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Analytik mariner Biotoxine
Notwendige Schritte zur Validierung und behördliche Anerkennung von Alternativmethoden
zum Maus-Bioassay als Referenzmethode
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1. Ziel des Positionspapiers – Kritik zur Anwendung des Maus-Bioassays als Refe-
renzmethode für die Analyse mariner Biotoxine

Deutschland vertritt die Auffassung, dass geeignete chemisch-physikalische Methoden zum
Nachweis mariner Biotoxine zur Verfügung stehen, mit denen der Verbraucherschutz gesi-
chert ist und durch deren Anwendung auf den Tierversuch als Referenzmethode verzichtet
werden kann. Es handelt sich dabei um wissenschaftliche, nach international anerkannten
Kriterien geprüfte Methoden, die zum Beispiel als Normen des Europäischen Komitees für
Normung (CEN) veröffentlicht werden.

In deutschen Untersuchungsämtern werden bereits seit Ende der 80er Jahre keine Tierver-
suche zum Nachweis mariner Biotoxine, sondern routinemäßig nur noch in vitro Analyse-
methoden durchgeführt, ohne dass der Verbraucherschutz gefährdet wurde. Somit entspricht
diese Position sowohl dem hohen Anspruch des Verbraucherschutzes in Europa als auch
den Bestimmungen der europäischen Richtlinie zum Schutz der für Versuche und andere
wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere und dem deutschen Tierschutzgesetz.1, 2

Diese Haltung Deutschlands wurde von der EU-Kommission anlässlich des Besuches des
Lebensmittel- und Veterinäramtes der Europäischen Kommission (FVO) im Februar 2002
erneut kritisiert. Deutschland wurde aufgefordert, die nach EU-Recht vorgeschriebenen bio-
logischen Analysemethoden einzusetzen.3 Deutschland hat in seinem Kommentar zum Be-
richt des FVO seinen Standpunkt detailliert erläutert.4 In seiner Erklärung weist Deutschland
ausdrücklich auf den Artikel 7 Absatz (2) der Europäischen Tierschutzrichtlinie hin. Dieser
Artikel bestimmt, dass Tierversuche in der Europäischen Union nicht vorgenommen werden
dürfen, wenn zur Erreichung des angestrebten Ergebnisses eine wissenschaftlich zufrieden-
                                               
1 Richtlinie des Rates zur Annäherung der Rechts- und Verwaltungsvorschriften der Mitgliedsstaaten zum Schutz der für Versu-

che und andere wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere vom 24. November 1986 (86/609/WG) (Abl. EG. Nr. L 358 v. 18.
Dezember 1986).

2 Tierschutzgesetz in der Bekanntmachung der Neufassung vom 25. Mai 1998, BGBl. I S. 1105.
3 Bericht über einen Kontrollbesuch des Lebensmittel- und Veterinäramtes in Deutschland, 18. - 28. Februar 2002, Bewertung

der Durchführung der Richtlinie 91/492/EWG des Rates (lebende Muscheln) und Richtlinie 91/493/EWG des Rates (Fischerei-
erzeugnisse). http://europa.eu.int/comm/food/fs/inspections/vi/reports/germany/vi_rep_germ_8588-2002_de.pdf

4 Comments of Competent Authority, DG (SANCO)/8588/202, Comments to the Draft Report of the FVO Misson to Germany
from 18 to 28 February 2002. http://europa.eu.int/comm/food/fs/inspections/vi/reports/germany/vi_rep_germ_8588-
2002cm_de.pdf
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stellende, vertretbare und praktikable Alternative zur Verfügung steht, bei der keine Tiere
verwendet werden müssen. In der Begründung wird ausgeführt: „Da ... alternative Nachweis-
verfahren vorhanden und in ausreichendem Maße validiert sind, ist – auch basierend auf den
EU-rechtlichen Vorgaben der Entscheidung 2002/225/EG der Kommission vom 15. März
2002 mit Durchführungsbestimmungen zur Richtlinie 91/492/EWG – der Maus-Bioassay
nicht erforderlich."

Zur Vorbereitung des Kontrollbesuches des FVO im Jahr 2004 fand am 19. Mai 2004 im
Bundesinstitut für Risikobewertung (Berlin) ein Sachverständigengespräch zu den Aktivitäten
der nationalen Referenzlaboratorien für Muscheltoxine sowie für die Kontrolle bakterieller
und viraler Muschelkontamination statt. Die Vertreter der Prüflaboratorien der Länder haben
erneut auf die Defizite des Maus-Bioassay und die Anwendung von in vitro Analysemetho-
den zur routinemäßigen Untersuchung von Muscheln und Muschelerzeugnissen auf deren
Gehalt an Algentoxinen hingewiesen. In der Diskussion wurde festgestellt, dass trotz des
Fehlens zertifizierter Standardsubstanzen für einige Algentoxine die chemisch-
physikalischen Messverfahren dem Maus-Bioassay überlegen sind und die besser geeigne-
ten Methoden zur Gewährleistung des sicheren Verbraucherschutz darstellen. Gleichwohl
wurde seitens der amtlichen Lebensmittelüberwachung dringender Handlungsbedarf gese-
hen, für Zweifelsfälle den Maus-Bioassay vorzuhalten, möglichst im nationalen Referenzla-
bor.

2. Übersicht zu geltenden Rechtsvorschriften der EU und in Deutschland

Im Folgenden werden die für die Diskussion relevanten deutschen und europäischen Recht-
vorschriften kurz erläutert.

Richtlinie des Rates vom 15. Juli 1991 zur Festlegung von Hygienevorschriften für die
Erzeugung und Vermarktung lebender Muscheln (91/492/EWG)
Die Richtlinie des Rates zur Festlegung von Hygienevorschriften für die Erzeugung und
Vermarktung lebender Muscheln (91/492/EWG) legt fest, dass im Rahmen der Lebensmittel-
überwachung bei der Untersuchung auf marine Biotoxine der Gruppen PSP und DSP biolo-
gische Analysemethoden, das heißt Maus-Bioassays, anzuwenden sind (Anhang, Kapitel V,
Nummer 6 und 7). Nur für PSP sind zusätzlich auch chemische Verfahren sowie andere
nach dem Ausschlussverfahren (Artikel 12) anerkannte Methoden vorgesehen. In Streitfällen
ist jedoch auch hier der Bioassay als Referenzverfahren heranzuziehen. Die Regelung der
Höchstmengen für PSP weiterhin gilt (siehe Tabelle 1).

Verordnung über die hygienischen Anforderungen an Fischereierzeugnisse und le-
bende Muscheln (Fischhygiene-Verordnung – FischHV) in der Fassung der Bekannt-
machung vom 8. Juli 2000 (BGBl. I S. 819) zuletzt geändert durch Artikel 1 der Verord-
nung vom 2. April 2003 (BGBl. I S. 478)
Deutschland ist bei der Umsetzung der 91/492/EWG in nationales Recht (FischHV) von den
Regelungen zum Einsatz und zur Rechtsstellung der biologischen Analysemethoden abge-
wichen, indem bei der Untersuchung auf Toxine der PSP- und DSP-Gruppen der Bioassay
zwar eingesetzt werden darf, aber durch chemisch-physikalische Verfahren ersetzt werden
kann (Anlage 3, Kapitel 2).

Entscheidung 2002/225/EG der Kommission vom 15. März 2002 mit Durchführungs-
bestimmungen zur Richtlinie 91/492/EWG des Rates hinsichtlich der Grenzwerte und
der Analysemethoden für bestimmte marine Biotoxine in lebenden Muscheln, Stachel-
häutern, Manteltieren und Meeresschnecken. (ABl. EG Nr. L 75/62)



Seite 3 von 42

Bundesinstitut für Risikobewertung

Durch die Entscheidung 2002/225/EG vom 15. März 2002 sind 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 (Anhang zur Entscheidung, letzter Satz). Eine solche Validierung liegt
noch nicht für alle Methoden vor. Diese wird auch wegen der zur Zeit nicht verfügbaren Refe-
renzmaterialien verhindert.

In der Entscheidung 2002/225/EG werden die Höchstmengen für Okadasäure (OA) und Di-
nophysistoxine (DTX), die bisherigen Toxine der DSP-Gruppe, sowie für Yessotoxine (YTX),
Pectenotoxine (PTX) und Azaspirosäuren (AZA) festgesetzt (siehe Tabelle 1). Mit der Ent-
scheidung 2002/225/EG ergibt sich darüber hinaus eine Neuordnung der DSP-Gruppe; sie
besteht nun aus all diesen Verbindungen.

Im Artikel 5 der Entscheidung 2002/225/EG wird bekräftigt, dass bei Abweichungen zwi-
schen den Ergebnissen verschiedener Analysemethoden nach wie vor der Maus-Bioassay
als Referenzmethode für alle hier geregelten marinen Biotoxine gilt.

Entscheidung 2002/226/EG der Kommission vom 15. März 2002 zur Einführung spe-
zieller Gesundheitskontrollen für die Ernte und die Verarbeitung bestimmter Mu-
scheln, deren Gehalt an ASP (Amnesic Shellfish Poison) den in der Richtlinie
91/492/EWG des Rates (Kapitel V Ziffer 7a des Anhangs) genannten Höchstwert über-
steigt. (Abl. EG Nr. L 75/65)
Die Entscheidung 2002/226/EG bestimmt die anzuwendende Verfahrensweise für bestimmte
Muscheln, deren Toxingehalt den geregelten Grenzwert von 20 mg Domoinsäure pro kg Mu-
schelgewebe um bis zu 250 mg/kg überschreitet. Die Gehalte an Toxinen der ASP-Gruppe
(Domoinsäure) werden unter Anwendung einer HPLC-Methode bestimmt.

Entscheidung des Rates vom 14. Juni 1993 über die Referenzlaboratorien für die Kon-
trolle mariner Biotoxine (93/383/EWG) (Abl. EG. Nr. L166/31 v. 6.7.1993)
Die Entscheidung 93/383/EWG legt unter anderem fest, dass zur Sicherstellung einer wirk-
samen Kontrollregelung zur Untersuchung auf marine Biotoxine in jedem Mitgliedsstaat ein
nationales Referenzlaboratorium bestimmt wird, das dort die Durchführung der erforderlichen
Analysen in den nationalen Laboratorien koordiniert.

Zur Gewährleistung einer gemeinschaftsweiten einheitlichen Regelung der Analysen der
marinen Biotoxine, wird ein gemeinschaftliches Referenzlaboratorium bestimmt. Die Ent-
scheidung 93/383/EWG legt darüber hinaus fest, dass neben der Koordination der Anwen-
dung von Analysemethoden auch die Erforschung neuer Analysemethoden und Unterrich-
tung der nationalen Referenzlaboratorien über diesbezügliche Fortschritte zu seinen Aufga-
ben gehören.

Verordnung (EG) Nr. 853/2004 (Spezifische Hygienevorschriften) Anhang III Abschnitt
VII Kapitel V Nr. 2
Verordnung (EG) Nr. 854/2004 (Überwachung) Anhang II Kapitel II
Von dem Gemeinschaftsgesetzgeber wurden im Jahr 2004 die Verordnungen des so ge-
nannten „EU-Hygienepaketes“ verabschiedet, die die bisher in einer Vielzahl von Einzelricht-
linien festgelegten Hygieneregelungen im Lebensmittelbereich zusammenführen und ablö-
sen werden. Die Verordnung (EG) Nr. 853/2004 (Hygiene) bestimmt in Anhang III Abschnitt
VII Kapitel V Nr. 2 die Grenzwerte für ASP, PSP und DSP. In Artikel 11 unter Bezug auf Arti-
kel 12 derselben Verordnung ist eine Ermächtigung zur Festlegung anerkannter Analysen-
methoden für marine Biotoxine enthalten. Die Verordnung (EG) Nr. 854/2004 (Überwachung)
Anhang II Kapitel II verpflichtet die Überwachungsbehörden in den Mitgliedsstaaten zur Kon-
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trolle lebender Muscheln auf Anwesenheit von marinen Biotoxinen. Das so genannte „EU-
Hygienepaket“ tritt ab 1. Januar 2006 in Kraft.

Richtlinie 86/609/EWG des Rates zur Annnäherung der Rechts- und Verwaltungsvor-
schriften der Mitgliedsstaaten zum Schutz der für Versuche und andere wissenschaft-
liche Zwecke verwendeten Tiere vom 24. November 1986 (ABl. EG. Nr. L 358)
Artikel 7 der Richtlinie 86/609/EWG bestimmt, dass ein Tierversuch nicht vorgenommen
werden darf, wenn zur Erreichung des angestrebten Ergebnisses eine wissenschaftlich zu-
friedenstellende, vertretbare und praktikable Alternative zur Verfügung steht, bei der kein
Tier verwendet werden muss.

Artikel 23 der Richtlinie verpflichtet die Kommission und Mitgliedsstaaten zur Förderung der
Entwicklung und Validierung von Alternativmethoden.

Tierschutzgesetz in der Fassung der Bekanntmachung vom 25. Mai 1998 (BGBl. I S.
1105, ber. S. 1818)
Die Bestimmungen des § 7 Abs. 2 des deutschen Tierschutzgesetzes entsprechen inhaltlich
dem Artikel 7 der Richtlinie 86/609/EWG.

3. Übersicht zur Analytik der marinen Biotoxine

3.1 Übersicht zur derzeit aktuellen Analytik, einschließlich Toxingruppen, Höchst-
mengenregelung, Referenzmethode, Referenzsubstanzen

In der Tabelle 1 werden den Toxingruppen ASP, DSP, Yessotoxine, Pectenotoxine, Azaspi-
rosäuren und PSP die geltenden Höchstmengenregelungen, die vorgeschriebenen Refe-
renzmethoden, die Verfügbarkeit von analytischen Methoden und Referenzsubstanzen zu-
geordnet.

Für die ASP-Gruppe gilt in der EU und in Deutschland die gleiche Höchstmengenregelung.
Die HPLC-Methode wird angewandt und sichert eine quantitative Analytik in vitro. Referenz-
substanzen für Domoinsäuren sind verfügbar.

Dagegen schreibt die europäische Richtlinie, orientiert an dem für die Bestimmung von
Okadasäure und Dinophysistoxine unempfindlicheren Maus-Bioassay, im Vergleich zur
deutschen Fischhygiene-Verordnung einen deutlich höheren Grenzwert von 800 µg/kg He-
patopankreas vor. Mit dem Maus-Bioassay ist keine quantitative Analytik möglich. Der Tod
der Tiere ist der methodische Endpunkt (siehe Tabelle 2). Der Maus-Bioassay ist die euro-
päische „Referenzmethode“. Aus Verbraucherschutzgründen wurde in Deutschland ein
Grenzwert von 400 µg/kg Hepatopankreas für Toxine der DSP-Gruppe aufgenommen. Die-
ser Wert ist mit dem HPLC-Verfahren leicht zu überwachen und sichert eine quantitative A-
nalytik. Für die DSP-Gruppe sind Referenzsubstanzen verfügbar. Der Maus-Bioassay wird
daher in Deutschland nicht angewendet.

Für die Toxingruppen Yessotoxine, Pectenotoxine und Azaspirosäuren gilt die Höchst-
mengenregelung entsprechend der Entscheidung 2002/225/EG. Diese Toxine sind nur in
mehrfachen Maus-Bioassays ausreichend genau zu differenzieren, da zum Beispiel Yesso-
toxin eine deutlich niedrigere orale Toxizität als die anderen Verbindungen aufweist, im
Maus-Bioassay aber gleich empfindlich anspricht. Für alle aufgeführten Toxine existieren
bereits qualitative in vitro Nachweisverfahren. Sobald Referenzsubstanzen zur Verfügung
stehen würden, könnten die analytischen Methoden quantitative Ergebnisse liefern.
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Für den Nachweis von Verbindungen der PSP-Gruppe schreiben sowohl die europäische
Richtlinie als auch die deutsche Fischhygiene-Verordnung identische Höchstmengen vor.
Der Maus-Bioassay stellt eine semiquantitative Analytik dar. In Deutschland werden die als
toxikologisch relevanten Leitsubstanzen anzusehenden Vertreter der PSP-Toxingruppe mit-
tels in vitro Analyseverfahren (HPLC) quantitativ bestimmt. Referenzsubstanzen dieser Ver-
bindungen sind kommerziell verfügbar.

3.2 Vergleich Maus-Bioassay und Alternativmethoden (Kurzbeschreibung, metho-
discher Endpunkt, Vorteile, Nachteile)

In der Tabelle 2 werden die derzeit verfügbaren bzw. in der Literatur beschriebenen Metho-
den zusammenfassend dargestellt. Es handelt sich dabei um Maus-Bioassay-Verfahren,
chromatographische Methoden, Enzym-Immunoassays, Protein-Phosphatase-Inhibitions-
assay, Ligand-Rezeptor-Bindungstests und Zellkulturtests.

In der Kurzbeschreibung wird der methodische Endpunkt der Verfahren benannt. In der Ge-
genüberstellung der Vor- und Nachteile wird auch der gegenwärtige Entwicklungsstand deut-
lich. Zur jeweiligen Methode wird in einem Literaturverzeichnis auf relevante ausgewählte
Publikationen hingewiesen (siehe Anhang).

Die Anwendung des Maus-Bioassay-Verfahrens als Referenzmethode zum Nachweis ma-
riner Biotoxine wird sowohl wissenschaftlich als auch tierschutzrechtlich sehr kritisch beur-
teilt. Der tierschutzrechtliche Konflikt wurde bereits unter Punkt 1 (Ziel des Positionspapiers)
ausführlich dargestellt. Der Test ist mit erheblichem Leiden der Tiere verbunden. Der Tod der
Tiere ist der methodische Endpunkt. In der wissenschaftlichen Literatur wird der Maus-
Bioassay als nicht validierbar bewertet. Es gibt eine große Streuung zwischen den Laborato-
rien. Geschlecht, Gewicht und Stamm der Mäuse beeinflussen die Untersuchungsergebnis-
se. So kritisiert zum Beispiel McNabb et al. (2004) anlässlich der 5. International Conference
on Molluscan Shellfish Safety (June 2004, Ireland) die geringe Sensitivität (zu viele falsch
negative Ergebnisse) und die geringe Spezifität (zu viele falsch positive Ergebnisse) des
Maus-Bioassays im Vergleich zu chromatographischen Methoden (LC/MS).

Bereits 1985 berichteten Yasumoto et al. über den chromatographischen Nachweis von
Tetrodotoxin (Toxin in Kugelfischen) mit der HPLC. In der Amtlichen Sammlung von Unter-
suchungsverfahren nach § 35 LMBG wird 1989 ein fluorimetrisches Verfahren zur Bestim-
mung des Gehaltes an PSP-Algentoxinen in Muscheltieren und Muschelerzeugnissen ver-
öffentlicht. Holland et al. berichteten 2002 über das neue Überwachungsprogramm für mari-
ne Biotoxine in Neuseeland, das auf der Anwendung der LC-MS Methode basiert. Voraus-
setzung 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 ei-
ner Höchstmengenregelung 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 ge-
prüft wird. Auch im 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
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von Saxitoxin in Muscheln mit dem HPLC-Verfahren wurden vom CEN verabschiedet und
ihre Veröffentlichung angekündigt.5

In der wissenschaftlichen Literatur werden darüber hinaus die Entwicklungen von Enzym-
Immunoassays, Protein-Phosphatase-Inhibitions-Assay, Ligand-Rezeptor-
Bindungstests und Zellkulturtests beschrieben. Für diese Methoden liegen noch keine
Standardprotokolle vor, das heißt, die Entwicklung der Methoden ist noch nicht abgeschlos-
sen. Enzym-Immunoassays bieten zum Beispiel einen schnellen Nachweis mit hohem Pro-
bendurchsatz. Die weitere Förderung dieser Methoden sollte aus wissenschaftlichem An-
spruch und entsprechend dem Artikel 23 der Tierschutzrichtlinie 86/609/EWG unterstützt
werden.

3.3 Situation in der EU und im internationalen Raum

In der Tabelle 3 sind die derzeit in verschiedenen Staaten zum Nachweis mariner Biotoxine
angewandten Verfahren zur amtlichen Kontrolle mariner Biotoxine in Muscheln und Schalen-
tieren dargestellt6. Selbstverständlich muss diese Tabelle fortlaufend ergänzt und aktualisiert
werden.

Diese Übersicht zeigt, dass die Analytik für ASP-Toxine international grundsätzlich nur noch
in vitro auf der Grundlage chromatographischer Verfahren durchgeführt wird.
Für die Analyse von DSP-Toxinen, wie Okadasäure und Dinophysistoxine, Yessotoxine,
Pectenotoxine, Azaspirosäuren sowie für PSP-Toxine, ist die Situation im Ländervergleich
sehr heterogen.

Neuseeland und Deutschland sind Länder, in denen für die DSP-Toxine ausschließlich
chromatographische Verfahren angewandt werden. Dagegen wird für diese Toxine in Bel-
gien, Frankreich, Spanien und im Vereinigten Königreich ausschließlich der Maus-Bioassay
angewandt. Allerdings muss darauf aufmerksam gemacht werden, dass das Vereinigte Kö-
nigreich anlässlich des FVO-Inspektionsbesuches 2002 gerügt wurde, da die amtliche Me-
thode nicht exakt verwendet wurde.7 Das Vereinigte Königreich führt den Maus-Bioassay mit
einer reduzierten Anzahl von Tieren durch. Darüber haben Dennison et al. (2002) anlässlich
des 4. Weltkongresses für Alternativmethoden berichtet.8 In Irland und Norwegen werden
Paralleltestungen mit dem Maus-Bioassay und chromatographischen Methoden durchge-
führt. Die österreichischen Untersuchungslaboratorien wenden das HPLC-Verfahren an und
führen den Maus-Bioassay nur dann durch, wenn im HPLC positive Ergebnisse angezeigt
werden. Die Niederlande wenden sowohl den Ratten-Bioassay als auch chromatographische
Verfahren an. In Italien wird der Maus-Bioassay durchgeführt; sind aber Referenzsubstanzen
für Okadasäure und Dinophysistoxine, Yessotoxine und PSP-Toxine vorhanden, dann wird
das HPLC-Verfahren angewendet. Portugal wendet zur Bestimmung von OA und DTXs den
ELISA als Screening- und LC/MS als Bestimmungsmethode an. Indikatorspecies aus beson-
deren Erntegebieten werden mit dem Maus-Bioassay getestet. PTX wird mit LC/MS unter-
sucht und auf Yessotoxin wird mit dem Maus-Bioassay geprüft, wenn die Zelldichte von Pro-
ceratium reticulatum im Wasser 1000/Liter übersteigt. In Schweden werden die DSP- und

                                               
5 CEN/TC 275-Published Standards. http://www.cenorm.be
6 Minutes of VI Meeting of EU-NRLs on Marine Biotoxins, 21-22. November 2003, Vigo/Spain.
7 Bericht über einen Kontrollbesuch des Lebensmittel- und Veterinäramtes im Vereinigten Königreich, 08. – 17. Juli 2002, Be-

wertung der Durchführung der Richtlinie 91/492/EWG des Rates (lebende Muscheln) und Richtlinie 91/493/EWG des Rates
(Fischereierzeugnisse). http://europa.eu.int/comm/food/fs/inspections/vi/reports/united_kingdom/vi_sum_unik_8614-
2002_de.pdf

8 Dennison, N., Zuur, G., Petrie, J., Turriff, J., Kinnear, S., and Bourke D.: Pilot Investigation of the Use of General Anesthesia to
Refine the Statutory Mouse Bioassay for Paralytic Shellfish Poison. Abstract, Proceedings, Fourth World Congress on Alterna-
tives and Animal Use in the Life Sciences, August 11-15 (2002) New Orleans, USA.
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PSP-Gruppe mit der HPLC untersucht, während die schwedischen Proben von norwegi-
schen Laboratorien mit dem Maus-Bioassay getestet werden. Dänemark testet auf DSP-
Gehalte mit dem Maus-Bioassay und sichert Befunde mit LC/MS/MS. Auf PSP wird ebenfalls
mit dem Maus-Bioassay untersucht. Qualitativ wird mit LC/MS/MS auf Vorhandensein von
PTX, YTX und AZAs geprüft. In Finnland ist der Einsatz von Tierversuchen zum Nachweis
von DSP verboten. Griechenland bestimmt OA, DTX-1, DTX-2, ASP und PSP mittels HPLC-
Methoden. Eine andere Quelle berichtet jedoch auch über den Einsatz des Maus-Bioassay
für den Nachweis von DSP, AZAs und PSP.

Grundsätzlich stellt das FVO in seinem Jahresbericht 2002 fest, dass die Kontrolle und Ana-
lyse der marinen Biotoxine in den Mitgliedsländern nicht korrekt, das heißt nicht entspre-
chend der rechtlichen Vorgaben (siehe Punkt 2) durchgeführt wird.9

In der einschlägigen internationalen Fachliteratur wird, wie bereits unter Punkt 3.2 erwähnt,
über Erkenntnisse zur Zuverlässigkeit von in vitro Bestimmungsmethoden berichtet, die al-
ternativ zum Tierversuch eingesetzt werden können. Neben biochemischen Nachweisverfah-
ren erlangen zunehmend Analysemethoden an Bedeutung, die sowohl eine empfindliche
Detektion der marinen Biotoxine erlauben als auch zusätzlich eine hohe Spezifität für die
gesuchten Stoffe aufweisen. Als wichtigste Perspektive ist hier der Einsatz der Massen-
spektrometrie in Kopplung mit Flüssigkeits-Chromatographie zu nennen (LC/MS;
LC/MS/MS). Es sind bereits zahlreiche Methodenentwürfe publiziert, die einen sofortigen
Ersatz des Maus-Bioassays ermöglichen würden. Die in der Entscheidung 2002/225/EG im
Anhang geforderte Validierung solcher Ersatzmethoden unter Verwendung von Referenz-
material für alle aufgeführten Einzelverbindungen macht jedoch den Ersatz des Maus-
Bioassays als Routine- oder Referenzmethode für Jahre unmöglich. Und dies, obwohl der
Maus-Bioassay niemals vergleichbaren Prüfungskriterien unterzogen wurde.

Eine auf Beschluss der Vertreter der europäischen NRLs eingesetzte EU-Arbeitsgruppe ist
im Juli 2004 erstmals zusammengetreten und hat sich zur Aufgabe gemacht, eine für den
Nachweis von Toxinen der DSP-Gruppe geeignete Methode auszuwählen und, auch ohne
Verfügbarkeit aller Standards, zu validieren. In Neuseeland hat man diesen Schritt bereits
erfolgreich abgeschlossen10, wie aus Tabelle 3 ersichtlich ist.

3.4 Handlungsbedarf zur Validierung und behördlichen Anerkennung von Alterna-
tivmethoden

Die Erläuterungen zur aktuellen Analytik und zum Vergleich Maus-Bioassay mit in vitro Ana-
lysemethoden weisen auf einen dringenden Handlungsbedarf bei der rechtlichen Anerken-
nung von chromatographischen Methoden zum Nachweis mariner Biotoxine der DSP- und
PSP-Toxingruppen und der Bereitstellung von Referenzsubstanzen für die Europäischen
Referenzlaboratorien hin.

Dabei sollten internationale Entwicklungen berücksichtigt werden. Zu den wichtigen Ergeb-
nissen der International Conference on Molluscan Shellfish Safety (Irland, Juni 2004) gehört
die Diskussion zur bevorstehenden Deregulierung von Toxinklassen. Neuere Untersuchun-
gen zur Toxizität der Giftgruppen „Yessotoxine, YTX" sowie „Pectenotoxine, PTX" haben
gezeigt, dass nach oraler Applikation bei vergleichbaren Dosierungen bei den Versuchstie-

                                               
9 Food and Veterinary Office: Annual Report 2002, pp 21 – 22.

http://europa.eu.int/comm/food/fvo/annualreports/final_2002_en.pdf
10 Holland,P.T., McNabb, P., Selwood, A., Page, T., Bell, K., Mackenzie, L.: Marine biotoxin monitoring of New Zealand shellfish

- a new management programme based on LC-MS. Proc. 2nd Int. Confrerence on Harmful Algae Management and Mittigation,
Nov. 2001, Qingdao, China. S. Hall and YL. Zou eds., In press 2002.
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ren eine erheblich niedrigere Giftwirkung, wenn überhaupt, auftrat. Die intraperitoneale Ver-
abreichung hatte zu einer starken Überschätzung des toxischen Potentials geführt. Es ist zu
erwarten, dass künftig der Nachweis aller Einzel-Standards nicht unbedingt erforderlich sein
wird. Auf der Sitzung der EU-LC/MS-Arbeitsgruppe am 6. Juli 2004 in Vigo (Spanien) wurde
diese Möglichkeit zur Lösung des Validierungsproblems für chemisch-physikalische Metho-
den ausführlich erörtert.

Neben der Anerkennung validierter in vitro Methoden (HPLC) sollte die Förderung der Vali-
dierung anderer in vitro Verfahren verstärkt werden, da die Nutzung weiterer methodischer
Endpunkte zum Toxinnachweis eine zusätzliche Absicherung der Diagnostik bedeutet. So
würden zum Beispiel die Zellkulturtests einen biologischen Nachweis über die Zytotoxizität
der Toxine ermöglichen.

In Tabelle 4 wird der Handlungsbedarf zur Validierung und Anerkennung chemisch-
physikalischer Analysemethoden für die Analytik der einzelnen Toxingruppen zusammenfas-
send dargestellt. Für die DSP- und PSP Toxingruppe wird aufgrund der aktuellen Publikati-
onen die Entwicklung und Validierung der in vitro Methoden als abgeschlossen bewertet. Die
rechtliche Anerkennung dieser validierten in vitro Methoden wird als nächster Schritt emp-
fohlen.

Der Einsatz des Maus-Bioassays als Referenzmethode für marine Biotoxine wird aufgrund
der wissenschaftlichen Literatur als nicht mehr geeignet eingeschätzt.
Yasumoto et al. haben den Maus-Bioassay 1971 publiziert.11 Zum damaligen Zeitpunkt war
dieser Test die Methode der Wahl und wissenschaftlich von hohem Wert. Inzwischen sind
umfangreiche kritische Untersuchungen zur Zuverlässigkeit und Genauigkeit der Methode
durchgeführt und publiziert worden. Es wurde festgestellt, dass der Maus-Bioassay nicht
validierbar und zu unempfindlich für DSP-Toxine ist. Er sichert den Verbraucherschutz auf-
grund falsch negativer Ergebnisse nicht ausreichend. Zum Monitoring von Muscheltoxinge-
halten in Fanggewässern ist der Maus-Bioassay gänzlich ungeeignet. Parallel zur Anwen-
dung des Maus-Bioassay wurden in den zurückliegenden 30 Jahren zuverlässige chemisch-
physikalische Methoden entwickelt, geprüft und angewandt.

4. Vorschlag des BfR zur Lösung des Konflikts

Auf der Grundlage der Kritik zur Anwendung des Maus-Bioassays als Referenzmethode für
die Analyse mariner Biotoxine und insbesondere der internationalen Literatur und zur unmit-
telbaren Vorbereitung des Kontrollbesuches des FVO im November 2004 schlägt das BfR
dem BMVEL vor, folgende Initiativen der Kommission zu unterbreiten:

1. Änderung der entsprechenden rechtlichen Regelung, die es ermöglicht, dass zu untersu-
chende Proben zunächst mit den vorhandenen chemisch-physikalischen Methoden auf
eine Kontamination mit marinen Biotoxinen untersucht werden. Zeigt sich dabei ein posi-
tives qualitatives Ergebnis und ist eine weitere Abklärung im Interesse des Verbraucher-
schutzes (gerichtliche Verwertbarkeit der Testergebnisse usw.) notwendig, mit chemisch-
physikalischen Methoden aber nicht möglich, wird der Maus-Bioassay als Referenzme-
thode im Sinne von Art. 5 der Entscheidung 2002/225/EG angewandt.
Das BfR stimmt der Verwendung von Tierversuchen in begründeten Ausnahmefällen im
Interesse des Verbraucherschutzes zu und regt an, ein Labor für die Untersuchungen
auszuwählen.

                                               
11 Yasumoto, T., Hashimoto, Y., Bagnis, R., Randall, JE., Banner AH.: Toxicity of the surgeonfishes. Bull Jap Soc Sci Fish 37,

724-734 (1971).
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2. Bereitstellung finanzieller Hilfen im Sinne von Art. 23 Abs. 1 der Richtlinie 86/609/EWG
zur Sicherzustellung der Validierung und rechtlichen Anerkennung von chemisch-
physikalischen Methoden, insbesondere zur dafür notwendigen Bereitstellung von To-
xinstandards und Referenzmaterial.

3. Die EU-Kommission sollte aufgefordert werden, ihre juristischen Dienste einzuschalten,
da im vorliegenden Fall die gemeinschaftlich geschützten Rechtsgüter Verbraucher-
schutz und Tierschutz konkurrieren und bei der erforderlichen Abwägung gemeinschafts-
rechtliche Aspekte klärungsbedürftig erscheinen.

4. Die EU-Kommission sollte prüfen, ob aus wissenschaftlicher Sicht der Maus-Bioassay
den Status einer Referenzmethode haben kann, insbesondere in Anlehnung an die in der
Entscheidung der Kommission vom 12. August 2002 zur Umsetzung der Richtlinie
96/23/EG des Rates betreffend die Durchführung von Analysemethoden und die Aus-
wertung von Ergebnissen (2002/657/EC) (Abl. EG. Nr. L 221).12 Das BfR ist der Auffas-
sung, dass der Maus-Bioassay sich grundsätzlich nicht als Referenzmethode eignet.

                                               
12 Entscheidung der Kommission vom 12. August 2002 zur Umsetzung der Richtlinie 96/23/EG des Rates betref-
fend die Durchführung von Analysemethoden und die Auswertung von Ergebnissen (2002/657/EG) (Abl. EG.
Nr. L 221).



Seite 10 von 42

Tabelle 1: Übersicht zur aktuellen Analytik der marinen Biotoxine, Stand September 2004

Toxingruppen Höchstmengenregelung            Referenzmethode Chemisch-
physikalische Analy-

semethoden

validierbar für die Er-
fassung von Leitsub-

stanzen
verfügbare

EU
91/492/EWG

Richtlinie
2002/225/E

G
Entscheidung

2002/226/E
G

Entscheidung
853/2004
Verordnung

D
Fisch-

Hygiene
Verordnung

FH-VO

EU quantita-
tive

Analytik

quantitati-
ve

Analytik*

Maus-
Bioassay

Analytische
Methoden

Referenz-
substanzen

ASP-Gruppe
(Amnesic Shellfish
Poison)
Domoinsäure und
Isomere

20 mg/kg Mu-
schelgewebe

20 mg/kg Mu-
schelgewebe

HPLC ja HPLC
LC/MS

ja
ja

nein HPLC  - ja
LC/MS - ja

Domoinsäure

DSP-Gruppe
(Diarrhetic Shellfish
Poisoning)
Okadasäure (OA)
Dinophysistoxine
(DTX)

800 µg/kg Hepa-
topankreas
entspricht

160 µg/kg Mu-
schel-

homogenisat

400 µµµµg/kg Hepa-
topankreas;
entspricht

80 µg/kg Mu-
schelgewebe

Maus-Bioassay nein HPLC
LC/MS
LC/MS/MS

ja
ja
ja

nein HPLC – ja
LC/MS – ja
LC/MS/MS – ja

Okadasäure
DTX1

Yessotoxine
(YTX)
45 OH YTX, Homo
YTX, 45 Homo OH YTX

1 mg/kg Mu-
schelgewebe

Maus-Bioassay nein HPLC
LC/MS
LC/MS/MS

ja*
ja*
ja*

nein HPLC – ja*
LC/MS – ja*
LC/MS/MS – ja*

nein

Pectenotoxine
(PTX)
PTX-1, PTX-2

160 µg/kg Mu-
schelgewebe

Maus-Bioassay nein HPLC/FD
LC/MS

ja*
ja*

nein HPLC/FD – ja*
 LC/MS – ja*

nein

Azaspirosäuren
(AZA)
AZA-1, AZA-2, AZA-3

160 µg/kg Mu-
schelgewebe

Maus-Bioassay nein LC/MS
LC/MS/MS

ja*
ja*

nein LC/MS – ja*
LC/MS/MS – ja*

nein

PSP
(Paralytic Shell-
fish Poison)
STX, NEO-STX und
andere

800 µg/kg Mu-
schelgewebe

800 µg/kg Mu-
schelgewebe

Maus-Bioassay semi-quantitativ HPLC/FD ja nein ja STX, NEO-STX
und andere Ver-
bindungen

quantitative Analytik* = bei Verfügbarkeit von zertifiziertem Standardmaterial; z.Zt. qualitative Verfahren
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Tabelle 2: Übersicht zu den Nachweismethoden für marine Biotoxine, Stand September 2004

Nachweismethoden Kurzbeschreibung
- methodischer Endpunkt-

Vorteile Nachteile

Maus-Bioassay-Verfahren
Literaturverzeichnis (1)

•  Es werden 3 Mäuse verwen-
det.

•  Der Tod zweier von drei Mäu-
sen binnen 24 Stunden (5
Stunden) nach der Verabrei-
chung eines Muschelgewebe-
Extraktes gilt als positiver
Nachweis.

•  Der Tod der Mäuse ist der
methodische Endpunkt.

•  Es handelt sich um ein biologi-
schen Testsystem, mit dem
das Vorhandensein von unbe-
kannten Toxinen direkt nach-
gewiesen werden kann.

•  Der Test mit erheblichen Lei-
den der Tiere verbunden. Der
Tod der Tiere ist der methodi-
sche Endpunkt.

•  Konflikt mit Tierschutzrichtlinie
•  Nachweisgrenze liegt bei 800

µg/kg Muschelhepatopankreas
für DSP; unempfindlich

•  Der Test ist nicht validierbar.
Es gibt eine große Streuung
zwischen den Laboratorien.
Geschlecht, Gewicht und
Stamm der Mäuse beeinflus-
sen das Untersuchungsergeb-
nis.

Analytische Methoden
•  Hochdruckflüssigkeits-

Chromatogtaphie (HPLC) mit
fluorimetrischer und UV-
Detektion

(HPLC/FLD; HPLC/DAD)
•  Flüssigkeits-Chromatographie-

Massenspektrometrie  (LC-MS)
•  Flüssigkeits-Chromatographie-

Tandem-Massenspektrometrie
      (LC-MS/MS)
•  Kapillar-Elektrophorese
Literaturverzeichnis (2)

•  Nachweis mit analytischen
Mess-Instrumenten.

•  Auftrennung nach physiko-
chem-ischen Moleküleigen-
schaften und Vergleich mit
Referenzstandards.

•  Schnelle und genaue Identifika-
tion und Quantifizierung von To-
xinen ist möglich; zum Nachweis
aller marinen Toxine geeignet.

•  Empfindlicher als Maus-
Bioassay

•  Hohe Selektivität; für Monitoring
    zu Präventivmaßnahmen geeig-

net
•  LC-MS ist validiert nach interna-

tionalen Standards, Holland et
al. (2002).

•  HPLC-Methoden sind validiert
(CEN; §35-LMBG; AOAC)

•  In der 2002/225/EC sind
HPLC/FD und LC-MS bereits als
Alternativen zum Maus-Assay
erwähnt.

•  Nicht für alle Toxine gibt es
Referenzmaterialien.

•  Nicht strukturverwandte, unbe-
kannte Toxine werden in der
Regel nicht angezeigt
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Nachweismethoden Kurzbeschreibung
- methodischer Endpunkt-

Vorteile Nachteile

Enzym-Immunoassays
Literaturverzeichnis (3)

•  Immunologischer Nachweis
durch Bindung an spezifische
Antikörper.

•  Methodischer Endpunkt ist die
Messung der Menge gebunde-
ner Antikörper.

•  Schneller Nachweis mit hohem
Probendurchsatz möglich.

•  Empfindlicher als Maus-
Bioassay.

•  In der 2002/225/EC bereits als
Alternative zum Maus-
Bioassay erwähnt.

•  Für jede Toxinklasse wird ein
anderer spezifischer Test be-
nötigt.

•  Kreuzreaktionen mit Toxinen
der gleichen Klasse sind mög-
lich.

•  Es liegt noch kein internatio-
nalvalidiertes Standardprotokoll
(SOP) vor.

Protein-Phosphatase-
Inhibitionsassay
Literaturverzeichnis (4)

•  Biochemischer Nachweis.
•  Methodischer Endpunkt ist die

Hemmung spezifischer Enzy-
me (Protein-Phosphatase 1
und 2a) durch DSP-Toxine.

•  Schneller Nachweis mit hohem
Probendurchsatz möglich.

•  Gute Vergleichbarkeit mit
chromatographischen Metho-
den und Maus-Bioassay.

•  Empfindlicher als Maus-
Bioassay;
empfindlicher als ELISA.

•  In der 2002/225/EC bereits als
Alternative zum Maus-
Bioassay erwähnt.

•  Nur zum Nachweis von DSP-
Toxinen geeignet.

•  Es liegt noch kein
international validiertes Stan-
dardprotokoll (SOP) vor.

Ligand-Rezeptor-Bindungstests
Literaturverzeichnis (5)

•  Biochemischer Nachweis.
•  Methodischer Endpunkt ist die

Verdrängung von radioaktiv
markiertem Toxin-Standard
von der spezifischen Rezep-
tor-Bindungsstelle an Zell-
membranen.

•  Sehr spezifisch; zum Nachweis
aller marinen Toxine geeignet.

•  Routine-Nachweis mit größe-
rem Probendurchsatz möglich.

•  Empfindlicher als Maus-
Bioassay

•  Gute Vergleichbarkeit mit
chromatographischen Metho-
den und Maus-Bioassay.

•  Für jede Toxinart wird ein an-
derer spezifischer Test benö-
tigt.

•  Es liegt noch kein
international validiertes Stan-
dardprotokoll (SOP) vor.
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Nachweismethoden Kurzbeschreibung
- methodischer Endpunkt-

Vorteile Nachteile

Zellkulturtests
Literaturverzeichnis (6)

•  Zellbiologischer Nachweis der
Zytotoxizität der Toxine.

•  Methodischer Endpunkt ist das
Wachstum von Zellkulturen,
z.B. Maus-Neuroblastoma-
Zellinien, Messung durch Vi-
talfärbung oder biochemisch
(MTT-Test).

•  Sehr spezifisch; zum Nachweis
vieler mariner Toxine geeignet.

•  Empfindlicher als Maus-
Bioassay.

•  Schneller Nachweis mit hohem
Probendurchsatz möglich.

•  Für PSP- und DSP-Toxine
werden
verschiedene Tests benötigt.

•  Nur die Gesamttoxizität wird
gemessen ohne genaue Iden-
tifikation der Toxine.

•  Es liegt noch kein
international validiertes Stan-
dardprotokoll (SOP) vor.
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Tabelle 3

In Mitgliedstaaten der EU und in Übersee angewandte Verfahren zur
amtlichen Kontrolle mariner Biotoxine in Muscheln und Schalentieren

Marine Bio-
toxine

OA + DTX
Okadasäu-

re und
Dinophy-
sistoxine

AZA
Azaspiro-

säuren

PTX
Pecte-

notoxine

YTX
Yessotoxi-

ne

PSP
Lähmungen

hervorrufende
Algentoxine

ASP
Amnesie hervor-
rufende Algen-

toxine

Staat
Belgien MBA MBA MBA MBA MBA HPLC
Dänemark MBA

ver
LC/MS/MS

qual
LC/MS/M

S

qual
LC/MS/

MS

qual
LC/MS/MS

MBA HPLC

Deutschland HPLC-FLD
LC/MS;

LC/MS/MS
qual

LC/MS/M
S

qual
LC/MS/

MS

qual
LC/MS/MS

HPLC-FLD* HPLC

Finnland MBA zum Test auf DSP verboten in Finnland k.A HPLC
Frankreich MBA MBA MBA MBA MBA HPLC
Griechenland MBA

HPLC-FLD
MBA
k.A

k.A. k.A. MBA
HPLC-FLD

HPLC

Irland MBA +
LC/MS

MBA +
LC/MS
LC/MS

MBA +
LC/MS

MBA +
LC/MS

MBA HPLC

Italien MBA
z.T. HPLC

MBA MBA MBA
z.T. HPLC

MBA
z.T. HPLC

HPLC

Luxemburg k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A.
Niederlande RBA

LC/MS;
HPLC-FLD

RBA k.A. k.A. HPLC-FLD
HPLC-FLD*

HPLC

Österreich HPLC-FLD
MBA

HPLC
MBA

HPLC
MBA

HPLC
MBA

HPLC-FLD MBA HPLC

Portugal ELISA;
LC/MS
MBA

LC/MS LC/MS MBA** HPLC-FLD HPLC

Drittländer-
Importe

MBA MBA HPLC

Schweden HPLC
MBA

(NOR)

HPLC
MBA

(NOR)

HPLC
MBA

(NOR)

HPLC
MBA

(NOR)

HPLC
MBA

(NOR)

k.A.

Spanien MBA MBA MBA MBA MBA HPLC
Vereinigtes
Königreich

MBA MBA MBA MBA MBA HPLC

Norwegen  MBA +
LC/MS

 LC/MS  LC/MS  MBA +
LC/MS

HPLC-FLD HPLC

Neuseeland LC/MS LC/MS LC/MS LC/MS MBA HPLC

k.A.: z.Zt. keine Angaben
*: im Notfall MBA
**: nur wenn Proceratium reticulatum > 1000 Zellen/L
ver: Bestätigungsanalyse
(NOR): durchgeführt in Norwegen
z.T.: HPLC, wenn Referenzstandards vorhanden sind

MBA: Maus-Bioassay
RBA: Ratten-Bioassay
HPLC: High Performance Liquid Chromatography
FLD: Fluorescence Detection
LC/MS: Liquid Chromatography/Mass Spectrometry;
LC/MS/MS: LIquid Chromatography/Tandem Mass
Spectrometry
MBA + LC/MS: Vergleichsmessungen
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Tabelle 4: Handlungsbedarf zur Validierung und behördlichen Anerkennung chemisch-physikalischer Analysemethoden für
die Analytik der einzelnen Toxingruppen
•  Entwicklung, Validierung
•  behördliche   Anerkennung

Toxingruppen Handlungsbedarf zur Validierung und Anerkennung chemisch-physikalischer Analysemethoden für
die Analytik der einzelnen Toxingruppen

Entwicklung, Validierung behördliche Anerkennung
ASP-Gruppe
(Amnesic Shellfish Poison)
Domoinsäure und Isomere

Entwicklung und Validierung ist bereits erfolgt HPLC-Methode ist in der EU bereits anerkannt
(2002/226/EG)

DSP-Gruppe
(Diarrhetic Shellfish Poisoning)
Okadasäure (OA), Dinophysisto-
xine (DTX)

Entwicklung und Validierung ist bereits erfolgt
•  siehe DIN EN 14524-2004 „Lebensmittel – Be-

stimmung von Okadasäure in Muscheln – HPLC-
Verfahren mit Reinigung durch Festphasenex-
traktion, Derivatisierung und fluorimetrischer Be-
stimmung, Deutsche Fassung EN 14524:2004
(Ausgabedatum: Oktober 2004)

•  siehe Holland et. al. (2002)

behördliche Anerkennung von Alternativmethoden in
der EU vorbehaltlich des Nachweises von vorgege-
benen Analoga, siehe 2002/225/EWG

in New Zealand für LC-MS

Yessotoxine (YTX) behördliche Anerkennung von Alternativmethoden in der
EU vorbehaltlich des Nachweises von vorgegebenen A-
naloga, siehe 2002/225/EWG

Pectenotoxine (PTX) behördliche Anerkennung von Alternativmethoden in der
EU vorbehaltlich des Nachweises von vorgegebenen A-
naloga, siehe 2002/225/EWG

Azaspirosäuren (AZA) behördliche Anerkennung von Alternativmethoden in der
EU vorbehaltlich des Nachweises von vorgegebenen A-
naloga, siehe 2002/225/EWG

PSP (Paralytic Shellfish Poison) Entwicklung und Validierung ist bereits erfolgt
•  siehe EN 14524-2004 „Foodstuffs – Determination of

saxitoxin in mussels - HPLC method using pre-column
derivatization with peroxide or periodate oxidation

behördliche Anerkennung der EU steht aus
Ankündigung dazu im April 2004, siehe Protokoll
ECVAM 6.4.2004
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