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G. Hunyady und S. Hasler
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Einleifung

Berichte iiber schwere Vergiftungen nach dem Genuff von Muscheln finden
sich schon in der wissenschaftlichen Literatur des 19. Jahrhunderts. Besonders
hdufig traten derartige Vergiftungen — nach ihrem Erscheinungsbild als «para-
lytic shellfish poisoning», abgekiirzt PSP, bezeichnet — zwischen 1920 und 1937
in Kalifornien auf. In den klassischen Arbeiten von Sommer und Meyer (1) und
Sommer et al. (2) gelang in der Folge der Nachweis, daff nicht die Muscheln selbst
das Toxin produzierten, sondern das zeitweise massenhafte Auftreten mariner
toxischer Dinoflagellaten — im Falle der kalifornischen PSP der Organismus Go-
nyaulax catenella — mit der Giftigkeit der Muscheln in Zusammenhang stand.
Obwohl die Reindarstellung des Giftes — nach der vor der Kiiste von Alaska
heimischen Muschel Saxidomus giganteus als Saxitoxin (abgekiirzt STX) bezeich-
net — schon 1957 erfolgte (3, 4), gelang die Aufklirung der chemischen Struktur
(Abb. 1, Struktur 1) erst 1975 (5, 6).

Diese Struktur konnte kiirzlich durch Totalsynthese des racemischen STX be-
statigt werden (7).

Mehrmals in den letzten Jahrzehnten wurde tiber PSP, verursacht durch Mu-
scheln aus dem Nordatlantik, berichtet, In einigen Fillen konnten als Verursacher
Dinoflagellaten des Typs Gonyaulax tamarensis eruiert werden, so etwa 1968 in
der Nordsee (8) und 1972 und 1974 vor der Kiiste von Neu-England (9). Die An-
reicherung und Auftrennung der G. tamarensis-Toxine (GTX) stieff anfinglich auf
Schwierigkeiten (10, 11). Erst in den letzten Jahren gelang aufler dem Nachweis
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von STX (12, 13, 14) die Isolierung 6 weiterer Toxine, nach ihrem gelchromato-
graphisches Verhalten als GTX;_; und Neo-STX bezeichnet (15, 16). Bei GTX;
und GTXj handelt es sich um die beiden Epimeren von 11-Hydroxy-Saxitoxin (17)
(Abb. 1, Struktur 2 und 3).

Die Strukturen der iibrigen Gonyautoxine sind noch unbekannt.

Epidemiologisches zur westeuropidischen PSP vom Oktober 1976

Im Oktober 1976 traten in verschiedenen Lindern Westeuropas Vergiftungen
auf, die auf den Genufl von Miesmuscheln (Mytilus edulis) aus Vigo/Spanien zu-
riickzufiihren waren. So wurden aus der Schweiz 23 Fille (21), aus Deutschland
19 (18), aus Italien 38 (29), aus Spanien 63 (19) und aus Frankreich 33 Fille
(20), insgesamt also gegen 200 Vergiftungsfille, gemeldet. Die klinischen Er-
scheinungen sind bereits frither in drei Berichten, in denen die Fille in Deutsch-
land, der Schweiz und Italien erfaflt wurden, ausfiihrlich beschrieben worden
(18, 21, 29) und duflern sich vor allem in buccalen Paristhesien, Kribbeln in den
Extremititen, Gleichgewichtsstorungen und — in schwereren Fillen — in Atem-
beschwerden. Derartige Symptome sind typisch fiir Intoxikationen mit STX oder
STX-dhnlichen Verbindungen (22).

Sanitidtspolizeiliche MafSinahmen der schweizerischen Kontrollstellen

Am Samstag, den 23. Oktober 1976 und den darauffolgenden Tagen traten
in Genf und in einigen Gemeinden des Kantons Waadt bei verschiedenen Perso-
nen Erkrankungen mit Vergiftungserscheinungen auf, die eindeutig auf den Genufl
von Miesmuscheln zuriickzufiihren waren. Gemaf} Artikel 8 der Verordnung vom
17. Juli 1964 iiber die sanitdts- und lebensmittelpolizeiliche Regelung der Ein-
fuhr von Fleisch und Fleischwaren ist das Eidg. Veterindramt berechtigt, die Ein-
fuhr derartiger Produkte aus Lindern mit ungiinstigen sanititspolizeilichen Ver-
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hiltnissen zu verbieten oder an besondere Bedingungen zu kniipfen. Aufgrund
dieses Artikels ordnete der Leiter des grenztierarztlichen Dienstes in Genf im Ein-
vernehmen mit dem Eidg. Veteriniramt am darauffolgenden Montag, den 25. Ok-
tober 1976, als Sofortmafinahme an, dafl Miesmuscheln nicht mehr zur Einfuhr
zugelassen werden. Das Eidg. Veterindiramt bestdtigte mit Verfiigung vom 25. Ok-
tober 1976 diese Anordnung und erlief} ein Einfuhrverbot fiir Miesmuscheln aus
Frankreich, Spanien und Portugal. Nach ersten epidemiologischen Abklirungen
wurde am 3. November 1976 die Verfiigung vom 25. Oktober 1976 revidiert:
Erzeugnisse aus spanischen Miesmuscheln wurden ebenfalls dem Verbot unterstellt.
Dagegen wurde festgelegt, dafl Miesmuscheln franzdsischen Ursprungs unter Vor-
lage eines Ursprungs- und Genufltauglichkeitszeugnisses zur Einfuhr zugelassen
werden.

Die spanischen Behorden verboten das Inverkehrbringen von Miesmuscheln
am 25. Oktober 1976. Die Produktion von Konserven aus Miesmuscheln, welche
nach dem 30. September 1976 geerntet worden waren, wurde ebenfalls untersagt.
Ab November wurden Muscheln aus 19 ausgewihlten «Parcs» des Produktions-
gebietes im Abstand von 48 Stunden toxikologisch untersucht. Anfangs November
wurden Hochstmengen von weit iiber 1 mg Toxin/100 g Muschelfleisch festge-
stellt. An den meisten Orten sank die Kontamination bis Mitte November unter
80 p.g/100 g, weshalb die spanischen Behorden ab 19. November sukzessive ein-
zelne Muschelparcs wieder freigaben.

Die Ergebnisse der epidemiologischen Abklirungen und der toxikologischen
Untersuchungen der Sektion Bakteriologie des Eidg. Veteriniramtes rechtfertigten
die Lockerung des Einfuhrverbotes. Mit Kreisschreiben vom 16. Dezember 1976
wurden die Bedingungen der Einfuhr festgesetzt: Als wichtigste Bestimmung
wurde ein Herkunfts- und Genufitauglichkeitszeugnis bei Muschelimporten aus
Spanien und Frankreich als obligatorisch erklirt.

Vom ersten Auftreten der Vergiftungen bis zur Freigabe der Einfuhr von
Miesmuscheln waren somit 11 Wochen verstrichen — eine Frist, die auch von den
zustindigen Amtsstellen in den USA und Kanada empfohlen wird.

Prophylaktische MaBnahmen

Einen absoluten Schutz vor neuen Vergiftungsfillen wiirde nur eine systema-
tische toxikologische Untersuchung der zur Einfuhr angemeldeten Miesmuscheln
bieten. Die Seltenheit des Auftretens solcher toxischer Kontaminationen von Mee-
restieren an den europiischen Kiisten — das letzte derartige Ereignis datiert vom
Jahre 1968 in der Nordsee (8) — sowie die mit solchen Untersuchungen verbun-
denen Kosten und Verzdgerungen rechtfertigen dieses duflerst aufwendige Vor-
gehen kaum. Dagegen erhielt der grenztierirztliche Dienst die Anweisung, ins-
kiinftig regelmifig Stichproben zur toxikologischen Untersuchung zu ziehen.
Niitzlich diirfte auch eine engere Zusammenarbeit des Eidg. Veteriniramtes mit
den spanischen und franzosischen Behorden sein. In diesen Landern soll ein Vor-
warnsystem errichtet werden, das sich namentlich auf meeresbiologische Beobach-
tungen stiitzt.
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Analytik der PSP-Toxine

Experimentelle Arbeiten im Institut fiir Toxikologie der ETH
und Universitit Ziirich
Probenmaterial

Zur Untersuchung standen folgende Proben zur Verfiigung:

1. 2,5 kg spanische Miesmuscheln (Mytilus edulis), in Genf beschlagnahmt, zuge-
sandt am 27. Oktober 1976 vom Eidg. Veterindramt.

2. 0,6 kg Miesmuscheln gleichen Ursprungs, verantwortlich fiir die Intoxikation
von 7 Personen der Region Genf (21), erhalten am 5. November 1976 vom
Kantonsspital Genf*.

3. 1 kg spanische Miesmuscheln, zugesandt am 7. Februar 1977 vom Institut
scientifique et technique des péches maritimes, Nantes®,

Akute Toxizitit

Die Toxizitdt dieser Proben wurde durch i. p. Injektion der schwach sauren
wallrigen Extrakte an ca. 20 g schweren Mdusen nach der AOAC-Methode (23)
bestimmt. Eine Maus-Einheit (MU) ist definiert als die mittlere Toxindosis, die
eine 20-g-Maus innert 15 Minuten t6tet, 1 MU entsprach bei den verwendeten
Maiusen ca. 0,2 pg STX**, Die hochste Toxizitit zeigte Probe 1 mit 6000 pg/
100 g Muschelfleisch. Bei Probe 2 wurden 2000 p.g/100 g und bei Probe 3 lediglich
100 1.g/100 g gemessen. Fiir die weitere chemische Charakterisierung der Toxine
verwendete man ausschlief3lich Probe 1.

Nachweis von STX

In einem ersten Versuch zum Nachweis und zur Reindarstellung von Saxi-
toxin wurde die urspriingliche Methode von Schantz (3) aus dem Jahre 1957 an-
gewendet. Diese Methode macht von den basischen Eigenschaften des STX Ge-
brauch durch mehrfache Chromatographie des Muschelextraktes an schwach sau-
ren Kationenaustauschern und Aluminiumoxid. Bei der Anwendung dieser Proze-
dur auf Extrakte der Probe 1 zeigten sich aber bald erhebliche Schwierigkeiten:
Der Hauptteil des toxischen Materials lief sich wohl an Amberlite IRC-50 Na*
adsorbieren, aber beinahe die Hilfte erwies sich als weniger basisch als STX und
konnte bereits durch Elution mit Acetat-Puffer, pH 4, ausgewaschen werden.
Immerhin konnte die sich STX-ihnlich verhaltende Fraktion (Eluat mit 0,5 n
Essigsdure) durch mehrfache Chromatographie an Amberlite CG-50 H* und

* Wir danken Dr. A. Zwahlen vom Kantonsspital Genf und Dr. M. Morel vom Institut
scientifique et technique des péches maritimes, Nantes (Frankreich) fiir die Ueberlas-
sung der Proben.

** Fiir die Zusendung von STX-Standards sei Dr. H. Rapoport, University of California,
Berkeley (USA) und Dr. . E. Campbell, Food and Drug Administration, Cincinnati
(USA) auch an dieser Stelle herzlich gedankt.
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saurem Aluminiumoxid weitgehend von untoxischen Begleitstoffen befreit werden.
Die spezifische Toxizitit dieses derart erhaltenen Priparates lag bei 1700—1800
MU/mg (total 13000 MU oder etwa 10% der urspriinglich eingesetzten Toxin-
menge) und damit bei etwa 30% des fiir reines STX gefundenen Wertes (3). Die
optische Drebung (a) 53 betrug + 49° (0,6% in H.0), (a)5s fiir STX = + 130°
nach (3).

In den beiden Systemen Aethanol-Ameisensiure (60 : 50) (12) und Aethanol-
Wasser-Essigsdure (100 : 40 : 25) (12), Kieselgel G-Platten, Entwicklung mit konz.
Schwefelsiure und Erhitzen, zeigten das Toxinpriparat und der STX-Standard,
je 10 pg aufgetragen, zwar gleiches chromatographisches Verhalten: Rp-Werte
bei 0,51 bzw. 0,44. Es wurde aber auch ersichtlich, daf} das Toxinpriparat neben
STX noch mindestens zwei weitere unpolarere Stoffe enthielt. Mit der von
Buckley et al. (14) entwickelten spezifischen Nachweismethode (Flieffmittel: Pyri-
din-Essigester-Wasser-Essigsdure 75 : 25 :30 : 15, Entwicklung der Flecken mit
1% H>0O:) konnte dieser positive STX-Befund bestitigt werden.

Das *H-NMR-Spektrum* vom STX Standard bei 100 MHz in D,O aufge-
nommen, gab in Uebereinstimmung mit der Literatur (6, 24) den erwarteten schwer
interpretierbaren Signalhaufen zwischen § 3,5 und 4,8. Das entsprechende Spek-
trum”® des Toxinpraparates zeigte in diesem Bereich Uebereinstimmung, es traten
jedoch zusdtzliche Signale auf bei § 1,7 (m), 2,4 (d), 3,1 (m) und 3,6 (m).

Versuche zur Isolierung der iibrigen Toxine

Um weitere Toxine — namentlich die in der Probe vermuteten GTXjz und
GTX3 — nachweisen zu konnen, folgte man der von Buckley et al. (13) im Jahre
1975 publizierten Methode. Die einzelnen Reinigungsschritte und Ausbeuten an
Toxizitdt sind in Tabelle 1 zusammengefafit.

Die Fraktionen der Gelchromatographie wurden diinnschichtchromatogra-
phisch und mit dem Standard-Maus-Test (1) auf Toxine gepriift. Nach Entwick-

Tabelle 1. Fraktionierung STX-ihnlicher Muscheltoxine nach Buckley et al. (13)

Totale Toxizitat (MU)

Extraktion mit saurem 15%igem Aethanol 100 000
Chromatographie an Amberlite CG 50 Na+:
Eluat mit Na-Acetat-Puffer (pH 4) («Major Toxin») 40 000
Eluat mit 0,5 n Essigsdure («Minor Toxin») 20 000
Eindampfen der «Major Toxin»-Fraktion und Extraktion mit

Aethanol 12 000
Gel-Chromatographie des Aethanol-Extraktes an PL Dex 800 10000

* Die Aufnahmen, die auf einem Kernresonanz-Impulsspektrometer erfolgten, verdanken
wir W. Schwotzer und Prof. Dr. W. won Philipsborn vom Chemischen Institut der

Universitit Ziirich.
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lung der Diinnschichtplatten mit dem Fliefmittel Pyridin-Essigester-Wasser-Essig-
saure 75 : 25 : 30 : 15 und Besprithen mit 1%igem H:O. konnten bei Betrachten
der Platte unter langwelligem UV-Licht blau fluoreszierende Flecken mit folgen-
den Rp-Werten beobachtet werden: 0,47 /0,59 / 0,63 / 0,69 (STX-Standard: 0,53).
Eine Reindarstellung der einzelnen Toxine gelang mit der angewandten Methode
allerdings nicht. Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, sind auch die Toxizitdtverluste bei
den einzelnen Schritten recht hoch und eine quantitative Aussage daher schwer-
lich moglich.

Experimentelle Arbeiten an der University of Rhode Island*

Es wurde ein teilweise lyophilisierter, saurer Muschelextrakt von Probe 1
verwendet. 10 ml (1500 MU) Toxinlésung wurden zur Entfernung der Phospho-
lipide usw. mit Chloroform extrahiert, der pH mit 2 n Natronlauge auf 6,0 ein-
gestellt und die Losung auf eine Bio-Gel-P-2-Sdule (2X53 cm) aufgetragen. Die
Sdule wurde mit 200 ml destilliertem Wasser eluiert, ohne Druck anzuwenden
(Flieffgeschwindigkeit 13 ml/Stunde), dann wechselte man zu 0,03 n Essigsiaure
als Eluens. In den Wasserfraktionen befand sich eine kleine Menge ungebundenes
Toxin (130 MU) neben ausgewaschenen untoxischen Begleitstoffen. Die Haupt-
menge der Toxine (1200 MU) konnte in Essigsiure-Fraktionen nachgewiesen wer-
den. Diese toxischen Fraktionen wurden vereint, lyophilisiert und in 1 ml destil-
liertem Wasser geldst (1000 MU) auf eine Bio-Rex-70-Kolonne (0,6°<100 cm)
aufgetragen. Diese Kolonne wurde sukzessive mit Essigsdure-Losungen graduell
von 0 bis 0,03 n (160 ml total), dann von 0,03 n bis 1,3 n (140 ml Losung total)
eluiert. Die aufgefangenen Fraktionen wurden mit dem Standard-Maus-Test (1)
und dem «Fluorometry PSP Analyzer» (25) gepriift.

Resultate und Diskussion

Die Toxine konnten durch die Chromatographie an Bio-Rex 70 aufgetrennt
werden. Bei tieferer Essigsaure-Konzentration wurden Gonyautoxin I—V (9, 15,17)
und ein bisher unbekanntes Toxin eluiert. Dieses neue Toxin, welches vor den
andern Gonyautoxinen eluiert wird, konnte diinnschichtchromatographisch, wie
in Abb. 2 gezeigt, nachgewiesen werden. Der Rp-Wert ist demjenigen von Saxi-
toxin sehr nahe, jedoch ist das Auftreten einer gelblichen Fluoreszenz nach Be-
sprithen der Platte mit H.Os, das gelchromatographische Verhalten und die elektro-
phoretische Mobilitdt (26) (Abb. 3) klar verschieden von STX. Das Haupttoxin
der Probe, Saxitoxin, wurde erst mit Essigsiure-Losung hoherer Konzentration von
der Kolonne eluiert. Abbildung 4 zeigt die Messung der Toxizitit und der Fluores-
zenz der toxinhaltigen Fraktionen. Gonyautoxin V gab eine starke Fluoreszenz,
aber niedere Toxizitit, wihrend Gonyautoxin I im Toxin-Analyzer nur schwach
fluoreszierte.

* Die Arbeiten an der University of Rhode Island wurden unterstiitzt durch HEFW
Grant FD-00619 und Sea Grant University of Rhode Island R/D-5.

472
Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 69 (1978)



GTX1 GT¥4

GB% ) Oerx i
= s
GTX3 neoSTX
500 3
UNK WooN STX STX

U0 ¢ V0V

28- 33- 35 36 37 38 39 40- 72- A B
32 34 434 83

Abb. 2: Diinnschichtchromatographie von toxinhaltigen Fraktionen, eluiert von einer
Bio-Rex-70-Kolonne mit einem Essigsiure-Gradienten. Die Silicagel-60-Platten wurden
entwickelt mit Pyridin, Essigester, Essigsiure, Wasser (75 : 25 : 15 : 20)-Gemisch wihrend
2 Stunden. Die Flecken wurden nach Besprithen der Platte mit 1% H,O, und Erhitzen
auf 110°C fiir 10 Minuten unter der UV-Lampe sichtbar. Flecken A und B sind Standard-
Toxin-Losungen, hergestellt aus G. tamarensis,
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Abb. 3. Elektrophoretische Mobilitit von Saxitoxin und dem neuen Toxin. Die Elektro-
phorese wurde mittels Celluloseacetat-Membranstreifen (2,62X30,7 cm, Schleicher &
Schuell == 2500) in einem Thomas-Modell 20-Elektrophorese-Kabinett und Modell 21-
Stromversorgung durchgefiihrt. Der Elektrophorese-Prozefl dauerte 1 Stunde bei 250 V
(konstant) und 0,5 mAmp/Streifen. Das Elektrolyten-Puffer-System bestand aus 0,01 m
Barbital und 0,05 m Natriumbarbital : pH 8,6. Die Flecken wurden nach Bespriithen des
Streifens mit 1% H,O, und Erhitzen unter der UV-Lampe sichtbar.
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Abb. 4. Toxizititsmessungen bei toxinhaltigen Fraktionen, eluiert von einer Bio-Rex-70-
Kolonne (——— Standard-Maus-Test, — — — toxin analyzer). Fraktionen 1—45 und
46—50 wurden mit 0 bis 0,03 n bzw. mit 0,03 bis 1,3 n Essigsdure-Gradienten-Losungen
eluiert.
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Das in dieser Probe festgestellte Toxinmuster zeigt grofle Aehnlichkeit mit
demjenigen, das in Muschelproben von Inland-Sea, Japan, gefunden worden
ist (27). In beiden Analysen wurden hohe Konzentrationen an Gonyautoxin V
beobachtet. Die anderen gefundenen Toxine sind nahezu identisch mit den G. ta-
marensis- Toxinen, lediglich Unterschiede in den relativen Konzentrationen sind
feststellbar. Es scheint somit offensichtlich, daff die Toxine dieser akute Vergif-
tungen verursachenden Muscheln durch eine Gonyaulax-Spezies produziert wor-
den sind. Leider ist aber eine exakte Identifizierung des die PSP verursachenden
Organismus zur fraglichen Zeit offenbar versiumt worden. Die von Cantoni et al.
(28) geiduflerte Vermutung, es konnte sich um Gonyaulax catenella oder G. aca-
tenella handeln, stiitzt sich auf zu wenig eindeutige experimentelle Daten, um
stichhaltig zu sein.

Zusammenfassung

Im Oktober 1976 traten in verschiedenen Lindern Westeuropas Vergiftungsfille, her-
vorgerufen durch Miesmuscheln, auf. Gesamthaft wurden gegen 200 Fille registriert, 23
davon in der Schweiz. Die giftigen Miesmuscheln (Mytilus edulis) stammten von der
Atlantikkiiste Spaniens. Die chemische Analyse von in Genf beschlagnahmten Muscheln
fihrte zum Nachweis von Saxitoxin, Gonyautoxin I, II, III, IV, V und einem neuen,
bisher unbekannten Toxin. Das Toxinmuster dieser Probe zeigte Aehnlichkeit mit einer
Analyse von japanischen Muscheln aus dem Jahre 1976. In beiden Fillen wurden relativ
hohe Konzentrationen an Gonyautoxin V festgestellt.

Die durch die schweizerischen Kontrollstellen in der Folge der Vergiftungsfille
ergriffenen sanitdtspolizeilichen Mafinahmen sind zusammengestellt.

Résumé

En octobre 1976 des cas d’empoisonnement, causés par des moules, furent constatés
en Europe de I'ouest. Approximativement 200 cas furent enregistrés, dont 23 en Suisse. Ces
moules (Mytilus edulis) provenaient de la cote atlantique de I’Espagne. L’analyse
d’échantillons de moules confisqués & Genéve permit la détection de saxitoxine, gonyau-
toxine I, IT, III, IV et V et d’une toxine inconnue jusqu’a nos jours. Ce résultat présentait
une similitude avec celui observé en 1976 sur des moules provenant du Japon. Les deux
analyses indiquaient une relativement forte concentration de gonyautoxine V.

Il est fait mention de mesures prises par les instances du contrdle alimentaire suisse
afin de prévenir des intoxications similaires dans le futur.

Summary

In October 1976 an epidemic paralytic shellfish poisoning was recorded in different
countries in Western Europe. Nearly 200 cases were reported. The PSP was caused by
mussels (Mytilus edulis) originated from Vigo (Atlantic coast of Spain). Analysis of
shellfish samples confiscated by Swiss authorities in Geneva led to the detection of
saxitoxin, gonyautoxin I, II, III, IV, V and a new unknown toxin. The toxins invol-

474
Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 69 (1978)



ved in this sample are similar to those observed in mussels from Inland Sea, Japan. Both
analysis indicated a relatively high concentration of gonyautoxin V.

Steps taken by food control immediately after the incident and possibilities to pre-

vent similar incidents in future are mentioned.

10.

11.

12,

13,

14.
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