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1. UvVOD

Otrovi morskih organizama su odgovorni za trovanje ptica, masovne pomore riba, sanitarne,
ekoloske i ekonomske probleme. Doduse, ovdje spomenuti otrovi morskih organizama, nisu
klasi¢ni otrovi. Oni se akumuliraju iz okoline i ne proizvodi ih specijalizirana zlijezda.
Intoksikacija ljudi i Zivotinja je najCeS¢e posljedica konzumiranja kontaminirane hrane
(ISBISTER i KIERNAN, 2005.). lako mogu kontaminirati ribe, dominantno su to $koljkasi
zbog nacina njihove prehrane, odnosno filtracije hranjivih tvari a time i toksi¢nih algi zbog

¢ega se nad njima vrsi opsezni monitoring.

Veéina slu¢ajeva teskih intoksikacija nastaju zbog rekreacijskog sakupljanja Skoljkasa od
strane ne-educiranih ljudi, nedovoljno uc¢inkovitog monitoringa komercijalnih Skoljkasa s
aspekta sigurnosti hrane. Najcesce su to razli¢iti sindromi uzrokovani ingestijom $koljki kao
Sto su otrovanje $koljkasima koje uzrokuje gubitak paméenja (ASP), otrovanje SkoljkaSima koje
uzrokuje paralizu (PSP), otrovanje Skoljkasima koje uzrokuju dijareju (DSP) i azaspiracidno
otrovanje Skoljkasima (AZP) koji se dogadaju diljem svijeta, te neurotoksi¢no otrovanje
Skoljkama (NSP) koje je ograni¢eno na SAD i Novi Zeland (AUNE, 2008.). Bez obzira na
specifi¢ni mehanizam toksi¢nosti, mnogi otrovi morskih organizama predstavljaju izazove u
toksikoloSkim istrazivanjima. Konkretno, radi se o ograni¢enoj dostupnosti velike koli¢ine
visoko procis¢enih otrova koji su potrebni za toksikoloska ispitivanja. U mnogima se Koristi
ogranicen broj Zivotinja, a kako bi se uvecao toksi¢ni uc¢inak vrlo Cesto se koristi parenteralni
naCin aplikacije otrova. S druge strane, vrlo malo je istrazivanja koje se bave ucincima

peroralnog unosa, koji je ¢es¢i nacin ulaska u organizam.

Cilj ovog rada je pregledno obraditi otrove morskih organizama prvenstveno iz Mediterana
i onih prisutnih u cijelom svijetu. Obradit ¢e se njihova toksokinetika, toksi¢nost za ljude i
eksperimentalne Zivotinje, mehanizam toksi¢nog djelovanja i postupci kod otrovanja. Obradit
¢e se najznacajniji otrovi morskih organizama, to jest saksitoksini, tetrodotoksin, ciguatoksini,
maitotoksini, domoi¢na kiselina 1 njeni analozi, brevetoksin, palitoksin 1 njegovi analozi,

okadaic¢na kiselina 1 njeni derivati, azaspirna kiselina te drugi lipofilni toksini.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

Otrovi morskih organizama su strukturno i toksikoloski grupa razlicitih bioloski aktivnih
spojeva. To su ne-proteinski, termostabilni spojevi, manji od 1000 Da. lIznimka su

tetrodotoksini koji su bakterijskog podrijetla.

Oni su sekundarni metaboliti mikroalga, poznatiji kao fikotoksini. Uloga sekundarnih
metabolita nije sasvim razjaS$njena, ali se smatra da ih koriste kao obrambeni mehanizam.
Dinoflagelati proizvode vecinu otrova morskih organizama, slijede ih alge kremenjaSice,

cijanobakterije i jednostanicne alge.

Znacajno je da imaju velike genome, ¢ak 100 puta vece od ljudskog (LIN, 2006.), $to
otezava upotrebu modernih genetskih pristupa u nekim studijama biosinteze (KALAITZIS i
sur., 2010.). Vecina, ali ne svi otrovi morskih organizama pokazuju toksi¢ni u¢inak na ziv¢ani
sustav, dok drugi utjecu na fosforilaciju proteina i druge vitalne biokemijske procese. Medu
neurotoksinima postoji znacajna razlika u mehanizmu toksi¢nog djelovanja, pri ¢emu se neki
vezu za O naponu-ovisne natrijeve kanale, drugi za aminokiselinske receptore i ometaju

prenosenje akcijskog potencijala.

U posljednjih nekoliko desetljeca, detaljno znanje o otrovima morskih organizama, koje
je bilo osporavano zbog primjene bioloskih ispitivanja na misevima u njihovom otkrivanju,
brzo raste. Zbog sve vece upotrebe kemijskih metoda u determinaciji pojedinih otrova morskih
organizama, poznate su varijacije unutar profila, regionalne varijacije medu toksi¢nim algama
1 odnosi izmedu vektorskih vrsta kao §to su ribe i1 Skoljke od 1980-ih. Povecana upotreba
tekucinske kromatografije kao laboratorijske tehnike, in vitro studija i komercijalna dostupnost
toksina, uvelike je proSirilo znanje i shva¢anje o samim otrovima morskih organizama kao i
njihov metabolizam i biotransformaciju na razli¢itim razinama hranidbenog lanca. Stovige,
detaljnije razumijevanje i otkri¢ce novih metabolita omogucuje nam razvoj i primjenu novih
metoda za prac¢enje kontaminacije hrane morskog podrijetla, Sto rezultira postupnom zamjenom

zastarjelih 1 nespecifi€nih metoda kao Sto je bioloSka analiza.



2.1. Otrovi morskih organizama u Mediteranskom moru

2.1.1. Saksitoksini

Saksitoksini (STXs) su porodica hidrofilnih toksina. Ime ove skupine toksina potjece od
Saxidomus giganteus, Skoljke iz koje je prvi puta izdvojen. Otkriveni su proslog stoljeca, te
mogu kontaminirati morske organizme koji se konzumiraju i pitku vodu. Ingestija morske hrane
kontaminirane saksitoksinom izaziva paraliticki sindrom poznatiji kao otrovanje $koljkasima
koje uzrokuje paralizu (PSP). Iako se PSP ne moze klasificirati kao javno-zdravstveni problem
zbog relativno male incidencije, opravdan je razlog istrazivanja ovog toksina zbog mogucih
fatalnih posljedica nakon konzumacije samo jedne kontaminirane skoljke. Nadalje, saksitoksin
je jedini prirodni morski proizvod koji je deklariran kao kemijsko oruzje (LLEWELLYN,
2006.).

Toksini odgovorni za PSP (ukljucujuci STX, njegove derivate i goniautoksine (slika 1.))
su tetrahidropurinski spojevi, koji su medu najmoénijim poznatim neurotoksinima. Topivi su u
vodi i termostabilni. Kemijska struktura STX-a sastoji se od dvije gvanidinske skupine
povezane stabilnom azaketalnom vezom. lIzolirano je vise od 30 prirodnih analoga STX-a, a
razlikuju se po razli¢itim kombinacijama hidroksilne i sulfatne skupine na 4 mjesta na molekuli,

kao i nastankom epimernih parova otvaranjem i zatvaranjem prstena.

Saksitoksini se mogu podijeliti u 4 skupine: karbamatni toksini, sulfo-karbamoilni
toksini, dekarbamoilni toksini i deoksidekarbamoilni toksini. Toksine sintetiziraju morski
dinoflagelati, ukljuc¢uju¢i Alexandrium spp., Pyrodinium bahamense var. Compressum, i
Gymnodinium onteratum, te crvene alge roda Jania. Takoder, toksini koji uzrokuju PSP
izolirani su i u plavozelenim algama (cijanobakterijama), ali nije zabiljeZen niti jedan slucaj

otrovanja u ljudi saksitoksinima iz cijanobakterija.

Slucajevi PSP-a zabiljezeni su u Cileu, Tajvanu, Japanu, Juznoj Africi, Australiji, Indiji,
Engleskoj, Gvatemali, Kostariki, Singapuru, Kanadi, Spanjolskoj i Meksiku (GESSNER,
2000.; LLEWELLYN, 2006.). STX-i se akumuliraju u $koljkasima kao $to su kamenice, dagnje
i Gesljace, ali i u rakovima, ribama napuhaéama, mekuscima i glavonoscima. Skoljkasi su dugi
vremenski period nakon izlaganja toksicnim mikroalgama kontaminirani, iako imaju
mehanizme pomocu kojih se mogu ocistiti od toksina. PSP uzrokovan ingestijom
kontaminiranih predatorskih rakova iz porodice Xanthidae, moguce je naéi u tropskim

podruc¢jima te takoder mogu biti fatalni za ljude. Takoder, od pocetka 2000. godine, uz obalu



Sardinije i Sicilije (Zaljev Syracuse) pojavili su se toksini odgovorni za PSP §to je rezultiralo
visestrukim zatvaranjima farmi $koljkasa, Ciji su glavni uzrok bili bentoski dinoflagelati

Alexandrium minutum i pacificum (LUGLIE i sur., 2017.)

Posljednjih godina, ribe napuhace Sphoeroides nephelus na Floridi, uzrokovale su
trovanja 12 ljudi velikom koli¢inom toksina koji uzrokuju PSP (LLEWELLYN, 2006.).
Takoder, STX, kao glavni toksin, naden je u ribi napuhaci Arothron firmamentum
(NAKASHIMA i sur., 2004.). Odgovoran je i za smrt grbavih kitova koji su hranjeni
kontaminiranim skuSama te se smatra da njihova prilagodba za ronjenje i drugi fizioloski
parametri povecavaju njihovu osjetljivost za STX (GERACI i sur., 1989.). Takoder, zabiljezena
su uginué¢a morskih medvjedica nakon izlozenosti STX-u (REYERO i sur., 1999.).

Slika 1. Kemijska struktura saksitoksina (OSHIMA, 1995.)

2.1.1.1. Toksokinetika

lako je mehanizam djelovanja STX-a poznat na molekularnoj razini, vrlo malo se zha o
njegovoj apsorpciji, distribuciji, biotransformaciji i eliminaciji. STX se u crijevima apsorbira
unutar par minuta nakon ingestije i ne eliminira iz organizma putem fecesa testnih Zivotinja
(LLEWELLYN, 2006.). Istrazivanja U zivotinja i dokazi trovanja PSP-om u ljudi ukazuju da se
veéina STX-a eliminira putem urina (STAFFORD i HINES, 1995., GESSNER i sur., 1997.;
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ANDRINOLO i sur., 1999., 2002.). Takoder, dokazana je prisutnost toksina u jetri, slezeni i
mozgu (ANDRINOLO i sur., 1999.).

Vrlo je malo poznatih studija o metabolickoj transformaciji PSP toksina u sisavaca.
Serum i urin intoksiciranih ljudi ukazuju na sulfaciju GTX 2 §to je kontradiktorno nalazima kod

Stakora, gdje nema metaboliziranja STX-a prilikom prolaska kroz organizam.

Razlika izmedu sastava toksina u pojedenimskoljkama i ljudskom serumu, kao i sli¢an
profil toksina, ukazuju na to da se PSP toksin metabolizira na razini gastrointestinalnog sustava
i/ili jetre (GESSNER i sur.,1997.).

Mora se uzeti u obzir da je transformacija PSP toksina u sisavaca, posljedica biokemijskih
procesa i uvjeta kojima je izloZen toksin, kao §to je zelu€ani sok, koji moze pretvoriti male

koli¢ine sulfiranog PSP-a do puno moénijih spojeva (LLEWELLYN, 2006.).

Ranija studija o vremenu eliminacije PSP toksina iz ljudskog seruma govori o manje od
24 sata (GESSNER i sur., 1997.), dok su detaljniji podaci dobiveni 2007. godine (ETHERIDGE
i sur., 2007.) nakon izbijanja PSP-a kod ljudi. Primjecena je brza eliminacija iz seruma, a
eliminacija preko bubrega je ovisila o klasi toksina. Goniautoksini su eliminirani 3 puta brze

nego saxitoksini i neosaksitoksini.

2.1.1.2. Mehanizam toksi¢nog djelovanja

STX je modan neurotoksin koji selektivno blokira natrijeve kanale (CESTELE i
CATTERALL, 2000.), sprijecavajuéi ulazak natrijevih iona u stanice, te tako blokira prijenos
impulsa izmedu Zivaca te nastanak motorickih i senzorickih abnormalnosti. Svi analozi STX-a
se vezu za isti receptor, iako s razliCitim afinitetima (ISBISTER i KIERNAN, 2005.). Ovo
mjesto vezanja dijeli se sa drugim toksinima koji blokiraju natrijeve kanale, kao Sto je
tetrodotoksin. Vezujuca mjesta za natrijeve kanale ovisne o naponu, za spomenute druge
morske toksine i ostale prirodne toksine, mapirana su tijekom ispitivanja ionskih kanala
(CESTELE i CATTERALL, 2000.).

2.1.1.3. Toksi¢nost
Najcesc¢i simptom PSP-a, koji se pojavljuje kod gotovo svih je perioralna parestezija, opisana
kao ukocenost ili trnci. Kod tezih slucajeva, mogucéi su gastrointestinalni simptomi (mucnina,

povracanje, abdominalna bol i proljev). Jace intoksikacije uzrokuju neuroloske simptome,



ukljucujuéi slabost, disartriju, diplopija, ataksija, vrtoglavica i u nekim sluc¢ajevima respiratorni
arest ili smrt. Nije u potpunosti razjasnjen utjecaj PSP-a na miokard (LAGOS i ANDRINOLO,
2000.). Zabiljezena je dijastolicka i sistolicka hipertenzija u gotovo svih 11 pacijenata

intoksiciranih PSP-om (GESSNER i sur., 1997.).

Eksperimentalna istrazivanja koja su ukljucivala pse i macke, potvrdila su hipotenzivni u¢inak
nakon i.v. aplikacije visokih doza STX-a i hipertenzivni u¢inak pri niskim dozama (LAGOS i
ANDRINOLO, 2000.). Nema dugoro¢nih klini¢kih stanja uzrokovanih PSP-om (GESSNER,
2000.).

Izlozenost STX-u procijenjena je na temelju 20 incidenata PSP-a koji su se dogodili u Kanadi
izmedu 1970. i 1990. godine, ukljucujuci priblizno 60 ljudi (u dobi od 3-72 godine). Simptomi
u dozi od 2-30 ug/kg, dok je u tezim slu¢ajevima izloZzenost STX-u bila u dozi vecoj od 10-300

Mg/kg. Na temelju tih podataka utvrdena je razina najnizeg opazenog $tetnog uéinka (LOAEL)
od 2 pg/kg (FAO/IOC/WHO, 2005.).

2.1.1.4. Eksperimentalna toksi¢nost

Jednokratna aplikacija

LDso za miSeve (letalna doza 50) STX-a za i.v., i.p., i p.0. nadin aplikacije su
koncentracije od 3,4 pug/kg, 10 png/kg i 263 pg/kg. Razlike u peroralnoj toksi¢nosti izmedu vrsta
nisu otkrivene. Potentnost razli¢itih STX-ova se uvelike razlikuje. Nakon i.p. aplikacije u

.....

sulfokarbamoila najmanje toksi¢ni (ANDRINOLO i sur.,1999.; LLEWELLYN, 2006.).

2.1.1.5. Klini¢ka slika

Otrovane jedinke razvijaju simptome PSP-a unutar 5-30 minuta nakon konzumacije
kontaminiranog $koljkaSa. Od simptoma, prvo se oCituje parestezija sa peCenjem i peckanjem
jezika 1 usta, Sto se kasnije proSiruje na lice, vrat, prste na rukama 1 nogama. U tezim
slu¢ajevima, moguca je utrnulost u prstima na rukama i nogama, koja unutar 4-6 sati napreduje

prema rukama, nogama i vratu.



Smrt je obi¢no uzrokovana respiratornom paralizom, a bez pomo¢i mehanickog
respiratora, stopa smrtnosti je izmedu 5-10%. Dobru prognozu imaju pojedinci koji prezive vise
od 12h, iako i dalje moze biti prisutna misi¢na slabost. Manji dio simptoma koji su takoder
prijavljeni, su osjecaj vrtoglavice i lebdenja (zbog poremecaja osjeta i propriocepcije),
generalizirana parastezija, slabost nogu 1 ruku i ataksija. Glavobolja, mu¢nina 1 povracanje,
takoder se mogu pojaviti u pocetnoj fazi otrovanja. Refleksi su normalni ili odsutni, te su
pacijenti svjesni okoline. U pacijenata sa slabijim do srednjim intenzitetom otrovanja, simptomi
nestaju nakon 2 do 3 dana, dok u tezim sluc¢ajevima mogu trajati do 1 tjedna (ISBISTER i
KIERNAN, 2005.; LLEWELLYN, 2006.).

2.1.1.6. Lijecenje

Dijagnostika PSP-a temelji se na pojavi karakteristi¢nih neuroloskih klini¢kih znakova
kao i nedavnoj ingestiji Skoljkasa. Simptome trovanja PSP-a je tesko razlikovati od trovanja

tetrodotoksinom zbog farmakoloske sli¢nosti tih toksina.

LijeCenje za PSP je potporno. Intenzivna njega potrebna je samo u umjerenim do teSkim
slu¢ajevima radi sprijeCavanja respiratornog zatajenja. Vrlo je vazno promatrati pacijente u

ranim fazama otrovanja radi brze reakcije u slucaju paralize 1 respiratornog zatajenja.

2.1.1.7. Analiticke metode i dopuStene koncentracije

Internacionalno priznati misji bioloski test (MBA) od strane AOAC-a Koristi se u
programima pracenja i zdravstvene zastite (FAO/IOC/WHO, 2005.). Trima miSevima se
intraperitonealno aplicira ekstrakt kontaminiranih $koljki i njihova su vremena prezivljavanja
usporeduju s onima u misSevia kojima se apliciraju razlicite koncentracije STX-a. Granica
detekcije je 0,5 pg/kg STX-a (LUCKAS, 1992.). Razvijene su razne druge metode za detekciju
paralitickih toksina, ukljucujuéi ispitivanja citotoksi¢nosti, vezanja za receptore, imunoloski
testovi, povrsinska plazmonska rezonanca i nekoliko kromatografskih metoda (DEGRASSE i

sur., 2010.).

Validirane metode od strane AOAC-a ukljuCuju tekucinsku kromatografiju s
fluorescentnim detektorom AOAC 2005.06 (LAWRENCE i sur., 2005.), oksidacijsku metodu
od CFIA (ROURKE i sur., 2008.; VAN DE RIET i sur., 2011.) AOAC 2011.02. Obje metode



fluoresceinske tekuc¢inske kromatografije detektiraju ve¢inu STX-a (izuzevsi GTX6 i deNEO)

I veéinu toksi¢nih spojeva.

U Europi, metoda 2005.06 odobrena je 2006. godine uz manja ograni¢enja, kao

alternativna metoda MBA-u u programima pracenja.

EU je utvrdila dopustenu razinu od 800 pg ekvivalenta saksitoksina 2-HCl/kg Skoljke
(GERSSEN i sur., 2010.). Takoder, EFSA je 2009. godine objavila miSljenje o grupi
saksitoksina kojim preporucuje sigurnosnu razinu koja iznosi 75 pg ekvivalenta sakitoksina 2-
HCl/kg kako bi se izbjeglo prekoracenje ARfD (GERSSEN i sur., 2010.).

2.1.2. Tetrodotoksin

Riba napuhaca (fugu) je cijenjena delicija u Japanu unato¢ prisutnosti smrtonosnog
toksina tetrodotoksina (TTX) u njezinim spolnim zlijezdama, jetri, utrobi i kozi. TTX i analozi
su topivi u vodi, termostabilni heterocikli¢ni spojevi s gvanidijskom skupinom pozitivnog
naboja u bioloskom rasponu pH (YOTSU-YAMASHITA i sur., 2003.); ne proizvode ih
mikroalge nego ostali mikroorganizmi. Potvrdeno je da bakterija, klasificirana kao
Pseudomonas sp., kasnije izmjenjena kao Shewanella sp., proizvodi TTX (YASUMOTO,
2000.). Listu bakterija koje proizvode TTX objavili su YU i sur. (2004.).

YU isur. (2004.) i WU i sur. (2005.) otkrili su i druge bakterije koje sintetiziraju TTX,
kao sto su: Microbacterium arabinogalactanolyticum, Serratia maracescens i aktinomicete
Nocardiopsis dassonvillei. TTX se uglavnom koncentrira u ribama iz porodice Tetraodontiae,
koja ukljucuje i ribe napuhace. Takoder, TTX se nalazi i u rakovima iz porodice Xantidae,

potkovastim rakovima, nekim vodozemcima poput Zaba i plavoprstenastoj hobotnici.

Otrovanja ribama napuhacama, uglavnom se dogadaju u Aziji, gdje je fugu riba poznata
delikatesa, ali sve se vise slucajeva prijavljuje i u Europi. U prvoj polovici 20. stoljeca, u Japanu
je zabiljezeno oko 100 smrti godi$nje uzrokovanih otrovanjem fugu ribom. Stopa smrtnosti
znacajno se smanjila sa strozim zakonima oko pripreme i stavljanja u promet fugu riba, iako je
trovanje TTX-om i dalje glavni uzrok smrtonosnih trovanja hranom u Japanu (ISBISTER i
KIERNAN, 2005.).
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Slika 2. Kemijska struktura tetrodotoksina (LAGO i sur., 2015.)

2.1.2.1. Toksokinetika

lako toksikokinetika nije u potpunosti razjasnjena kod ljudi, serumska koncentracija
TTX-om brzo pada i postaje nedetektibilna nakon 12-24 sata. Suprotno tome, TTX se u urinu
moze se utvrditi do 5 dana nakon ingestije (ISBISTER i KIERNAN, 2005.). Nakon jedne
subkutane aplikacije u Stakora, TTX je bio prisutan u bubrezima, srcu, jetri, plu¢ima, crijevima,
mozgu i krvi, dostignuvs§i vrhunac 20 min. nakon aplikacije. Najvise koncetracije bile su
prisutne u bubrezima i srcu, dok su najnize bile u krvi i mozgu. Uoc¢ena je brza pojava visokih
koncentracija u bubrezima i spor nestanak, §to sugerira da se znacajna koli¢ina nepromijenjenog

toksina izlu¢uje u urinu (KAO, 1966.).

2.1.2.2. Mehanizam toksi¢nog djelovanja

TTX djeluje na Ziv€ani sustav sprijecavajuci Sirenje Ziv€anog impulsa. Blokira
provodljivost natrija, ekstracelularnim vezanjem na prvo mjesto receptora natrijevih kanala
kako bi zaCepio vanjske pore i1 na taj nacin sprijeCio pristup monovalentnim kationima,

blokiraju¢i depolarizaciju membrane (ISBISTER i KIERNAN, 2005.).



2.1.2.3. Toksi¢nost

Otrovanje TTX-om se obi¢no manifestira u roku od nekoliko minuta, rijetko vise od 6
sati nakon konzumacije kontaminirane ribe. Intoksikacija TTX-om je kategorizirana u 4 stadija.
Prvi stadij ukljucuje oralnu paresteziju sa ili bez gastrointestinalnim simptomima. U drugom
stadiju javlja se parestezija u drugim podrué¢jima i motoricku paralizu. Trec¢i stadij ukljucuje
misi¢nu nekoordinaciju, afoniju, disfagiju, respiratorni distres, cijanozu i hipotenziju, dok u

cetvrtom stadiju nastupi respiratorna paraliza i jaka hipotenzija.

2.1.2.4. Eksperimentalna toksi¢nost

Jednokratna aplikacija

lako je mehanizam djelovanja TTX-a dobro poznat, o njegovoj toksi¢nosti za Zivotinje
imamo vrlo ogranicene i zastarjele podatke. U¢inci TTX-a testirani su na razli¢itim vrstama
zivotinja. Nakon 1i.p. aplikacije u miSeva, minimalna letalna doza bila je 8 ng/kg, te je
procijenjeno da LDsg iznosi 10 pg/kg, a doze u rasponu od 12-14 pg/kg ubijaju sve miSeve.
Nakon s.c. i p.o. aplikacije, LDso bio je 332 1 16 ug/kg (KAO, 1966.). Sli¢ni rezultati dobiveni
su u istrazivanju u kojem LDso nakon i.p., s.c. i p.o. aplikacije iznose 10.7, 12.5 i 532 pg/kg.
Minimalna letalna doza i letalna doza kod kunié¢a iznosile su 3.1 i 5.3 pg/kg nakon i.m. te 3.8 i
5.8 pg/kg nakon i.v. aplikacije (XU i sur., 2003.). Kod skoro svih zivotinjskih vrsta, simptomi
su bili slicni i usporedivi. Toksi¢ni uéinci uglavnom se manifestiraju na perifernom

neuromuskularnom sustavu s pojavom razli¢itih stupnjeva paralize.

TTX je jak emetik tako da je povracanje vrlo ¢est simptom otrovanja kod macaka i pasa.

Stovise, izrazena je dugotrajna hipotenzija kao i hipotermija (KAO, 1966.).

2.1.2.5. Klini¢ka slika

Klini¢ki simptomi razvijaju se brzo: raniji simptomi su senzorni, ukljuujuci perioralnu i
distalnu ukocenost i paresteziju. U blagim sluCajevima otrovanja, prisutni su samo senzorni
simptomi povezani S manjim gastrointestinalnim problemima (uglavnom mucnina i
povracanje). U umjereno teSkim sluCajevima trovanja, pacijenti razvijaju slabost distalnih
miSic¢a 1 slabost miSica lica, a kasnije 1 ataksiju s nekordinacijom uz oc¢uvanje normalnih
refleksa. Moguca je i1 vrtoglavica sa osjetajem ’letenja’’. TeSko otrovanje uzrokuje

generaliziranu flacidnu paralizu, respiratorni zastoj i afoniju. U teSkim i po Zivot opasnim
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otrovanjima, kardiovaskularni simptomi (bradikardija, hipotenzija i disritmije) nastaju zajedno
S respiratornim zastojem i komom. Vecina umjerenih i tezih sluc¢ajeva uglavnom se razrijese
nakon 5 ili viSe dana. U blazih slu¢ajeva otrovanja, do potpunog oporavka dolazi u roku od
nekoliko sati (ISBISTER i KIERNAN, 2005.).

2.1.2.6. Lijecenje

Simptomi su vrlo sliéni PSP-u zbog sliénog mehanizma djelovanja toksina. Anamneza
(ukoliko je moguce), zajedno sa analizom ostataka ribe 1 analiza seruma ili mokrace dovoljna

je za potvrdu dijagnoze otrovanja tetrodotoksinom.

Ne postoji protuotrov za klinicku upotrebu. Za lijeCenje respiratornog zastoja i sréanih
problema preporucuje se promatranje otrovanog pacijenta. Intenzivna njega nuzna je u
umjerenim 1 teSkim slucajevima kako bi se sprije€ile komplikacije. U slucajevima teskog
otrovanja moze se koristiti atropin za lijeCenje bradikardije. Respiratorna potpora moze biti
potrebna tijekom 24-72 sata. Ukoliko je pacijent paraliziran i pri punoj svijesti, potrebna je
sedacija. Pacijenti koji nisu umrli u roku od 24 sata, obi¢no se potpuno oporavljaju. Kao i kod
PSP-a, simptomi trovanja TTX-om u potpuno se povlace unutar 1 ili 2 dana (GESSNER, 2000.).
Zanimljivo je, da bi se TTX zbog svog paralitickog djelovanja mogao koristiti u medicini kao

analgetik za lijeCenje bolova uzrokovanih karcinomima (LAGO i sur., 2015.).

2.1.2.7. Analiticke metode i dopusStene koncentracije

Sluzbena metoda za otkrivanje TTX-a kod riba napuhaca u Japanu je MBA (bioloski
testovi na miSevima) (YASUMOTO, 1991.). U Sjedinjenim Americkim Drzavama nisu
utvrdena ogranicenja za TTX, ali je zabranjen uvoz ribe napuhate (GESSNER, 2000.).
Istrazivanje EFSA-e o rizicima za javno zdravstvo za TTX i analoge TTX-a prikupilo je podatke
1z Ujedinjenog Kraljevstva, Nizozemske i1 Gréke o pojavnosti spomenutih toksina u Skoljkasima
od 2006. do 2016. godine te je utvrdeno da koncentracije manje od 44 pg TTX-a ili njegove
ekvivalentne toksi¢ne koli¢ine analoga po kilogramu mesa ne uzrokuju $tetne uc¢inke na ljude
(Temeljeno na veli¢ini porcije 400 g, odraslom ¢ovjeku od 70 kg tjelesne tezine i ARfD od 0.25
Ma/kg) (KNUTSEN i sur., 2017.).
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Razvijene su i razne druge metode za otkrivanje TTX-a, ukljucuju¢i LC-MS/MS,
recenzirano od TAYLOR 1 sur. (2008) u njihovom opisu povrsinskog plazmonskog

rezonancijskog senzora za TTX.

Zbog ozbiljnosti intoksikacije TTX-om, javna edukacija je klju¢na kao oblik prevencije
otrovanja ribom napuhacom (HOW 1 sur.,2003.). Niska stopa smrtnosti postignuta je nakon

uvodenja legislative povezane sa pripremom i stavljanjem na trziste u Japanu (ISBISTER i

KIERNAN, 2005.).

2.1.3. Domoic¢na Kkiselina i analozi

Domoic¢na kiselina (DA) uzrokuje sindrom koji se naziva otrovanje $koljkasima koje
uzrokuje gubitak pam¢enja (ASP) zbog konzumacije kontaminiranih skoljaka. ASP se razlikuje
od vecine drugih neurotoksi¢nih morskih otrovanja po tome $to ima glavni u¢inak na sredisnji

ziv€ani sustav (ISBISTER i KIERNAN, 2005.).

DA je aminokiselina kanoidne klase spojeva i 10 izomera DA-e (izodomoic¢ne kiseline
A-H i DA 5'-diastereoizomer) (slika 2.) koji su manje toksi¢ni od izvornog spoja. DA i njegovi

izomeri su termostabilne trikarboksilne aminokiseline koje su topive u vodi.

U pocetku, DA je izdvojena samo iz crvenih algi Chorndria armata. Nakon 1987. godine,
otkrilo se da alge kremenjasice roda Pseudonitzschia kao P. multiseries, P. pseudodelicatissima
i P. australis sintetiziraju DA. Takoder, dokazano je da alga Pseudonitzschia navis-varingica

sintetizira izodomoicne kiseline A i1 B kao glavne toksine (KOTAKI i sur., 2005.).

Pokazalo se da se DA nakuplja u Skoljkama kao S$to su Mytilus edulis, M.
Galloprovincialis i Perna canaliculus kao i kod ostalih §koljkasa, poput koklina (Cerastoderma
edule), britvaste skoljke (Siliqua patula), ¢ubak/cesljace (Pecten maximus), rakova (Cancer

magister), takoder i brazdaste Skoljke (Scrobicularia plana) i in¢una (JEFFERY i sur., 2004.).

Skoljke kontaminirane DA-om i potencijalno toksiéne Pseudonitzschia ssp. otkrivene su
diljem svijeta. lako je DA uzrokovala smrtnost ptica (putem otrovnih in¢una) i ostalih Zivotinja,

jedino otrovanje ljudi potvrdeno je u Kanadi 1987. godine.
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2.1.3.1. Toksokinetika

Dostupni su vrlo ogranic¢eni podaci o apsorpciji, distribuciji, metabolizmu i izlu¢ivanju
DA, te nema znacajne razlike u u¢incima nakon i.p. ili p.o. aplikacije. Smatra se da se DA slabo
apsorbira nakon uobi¢ajenog nacina izlaganja (JEFFERY i sur., 2004.). Nadalje, u dvije studije
koje usporeduju p.o. i i.p. aplikaciju u glodavaca, ukljucuju¢i male grupe (N=51 ili 2/doza)
(IVERSON 1 sur., 1989.), DA se gotovo u potpunosti izlu¢io fecesom, podupiruci hipotezu o
svojoj apsorpciji. TRUELOVE i sur. (1996.) izvjestili su da samo 2% peroralno apliciranih doza
DA (5mg/kg/dan) u glodavaca (N=510) se izluCuje urinom. Sli¢ni rezultati (Srednja vrijednost
DA, dnevnog urinarnog izlucivanja bila je u rasponu od 4% do 7%) dobiveni Su u majmuna
cynomolgus (N 53) koji su bili tretirani sa subtoksi¢nim dozama DA tijekom 32 dana
(TRUELOVE i sur., 1997.).

Nakon apsorpcije, DA se slabo metabolizira. Otprilike 75% doze DA primjenjene i.v.
Stakorima (N=58) izluCuje se nepromijenjeno urinom unutar 160 minuta, $to ukazuje na to da

se DA ne metabolizira u znacajnoj mjeri prije uklanjanja iz organizma.

Nadalje, u drugoj studiji o distribuciji i izlu¢ivanju i.v. aplicirane DA u $takora (500 i
1000 pg/kg) i majmuna, vrijeme poluraspada iznosi otprilike 20 i 110 minuta, prividni volumen

raspodjele priblizno 300 i 180 ml/kg i klirensi od 10 i 1 ml/min/kg.

Iako je ukljucen ogranicen broj Zivotinja u studijama, podaci pokazuju da se i.v. aplicirana
DA dobro distribuira u tjelesnim teku¢inama u obje vrste te se vrlo brzo eliminira iz organizma
(TRUELOVE | IVERSON, 1994.). Nakon i.v. primjene DA u S$takora, ona slabo prolazi
hemato-encefalnu barijeru i to ne preko specifiénog transportnog nosaca (PRESTON THYNIE,
1991.). Medutim, unato¢ ograni¢enom transferu preko hemato-encefalne barijere, mozak je

primarni organ gdje DA izaziva toksi¢nost.

2.1.3.2. Mehanizam toksi¢nog djelovanja

Poznato je da se toksi¢nost DA u ziv€anom sustavu ocituje na ekscitacijskim receptorima
aminokiselina i sinapti¢kom prijenosu. Dvije aminokiseline, L-glutamat i L-aspartat, smatraju
se neurotransmiterima i djeluju na nekoliko tipova receptora. Tri podtipova receptora su opisani
za ekscitacijske aminokiseline, kao npr. receptori za kainsku kiselinu (KA) i N-metil-D-
aspartat. DA djeluje putem pre- i post- sinaptickih receptora na nacin slican KA, otvaranjem
kanala za Ca?* i izazivanjem stani¢ne smrti. Zbog strukturne sli¢nosti DA glutaminskoj kiselini

1 KA, DA ima snazan afinitet prema potklasama kainskih receptora. Receptori KA Siroko su

14



rasprostranjeni u mozgu sisavaca i posebno su koncentrirani u regijama CA1-CA3
hipokampusa kod glodavaca, u CA2 i CA3 regijama primata i u regiji CA3 kod ljudi. Visoki
afinitet DA prema receptorima KA i lokalizacija tih receptora na mjestima gdje DA uzrokuje
oSte¢enja mozga glodavaca i primata, ukazuju na to da receptori DA i KA igraju glavnu ulogu
u toksi¢nom odgovoru. Cini se da vezanje DA na podtipove receptora glutamata poti¢e pucanje

neurona, izazivajuéi ekscitacijski odgovor in vivo i in vitro.

Iako to¢an mehanizam neuronske stimulacije koja dovodi do ostec¢enja tkiva mozga nije
u potpunosti shvac¢en, uoéen je priljev iona Ca?* u stanice tkiva mozga izlozenih DA i povec¢ana
razina Ca?* u hipokampalnim piramidalnim neuronima. Cini se da vezanje DA za receptore
glutamata u specifiénim regijama mozga dovodi do ekscitacija, §to rezultira prilivom Ca?* i
neuspjesnim odrzavanjem intracelularne homeostaze iona i kona¢no smrti stanice (JEFFERY i

sur., 2004.).

2.1.3.3. Toksi¢nost

Izbijanje ASP-a u Kanadi, 1987. godine nakon ingestije dagnji (M. edulis) ocitovalo se
gastrointestinalnim i neobi¢nim neuroloskim simptomima. lako je zabiljeZeno otprilike 150
izvjestaja o ovoj bolesti, samo je 107 pojedinaca imalo klini¢ku dijagnozu otrovanja (JEFFERY
i sur., 2004.). Najces¢i gastrointestinalni simptomi bili su povracanje (76%), gréevi u trbuhu
(50%) 1 proljev (42%); najces¢i neuroloSki simptomi su bili glavobolja (43%) 1 gubitak
kratkoro¢nog paméenja (25%) (NIJJAR I NIJJAR, 2000.). Teska otrovanja koja su rezultirala
hospitalizacijom ocitovala su se kod 19 ljudi: 12 pojedinaca s posebno teskim simptomima (npr.
napadaji, koma, nestabilan krvni tlak) zahtijevali su lijeCenje u jedinicama intenzivne njege. U
vecine pacijenata bila je prisutna somnolencija, u nekim slu¢ajevima i koma, a u blaze otrovanih
pacijenata uznemirenost. Kardiovaskularni simptomi (tahikardija, hipotenzija i aritmije)
najvjerojatnije su posljedica disfunkcije srediSnjeg ziv€anog centra, jer nije bilo prisutnih
poremecaja kardiovaskularnog sustava. U veéine pacijenata simptomi nestaju za nekoliko
tjedana, ali moguci su perzistiraju¢i poremecaji pamcéenja (DOBLE, 2000.). Tri hospitalizirana
pacijenta umrla su 11-24 dana nakon konzumacije dagnji, a ¢etvrti pacijent je umro od infarkta

miokarda u roku od 3 mjeseca.

Postmortem histoloSka pretraga utvrdila je nekrozu neurona i astrocitozu, najistaknutiju
u hipokampusu i jezgrama amigdale (NIJJAR I NIJJAR, 2000.). U devet slucajeva otrovanja,

procjena izlozenosti DA izvedena je iz analize Skoljaka prikupljenih u kucanstvima i
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restoranima. Koli¢ina unesene DA kretala se u rasponu od 60 do 290 mg u otrovanih ljudi.
Stoga se ¢ini da je koli¢ina od 60 mg DA/osobi (<1 mg/kg) dovoljna da bi izazvala
gastrointestinalne simptome, dok je ingestija 270 mg DA/kg (<4.5 mg/kg) dovoljna za
izazivanje neuroloskih poremecaja (JEFFERY 1 sur., 2004.).

2.1.3.4. Eksperimentalna toksi¢nost
Jednokratna aplikacija

Nakon i.p. aplikacije ekstrakta kontaminiranih dagnji u miseve, vrijednosti LDso za dvije
razlicite studije bile su 2.4 i 3.6 mg DA/kg. Primjeceni su klinicki simptomi poput svrbeza,

tremora i napadaja i u smrtonosnim i subletalnim dozama ekstrakta.

Lezije na mozgu (edem u hipotalamusu i hipotalamic¢koj Iuc¢noj jezgri i neuronske
degeneracije u razli¢itim podru¢jima hipokampusa) miseva i Stakora su pronadene nakon i.p. i
p.o. aplikacije ekstrakta Skoljki koje sadrze DA (IVERSON 1 sur., 1989.). Sli¢ni ucinci
zabiljezeni su u studijama primata nakon i.p. i i.v aplikacije. Jaka povracanja i svrbez
zabiljezeni su nakon jednokratne i.v. aplikacije DA (0.24, 0.5, 1, 1.25, 1.5, 2 i 4 mg/kg) u

majmuna cynomolgus s razli¢itim vremenom pojave simptoma ovisno o dozi.

Doze DA vece od 1.0 mg/kg izazvale su smrt zbog prestanka disanja u 4 od 7 Zivotinja.
Postmortem pregledom utvrdene su lezije u hipokampusu (SCALLET, 1995.), a u slicnom
istrazivanju koje je upotrebljavalo specijaliziranu histokemiju, ¢ini se da je talamus takoder

zahvac¢en (SCHMUED i sur.,1995.).
Ponavljane aplikacije

Nakon 64-dnevne p.o. izlozenosti muzjaka i zenki Stakora (0.01 ili 5 mg/kg/dan DA), nije
bilo promjena u klini¢koj slici, hematoloskim i biokemijskim nalazima ili histopatoloskim
parametrima (JEFFERY i sur., 2004.). Ni klini¢kih simptoma, niti znac¢ajnih promjena tjelesne
tezine, hematoloskih, biokemijskih ili histoloskih (mozak) parametara nije bilo nakon
izlozenosti cynomolgus majmuna DA (0.5 mg/kg/dan tijekom 15 dana i 0.75 mg/kg/dan za
daljnjih 15 dana) (TRUELOVE i sur., 1997.).
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2.1.3.5. Teratogenost

Istrazeni su u¢inci DA (0-2 mg/kg) dnevno aplicirane gravidnim stakoricama od 7 do 16
gestacijskog dana te ispitivanje rezultata 22. gestacijskog dana na majkama i potomcima. Smrt
majki je zabiljezena samo u viSih doza DA (6/12 1 6/9 pri 1.75 1 2.0 mg/kg). U dozama vecéim
od 0.5 mg/kg/dan zabiljezena su uginuca fetusa, ali broj uginulih nije bio ovisan o ve¢oj dozi.
Nije bilo znacajnog porasta broja fetusa sa visceralnim i skeletalnim anomalijama (KHERA i

sur., 1994.).

2.1.3.6. Genotoksi¢nost

Budu¢i da struktura DA sadrzi dio butadiena, postoji moguénost za formiranje DNA
reaktivnih epoksida in vivo. Iako su na raspolaganju samo ograni¢eni podaci o mogucoj
genotoksiénosti, DA (87 ili 174 uM) ne povecéava ucestalost mutacije u V79 pluénim stanicama
kineskog hr¢ka in vitro, mjerenih rezistencijom na tioguanin ili ouabain, izmjenom sestrinskih
kromatida ili mikrojezgrenim testom, niti ne povisuje razinu DNA reaktivnih metabolita
(JEFFERY i sur., 2004.). Nema podataka o karcinogenosti DA in vivo.

2.1.3.7. Klini¢ka slika

Otrovanje se prvi put pojavljuje u Kanadi 1987. godine kada su nakon konzumiranja
kontaminiranih dagnji, ljudi razvili gastrointestinalne simptome u roku od 24 sata (povracanje,
abdominalni gréevi i proljev) i/ili neuroloski simptomi unutar 48 sata (glavobolja, gubitak
kratkorocnog pamcenja, dezorijentacija, letargija, napadaji a ponekad konvulzije i koma).
Budu¢i da je najrelevantniji klinicki u€inak bio gubitak pamcenja, stanje je nazvano ASP.
Gubitak pamcenja pacijenata, intoksiciranih kontaminiranim S$koljkama bio je slican
simptomima Alzheimerove bolesti. Medutim, simptomi Alzheimerove bolesti su uglavnom
prisutni u starijih ljudi i intenziviraju se sa dobi, dok na gubitak memorije u pacijenata

kontaminiranih DA-om ne utjece dob.

2.1.3.8. Lijecenje

Dijagnoza se temelji ingestiji $koljkasa pracenoj karakteristi¢nim simptomima. Programi
nadzora fitoplanktona u rizi€nim regijama mogu nam ukazati na mogucénost postojanja

otrovanja. Zbog rizika od konlvuzija, nije uputno izazivati povracanje. Teski sluajevi
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zahtjevaju intenzivnu njegu i nadzor zbog konvulzija, depresije centralnog ziv€anog sustava,
kardiovaskularnog kolapsa ili Zelucanih krvarenja. LijeCenje je simptomatsko i nema

protuotrova (GULLAND i sur., 2002.).

2.1.3.9. Analiticke metode i dopustene koncentracije

Nakon izbijanja ASP-a 1987. godine, regulatorne granice za meso $koljkasa uvedene su
u Kanadi i kasnije u drugim drzavama. Granica od 20 mg/kg, temelji se na retrospektivnoj
procjeni koli¢ine DA u skoljkama iz 1987. koje su rezultirale izbijanjem ASP-a u Kanadi i

uvodenja sigurnosnih protokola.

Takoder, u istrazivanju o prisutnosti DA u $koljkasima od strane Belgijskog programa
kontrole hrane od 2004. do 2009. godine, utvrdeno je da je najvisi postotak pozitivnih uzoraka
bio u ¢esljac¢ama i mekuScima (ANDJELKOVIC i sur., 2012). Sli¢na studija u Hrvatskoj koja
je obuhvatila iste vrste Skoljkasa, otkrila je da u razdoblju od 2006. do 2008. godine DA bila
najzastupljenija u plavoj dagnji (Mytilus galloprovincialis), a slijede ju Europska kamenica
(Ostrea edulis), jakobova kapica (Pecten jacobaeus) i proteus skoljka (Flexopecten proteus)
(UJEVIC i sur., 2010).

Zbog svjetske distrubucije dijatomeja koje proizvode DA, granica koju koristi Kanada je
takoder i granica koja je na snazi u Europskoj uniji, SAD-u, Novom Zelandu i Australiji
(JEFFERY i sur., 2004.). Kao metoda izbora, HPLC-UV se preferira u raznim zemljama
(FAO/IOC/WHO, 2005.).

EFSA je 2009. godine objavila misljenje kojim preporucuje da je sigurno konzumirati

Skoljke koje sadrZze manje od 4.5 mg DA/kg SkoljkaSa, kako se ne bi prekoracila akutna
referentna doza (ALEXANDER i sur., 2009a.).

2.1.4. Okadaic¢na Kiselina i derivati

Okadaicna kiselina (OA) i njeni derivati izazivaju nastanak bolesti koja se naziva DSP
(otrovanje skoljkasima koji uzrokuju dijareju). Bolest nije fatalna te bez ikakvog lijecenja
prolazi u roku od 3 dana. Ipak, DSP je vazan uzrok oboljevanja u cijelom svijetu, §to uzrokuje

ozbiljne probleme industriji skoljaka i zakonskoj regulaciji.

DSP toksini su topljivi u lipidima i termostabilni polieteri, uklju¢uju¢i OA 1 njezine

derivate, dinofizne toksine (DTX), od kojih su najzastupljeniji DTX-1, DTX-2 i DTX-3. OA,
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glavni toksin koji uzrokuje DSP koji je izoliran iz spuzve Halichondria okadali, sintetiziraju
dinoflagelati roda Dinophysis, sli¢no kao i DTX-1 i DTX-2. Ove spojeve takoder sintetiziraju
dinoflagelati roda Prorocentrum, ali se sporadi¢no otkrivaju u fitoplanktonu tijekom izbijanja
DSP-a. DTX-3, mjesavina OA, DTX-1 i/ili DTX-2 (esterificirani s masnom kiselinom na 7-
hidroksidnoj grupi) je metabolicki produkt $koljki, a ne algalni metabolit (TUBARO i sur.,
2008a). Prva dokumentirana vrsta dinoflagelata ukljuc¢ena u DSP bila je D. fortii u Japanu te
kasnije i u drugim podru¢jima. Ostale vrste, poput D. acuminata, D. acuta, D. caudata, D.mitra,
D. norvegica, D. rotundata, D. tripos, D. sacculus i D. trunculus su takoder prijavljeni kao

izvori DSP toksina.

Prozivodnja toksina se znatno razlikuje izmedu vrsta i moze varirati s obzirom na
regionalne i sezonske monotipove unutar jedne vrste (HALLEGRAEFF, 2003.). Nekoliko
SkoljkaSa, poput dagnji, ¢eSljac¢a, kamenica i drugih, filtriranjem morske vode i toksi¢nog

fitoplanktona, mogu akumulirati toksine i izazvati otrovanja nakon ingestije.

Prva dokumentirana intoksikacija ljudi uzrokovana DSP-om bila je u Nizozemskoj 1961.
godine. Danas se visoke razine toksina skupine OA prijavljuju u $koljkama ili algama uz obale
Europe (Velika Britanija, Irska, Danska, Svedska, Norveska, Francuska, Spanjolska, Italija,
Portugal, Nizozemska i Belgija), Kanade, Juzne Amerike (Cile), Japana, Australije i Afrike
(Maroko) (GERSSEN i sur., 2010.).

Jedan od velikih slucajeva izbijanja DSP-a, u koji je bilo uklju¢eno vise od 300 ljudi,
dogodio se u Italiji u rujnu 2010. godine. Kasnije, 2011. godine, prvo dokumentirano izbijanje
DSP-a u Sjevernoj Americi dogodilo se na sjeverozapadu Tihog oceana: prijavljeno je vise od
60 slucajeva koji se dovode u vezu sa skoljkama prikupljenim na otoku Salt Spring, British
Columbia, Canada i na jugu, 3 slucaja povezanih sa $koljkama u Sequim Bay-u i Washingtonu
(NOAA, 2011.). LC-MS/MS analiza otkrila je prisutnost DTX-a i njegovih estera masnih
kiselina. Cini se da su slu¢ajevi DSP-a i produkti alga u obliku OA u porastu, ali moguée je da

na takvu percepciju utjee opSirnije znanje o samoj bolesti i programi nadzora.
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Slika 4. Kemijska struktura okadaicne kiseline (GERSSEN i sur., 2010)

2.1.4.1. Toksokinetika

24 sata nakon jednokratne peroralne aplikacije [3H] OA u miSeva (50 i 90 pg/kg), toksin
je detektiran u svim organima i teku¢inama, ukljucujuéi kozu, a najvise koncentracije bile su u
urinu, crijevnom sadrZaju 1 crijevu. Sporo uklanjanje OA ukazivalo je na enterohepaticku
cirkulaciju (MATIAS i sur., 1999.). Studija autora ITO i sur. (2002a.) utvrdila je da nakon vecih
oralnih doza OA u miseva (75-250 pg/kg), toksin se brzo apsorbira iz tankog crijeva, uglavnom

jejunuma, te ulazi u jetru unutar 5 minuta.

Distribucija toksina, prosudena imuno obojavanjem, zahvacalo je cijelo tijelo, a u
pluéima, jetri, srcu, bubrezima i crijevima mogao se otkriti ¢ak i nakon 2 tjedna. Izlu€ivanje iz
bubrega i crijeva po€inje 5 minuta nakon aplikacije, dok se eliminacija kroz izmet nastavlja

kroz 4 tjedna.

Druga imunohistokemijska studija nakon akutne oralne aplikacije OA u miSeva (115 1
230 pg/kg) pokazala je prisutnost niskih koli¢ina toksina u jetri 24, odnosno 48 sati kasnije;
toksin je otkriven u dvanaestniku i ileumu (lokaliziran u mukoznom sekretu vréastih stanica),
ali ne i u izlu¢evinama debelog crijeva (LE HEGARAT i sur., 2006.). Dakle, nakon akutne
peroralne primjene misevima, OA se distribuira sljede¢im redosljedom: sadrzaj crijeva > urin
> izmet > crijeva > tkivo > pluéa > jetra > Zeludac > bubreg > krv (TOYOFUKU, 2006.). Nakon
i.p. ubrizgavanja [®H] OA misevima (14uCi/0.2mL), vecina radioaktivnosti (33%) otkrivena je
u gastrointestinalnom sadrzaju 3 sata kasnije, dok je 5% bilo izmjereno nakon 19 sati. U jetri je

27 1 16% radioaktivnosti otkriveno nakon 3 i 19 sati, Sto vjerojatno ukazuje na hepatobilijarnu
cirkulaciju (FUJIKI i SUGANUMA, 1993.; NISHIWAKI i sur., 1994.).

Nakon i.m. injekcije 3H OA u misSeva (25 pg/kg), toksin je otkriven u zuci i sadrzaju

crijeva 1 sat kasnije, a njegov oblik eliminacije ukazivao je na bilijarnu ekskreciju i
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enterohepaticku cirkulaciju. OpaZzen je i prolazak OA preko placente kod miseva (MATIAS i
CREPPY, 1996.).

U sluc¢ajevima otrovanja ljudi uslijed ingestije dagnji kontaminiranih DTX-3-om, utvdeno
je da se DTX-3 biotransformira u DTX-1, §to je bio jedini DSP toksin otkriven u izmetu
(GARCIA i sur., 2005.). In vitro studija koja je koristila Caco-2 stanice kao model ljudske
crijevne barijere otkrila je da izlozenost jednoslojnih stanica niskoj razini OA (20-200nM)
omogucava samo ograniceni prolazak toksina iz lumena u krv, §to ukazuje na aktivni transportni

mehanizam za eliminaciju OA (EHLERS i sur., 2011.).

Druga studija in vitro, otkrila je biotransformaciju OA u oksigenirane metabolite pomocu

dva jetrena P450 citokroma — proces za koji se ¢ini da ne detoksicira OA (GUO i sur., 2010.).

2.1.4.2. Mehanizam toksi¢nog djelovanja

OA i DTX-1 uglavnom inhibiraju proteinske fosfataze 1 i 2A, dva enzima koji
defosforiliraju serinske/treoninske ostatke eukariotskih stani¢nih proteina (BIALOJAN i
TAKAI, 1988.). Proljev i degenerativne promjene u apsorpcijskom epitelu tankog crijeva
inducirane toksinima posljedica su poveéanih razina fosforiliranih proteina koji kontroliraju
izlu¢ivanje iona u stanicama crijeva i citoskeleta i/ili elemenata koji reguliraju propusnost
otopljenih tvari: ovi procesi rezultiraju pasivnim gubitkom tekué¢ine (DOMINGUEZ i sur.,
2010.). Inhibicija proteinskih fosfataza takoder je uklju¢ena u druge procese, uklju¢ujuéi tumor-

promotorska svojstva ovih toksina (FUJIKI i SUGANUMA, 1993.).

2.1.4.3. Toksi¢nost

Utvrdena je LOAEL (najniza razina pri kojoj je vidljiv stetni uc¢inak) od 0.8 pg OA
ekvivalenta/kg te ARfD (akutna referentna doza) od 0.3 pug OA/kg (EFSA, 2008a.).

Jednokratna primjena

Nakon pojedinaénih i.p. injekcija u miSeva, raspon dso OA bio je od 192 do 225 pg/kg
(TUBARO i sur., 2008.a). LDso od 352 pg/kg za DTX-2, te relativna jakost od 0.6 procijenjena
u odnosu na OA, koja je pripisana aksijalnoj 35-metilnoj skupini DTX-2 koja bi dovela do nizeg
afiniteta za PP2A (AUNE i sur., 2007.; HUHN i sur., 2009.). L.p. aplikacija OA ili DTX-1 (>
200 i 375 pg/kg) u glodavaca (misevi i Stakori) uzrokovala je oste¢enja na crijevnoj sluznici,

osobito dvanaesniku i gornjem dijelu jejunuma, unutar 15 minuta.
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Ostec¢enja se mogu podijeliti u 3 uzastopna stadija: povecanja propusnost kapilara i
ekstavazacija seruma u laminu propriu vila, degeneracija apsorpcijskog epitela vila i
deskvamacija degeneriranog epitela lamine proprie. U subletalnim dozama, ove su promjene
reverzibilne, te proces oporavka je potpun u roku od 24 sata (TERAO i sur., 1986., 1993.; ITO
i TERAO, 1994.).

Morfoloske promjene izazvane DTX-3-om manje su izrazene i sastoje se samo od
dilatacije cisterni Golgijevog aparata i prisutnosti vezikula u citoplazmi apsorptivnog epitela
(TERAO i sur., 1993.). L.p. injekcija OA, DTX-1 ili DTX-3 kod glodavaca takoder izaziva
oStec¢enje jetre, vakuolizaciju i/ili nekrozu hepatocita (TERAO i sur., 1993.; ITO i TERAO,
1994.; AUNE i sur., 1998.; TUBARO i sur., 2003.). Oste¢enje jetre nakon i.v. aplikacije u
Stakora, sa kongestijom krvi u jetri i otapanjem epitelnih stanica jetre i zu¢i (BERVEN i sur.,

2001.). OA, DTX-1i DTX-3 su p.o. manje toksi¢ni nego i.p..

Peroralnim putem, LDsoza OA kod miSeva je 112 mg/kg (TUBARO i sur., 2003.). Pored
proljeva, znakovi toksi¢nosti sli¢ni su onima koji su primjeceni nakon i.p. aplikacije. DTX-1 i
DTX-3 takoder uzrokuju degeneraciju povrsinskih stanica sluznice zeluca (TERAO 1 sur.,

1993.; ITO i TERAO, 1994.; ITO i sur., 2000.; BERVEN i sur., 2001.).
Ponovljena primjena

Svakodnevno ponavljano peroralno davanje OA miSevima (1 mg/kg/dan tijekom 7 dana)
izazvalo je proljev, gubitak tjelesne teZine, smanjenu potro$nju hrane 1 smrt 2 od 5 miSeva
nakon 5 dana. Toksi¢ni ucinci zabiljezeni su na potrbusnici 1 jetri, dok su ultrastrukturalne

promjene uocene u kardiomiocitima (mitohondriji i vlakna) (TUBARO i sur., 2004.).

2.1.4.4. Mutageno i genotoksi¢no djelovanje

lako OA nije mutagena u S. typhimurium u odsutnosti ili prisutnosti metaboli¢ke
aktivacije, ona je mutagena u razli¢itim eukariotskim stanicama in vitro (AUNE i YNDESTAD,
1993.; FESSARD i sur., 1996.). Nema podataka o genotoksi¢nosti za DTX-2 i DTX-3.
Genotoksi¢ni ucinci od strane OA, poput stvaranja mikronukleusa, zaustavljanja mitoze i
poliploidija uogene su u ljudskim Caco-2 stanicama (LE HEGARAT i sur., 2006.). OA nije

prijavljena ni na jednom od popisa Medunarodne agencije za istrazivanje raka.
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2.1.4.5. Aktivnost koja poti¢e nastanak tumora

OA | DTX-1 su promotori rasta tumora, o ¢emu svjedoce 2 studije karcinogeneze na
misjoj kozi (FUJIKI i SUGANUMA, 1993.) i zlijezdanom Zelucu Stakora (SUGANUMA i sur.,
1992.).

2.1.4.6. Klini¢ka slika

Simptomi DSP-a su uglavnom probavni poremecaji, proljev, mucnina, povracanje i
abdominalni gréevi koji nastaju izmedu 30 min. i nekoliko sati nakon konzumacije
kontaminiranih $koljkasa. Intoksikacija moze brzo oslabiti kroz nekoliko dana, te nisu

zabiljezeni smrtni slucajevi od DSP-a. Potpuni oporavak unatoc lijecenju nastupa za 3 dana.

2.1.4.7. Lijecenje

LijeCenje DSP-a je simptomatsko i potporno u vidu nadoknade tekuéine i elektrolita.
Opcenito, hospitalizacija nije potrebna. Ostale bolesti koje uzrokuju proljev, povezane sa
konzumacijom Skoljkasa, poput bakterijske 1 virusne kontaminacije, treba iskljuciti na temelju

anamneze pacijenata (AUNE i YNDESTAD, 1993.).

2.1.4.8. Analiticke metode i dopusStene koncentracije

Monitoring DSP-a se provodi pracenjem toksina u morskoj hrani: ucestalost uzrokovanja
treba osigurati da kontaminacija ne poraste na opasne razine s obzirom na vrijeme ili mjesto
uzrokovanja. Programi monitoringa takoder bi trebali ocijeniti fitoplanktonske organizme koji
sintetiziraju toksin. Kada se to postigne u stvarnom vremenu, potencijalno toksi¢no "cvijetanje"
moze se otkriti ranije s obzirom na naknadni postupak otkrivanja kontaminacija Skoljaka

pomocu kemijske analize.

Primjer za to je potvrdena OA u ameri¢kim Skoljkama: iako je OA bila kasnije otkrivena
u Teksaskim Skoljkama pomocu LC-MS/MS (DEEDS i sur., 2010.), zetva Skoljaka je
obustavljena zbog otkrivanja "cvijetanja” (Dinophysis) instrumentom “FlowCytobot"
(CAMPBELL i sur., 2010.).

Za analizu DSP toksina razvijene su razli¢ite metode, ukljucujuéi in vivo biotestove i in

vitro biokemijska ili bioloska ispitivanja, kao i neke kemijske analize. MBA je prihvacena
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metoda za odredivanje DSP toksina u Skoljkama, jer moze otkriti sve DSP toksine, iako ostali
lipofilni spojevi mogu interferirati sa njima. Ta metoda procijenjuje vrijeme prezivljavanja za
miseve s i.p. apliciranom suspenzijom ekstrakta Skoljki tijekom 24-satnog razdoblja
promatranja (FERNANDEZ i sur., 2003.).

Imunoloska ispitivanja uklju¢uju Imunoenzimni test (ELISA kitovi su komercijalno
dostupni) ili radioimunotest i imunokromatografski testovi s bo¢nim protokom koji se temelje
na referentnim vrijednostima, te su sada komercijalizirani. Testovi inhibicije proteinske
fosfataze 2A posebno su osjetljivi testovi, temeljeni na mehanizmu djelovanja OA i
komercijalizirani u formatima testnih kompleta. Kemijske metode analize uklju¢uju HPLC,

kapilarnu elektroforezu i LC-MS tehniku (QUILLIAM, 2003.).

Najveca dopustena razina ovih toksina je 160 pg OA ekvivalenata’kg mesa Skoljkasa
(EUROPSKA KOMISIA, 2002.). EFSA je 2008. godine dala misljenje o OA i analozima,
kojim preporucuju da ne bi smjeli prelaziti 45 pg OA-ekvivalenta/kg skoljki kako ne bi
premasili ARfD . Sto se ti¢e kontrole DSP toksina, njihova regulacija u veéini zemalja temelji
se na negativnim rezultatima MBA uzoraka SkoljkaSa. Europska unija postupno ukida MBA
(EUROPSKA KOMISIA, 2011.), koja ¢e biti zamijenjena LC-MS/MS metodom koja je
interlaboratorijski validirana u Europskom referentnom centru za Morske biotoksine (VILLAR-
GONZALEZ i sur., 2011.).

Alternativne ili komplementarne metode mogu biti koriStene ukoliko su validirane;
medutim, postoje bitne prednosti u koristenju LC-MS/MS za pracéenje lipofilnih toksina, jer je

moguce otkriti nekoliko klasa toksina odjednom.

2.1.5. Yessotoksini

Yessotoksini (YTX) su policiklicki eteri u obliku ljestvi koji je prvi put izoliran iz skoljke
Patinopecten yessoensis. YTX i njegovi analozi u poc¢etku su bili uklju¢eni u DSP skupinu, a
otkriveni su s OA 1 ostalim lipofilnim toksinima tijekom ekstrakcije Skoljkasa za biolosku

analizu DSP-a.

Nakon toga, YTX su odvojeno klasificirani i regulirani, jer ne izazivaju proljev. Vise od
30 analoga YTX izolirano je od $koljkasa ili mikroalgi, a do danas je otkriveno oko 100 analoga.
YTX proizvode dinoflagelati poput Protoceratium reticulatum (= Gonyaulax grindley),

Lingulodinium polyedrum (= Gonyaulax polyeda) i Gonyaulax spinifera. Budu¢i da su ove vrste
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algi uobicajene u obalnim vodama mnogih regija, YTX se pojavljuju Sirom svijeta, a uslijed
njihove karakteristicne prehrane filtriranjem, jestive skoljke mogu koncentrirati ove spojeve
(PAZ i sur., 2008.).

HO,SO

HO3SO

Slika 5. Kemijska struktura yessotoksina (GERSSEN i sur., 2010)

2.1.5.1. Toksokinetika

Dvadeset i Cetiri sata nakon p.0. aplikacijeYTX-a u miseva (1 i 5 mg/kg) , najviSe razine
toksina pronadene su u ileumu, a slijede ga kolon, jejunum i duodenum, bubrezi, slezena, srce
1 krv (AASEN i sur., 2011.). Dvadeset i Cetiri sata nakon posljednjeg davanja miSevima (1 mg
YTX/kg/dan tijekom 7 dana), TUBARO i sur. (2008b.) otkrili su srednju koncentraciju YTX-a
u krvi od otprilike 6 ng/ml (5nM) metodom ELISA. Nema podataka o metabolizmu YTX-a.

2.1.5.2. Mehanizam toksi¢nog djelovanja

lako niske koncentracije YTX-a utjeCu na mnoge sustave in vitro, neki od ovih uc¢inaka
nisu potvrdeni in vivo nakon p.o. izlozenosti. Mehanizam djelovanja YTX-a jo$ nije utvrden.
Smatra se da YTX inducira kaspaze koje aktiviraju apoptozu, otvara tranzicijske pore
mitohondrija, narusava odlaganje proteina i fagocitnu aktivnost, kako bi utjecali na citoskeletne
komponente i modulirali unutarstani¢nu razinu Ca?* i CAMP-a. Takoder, YTX smanjuje sréanu

frekvenciju (TUBARO i sur., 2010.).
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2.1.5.3. Toksi¢nost

Nema podataka o trovanju ljudi YTX-ima. Doza od 5 mg/kg je usvojena kao najvisa
razina ne primjecenih nuspojava za akutnu kardiotoksi¢nost YTX-a, temeljenih na rezultatima
svjetlosne mikroskopije u miseva. Uutvrden je ARfd od 25 ng YTX ekvivalenata/kg (EFSA,
2008c.). Samo su YTX, de-sulfo-YTX, homo-YTX i 45-OH-homoYTX podvrgnuti stvarnim

toksikoloskim studijama.
Jednokratna primjena

Nakon i.p. aplikacije u miSeva, vrijednosti LDso varirale su od 100 do 750 pg/kg za YTX
I homoYTX, dok 45-OH-homoYTX nije bio smrtonosan pri 750 pg/kg (TUBARO i sur.,
2010.). Svjetlosnim mikroskopom uocen je samo mali unutarstani¢ni edem u srcu kod Zivotinja
tretiranim s 750 i 1000 pg/kg (AUNE i sur., 2002.). Elektronskim mikroskopom otkriveno je
oticanje kardiomiocita i zaobljeni mitohondriji (TERAO i sur., 1990.; AUNE i sur., 2002.;
TUBARO i sur., 2003.).

Uocena su ostecenja Purkinjeovih stanica malog mozga nakon i.p. injekcije YTX-a (420
pg/kg), ali to nije potvrdeno nakon p.o. primjene (HUNGERFORD, 2006.). Nakon p.o.
primjene, YTX-i su mnogo manje toksi¢ni. Nisu zabiljezeni znakovi toksi¢nosti ili smrtnost
kod miseva nakon akutne primjene YTX-a (0.5-10 mg/kg). Samo su primjecene ultrastrukturne
promjene u miokardu, slicne onima opisanim nakon i.p. injekcije (TERAO i sur., 1990.; AUNE
i sur., 2002.; TUBARO i sur., 2003.).

lako YTX inducira apoptozu in vitro u razli¢itim staniénim linijama, nisu primjeéene
apoptotske promjene u miokardu miSeva TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP

nick end labeling) bojanjem in situ (TUBARO i sur., 2003.).
Ponovljena primjena

Nakon visekratne p.0. primjene kroz 7 dana, nisu zabiljezena uginu¢a, promjene u
ponasanju, rastu ili makroskopske promjene za YTX (1 i 2 mg/kg/dan), homoYTX i 45-OH-
homo YTX (1 mg/kg/dan).

Jedino su zabiljezene ultrastrukturne promjene u kardiomiocitima (zaobljeni mitohondriji
i promjene grani¢nih stanica) (TUBARO i sur., 2004.). Ove ultrastrukturne promjene su takoder
primjecene 30 dana nakon posljednje primjene YTX-a (1 mg/kg/dan), ali nestaju unutar 90 dana
(TUBARO i sur., 2008.b).
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U drugoj studiji, miSevi su bili izloZzeni YTX-u sedam puta u 21 dan (1-5 mg/kg) i
zrtvovani 3 dana nakon posljednjeg tretmana: elektronskim mikroskopom u miokardu nadene

su vakuole pri najve¢im dozama toksina (ESPENES i sur., 2006.).

2.1.5.4. Analiticke metode i dopusStene koncentracije

Zbog nedostatka dokaza o Stetnim ucincima na ljude te znac¢ajno smanjene potentnosti
nakon peroralne primjene u usporedbi s i.p. aplikacijom u miSeva, utvrdena je razina od 1 mg
ekvivalenta YTX/kg Skoljki. Razine YTX-a koje prelaze trenutnu zakonom propisanu najvisu
razinu u EU (1 mg/kg) povremeno su pronadene u Italiji, Norveskoj i Portugalu (DRAISCI i
sur., 1999.; AASEN i sur., 2005a.; VALE i sur., 2008.). Prema istrazivanju EFSE, ukoliko
Skoljke ne prelaze koncentraciju od 3,75 mg Y TX-ekvivalenta/kg Skoljke, smatraju se sigurnim

za potrosa¢e (ALEXANDER i sur., 2009b.).

Za regulatorne potrebe, LC-MS/MS je usvojena kao referentna metoda za otkrivanje

YTX-a u skoljakama u Europskoj Uniji, ali se mogu koristiti i alternativne ili komplementarne

metode (EUROPSKA KOMISIJA, 2011.).

2.1.6. Azaspirna kiselina

Otrovanje Azaspirnom kiselinom (AZP) relativno je nedavna pojava. Prvi put, bolest je
prijavljena 1995. godine u Nizozemskoj kada se osam osoba razboljelo nakon ingestije plavih
dagnji iz Irske. Zrtve su razvile simptome vrlo sliéne simptomima DSP-a, unato¢ niskom

sadrzaju OA i njegovih derivata. Nakon toga, otkrivena je grupa Azaspirnih toksina.

Stukturalna shema prvog AZP toksina, azaspiracid 1 (AZA1l), otkrila je njegovu
poliestersku strukturu s jedinstvenim spiralnim prstenom, ciklickim aminom i karboksilnom
kiselinom. Identificirano je vise od 30 analoga, ali AZA1, AZA2 i AZA3 su najzastupljeniji
prema pojavnosti 1 toksi¢nosti (TWINER 1 sur., 2008.; EFSA, 2008.b).

AZA-i, prvi puta identificirani u plavim dagnjama (M. edulis), pronadeni su i u drugim
Skoljkama, ukljucujuci druge Mytilus vrste, kamenice (Crassostrea gigas i Ostrea edulis),
cesljace (Pecten maximus i Argopecten purpuratus), src¢anke (C.edule), ostale skoljke (Tapes
phillipinarium, Ensis siliqua i Donax spp.) i kod rakova (Cancer pagurus) (TWINER i sur.,
2008.; LOPEZ-RIVERA i sur., 2010.).
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Izvjes¢a o trovanjima AZA-om 1i/ili kontaminiranom Skoljkom dokumentirana su u
nekoliko europskih zemalja, ukljucujué¢i Irsku, Ujedinjeno Kraljevstvo, Norvesku,
Nizozemsku, Francusku, Spanjolsku i Italiju. lzvor AZA-a su dinoflagelati Azodinium
spinosum. lako su uglavnom otkriveni u zapadnoj Europi, nedavno se pojavljuju i u

sjeverozapadnoj Africi, Isto¢noj Kanadi i jugu Amerike.

AZP je vrlo rasprostranjena, ali je rijetko dijagnosticirana jer su njezini gastrointestinalni
simptomi vrlo sli¢ni simptomima DSP-a ili otrovanjima bakterijskim enterotoksinima (FUREY
i sur., 2010.).

(AZAf) H H CH, H
(AZA2) H CH, CH, H
(AZA3) H H H H
(AZA4) OH H H H
(AZA5) H H H  OH

Slika 6. Kemijska struktura azaspirnih kiselina (FAO, 2004.)
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2.1.6.1. Toksokinetika

AASEN i sur. (2010., 2011.) utvrdili su apsorpciju AZA1 nakon akutnog p.o. davanja
miSevima (100-300 pg/kg). Uoceno je povecanje koncentracije toksina ovisno o dozi u tkivima,
a nakon 24 sata najvise razine AZA1 pronadene su u gastrointestinalnim tkivima (Zeludac >
duodenum> jejunum> ileum> debelo crijevo); u ostalim organima redoslijed je bio: pluc¢a>
srce> jetra, dok je u mozgu toksin bio u tragovima. Nakon 7 dana, razina AZA1 znacajno se
smanjila u svim organima, osim u bubrezima. Najveca koli¢ina toksina bila je u jetri, a slijede
je bubrezi, pluca, slezena i srce. Nakon 24 sata, ukupna koli¢ina toksina u unutarnjim organima

bila je otprilike 2% primjenjene doze.

2.1.6.2 Mehanizam toksi¢nog djelovanja

Mehanizam djelovanja AZA-¢ nije jasan. Medutim, zabiljezeno je nekoliko u¢inaka na in
vitro stani¢ne kulture za AZA1, ukljucujuéi izmjene citoskeleta i smanjene bazene F-aktina, s
ireverzibilnim ucincima nakon povlacenja toksina; medustani¢nih proteina i razgradnje E-
kadherina; aktivacije/apoptoze; smanjenje kolesterola na membrani; modulacija citosolnog
Ca?" i CAMP-a; i promjena ekspresije razli¢itih stani¢nih proteina i metabolizma energije, kao
i signalizacija neuronskih stanica (RYAN i sur., 2008.; VILARINO, 2008.; FUREY i sur.,
2010.).

AZA-om inducirani F-aktin i izmjene citoskeleta i medustani¢nih proteina mogle bi biti
odgovorne za neke od in vivo toksi¢nih u¢inaka, poput gastrointestinalne toksi¢nosti i proljeva.
Moguc¢i faktor koji pridonosi povecanoj sekreciji u proljeva izazvanog AZA-om, je povecana
paracelularna propusnost crijevnog epitela, kako sugeriraju nalazi in vitro u ljudskim crijevnim

stanicama Caco-2.

Zapravo, promjene u razini i lokalizaciji medustani¢nih proteina, koji su ukljuceni u
regulaciju funkcije crijevne barijere povezani su sa pove¢anom paracelularnom propusnoscu
(RYAN i sur., 2008.; JAMES i sur., 2010.).

2.1.6.3. Toksi¢nost

LOAEL je procijenjena na 1.9 ug AZA1 ekvivalenata/kg i ARfd (akutna referentna doza) od
0.2 ug AZA1/kg (EFSA, 2008b.).

Jednokratna primjena
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I.p. ubrizgavanjem, ustanovljena je letalna doza AZA1 u miSeva od 200 pug/kg; AZA2 i
AZA3 su toksi¢nije (110, odnosno 140 pg/kg) te manje toksiéne AZA4 (470 ng/kg) i AZAS (<
1 mg/kg). lako je proljev glavni simptom kod ljudi, AZA, i.p. aplicirana ne izaziva proljev kod
miseva. Prije uginuc¢a, miSevi su pokazivali progresivnu paralizu udova, dispneju i konvulzije

(JAMES i sur., 2004.; TWINER i sur., 2008.).

Nakon peroralne primjene AZA1 ( >300 pg/kg) u miSeva, primjecena je nekroza lamine
proprie tankog crijeva, timusa, slezene i Peyerovih ploca (nekroti¢ni T i B limfociti). Moguce
su i promjene u obliku masne jetre. Autori su pretpostavili da je peroralna toksi¢nost 2.5 puta

veca od one nakon i.p. injekcije, ali nema dostupnih podataka o LDso (ITO i sur., 2000.).

Nakon subletalnog doziranja AZA1 u miseva (100-300 pg/kg), patoloske promjene
otkrivene su u duodenumu nakon 24h (blago stani¢no odvajanje na vrhovima vila, Sirenje kripta
i nekroti¢ne/apoptoticke promjene u lamini proprii i neutrofilna infiltracija) te nestaju nakon 7

dana (AASEN i sur., 2010.). Nema podataka o peroralnoj toksi¢nosti za AZA analoge.
Ponovljena primjena

Nakon ponovljenih p.o. primjena subletalnih doza AZA1 (250-450 pg/kg), kod nekih
miSeva je nastupila smrt i ozbiljni gastrointestinalni, pluéni i jetreni problemi koji su perzistirali
duze vrijeme kod miseva koji su prezivjeli. Ponovljena peroralna primjena AZA1 jednom ili
dva puta tjedno (20-50 pg/kg tijekom 10-20 tjedana) uzrokovala je intersticijsku pneumoniju,

skracenje crijevnih vila 1 smrt nekih miSeva.

Tumori pluca su se razvili u 4/20 miSeva tretiranih s 20 ili 50 pg AZA1/kg, ali potrebne
su daljnje studije da se potvrdi kancerogenost ovog toksina (ITO i sur., 2002b). Nema podataka
o genotoksi¢nosti i nema konacnih zakljucaka 0 toksi¢nosti za ljude (EFSA, 2008.b; TWINER
i sur., 2008.).

2.1.6.4. Lijecenje

Simptomi otrovanja ljudi ukljuéivali su mucninu, povracanje, teSke proljeve i
abdominalne gréeve (JAMES i sur., 2010.). Kao 1 za DSP, niti za AZP nije dostupan specifi¢ni

protuotrov. Lijecenje je samo simptomatsko i potporno.
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2.1.6.5. Analiticke metode i dopusStene koncentracije

Europska unija je utvrdila maksimalnu ukupnu razinu azaspirne kiseline od 160 ug
ekvivalenta AZA1/kg jestivog mesa (EUROPSKA KOMISIJA, 2002.).

Bioloski test na miSevima ili Stakorima moze otkriti AZA-e s ograni¢enjem detekcije od
oko 160 ng/kg, ali moguce je da drugi lipofilni toksini interferiraju sa njima. Europska upotreba
MBA za AZA-e se postupno ukida, a zamijenjuje se LC-MS/MS metodologijom odobrenom
za OA i druge lipofilne morske toksine (VILLAR-GONZALEZ i sur., 2011.).

Alternativne ili komplementarne metode mogu se koristiti nakon medunarodne validacije

(EUROPSKA KOMISHNA, 2011.).

2.1.7. Pektenotoksini

Pektenotoksini (PTXs) su hepatotoksi¢ni spojevi koji su u pocéetku bili klasificirani kao
DSP toksini, jer su ¢esto bili otkriveni zajedno s tim spojevima u skoljakama i fitoplanktonu.
Unato¢ ¢injenici da je PTX derivat povezan sa bolestima koje uzrokuju proljeve u Australiji,
stvarni dijarogeni potencijal PTX-a i stvarna prijetnja zdravlju za konzumente kontaminiranih
dagnji nisu jasni (EFSA, 2009b.; DOMINGUEZ i sur., 2010.).

PTX-1 su polieterski makrolidi koji sadrze spiroketalnu skupinu, tri suptituirana oksolana,
bi-cikli¢ki ketal i Sestero¢lani ciklicki hemiketal. Otkriveni su u $koljkama 1/ili fitoplanktonu iz
mnogih dijelova svijeta, uklju¢ujuéi Japan, Australiju, Novi Zeland i Europu. Prvi slucaj
otkrivanja DSP toksina u Europi dogodio se u sjevernom Jadranskom moru (Obala Emilia-

Romagna), koji je otkriven u dinoflagelatu Dinophysis fortii (DRAISCI i sur., 1996.).

Vise od 20 PTX analoga identificirano je u fitoplanktonu ili $koljkama, a niz njih potjece
od maticnog PTX-a koji se metabolizira u Skoljkama. Najc¢es¢i PTX u algama je PTX-2,
sintetiziran od dinoflagelata iz roda Dinophysis. Oni se nakupljaju u probavnim Zlijezdama
Skoljkasa koje se hrane filtriranjem, poput CeSlja¢a (Patinopecten yessoensis), zelenousne
dagnje (Perna canaliculus), plave dagnje (M.galloprovincialis i M.edulis), sr¢anke (C. edule) i
pipi skoljke (Donax delatoides), nakon filtracije stanica roda Dinophysis (MUNDAY, 2008b.;
SUZUKI, 2008.; DOMINGUEZ i sur., 2010.).
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Slika 7. Kemijska stuktura pektenotoksina-2 (PTX2) (GERSSEN i sur., 2010.)

2.1.7.1. Toksokinetika

Distribucija PTX-2 i PTX-2 seco kiseline proucavana je na miSevima nakon p.o. i i.p.
aplikacije. Nakon p.o. unosa, oba toksina pronadena su u sadrzaju gastrointestinalnog trakta i/ili
izmeta, samo je mali dio toksina pronaden u gastrointestinalnom tkivu, a izuzetno mala koli¢ina
PTX-2 seco kiseline pronadena je u jetri. Nakon i.p. ubrizgavanja, raspodjela toksina bila je
sli¢na, s ne§to veéom prisutno$éu u jetri i uo¢ljivih razina u krvi i bubrezima. Stovise, znatna
koli¢ina PTX-2 pretvorena je u PTX-2 seco kiselinu iz 7-epi-PTX-2 seco kiseline. Stoga se

smatra da se PTX-ovi ne apsorbiraju lako nakon oralnog unosa (MUNDAY, 2008b.).

2.1.7.2. Mehanizam djelovanja

Mehanizmi hepatotoksi¢nog djelovanja PTX-a jo$ nisu poznati. PTX-ovi su citotoksi¢ni
za nekoliko stani¢nih linija, a dokazano je da PTX-1 i PTX-2 izazivaju apoptoticke ucinke. In
vitro studije otkrile su poremecaj citoskeleta aktina pomoc¢u PTX-1, PTX-2 i PTX-6. Nadalje,
PTX-6 je izmjenio razinu cAMP-a u ljudskim limfocitima (LEIRA i sur., 2002.; ESPINA i
RUBIOLO, 2008.; DOMINGUEZ i sur., 2010.).

2.1.7.3. Toksi¢nost

PTX-ovi su povezani s teSkim bolestima koje karakterizira proljev diljem svijeta.
Medutim, iako su Skoljke ukljuene u oOtrovanje sadrzavale PTX-2 seco kiselinu,

gastrointestinalni problemi kasnije su pripisani esterima OA. Posljedi¢no tome, nema dostupnih
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dokaza o gastrointestinalnim ili drugim Stetnim u¢incima PTX-a za ljude. Za crijevnu toksi¢nost

kod miseva, utvrden je LOAEL od 250 pg/kg i ARfd od 0.8 pg/kg (EFSA, 2009.b).
Jednokratna administracija

Nakon i.p. aplikacije misevima, LDso PTX-a bio je 250 pg/kg (PTX-1 i PTX-11), 219-
260 pg/kg (PTX-2), 350 pg/kg (PTX-3), 770 pg/kg (PTX-4) i 500 pg/kg (PTX-6), dok je LDsg
od PTX-7, PTX-8, PTX-9, PTX-2 seco kiseline i 7-epi-PTX-2 seco kiseline bio veci od 5
mg/kg. Stoga se ¢ini da oksidacija supstituenta u C-18, koja se dogada u probavnim zlijezdama
skoljki, smanjuje toksiénost PTX-a (DRAISCI i sur., 2000.; DOMINGUEZ i sur., 2010.).
Primjecen je hepatotoksi¢ni uéinak kod miseva koji sisaju za PTX-1, kao i za PTX-1, PTX-2 i
PTX-6 za odrasle miseve i Stakore. Niti jedan od toksina nije izazvao proljev i nije uoceno
oSte¢enje na crijevnoj stijenci kod miseva koji sisaju nakon i.p. aplikacije do 1 mg PTX-1/kg.
S druge strane, PTX-1 i -2 uzrokovali su povecanu propustljivost kapilara u probavnom traktu,
skupljanje tekucine u grudnom kosu 1 perikardu te ascites kod odraslih miseva 1 Stakora (375
pa/kg) (TERAO i sur., 1986., 1993.). Uoceni su i hepatotoksi¢ni ucinci za PLT-6, koji su
uzrokovali ozbiljna krvarenja u jetri, dok PTX-2 uzrokuje kongestiju jetre zbog poremecaja
cirkulacije (ITO i sur., 2008.). Iako su neki podaci o toksi¢nosti PTX-a nakon p.o. primjene
kontroverzni, TERAO i sur. (1993.) su primjetili da PTX-1 i PTX-2 (750 pg/kg) ne izazivaju
promjene na crijevima Stakora 1 miSeva. Nisu zabiljezeni smrtni ishodi i proljevi za PTX-2,
PTX-2 seco kiselinu i PTX-6 kod miSeva u dozi od 5 mg/kg (MILES i sur., 2004.; ITO i sur.,
2008.). Nakon p.o. primjene PTX-6 stakorima (2 mg/kg), primjecene su erozije na jejunumu
uzrokovane edemom. Osim toga, nije primjecena sinergisti¢na toksi¢nost PTX-6 s OA ili PTX-

2 nakon p.o. primjene na misevima (ITO i sur., 2008.).

2.1.7.4. Analiticke metode i dopuStene koncentracije

Europska unija nije postavila maksimalnu razinu samo za PTX u Skoljkama, jer se
utvrdena razina od 160 pg/kg jestivih dijelova odnosi na zbroj PTX-a i toksina koji uzrokuju
dijareju i OA grupe (EUROPSKA KOMISIJA, 2002.). Medutim, prema preporuci EFSA-e
PTX-i bi se trebali klasificirati pojedinacno, te s obzirom na to EFSA je predlozila dopustenu

razinu od 120 pg/kg PTX2 ekvivalenata (GERSSEN i sur., 2010.).

MBA moze otkriti PTX-ove, ali ne i seco kiseline. Prisutnost drugih lipofilnih toksina,

poput AZA i DSP toksina, moze se otkriti pomocu misjeg biotesta. Buduci da se PTX-i
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sintetiziraju od strane istih mikroalgi koje sintetiziraju OA 1 njezine derivate, vrlo je vazno

razlikovati ove dvije skupine toksina.

LC-MS/MS je usvojen u Europskoj uniji kao referentna metoda za otkrivanje PTX-1 i

PTX-2 u Skoljkama, ali alternativne ili komplementarne metode, poput imunokemijskih

ispitivanja, mogu se koristiti ako su ispravno validirane (EUROPSKA KOMISIJA, 2011.).

2.1.8. Cikli¢ki imini

Ciklicki imini su skupina makrocikli¢nih spojeva sa iminskom- i spiro- skupinom koja je
otkrivena pomo¢u MBA zbog svoje iznimno velike letalnosti. Ti toksini ukljuuju spirolide,
gimnodimine, pinnatoksine, pteriatoksine i prorocentrolide, ali njihov nac¢in djelovanja jos nije
u potpunosti shva¢en (CEMBELLA i KROCK, 2008.; MUNDAY, 2008.c). Nekoliko spirolida,
koji posjeduju spiro-, triciklicku strukturu etera i iminsku ili aminsku skupinu, identificirani su
u Skoljkama i fitoplanktonu.To su spirolidi A-G i njihovi derivati, medu kojima su spirolidi E i
F netoksi¢ni metaboliti proizvedeni u Skoljkama. (HU i sur., 1996.; FALK i sur., 2001.; AASEN
i sur., 2005b.).

Spirolidi, koje proizvode dinoflagelati Alexandrium ostenfeldii nakupljaju se u skoljkama
koje se hrane filtriranjem, poput dagnja, kamenica i dr. $koljaka. Otkriveni su u SAD-u, Kanadi,
Cileu, Norveskoj, Danskoj, Skotskoj, Spanjolskoj, Francuskoj i Italiji (CELMBELLA i sur.,
2001.; MUNDAY, 2008.c; ALVAREZ i sur., 2010.).

Gimnodimine, koji sadrze spiro- i iminsku- skupinu, strukturno su povezani sa
spirolidima, sintetiziraju dinoflagelati roda Gymnodinium (Karenia) i akumuliraju se u
Skoljkama poput kamenica (C. gigas, Tiostrea chilensis), zelenousne dagnje (Perna
canaliculus), plave dagnje (M. edulis) i dr. skoljke (Pecten novaezelandiae), ali se takoder
nakupljaju i u tkivima izvan probavne Zlijezde. Ovi toksini su otkriveni na Novom Zelandu 1

drugim zemljama poput Tunisa i Kanade (MUNDAY, 2008.c).

Pinnatoksini su spojevi koji se sastoje od 20-¢lanog prstena sa 5,6-biciklo, 6,7-azaspiro,
I 6,5,6-triketalne skupine u njihovoj strukturi. Nakupljaju se u skoljkama roda Pinna, koja je
¢esta hrana u Japanu i Kini. U tim zemljama, konzumiranje tih $koljaka uzrokovalo je otrovanje
ljudi §to se u pocetku pripisalo pinnatoksinima (KURAMOTO 1 sur., 2004.), ali se kasnije
pokazalo da su onecis¢ene vrstama Vibrio (FAO / 10C / WHO, 2005.).
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Pteriatoksini su strukturno sli¢ni pinnatoksinima, razlikujuéi se po tome $to boc¢ni lanac
cikloheksenila zavrsava u cisteinu. Pretpostavlja se da se pteriatoksini biotransformiraju iz

pinnatoksina u Skoljkama (EFSA, 2010.).
Ostali ciklicki imini podrijetla od algi su cikli¢ki polieteri prorocentrolidi i njegov

analogni prorocentrolid B koje proizvode dinoflagelati roda Prorocentrum (MUNDAY,
2008.c).

N H H H Pinnatoksin Pteriatoksin

Prorocentrolid

Slika 8. Kemijska struktura ciklickih imina (MOLGO i sur., 2017.)

2.1.8.1. Toksokinetika

Nema podataka o apsorpciji, metabolizmu, distribuciji 1 eliminaciji ciklickih imina.
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2.1.8.2. Mehanizam toksi¢nog djelovanja

Mehanizam djelovanja ciklickih imina nije u potpunosti poznat. Bioloske studije o
spirolidima pretpostavljaju da su njihova glavna mjesta toksi¢nog djelovanja hipokampus i
mozdano deblo, s tim da toksini djeluju kao antagonisti muskarinskih receptora i slabi aktivatori
transmembranskih kalcijevih kanala L-tipa (GILL i sur., 2003.; SLENO i sur., 2004.;
WANDSCHEER i sur., 2010.). Cini se da je aktivna farmakofora ovih spojeva - cikli¢ki iminski
dio, jer spirolidi E i F, koji nemaju tu strukturu su neaktivni (LUCKAS i sur., 2005.).

S druge strane, gymnodimin blokira miSi¢ne i neuronske nikotinske receptore acetilkolina
(MUNDAY 1 sur., 2004.; KHARRAT 1 sur., 2008.), te takoder i pinnatoksini djeluju na te
receptore neuromuskularnog spoja (EFSA, 2010.; ARAOZ i sur., 2011.).

2.1.8.3. Toksicnost

Nije dokumentiran niti jedan sindrom otrovanja ¢ovjeka od cikli¢kih imina. Zbog
nedostatka odgovarajuéih kvantitativnih podataka o peroralnoj toksi¢nosti za ciklicke imine,
ARfd nije utvrden od strane Europske komisije za sigurnost hrane i kontaminanta u
prehrambenom lancu (EFSA, 2010.).

Jednokratna aplikacija

Nakon i.p. aplikacije u miSeva, spirolidi su uzrokovali smrt u roku od nekoliko minuta,
Sto je prethodilo neurotoksiénim simptomima kao $to je piloerekcija, abdominalni gréevi,
hiperekstenzija leda i1 zakrivljenje repa (GILL 1 sur., 2003.; CIMINIELLO i FATTORUSSO,
2004.). 1.p. aplikacijom, spirolidi B i D su sli¢nog toksi¢nog potencijala, dok su spirolidi E i F
u kojima je unistena ciklicko iminska cijelina, mnogo manje toksi¢ni. LDsp u miSeva za
mjesavinu spirolida utvrdena je na priblizno 40 pg/kg nakon i.p. aplikacije, sa smrtnosti
otprilike 25 puta vecom od one nakon p.o. primjene (LDsp =1 mg/kg). Vrijednosti LDsg za p.o.
aplikaciju za c¢isti desmetil spirolid C i 20-metil spirolid G bile su u rasponu od 157-176 pg/kg
(CEMBELLA i sur., 2002.; MUNDAY, 2008c.). Za i.p. aplikaciju u miSeva, LDso za
gymnodimin je bio od 96 pg/kg, te je izazivao paralizu i respiratorne tegobe (MUNDAY i sur.,
2004.). Nakon prisilne aplikacije pomocu cijevi, izraunat je LDso od 755 pg/kg, ali nije
opazena toksi¢nost ako je toksin davan s mljevenom suspenzijom hrane u razini koja odgovara
dozi od otprilike 7500 pg/kg (MUNDAY i sur., 2004.). I.p. aplikacijom u miSeva, LDso za
pinnatoksine, koji su nedavno izolirani iz Japanskih Skoljki, utvrdeno je: E (45 pg/kg), F (16
ug/kg), G (50 pug/kg). Prije smrti, miSevi su bili hipoaktivni, abdominalno disali, istezali
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straznje noge, imali nisku frekvenciju disanja i1 egzoftalmiju (SELWOOD i sur., 2010.). Podaci
0 akutnoj i.p. toksi¢nosti pteriatoksina kod miseva sastoji se od LDgg pteriatoksina A (100
ug/kg), koji je bio toksi¢niji od smjese (1:1) pteriatoksina B i C (LDgg = 88 pg/kg) (MUNDAY,
2008c.). Letalitet za prorocentrolide, aplicirane i.p. u miSeva, utvrden je na razini od 400 ug/kg,

pri Cemu je smrt nastupila unutar nekoliko minuta (TORIGOE i sur., 1988.).

2.1.8.4. Analiticke metode i dopusStene koncentracije

Iako su cikli¢ki imini smrtonosni za miSeve ako se apliciraju i.p. i kontaminiraju Skoljke
u razli¢itim podrucjima svijeta, nije zabiljezen nijedan slucaj Stetnih uc¢inaka na ljude. Prema
tome, za njih ne postoji maksimalna dopustena razina (EFSA, 2010.). Nadalje, radena je studija
na uzorcima iz 8 zemalja (Italija, Portugal, Slovenija,gpanjolska, Irska, Norveska, Nizozemska
i Danska), gdje su se tijekom 2 godine sakupljali uzorci sirovih i preradenih $koljkasa i
analizirali na LC-3200QTRAP and LC-HRMS masenom spektrometru. Dobiveni rezultati
utvrdili su niske koncentracije samo 2 cikli¢ka imina (0,1-12 pg/kg pinnatoksina G i 26—66
Ma/kg 13-desmetilspirolida C, te je na temelju dobivenih rezultata utvrdeno da je vrlo malo
vjerojatno, da postoji potencijalni rizik za zdravlje konzumacijom morskih plodova
(RAMBLA-ALEGRE i sur., 2018.).

MBA se tradicionalno koristila za utvrdivanje ciklickih imina u kontaminiranih Skoljkasa,
a zbog njihove visoke i.p. toksi¢nosti, ti spojevi kompliciraju upotrebu MBA za lipofilne
toksine. Druge metode za kvantificiranje ovih toksina, kao §to je LC-MS, imaju moguénost
otkriti pojedinacne ciklicke imine, ali nijedna od postojecih metoda nije formalno potvrdena
(EFSA, 2010.).

2.2. Ostali otrovi morskih organizama

2.2.1. Palitoksin i njegovi analozi

.....

koralja Palythoa toxica na Havajima. Topiv je u vodi, sadrzi dugu, djelomi¢no nezasi¢enu
alifatsku polihidroksiliranu okosnicu s razmaknutim ciklickim eterima, 64 kiralna centra i dvije

amidne skupine.
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PLTX i niz njegovih analoga, kao homoPLTX, bishomoPLTX, neoPLTX, deoxyPLTX i
42.hydroxyPLTX naknadno su identificirani u vrstama Palythoa. Stovise, PLTX i njegovi
analozi, ukljucujuci ostreocin-d, mascarenotoksin-a, -b i —c i ovatoksin-a, -b, -c, -d i —e
identificirani su u bentoskim dinoflagelatima iz roda Ostreopsis, za koji postoji pretpostavka
da su izvor palitoksina, dok u istrazivanjima autora KATIKOU (2008.) i CIMINIELO i sur.

(2011.) se spominju bakterije kao izvor.

Ove vrste cvjetaju u tropskim i suptropskim obalnim vodama, ali njihova distribucija je
u posljednjih nekoliko godina izuzetno porasla i u umjerenim vodama, poput Sredozemnog
mora (RHODES, 2011.). Takoder, Niz otrovanja kod ljudi povezan je s PLTX-ovima te
razli¢itim nadinima unosa, iako ¢esto nedostaju podaci koji potvrduju izravnu vezu izmedu
bolesti i PLTX-a. Pojava toksi¢nih vrsta Ostreopsis moze rezultirati nakupljanjem PLTX-a u
jestivim morskim organizmima. Bolest i smrtni ishodi u ljudi koji proizlaze iz konzumacije
rakova i riba kontaminiranih ili sumnjivih na kontaminaciju PLTX-om zabiljeZeni su u tropskim

i subtropskim podru¢jima.

Palitoksin

Slika 9. Kemijska struktura palitoksina (PATOCKA i STREDA, 2002.)

2.2.1.1. Toksokinetika

Nema farmakokinetickih/toksikokinetickih ispitivanja na PLTX-ima. PokusSaj koriStenja

Caco-2 stani¢nih linija za predvidanje apsorpcije ometala je njegova citotoksi¢nost (PELIN i
sur., 2011.).
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2.2.1.2. Mehanizam toksi¢nog djelovanja

Glavno mjesto toksi¢nog djelovanja na molekularnoj razini PLTX-a je Na*/K" -ATPaza,
membranska pumpa ukljuc¢ena u odrzavanje transmembranskih ionskih gradijenata zivotinjskih

stanica, esencijalna za stani¢ne funkcije.

Interakcija PLTX-a s Na*/K* -ATPazom inducira promjenu u konformaciji proteina koja
rezultira konverzijom u neselektivni kanal za monovalentne katione. Stoga se "vrata" na dvije
strane membrane simultano otvaraju sa posljedi¢nim ulaskom Na* u stanice i izlaskom K iz
stanice, uzrokuju¢i depolarizaciju i izazivaju¢i niz Stetnih bioloskih ucinaka (WU, 2009.;

ROSSINI i BIGIANI, 2011.).

2.2.1.3. Toksi¢nost

Oboljenja ljudi pripisana PLTX-ima pojavila su se nakon konzumiranja morskih plodova,
ali 1 nakon udisanja te kozZnih i sistemskih izloZenosti aerosoliziranoj morskoj vodi za vrijeme
cvjetanja alge Ostreopsis ili od rukovanja zoantidima u akvarijima. Otrovanja p.o. putem, s

ponekim fatalnim ishodom, dogodili su se u tropskim i subtropskim podru¢jima.

Stvarni toksikoloski potencijal PLTX-a tek treba u potpunosti procijeniti (TUBARO i
sur., 2011a.). Unato¢ ogranicenim toksikoloSkim podacima o PLTX-ovima, utvrdena je akutna
oralna referentna doza (ARfD) od 0.2 pg/kg (zbroj PLTX-a i ostreocina-d) koristenjem
podataka o eksperimentalnoj toksi¢nosti (EFSA, 2009.a).

Jednokratna aplikacija

Akutna toksi¢nost PLTX-a za sisavce ovisi o putu izlozenosti. PLTX je najotrovniji
putem parenteralne primjene. Zec, pas rezus majmun i $takor su najosjetljivije vrste na PLTX
nakon i.v. primjene, dok je mi§ najmanje osjetljiv, iako postoje velike razlike u procijenjenim
vrijednostima LDsp (0.025-0.53 pg/kg). To je iz razloga §to su se koristili preparati PLTX-a
razlicite Cistoce, posebno u prvim studijama. PLTX je manje toksican i.p. nego i.v. primjenom,
s vrijednostima LDso kod miseva u rasponu od 0.31 do 1.5 pg/kg (i.p. toksi¢nost za miseve,
PLTX-ovog analoga ostreocina-d bila je niza (letalna doza > 4 pug/kg)). Vrijednosti LDso PLTX-
a za I.p. primjenu sli¢ne su onima nakon i.m. i s.c. primjene. PLTX-ovi su takoder vrlo toksi¢ni
nakon intratrahealne instilacije: Smrtonosna doza PLTX-a i ostreocina-d bila je veca od 2,
odnosno 11-13 pg/kg (WILES i sur., 1974.; ITO i YASUMOTO, 2009.). PLTX je puno manje

toksi¢an nakon primjene p.o. putem: kod miSeva vrijednosti LDso iznose 510 i 767 ug/kg
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(MUNDAY, 2008a., SOSA i sur., 2009.). Usporedena letalnost u miSeva za 42-hidroksi-PLTX
iznosi LDso = 651 pg/kg, dok za ostreocin-d nije bilo letalnih sluc¢ajeva pri dozama od 300
pa/kg (ITO 1 YASUMOTO, 2009.). PLTX i ostreocin-d (200 pg/kg) takoder su toksi¢ni nakon
sublingualne primjene u miseva (ITO 1 YASUMOTO, 2009.).

Nakon i.p. primjene u miSeva, primjeCene su adhezije u peritoneumu sa ascitesom i
dilatacijom tankog crijeva. Histoloski, toksin je uzrokovao pojedina¢nu stani¢nu nekrozu u srcu
te nekrozu timusa i limfocita slezene. Krvarenje, edemi i nekroze su takoder pronadeni u
tankom crijevu. Elektronskom mikroskopijom uoceno je nakupljanje mitohondrija i odvajanje
organela u miocitima, gubitak mikrovila u tubulima bubrega i vakuolizacija pankreasnih
acinusnih stanica (TERAO i sur., 1992.; ITO i sur., 1996.). Injekcija ostreocina-D i.p. uzrokuje
erozije Zeluca i crijeva (ITO 1 YASUMOTO, 2009.).

Intratrahealna instilacija PLTX-a kod miSeva uzrokovala je alveolarna krvarenja, pluéne
edeme, gastrointestinalne erozije i glomerularnu atrofiju. Sli¢ne ozljede pluca su uocene na
misevima koji su tretirani ostreocinom-d, ali su pokazali sporiji napredak i oporavak nego od
onih tretiranim PLTX-om (ITO i YASUMOTO, 2009.). Nakon oralne primjene PLTX-a,
zabiljezene su povecane razine kreatin fosfokinaze, laktat dehidrogenase 1 aspartat
transaminaze u krvnoj plazmi. Na histoloskoj razini, uo¢ena je upala potrbusnice u miseva koji
pozive 24h nakon aplikacije; ostale nespecificne promjene tkiva zabiljezene su u jetri i
gusteraci, dok stanice srca i skeletnog misica otkrivaju samo ultrastrukturne promjene vidljive
elektronskim mikroskopom (SOSA 1 sur., 2009.). Sli¢ni nalazi su zabiljezeni kod miseva
tretiranim 42-hidroksiPLTX-om, gdje je zabiljezen porast kalijevih iona u plazmi (TUBARO i
sur., 2011b.). Primjena PLTX-a na mi§jem uhu uzrokuje iritaciju, a iznos doze koja uzrokuje
eritem u 50% miSeva bila je 0.02 pg/uhu (FUJIKI 1 sur., 1986.).

Ponovljena primjena

Nakon ponovljene i.p. aplikacije PLTX-a u miseva (0.25 pg/kg, pet puta tjedno; ukupne
injekcije: 5, 10, 15, 1 29), zabiljeZeni su proljevi 1 peritonitis nakon 29 doza (60% miSeva).
Takoder, uoc€ena je 1 nekroza limfocita timusa 1 slezene. Osim toga, smanjena tezina timusa i

povecana tezina slezene zabiljezeni su nakon 10-15 doza. Te su promjene bile reverzibilne

unutar 1 mjeseca nakon 29. doze (ITO i sur., 1997.).
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2.2.1.4. Mutageno i genotoksi¢no djelovanje

PLTX je bio negativan u Amesovim mutagenim testovima koriste¢i sojeve Salmonella
typhymurium sa ili bez mikrosomske aktivacije. Nadalje, nije djelovao kao pokretac¢ testa in
vitro BALC/c3T3 transformacije stanica ili u mi$joj kozi in vivo (FUJIKI i sur., 1986.;
MUNDAY, 2011.).

2.2.1.5. Aktivnost koja potice tumore

PLTX je promotor rasta tumora, §to dokazuje ispitivanja kancerogeneze u dvije faze: na
misjoj kozi i in vitro BALB/c3T3 ispitivanje stani¢ne transformacije (FUJIKI i sur., 1986.;
MUNDAY, 2011.).

2.2.1.6. Klini¢ka slika

Najces¢i simptomi ukljucuju gastrointestinalne poremetnje, mijalgiju, gréeve misica,
sréane disfunkcije, respiratorne probleme i cijanozu s rabdomiolizom (sa poviSenim serumskim
razinama kreatin fosfokinaze i mioglobinurijom) kao naj¢es¢om prijavljenom komplikacijom.
Nedavni slucajevi otrovanja ljudi bili su povezani sa inhalacijskom, koZznom ili sistemskom
izlozenosti nakon izravnog kontakta s aerosoliziranom morskom vodom tijekom cvjetanja vrste
Ostreopsis u Europi ili tijekom odrZzavanja akvarija koje sadrze zoanthide. U tim slucajevima,
najces¢i simptomi bili su respiratorni distres, iscjedak iz nosa, kasalj 1 vru€ica 1 u ponekim

sluajevima 1 dermatitis.

2.2.1.7. Lijecenje

Identifikacija 1/ili kvantifikacija toksina ¢esto je nepotpuna ili nedostaje, a slucajevi
otrovanja se pripisuju PLTX-ima na osnovi simptoma, anamneze i okolisnim/epidemioloskim
podacima (postupanje sa zoantidima i ingestija odredene vrste riba ili rakova) (TUBARO i sur.,
2011a.).

LijeCenje otrovanja PLTX-om uglavnom je potporno i ovisi 0 putu unosa. Nakon
peroralnog unosa, mogu se primijeniti tretmani poput lavaze Zeluca, prisilna diureza, umjetno
disanje i tekucinska terapija, ali u nekim slu¢ajevima se ne mogu sprijeciti smrtni ishodi. Nakon

inhalacijskog/koznog izlaganja mogu se koristiti kortikosteroidi, NSPUL, antihistaminici,
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nebulizirani B-agonisti 1/ili terapija kisikom radi ublazavanja simptoma, uz oporavak u roku od

nekoliko sati ili dana (TUBARO i sur., 2011.a).

2.2.1.8. Analiticke metode i dopusStene koncentracije

Unato¢ povecanju pojava vrsta Ostreopsis koje proizvode PLTX u umjereno toplim
obalnim podruc¢jima, ne postoje propisi za PLTX-ove u Skoljkama. Nadalje, iako su prijavljena
cvjetanja vrste Ostreopsis u Francuskoj, Grékoj, Italiji i Spanjolskoj, vrlo je malo podataka da

se napravi procjena izlozenosti putem hrane PLTX toksinima u Europi (EFSA, 2009.).

Uzimajuéi u obzir nedostatak kvantitativnih podataka o toksi¢nosti PLTX-a kod ljudi i
LOAEL od 200 pg PLTX/kg za akutnu oralnu toksi¢nost na miSevima kao referentnu tocku,
ARTD od 0.2 pg/kg, primijenjenu na zbroj PLTX-a i ostreocina-d, utvrdenu od strane Europske
agencije za sigurnost hrane, 30 pg/kg se predlaze kao dopustena koncentracija u mesu $koljkasa
(EFSA, 2009a.).

Za otkrivanje PLTX-a u skoljkama, razvijena su ispitivanja na stani¢noj razini poput
analize citotoksi¢nosti na stanicama neuroblastoma i test hemolize, ali do Ssada nisu

standardizirani.

Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti i LC-MS/MS su obecavajuéi alati za
detekciju PLTX-a. Medutim, potrebna je njihova optimizacija i validacija, kao i razvoj
certificiranih referentnih materijala i standarda (EFSA, 2009a.; CIMINIELLO i sur., 2011.).

2.2.2. Ciguatoksini i maitotoksini

U tropskim podrucjima, mnoge vrste riba koje sadrZze ove toksine, mogu izazvati
neuroloske, gastrointestinalne i ponekad kardiovaskularne simptome otrovanja. Prehrana ovim
kontaminiranim ribama, u ljudi uzrokuje ciguateru, otrovanje morskom ribom koja uzrokuje
razli¢ite i dugotrajne zdravstvene probleme. lako je ovo otrovanje rijetko fatalno (0.1%),

procijenjuje se da svake godine oboli vise od 25000 Ijudi.

Ciguatera otrovanje karakteriziraju umjereni do teski gastrointestinalni simptomi
(povracanje, proljev i gréevi u trbuhu), neuroloski znakovi (mialgija, parestezija, alodinija i
ataksija), pruritus i manje uobicajeni kardiovaskularni simptomi. Gastrointestinalni simptomi
karakteriziraju prvu fazu otrovanja i prevladavaju u podru¢ju Karipskog mora. Simptomi se

obi¢no pojavljuju u roku od 2-12 sati od ingestije kontaminirane ribe, a to su uglavnom
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mucnina, povracanje, proljev i abdominalna bol. Neuroloski simptomi su karakteristi¢ni za
podrucje Pacifika i razvijaju se unutar 21 sata, iako jacina simptoma moze varirati ¢ak i1 kod
pacijenata koji jedu istu ribu. Klini¢ki simptomi kroni¢ne ciguatere (CC), koji utjecu na oko
5% zrtvi ciguatera toksina su umor, artralgija, mijalgija, glavobolja i pruritus. Abnormalnosti
imunoloskog sustava zbog CC-a zajedno sa sindromom sistemnog upalnog odgovora
primjeceni su u nekoliko pacijenata s kroni¢nim bolestima (SHOEMAKER i sur., 2010.).
Takoder, smatra se da su depresija i anksioznost povezani sa CC-om (ISBISTER | KIERNAN,

2005.). Kardiovaskularni simptomi, iako ne bas Cesti, ukljuc¢uju bradikardiju i1 hipotenziju.

U pocetku, simptomi ovakve vrste otrovanja mogu sli¢iti trovanju $koljkama ili hranom
kontaminiranom mikroorganizmima, stoga su nam anamnesticki podaci vrlo vazni. Blazi
slucajevi ciguatere Cesto se pogre$no dijagnosticiraju kao uobicajene bolesti npr. gripa ili
prehlada. lako su simptomi hladne alodinije indikativni za ciguateru, potrebno je uzeti u obzir
i druge diferencijalne dijagnoze neuropatija (GLAZIOU i LEGRAND, 1994.; ISBISTER i
KIERNAN, 2005.).

Ciguatoksini (CTX) ulaze u prehrambeni lanac preko epifiticnog bentoskog dinoflagelata
Gambierdiscus toxicus. Ova vrsta je ¢esta u vodama koraljnih grebena i Zivi na temperaturama
od 20 do 34 °C, u uvjetima niskog saliniteta i dubinama od 3-15 metara. Njen rast je povecan u
podruc¢jima gdje dolazi do degradacije uzrokovane prirodnim ili ljudskim faktorima. Razli¢iti
sojevi G. toxicusa proizvode kemijski razli¢ite lipo- i vodotopljive toksine, nazvane
cigustoksini (CTX) i maitotoksini (MTX) (LEHANE i LEWIS, 2000.; LEWIS, 2001.).

Zbog toga $to nije sasvim razjasnjena uloga MTX-a u ciguateri, ova dva toksina se
tretiraju zasebno. Akumulacija ovih toksina kroz prehrambeni lanac ide preko biljojednih riba
koji unesu G. toxicus, te ih pojedu ribe mesozderke. CTX-i su koncentrirani u unutarnjim
organima (jetra, crijeva i gonade) i u ribljim misi¢ima, dok su MTX-i ograniCeni samo na
unutarnje organe. Pacificke i Karipske grebenske vrste povezane sa ciguaterom su Lutjanidae
(crveni grgec i zubatac), Serranidae (grebenska kirnja sa Velikog koraljnog grebena, lubin i
kirnja), Ephinephelus ( bakalari, cvijetni i tockasti bakalari), Lethrinidae (carevi), Muraenidae
(murine), Scombridae (skuse, Spanjolske skuse i tune), Carangidae (bitnice) i Sphyraenidae
(barakude) (LEHANE i LEWIS, 2000.; YASUMOTO, 2001.; ISBISTER i KIERNAN, 2005.).

Ciguatera je endemicna u suptropskim i tropskim regijama zapadnog Indijskog i
Pacifickog oceana i1 u podrucju Karipskog mora (LEHANE 1 LEWIS, 2000.). Prva izbijanja
ciguatere blizu zapadne obale Afrike i Kanarskih otoka (BOADA i sur., 2010.), dogodila su se
2004. 1 2008.-2009. godine, najvjerojatnije zbog klimatskih promjena. Jedan od glavnih razloga
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Sirenja ciguatere iz tropskih podrucja je trgovina ribom. Epidemioloska karakterizacija
ciguatera toksina je ograni¢ena nedostatkom laboratorijskih testiranja kojim bi se potvrdila
prisutnost toksina (LEWIS 1 sur., 2000.). Predlozeno je takoder ispitivanje uloge morskih
cijanobakterija u ciguatera otrovanjima (GOLUBIC i sur., 2010.).

2.2.2.1. Ciguatoksini

Toksini odgovorni za ciguateru su CTX, polieteri topljivi u lipidima i termostabilni,
sastavljeni od 10-14 prstenova u ljestvicastu strukturu, sli¢ni strukturi brevetoksina (PbTxs).
Prisutne su strukturne razlike CTX-ova izoliranih u razli¢itim regijama, tako da Pacific¢ki (P-
CTX) i Karipski (C-CTX) CTX-i se spominju odvojeno (LEHANE i LEWIS, 2000.;
YASUMOTO, 2001.).

Pacificki CTX-i su najpotentniji i najviSe istrazivani, stoga se oznaka Pacifickog oceana
toksiénost uzoraka izrazava se u ekvivalentima CTX1B. Cak i medu Pacifickom grupom CTX-

a, postoji znacajna regionalna raznolikost medu CTX profilima kongenera (YOGI i sur., 2011.).

Mnogo godina se mislilo da je oksidacija manje toksi¢nih spojeva koje sintetiziraju alge
(CTX4A i CTX3C), enzimima citokroma u jetri ribe (LEHANE i LEWIS, 2000.;

CTX oblika koji su zasluZni za ekspanziju ciguatere u Pacifickoj regiji (prvenstveno CTX1B 1
51-hydroxyCTX3C). Medutim, YOGI i sur. utvrdili su da neki oksidirani oblici CTX-a takoder
se izravno pojavljuju u G. toxicus, ukljucujuéi 52-epi-54.deoxyCTX1B, 54-deoxyCTX1B i 51-
hydroxyCTX3C. Dakle, uloga ribljeg metabolizma i krajnje toksi¢nosti CTX-a u hranidbenom

lancu mora se preispitati.
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R1 R2

P-CTX-1: 'CH,0OHCHOH OH
P-CTX-3 (P-CTX-2):  'CH,OHCHOH H
P-CTX-4B (P-CTX-4A); 'CH,CH H

P-CTX-3C

C-CTX-1 (C-CTX-2)

Slika 10. Kemijska struktura pacifickih (P) i karipskih (C) ciguatoksina (FAO, 2004.)

2.2.2.1.1. Toksokinetika

O apsorpciji, distribuciji, metabolizmu i ekskreciji CTX-a dostupni su samo ogranic¢eni
podaci. Vec¢ina podataka o toksokinetici nije dobivena iz stvarnih studija, nego Cesto proizlazi
iz izravnih klini¢kih istrazivanja ili hipotetiziranih shema na temelju kemijskih svojstava CTX-
a. Apsorpcija peroralnim putem ovih toksina zbog svoje lipofilnosti trebala bi biti potpuna ili
gotovo potpuna. Smatralo se da bi CTX mogao prodrijeti kroz kozu i mukozne membrane zbog
ucinaka na ljude prilikom lokalnog izlaganja (LEHANE i LEWIS, 2000.). CTX-i mogu proci
kroz placentu (PEARN i sur.,1982.), izlu¢uju se u majcino mlijeko, iako hiperestezija bradavica
moze ometati dojenje (BAGNIS i LEGRAND, 1987.). Krv miSeva koji su bili izlozeni
subletalnoj dozi C-CTX-1, sadrzavala je koncentracije toksina od 0.25i 0.12 ng/mL, 30 minuta
i 12 sati nakon izlaganja (BOTTEIN DECHRAOUI i sur., 2005.).
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2.2.2.1.2. Mehanizam toksi¢nog djelovanja

CTX-i povecavaju propusnost stanice za natrij, naponski osjetljivih natrijevih kanala
(CESTELE i CATTERALL, 2000.), koji se otvaraju pri normalnom potencijalu membrane.
Stoga se da zakljuciti da CTX-i utjeCu na razne mehanizme za povecanje ekscitabilnosti
membrane. Oni takoder induciraju mobilizaciju intracelularnih Ca?* iona i poti¢u oticanje
stanica. Uc¢inci CTX-a najizrazeniji su u zivcima (LEWIS i sur., 2000.). Djelovanje
ciguatoksina i njegovih prekursora ovisi o strukturi toksina, s ve¢im utjecajem gambiertoksina

(P-CTX4B) na K" nego na Na* kanale (SCHLUMBERGER i sur., 2010.).

2.2.2.1.3. Toksi¢nost

Izbijanja ciguatere samo ponekad uzrokuju smrtne ishode. Postmortem analizom nalazi
se akutna visceralna kongestija sa eozinofilnim nekroticnim lezijama u jetri (gledano
svjetlosnim mikroskopom) i ultrastrukturnim promjenama u suralnom zivcu sa oteenjem
Schwannovih stanica, aksonalnom kompresijom i vezikularnom degeneracijom mijelina
(LEHANE i LEWIS, 2000.; TERAO, 2000.).

CTX-1B predstavlja rizik za zdravlje u koncentracijama ve¢im od 0.1 pg/g (PEARN,
2001.), Sto se donekle slaZze s objavljenim podacima od 0.175 pg/g (OSHIRO 1 sur., 2010.).
Pacijenti s bradikardijom i hipotenzijom mogu zahtjevati intenzivnu njegu, jer pojava
kardiovaskularnih simptoma ima lo§ prognosticki znafaj. Smatra se da kardiovaskularni
simptomi mogu biti rezultat pozitivnog inotropnog ucinka i reakcije miokarda na

unutarstani¢no povecanje kalcija (LEHANE i LEWIS, 2000.; LEWIS i sur., 2000.).
Jednokratna primjena

Nakon jednokratne primjene na miSevima, toksi¢nost je bila sli¢na nakon peroralne ili
intraperitonealne aplikacije, $to nam ukazuje na gotovo potpunu p.o. apsorpciju. P-CTX-i i C-
CTX-i pokazuju razlicite potentnosti pri i.p. aplikaciji. Vrijednosti LDso, nakon i.p. aplikacije
misevima su 0.25, 2.310.9 g/kg za P-CTX-1, -2, -3 te LDso za C-CTX-1 i -2. vrijednosti su 3.6
i 1.0 pg/kg. Intraperitonealna injekcija ili peroralna aplikacija P-CTX-1 ili P-CTX-4C (0.7

Mg/kg) kod miseva izazivaju slicne znakove otrovanja.

Ciljni organi su srce, srz nadbubrezne zlijezde, autonomni Zivci i penis. Analiza
svjetlosnim mikroskopom pokazuje izrazito oticanje i fokalnu nekrozu sréanih misiénih stanica.

Takoder, primjecena je degeneracija stanica u srzi nadbubreznih Zlijezdi. Izrazeni edem pluca,
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sa kongestijom alveolarnih prostora i bronhiola, uoceni su kod miseva sa teSkom dispnejom.
Kontinuirana erekcija prisutna je kod 15% miSeva koji su intoksicirani ciguatoksinom
(LEHANE i LEWIS, 2000.; TERAO, 2000.). Hipotermija je takoder uo¢ena kod miSeva, a
toksogenomske studije pokazuju da nakon toga slijedi aktiviranje puteva detoksikacije faze I i
faze Il (MOREY i sur., 2008.).

Koristenjem misjih makrofaga, pokazalo se da CTX-i moduliraju mRNA ekspresiju
proupalnih i protuupalnih citokina i inducibilne sintaze duSi¢nog oksida, a u govedim

kromafinskim stanicama poti¢u izlu¢ivanje kateholamina (NGUYEN — HUU i sur., 2010.).
Ponovljena primjena

Nakon ponovljene intraperitonealne i peroralne aplikacije (100 ng/lkg P-CTX-1 ili P-
CTX-4C) tijekom 15 dana, uo¢eno je oticanje sr¢anih stanica i stanica endotela krvnih kapilara
u srcu. lako pojedinacne doze istih toksina nisu izazvale promjene koje bi bile vidljive
makroskopski, svijetlosnim mikroskopom, ¢ak ni na ultrastrukturalnim razinama srca misa,
ponavljana primjena CTX-a rezultirala je teSkim morfoloskim, ali reverzibilnim sréanim
promjenama. Na ultrastrukturalnoj razini, promjene izazvane ponovljenim davanjem CTX-a
bile su sli¢éne onima kod miseva koji su primali CTX jednokratno (700 ng/kg ili vise) (TERAO,
2000.).

2.2.2.1.4. Klinicka slika

U svom tipi¢nom obliku, ciguateru karakterizira pojava intenzivnog povracanja, proljeva
1 bolova u abdomenu u roku od nekoliko sati od ingestije ribe, ali neuroloski simptomi su ipak
najistaknutiji i najduze traju. Ukljuuju poremecaje osjetila, kao $to su generalizirani svrbez,
utrlnulost oko usta, dugotrajna slabost 1 umor, i neobi¢na osjetilna nelagoda koju izazivaju

hladni podrazaji (hladna alodinija).

2.2.2.1.5. Lijecenje

Za lijeCenje ciguatere postoji samo potporno i simptomatsko lijeCenje npr. tekucinska
terapija i kontrola elektrolita, jer antidot nije dostupan. Rijetke kardiovaskularne komplikacije,
kao bradikardija 1 teSke hipotenzije mogu zahtjevati intenzivno lijecenje. NajCesSca terapija u
akutnim fazama je i.v. infuzija manitola, ali su objavljeni kontroverzni podaci 0 njegovoj

ucinkovitosti: provedeno je istrazivanje u kojem nema razlike izmedu tretmana manitolom i
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fizioloSkom otopinom. Takoder, lokalni anestetici 1 antidepresivi mogu biti korisni u lijecenju

(LEHANE i LEWIS, 2000.; LEWIS, 2001.; ISBISTER i KIERNAN, 2005.).

2.2.2.1.6. Analiticke metode i dopusStene koncentracije

Najcesce koriStena metoda za pracenje je MBA, na temelju klinickih znakova (izrazena
hipotermija) i uginuca, promatrano do 48 sati nakon i.p. aplikacije 20 mg ekstrakta iz ribljeg
misi¢a. Zbog slabe osjetljivosti, ovaj test ne moze otkriti prisutnost CTX-a u ribama
kontaminiranim niskim dozama ciguatere (LEHANE i LEWIS, 2000.).

Razvoj modernih metoda za otkrivanje CTX-a je bilo vrlo komplicirano, jer su pro¢iséeni
toksini rijetko dostupni, ¢ak i u malim koli¢inama. LEWIS i sur. (2009.) opisali su brzu
proceduru detekcije CTX-a za LC-MS/MS, a veliki napredak napravili su YOGI i sur. (2011.)
u otkrivanju 16 razli¢itih oblika CTX-a pomocéu 12 toksinskih standarda sintetiziranih ili
izoliranih iz prirode.

omogucavajuéi brzu procjenu toksicnosti CTX u ekstraktima ribe (MANGER 1 sur., 2007.).
Iako su ispitivanja citotoksi¢nosti i vezanje korisna u istrazivanjima i analizama ciguatere,
ukljucujuéi radioimunolosku analizu i imunoenzimni test (ELISA), joS uvijek postoji potreba
za jednostavnim dijagnostickim testovima i metodama za CTX ( DICKEY i PLAKAS, 2010.).
Pokusaji razvoja komercijalno dostupnog brzog testa za CTX-ove imali su probleme sa lazno
pozitivnim i lazno negativnim rezultatima i nisu bili sluzbeno odobreni od AOAC-a

(HUNGERFORD, 2009.; WONG i sur., 2005.).

Ukupna sinteza CTX3C 1 fragmenata dominatnog toksina CTX1B pokazuju obecavajuce
rezultate u buducéem razvoju "sandwich" ELISE temeljene na 2 sinteticka fragmenta
(TSUMURAYA i sur., 2010.). Medutim, krizna reaktivnost antitijela (dobivenih od CTX3C)

za CTX1B nije dovoljna da se omogu¢i primjena za ispitivanje toksicnih riba.

U travnju 2011., Americka Uprava za lijekove i hranu utvrdila prve regulatorne
(preporucene) razine za ciguatoksine na 0.01 ng C-CTX1 ekvivalenata/g ribe za Pacifik i 0.1
ng C.CTX1 ekivalenata/g ribe za Karibe (DICKEY i PLAKAS, 2010.; FDA, 2011.). Ove
vrijednosti odredene su procjenama epidemija ciguatere u ljudi koristenjem podataka iz
ispitivanja citotoksi¢nosti N2A (MANGER i sur., 1993.) u kombinaciji sa LC-MS/MS
(DICKEY I PLAKAS, 2010.) te iz rasprava izmedu stru¢njaka za Sjedinjene Americ¢ke Drzave,

Japana i Australije.
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2.2.2.2. Maitotoksini
MTX, spoj topiv u vodi, izoliran zajedno sa CTX-om smatra se jednim od biotoksina koji
uzrokuju ciguateru (YASUMOTO, 2001.). Medutim, budué¢i da je koli¢ina u mesu ribe

neznatna i peroralna toksi¢nost je vrlo niska, maitotoksin ima ograni¢enu ulogu u pojavi
ciguatere (ESTACION, 2000.; YASUMOTO, 2000.).

MTX, koji se naziva i MTX-1, je policiklicki polieter s izuzetkom biopolimera, najveci
izolirani prirodni spoj ¢ija je struktura dobro poznata (C164H256068S2Na2; molekularna masa
(MW) = 3422) (YASUMOTO, 2001.).

Proizvodi ga epifitski dinoflagelat Gambierdiscus toxus i akumulira se u ribljoj jetri ribe
kirurga i papigace. MTX je prvi puta otkriven u utrobi ribe Ctenochaetus striatus (maito — naziv
koji potjece s Tahitija), po kojoj je MTX dobio ime. Analozi MTX-a (MTX-2, MW=3298; i
MTX-3, MW=1060) su proc¢is¢eni od sojeva G. toxicus (HOLMES i LEWIS, 1994
BOUAKCHA i sur., 1997.; TERAO, 2000.).

Maitotoksin

Meo Me Meo H

Slika 11. Kemijska struktura maitotoksina (NICOLAOU, 2011.)
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2.2.2.2.1. Toksokinetika

Nema podataka o apsorpciji, distribuciji, biotransformaciji i eliminaciji MTX-a.

2.2.2.2.2. Mehanizam toksi¢nog djelovanja

MTX je moéan aktivator unosa Ca?" preko neselektivnih kationskih kanala u velikom
broju stanica, §to uzrokuje porast razine unutarstani¢nog Ca?* koji pokreée procese ovisne o
kalciju, ukljucujuéi stanié¢nu smrt (ESCOBAR 1 sur., 1998.; ESTACION, 2000.; MORALES-
TLALPAN i VACA, 2002.).

2.2.2.2.3. Toksi¢nost
Toksi¢nost MTX-a kod ljudi nije jasna, jer njegova uloga u nastanku ciguatere nije u potpunosti
razjasnjena (ESTACION, 2000.).

Jednokratna primjena

Nakon i.p. aplikacije misevima, LDsp MTX-a bio je 500 ng/kg (YASUMOTO, 2000.).
I.p. aplikacija MTX-a u miseva (200-400 ng/kg) i Stakora (400 ng/kg) uzrokuje promjene na
zelu€anoj sluznici, sréanom misicu 1 limfoidnom tkivu, kao 1 porast kortizola u plazmi koji

sudjeluje u involuciji limfoidnog tkiva (TERAO, 2000.). Takoder je zabiljezen hipotermicki
uc¢inak nakon i.p. aplikacije u Stakora (338 ng/kg) (GORDON i RAMSDELL, 2005.).

Ponovljena primjena

Svakodnevno ponavljana i.p. aplikacija MTX-a misevima (45 ng/kg u trajanju od 13
dana) rezultirala je atrofijom limfoidnog tkiva, smanjenim cirkulirajuéim leukocitima i
serumskim imunoglobulinima M razreda, kao i poveéanjem udjela kalcija u adrenima i
kortizola u plazmi (TERAO, 2000.).

2.2.2.2.4. Analiticke metode i dopuStene koncentracije

lako se MTX akumulira u utrobi biljojednih riba i najvjerojatnije ima marginalnu ulogu
u nastanku ciguatere, ne smije se se zanemariti s obzirom na praksu jedenja ribe bez uklanjanja
njihovih unutarnjih organa (YASUMOTO, 2000.). Dakle, vrlo je vazna detekcija MTX-a u
ribama 1 fitoplaktonu, stoga su u skladu s time razvijene metode temeljene na tekucinskoj
kromatografiji visoke djelotvornosti (HPLC) i zonskoj elektroforezi (FESSARD i sur., 1994.;
LEWIS i sur., 1994.; VAN DOLAH i sur., 1994.; BOUAICHA i sur., 1997.).
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Nadalje, prema istrazivanju TAGIALATELA i sur. (1990.), izvjesno je da bi mogao biti
osmisljen test na temelju depolarizacije sinaptosomske plazma membrane pomo¢u MTX-a i

boje osjetljive na napon.

2.2.3. Brevetoksini

Brevetoksini (PbTx) su neurotoksi¢ni polieteri koje proizvode dinoflagelati iz roda
Karenia (uglavnom K. brevis, ranije poznat kao Gymnodinium breve ili Ptychodiscus breve)
koji uzrokuju "crvenu plimu" duz obale Floride i Meksic¢kog zaljeva. Ovo Stetno cvjetanje mora
uzrokuje masovni pomor riba i ostalih morskih organizama. Takoder, uzrokuju respiratorne
tegobe nakon inhalacije morske prasine i iritacije o¢iju i koze nakon kupanja u moru. Uginuéa
delfina i lamantina se dovode u vezu sa PbTx-ima nadenih u morskom hranidbenom lancu
(FLEWELLING i sur., 2005.). Budu¢i da su skoljke otporne na PbTx i akumuliraju ove spojeve,
njihova ingestija moze izazvati stanje koja se naziva otrovanje neurotoksi¢nim skoljkama
(NSP) (LANDSBERG, 2002.).

PbTx-ovi su termostabilni policiklicki eterski spojevi topivi u lipidima, grupirani u dvije
vrste (A i B) prema njihovim strukturama, najmanje 15 PbTx moze se naéi u kulturama i
prirodnim cvjetovima K. brevis (PLAKAS i DICKEY, 2010.). Metabolizam toksina unutar
Skoljaka, prvi su utvrdili ISHIDA i sur. (2004), no danas su informacije opseznije (PLAKAS i
DICKEY, 2010.), te se zna da postoje raznoliki metaboliti brevetoksina, od kojih su neki

.....

.....

Nakon epidemije NSP-a, pojavili su se dodatni metaboliti brevetoksina identificirani u
ljudskom urinu. Ostale vrste Karenia su bile uklju¢ene u NSP, a za neke rafidofite (Chattonella
marina, C. antiqua, Fibrocapsa japonica i Heterostigma akashiwo) utvrdeno je da proizvode
spojeve sli¢ne brevetoksinu, ali nema dokumetniranih slu¢ajeva NSP-a uzrokovane tim vrstama
(LANDSBERG, 2002.; HALLEGRAEFF, 2003.; CIMINIELLO i FATTURUSSO, 2004.).

Cvjetanje vrste Karenia pojavilo se uglavnom u Meksickom zaljevu, gdje je NSP
povijesno ograni¢en, ali povremeno cvjetanje povezano sa NSP-om, takoder je zabiljezeno uz
srednju i juznu obalu Atlantika SAD-a i Novom Zelandu. Skoljkasi koji uzrokuju NSP su
uglavnom kamenice, sr¢anke i dagnje (LANDSBERG, 2002.).
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Slika 12. Kemijska struktura brevetoksina (tip A i B) (VILARINO, 2018.)

2.2.3.1. Toksokinetika

Nakon peroralne primjene [3H] - oznacenog PbTx-3 Stakorima, utvrdeno je da se toksin
distribuira u sve organe te se koncentrira uglavhom u jetri. Eliminira se u ekvivalentnim
koli¢inama putem urina i izmeta: otprilike 80% doze izluci se u roku od 7 dana (u prvih 48 sati,
PbTx-3 se izlucuje putem fecesa, a nakon toga uglavnom putem urina) (CATTET i GERACI,
1993.).

Nakon i.p. aplikacije PbTx-3 misevima, koncentracija toksina u krvi bila je maksimalna
izmedu 0.5 14 sata. Nakon 24 sata, smanjena je za jednu trecinu, te je jos uvijek bila detektibilna
1 nakon 7 dana. Znacajan dio PbTx-3 u krvnoj plazmi veze se za lipoproteine visoke gustoce
(FAIREY i sur., 2001.; WOOFTER 1 sur., 2003., 2005.). Kod Stakora, nakon i.p. aplikacije
PtPx-2 i PtBx-3, toksini su detektirani u krvi unutar 1 sata, a za PbTx-2 je karakteristican brz

metabolizam i eliminacija urinom tijekom 24 sata (RADWAN i sur., 2005.).

l.v. primjena obiljezenog PbTx-3 §takorima pokazala je da se toksin vrlo brzo uklonio iz
krvi (<10% je ostalo nakon 1 minute) i distribuirao uglavnom do jetre, skeletnih misSic¢a i
gastrointestinalnog trakta (18, 70 i 8 % doze nakon 30 minuta). U roku od 24 sata, koncentracija

PbTx-3 u skeletnim miSi¢ima se smanjuje na 20% doze, dok u jetri ostaje konstantna te
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poveéana u gastrointestinalnom traktu i fecesu, zbog izlu¢ivanja putem Zuéi. Sestog dana se
izlucilo otprilike 14% toksina putem urina i 75% u izmetu, takoder u viSe oblika polarnih

metabolita (POLI i sur., 1990.).

Intratrahealnom instilacijom [3H] - oznacenog PbTx-3 Stakorima, utvrdeno je da vise od
80% doze bude uklonjeno iz plu¢a u roku od pola sata i distribuirano po cijelom tijelu (49%),
crijevima (32%) i jetri (8%). Krv, mozak i mast su sadrZavali najmanje razine toksina. Otprilike
20% pocetne razine toksina se zadrzavalo u tkivima 7 dana. Ve¢ina PbTx-3 se izluCuje u roku

od 48 sati izmetom (60%) 1 mokra¢om (30%) (BENSON i sur., 1999.).

Takoder, nakon intratrahealne instilacije kod miSeva, PbTx-3 se brzo distribuira u tkiva,
uglavnom u jetru i gastrointestinalni trakt, dok se 90% ekskrecije dogada unutar 4 dana urinom
(11%) i izmetom (64%) (TIBBETTS i sur., 2006.). Nakon ponavljane inhalacije PbTx-3 stakora
u vremenu od 5 ili 22 dana, otkrivene su male koliCine toksina u slezeni i peribronhalnom

limfoidnom tkivu, kao 1 u jetri u kojoj nije doslo do nakupljanja brevetoksina (BENSON i sur.,

2004., 2005.).

Koznom primjenom [3H] - ozna¢enog PbTx-3 na svinjskoj kozi ustanovljen je vrlo brz
prodor toksina u dermis, s maksimalnom dermalnom akumulacijom za 4h (KEMPPAINEN i
sur., 1991.)

2.2.3.2. Mehanizam toksi¢nog djelovanja

PbTx i BTX se vezu na 5. mjesto o podjedinice 0 naponu ovisnih natrijevih kanala u
stani¢nim membranama (CESTELE i CATTERALL, 2000.). Ovi se kanali normalno otvaraju
kao odgovor na depolarizaciju membrane 1 nakon toga se deaktiviraju, vrac¢ajuci se u zatvorenu
konfiguraciju tijekom repolarizacije membrane. Vezanje toksina otvara naponski ovisne
natrijeve kanale zbog negativnog pomaka akcijskog potencijala, sto rezultira kontinuiranim
prilivom Na® i depolarizacijom membrane. Takoder, postoje alteracije u normalnim
promjenama konfiguracije o0 naponu ovisnih natrijevih kanala tijekom procesa
depolarizacije/repolarizacije. One utjeCu na membranska svojstva ekscitabilnih stanica i osnova

su neurotoksi¢nih uéinaka toksina.

Studije vezanja receptora sa sinoptosomskim pripravcima iz mozga bolesnika pokazale
su tritirano vezanje PbTx-3 s afinitetom nesto nizim od onog kod S$takora i slicno onom od
ekscitabilnih tkiva riba (TRAINER i BADEN, 1999.; CIMINIELLO i FATTURUSSO, 2004.).

Ostali simptomi koji utjeCu na bronhokonstrikciju i/ili imunoloske u¢inke na respiratorni trakt
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povezani su sa stimulacijom oslobadanja neurotransmitera i degranulacijom mastocita, kao i s
inhibicijom lizosomalnih proteinaza fagocitnih stanica, poznatijih kao katepsini (ABRAHAM
i sur., 2005.; BADEN i sur., 2005.).

2.2.3.3. Toksi¢nost

Konzumacija PbTx-a i njihovih metabolita koji se nalaze u kontaminiranim $koljkama,
moze izazvati NSP sindrom Kkoji se o¢ituje sli¢no kao ciguatera, ali je manje opasan. Simptomi
se javljaju u roku od 30 minuta do 3 sata, traju nekoliko dana, a uklju¢uju muc¢ninu, povracanje,
proljev, groznicu, znojenje, glavobolje, slabost miSi¢a i bolove u zglobovima, parestezija,
aritmije, otezano disanje, midrijazu, dvostruki vid, probleme u govoru i gutanju. Moguci su
slucajevi pojave kome, ali nisu zabiljezeni smrtni ishodi ili kroni¢ni simptomi (BADEN i
ADAMS, 2000.; ISBISTER i KIERNAN, 2005.). Zbog krhkosti stanica Karenia, PbTx moze
biti otpusSten u morsku vodu 1 aerosoliziran vjetrom, s moguénoscu inhalacije spojeva koji
uzrokuju repiratorne tegobe i iritacije ociju i sluznice respiratornog trakta. Naravno, ovi
simptomi su reverzibilni ukoliko se napusti kontaminirano podrucje. Glavni toksin odgovoran
za respiratorne probleme je PbTx-3. Tijekom plivanja, direktan kontakt s toksi¢nim spojevima
moze uzrokovati iritaciju koze, nosa i o¢iju (LANDSBERG, 2002.).

Jednokratna aplikacija

Nakon i.p. aplikacije miSevima, LDsg od PbTx -1, -2, -3 bili su 100, 200 i 170 pg/kg.
Simptomi uklju¢uju trenutnu nadrazljivost, nakon ¢ega slijedi paraliza zadnjeg dijela, dispneja,
salivacija, suzenje, mokrenje, defekacija i smrt od respiratorne paralize (LANDSBERG, 2002.;
FAO/IOC/WHO, 2005). LDso nakon p.o. primjene misevima krece se od 520 pg/kg za PbTx-3
do 6600 pg/kg za PbTx-2 (FAO / 10C / WHO, 2005.). PbTx-3 uzrokovao je tremore pracene
izrazitim miSi¢nim kontrakcijama ili fascikulacijama, podizanjem repa, otezanim disanjem i

smréu (VAN APELDORN i sur., 2001.).
Ponovljena primjena

Provedena su istrazivanja ponavljane izlozenosti PbTx- ima u Stakora nakon udisanja
PbTx-3. Izlozenost 500 ug PbTx-3/m? inhalacijom na nos 0.5 ili 2 h/ dan tijekom 5 dana (Sto
odgovara 8.3 1 33 pg/kg/dan) izazvala je smanjenje tjelesne teZine pri najvecoj dozi, ali nije bilo
oStecenja tkiva niti znakova citotoksi¢nosti i upala u bronhoalveolarnoj tekucini dobivenom
BAL-om. Takoder, dulje izlaganje Stakora inhalaciji PbTx-3 u trajanju od 22 dana (Sto odgovara

0.9 1 5.8 png/kg/dan) pokazalo je slicne rezultate: smanjenu tjelesnu tezinu u obje skupine

54



Stakora, supresiju humoralnog imuniteta, kao i minimalnu alveolarnu hiperplaziju makrofaga i
poveéan broj retikulocita u krvi (BENSON i sur., 2004., 2005.).

Toksi¢nost za ribe i ostale morske zivotinje

PbTx su snazni ihtiotoksini koji su odgovorni za uginuée milijarde riba tijekom godina.
Smatra se da se ovi toksini apsorbiraju kroz $krge, ali ingestija i smrtni ishod se mogu dogoditi
u prisutnosti oko 250 K. brevis stanica/mL. Znakovi intoksikacije u riba ukljucuju nasilno
uvijanje, nepravilno plivanje, defekaciju i regurgitaciju, paralizu prsne peraje, zakrivljenost
kaudalne peraje, gubitak ravnoteze, vazodilataciju, konvuzije i smrt zbog zatajenja disanja.
Kroni¢no intoksicirane ribe pokazuju vrlo malo patoloskih promjena osim blage hemolize.
Kroni¢na hemoliza je otkrivena zbog postojanja anemije, cijanoze, Viskozne Krvi,
splenomegalije, hemosideroze jetre i dehidracije. Ptice se nerijetko nalaze na umoru ili uginule,
osobito kormorani s dvostrukim grimizom, mali ronac, mala crnika, delfini i lamantini
(LANDSBERG, 2002.).

2.2.3.4. Klini¢ka slika

Simptomi NSP-a su akutni gastrointestinalni i neuroloski simptomi, ukljucujué¢i muéninu,
povracanje, proljev, drhtavicu, znojenje, glavobolju, slabost miSi¢a i bolovi u zglobovima,
parestezije, aritmije, otezano disanje, midrijaza, dvostruki vid i poteskoce u gutanju i govoru.
Oporavak nastupa za 2 ili 3 dana te do sada nisu prijavljeni fatalni ishodi NSP-a (BADEN i
ADAMS, 2000.; HALLEGRAEFF, 2003.; ISBISTER i KIERNAN, 2005.).

2.2.3.5. Lijecenje

Lijecenje je simptomatsko i potporno. Oporavak se o¢ekuje za 2 ili 3 dana (VAN APELDORN
i sur., 2001.).

2.2.3.6. Analiticke metode i dopusStene koncentracije

U Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama i drugim zemljama uspostavila se regulatorna
razina od 80 pg PbTx-3 ekvivalenta/100g skoljki. Monitoring NSP toksina se provodi pomocu
MBA, zasnovanog na vremenu prezivljavanja miSeva nakon i.p. aplikacije ekstrakta Skoljkasa.
Brevetoksini se intenzivno metaboliziraju u Skoljkama, a metode koje se koriste za pracenje

Skoljki za brevetoksine su ELISA I LC-MS/MS alternative (PLAKAS i DICKEY, 2010.).
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3. RASPRAVA

Otrovi morskih organizama uzrokuju otrovanja nakon konzumacije razli¢itih
kontaminiranih 8koljkaSa i riba. Zbog svojeg specificnog nacina prehrane filtracijom
fitoplanktona, otrovi se mogu akumulirati i koncentrirati u $koljkasima te predstavljati opasnost
za konzumente (NSW, 2015.). Otrovanje kontaminiranim $koljkama uzrokuje sindrome od
kojih su najpoznatiji: otrovanje $koljkasima koje uzrokuje gubitak pamcéenja (ASP), otrovanje
Skoljkasima koje uzrokuje paralizu (PSP), otrovanje Skoljkasima koje uzrokuju dijareju (DSP),
azaspiracidno otrovanje SkoljkaSima (AZP) i neurotoksi¢no otrovanje Skoljkama (NSP)
(AUNE, 2008.), otrovanje ciguaterom te izuzetak - otrovanje tetrodotoksinom koji je zapravo
bakterijskog podrijetla (YASUMOTO, 2000.). Trovanje takvim $koljkama predstavlja rizik za
rekreativne sakupljace Skoljaka 1 komercijalne proizvodace. Zbog toga je monitoring vrlo
vazan, kako bi se rizik sveo na minimum. Uzroci Sirenja otrova morskih organizama Su
prvenstveno balastne vode, promjena klime, acidifikacija oceana te uvoz ili izvoz $koljkasa
(FSAIL 2016.). Takoder, moguce je da je incidencija otrovanja u porastu zbog boljih programa
monitoringa te komercijalne dostupnosti spojeva ukljucenih u dijagnostiku otrovanja (MURK
i sur., 2019.).

Metode koje se koriste za analizu otrova, moraju biti validirane od strane medunarodnih
organizacija kako bi se zastitilo javno zdravlje i smanjio ekonomski utjecaj (BOTANA i sur.,
2013.). Predlozeno je nekoliko metoda kao $to su misji bioloski test MBA, tekucinska
kromatografija (HPLC) s flourescentiom (FL) ili, ultraljubi¢asima (UV) detektorom ili
masenom spektrometrijom (MS) i imunoloska analiza. Misji bioloski test se dugo vremena
koristio kao referentna metoda, ali zbog zastite zdravlja zivotinja i nacela 3R tj. smanjenja,
zamjene i poboljSanja, zamjenjuje se alternativnim metodama (HESS i sur., 2006.). Bilo koja
metoda, predlozena kao alternativa ne bi trebala biti manje u¢inkovita od MBA i mora osigurati
jednaku zastitu javnog zdravlja (BOTANA i sur., 2013.).

Iako postoji mnogo izbora za analizu i otkrivanje otrova morskih organizama, trenuta¢na
zakonska regulativa zahtijeva uporabu LC-MS, sa izuzetkom DA i saksitoksina koji se mogu
analizirati i HPLC-om (BOTANA i sur., 2013.). Kemijska kompleksnost otrova morskih
organizama i otkrivanje analoga razlicitih skupina svake godine istice vaznost dostupnosti
analitickih metoda. Zbog toga je od velike vaznosti nastaviti s razvojem metoda koje daju brze
1 tocne podatke o prisutnosti otrovnih spojeva u hrani i opasnostima za sigurnost hrane za

subjekte koji se bave uzgojem Skoljkasa i riba (BOTANA i sur., 2013).

56



4. ZAKLJUCCI

10.

Veliku vecinu otrova morskih organizama proizvode dinoflagelati, cijanobakterije, alge
kremenjasice i jednostani¢ne alge.

Otrovanje ljudi i zivotinja najcesce je posljedica kozumiranja kontaminirane hrane: riba
i Skoljkasa zbog specificnog nacina njihove prehrane

S obzirom na mehanizam toksi¢nog djelovanja, otrovi morskih organizama najcesce
izazivaju promjene na ziv¢anom, probavnom, kardiovaskularnom i diSnom sustavu.
Dijagnostika se temelji na anamnesti¢ckim podacima, klini¢kim znakovima otrovanja,
pato-histoloSkom nalazu i laboratorijskom (analitickom) nalazu .

Prognoza i lijeCenje ovisi o vrsti i koli¢ini otrova, putu unosa i klini¢kim znakovima.
Specifi¢nog antidota nema, a terapija je simptomatska i potporna.

Uporabom novijih kemijskih metoda i komercijalnom dostupnosti samih otrova, uvelike
se povecava znanje o otrovima morskih organizama te njihovom metabolizmu i
biotransformaciji na razli¢itim razinama u hranidbenom lancu.

Procjenom rizika za otrove morskih organizama bave se medunarodna tijela kao FAO,
WHO i EFSA, te se njihove preporuke baziraju na pouzdanim znanstvenim ¢injenicama
o toksicnosti 1 1zloZenosti.

Moguce je da ¢e slucajevi otrovanja postati ¢e$¢i zbog globalnih promjena u klimi.
Potrebno je viSe znanstvenih istrazivanja i uklju¢ivanje velikog broja zemalja da bi se
dobili $to to¢niji podaci o monitoringu i opasnostima za ljude 1 Zivotinje

Republika Hrvatska trebala bi imati Centar za pracenje otrova morskih organizama kako
bi se na vrijeme otkrila prisutnost otrovnih spojeva i da bi se moglo eventualno reagirati
u Sto kra¢em vremenu. Narocito zbog razvijene industrije Skoljaka 1 mnoStva raznolike

ribe.
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6. SAZETAK

Fran Simac
Otrovi morskih organizama

Otrovi morskih organizama uzrokuju otrovanja ptica, riba i ljudi te ekoloske i ekonomske
probleme. Cilj ovog rada je detaljan opis najc¢es¢ih otrova morskih organizama i prikaz opisanih
slucajeva otrovanja diljem svijeta, kako bi se informirala javnost o opasnostima i rizicima od
kontaminiranih morskih plodova. Otrovanje je posljedica ingestije kontaminiranih $koljkasa i
riba iz komercijalnih izvora ili rekreacijskog sakupljanja. U ovome radu opisani su otrovi Koji
se najéeSce nalaze u Europskom podrucju sa naglaskom na Mediteransko more i drugdje u
svijetu. Opisani su saksitoksini (STX), tetrodotoksini (TTX), domoi¢na kiselina (DA) i analozi,
okadai¢na kiselina (OA) i derivati, yessotoksini (YTX), azaspirna Kiselina (AZA),
pektenotoksini (PTX), ciklicki imini te palitoksin (PLTX) i1 analozi, ciguatoksini (CTX),
maitotoksini (MTX) i brevetoksini (PbTx). Za svaki od navedenih objasnjena je toksokinetika,
mehanizam toksi¢nog djelovanja, eksperimentalna toksi¢nost, klinicka slika, lijecenje,

analiticke metode 1 dopustene koncentracije.

Kljuéne rije€i: otrovi morskih organizama, Skoljkasi, ribe, Mediteransko more,

kontaminirani morski plodovi
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7. SUMMARY

Fran Simac

Marine biotoxins

Marine biotoxins causes poisoning of birds, fish and people, as well as environmental and
economic problems. The aim of this paper is a detailed description of the most common toxins
of poisonous marine organisms with described cases worldwide, in order to inform the public
about the dangers and risks of contaminated seafood. Poisoning is the result of ingestion of
contaminated shellfish and fish from commercial sources or recreational collection. This paper
describes poisons found in European area with an emphasis on the Mediterranean Sea and
elsewhere in the world. Saxitoxins (STX), tetrodotoxins (TTX), domoic acid (DA) and analogs,
okadaic acid (OA) and derivatives, yessotoxins (YTX), azaspiric acid (AZA), pectenotoxins
(PTX), cyclic imines, palytoxin (PLTX) and analogs, ciguatoxins (CTX), maitotoxins (MTX)
and brevetoxins (PbTx) have been described. Toxokinetics, toxicity mechanism, experimental
toxicity, clinical signs, treatment, analytical methods and permissible concentrations were

explained for each of the above.

Kljuéne rijeci: marine biotoxins, shellfish, fish, Mediterranean Sea, contaminated

seafood
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