47).

Komercyjny immunochromatograficzny test Jellett®-
Test ASP (poprzednio MIST Alert™), w ktorym po-
réwnywana jest obecnos¢ 1 zabarwienie paska po apli-
kacji kropli ekstraktu na plastikowy pasek z okienkiem,
oparty jest na przeciwcialach. Test wykrywa ponizej
20 mg DA/kg migsa malzy, a wigc ponizej dopusz-
czalnego limitu 1 ma zastosowanie do badan przesie-
wowych/monitoringowych w Kanadzie i USA. Ana-
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logiczny test jest produkowany dla toksyn PSP. Ko-
nieczne sg poréwnania testu Jelett ASP z metodami
referencyjnymi, a wigc LC-UV, HPLC lub LC-MS (35,
44).

Opracowano rowniez metody kolorymetryczne, kto-
re jednak nie znalazty zastosowania z powodu skom-
plikowanej procedury analitycznej oraz niskiej detek-
cji(14). Techniki elektroforetyczne pozwalaja wykry¢
1 okresli¢ rodzaj toksyny amnestycznej stosunkowo ta-
nio, jednakze przygotowanie probki i jej oczyszczenie
w stopniu umozliwiajacym uniknigcie interferencji
substancji balastowych przy rozdziale ograniczaja ich
zastosowanie. Technika ta jako metoda alternatywna
moze znalez¢ szersze zastosowanie w laboratoriach
monitorujacych obecnos¢ ASP w §rodowisku, glonach
1 malzach (17, 31, 41). PrzysztoSciowa metoda wy-
krywania 1 oznaczania biotoksyn morskich, w tym
amnestycznych, wydaje si¢ zastosowanie biosensorow
(33).

W badaniach migdzylaboratoryjnych lub porownaw-
czych (PT)) brak jest certyfikowanych materiatow od-
niesienia ze wzgledu na niestabilno$¢ analitu oraz brak
odpowiedniej ilo$ci naturalnego materiatu biologicz-
nego (skazone migso matzy), jednakze wstepne bada-
nia wskazuja na otrzymanie certyfikowanych mate-
riatéw odniesienia (CRM) w formie liofilizatow lub
utrwalenia za pomoca promieniowania gamma (37,
38). Jak dotychczas badania migdzylaboratoryjne pro-
wadzone sa przez Unijne Laboratorium Referencyjne
w zakresie Biotoksyn Morskich (EURLMB) w Vigo,
Hiszpania, na materiale naturalnie skazonym przez
toksyny ASP, otrzymanym od Krajowych Laborato-
riow Referencyjnych, jako pozostato$ci po badaniach.

W metodach instrumentalnych wazne jest posiada-
nie czystego zwiazku (biotoksyny) jako materiatu od-
niesienia. W przypadku toksyn amnestycznych (ASP)
dostgpny jest w NRC-CNRS, Kanada, kwas domoi-
kowy w formie roztworu acetonltyl/woda (http://
www.nrc-cnre.gc.ca/eng/programs/imb/cmp.htlm).
Kwas domoikowy w formie statej oferuje z kolei Sig-
ma (http://sigmaaldrich.com) i BioVectra Inc. (http://
biovectra.com). W firmie Calbiochem-Novabiochem
Corp. dostgpne jest sproszkowane migso omutka (My-
tilus edulis) zawierajacego DA (http://www.merckbio-
science.co.uk/home.asp). Dostgpny jest rowniez ma-
terial referencyjny w formie sterylizowanego homo-
genatu migsa matzy w NRC-CNRS, Kanada (http://
www.imb.nrc.ca/crmp.index_e.php). Sa to materiaty
nie certyfikowane. Jedynie NRCC oferuje certyfiko-
wany materiat odniesienia (CRM) do kalibracji HPLC,
w postaci tkanki matzy lub roztworu o znanej zawar-
tosci DA 1 epiDA (3).

O waznosci tematyki pozostatosci biotoksyn §wiad-
cza prowadzone lub zakonczone projekty w ramach
Unijnych Programéw Ramowych V-VII, takie jak np.
ASPOX (ASP toxicology), Biotop, DetecTox czy tez
STREP BIOTOX EU FP6. Problem biotoksyn w zyw-
nos$ci pochodzenia morskiego jest szczego6lnie wazny
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dla krajow, gdzie produkcja matzy i skorupiakow jest
wazna galqmq przemystu i przynosi istotne wpltywy
do budzetu rowniez z racji ich eksportu lub handlu
z innymi krajami.

PiSmiennictwo

1.Anderson D. M.: Red tides. Sci. American 1994, 271, 62-68.

2.Anon.: EFSA. Marine biotoxins in shellfish — Domoic acid. Scientific
opinion of the Panel on Contaminants in the Food Chain (Question No
EFSA-Q-2006-065H) Adopted on 2 July 2009 The EFSA Journal 2009, 1181,
1-61.

3.Anon.: EFSA. Marine biotoxins in shellfish — Summary on regulated marine
bio toxins. Scientific Opinion of the Panel on Contaminants in the Food
Chain. EFSA Journal 2009, 1306, 1-23.

4.Bates S. S.: Domoic acid-producing diatoms: another genus added. J. Phy-
col. 2000, 36, 978-983.

S.Bates S. S., Bird C. J., de Freitas A. S. W, Foxall R., Gilgan M., Hanic L. A.,
Johnson G. R., McCulloch A. W., Odense P, Pocklington R.: Pennate diatom
Nitzschia pungens as the primary source of domoic acid, a toxin in shellfish
from Eastern Prince Edward Island, Canada. Can. J. Fish. Aquat. Sci. 1989,
46, 1203-1215.

6.Beani L. C., Bianchi F., Guerrini L., Pistocchi R., Tomasini M. C., Ceredi A.,
Milandri A., Poletti R., Boni L.: High sensitivity bioassay of paralytic (PSP)
and amnesic (ASP) algal toxins based on the fluorimetric detection of Ca2*
in rat cortical primary cultures. Toxicon 2000, 38, 1283-1297.

7.Berre Le M., Kane M.: Biosensor-based assay for domoic acid: comparison
of performance using polyclonal, monoclonal, and recombinant antibodies.
Analyt. Let. 2006, 39, 1587-1598. (Special Issue: Second International Work-
shop on ,,Biosensors for Food Safety and Environment Monitoring”, Agadir,
Morocco, 2005).

8.Bird C. J., Wright J. L. C.: The shellfish toxin domoic acid. World Aqua-
culture 1989, 20, 40-41.

9.Bogan Y. M., Harkin A. L., Gillespie J., Kennedy D. J., Hess P, Slater J. W.:
The influence of size on domoic acid concentration in king scallop, Pecten
maximus (L.) Harmful Algae 2007, 6, 15-28.

10.Boyd R., Hogge L., Jamieson W., McLaren J., Quilliam M., Sim P, Thi-
bault P, Wright J.: The role of mass spectrometry combined with reversed
phase HPLC in the identification of an unusual shellfish toxin. Proc. Am.
Soc. Mass. Spectr. 1988, 36, 165-168.

11.Cervantes C. R. C., Alfonso P. M., Duran B. R., Vidal L., Leao M., Gago M.:
Application of precolumn oxidation HPLC method with fluorescence detec-
tion to evaluate saxitoxin levels in discrete brain regions of rats. Toxicon
2007, 49, 89-99.

12.Ciminiello P, Dell’Aversano C., Fattorusso E., Forino M., Magno G. S.,
Tartaglione L., Quilliam M. A., Tubaro A., Poletti R.: Hydrophilic interac-
tion liquid chromatography/mass spectrometry for determination of domoic
acid in Adriatic shellfish. Rapid Commun. Mass Spectrom. 2005, 19, 2030-
-2038.

13.Clayden J., Read B., Hebditch K. R.: Chemistry of domoic acid, isodomoic
acids, and their analogues. Tetrahedron 2005, 61, 5713-5724.

14.Dallinga-Hannemann L., Liebezeit G., Zeeck E.: New approaches for fast
and sensitive detection of non-protein amino acids (kainic acid and domoic
acid) by using modified protein and amine colour tests, [w:] Lassus P., Arzul G.,
Erard E., Gentien P., Marcaillou-Le Baut C.: Harmful Marine Algal Blooms.
Lavoisier Sci. Publ., Paris 1995, 279-284.

15.Durborow R. M.: Health and safety concerns in fisheries and aquaculture.
Occup. Med. State Art Reviews. 1999, 14, 373-406.

16. Duxbury M.: Liquid chromatographic determination of Amnesic Shellfish
Poison in mussels. J. Chem. Education 2000, 77, 1319-1324.

17.Gago-Martinez A., Ledo J. M., Pineiro N., Carballal E., Vaquero E.,
Nogueiras M., Rodriguez-Vazquez J. A.: An application of capillary electro-
phoresis for the analysis of algal toxins from the aquatic environment. Inter-
nat. J. Env. Anal. Chem. 2003, 83, 443-456.

18.Garet E., Gonza A., Fernandes L., Lago L., Vientes J. M., Cabado A. G.:
Comparative Evaluation of Enzyme-Linked Immunoassay and Reference
Methods for the Detection of Shellfish Hydrophilic Toxins in Several Pre-
sentations of Seafood. J. Agric. Food Chem. 2010, 58, 1410-1415.

19. Garthwaite 1., Ross K. M., Miles C. O., Briggs L. R., Towers N. R., Borrell T,
Busby P.: Integrated enzyme-linked immunosorbent assay screening system
for amnesic, neurotoxic, diarrhetic, and paralytic shellfish poisoning toxins
found in New Zealand. J. AOAC Int. 2001, 84, 1643-1648.

20.Kimberly K., Grant S., Burbacher T. M., Faustman E. M., Gratttan L.: Do-
moic acid: Neurobehavioral consequences of exposure to a prevalent marine
biotoxins. Neurotoxicol. Teratol. 2010, 32, 132-141.



Medycyna Wet. 2011, 67 (9)

21.Holland P, McNabb P.: Inter-laboratory Study of an LC-MS Method for
ASP&DSP Toxins in Shellfish. Cawthron Report No.790, 2003, Nelson, New
Zealand, Cawthron Institute.

22.Holland P. T., Selwood A. I., Mountfort D. O., Wilkins A. L., McNabb P,
Rhodes L. L., Doucette G. J., Mikulski C. M., King K. L.: Isodomoic acid C,
an unusual amnesic shellfish poisoning toxin from Pseudo-nitzschia austra-
lis. Chem. Res. Toxicol. 2005, 18, 814-816.

23.Horner R. A., Kusske M. B., Moynihan B. P, Skinner R. N., Wekell J. C.:
Retention of domoic acid by pacific razor clams, siliqua patula: preliminary
study. Journal of Shellfish Res. 1993, 12, 451-456.

24.Jeffery B., Barlow T., Moizer K., Paul S., Boyle C.: Review Amnesic shell-
fish Poison. Food Chem. Toxicol. 2004, 42, 545-557.

25.Johannessen J. N.: Stability of domoic acid in saline dosing solutions. Jour-
nal of AOAC Internat. 2000, 83, 411-412.

26.Jorgensen K., Coldb U., Fischerb K.: Accumulation and depuration of
okadaic acid esters in the European green crab (Carcinus maenas) during
a feeding study. Toxicon 2008, 51, 468-472.

27.Kania M., Hock B.: Development of monoclonal antibodies to domoic acid
for the detection of domoic acid in blue mussel (Mytilus edulis) tissue by
ELISA. Analytical Let. 2002, 35, 855-868.

28.Kania M., Kreuzer M., Moore E., Pravda M., Hock B., Guilbault G.: Deve-
lopment of polyclonal antibodies against domoic acid for their use in electro-
chemical biosensors. Analytical Let. 2003, 36, 1851-1863.

29.Kawatsu K., Hamato Y., Noguchi T.: Determination of Domoic Acid in
Japanese Mussels by Enzyme Immunoassay. AOAC Internat. 2000, 83, 1384-
-1386.

30.Kleivdal H., Kristiansen S. 1., Nilsen M. V., Goksiyr A., Briggs L., Holland P,
McNabb P: Determination of domoic acid toxins in shellfish by biosense
ASP ELISA — a direct competitive enzyme-linked immunosorbent assay:
collaborative study. J. AOAC Int. 2007, 90, 1011-1027.

31.Kvasnicka F, Sevcik R., Voldrich M.: Determination of domoic acid by on-
-line coupled capillary isotachophoresis with capillary zone electrophoresis.
J. Chromatogr. A 2006, 1113, 255-258.

32.Lawrence J. F., Cleroux C., Truelove J. F.: Comparison of high-performance
liquid chromatography with radioimmunoassay for the determination of
domoic acid in biological samples. J. Chromatogr. A 1994, 662, 173-177.

33.Lefebvre K. A., Bargu S., Kieckhefer T., Silver M. W.: From sand dabs to blue
whales: the pervasiveness of domoic acid. Toxicon 2002, 40, 971-977.

34.Lefebvre K. A., Robertson A.: Domoic acid and human exposure risks:
A review Toxicon 2010, 56, 218-230.

35.Mackintosh F. H., Smith E. A.: Evaluation of MIST Alert™ rapid test kits for
the detection of paralytic and amnesic shellfish poisoning toxins in shellfish.
J. Shellfish Res. 2002, 21, 455-460.

36.McCarron P, Emteborg H., Hess P.: Freeze-drying for the stabilisation of
shellfish toxins in mussel tissue (Mytilus edulis) reference materials. Anal.
Bioanal. Chem. 2007, 7, 2475-2486.

37.McCarron P, Kotterman M., de Boer J., Rehmann R., Hess P.: Feasibility of
gamma irradiation as a stabilisation technique in the preparation of tissue
reference materials for a range of shellfish toxins. Anal. Bioanal. Chem 2007,
7, 2487-2493.

38.McNabb P, Selwood A. 1., Holland P. T., Aasen J., Aune T., Eaglesham G.,
Hess P, Igarishi M., Quilliam M., Slattery D., Van de Riet J., Van Egmond H.,
Van den Top H., Yasumoto T.: A Multiresidue LC-MS method for algal toxins
in shellfish: validation and inter-laboratory studies. J. AOAC Int. 2005, 88,
761-772.

39. Michalski M.: Diaretyczne toksyny morskie (DSP) jako zagrozenie dla zdro-
wia konsumenta. Medycyna Wet. 2010, 66, 530-533.

40. Michalski M. M.: Biotoksyny morskie — wystgpowanie i metody analizy.
Zywnos¢. Nauka. Technologia. Jakos¢. 2006, 13, 16-22.

41.Nguyen A. L., Luong J. H. T., Masson C.: Capillary electrophoresis for detec-
tion and qantitation of domoic acid in mussels. Analyt. Let. 1990, 23, 1621-
-1634.

42.0sek J., Wieczorek K., Tatarczak M.: Morskie biotoksyny. Potencjalne za-
grozenie zdrowia cztowieka. Medycyna Wet. 2006, 62, 370-373.

43. Quilliam M. A., Xie M., Hardstaff W. R.: Rapid extraction and cleanup for
liquid chromatographic determination of domoic acid in unsalted seafood.
J. AOAC Internat. 1995, 78, 543-554.

44. Rafuse C., Cembella A., Laycock M., Jellett J.: Rapid monitoring of toxic
phytoplankton and zooplankton with a lateral-flow immnochromatographic
assay for ASP and PSP toxins. Harmful Algae 2004, 5, 309-311.

45.Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1244/2007 z dnia 24 pazdziernika 2007 r.
zmieniajace rozporzadzenie (WE) nr 2074/2005 w sprawie $rodkéw wyko-
nawczych w odniesieniu do niektorych produktow pochodzenia zwierzgcego
przeznaczonych do spozycia przez ludzi oraz ustanawiajace szczegolne prze-
pisy dotyczace urzedowych kontroli w zakresie badania migsa.

603

46.Rozporzadzenie Komisji WE nr 2074/2005 z dnia 5 grudnia 2005 r. ustana-
wiajace srodki wykonawcze w odniesieniu do niektorych produktéw obje-
tych rozporzadzeniem (WE) nr 853/2004 i do organizacji urzgdowych kon-
troli na mocy rozporzadzen (WE) nr 854/2004 oraz (WE) nr 882/2004, usta-
nawiajace odstgpstwa od rozporzadzenia (WE) nr 852/2004 i zmieniajace
rozporzadzenia (WE) nr 853/2004 oraz (WE) nr 854/2004 (Dz. U. L 338
z 22.12.2005, str. 27), z pdzniejszymi zmianami.

47.Rozporzadzenie WE nr 853/2004 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia
29 kwietnia 2004 r. ustanawiajace szczegolne przepisy dotyczace higieny
w odniesieniu do zywnos$ci pochodzenia zwierzgcego (Dz. U. L 139 z 30.4.
2004, str. 55), z pézniejszymi zmianami.

48.Sierra B. A., Palafox-Uribe M., Grajales-Montiel J., Cruz-Villacorta A.,
Ochoa J. L.: Sea bird mortality at Cabo San Lucas, Mexico: evidence that
toxic diatom blooms are spreading. Toxicon 1997, 35, 447-453.

49.Silvagni P. A., Lowestine L. J., Spraker T., Lipscomb T. P, Gulland F. M. D.:
Pathology of domoic acid toxicity in california sea lions (Zalophus califor-
nianus). Vet. Pathol. 2005, 42, 184-191.

50.Smith E. A., Papapanagiotou E. P., Brown N. A., Stobo L. A., Gallacher S.,
Shanks A. M.: Effect of storage on amnesic shellfish poisoning (ASP) toxins
in king scallops (Pecten maximus). Harmful Algae 2006, 5, 9-19.

51.Takemoto T, Daigo K.: Constituents of Chondria armata and their pharma-
cological effects. Arch. Pharmacol. 1960, 293, 627-633.

52.Vale P, Botelho M. J., Rodrigues S. M., Gomes S. S., Sampayo M. A. M.
Two decades of marine biotoxin monitoring in bivalves from Portugal (1986-
-2006): A review of exposure assessment. Harmful Algae 2008, 7, 11-25.

53.Vale P, Sampayo M. A.: Domoic acid in Portuguese shellfish and fish. Toxi-
con 2001, 39, 893-904.

54.Work T. M., Barr B., Beale A. M., Fritz L., Quilliam M. A., Wright J. L. C.:
Epidemiology of domoic acid poisoning in Brown Pelicans (Pelecanus occi-
dentalis) and Brandt Cormorants (Phalacrocorax penicillatus) in California.
J. Zoo Wildl. Med. 1993, 24, 54-62.

55. Wright J., Quilliam M.: Methods for domoic acid, the amnesic shellfish
poison, [w:] Hallegraeff G., Anderson D., Cembella A., Enevoldson H. (eds.):
Manual on Harmful Marine Microalgae. IOCManuals and Guides No. 33,
1995, 113-133.

Adres autora: dr Mirostaw Michalski, ul. Ko$ciuszki 19/3, 24-100 Pulawy;
e-mail: mmichal@piwet.pulawy.pl



