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Maus-Bioassay als Standard-Referenzmethode für die routinemäßige Analyse
von Algengiften in Muscheln nicht geeignet

Stellungnahme Nr. 032/2005 des BfR vom 26. Mai 2005

Wie alle Lebensmittel, die in der Europäischen Union in den Handel gelangen, unterliegen
auch Muscheln und andere Meeres-Schalentiere der amtlichen Lebensmittelkontrolle. Sie
werden u.a. auf für den Menschen gesundheitsschädliche Algentoxine untersucht, die
Durchfall und Lähmungen verursachen können. Um diese Algentoxine nachzuweisen, wird in
Deutschland als routinemäßige Methode ein chemisch-physikalisches Verfahren angewandt.
Dagegen schreibt die Europäische Kommission als Referenzmethode den Maus-Bioassay
vor, bei dem die Algentoxine im Tierversuch nachgewiesen werden.

Im Folgenden begründet das Bundesinstitut für Risikobewertung (BfR), warum in Deutsch-
land das chemisch-physikalische Prüfverfahren bevorzugt wird. Dabei stehen nicht nur die
tierschutzrechtlichen, sondern insbesondere die wissenschaftlichen Argumente im Vorder-
grund.

Der Maus-Bioassay hat sich beim Nachweis von Algentoxinen als unzuverlässig erwiesen.
Wissenschaftliche Untersuchungen belegen, dass der Maus-Bioassay gesundheitsrelevante
Toxine nicht in ausreichendem Maße erkennt. Alternative chemisch-physikalische Methoden
haben dagegen Ergebnisse geliefert, die zu einer Beanstandung von Muscheln geführt und
verhindert hätten, dass diese in den Handel gelangen.

Die Ergebnisse der Toxinanalysen im Maus-Bioassay variieren je nach verwendetem Mäu-
sestamm, Geschlecht und Gewicht der Tiere. Die Ergebnisse sind zwischen den Laborato-
rien der Mitgliedstaaten nicht gut reproduzierbar. Der Maus-Bioassay ist zudem für quantita-
tive Aussagen offenbar ungeeignet. Deshalb kann er nicht zur Kontrolle der Einhaltung von
Höchstmengen für Algentoxine eingesetzt werden.

Das BfR empfiehlt, chemisch-physikalische Analysen wie das LC/MS -Verfahren als Refe-
renzmethode für die Bestimmung von Algentoxinen in Muscheln einzusetzen und den Maus-
Bioassay nur als zusätzlichen Analyseschritt vorzusehen, wenn sich ein positives qualitatives
Ergebnis zeigt und eine weitere Abklärung im Interesse des Verbraucherschutzes (gerichtli-
che Verwertbarkeit der Testergebnisse usw.) notwendig, mit chemisch-physikalischen Me-
thoden aber nicht möglich ist.

Bei dem LC/MS-Verfahren handelt es sich um eine wissenschaftliche, nach international
anerkannten Kriterien geprüfte Methode, die bereits von der Neuseeländischen Lebensmit-
telsicherheitsbehörde FSA (Food Safety Authority) als amtliche Methode anerkannt ist und
erfolgreich in einem Ringversuch getestet wurde.

Das BfR spricht sich gegenüber der Europäischen Behörde für Lebensmittelsicherheit EFSA
(European Food Savety Authority) dafür aus, die LC/MS-Methode anstelle des Maus-
Bioassay als Referenzmethode zu etablieren, weil sie den Verbraucherschutz verbessert und
gleichzeitig zum Tierschutz beiträgt.
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1 Kritik am Maus-Bioassay als Referenzmethode für die routinemäßige Analyse ma-
riner Biotoxine

Das BfR und sein Nationales Referenzlaboratorium (NRL) für die Kontrolle mariner Biotoxine
ersuchen die EFSA um die wissenschaftliche Diskussion der nachfolgenden Thematik.

Im Rahmen der Lebensmittelüberwachung wird zur Untersuchung lebender Muscheln auf
marine Biotoxine der Maus-Bioassay (MBA) angewendet. In einigen Fällen erwies sich der
MBA als nicht empfindlich genug, um die für die menschliche Gesundheit relevanten Mengen
an marinen Biotoxinen anzuzeigen. Das BfR vertritt die Auffassung, dass moderne wissen-
schaftliche Methoden anstelle des MBA als Referenzmethode verwendet werden sollten, um
den Verbraucherschutz zu erhöhen und die Tierschutzrichtlinien im Sinne des Ersatzes, der
Reduktion und Leidensminderung von Tierversuchen zu erfüllen.
Vor diesem Hintergrund wird die EFSA ersucht die folgenden wissenschaftlichen Fragen zu
bewerten, um die Bedenken gegenüber dem MBA als Referenzmethode in der Routinetes-
tung zu klären.

1.1 Schützt der MBA als Referenzmethode in der Routinetestung auf marine Biotoxine aus-
reichend die Gesundheit der Verbraucher?

Die Entscheidung 2002/226/EG der Kommission vom 15. März 2002 (ABl. EG Nr. L 75/62)
enthält Durchführungsbestimmungen zur Richtlinie des Rates 91/492/EWG geändert durch
die Richtlinie 97/61/EG des Rates. Die Entscheidung 2002/225/EG bestimmt Grenzwerte
und Analysemethoden für marine Biotoxine in lebenden Muscheln, Stachelhäutern, Mantel-
tieren und Meeresschnecken. In der Entscheidung werden Höchstmengen für bestimmte
marine Biotoxine der DSP-Toxingruppe festgesetzt.
Durch die Entscheidung 2002/225/EG vom 15. März 2002 sind prinzipiell in vitro Methoden,
wie z.B. chemisch-physikalische Testmethoden, für alle marinen Biotoxine als Alternative
zum Tierversuch zugelassen. Dabei wird vorab eine Validierung der Methoden auf der
Grundlage eines international anerkannten Protokolls gefordert. Im Artikel 5 der Entschei-
dung 2002/225/EG wird bekräftigt, dass bei Abweichungen zwischen den Ergebnissen ver-
schiedener Analysemethoden nach wie vor der Maus-Bioassay als Referenzmethode gilt.

Die EFSA wird vom BfR ersucht, zu prüfen, ob der MBA aus wissenschaftlicher Sicht den
Status einer Referenzmethode erfüllen kann. Das BfR ist der Meinung, dass der MBA nicht
als Referenzmethode einsetzbar ist. Insbesondere die Ergebnisse der gemeinsamen
FAO/IOC/WHO ad hoc Expertenkonsultation über Biotoxine in lebenden Muscheln, Oslo, 26.
bis 30. September, 2004 stellen den Status des MBA als Standardreferenzmethode für mari-
ne Biotoxine in Frage. In einer ersten Veröffentlichung wird über die Festlegung neuer
Höchstmengen für marine Biotoxine der DSP-Gruppe berichtet (vgl. Tabelle 1).
Ausgehend vom „Derived Guidance Levels/Max Levels“, der von einem Verzehr von 250 g
Portionen basiert, versagt der MBA bei der Prüfung auf Azaspirosäuren, Okadasäure, Di-
nophysistoxine und Ester in relevanten Konzentrationen, d.h. mit falsch negativen Ergebnis-
sen muss gerechnet werden. Obwohl diese neuen Höchstmengenvorschläge zur Risikobe-
wertung noch in keiner Vorschrift eines Landes enthalten sind, können solche toxikologi-
schen Daten aus der Sicht des vorbeugenden Verbraucherschutzes nicht ignoriert werden.
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Tabelle 1:
FAO/IOC/WHO ad hoc Expertenkonsultation über Biotoxine in lebenden Muscheln, Oslo, 26. bis 30. Sep-
tember 2004

Bei der Verwendung des MBA als Referenzmethode müssen folgende Nachteile diskutiert
werden:
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•  Ungeachtet seines Status als Referenzmethode, zeigen Untersuchungsergebnisse des
MBA sowohl im Vergleich zwischen Laboratorien der Mitgliedstaaten als auch  innerhalb
eines Labors große Streuungen.

•  Die Untersuchungsergebnisse des MBA haben im Vergleich zwischen verschiedenen
Laboratorien keine gute Reproduzierbarkeit gezeigt (McFarren  1959, LeDoux and Hall
2000, Toti et al. 1991). Dieser Fakt muss bei der Durchsetzung von Grenzwerten für To-
xine in Muschelfleisch und bei der Risikobewertung zum Schutz der Gesundheit der
Verbraucher beachtet werden. Es ist besorgniserregend, dass die Entscheidung
2002/225/EG weiterhin an Grenzwerten für Toxine festhält, obwohl nicht geklärt ist, ob
auf der Grundlage des MBA quantitative Aussagen über den Gehalt an DSP-Toxinen
möglich sind.

Die Untersuchungsergebnisse des MBA für DSP- und PSP-Toxine zeigen eine hohe Va-
riabilität. Stamm der Mäuse, Geschlecht, Alter und Körpergewicht beeinflussen die Un-
tersuchungsergebnisse (Stabell et al., 1992; Prakasch et al., 1971; Nagashima et al.
1991). In der wissenschaftlichen Literatur wird der MBA als nicht validierbar beschrie-
ben. Die Untersuchergebnisse zeigen eine zu große Variabilität zwischen den Laborato-
rien. Anlässlich der 5. International Conference on Molluscan Shellfish Safety (Juni
2004) kritisierte McNabb et al. (2004) die geringe Sensitivität (zu viele falsch-negative
Ergebnisse) und die geringe Spezifität (zu viele falsch-positive Ergebnisse) des MBA im
Vergleich zu chromatographischen Methoden (z.B. LC/MS).

•  Es ist nicht möglich, den MBA zur quantitativen Bestimmung von marinen Biotoxi-
nen der DSP-Gruppe zu validieren. Der MBA liefert ausschließlich qualitative Ergebnis-
se für DSP- und andere fettlösliche Toxine. Zur Bestimmung von PSP-Toxine ist der
MBA nicht spezifisch genug. Die Genauigkeit, Zuverlässigkeit und Relevanz der Untersu-
chungsergebnisse sind nicht ausreichend.

•  In der Literatur wird diskutiert, dass die in der neuen Richtlinie empfohlene Extraktions-
methode für bestimmte Toxine, wie z.B. Yessotoxin, nicht ausreichend ist. Aus den Be-
richten des Europäischen Lebensmittel- und Veterinäramtes ((FVO), Grange/Ireland) und
aus anderen Quellen geht hervor, dass die Mitgliedstaaten diese Extraktionsmethode
nicht anwenden. Bei Yessotoxin oder anderen Faktoren wie z.B. Zink oder freien Fettsäu-
ren zeigt der MBA falsch-positive Ergebnisse (McCulloch et al. 1989, Park et al. 1986,
Suzuki et al. 1996, Lawrence et al. 1994, Takagi et al. 1984, Stabell et al., 1991).

•  Der MBA ist in einigen Fällen nicht empfindlich genug und kann daher nicht als absolut
sichere Untersuchungsmethode bewertet werden. Die wissenschaftliche Literatur be-
schreibt ernste Erkrankungsfälle bei Menschen bei gleichzeitig negativen Untersu-
chungsergebnissen des MBA (Jørgensen et al. 2004). Dagegen zeigten alternative in
vitro Methoden zum Nachweis von DSP (wie z.B. die validierte CEN Methode DIN EN
14524) Untersuchungsergebnisse, die die betroffenen Chargen gestoppt hätten.

1.2  Welche wissenschaftliche Strategie empfiehlt die EFSA zur Validierung und regulatori-
schen Akzeptanz von in vitro Methoden zur Bestimmung von marinen Biotoxinen, die
den Verbraucherschutz sichert und den Ersatz des MBA als Referenzmethode ermög-
licht?

Es gibt umfangreiche Bemühungen bei der Entwicklung und Validierung von in vitro Alterna-
tiven zum MBA, z.B. chromatographische Methoden, Enzym-Immunoassays, Protein-
Phosphatase-Inhibitions-Assays, Ligand-Rezeptor-Bindungs- und Zellkulturtests. Aufgrund
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der vorliegenden wissenschaftlichen Literatur vertreten das BfR und das Deutsche NRL für
die Kontrolle mariner Biotoxine die Auffassung, dass große Fortschritte zu verzeichnen sind.

Bereits 1985 berichtete Yasumoto et al. über den chromatographischen Nachweis von
Tetrodotoxin (Toxin in Kugelfischen). In der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfah-
ren nach § 35 LMBG (Gesetz über den Verkehr mit Lebensmitteln, Tabakerzeugnissen,
kosmetischen Mitteln und sonstigen Bedarfsgegenständen,  Lebensmittel- und Bedarfsge-
genständegesetz) wird 1989 ein fluorimetrisches Verfahren zur Bestimmung des Gehalts an
PSP-Algentoxinen in Muscheltieren und Muschelerzeugnissen veröffentlicht.
Holland et al. berichteten 2002 über das neue Überwachungsprogramm für marine Biotoxine
in Neuseeland, das auf der Anwendung der LC/MS Methode basiert. Voraussetzung für das
Überwachungsprogramm ist die bereits abgeschlossene Validierung der in vitro Methoden
für ASP mit einer Höchstmengenregelung von 20 mg/kg und für DSP mit einer Höchstmen-
genregelung von 20 µg/100g. Holland et al. (2002) heben hervor, dass die Anwendung der
LC/MS-Methode auch für die PSP-Toxine gegenwärtig in Neuseeland geprüft wird. Auch im
Deutschen NRL für die Kontrolle mariner Biotoxine im BfR wird daran gearbeitet.

Unabhängig von den internationalen Entwicklungen und Fortschritten bei der Validierung
chromatographischer Verfahren sind für die behördliche Anerkennung von in vitro Methoden
in Europa die Aktivitäten des CEN von besonderer Bedeutung. Im Oktober 2004 wurde die
Norm DIN EN 14524 „Lebensmittel – Bestimmung von Okadasäure in Muscheln – HPLC-
Verfahren“ herausgegeben. Die europäischen Normen EN 14176:2003 zur Bestimmung von
Domoinsäure in Muscheln mit dem HPLC-Verfahren und EN 14526:2004  zur Bestimmung
von Saxitoxin in Muscheln mit dem HPLC-Verfahren wurden vom CEN verabschiedet und
ihre Veröffentlichung angekündigt  (CEN/TC 275-Published Standards,
http://www.cenorm.be).

In der wissenschaftlichen Literatur werden darüber hinaus die Entwicklungen von
Enzym-Immunoassays, Protein-Phosphatase-Inhibitions-Assays, Ligand-Rezeptor-Bindungs-
und Zellkulturtests beschrieben. Für diese Methoden liegen noch keine Standardprotokolle
vor, das heißt, die Entwicklung der Methoden ist noch nicht abgeschlossen. Enzym-
Immunoassays bieten zum Beispiel einen schnellen Nachweis mit hohem Probendurchsatz.

1.3 Sind klare Strategien zur Implementierung der verfügbaren besten Methode zur routine-
mäßigen Untersuchung auf marine Biotoxine entwickelt worden?

Die gegenwärtigen Untersuchungsmethoden zur Bestimmung von Algentoxinen sollten im
Sinne eines besseren Verbraucherschutzes und der Anwendung der verfügbaren besten
Methode weiterentwickelt werden. Im Hinblick auf den technischen Fortschritt, der seit dem
Inkrafttreten der Muscheltoxin-Richtlinie zu verzeichnen ist, schlägt das BfR vor, über die
Notwendigkeit der Änderung der gegenwärtigen gesetzlichen Regelungen zu diskutieren.
Das BfR vertritt die Auffassung, dass die zu untersuchenden Proben zunächst mit den der-
zeit verfügbaren chemisch-physikalischen Methoden auf eine Kontamination mit marinen
Biotoxinen untersucht werden sollten. Der MBA sollte in einem zweiten Schritt nur dann an-
gewandt werden, wenn sich ein positives qualitatives Ergebnis zeigt und eine weitere Abklä-
rung notwendig, aber mit chemisch-physikalischen Methoden nicht möglich ist.

1.4 Könnte die LC/MS-Methode nach einer erfolgreichen Validierung als zuverlässige Refe-
renzmethode anerkannt werden?

Weltweit gibt es noch keine evaluierte Referenzmethode zur Bestimmung von marinen Bio-
toxinen in Muscheln. Die Mitgliedstaaten der EU importieren pro Jahr mehrere tausend Ton-
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nen Muscheln aus Neuseeland. Die offizielle Methode zur Bestimmung des Gehalts an DSP-
Toxinen (entsprechend der Entscheidung 2002/2005/EG) ist hier eine LC/MS-Methode, die
von der Neuseeländischen Behörde für Lebensmittelsicherheit FSA anerkannt ist und inzwi-
schen in einer Intra-Laboruntersuchung entsprechend einem internationalen Protokoll vali-
diert ist. Darüber hinaus wurde diese Methode auch in einem internationalen Ringversuch
erfolgreich getestet.

Das FVO kontrollierte im Jahr 2003 die Produktions- und Untersuchungseinrichtungen für
Schalentiere und Muscheln in Neuseeland. Das FVO erhob dort keine Bedenken gegen die
Anwendung der LC/MS-Methode anstelle des in Europa vorgeschriebenen MBA.
Da für einige marine Biotoxine der DSP-Gruppe gegenwärtig keine Referenzsubstanzen
verfügbar sind, können alternative Methoden für solche Verbindungen noch nicht validiert
und der MBA in Europa nicht durch sichere  Analysemethoden ersetzt werden.
Unabhängig davon akzeptiert die Europäische Kommission Importe von Muscheln, deren
Gehalt an DSP-Toxinen mit der LC/MS-Methode geprüft wurde.
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