Rapport 07 - 2010

Forekomst av pinnatoksiner i norske skjell

National Veterinary Institute’s Report Series

Christopher O. Miles
Thomas Rundberget
Morten Sandvik
John A. B. Aasen
Andrew I. Selwood

Veterinaerinstituttets rapportserie

=< \eterinaerinstituttet

- National Veterinary Institute




Veterinarinstituttets rapportserie - 07 - 2010

Tittel
Forekomst av pinnatoksiner i norske skjell

Publisert av
Veterinaerinstituttet - Pb. 750 Sentrum - 0106 Oslo

Form omslag: Graf AS
Forsidefoto: Colourbox

Bestilling
kommunikasjon@vetinst.no
Faks: + 47 23 21 60 01

Tel: + 47 23 21 63 66

ISSN 1890-3290 elektronisk utgave

Forslag til sitering:

Miles CO, Rundberget T, Sandvik M, Aasen JAB, Selwood Al.
Pinnatoksiner i norske skjell. Veterinaerinstituttets rapport-
serie 07-2010. Oslo: Veterinarinstituttet; 2010.

© Veterinaerinstituttet
Kopiering tillatt nar Veterinaerinstituttet gjengis som kilde



Veterinaerinstituttets rapportserie

National Veterinary Institutes Report Series

Rapport 07 - 2010

Forekomst av pinnatoksiner i norske skjell

Forfattere

Christopher O. Miles

Thomas Rundberget

Morten Sandvik

John A. B. Aasen (Norges veterinaerhggskole, Oslo)

Andrew I. Selwood (Cawthron Institute, Nelson, New Zealand)

8. april 2010

ISSN 1890-3290 elektronisk utgave



1. Sammendrag

Naturlig forekommende algegifter kan gi risiko for forgiftning hos mennesker nar de akkumuleres i skjell
som skal til konsum. Na har Veterinaerinstituttet identifisert en hittil ukjent algegift i norske farvann som
kan utgjere et potensielt problem.

Pinnotoksiner og pteriatoksiner er giftstoffer som ferst ble identifisert av japanske forskere i 1995, etter
en forgiftningsepisode i Kina i 1990. Det er likevel usikkert om disse giftstoffene var arsak til denne
episoden, og giftvirkning pa mennesker er ikke kjent. Strukturelt ligner giftene pa de mer kjente
spirolidene, som produseres av blant annet dinoflagellaten Alexandrum ostenfeldii, og som hyppig
pavises i norske farvann.

Veterinaerinstituttet har etablert en sensitiv analysemetode for bestemmelse av pinnotoksiner og
spirolider. Etter kjemiske analyser av skjell- og algeekstrakter er gifttypen pinnatoksin funnet i skjell og
algepraver langs hele norskekysten. Dette er farste gangen pinnatoksiner har blitt pavist i Europa.
Pinnatoksinene gir hgy dedelighet ved lave doser, ikke bare ved intraperitonal (i.p.) injisering, men ogsa
nar musene spiser giftstoffet.

Algen som produserer pinnatoksin G er fremdeles ukjent, mens forskere pa New Zealand har klart a dyrke
en ny type dinoflagellat som produserer pinnatoksin F. Det fins ikke noe kunnskap om metabolisme og
avgiftning av pinnatoksiner i ulike skjellarter i Norge, og det er ogsa viktig a etablere kunnskap om
virkningsmekanismer, hvor farlige pinnatoksiner er i sjgmat og om mulige grenseverdier.

2. Forekomst av pinnatoksiner i norske skjell: bakgrunn og forelgpige
resultater

| forbindelse med en forgiftningsepisode i Kina i 1990 hvor skjellkonsumenter ble forgiftet etter inntak av
skjellarten Pinna attenuata, rapporterte kinesiske forskere om tilstedevaerelse av en uidentifisert giftig
forbindelse som mulig arsak (1).

Mellom 1995 og 2001 identifiserte japanske forskere en rekke pinnatoksiner og pteriatoksiner fra
japanske Pinna og Pteria arter (2-5) og disse toksinene er medlemmer av den sakalt syklisk-imin gruppen
(som na inkluderer gymnodiminer, spirolider, pinnatoksiner, pteriatoksiner, prorocentriminer og spiro-
prorocentrolider) av hurtigvirkende toksiner (6). Disse pinnatoksinene og pteriatoksinene ble antatt a
vaere metabolitter av forbindelser biosyntetisert i dinoflagellater (5).

Pinna- og pteria-toksiner er meget giftige i musetesten, men de har ikke vaert testet oralt og, sa vidt vi
vet, er det ikke noe direkte bevis for at disse toksinene var ansvarlige for den opprinnelige
matforgiftningen i Kina. Pinnatoksiner er strukturelt beslektet med de bedre kjente spirolidene (Figur 1),
som produseres av blant annet dinoflagellaten Alexandrium ostenfeldii (7) og som hyppig pavises i norske
farvann (8).

Veterinaerinstituttet har i samarbeid med forskere pa New Zealand og Universitetet i Oslo bestemt
strukturen av 4 nye pinnatoksiner ((9) samt upublisert informasjon) som er isolert fra flere ulike arter av
australske og newzealandske skjell etter at disse hadde forarsaket toksisk respons i musetesten.

Hvilke algearter som produserte toksinene var pa det tidspunkt ikke kjent, men vare kollegaer pa New
Zealand har na dyrket en kultur av en ny dinoflagellat som produserer en av de to gruppene pinnatoksiner
(pinnatoksin F) (10). Arten som produserer pinnatoksin G er ikke kjent. Pinnatoxin G omdannes
sannsynligvis i skjell til pinnatoksin A-C og pteriatoksin A-C, mens pinnatoxin F sannsynligvis omdannes til
pinnatoksin D og E (9).
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Figur 1. Strukturene til de vanligste pinnatoksinene og spirolidene. Pinnatoksin A og G er nylig identifisert i

norske farvann og skjell.

Pinnatoksin G*

Pinnatoksin G*

Pinnatoksin F*

Japan

New Zealand
Australia
Norge

Japan

Japan
Australia
New Zealand
New Zealand

Tabell 1. Informasjon om forekomst og toksisitet av pinnatoksiner

Pinna og Pteria spp.
Gronnskjell, asters

@sters, Pinna sp., blaskjell, sediment

Blaskjell, sjgvann

Pinna sp.

Pinna spp.

Pinna sp., esters

@sters

@sters, grannskjell, sjgvann, alge

LDgy 180 (5)
LDgy 135 (11)

LDso 22 (3)

LDso 400 (2)

Pinnatoksin F*  Australia @sters, Pinna sp., sjgvann, sediment LDso 45 (9)
Cookgyene Sjevann
New Zealand @sters, alge, grannskjell
:\%) Al Australia @sters, Pinna sp., sjgvann, sediment LDso 16 (9)
Cookgyene Sjevann
Ukjent alge Australia I3, P-, Dlaskjet, s) ’ LDso 50 (9)
Norge sediment .
Sjevann, blaskjell
Pinnatoksin G* Japan Pteria sp. LDgs 100 (4)
Pinnatoksin G* Japan Pteria sp. LDy 8 (4)
*via metabolisme eller hydrolyse
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Etter at vi har fatt standarder av pinnatoksinene A, E, F og G, har vi etablert en sensitiv HPLC-MS/MS
metode for bestemmelse av pinnatoksiner.

Vi har analysert en rekke skjellekstrakter fra NVH/MT sitt overvakingsprogram. | tillegg har vi analysert
ekstrakter fra passive prgvesamlere (en metode for a male fettlgselige algetoksiner i sjgvann) fra en
rekke lokaliteter langs norskekysten (12).

Det viste seg at det var tildels store mengder pinnatoksin G i flere av skjellprevene (opp til 115 pg/kg) og
at pinnatoksin G ble pavist i mesteparten av skjell- og ekstraktene fra prgvesamlerne.

Mindre mengder av pinnatoksin A ble ogsa pavist i blaskjell. Det ble ikke funnet noen tegn pa
fettsyreestere av pinnatoksiner i norske blaskjell. Den nevnte HPLC-MS/MS metoden ble ogsa benyttet til
a undersgke prevene for en rekke spirolider (Det finnes standard av 13-desmetylspirolide C). Resultatene
er vist i Tabell 2 og Figur 2.

Tabell 2. Oppsummering av LC-MS resultater (ug/kg skjellmat) for pinnatoksin G og spirolider fra 166 norske
blaskjellpraver i ukene 36-50, 2009.

Spirolide C 13-desMe-Spirolide C 20-Me-Spirolide G Pinnatoksin G
% positive 56 22 78 67
Typisk +ve niva 4-25 20-50 4-20 5-30
Maks niva 49 226 38 115
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Figur 2. Konsentrasjonene av pinnatoksin G (1), spirolide C (2), 13-desmetylspirolide C (3) og 20-metylspirolide G (4) i
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3. Toksikologi

De fleste av spirolide-toksinene er meget giftige ved intraperitoneal administrering (i.p. mus 10-250
pg/kg). Oral toksisitet er langt lavere (10-100 ganger mindre giftig per os avhengig av toksin og hvordan
toksinene er administrert) (13) (Tabell 3). Pa bakgrunn av dette er det foreslatt en “guidance level” pa
400 pg/kg for spirolide C, 13-desmethylspirolide C og 20-methylspirolide G (13).

Forelopig foreligger det enna ikke publiserte data for oral toksikologi av rene pinnatoksiner eller
pteriatoksiner (13), men pinnatoksiner og pteriatoksiner er meget giftige ved i.p. injeksjon til mus (9, 13)
(Tabell 1).

| motsetning til spirolidene har pinnatoksiner vist seg a vaere nesten like toksiske ved oral dosering som
ved i.p. Et ekstrakt fra den pinnatoksin-produserende algen fra New Zealand var omtrent 2 ganger mindre
giftig per os sammenlignet med i.p., og kun ca 5 ganger mindre giftig ved foring, enn ved i.p. (10).

Dette tyder pa at pinnatoksin-analoger kan vaere et mer alvorlig problem i sjgmat enn andre kjente
cycliske iminer (Tabell 3). Omregnet til pg/kg skjellmat vil en se at grensene overstiges i noen perioder
slik at en kan forvente at forekomst ogsa detekteres pa musetesten. Det er ogsa mulig at forekomst av
fettsyre estere av spirolider kan fgre til en forsinket effekt i musetesten (14) og vaere en av arsakene til
dedelighet i enkelte musetester vi ikke har kunnet forklare.

Vi har nylig bekreftet at pinnatoksiner binder seg til nikotin reseptorer (upublisert informasjon) som
aktiveres via nevrotransmitteren acetylkolin. Nikotin acetylkolin reseptorer er blant annet ansvarlig for

overfgring av nervesignaler fra motornevroner til muskelfibre.

Toksinene i den sykliske-imin gruppen er enna ikke vurdert av EFSA.

Tabell 3. Toksisitet (LDsp, mus, pg/kg*) av utvalgte spirolider og pinnatoksin F.

Toksin i.p. oralt ifor
Spirolide C 7 (13) 53 (13) ~ 500 (13)
13-desmetylspirolide C 8 (13) 125 (13) ~ 600 (13)
20-Metylspirolide G 8 (13) 88 (13) ~ 500 (13)
Pinnatoksin F 16 (9)

Pinnatoksin E + F (1:6)" 13 (10) 23 (10) 60 (10)

*ug/kg kroppsvekt av musene
"Ekstrakt fra den pinnatoksin-produserende algen, med LDs, verdier beregnet fra innholdet av pinnatoksin
i ekstraktet beskrevet i studiet til Rhodes et al. (10).

4. Kunnskapshullene

Forekomst i Norge (nar, hvor, og i hvilke skjellarter)
Algearten(e) som produserer pinnatoksin G i Norge
Metabolisme og avgiftning i forskjellige skjellarter i Norge

L]
[ ]
[ ]
o Toksikologi (virkningsmekanismer, hvor farlige er pinnatoksiner i sjgmat, mulig grenseverdi)
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