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El presente informe se completa con el Anexo A: Resultados del ejercicio
intercomparativo entre los diferentes analisis y ensayos
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RESUMEN EJECUTIVO (MAXIMO 10 PAGINAS)

1.- DATOS ADMINISTRATIVOS

TITULO: Comparacion de metodologias para la determinacion de toxinas
paralizantes en bivalvos relacionadas con el Paralytic Shellfish Poisoning
(PSP). Aplicacion a la acuicultura en Espafia

FECHAS DE REALIZACION Enero de 2007 a Junio de 2011

DATOS DEL COORDINADOR DEL PROYECTO

Nombre y Apellidos: Jorge Diogéene Fadini
Organismo/ Centro: Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries (IRTA)
Correo electronico: jorge.diogene@irta.es

Comunidades Autonomas participantes

ANDALUCIA
CATALUNYA
GALICIA

2.- RESULTADOS TECNICOS DEL PLAN NACIONAL
2.1. OBJETIVOS

Objetivo 1: Comparacién de métodos de determinacion de toxinas
paralizantes. Este objetivo se centra en el establecimiento y comparacion
de métodos analiticos y bioquimicos para la determinacion de toxinas
paralizantes (PSP).

Objetivo 2: Estudio de la aplicabilidad de los métodos en los
programas de seguimiento. Se desea evaluar la aplicabilidad de los

meétodos de determinacion de toxinas paralizantes dentro de los actuales
programas de vigilancia.

2.3. METODOLOGIA (muy resumida)

Metodologias asociadas al objetivo 1:
Comparacion de métodos de determinacion de toxinas PSP

1.1) Metodologias accesorias.
1.2) Metodologias de determinacién de toxinas.
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1.1) Metodologias accesorias

Datos de los programas de vigilancia de Andalucia, Galicia y Catalunya:
Presencia de microalgas productoras de toxinas PSP y de toxinas en moluscos

Obtencidn de patrones certificados.

Obtencién de muestras de campo, en particular durante episodios criticos:
Obtencidén de moluscos con toxinas.

Experimentacibn en mar: exposiciones de mejillones en condiciones semi-
controladas en el que se expondra de forma controlada, o semi-controlada a
bivalvos “limpios”, es decir, carentes de toxinas, a floraciones naturales de toxinas
en zonas semi-confinadas (por ejemplo puertos).

Cultivos de microalgas toxicas: Cultivos de microalgas toxicas: cultivo de
microalgas a pequefia y mediana escala.

Experimentacién en laboratorio: A partir de cultivos de microalgas productoras de
toxinas paralizantes se realizaran exposiciones de mejillones

Purificacion de extractos HPLC, preparativa: Estudio de procedimientos de
extraccion en fase sdlida y liquido-liquido para el analisis de los extractos.

1.2) Metodologias de determinacién de toxinas:

El bioensayo raton para toxinas paralizantes de la AOAC

Desarrollo e implementacion de metodologias cromatogréficas, LC-FD (pre i post-
columna), LC-MS-MS. Perfiles toxinicos.

Evaluacion de la citotoxicidad de toxinas y extractos

Utilizacion y evaluaciéon del test de diagnostico rapido de toxinas paralizantes,
MIST Alert™

Correlacion y concordancia entre los resultados obtenidos de determinacion de

las toxinas paralizantes mediante los diferentes métodos: el bioensayo ratén, las
determinaciones por cromatografia, LC-MS-MS como indicadores de toxicidad.

Metodologias asociadas al objetivo 2:
Estudio de la aplicabilidad de los métodos en los programas de seguimiento

La metodologia utilizada para contrastar la aplicabilidad de los métodos a los
programas de seguimiento se realizara a dos niveles:
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2.1) Estudio continuo de factores asociados a la implementacion de las
metodologias.

2.2) Una evaluacion del potencial técnico y de infraestructuras en cada una de las
comunidades auténomas.

2.4. RESULTADOS

Datos de los programas de vigilancia de Andalucia, Galicia y Catalunya:

Los datos de los programas de vigilancia de Andalucia, Galicia y Catalunya han
sido fundamentales para el seguimiento de microalgas de interés y para el
reconocimiento de toxinas en moluscos a lo largo de toda la ejecucion del
proyecto. Cabe resaltar que si bien ha habido episodios puntuales de toxinas
paralizantes a lo largo de todo el proyecto, en ningln caso éstas han estado las
mas representativas de los problemas identificados en las tres comunidades. Los
datos de episodios de toxinas PSP permiten concluir de la vigencia de la
problematica abordada en el proyecto y que persiste como un elemento clave a
seguir de cerca de cara a asegurar la calidad alimentaria del producto e inocuidad
hacia el consumidor, elementos claves para el desarrollo del sector.

Obtencién de patrones certificados

En este sentido las conclusiones son pocas, si bien cabe resaltar que los patrones
certificados siguen estando disponibles en el NRC (Halifax, Canada) aunque cabe
resaltar que no ha habido un fundamental avance en la disponibilidad de nuevos
patrones de referencia. Por ello podemos concluir que la disponibilidad de
patrones y material de referencia en el mercado, principalmente para el interés de
los laboratorios de control, es modesta y que deberia haber a nivel internacional
cierto esfuerzo para incrementar la disponibilidad. Se identifican carencias en
relacion a patrones de las toxinas GTX6, C3 y C4. En particular la carencia de
GTX6 afecta al analisis de toxinas asociadas a floraciones de Gymnodinium
catenatum.

Obtencién de muestras de campo, en particular durante episodios criticos:

La obtencién de muestras de campo durante episodios de toxicidad PSP ha sido
crucial para la ejecucion del proyecto. En este sentido, fundamentalmente por
episodios acontecidos en Andalucia y Galicia se ha podido disponer de material
contaminado con toxinas PSP lo cual ha permitido la comparacion entre métodos
de ensayo, objeto de la actual propuesta.
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Experimentacion en mar:

La experimentacibn en mar para obtener material de referencia durante
proliferaciones de microalgas productoras de toxinas PSP ha resultado una
estrategia clave en el caso de Catalunya. Fruto de la proliferacién de la microalga
A. minutum en puertos de Catalunya a lo largo de la ejecucion del proyecto, se
han podido realizar exposiciones semi-controladas de moluscos durante episodios
lo cual ha permitido obtener material de referencia contaminado utilizado en el
marco de este proyecto. Las muestras obtenidas, han sido empleadas para la
comparacion de metodologias, y muy recientemente han sido donadas al
Laboratorio Comunitario de Referencia de toxinas marinas en Vigo, para la
realizacion de ejercicios inter-laboratorios en toda la UE.

Cultivos de microalgas toxicas

El cultivo de microalgas toxicas es fundamental para una mejor comprension de
las toxinas que puedan estar presentes en las diferentes areas geogréficas del
litoral espanol. Constituye una base para identificar las toxinas que posteriormente
el propio molusco puede metabolizar en diferentes derivados. Por ello, estos
cultivos pueden ser primordiales para la puesta a punto de metodologias, con la
ventaja inicial de que resulta un material que pueda presentar menos
interferencias debido a la matriz. En el marco del proyecto los cultivos de A.
minutum y G. catenatum han sido los cultivos utilizados.

Experimentacién en laboratorio:

La experimentacion en laboratorio para la obtencion de material de referencia a
partir de exposiciones controladas de moluscos a cultivos de microalgas ha
mostrado dificultades. Si bien las exposiciones controladas en laboratorio son
posibles y podrian representar una buena estrategia siempre que se desee
obtener pequefas cantidades de material de referencia, la obtencion de mayores
cantidades puede necesitar largas etapas de puesta a punto de las metodologias
de exposicién de los moluscos a las microalgas toxicas, y la disponibilidad de
infraestructuras relativamente complejas.

Purificacién de extractos HPLC

De la evaluacion del efecto matriz sobre las columnas de separacion se determina
gue su vida util es muy corta. Por lo que se podria concluir que la fase de
preparacion de muestras a partir de moluscos nos encontramos con un paso de
limpieza no resuelto actualmente y que limita en gran medida la duracion de las
columnas ademas de la habitual presencia de interferentes no téxicos. Si a esto le
sumamos el efecto afiadido de la variabilidad de los perfiles de toxinas,
relacionado con el fitoplancton de la zona, podemos concluir que resulta muy
dificil la aplicaciéon rutinaria de esta metodologia, en particular dentro de un
programa de Control y Seguimiento.
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1.2) Metodologias de determinacion de toxinas:

El bioensayo ratén para toxinas paralizantes de la AOAC

Este método ha resultado ser eficaz en la aplicacion de los programas de control
de biotoxinas desde los afios 60. Tiene dos importantes ventajas que son su
rapidez para actuar sobre situaciones de alerta, desde 1,5 a 3,7 horas se puede
disponer del resultado de 1 y/o 5 muestras y la segunda es que mide toxicidad.
Por lo contrario presenta las desventajas de que es inespecifico y utiliza
animales de experimentacion, hecho que la legislacion europea pretende reducir
por ética animal (Commission Recomendations 2007/526/EC de 18 de junio). En
el presente proyecto se detectan diferencias significativas entre laboratorios,
aungue éstas son moderadas en los niveles proximos al cierre

Desarrollo e implementacién de metodologias cromatograficas, LC-FD, LC-MS-
MS. Perfiles toxinicos.

LC-MS/MS

Es posible utilizar la cromatografia liqguida de alta eficacia acoplada a
espectrometria de masas con interfase electrospray para la determinacion de las
toxinas de tipo PSP en moluscos bivalvos. La tecnologia de deteccion de triple
cuadrupolo se mostro suficientemente sensible en general, pero no la de trampa
ibnica. Cromatograficamente, la tecnologia HILIC con una columna de tipo
zwitterionico resultd la mas adecuada. No obstante, al igual que en con otros
métodos cromatogréficos para la separaciéon de estas toxinas, la obturacién
parcial de las columnas cuando se inyectan extractos de bivalvos es muy rapida,
requiriendo, por tanto el desarrollo de métodos de preparacion de la muestra
adaptados a tanto a las condiciones cromatogréafica (HILIC) como a las de
ionizacion en el espectrometro de masas (ESI), antes de que se pueda utilizar
para el control rutinario de la toxicidad de bivalvos.

HPLC-PreColumna

Para poder abordar un monitoring intenso (= 25 muestras/dia) con el método
HPLC-FD con oxidcion precolumna (AOAC) exclusivamente, requeriria
automatizar la etapa de preparacion de muestra. Su uso como complementario
del bioensayo encarece el coste total del ensayo sin que se mejore en
operatividad, ni seguridad debido al aumento en la demora de entrega de
resultados. Existe una relacion importante entre la aplicabilidad de la técnica de
HPLC-FD con oxidcién precolumna y el perfil toxinico de las muestras de
moluscos, tanto es asi que, para el caso de moluscos afectados por Alexandrium
minutum, podria ser factible su aplicacion en programas de control, mientras que
en los moluscos afectados por Alexandrium catenella serian dificiles y en
episodios de Gymnodinium catenatum lo haria practicamente inviable. Existe la
posibilidad en este caso de emplear el método de forma abreviada come método
de cribado en conjuncién con el bioensayo raton, que se emplearia en caso de
identificar toxinas por cormatografia. La utilizacion de esta técnica requeriria un
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calibrado detallado contra el bioensayo o con materiales toxicos especificamente
disefiados para esta calibracion.

HPLC-PostColumna

Los meétodos de HPLC-PostColumna empleados en este proyecto no son
equivalentes al método bioldgico, ni econdémicamente, ni en tiempo de respuesta,
ni desde el punto de vista de la seguridad alimentaria, por lo que se necesita una
depuracion mayor para que cumplan los requerimientos exigidos por la legislaciéon
para la erradicacion del método bioldgico. Pese a esto, el método de
Cromatografia liquida de Alta Eficacia con oxidacion Postcolumna es de gran
ayuda a la hora de estudiar perfiles y comportamientos ante episodios toxicos de
tipo Paralizante. La eficacia del método en relacion al bioensayo depende
considerablemente de la matriz bioldégica en la que se hallen las toxinas. Las
dispersiones son, en general similares a las obtenidas con bioensayo.

Evaluacion de la citotoxicidad de toxinas y extractos

En el marco del actual proyecto se ha puesto a punto el ensayo de citotoxicidad
para la determinacion de toxinas PSP abordando diferentes modelos celulares,
entre ellos alguno como el modelo celular NG108-15 que anteriormente no se
habia empleado. Ello ha permitido confirmar el ensayo de citotoxicidad como un
utensilio préactico para la identificacién de toxinas PSP. No obstante en el marco
de este proyecto se ha intentado optimizar el protocolo para evaluar toxinas del
PSP en moluscos. Hemos podido constatar que el modelo de citotoxicidad tiene
una capacidad limitada para su aplicacién a identificacion de toxinas presentes en
moluscos por lo que su empleo como herramienta de cribado queda
comprometida, entendemos fundamentalmente debido al efecto matriz de los
moluscos. Su aplicacion a la identificacion de la toxicidad de microalgas resulta
posible.

Utilizacién v evaluacion del test de diagnéstico rapido de toxinas paralizantes,
MIST Alert™

Entre las diferentes metodologias propuestas, el test de diagndstico rapido para
toxinas paralizantes MIST Alert™ puede ser una buena herramienta de cribado
gue demuestra identificar toxinas paralizantes cuando éstas se encuentran a
concentraciones entorno al limite maximo permitido. Por ello su uso como
herramienta de cribado de forma continuada queda comprometido dado que no da
seguridad de que la presencia de toxinas PSP a concentraciones cercanas o
ligeramente superiores al LMP puedan ser detectadas, con lo que el cumplimiento
de los actuales reglamentos quedaria en entredicho. El presente test MIST Alert™
presenta un elevado numero de falsos positivos en valores cercanos pero
inferiores a LMP y por tanto que su uso en un sistema de control debe restringirse
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a el cribado de muestras, dejando a otras técnicas la obtencion de resultados
definitivos.

2.5. CONCLUSIONES/APLICABILIDAD DE LOS RESULTADOS DEL PLAN

El desarrollo del actual proyecto ha permitido consolidar una red estable de
laboratorios y profesionales que han podido interaccionar para la obtencion de
material toxico fundamental para la ejecucién del presente proyecto (y aplicable a
muchos otros) y complementandose respecto a un amplio abanico de
metodologias. Ello de cara al sector fortalece la capacidad técnica y cientifica
dentro del campo de las toxinas marinas en Espafa.

Cabe resaltar que por la propia estructura de la propuesta, centrada en la
valoracion y desarrollo de metodologias de andlisis, el impacto de la ejecucion de
este proyecto sobre el sector de produccion de moluscos debe ser medido en
relacion a la aplicabilidad de los resultados en los laboratorios de control. De esta
manera, los resultados del proyecto son de inmediata aplicacion en los
laboratorios que ejecutan los programas de vigilancia relativos a la calidad de las
zonas de produccién de marisco. Con ello han mejorado las garantias que puede
tener el sector respecto a las actuaciones de los laboratorios de control, que
ahora disponen de informaciones adicionales, mejora de protocolos, resultados
sobre la posible implementacion de metodologias nuevas y estrategias aplicables
al disefio de los propios programas de vigilancia. lgualmente, los laboratorios de
control, a lo largo de todo el proyecto, han podido equiparse con nuevas
infraestructuras, adoptar nuevos protocolos y capacitarse en nuevas
metodologias. Se estima que el proyecto ha tenido el impacto deseado.

2.6. VALORACION

El presente proyecto ha sido ejecutado de forma correcta, cumpliendo con los
objetivos propuestos y permitiendo disponer en Espafia, tras la ejecucion del
proyecto, de una mejor comprension y ejecucion de las metodologias de ensayo y
analisis de toxinas paralizantes. Igualmente el proyecto ha permitido establecer
una mejor comunicacién e intercambio entre los laboratorios que ejecutan estos
protocolos. Con ello, si bien han podido surgir dificultades a lo largo del proyecto,
éstas han sido solventadas y podemos decir que las expectativas formuladas en
la propuesta inicial han sido cubiertas.
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2.7. DIFUSION

Nuestra valoracion respecto a la difusion del proyecto es correcta. Entendemos
gue del proyecto no se han derivado excesivas publicaciones cientificas, si bien
cabe sefialar que los objetivos del proyecto preveian que la aplicabilidad de los
resultados del proyecto serian de orden interno para la propia gestion de los
programas de vigilancia y toma de decisiones respecto a las metodologias
empleadas tal como se formulaba en la propuesta: “los resultados de este
proyecto definiran estrategias Utiles para su adaptacién en los programas de
vigilancia de toxinas en zonas de produccion de moluscos a nivel nacional”.

2.8. INCIDENCIAS DE DESARROLLO
Se puede concluir que no han surgido incidencias notables en el desarrollo del

proyecto que hayan condicionado su ejecucion, salvo la necesidad de solicitar una
prorroga de 6 meses para concluir el proyecto.
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Direccion Postal: 43540

Apellidos: Giménez Papiol

Nombre: Gemma

Organismo: Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries (IRTA).
Centro: Sant Carles de la Rapita

Departamento: Seguimiento del Medio Marino

Equipo: N/A

Teléfono: 977745427

Fax.: 977744138

Correo electronico: gemma.gimenez@irta.cat

Direccion Postal: 43540
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Apellidos: Caillaud

Nombre: Amandine

Organismo: Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries (IRTA).
Centro: Sant Carles de la Rapita

Departamento: Seguimiento del Medio Marino

Equipo: N/A

Teléfono: 977745427

Fax.: 977744138

Correo electronico; amandine.caillaud@irta.cat

Direccion Postal: 43540

Apellidos: Cariete Ortiz

Nombre: Elisabeth

Organismo: Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries (IRTA).
Centro: Sant Carles de la Rapita

Departamento: Seguimiento del Medio Marino

Equipo: N/A

Teléfono: 977745427

Fax.: 977744138

Correo electronico: elisabeth.canete@irta.cat

Direccién Postal: 43540

Apellidos: Casanova Morisco

Nombre: Alexis

Organismo: Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries (IRTA).
Centro: Sant Carles de la Rapita

Departamento: Seguimiento del Medio Marino

Equipo: N/A

Teléfono: 977745427

Fax.: 977744138

Correo electrénico: alexis.casanova@irta.cat

Direccion Postal: 43540

Apellidos: Eixarch

Nombre: Helena

Organismo: Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries (IRTA).
Centro: Sant Carles de la Rapita

Departamento: Seguimiento del Medio Marino

Equipo: N/A

Teléfono: 977745427

Fax.: 977744138

Correo electronico: helena.eixarch@irta.cat

Direccion Postal: 43540

CENTRO DE INVESTIGACION
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Tipo: Publico (Generalitat de Catalunya)

Nombre: Departament de Salut Laboratori Salut Publica de Tarragona
CIF: S0800504C

Nombre Representante Legal: Joan Guix Oliver

DATOS DE LOS INVESTIGADORES

Apellidos: Aguilar Marmol

Nombre: Carme

Organismo: Generalitat de Catalunya. Departament de Salut
Laboratori Salut Publica de Tarragona

Departamento: Area Microbiologia y Biotoxinas

Equipo: N/A

Teléfono: 977.24.96.23

Fax.: 977.21.89.54

Correo electronico: carme@gencat.cat

Direccion Postal: 43002

Apellidos: Solsona Colomer

Nombre: M2 Josep

Organismo: Generalitat de Catalunya. Departament de Salut
Laboratori Salut Publica de Tarragona

Departamento: Area Microbiologia y Biotoxinas

Equipo: N/A

Teléfono: 977.24.96.23

Fax.: 977.21.89.54

Correo electronico: MJOSE.SOLSONA@gencat.cat
Direccion Postal: 43002

CENTRO DE INVESTIGACION

Tipo: Publico

Nombre: Institut de Ciencies del Mar (ICM-CSIC).

CIF: Q2818002D

Nombre Representante Legal: Dr. Albert Palanques Monteys

DATOS DE LOS INVESTIGADORES

Apellidos: Llaveria Almacellas

Nombre: Gisella

Organismo: Institut de Ciéncies del Mar (ICM-CSIC).
Departamento: Biologia Marina i Oceanografia
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Equipo: N/A

Teléfono: 93 230 9595

Fax.: 93 230 95 55

Correo electrénico: llaveria@icm.csic.es
Direccién Postal: 08003 Barcelona

ANDALUCIA

CENTRO DE INVESTIGACION

Tipo de centro: Agencia publica

Nombre: Laboratorio de Control de Calidad de Recursos Pesqueros
CIF: Q4100797B

Nombre Representante Legal: Diia Isabel Liviano Pefa.
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DATOS DE LOS INVESTIGADORES

Apellidos: Maman Menéndez

Nombre: Luz

Organismo: Agencia de Gestion Agraria y Pesquera de Andalucia
Centro: Laboratorio de Control de Calidad de Recursos Pesqueros
Departamento: Area de Fitoplancton y Oceanografia

Equipo:

Teléfono: 959 024 730

Fax.: 959 024 752

Correo electronico: luz.m.menendez@ juntadeandalucia.es
Direccion Postal: Ctra. Punta Umbria-Cartaya, Km.12, 21459. El Rompido-
Cartaya. HUELVA

Apellidos: Fernandez Fuentes

Nombre: Lourdes

Organismo: Agencia de Gestion Agraria 'y Pesquera de Andalucia
Centro: Laboratorio de Control de Calidad de Recursos Pesqueros
Departamento: Area de Biotoxinas

Equipo:

Teléfono: 959 024 730

Fax.: 959 024 752

Correo electronico: lourdes.fernandez.fuentes@juntadeandalucia.es
Direccion Postal: Ctra. Punta Umbria-Cartaya, Km.12, 21459. El Rompido-
Cartaya. HUELVA

Apellidos: Ocafa Garcia-Donas

Nombre: M@ Asuncion

Organismo: Agencia de Gestion Agraria y Pesquera de Andalucia
Centro: Laboratorio de Control de Calidad de Recursos Pesqueros
Departamento: Area de Biotoxinas

Equipo:

Teléfono: 959 024 730

Fax.: 959 024 752

Correo electronico: masuncion.ocana.ext@juntadeandalucia.es
Direccion Postal: Ctra. Punta Umbria-Cartaya, Km.12, 21459. El Rompido-
Cartaya. HUELVA

Apellidos: Fernandez Lozano

Nombre: Raul

Organismo: Agencia de Gestion Agraria y Pesquera de Andalucia
Centro: Laboratorio de Control de Calidad de Recursos Pesqueros
Departamento: Area de Fitoplancton y Oceanografia

Equipo:

Teléfono: 959 024 730

Fax.: 959 024 752

Correo electronico: raul.fernandez.ext@juntadeandalucia.es
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Direccion Postal: Ctra. Punta Umbria-Cartaya, Km.12, 21459. El Rompido-
Cartaya. HUELVA

Apellidos: Jaén Carbonell

Nombre: David

Organismo: Agencia de Gestion Agraria y Pesquera de Andalucia
Centro: Laboratorio de Control de Calidad de Recursos Pesqueros
Departamento: Area de Fitoplancton y Oceanografia

Equipo:

Teléfono: 959 024 730

Fax.: 959 024 752

Correo electronico: david.jaen.ext@juntadeandalucia.es

Direccion Postal: Ctra. Punta Umbria-Cartaya, Km.12, 21459. El Rompido-
Cartaya. HUELVA

Apellidos: Gordillo Moreno

Nombre: M@ Mercedes

Organismo: Agencia de Gestion Agraria 'y Pesquera de Andalucia
Centro: Laboratorio de Control de Calidad de Recursos Pesqueros
Departamento: Area de Biotoxinas

Equipo:

Teléfono: 959 024 730

Fax.: 959 024 752

Correo electronico: mercedes.gordillo.ext@ juntadeandalucia.es
Direccion Postal: Ctra. Punta Umbria-Cartaya, Km.12, 21459. El Rompido-
Cartaya. HUELVA

GALICIA

CENTRO DE INVESTIGACION

Tipo: Agencia publica

Nombre: Centro de Investigacions Marifias (CIMA). Direccién Xeral de
Desenvolvemento Pesqueiro. Conselleria do Medio Rural e do Mar.
Xunta de Galicia

CIF: S-1511001-H

Nombre del representante legal: Susana Rodriguez Carballo
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DATOS DE LOS INVESTIGADORES

Apellidos: Blanco Pérez

Nombre: Juan

Organismo: Centro de Investigacions Marifias. Xunta de Galicia.
Conselleria do Mar

Departamento:

Equipo:

Teléfono: 886206340

Fax:

Correo electrénico:jblanco@cimacoron.org

Direccion postal: CIMA. Pedras de Cor6n s/n. 36620 Vilanova de Arousa

Apellidos: Escudeiro Rossignoli

Nombre: Araceli

Organismo: Centro de Investigacions Marifias. Xunta de Galicia.
Conselleria do Mar

Departamento:

Equipo:

Teléfono: 886206364

Fax:

Correo electronico: ara@cimacoron.org

Direccion postal: CIMA. Pedras de Cor6n s/n. 36620 Vilanova de Arousa

CENTRO DE INVESTIGACION

Tipo: Ente Publico

Nombre: Instituto Tecnoldxico para o control do Medio Marifio de
Galicia (INTECMAR)

CIF: Q3600376B

Nombre Representante Legal: M° Covadonga Salgado Blanco

DATOS DE LOS INVESTIGADORES

Apellidos: Arévalo Bartolomé

Nombre: Fabiola Fernanda

Organismo: Xunta de Galicia-Conselleria do Medio Rural e Mar
Centro: INTECMAR

Departamento: Unidade de Biotoxinas

Equipo:

Teléfono: 986 512322/20

Fax.: 986 512300

Correo electronico: farevalo@ intecmar.org

Direccion Postal: Peirao de Vilaxoan S/N. 36611 .Vilagarcia de Arousa-
Pontevedra
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Apellidos: Correa Jorge

Nombre: Jorge

Organismo: Xunta de Galicia- Conselleria do Medio Rural e Mar
Centro: INTECMAR

Departamento: Unidade de Biotoxinas

Equipo:

Teléfono: 986 512322/20

Fax.: 986 512300

Correo electronico: jcorrea@intecmar.org

Direccion Postal: Peirao de Vilaxoan S/N. 36611 .Vilagarcia de Arousa-
Pontevedra

Apellidos: Franco Soler

Nombre: José Mariano

Organismo: CSIC

Departamento: Unidad Asociada CSIC/IEO de fitoplancton toxico
Equipo:

Teléfono: 986492111

Fax:

Correo electronico: jose.franco@vi.ieo.es

Direccion postal: IEO. Subida a Radiofaro s/n. San Miguel de Oia. Vigo

Apellidos: Riob6 Agulla

Nombre: Pilar

Organismo: CSIC

Departamento: Unidad Asociada CSIC/IEO de fitoplancton toxico
Equipo:

Teléfono: 986492111

Fax:

Correo electronico: pilar.riobo@vi.ieo.es

Direccion postal: IEO. Subida a Radiofaro s/n. San Miguel de Oia. Vigo

Apellidos: Paz Pino

Nombre: Beatriz

Organismo: CSIC

Departamento: Unidad Asociada CSIC/IEO de fitoplancton toxico
Equipo:

Teléfono: 986492111

Fax:

Correo electronico: bea.paz@vi.ieo.es

Direccion postal: IEO. Subida a Radiofaro s/n. San Miguel de Oia. Vigo

Apellidos: Cacho Barrio
Nombre: Emiliano
Organismo: Sanidad Exterior
Departamento:

Equipo:
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Teléfono: 98698915

Fax:

Correo electronico: ecacho@intecmar.org

Direccion postal: Sanidad Exterior. Estacion maritima del puerto de Vigo.
36201 Vigo

Apellidos: Lopez-Santacruz Serraller

Nombre: Ana

Organismo: Sanidad Exterior

Departamento:

Equipo:

Teléfono: 98698915

Fax:

Correo electronico:

Direccion postal: Sanidad Exterior. Estacion maritima del puerto de Vigo.
36201 Vigo

Apellidos: Merino Fernandez

Nombre: David

Organismo: Sanidad Exterior

Departamento:

Equipo:

Teléfono: 98698915

Fax:

Correo electronico:

Direccion postal: Sanidad Exterior. Estacion maritima del puerto de Vigo.
36201 Vigo
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2.- RESULTADOS TECNICOS DEL PLAN NACIONAL
2.1. OBJETIVOS INICIALES
1) Comparacion de métodos de determinacién de toxinas PSP y

2) Estudio de la aplicabilidad de los métodos en los programas de seguimiento

Objetivo 1: Comparacion de métodos de determinacién de toxinas
paralizantes

Este objetivo se centra en el establecimiento y comparacién de métodos analiticos
y bioquimicos para la determinacién de toxinas paralizantes (PSP). En el caso de
los métodos cromatograficos se desarrollaran y aplicardan métodos de
cromatografia liquida con derivatizacion PRE-columna y POST-columna vy
deteccion fluorimétrica de los derivados fluorescentes. Ademas se utilizara la
aproximacion de la cromatografia liquida de interaccion hidrofilica para el
desarrollo de un método de andlisis de toxinas paralizantes utilizando la
espectrometria de masas para la deteccién de los compuestos sin necesidad de
derivatizacién. Entre los métodos bioquimicos a desarrollar y aplicar se
encuentran los tests MIST Alert™ de Jellett y los ensayos citotoxicos que utilizan
modelos celulares (por ejemplo Neuro2a ). La comparacion de todos estos
métodos se realizara con muestras naturales y patrones, y se realizara un
interlaboratorio para establecer la variabilidad y aplicabilidad de los métodos entre
laboratorios. Se estableceran correlaciones en funcién de la respuesta del
bioensayo del raton.

Para llevar a cabo este objetivo serd necesario la utilizacion de las muestras
derivadas de los programas de control de Andalucia, Galicia y Catalunya, la toma
de muestra durante episodios toxicos, la utilizacion de muestras expuestas a
proliferaciones microalgales tanto en el campo como en el laboratorio.

De esta manera sera posible establecer los parametros de calidad de los distintos
métodos: sensibilidad de deteccion, rango de linealidad, reproducibilidad, falsos
positivos y negativos y recuperacion de cada una de las toxinas en las diferentes
matrices, y se podra establecer la aplicabilidad de cada uno de los protocolos
desarrollados a la determinacion de toxinas paralizantes en mejillones y
fitoplancton.

Igualmente se establecerd la robustez en el calculo de la toxicidad de cada uno de
los extractos mediante las distintas metodologias.
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Objetivo 2: Estudio de la aplicabilidad de los métodos en los programas de
seguimiento.

Se desea evaluar la aplicabilidad de los métodos de determinacion de toxinas
paralizantes dentro de los actuales programas de vigilancia. Se tendran en cuenta
factores que puedan determinar la aplicabilidad de los métodos tales como la
rapidez de analisis, el proceso de preparacion de muestra, el coste de analisis y la
preparacion del personal.

Se propondran las metodologias mas adecuadas a los programas de control
estableciéndose los pardmetros para su correcta utilizacion. Se propondran
igualmente sistemas de gestidn de las diferentes metodologias en los laboratorios
de vigilancia para garantizar respuestas fiables en los plazos mas breves.

Se definirdn los métodos mas adecuados para el establecimiento de planes de
vigilancia en las distintas regiones de estudio en concordancia con las
caracteristicas regionales, que incluyen el perfil toxinico de las muestras segun el
area geografica, las especies de bivalvos del sector productivo, el potencial
técnico disponible, etc....
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2. 2. OBJETIVOS REALIZADOS

Todas las tareas asociadas a los objetivos han sido realizadas, si bien como se
comenta en el apartado de dificultades, las exposiciones controladas en
laboratorios en las cuales se han expuesto mejillones a microalgas con toxinas,
han sido limitadas ya que se han mostrado dificultades y una cierta complejidad
como estrategia de trabajo.
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2.3. METODOLOGIA
La presente propuesta plantea dos objetivos principales que resumimos:
1) Comparacién de métodos de determinacion de toxinas PSP y

2) Estudio de la aplicabilidad de los métodos en los programas de
seguimiento.

Las metodologias descritas a continuacion se refieren a estos dos objetivos por
separado.

Metodologias asociadas al objetivo 1:
Comparacion de métodos de determinacion de toxinas PSP

Para la consecucidon de este objetivo se propone una aproximacion metodolégica
pluridisciplinar que consta de los diferentes apartados que describimos a
continuacion. Inicialmente, la propuesta se apoya en datos obtenidos dentro de
los programas de vigilancia de Andalucia, Galicia y Catalunya. A partir de estos
datos, se definiran muestreos estratégicos para el estudio de la presencia de
toxinas paralizantes y que consisten en obtencion de muestras, ya sea
procedentes del medio natural o de experimentaciones in situ. Los experimentos
en laboratorio completan los estudios de toxinas paralizantes del medio con el
cultivo de microalgas poductoras de toxinas paralizantes en situaciones
controladas. Para la valoracion de métodos de determinacion de toxinas
paralizantes, planteamos una aproximacion comparativa. El conjunto de
metodologias propuesto para la consecucion de este objetivo se describe segln
dos grupos:

1.1) Metodologias accesorias.

1.2) Metodologias de determinacién de toxinas.

1.1) Metodologias accesorias

Datos de los programas de vigilancia de Andalucia, Galicia y Catalunya:

Estos programas aportaran a este proyecto, datos de toxicidad en mejillén y otros
bivalvos eventualmente (ostra, ostrén, coquina, ...) obtenidos a partir del
bioensayo raton para para PSP (método AOAC) al igual que datos sobre las
densidades de microalgas productoras de toxinas paralizantes a partir de contajes
sobre muestras fijadas sedimentadas (Utermohl). Se tendran en cuenta, en
funcién de las poblaciones de fitoplancton y posibles toxinas presentes,
interferencias de otras toxinas con el bioensayo para PSP. Los programas de
vigilancia también podran aportar datos cromatograficos y de espectrometria de
masas que identifiquen las toxinas presentes.
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Obtencidon de patrones certificados

Se encuentran patrones certificados de toxinas paralizantes STX, NEO, GTX2,3,
GTX1,4, dcSTX, dc GTX2,3, C1, C2 disponibles comercialmente a través del National
Research Council, Institute for Marine Biosciences de Canada. Estos patrones seran
utilizados en este estudio, tomandose la precaucion de consensuar su uso de forma
coordinada entre los diferentes grupos.

Obtencién de muestras de campo, en particular durante episodios criticos:

Recogida de muestras intensiva durante episodios téxicos de importancia
(proliferacion de microalgas o aumentos en las concentraciones de toxinas
paralizantes) para suplir el material con toxinas paralizantes que se utilizara en
este estudio. Se muestrearan bivalvos (mejillon, ostra, ostron, vieira, almeja,
almejon, curruco, ...) asi como fitoplancton. La purificacién del extracto se llevara
a cabo mediante extraccion liquido:liquido, cromatografia preparativa y HPLC.
Una de las principales dificultades para el establecimiento de métodos analiticos
de control de toxinas marinas, posteriormente aplicables a programas de
vigilancia en zonas de produccion, es no poseer estandares comerciales para la
gran mayoria de toxinas y metabolitos conocidos hasta la fecha. Por ejemplo, en
las costas catalanas se han registrado en puertos episodios de proliferaciones de
la microalga toxica Alexandrium minutum que es productora de toxinas
paralizantes.

Experimentacién en mar:

Por otra parte, se recurrira a resultados experimentales en el medio, en el que se
expondréa de forma controlada, o semi-controlada a bivalvos “limpios”, es decir,
carentes de toxinas, a floraciones naturales de toxinas en zonas semi-confinadas
(por ejemplo puertos). Por ejemplo, el puerto de Arenys de Mar, en la costa
catalana, presenta floraciones recurrentes de la microalga Alexandrium minutum y
en el puerto de Tarragona, se dan regularmente floraciones de A. catenella. Una
situacion equivalente se da con diversas especies en las costas de Andalucia y
Galicia. Este punto podra ser relevante de cara a exposiciones de mejillones en
condiciones semi-controladas. Con ello, se podra obtener material de referencia
para la posterior evaluacion del contenido en toxinas paralizantes.

Cultivos de microalgas toxicas

Cultivos de microalgas téxicas: cultivo de microalgas a pequefia y mediana
escala. El centro IRTA-Sant Carles de la Rapita asi como el laboratorio Agua del
Pino en Huelva, el laboratorio del Instituto Espafiol de Oceanografia en Vigo vy el
laboratorio del CIMA, en Piedras de Corén poseen colecciones de cultivos de
diferentes cepas de microalgas productoras de toxinas paralizantes: Alexandrium
minutum, A. catenella y Gymnodinium catenatum entre otros. Estos cultivos se
realizaran a pequefia, mediana y gran escala y seran utilizados para la produccion

JACUMAR PSP 04/05/2012 Péagina 29 de 233



¥ MEDHO AMBIENTE ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

E "_g_" GOBIERNO  MIMISTERIC J CU R
v T DEESPANA  Df AGRICULTURA ALIMENTACHIN JUNTA NACIONAL
& &

de material de referencia, estandares o como material para la exposicion a
bivalvos.

La recuperacion de las células se realizara mediante metodologias clasicas de
filtracion, sedimentacién y centrifugacion. Las células recuperadas, podran
congelarse para su preservacion (-20 a - 80 °C) o procesarse para la extraccion
de toxinas, para su cuantificacion y su purificacion parcial.

Experimentacién en laboratorio:

A partir de cultivos de microalgas productoras de toxinas paralizantes se
realizaran exposiciones de mejillones en cuerda en acuarios o exposiciones de
individuos en compartimentos.

Tras las fases de exposicion de los bivalvos, se procedera a la recuperacion de
los individuos, tomandose medidas biométricas y se extraera la vianda entera o el
hepatopancreas para posteriores extracciones y estudio de las toxinas presentes
y de su actividad citotéxica.

Se estudiaran los perfiles de toxinas (HPLC-MS) y las caracteristicas toxicolégicas
de los extractos (citotoxicidad y bioensayo de ratén) de mejillones durante los
procesos de absorcion y eliminacion de toxinas paralizantes y se intentara la
caracterizacion estructural, de los derivados o metabolitos implicados mediante
LC-MS".

Purificacién de extractos HPLC, preparativa

Estudio de procedimientos de extraccion en fase sdlida y liquido-liquido para el
andlisis de los extractos. Purificacion de extractos mediante cromatografia
preparativa y HPLC. Recoleccion de fracciones correspondientes a los distintos
picos cromatograficos. Clean-up de los extractos que presentan bioactividad
mediante HPLC.

1.2) Metodologias de determinacion de toxinas:

El bioensayo ratén para toxinas paralizantes de la AOAC

Esta metodologia se ejecuta rutinariamente por laboratorios acreditados ENAC
para la determinacién de toxinas paralizantes segun el bioensayo ratén de la
AOAC. Por ello, la metodologia descrita para este ensayo sera aplicada en todos
los casos para las muestras de bivalvos recogidas de forma rutinaria en los
diferentes programas de seguimiento de Andalucia, Galicia y Catalunya.
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Desarrollo e implementacion de metodologias cromatogréaficas, LC-FD, LC-MS-MS.
Perfiles toxinicos.

Se realizara una caracterizacion de perfiles toxinicos de las toxinas paralizantes
presentes en extractos naturales de fitoplancton, cultivos de microalgas y bivalvos
mediante cromatografia liquida acoplada a deteccion fluorimétrica (LC-FD) con
derivatizacion pre- y postcolumna, y deteccidén por espectrometria de masas (LC-
MS-MS).

Se obtendran los perfiles toxinicos correspondientes a exposicién de toxinas a
bivalvos, tanto en estudios en el medio natural (seguimiento de episodio toxico,
utilizacién del mejillon como sistema de preconcentracién natural), como en el
laboratorio bajo condiciones controladas. En los experimentos en el medio natural
se utilizaran parametros oceanograficos (temperatura, salinidad, O;) y la
presencia de microalgas para una descripcidén de las condiciones fisicas en las
gue se desarrollan las proliferaciones toxicas.

Dentro de los planteamientos en la puesta a punto de metodologia de separacion
y cuantificacién, con oxidacién postcolumna y deteccién fluorimétrica, de las 7
toxinas que caracterizan la toxicidad de una muestra se pretende usar eluyentes
gue puedan ser compatibles con LC-MS al mismo tiempo que con la técnica mas
convencional de la oxidacion postcolumna, tales como el acetato amonico con
acido heptafluorbutirico (Lagos et al. 1999. The first evidence of paralytic shellfish
toxins in the freshwater cyanobacterium Cylindrospermopsis raciborskii, isolated
from Brazil, Toxicon. 37,1359-1373), de forma que se puedan verificar también
por MS la identidad de los analitos analizados con técnicas mas asequibles en
general.

Evaluacién de la citotoxicidad de toxinas y extractos

El potencial citotéxico de las toxinas patrones y los extractos se evaluara
mediante métodos de citotoxicidad para la identificacion y la evaluacion de la
toxicidad inespecifica y especifica de toxinas paralizantes sobre cultivos celulares
de neuroblastomas (Por ejemplo Neuro-2 A). Estas metodologias se orientan
hacia toxinas que, como las toxinas paralizantes, actan a nivel de los canales de
sodio. Se estudiara los efectos inespecificos de las toxinas y los extractos sobre la
muerte celular, cuantificandose las concentraciones inhibidoras de 50% de la
poblacion celular (IC50). De cara a obtener una respuesta citotoOxica mas
especifica del grupo de toxinas, se evaluaran los efectos morfologicos
(alteraciones de las membranas, de los organulos y del citoesqueleto), efectos
fisiologicos (niveles de Ca intracelular, actuacién sobre canales de Na, ...) y
eventualmente efectos genotoxicos o0 mutagénicos. Estos ensayos mas
especificos permitirdn, si cabe, una diagnosis del tipo de toxina presente en
muestras con un contenido en toxinas desconocido. Se realizard una evaluacion
de la toxicidad de estandares, de extractos procedentes de cultivos de microalgas
productoras de toxinas paralizantes, de extractos de bivalvos y muestras del
medio natural. De forma a aumentar la especificidad de la respuesta de los
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ensayos de citotoxicidad, se combinaran estos ensayos de citotoxicidad con
etapas previas de pre-purificacion de los extractos, por ejemplo, separando las
toxinas mas hidrofilicas de las mas lipofilicas. Ello permitiria el diferenciar la
respuesta de toxinas con diferente polaridad y eliminar posibles interferencias
entre ciertos compuestos.

A diferencia del bioensayo raton y de las metodolgias de determinacion de toxinas
paralizantes por cromatografia, los ensayos de citotoxicidad para toxinas
paralizantes requieren un estudio mas profudo sobre su validez y marco de
aplicacioén. Asi pues, la utilizacion de esta metodologia debera pasar por etapas
de puesta a punto previa a los estudios comparativos entre métodos.

Utilizacion del test de diagndstico rapido de toxinas paralizantes, MIST Alert™

La utilizacion de este método se abordara estrictamente segun las
especificaciones técnicas prescritas por el fabricante. Su aplicacion se extendera
a los diferentes tipos de muestras anteriormente citados (muestras de agua,
cultivos, extractos de bivalvos) para la identificacion de muestras tdxicas/no
toxicas segun la sensibilidad del método que discimina entre muestras con
contenido inferior o superior a los 400 ug Eq. STX/1000 g de vianda.

Correlacion y concordancia entre los resultados obtenidos de determinacion de
las toxinas paralizantes mediante los diferentes métodos: el bioensayo raton, las
determinaciones por cromatografia, LC-MS-MS como indicadores de toxicidad.

Los programas de vigilancia de niveles de toxinas PSP en Andalucia, Galicia,
Catalunya y en Europa se fundamentan en el analisis mediante bioensayo del
ratén. El acceso a los datos de este ensayo in vivo, obtenidos dentro de los
programas de vigilancia, y el analisis cromatogréfico de estas muestras y
determinaciéon de toxinas paralizantes nos permitiran establecer comparaciones
entre los diferentes métodos y poder llegar a establecer en un futuro, una primera
validacion de estos métodos, como se ha realizado en laboratorios de control en
Irlanda y Nueva Zelanda.

Ello permitird una evaluacion del potencial de los indicadores descritos al igual
gue un estudio de correlaciones entre variables que permita la identificacion de
discordancias o concordancias que puedan orientarnos en la eleccion de métodos
analiticos. Estos resultados podrian permitir, por ejemplo, la explicacion de
toxicidades y comportamientos atipicos de toxinas PSP en procesos de
depuracion. Igualmente, estos resultados podrian proponer mejoras de los
protocolos.

Dentro del ejercicio de correlacion y concordancia de los resultados obtenidos se
tendra en cuenta el factor “laboratorio” y se realizaran ejercicios intercomparativos
entre laboratorios de forma que se pueda describir la aplicabilidad de los
métodos.
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Adicionalmente, los resultados de evaluacion de toxicidad y toxinas mediante el
bioensayo raton y analisis cromatografico permitiran la evaluacion de los ensayos
de citotoxicidad para la determinacién de toxinas paralizantes.

Evaluacion del test de diagndstico rapido de toxinas paralizantes, MIST Alert™

La evaluacion del test MIST Alert™ (o Jellet Rapid Test) este test radicara en la
evaluacion del nimero de muestras que resulten positivas o negativas para este
método respecto a valoraciones obtenidas mediante los otros ensayos. Ello
permitira obtener niveles de concordancia del kit con cada una de las otras
metodologias de determinacion, utilizando como método de referencia, el
bioensayo ratén de la AOAC. Se cuantificara, ademés del grado de concordancia,
la eventualidad de falsos positivos y falsos negativos, intentando cuantificar su
frecuencia.

Metodologias asociadas al objetivo 2:
Estudio de la aplicabilidad de los métodos en los programas de sequimiento

La metodologia utilizada para contrastar la aplicabilidad de los métodos a los
programas de seguimiento se realizara a dos niveles:

2.1) Estudio continuo de factores asociados a la implementacion de
las metodologias y

2.2) Evaluacion del potencial técnico y de infraestructuras en cada
una de las comunidades autbnomas

2.1) Estudio continuo de factores asociados a la implementacion de las
metodologias.

Para cada metodologia, se procedera a una evaluacion, cuando pueda ser
objetiva, de los siguientes parametros:

Listado de los equipos y las infraestructuras necesarias

Coste aproximado de los equipamientos (adquisicion y mantenimiento)
Tiempo de ejecucion del ensayo

Costes del material fungible

Coste por muestra

Requerimientos de personal

Horas/persona/muestra

Puntos débiles

Puntos fuertes

(no se excluyen otros parametros)
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La valoracion se realizara a través de un formulario que se distribuird a los
laboratorios participantes en esta propuesta.

2.2) Una evaluacion del potencial técnico y de infraestructuras en cada una
de las comunidades autonomas.

Cada comunidad evaluara el potencial técnico y humano existente, y dentro del
marco de aplicacion regional, las caracteristicas asociadas al programa de
seguimiento que se ejecuta para toxinas paralizantes y demas parametros.

Ello permitir4 estimar el potencial existente en cada comunidad para adoptar uno
u otro método de determinacion de toxinas paralizantes. Igualmente, permitiria
identificar los requerimientos necesarios para realizar cambios de estrategia o de
metodologias.

El resultado de esta evaluacion a nivel regional podra extenderse a nivel nacional
de forma a identificar acciones concretas de colaboracion y complementacion. Se
podra contrastar la formacién de una posible red de programas de vigilancia en
Espafia, coordinada, que tenga como objetivo el disponer de todas las
metodologias necesarias para la determinacion de toxinas paralizantes en
territorio espafiol, de forma a poder responder de forma eficaz a lo largo de todo el
litoral espafiol, ante episodios graves de toxicidad paralizante e incluso
situaciones de toxicidad inexplicada.
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2.4. RESULTADOS

OBJETIVO 1: Comparacion de méetodos de determinacion de
toxinas PSP

1.1 ) Metodologias asociadas

Datos de los programas de vigilancia de
Andalucia, Galicia y Catalunya: Sequimiento de
episodios toxicos:

ANDALUCIA 2008

Se ha realizado el informe anual de los episodios de toxinas paralizantes
ocurridos en el litoral andaluz durante el afilo 2008. Los datos para el informe se
han recogido de la Memoria Anual de Control y Seguimiento de las Condiciones
Sanitarias en la Zonas de Produccién de Moluscos Bivalvos que realiza el
Laboratorio de Control de Calidad de los Recursos Pesqueros. En el informe se
destacan las incidencias de cada grupo de toxinas, sefialando las especies de
moluscos bivalvos afectadas, asi como las especies de fitoplancton causantes del
episodio toxico.

De esta forma, se puede sefalar que la aparicién de toxinas paralizantes en el
litoral andaluz durante 2008 ha sido baja, con la presencia de toxicidad a
principios de afio como continuacion de un episodio que se desarroll6 en los
ultimos meses de 2007. Este episodio afectd exclusivamente al litoral
mediterraneo, y estuvo asociado a proliferaciones de la especie Gymnodinium
catenatum.

GALICIA 2008

Se ha llevado a cabo el seguimiento de los episodios toxicos de la costa de
Galicia durante el afilo 2008. En este afio la incidencia de las toxinas PSP ha sido
muy baja detectandose en contadas ocasiones y en areas de extension reducida.
El agente causante fue Alexandrium, cuya distribucion estd asociada a los aportes
de agua dulce y, dada la comentada poca extensién de las proliferaciones,
unicamente en una ocasion afecto a los cultivos de mejillén muy proximos a la
desembocadura del Rio Mifio (ensenada de Baiona), siendo las poblaciones de
bivalvos infaunales explotables las mas afectadas.

Se realizaron un total de 2533 analisis de PSP en mejillén cultivado en viveros
flotantes y 1049 analisis para otras especies de bivalvos.
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Fecha Fecha Total Especie
Ria/Zona  Molusco prohibicion apertura dias fitoplancton
Mejillén

Baiona beftea 23/06/2008 07/07/2008 14 Alexandrium sp.
Camarifa

s Infaunal 24/06/2008 08/07/2008 14 Alexandrium sp.
Vigo IV.1 Infaunal 17/06/2008 26/06/2008 9 Alexandrium sp.
Vigo IV.2 Infaunal 19/02/2008 05/03/2008 14 Alexandrium sp.
Vigo IV.2 Infaunal 03/06/2008 18/07/2008 45 Alexandrium sp.
Vigo V.2 Infaunal 26/08/2008 10/09/2008 15 Alexandrium sp.

Tabla 1. Relacion de prohibiciones por toxicidad PSP en zonas de produccion de moluscos
infaunales y mejillén cultivado en viveros flotantes de Galicia en el 2008.

CATALUNYA 2008

Se ha llevado a cabo el seguimiento de los episodios toxicos de la costa de
Catalunya durante el 2008.

La frecuencia de muestreo de bivalvos para el analisis de presencia de toxinas
PSP ha sido semanal en las dos bahias del Delta del Ebro (CAT1-02, Bahia de
Alfacs; CAT1-05, Bahia del Fangar), puesto que es donde se concentra el cultivo
de bivalvos como el mejillon (Mytilus galloprovincialis), el ostron (Crassostrea
gigas), la ostra plana (Ostrea edulis) aunque en muy bajas cantidades, la almeja
fina (Tapes decussata) y la almeja japonesa (Ruditapes philippinarum), y donde
también hay una importante actividad extractiva de bancos naturales de otros
moluscos como la navaja (Solen sp.) o la cafailla (Bolinus brandaris). En el resto
del litoral cataldn se encuentran bancos naturales, principalmente de cafailla
(Bolinus brandaris), almejon (Callista chione) y coquina (Donax trunculus); el
volumen de extraccion es significativamente menor, por lo que la frecuencia de
muestreo de bivalvos para su analisis ha sido semestral y se han condicionado
muestreos adicionales en funcién de los datos de presencia de fitoplancton
productor de toxinas PSP en las playas y puertos adyacentes (alertas por
presencia de Alexandrium sp. a densidades superiores a 1 000 células por litro)
facilitados por la Agencia Catalana de I’Aigua (ACA), con la que colaboramos.

No se ha cerrado ninguna zona de produccién por deteccion de toxinas PSP por
encima del nivel maximo legal permitido (800 ug equivalentes de STX por Kg de
vianda). De 287 andlisis realizados por MBA (método oficial), sélo se han
detectado toxinas PSP en una ocasion, en coquina de la zona CAT1-09 (Cap
Gros — Vilanova i la Geltrli) analizada a raiz de una alerta por presencia de
Alexandrium minutum en el puerto de Vilanova i la Geltri a principios de abril,
pero por debajo del limite maximo legal permitido (390 pug equivalentes de STX
por Kg de vianda).
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ANDALUCIA 2009

Como parte del proyecto se realiza una recogida de datos de la presencia de
toxinas paralizantes en nuestras costas con el fin de realizar el “Informe anual de
seguimiento de episodios toxicos de Toxinas Paralizantes del litoral andaluz
durante 2009”.

Los datos para el informe se han recogido de la Memoria Anual de Control y
Seguimiento de las Condiciones Sanitarias en la Zonas de Produccion de
Moluscos Bivalvos que realiza el Laboratorio de Control de Calidad de los
Recursos Pesqueros. En el informe se destacan las incidencias de cada grupo de
toxinas, sefialando las especies de moluscos bivalvos afectadas, asi como las
especies de fitoplancton causantes del episodio toxico.

Durante el aflo 2009 la tendencia de los datos indica la existencia de dos
episodios escasamente diferenciados en el tiempo, uno en verano (agosto-
septiembre) y otro en otofio (octubre-noviembre), con una mayor incidencia en
zonas del mar Mediterraneo, aunque los valores registrados, en pocas ocasiones
sobrepasaron el limite legal.

Litoral atlantico:

En la costa de Huelva se obtuvieron escasos valores cuantificables en el mes de
agosto, todos ellos ligeramente superiores al limite de cuantificacién y sin
alcanzar el limite legal. Afectaron a coquina (Donax trunculus) y a chirla
(Chamelea gallina).

La especie Gymnodinium catenatum (productora de toxinas paralizantes) centra la
gran mayoria de sus registros en Huelva en los meses de verano y salvo en dos
casos puntuales, donde supera incluso el nivel de cierre cautelar (max. 10.200
cels/L), el resto son poco relevantes.

En Cadiz no se alcanzé en ninguna especie el limite de cuantificacion a excepcion
del mejillon (Mytilus galloprovincialis) procedente de la acuicultura, que, aunque
con escasos resultados positivos, llegé a tener valores cercanos alos 4.000 ug eq
STX. 2HCI/kg repartidos entre agosto y noviembre.

Gymnodinium catenatum aparece en el litoral atlantico de la provincia de Céadiz
entre los meses de agosto y diciembre, con maximos centrados casi
exclusivamente en agosto.

Litoral mediterrdneo:

En cuanto a las muestras del litoral mediterraneo de Cadiz, se evidencian también
pequefios incrementos en los valores, coincidentes con el periodo estival, con
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algunos valores cuantificables en el mejillon. Sin embargo, en ninguno de los
casos se supero el limite legal.

Las muestras de corruco (Acanthocardia tuberculata), procedentes de zonas de
produccion de Cadiz no han superado en ningln caso, a diferencia de lo sucedido
en afos anteriores, el limite legal establecido para esta especie: 3.000 ug eq STX.
2'HCl/kg.

Gymnodinium catenatum también aparece en la zona mediterrdnea de Cadiz
entre agosto y diciembre, siendo en agosto donde se encuentran los valores
maximos. Las concentraciones alcanzadas son por lo general bajas, superando el
nivel de alerta en tan solo tres ocasiones (max. 2.040 cels/L).

En Malaga la situacion fue bastante parecida a lo sucedido en Cadiz. Aparecen
incrementos en los valores de toxicidad coincidentes con el periodo estival en el
mejillon de acuicultura, detectdndose valores por encima del limite legal en dos
ocasiones durante el mes de agosto.

Los resultados de las muestras de corruco (Acanthocardia tuberculata)
procedentes del litoral malaguefio, solo registran en tres de las zonas de
produccion de la costa de Malaga valores superiores al limite legal. En el resto no
se obtuvieron resultados positivos.

Respecto a Gymnodinium catenatum, mantiene el mismo comportamiento que el
observado en la provincia de Cadiz, con maximos durante el mes de agosto (max.
2320 cels/L) y datos puntuales de escasa entidad hasta finales de afio

Las conclusiones obtenidas a partir de los resultados del litoral de Granada no se
consideran relevantes mientras que en las muestras del litoral de Almeria no se
detecta ningun valor que sobrepase el limite de cuantificacién de la técnica.

En Almeria Gymnodinium catenatum aparece entre los meses de septiembre con
valores aislados que apenas superan el limite de cuantificacion.

GALICIA 2009

EI INTECMAR realizé el seguimiento de los episodios de PSP en la costa gallega.
EL balance de episodios de 2009 se presenta en la tabla 2, donde se observa que
tanto Gymnodinium catenatum como Alexandrium minutum estuvieron implicados
en los cierres.

Especie de fitoplancton Molusco Ria Periodo
Gymnodinium catenatum Mejillon (batea) Rias Baixas Octubre — Noviembre
Alexandrium sp. Molusco infaunal  Baiona Junio — julio — septiembre
Camarifias  Mayo — junio
Ares Junio

Tabla 2. Resumen de episodios de toxicidad por PSP detectados en las costas gallegas durante el
2009.
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CATALUNYA 2009

El IRTA ha llevado a cabo el seguimiento de los episodios toxicos de la costa de
Catalunya durante el 2009; parte de los analisis (por MBA) de estas muestras se
realizaron en el LTASP.

La frecuencia de muestreo de bivalvos para el andlisis de presencia de toxinas
PSP ha sido semanal en las dos bahias del Delta del Ebro (CAT1-02, Bahia de
Alfacs; CAT1-05, Bahia del Fangar), puesto que es donde se concentra el cultivo
de bivalvos como el mejillon (Mytilus galloprovincialis), el ostion (Crassostrea
gigas), la ostra plana (Ostrea edulis) aunque en muy bajas cantidades, la almeja
fina (Ruditapes decussatus) y la almeja japonesa (Ruditapes philippinarum), y
donde también hay una importante actividad extractiva de bancos naturales de
otros moluscos como la navaja (Solen sp.) o la cafailla (Bolinus brandaris). En el
resto del litoral catalan se encuentran bancos naturales, principalmente de
canailla (Bolinus brandaris), almejon (Callista chione) y coquina (Donax
trunculus); el volumen de extraccion es significativamente menor, por lo que la
frecuencia de muestreo de bivalvos para su analisis ha sido semestral y se han
condicionado muestreos adicionales en funcion de los datos de presencia de
fitoplancton productor de toxinas PSP en las playas y puertos adyacentes (alertas
por presencia de Alexandrium sp. a densidades superiores a 1.000 células por
litro) facilitados por la Agencia Catalana de I'Aigua (ACA), con la que colabora el
IRTA.

Se cerré una zona de produccion en marzo — abril (CAT1 — 09, Cap Gros —
Vilanova i la Geltrt) durante 48 dias, al detectarse toxinas PSP por encima del
nivel maximo legal permitido (800 pg equivalentes de saxitoxina por kg de vianda;
ng eqSTX kg?) originadas por Alexandrium minutum. Sin embargo no se pudo
obtener grandes cantidades de material toxico puesto que hay escasez de
producto (coquina, Donax trunculus) en esta zona, hecho que también condicioné
el tiempo de cierre dadas las dificultades en la obtencibn de muestras de
seguimiento. A parte de este episodio, s6lo se detectaron toxinas tipo PSP, por
debajo del limite legal, en dos muestras de mejillon de la bahia de Alfacs
(muestreadas el 23 de febrero y el 2 de marzo; con 367 y 400 pg eqSTX kg,
respectivamente), coincidiendo con el aumento de densidad de una floracion de
A. minutum en la bahia (méaximo de 3,2 x 10° células por litro el 8 de marzo)

GALICIA 2010

En la siguiente tabla se resumen los episodios de cierre debidos a toxinas PSP en
2010. Todos han sido debidos a Alexandrium minutum.

Especie de fitoplancton H Molusco ‘ 1 Total dias
A. minutun Infaunal  Ares-Betanzos junio 30
A. minutun Infaunal Camarifias julio 28
; Baiona I :
A. minutun Berberecho VIGO-IV.2 junio-septiembre 88

Tabla 3. Resumen de episodios de toxicidad por PSP detectados en las costas gallegas durante el
2010.
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ANDALUCIA 2010

No podemos hablar en 2010 de episodios téxicos extensos en el tiempo o que
afectaran a un gran nimero de especies, pero la presencia de fitoplancton téxico
se ha manifestado en casos puntuales con toxicidad cuantificable, aunque en
escasas ocasiones ha llegado a sobrepasar el limite legal. Esto es extensible
también al corruco (Acanthocardia tuberculata) que ha presentado a lo largo de
este afilo un comportamiento excepcional con escasos resultados positivos a lo
largo del litoral de andaluz.

No obstante podemos localizar dos momentos diferenciados en los que se han
detectado toxinas paralizantes en moluscos bivalvos en la costa andaluza: meses
de febrero a abril, y de octubre a noviembre, llegando en algunas zonas hasta el
mes de diciembre.

Litoral atlantico:

Tanto el litoral de la provincia de Huelva como la zona atlantica del litoral de Cadiz
han tenido un comportamiento similar en 2010, no detectandose en moluscos
bivalvos la presencia de toxinas paralizantes.

La especie Gymnodinium catenatum, productora de toxinas paralizantes, tan solo
presenta un registro en la costa oriental de Huelva en una concentraciéon por
debajo del limite de cuantificacién de la técnica de recuento para esta especie.

Litoral mediterrdneo:

En las muestras analizadas en el litoral mediterraneo de Cadiz, se evidencian
pequefios incrementos en los valores de toxicidad. Esto se observa en los
periodos de tiempos comprendidos entre enero/marzo y octubre/noviembre con
algunos valores cuantificables en el mejillén (Mytilus galloprovincialis). Sin
embargo en ninguno de los casos se super6 el limite legal.

Las muestras de corruco de la zona mediterranea de Cadiz no han superado en
ningun caso el limite legal establecido para esta especie: 3000 (g eq STX.
2.HCl/kg.

Gymnodinium catenatum se muestra Unicamente en las zonas de la franja
mediterranea de la provincia y lo hace en dos periodos, entre febrero y mitad de
mayo Yy en agosto-octubre. En cualquier caso los niveles de concentracién son
significativamente bajos (méax. 1160 cels/L)

Malaga es la Unica provincia andaluza que presenta valores por encima del limite
legal en 2010. En los meses de febrero y marzo se alcanzan valores positivos en
corruco en una de las zonas de produccién prolongandose estos resultados hasta
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el mes de julio. También se observan resultados cuantificables en mejillon
llegando a sobrepasar en una ocasion el limite legal.

Sin embargo el episodio que se presenta con mayor intensidad tiene lugar en los
meses de octubre a noviembre. Algunas de las zonas de produccion de la
provincia se ven afectadas con resultados positivos en corruco. También
aparecen valores cuantificables en otras especies como chirla, mejillon y concha
fina, aunque solo en la primera aparecen valores que sobrepasan el limite legal
en el mes de octubre.

De forma semejante a la provincia de Cadiz, el dinoflagelado Gymnodinium
catenatum aparece en los 5 primeros meses y los 5 ultimos del afio. En el primer
periodo se obtiene un valor maximo de 1880 cels/L, mientras en el segundo se
registra un dato puntual que constituye el maximo anual con 10520 cels/L.

En las provincias de Granada y Almeria no se observan valores positivos en
ninguna de las especies analizadas aunque si podemos destacar la deteccién de
toxinas en el mes de marzo y diciembre en la chirla.

Gymnodinium catenatum muestra un comportamiento similar al resto de
provincias mediterraneas con datos en los periodos marzo-mayo y septiembre-
noviembre, con ausencia en los meses centrales del afio. Se detecta un maximo
de 1940 céls/L en el litoral més occidental de Almeria.

CATALUNYA 2010

El IRTA ha llevado a cabo el seguimiento de los episodios toxicos de la costa de
Catalunya durante el 2010; parte de los analisis (por MBA) de estas muestras se
realizaron en el LTASP.

La frecuencia de muestreo de bivalvos para el andlisis de presencia de toxinas
PSP ha sido semanal en las dos bahias del Delta del Ebro (CAT1-02, Bahia de
Alfacs; CAT1-05, Bahia del Fangar), puesto que es donde se concentra el cultivo
de bivalvos como el mejillon (Mytilus galloprovincialis), el ostion (Crassostrea
gigas), la ostra plana (Ostrea edulis) aunque en muy bajas cantidades, la almeja
fina (Ruditapes decussatus) y la almeja japonesa (Ruditapes philippinarum), y
donde también hay una importante actividad extractiva de bancos naturales de
otros moluscos como la navaja (Solen sp.) o la cafailla (Bolinus brandaris). En el
resto del litoral catalan se encuentran bancos naturales, principalmente de
cafailla (Bolinus brandaris), almejon (Callista chione) y coquina (Donax
trunculus); el volumen de extraccion es significativamente menor, por lo que la
frecuencia de muestreo de bivalvos para su andlisis ha sido semestral y se han
condicionado muestreos adicionales en funcion de los datos de presencia de
fitoplancton productor de toxinas PSP en las playas y puertos adyacentes (alertas
por presencia de Alexandrium sp. a densidades superiores a 1.000 células por
litro) facilitados por la Agencia Catalana de I'Aigua (ACA), con la que colabora el
IRTA.
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No ha habido cierres por toxicidad PSP en 2010, pero si alertas por presencia de
especies productoras de toxinas PSP a altas densidades. En la Tabla 4 se
resumen los episodios de alerta que han afectado a las zonas de produccioén, y en
la Tabla 5 las alertas en los puertos.

CAT1-02, Bahia de Alfacs ‘ 3672 Marzo - mayo 380
374
1836 Agosto No detectado
CAT1-05, Bahia de Fangar y Golfo de la Ampolla 2x103 Mayo No detectado
1377 Agosto No detectado

Tabla 4. Episodios de alerta de toxicidad PSP detectados por la presencia en altas
concentraciones de A. minutum en la zona.

Ametlla de Mar A. minutum 1 x 10* Agosto
Cambrils A. minutum 2,2 x 10° Mayo
Tarragona A. catenella 7,3 x 10* Junio
A. catenella 1,8 x 10° Julio
Vilanova i la Geltra A. minutum 1,9 x 10* Junio
A. minutum 2,8 x 10* Julio
Barcelona A. minutum 4,6 x 10° Mayo
A. minutum 1,3 x 10* Agosto
Olimpico A. minutum 5x 10* Junio
A. minutum 1,1 x 10° Diciembre
Arenys de Mar A. minutum 2,2 x 10° Marzo
A. minutum 1,2 x 10° Julio
Palamés A. minutum 5x 10* Junio
L’Estartit A. minutum 4,7 x 10* Julio

Tabla 5. Alertas en los puertos durante 2010. Obsérvese que A. minutum fue la principal especie
implicada, a excepcién de las alertas en el puerto de Tarragona.

ANDALUCIA 2011

A lo largo de 2011 se han localizado dos momentos diferenciados en los que se
ha detectado la presencia de toxinas paralizantes en muestras procedentes de la
costa andaluza: meses de junio y julio, y de noviembre y diciembre, si bien con
diferentes intensidades.

Para describir lo sucedido podemos diferenciar dos zonas dentro del litoral
andaluz, zona atlantica y zona mediterranea, cada una de ellas con una dinamica
diferenciada con respecto a la otra en el desarrollo de episodios toxicos.

Litoral atlantico:

La costa andaluza baflada por el océano Atlantico corresponde al litoral de la
provincia de Huelva y parte de la de Cadiz. Los resultados obtenidos en las
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muestras analizadas de estas zonas no superaron el limite de cuantificacion de la
técnica (400 pug eq STX 2.HCI/kg) en ningun caso.

Litoral mediterrdneo:

La zona mediterrdnea corresponde al resto de la costa de Cadiz, Malaga,
Granada y Almeria. Se aprecian dos épocas en las que se detectan toxinas
paralizantes en las especies analizadas.

En verano la incidencia de valores por encima del nivel establecido se limita a
cuatro de las zonas de produccién de la provincia de Malaga, desarrollandose a
partir del mes de junio y extendiéndose hasta el mes de septiembre.

Otro momento de presencia de toxinas paralizantes es la época invernal,
detectandose a partir del mes de noviembre, con maximos de toxicidad en el mes
de diciembre y persistiendo el episodio durante los primeros meses de 2012. Las
zonas de produccion afectadas son las mismas comentadas para el episodio
estival.

En el resto de provincias se detecta la presencia de toxinas pero en niveles

situados entre el limite de cuantificacion de la técnica y el limite legalmente
establecido.
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Obtencidn de patrones certificados:

Los patrones certificados para toxinas paralizantes siguen estando disponibles en
el National Research Council de Canada (NRC, Halifax, Canadd) al igual que al
inicio del proyecto, aunque cabe resaltar que no ha habido un fundamental
avance en la disponibilidad de nuevos patrones de referencia. En la actualidad
son estos los patrones que estan disponibles en la pagina web del NRC

http://www.nrc-cnrc.gc.ca/eng/programs/imb/crmp.html

Paralytic Shellfish Poisoning (PSP) Toxins
CRM-C1&2-b

CRM-dcGTX2&3-b

CRM-dcNEO-c

CRM-dcSTX-b

CRM-GTX1&4-c

CRM-GTX2&3-c

CRM-GTX5-b

CRM-NEO-c

CRM-STX-f

Se puede por ello concluir que respecto a material certificado, éste esta
disponible, principalmente para aplicaciones analiticas. Sin embargo material
certificado o de referencia para requerimientos mayores, sigue siendo éste escaso
lo cual ha podido solventarse en el marco de este proyecto mediante actuaciones
propias del proyecto para obtener material de referencia con toxinas. Por ello
podemos concluir que la disponibilidad de patrones y material de referencia en el
mercado, principalmente para el interés de los laboratorios de control, es
modesta, cara y de dificil acceso y que deberia haber a nivel internacional cierto
esfuerzo para incrementar la disponibilidad. Se identifican carencias en relacion a
patrones de las toxinas GTX6, C3 y C4. En particular la carencia de GTX6 afecta
al analisis de toxinas asociadas a floraciones de Gymnodinium catenatum.
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Obtencidon de muestras de campo, en particular
durante episodios criticos:

ANDALUCIA 2008

1. Conservacion de muestras de diferentes especies de bivalvos

Se han conservado muestras de moluscos bivalvos con cantidades de toxinas
paralizantes cuantificadas mediante bioensayo de raton. Se ha pretendido
conseguir variabilidad tanto en el tipo de matrices obtenidas como en el rango de
toxicidad que presentan. El objetivo es poder estudiar el comportamiento de cada
uno de los métodos desarrollados para obtener asi datos precisos para valorar
algunos parametros como la sensibilidad, a distintos niveles y en cada matriz.

La variedad de matrices conservadas ha estado limitada por la aparicion natural
de microalgas productoras de toxinas paralizantes en la columna de agua y la
sensibilidad que cada especie de moluscos bivalvo a su presencia.

Las especies conservadas en mayor proporcién para el desarrollo del proyecto
son corruco (Acanthocardia tuberculata), mejillon (Mytilus galloprovincialis) y
concha fina (Callista chione), y también han podido obtenerse en cantidades mas
moderadas matrices téxicas de vieira (Pecten maximus), chirla (Chamelea gallina
) y almeja chocha (Venerupis rhomboides).

2. Creacion de un listado de muestras de bivalvos disponibles y la toxicidad
en cada unade ellas

Se ha creado un listado de muestras toxicas disponibles para la realizacion de las
analiticas necesarias para el proyecto. Estas muestras se han puesto ademas a
disposicion de los diferentes grupos de trabajo para la realizaciéon de pruebas
comunes.

Durante 2008 se han empleado muestras toxicas de diferentes matrices, para
verificar el perfil toxico que presentan empleando el protocolo de cromatografia
liguida con derivatizacion post-columna.

GALICIA 2008

Recogida y andlisis de muestras de moluscos. Seleccion por niveles de
toxicidad.

Materiales recogidos:

Muestras de almeja (Ruditapes philippinarum), berberecho ( Cerastoderma edule),
longueiron (Solen marginatus) y vieira (Pecten maximus) procedentes de las

JACUMAR PSP 04/05/2012 Péagina 45 de 233



¥ MEDHO AMBIENTE ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

E "_‘_" GOBIERNO  MIMISTERIC J CU R
v T DEESPANA  Df AGRICULTURA ALIMENTACHIN JUNTA NACIONAL
& &

zonas de producciéon de moluscos infaunales y pectinidos de Galicia, recogidas en
ausencia de episodios toxicos por biotoxinas PSP.

Muestras de almeja (Ruditapes philippinarum), berberecho (Cerastoderma edule)
procedentes de las zonas de produccion de moluscos infaunales de Galicia,
recogidas en presencia de episodios téxicos de biotoxinas PSP producidos por
Alexandrium sp.

Métodos:

Determinacion de biotoxinas PSP por bioensayo en ratéon: AOAC Oficial Method
959.08 Paralytic Shellfish Poison. Biological Method.

Las muestras de moluscos una vez desconchadas, pesadas y homogeneizadas,
se analizaron para determinar el nivel de toxicidad, siendo posteriormente
alicuotados en lotes de diferente peso de acuerdo con la técnica a emplear por
cada laboratorio. Tabla 6.

Molusco IEO IRTA INTECMAR
Almeja (blanco) Si Si
Si
Almeja nivel 420 pg/Kg Si Si Si
Almeja nivel 950 pg/Kg Si Si Si
Berberecho blanco Si No Si
Berberecho nivel 450 pg/Kg Si No Si
Berberecho nivel 1270 pg/Kg Si No Si
Vieira (blanco) Si No Si
Longueirdn (blanco) Si No Si

Tabla 6. Relacion de moluscos naturalmente contaminados con PSP en episodios de Alexandrium
sp.

CATALUNYA 2008

Se tiene un registro del material toxico obtenido durante el 2008 ( y almacenado
de afios anteriores) para la ejecucion del proyecto (Tabla 7). Se dispone
principalmente de mejillon y ostréon intoxicados por Alexandrium minutum en
cantidades suficientes para suministrar a los demas participantes, asi como de
extractos de filtros obtenidos durante floraciones naturales (“blooms”) de esta
microalga.

Las muestras fueron procesadas en fresco; los bivalvos abiertos vy
homogeneizados antes de ser congelados a -20°C, el agua filtrada y los filtros
conservados en &cido acético al 1% a 4°C hasta su extraccion.
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Localizacién

Tipo de muestra

Cantidad (g)

01/03/06  Arenys de Mar (Barcelona) Alexandrium minutum Filtros

01/03/06  Arenys de Mar (Barcelona) Alexandrium minutum Filtros

01/03/06  Arenys de Mar (Barcelona) Alexandrium minutum Filtros

01/04/06  Arenys de Mar (Barcelona) Mytilus galloprovincialis ~ Homogenados 1220
01/04/06  Arenys de Mar (Barcelona) Mytilus galloprovincialis ~ Homogenados 1150
01/04/06  Arenys de Mar (Barcelona) Mytilus galloprovincialis ~ Homogenados

01/05/06  Arenys de Mar (Barcelona) Mytilus galloprovincialis ~ Homogenados 1039
01/05/06  Arenys de Mar (Barcelona) Mytilus galloprovincialis ~ Homogenados

01/05/06  Arenys de Mar (Barcelona) Mytilus galloprovincialis ~ Homogenados

01/05/06  Arenys de Mar (Barcelona) Mytilus galloprovincialis ~ Homogenados

01/05/06  Arenys de Mar (Barcelona) Mytilus galloprovincialis ~ Homogenados

01/05/06  Arenys de Mar (Barcelona) Mytilus galloprovincialis ~ Homogenados

08/04/08 Vilanova i la Geltrl (Tarragona) Mytilus galloprovincialis ~ Homogenados 1300
08/04/08 Vilanova i la Geltra (Tarragona) Mytilus galloprovincialis ~ Homogenados 2300
08/04/08 Vilanova i la Geltra (Tarragona) Crassostrea gigas Homogenados

08/04/08 Vilanova i la Geltri (Tarragona) Alexandrium minutum Filtros

Tabla 7. Muestras disponibles para el proyecto JACUMAR PSP, recogidas hasta diciembre de
2008 (la cantidad se expresa en gramos de vianda fresca sin concha).

GALICIA 2009

Se seleccionaron muestras de mejillon sometidas a procesos naturales de
intoxicacion con especies de fitoplancton predominantes de Gymnodinium
catenatum.

Las muestras de mejillén una vez desconchadas, pesadas y homogeneizadas, se
analizaron para determinar el nivel de toxicidad, siendo posteriormente
alicuotados en lotes de diferente peso de acuerdo con la técnica a emplear por
cada laboratorio. Los niveles seleccionados fueron de 400 y 800 pg STX
equiv./Kg. La caracterizacion inicial de la toxicidad se realiz6 segun procedimiento
interno del laboratorio. Determinacion de biotoxinas PSP por bioensayo en ratén:
AOAC Oficial Method 959.08 Paralytic Shellfish Poison. Biological Method.

CATALUNYA 2009

En el 2009 se actualizé el registro del material téxico disponible (desde 2008 y
afos anteriores) y se trabajé sobre todo en la obtencion de material toxico durante
los episodios en puertos, y en laboratorio.

Las muestras fueron procesadas en fresco;
homogeneizados antes de ser congelados a -20°C.
En la Tabla 8 se presentan el material obtenido durante el 2009.

los bivalvos abiertos vy
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Puerto Origen Especie Cantidad (g)
Febrero Vilanova i la Geltra Mytilus galloprovincialis 1.000
Crassostrea gigas 100
Marzo Vilanova i la Geltra Mytilus galloprovincialis 1.000
Crassostrea gigas 250
Mayo Cambrils Mytilus galloprovincialis 1.200
Crassostrea gigas 600
Ruditapes sp. 250

Tabla 8. Muestras disponibles para el proyecto JACUMAR PSP, recogidas durante el 2009 (la
cantidad se expresa en gramos de vianda fresca sin concha). Se obtuvieron por exposicién de los
bivalvos durante floraciones naturales de Alexandrium minutum en los puertos y fechas indicados

ANDALUCIA 2010

En 2009 se definié un plan de trabajo para realizar el estudio comparativo de las
metodologias para la determinacion de toxinas paralizantes en moluscos bivalvos.
El plan fue retomado y revisado en la reunién de coordinacion que se realizé en
Vigo en enero de 2010, concretandose las fechas en las que este plan de trabajo
se llevaria a cabo a lo largo del afio.

Fueron revisados los analisis programados, asi como matrices, rangos de
toxicidad y técnicas con las que cada grupo de investigacion obtendria los
resultados. Se especific6 al mismo tiempo las muestras que tendrian que ser
intercambiadas y el método y tiempo de conservacién para cada una de ellas.

Del plan de trabajo se determinaron las necesidades de matrices y la toxicidad de
las muestras.

En 2010 no se produjeron episodios toxicos de interés que propiciaran la
obtencion de muestras téxicas, por lo que en el L.C.C.RR.PP. se han empleado
las matrices que se conservaban para este fin desde el primer afio del proyecto.

Las muestras se prepararon cuidando especialmente la realizacion del
homogeneizado, asegurando la consecucion de alicuotas que se conservaron en
congelacion a temperaturas por debajo de —20° C.

En las fechas establecidas se realizaron los envios de las muestras tipo C (las
analizadas después de al menos 15 dias de congelaciéon y de haber sido
transportadas). Tanto las destinadas a cromatografia como a MBA se
conservaron en tubos tipo falcon de 50 mL sellados con parafina en laminas. Los
envios se hicieron manteniendo las muestras congeladas, aunque practicamente
el 100% llegaron descongeladas a su destino.

CATALUNYA 2010

En el 2010 se actualizé el registro del material toxico disponible (desde 2008 y
afos anteriores). Se ha cumplido con el compromiso de disponer de suficiente
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matriz de mejillén con toxinas producidas por Alexandrium minutum para poder
repartir entre todos los participantes en el comparativo previsto. También se
dispone de matriz de ostion con este mismo perfil de toxinas, asi como otras
matrices recogidas durante episodios téxicos y alertas Utiles para desarrollar los
métodos dentro del laboratorio.

Experimentacidn en mar:

CATALUNYA 2008

Al no darse episodios téxicos por PSP en el litoral catalan durante el 2008 que
afectaran a bivalvos de bancos naturales ni de zonas de cultivo, se ha procedido a
la exposicién de bivalvos en floraciones naturales en puertos; esta practica se ha
seguido en el 2009 y se propone mantener como medio de obtencién de material
toxico en las cantidades requeridas por el proyecto.

En el 2008 se realizO una exposicion durante una floracion de Alexandrium
minutum (presencia de medio millon de células por litro aproximadamente) en el
puerto de Vilanova i la Geltra (Tarragona) a principios de abril. Se sumergieron
mejillén y ostrén originarios de la bahia de Alfacs en dos puntos del puerto (Figura
1) el 8 de abiril, y se recogieron el 11 de abril. Se tom6 también muestra de agua
fijada con formol de los puntos al inicio y al final de la exposicion para estimar las
densidades de A. minutum a las que estuvieron expuestos los bivalvos, mas 30
litros de agua del puerto sin fijar al final de la exposicion, de los que se obtuvo
filtros para analizar.

Figura 1. Localizacion de los puntos de exposicion de los bivalvos durante la floracion de A.
minutum ocurrida en el puerto de Vilanova i la Geltrd entre el 8 y el 11 de abril de 2008.
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Esta exposicion ha servido para preparar el material de analisis de la primera
comparativa que se llevara a cabo en el 2009 con dos de las matrices de bivalvos
representativas para el proyecto, intoxicadas con una de las especies de
fitoplancton de interés; véase el balance final de muestras obtenidas con esta
practica en la Tabla 9. También se muestran los cromatogramas obtenidos por
HPLC con derivatizacion post-columna de ambos bivalvos y del fitoplancton
presente en el agua (Figura 2).

ung equivalentes de STX por 100 g de vianda*

Bivalvo GTX4 GTX1 GTX3 GTX2 Total Cantidad de muestra (g)
Mejillon 79,87 49,20 5,42 2,16 136,65 1300
Mejillon 78,61 34,73 4,08 1,41 118,84 2 300
Ostrén 39,35 55,82 6,85 2,28 104,30 600

Tabla 9. Perfil toxinico de los homogenados de bivalvos enteros obtenidos de la exposicion en el
puerto de Vilanova i la Geltrd en el 2008. *Resultados obtenidos mediante analisis por HPLC pre-
columna por el grupo del Dr. Franco (CSIC, grupo de Galicia).
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Figura 2. Cromatogramas obtenidos del analisis de los filtros con A. minutum (superior), del ostron
(medio) y del mejillon (inferior), muestreados al final de la exposicién en el puerto de Vilanova i la
Geltr, mediante HPLC con derivatizacion post-columna.
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CATALUNYA 2009

El IRTA ha continuado con la préactica de exponer bivalvos a floraciones naturales

en puertos de fitoplancton productor de toxinas PSP como medio de obtencion de
material toxico, con resultados desiguales.

En el 2009 se realizaron tres exposiciones en puertos; dos en el puerto de
Vilanova i la Geltrd y una tercera en el puerto de Cambrils (Figura 3). Los puntos

de exposicion del puerto de Vilanova i la Geltrd fueron los mismos que en la
exposicion de 2008 (Figura 4).
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Figura 3. Zonas de produccién de la costa catalana y localizaciéon de los puertos de Cambrils y
Vilanova i la Geltra.

Figura 4. Localizacion de los puntos de exposicion de los bivalvos durante las floraciones de A.
minutum en los puertos de Vilanova i la Geltra (izquierda) y Cambrils (derecha) en el 2009.
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Las muestras de bivalvos obtenidas se mandaron a analizar al laboratorio del
CSIC de Galicia por HPLC con derivatizacion post-columna, obteniendo niveles
de toxicidad diferentes segun la especie de bivalvo expuestos a la misma floracién
(Tablas 10 y 11, y Figura 5). En base a estos resultados, se ha acordado usar las
muestras de ostion para el ejercicio comparativo en Catalunya, y las de mejillon
para repartir entre los integrantes del proyecto. Sin embargo, se debe replantear
una estrategia mas adecuada para conseguir matriz de almeja toxica.

Puerto Densidad de Fecha inicio Duracion Moluscos
A. minutum exposicion (dias) bivalvos
(cél L™ expuestos
Vilanova i la Geltra 39.840 19 febrero 6 Mejillon
Ostion
Vilanova i la Geltra 817.550 10 marzo 3 Mejillon
Ostién
Cambrils 21.995 19 mayo 8 Mejillén
Ostion
Almeja

Tabla 10. Exposiciones en puertos durante el 2009.

ng pL”’
Bivalvo GTX4 GTX1 GTX2 GTX3 ug STXeq kg™
Vilanova i la Geltra Mejillon 0,62 0,66 0,48 0,03 2.702,71

Ostion 0,16 0,24 0,14 0,01 849,12
Vilanova i la Geltra Mejillon 0,37 0,24 0,24 0,01 1.256,91
Ostion 0,00 0,01 0,01 0,00 30,55
Cambrils Mejillon 0,00 0,02 0,00 0,00 45,90
Ostion 0,00 0,00 0,00 0,00 1,46
Almeja 3,23 0,00 0,00 0,01 *4.926,41

Tabla 11. Perfil toxinico de los homogenizados de bivalvos enteros obtenidos de las exposiciones
en puertos en el 2009. Resultados obtenidos mediante analisis por HPLC post-columna por el
grupo del Dr. Franco (CSIC, grupo de Galicia). *Muestra analizada por MBA en el LTASP con
resultado negativo; la cuantificacion por HPLC post-columna se debe posiblemente a un
interferente de la matriz de almeja ya detectado con anterioridad, que coeluye con la GTX4. Véase
cromatograma correspondiente en la Figura 5.
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Figura 5. Cromatogramas obtenidos del analisis del mejillén expuesto en Vilanova i la Geltrd en
febrero (superior), del ostibn expuesto en Vilanova i la Geltrd en marzo (centro) y de la almeja
expuesta en Cambrils (inferior), mediante analisis por HPLC con derivatizacién post-columna. El
pico correspondiente a la GTX4 en el cromatograma de la almeja posiblemente se trate de un
interferente (circulo rojo).

CATALUNYA 2010

Se repitié la exposicion de almeja a Alexandrium minutum en el puerto de Sant
Carles de la Rapita, pero sin obtener niveles toxicos en esta matriz. No se
realizaron mas actividades para la obtencion de material toxico puesto que se
dispone de suficiente cantidad de mejillén y ostion téxico de afios anteriores.
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Cultivos de microalgas toxicas:

ANDALUCIA 2008

Realizacion de cultivos y creacion de un listado de microalgas productoras de
toxinas paralizantes disponibles para el desarrollo del proyecto.

Se han realizado cultivos de Alexandrium minutum, Alexandrium tamarense,
Alexandrium ostenfeldii, Alexandrium andersonii, y Gymnodinium catenatum entre
otros y se mantienen para su empleo durante el desarrollo del proyecto de
especies de algas toxicas.

GALICIA 2008

Actualmente se estéa cultivando las siguientes cepas: A. fundyense (CCMP1719)
seleccionada por presentar un amplio perfil de toxinas; y las cepas de A. minutum
(VGO650), (AL18A) y (AMADO021) que contienen GTX 1, GTX2, GTX3 y GTX4. La
finalidad es dar lugar a mezclas con diferentes composiciones de toxinas para
ensayos de toxicidad, estudios de Reproducibilidad, Sensibilidad y rango de
linearidad.

CATALUNYA 2008

El IRTA dispone de cepas de microalgas de diferentes especies, tanto
productoras como no productoras de toxinas. De las productoras de toxinas PSP,
hay cepas de A. minutum aisladas en 2002 del puerto de Arenys de Mar,
mantenidas y estabilizadas en condiciones de laboratorio.

En el 2008 se procedié al aislamiento de células de fitoplancton presentes en una
muestra de agua recogida en el puerto de Arenys de Mar durante una floracién de
A. minutum en octubre; se han establecido y cultivado 4 cepas nuevas,
posiblemente de A. minutum, que se mantienen a la espera de su identificaciéon
taxondmica y el analisis de su perfil toxinico y toxicidad. También se intento el
aislamiento de Alexandrium catenella de un bloom en el puerto de Tarragona,
pero no se llegod a establecer ninguna cepa.

ANDALUCIA 2009

Se ha continuado con el mantenimiento de los cultivos de Alexandrium minutum,
Alexandrium tamarense, Alexandrium ostenfeldii, Alexandrium andersonii, Yy
Gymnodinium catenatum entre otros. Ademas se conservan tres cepas diferentes
de Gymnodinium catenatum.
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Se ha analizado algunas de estas cepas por el método de cromatografia liquida
de alta eficacia con derivatizacién post-columna con el fin de estudiar detalles de
las toxinas que contienen.

En las figuras que se muestran a continuacion se observan los perfiles toxicos
tres cepas de G. catenatum estudiadas. En cada una de ellas se muestran los
cromatogramas obtenidos tanto en el extracto original sin diluir, como en el
extracto hidrolizado. Ademas se presenta también el cromatograma obtenido al
analizar las muestras sin el reactor, es decir sin el proceso de oxidacion post
columna, con el fin de detectar los picos naturalmente fluorescente y facilitar asi la
determinacion de las toxinas existentes.
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Figura 6: Cromatogramas obtenidos con G. catenatum, cepa 05 empleando el eluyente primero

A: muestra sin diluir. B: muestra hidrolizada.
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A: muestra sin diluir. B: muestra hidrolizada.
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Figura 13: Cromatogramas obtenidos con G. catenatum, cepa 09 empleando el eluyente segundo.

A: muestra sin diluir.B: muestra hidrolizada.
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Figura 14: Cromatogramas obtenidos con G. catenatum, cepa 09 sin post columna

A: Eluyente primero.B: Eluyente segundo.
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GALICIA 2009

Se selecciono la cepa CCMP1719 de Alexandrium fundyense perteneciente a la
Coleccién de Cultivos del Centro Oceanografico de Vigo (CCVIEO) por presentar
un variado perfil de toxinas (Figura 15), de interés para su uso en ensayos de
toxicidad, estudios de reproducibilidad, sensibilidad y rango de linearidad.

Para ello se mantuvieron en regimen semicontinuo dos cultivos de 8 L de dicha
cepa. El volumen total cultivado fueron 40 L, con una cosecha final de 1.85 - 10’
células (peso humedo 9.25 g).

Afundyense(CCMP1719)

35 -
30
25 1
20 -
15 -
10 -

GTX4 GTX1 dcGTX3 deGTX2 neoSTX  STX

toxinas

Figura 15. Se muestra el perfil de toxinas y abundancia de las mismas en porcentaje para la cepa
CCMP1719 de Alexandrium fundyense.

CATALUNYA 2009

El IRTA dispone de cepas de microalgas de diferentes especies, tanto
productoras como no productoras de toxinas. Se ha iniciado el cultivo a mayor
escala, para su posterior analisis mediante HPLC con derivatizacidn pre-columna,
de 15 cepas de la coleccion: Alexandrium minutum (4), Gymnodinium sp. (1),
Alexandrium pseudogonyaulax (1), Alexandrium peruvianum (2) y 7 cepas de
células aisladas durante una floracién de Alexandrium minutum en el puerto de
Arenys, pendientes de identificar taxonomicamente.

También se ha cultivado a gran escala (Figura 16) una de las cepas
recientemente aisladas de Alexandrium minutum (SCRO001), para su uso en las
exposiciones en laboratorio que se describen a continuacion (punto 1.4.). Se
utilizaron balones con 6L de medio ES no autoclavado (36 %. de salinidad),
mantenidos en una camara isoterma (18 — 20°C constantes) con 12h de luz. Al
cabo de un mes desde su inoculacion se conseguian las densidades necesarias
para su uso.

JACUMAR PSP 04/05/2012 Péagina 60 de 233



T GOBERNO  MINISTERIC
= DEESPANA  DE AGRICULTURA. ALIMEMTACION JUNTA NACIONAL
a ¥ MECHO AMBIENTE ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

:ﬁ JACUMAR

Figura 16. Balones de cultivo de 8 L con Alexandrium minutum.

GALICIA 2010

Al igual que en 2009, durante 2010 se cultivo la cepa CCMP1719 de Alexandrium
fundyense perteneciente a la Coleccion de Cultivos del Centro Oceanografico de
Vigo (CCVIEO) con el objetivo de generar una biomasa abundante para su uso
en ensayos de toxicidad, estudios de reproducibilidad, sensibilidad y rango de
linearidad. Se procesaron 40 L de cultivo durante este afio. Combinando las
cosechas de células de 2009 y 2010 se puede estimar una biomasa final entre 3.5
y 4107 células.

CATALUNYA 2010

David Nés, durante su estancia de préacticas de formacion en el IRTA supervisado
por Margarita Fernandez, aislé 3 cepas de Alexandrium catenella originarias del
puerto de Tarragona. Estas cepas estan estabilizadas en la coleccién de
microalgas del IRTA, y a disposicion del proyecto.

Experimentacidon en laboratorio:

CATALUNYA 2008

Esta tarea es especifica del grupo de Catalunya; no intervienen las demas CCAA
aunque podran disponer del material toxico que se genere.

El centro del IRTA dispone de instalaciones para el cultivo y el mantenimiento de
especies acuaticas, tanto marinas como de agua dulce, asi como de los sistemas
de control necesarios para llevar a cabo experimentos de “challenge”, en los que
estan implicados microorganismos patdégenos, de manera segura. Debido a la
naturaleza téxica de las microalgas de interés para el proyecto, éstas se pueden
gestionar como un agente patdgeno, por lo que las exposiciones en laboratorio se
pueden plantear a diferentes escalas: individuales, en acuarios (pequefia escala),
0 en tanques (gran escala). Antes de emprender esta Ultima se esta a la espera
de los resultados de los ensayos con nuevos sistemas de desinfeccion y control
de los efluentes del centro mediante el uso de ozono llevado a cabo por otro
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grupo de investigacion; en cuanto se considere satisfactorio el método de
tratamiento de las aguas residuales se emprendera el cultivo de microalgas
toxicas y la exposicion de mejillones a las mismas a gran escala.

En el 2008 se cultivé una de las cepas de A. minutum del 2002 utilizando tres
medios de cultivo (dos formulados y un fertilizante comercial), adicionalmente se
comparé el efecto de autoclavar o no el fertilizante comercial y uno de los
formulados sobre el crecimiento de la microalga. Todos los cultivos se
mantuvieron a 20°C con un fotoperiodo D:L 12h:12h.

Estos resultados preliminares (Figura 17) permiten descartar el uso del fertilizante
comercial, aconsejan no autoclavar el medio de cultivo y sitian en torno a los 30
dias el tiempo necesario para conseguir la fase exponencial en esta cepa; todos
estos datos son de utilidad a la hora de planificar la exposicion en laboratorio. Al
cabo de 60 dias desde la inoculacion inicial se recogieron filtros de cada cultivo
cuyo analisis permitirA estimar la capacidad de produccion de toxinas PSP por
esta cepa en distintas condiciones de cultivo.

3000 1 Medio 1
8000 =@=Medio 1 autoclavado
1 =@=Medio 2
Medio 2 autoclavado
7000 - _
=@ Medio 3
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) [ ]
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Figura 17. Crecimiento de la misma cepa de A. minutum en funcién de la composicion del medio y
del tratamiento de autoclavado del mismo. Medio 1 y 3: medios formulados, Medio 2: fertilizante
comercial.
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CATALUNYA 2009

Esta tarea es especifica del grupo de Catalunya; no intervienen las demas CCAA
aungue podran disponer del material toxico que se genere.

El centro del IRTA dispone de instalaciones para el cultivo y el mantenimiento de
especies acuaticas, tanto marinas como de agua dulce, asi como de los sistemas
de control necesarios para llevar a cabo experimentos de “challenge”, en los que
estan implicados microorganismos patégenos, de manera segura.

Se realizaron dos tipos de exposicion experimental, en las que se utiliz6 la misma
cepa de Alexandrium minutum cultivada en el mismo tipo de medio y en las
mismas condiciones luminicas y de temperatura, que se describen a continuacion.

Exposicién en tanque

Se utilizaron tanques de 100 L de la sala de “challenge” (Figura 18). Una semana
antes de iniciar la exposicion, se llenaron los tanques con agua filtrada y
desinfectada con UV, y no se renovo hasta el final de la exposicion, cuando, una
vez retirados los mejillones, se afadio lejia y se dejé 24h antes de proceder a su
vaciado y limpieza.

;

Figura 18. Sala de “challenge” en la que se realizé la primera exposicion en laboratorio.

Se recogieron 12 — 13 kg de mejillon de la bahia de Fangar y se repartieron en
tres tanques. Se afiadié Alexandrium minutum a la mafiana siguiente, a razén de
unas 250.000 células por litro, en dos tomas al dia, durante 3 dias.

Se tomaron muestras de:

- Mejillén para analisis de toxinas PSP (inicial y final)
- A. minutum

- muestras para recuento

- de cada dosis

- de los tanques previo suministro de la dosis

- filtros para analisis de toxinas PSP de cada dosis

- datos de temperatura del agua de los tanques

- supervivencia final de los mejillones.
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A pesar de la diferencia de temperaturas entre el agua de origen (bahia de
Fangar; 25,5°C) y la de los tanques (22,3°C de promedio), la previsible
degradacion de su calidad debido a la no renovacién de la misma, y el suministro
constante de fitoplancton productor de toxinas PSP, no se detect6é una merma
importante en la supervivencia de los mejillones utilizados (supervivencia > 98%).

Se obtuvieron 3,5 kg de homogenizado de mejillon, pero de baja o nula toxicidad
(s6lo uno de los ratones del analisis por MBA realizado en el LTASP mostré
sintomas).

Exposicién en acuario

Teniendo en cuenta los resultados de las exposiciones en puertos y la exposicion
en laboratorio, se definié una exposicién a menor escala con el fin de determinar
cudl puede ser la densidad adecuada de Alexandrium para obtener material
toxico.

Se recogieron mejillones de la bahia de Alfacs, y se mantuvieron en uno de los
tanques de la sala de “challenge” durante 4 dias para aclimatarlos. Se definieron 4
grupos experimentales, con tres réplicas por grupo: control (se suministro
Tetraselmis chuii), A30 (30.000 células por litro de A. minutum), A500 (500.000
células por litro de A. minutum) y A1000 (1.000.000 células por litro de A.
minutum). En total, 12 acuarios con 6L de agua y 10 mejillones por acuario
(Figura 19).

Figura 19. Acuarios utilizados en la exposicién. Véase la diferencia entre el agua de los dos
acuarios, debido a que en el acuario de la derecha los mejillones realizaron la puesta.

Se suministro el fitoplancton durante 3 dias, dos dosis por dia, y se tomaron los
mismos datos y muestras que en la exposicion en tanques. En estas condiciones,
la mayoria de los mejillones realizaron la puesta, por lo que se tuvo que renovar el
agua de todos los acuarios cada dia.

Los resultados preliminares ya muestran diferencias en las supervivencias de los
grupos (Tabla 12), pero se consideran mas achacables a las diferencias entre las
condiciones fisiologicas de los grupos que hayan puesto y los que no, que a
diferencias en las densidades del fitoplancton toxico presente en el acuario. Los
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analisis no detectaroon toxinas paralizantes a ninguna de las densidades de
Alexandrium utilizadas.

Grupo Réplica Puesta? Supervivencia (%) Promedio supervivencias
Control 1 No 100 96,7
Control 2 No 100
Control 3 Si 90
A30 1 No 100 83,3
A30 2 Si 80
A30 3 Si 70
A500 1 Si 80 70,0
A500 2 Si 50
A500 3 Si 80
A1000 1 Si 90 86,7
A1000 2 Si 90
A1000 3 Si 80

Tabla 12. Resultados de la supervivencia de los diferentes grupos experimentales.

Purificacion de extractos HPLC:

CATALUNYA 2008
GT Conservacion de muestras.

Se ha determinado un disefio para estudiar de manera sistematica las
condiciones de conservacion de las muestras; a ejecutar en cuanto se disponga
de muestra fresca, ya sea por episodios naturales de intoxicacion o por
exposiciones en puertos o en condiciones de laboratorio. A grandes rasgos, se ha
acordado el procesado inmediato (en fresco) de los bivalvos y la
homogeneizacion previa al almacenaje a -20°C, donde se mantendran hasta su
uso. Las variables a tener en cuenta estdn relacionadas con ciclos de
congelacion-descongelaciéon en un intervalo de 2 — 3 dias, simulando las
condiciones de transporte que puede sufrir una muestra al ser mandada de una
CA aotra, y con el tiempo transcurrido a -20°C.

ANDALUCIA 2009

En afos anteriores, y teniendo en cuenta la experiencia particular de cada grupo
de trabajo, se opto por emplear la congelacibn como medio de conservacion de
las muestras. A pesar de eso se justificé en el L.C.C.RR.PP. la eficacia de la
congelacion como método de conservacion de las muestras con un pequefo
estudio.
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Para realizar esta comprobacion se analizo tres veces la misma muestra antes de
ser congelada en abril de 2008. Desde abril a octubre de 2008 se realizaron
analisis periodicos, siempre empleando el método biolégico. Finalmente en
septiembre de 2009 se volvio a realizar un andlisis de esta muestra después de
haber sido descongelada (24 horas) y recongelada hasta varios dias después en
el que fuese analizada. Se obtuvieron en total 12 datos.

Los datos fueron tratados y valorados mediante el calculo de dos parametros:
Coeficiente de variacion e indice de compatibilidad. En ambos casos el resultado
fue conforme, llegandose a la conclusion de que las muestras conservadas por
congelacion (—20 ° C) no veian significativamente modificada su concentracion
toxica y confirmando lo que la experiencia en el laboratorio nos decia.

El resultado obtenido después de sufrir la descongelacion y la recongelacion
tampoco supuso una diferencia significativa, manteniéndose la toxicidad
esperada.

Por tanto cabe esperar que la conservacion por congelacion sea idonea para las
muestras con toxicidad del tipo PSP.

Sefalar que las muestras fueron congeladas como alicuotas en el peso exacto
para realizar la extraccion.

GALICIA 2009

Purificacion de extractos

Durante el afilo 2009 se hizo una seleccién de matrices procedentes de distintas
especies de moluscos negativas para PSP por Bioensayo de Ratén (Figura 20).

La extraccion se realizé siguiendo el método AOAC para Bioensayo de Raton,
utilizando HCI 0.1 N.
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NUMERO DE MUESTRA PRODUCTO
07-1448 Coquina
08-516 Vieiras conge_ladas (Pectem

Maximus)
08-526 Navajuelas en conserva
08-527 Navajuelas en conserva
08-531 Navajuelas en conserva
08-535 Navajuelas en conserva
08-630 Mejillones
08-657 Almejas 40/60
08-658 Almejas 60/80
08-659 Almejas 80/100
08-660 Navajuelas
08-682 Almejas
08-686 Mejillon
08-698 Mejillones
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Fiura 20. Matrices negativas para PSP por Bioensayo de Raton utilizadas para el estudio de
evaluacion del efecto matriz.

La determinacion de posibles interferentes se llevd a cabo por HPLC con
derivatizacién Post-columna como se puede observar en los cromatogramas que
se adjuntan a continuacion.

Durante el 2010 se afiadiran a esta lista 2 matrices mas, Berberecho y Longueiron
y se llevara a cabo una evaluacién de la estabilidad de estas muestras en el
tiempo antes de su utilizacion en estudios de reproducibilidad y recuperabilidad.

Asimismo, la purificacién de las matrices que pueden dar lugar a interferencias en
la determinacion analitica de estas toxinas es una tarea que también se
desarrollara durante el 2010.
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Figura 21.

Las muestras destinadas a HPLC post-columna fueron desproteinizadas segun se
describe en la publicacion de Rourke et al. (2008); afiadiendo 25uL de éacido
tricloroacético (TCA) 30% a 500 pL de extracto HCI 0.1 N, neutralizando el pH de
la muestra mediante la adicion de 20 uL de NaOH 1 M y filtrando a través de 0.2 u
antes de su andlisis por HPLC.

Se verificd con las matrices blanco tratadas con TCA 30% que este compuesto
dafia considerablemente a los ratones, incluso con diluciones elevadas del
mismo, por lo cual se concluye que las muestras que han seguido este
procedimiento no son validas para su determinacion por Bioensayo de Raton.

JACUMAR PSP 04/05/2012 Péagina 68 de 233



¥ MEDHD AMBIENTE ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

E "_‘_" GOBIERNG  MINISTERI JL ICUMAR
b T DEESPANA  Df AGRICULTURA ALIMENTACHIN JUNTA NACIONAL
a a

CATALUNYA 2009

El IRTA ha seguido trabajando con el fin de reducir el efecto matriz sobre los
resultados de citotoxicidad ya detectado en 2008 (Figura 22).

Efecto matriz- incubacién sin O/V
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Figura 22. Estudio del efecto matriz en el ensayo de citotoxicidad con células N2a en presencia de
ouabaina/veratridina, utilizando matrices “blanco” de diferentes bivalvos. Notese la reduccion de la
viabilidad al aumentar la concentracion de matriz en el extracto.

Efecto _del acido acético sobre el ensayo de citotoxicidad en presencia de
ouabaina/veratridina

Observaciones anteriores parecian indicar que el acido acético (o un pH &cido en
general) tiene una cierta influencia sobre los efectos de la ouabaina/veratridina.
Para comprobar dicha influencia se prepararon diluciones de acido acético iguales
a las concentraciones normalmente presentes en las muestras de molusco
analizadas y se testaron dichas diluciones con el ensayo de citotoxicidad (es
decir, se analizé solamente acético, las muestras no contenian matriz de bivalvo).
Como se observa en la (Figura 23), el acético, en ausencia de
ouabaina/veratridina, no produce ningun efecto negativo sobre las células N2a, a
las concentraciones testadas. En cambio, en presencia de los moduladores del
canal de sodio, el &cido acético muestra una curva muy similar a la del estandar
de STX. Cabe remarcar que, en la realizacion de la curva estandar de STX no hay
acético presente en la muestra.
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Figura 23. Analisis de los efectos del acido acético sobre el ensayo de citotoxicidad con células
NZ2a en presencia y ausencia de ouabaina/veratridina.

Estos resultados nos indican que la muestra deberia purificarse en mayor grado
hasta eliminar los restos de acético presentes, ya que de lo contrario se podria
dar lugar a una interferencia que dificultase la interpretacion de los resultados. De
todas formas, si se observan resultados como los de la figura 29, cuando se
analizan matrices negativas para STX, la curva obtenida con el acético no se
observa. Cabe la posibilidad que los efectos del acético queden amortiguados en
presencia de la matriz de mejillon.

Optimizacién del proceso de extraccion

Se quiso comprobar si podia mejorarse la extraccion para disminuir el efecto
matriz sin que mermara la extraccion de STX con el nuevo protocolo. A dos
homogeneizados diferentes de mejillén, negativos para STX, se les afiadidé una
cantidad fija del estandar de STX y se procedié a realizar el protocolo de
extraccion con acido acético al 1%. Se realizaron los controles correspondientes
sin STX. Asi mismo, con estos extractos se realiz6 un paso adicional de
purificacion por SPE a través de columnas C18 (con los correspondientes
controles sin pasar por columna).

Como se observa en la figura 24, el paso de los extractos a través de una
columna C18 disminuye el efecto matriz, esto es, aumenta la concentracion
maxima de matriz que se puede cargar en un ensayo de citotoxicidad. Los
resultados de la figura 25 parecen mostrar que el proceso de extraccion de la STX
a partir de muestras de molusco (sin purificacion por columna C18) no siempre es
efectivo: mientras en la muestra 204 se observa el aumento de viabilidad
provocado por la STX, lo mismo no aparece en la muestra 211. Estos resultados,
de todas formas, deben acabarse de interpretar observando la figura 26. Se ve
claramente como, tras el paso por columna C18, el efecto de la STX sobre la
viabilidad celular es mas facilmente observable y cuantificable que sin esta
purificacion adicional.
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Figura 24. Influencia de la purificacion con columna C18 sobre el efecto matriz de extractos de
meijillén en el ensayo de citotoxicidad con células N2a. Se muestran los resultados de una misma
extraccion con o sin paso adicional por columna C18 (no hay STX presente en la muestra).

Limite de carga sin paso por columna= 6,125 mg/mL matriz

Limite de carga tras el paso por columna C18= 12,5 mg/mL matriz
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Figura 25. Efectividad del proceso de extraccion (sin paso adicional por columna C18) para
recuperar la STX afiadida a los homogenados de mejillon. Se muestran los resultados de dos
homogenados diferentes analizados con el ensayo de citotoxicidad con células N2a.
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Figura 26. Influencia de la purificacion con columna C18 sobre la visualizacion de la STX en el
ensayo de citotoxicidad con células N2a. Se muestran resultados de un mismo extracto dopado
con STX y posteriormente purificado o no purificado a través de columna C18.
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Se puede resumir que la purificacion de los extractos de mejillén por SPE a traves
de una columna C18 permite disminuir el efecto negativo de la matriz sobre la
viabilidad celular y permite mejorar la deteccion de la STX presente en la muestra.

GALICIA 2010

Durante el 2009, como quedd reflejado en el correspondiente informe de
seguimiento, se probaron distintas columnas, distintas concentraciones de
apareador io6nico y de acetonitrilo, diferentes flujos y temperatura de columna
consiguiendo finalmente la optimizacién de las condiciones cromatograficas del
método HPLC post-columna.

Uno de los principales inconvenientes en la aplicabilidad del método desarrollado
era la limitada duracién de la columna, por ello en 2010 el esfuerzo se centr6 en la
purificacion de las muestras. Para ello se trabajé con muestras de mejillon
(Mytilus galloprovincialis) procedente de un episodio de Gymnodinium catenatum
gue tuvo lugar en la costa andaluza.

Se aplicaron 4 métodos de extraccion diferentes obteniendo:
- Extracto HCL 0.1N hervido segun el método PSP para bioensayo
de raton (AOAC 959.08)

- Extracto acido acético 1% segun el método de Lawrence (AOAC
2005.06)

- Extracto HCL 0.1N sin hervir (modificacion AOAC 959.08)
- Extracto acido acético 1% (modificacion AOAC 2005.06). (Tabla13)

HCI0.1N Acido acético 1%
Mg STX 2.HCleg/Kg | Sin hervir Hervido Sin hervir Hervido
MBA 10773 (n=11, SD10%)
HPLC pre-columna 6068 (n=9, SD 4%) 4785 (n=4, SD 8%)
HPLC post-columna | 9443 (n=3, SD 6%) No detectada 3130 (n=4, SD 20%)

Tabla 13: Se recogen los resultados del laboratorio de Sanidad Exterior (MBA), del INTECMAR
(HPLC pre-columna) e IIM-CSIC (HPLC post-columna). Las concentraciones de toxina que se
muestran en la tabla han sido calculadas mediante los datos de toxicidad de Oshima (1995) en el
caso de resultados cromatogréaficos y segun las tablas de Sommer’s (AOAC 959.08) en el caso de
resultados obtenidos mediante bioensayo de raton (MBA).

A la vista de los resultados obtenidos se concluye:

- El acido acético mata al raton, por tanto estos extractos no pueden ser
utilizados en el MBA. Mediante HPLC post-columna se confirma que con acido
acético 1% sin hervir no se extraen las toxinas PSP.

- Se demuestra que la extraccion con HCI 0.1 N es mas efectiva que con acido
acético 1%
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- El extracto HCI 0.1 N puede ser utilizado en el MBA y en los analisis HPLC
pre-columna, pudiendo considerarse un extracto universal para la determinacion
de este grupo de toxinas.

Se probaron los siguientes procedimientos de limpieza de muestras, seguidos
siempre por filtracion a través de 0.2 p antes del analisis por HPLC:

- 30% &cido tricloracético (TCA) segun (Rourke et al. 2008): se demuestra que
el TCA mata al ratén y no elimina el color amarillo de la muestra.

- Reparto liquido-liquido con hexano y con acetato de etilo: no se elimina el
color de la muestra.

- OSTRO, placas de preparacion de muestras (Waters): se diluye la muestra y
la recuperabilidad es muy baja.

- Extraccion en fase sdlida mediante cartuchos Sep pak light C18: buenos
resultados pero la toxina se distribuye en 2 fracciones con lo cual se diluye la
muestra.

- Dispersion en matriz con Lichroprep RP18 (40-63 pm) (Merck): muy buenos
resultados. Se reduce el color de la muestra en un 50 % y se tienen
recuperabilidades del 80% para las toxinas principales que explican el 99% de la
toxicidad de la muestra. Se trata ademas de un método rapido y sencillo, por tanto
este es el método que se recomienda para preparacion de muestras de PSP.

GALICIA 2010

Se ha estudiado la posibilidad del uso de un medio de extraccion universal para
las diferentes técnicas reguladas para el control. Los disolventes empleados
fueron acido clorhidrico 0.1N (empleado en los ensayos de referencia bioldgicos)
y acido acético 1% (empleado en técnicas alternativas HPLC-FD, oxidacion pre-
columna y post-columna). Los resultados obtenidos para una muestra de mejillon
naturalmente contaminada, procedente de Andalucia demuestran que la
extraccion con acido clorhidrico (n=9) es més eficaz, obteniéndose resultados de
toxicidad de hasta un 13% superiores a las realizadas con acético (n=4).

GALICIA 2011

Comparacion de la influencia de diferentes procedimientos de extraccion y
limpieza de muestra en la determinacion de toxinas PSP
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PROCEDIMIENTOS DE
EXTRACCION

Homogeneizado de mejillén

v
Descongelacion
|
v v
HCI0.1 N Acido acético 1%
I—> Primera extraccion <—|
|
v v
Hirviendo Sin hervir

|—> Segunda extraccion (—I
¥

Combinar sobrenadantes. Anotar
pH

Figura 27. Procediminetos de extraccion y Impieza de muestras para la determinacion de toxinas
PSP.
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ug STXeg/Kg

HCI 0,1N

acido acéticol%

sin hervir

hervido | sin hervir

hervido

Bioensayo de
raton

107733

LC-Precolumna 6068(9;
49%)

A785(4:8%)

LC-Postcolumna |9443(9;6%)

ND

3130(4;20%)

Tabla 14. Resultados comparativos entre las cromatografias y el bioensayo de ratébn usando los
dos métodos de extraccion del sistema postcolumna y precolumna, hirviendo y sin hervir
ND= no detectado; entre paréntesis nimero de ensayos y desviacion standard

Diferentes métodos ensayados en la limpieza de los extractos de mejillon con HCI

0.1N:

- Acido tricloracético 30 %. (Rourke et al., 2008).

- Reparto liquido — liquido. Hexano y acetato de etilo.
- Placas OSTRO para preparacién de muestras (W aters).
- SPE con cartuchos Sep pak light C18.
- Purificacion por dispersion de matriz. Lichroprep RP18 (40-63 um) Merck.
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Disminucion de color amarillento en cuatro alicuotas de extracto de mejillon
despues de su dispersion con Lichroprep RP18 (40- 63 um) (Merck)

Extracto de mejillon Absorbancia (490 nm)
Original 0.711
1 0.306
2 0.318
3 0.327
4 0.313

Por ello se concluye lo siguiente:

Los extractos acéticos no se pueden utilizar en el bioensayo de raton.

Extraccion HCI 0.1 N parece ser mas efectiva que extraccion con acético 1 %.

Los extractos HCI 0.1 N pueden utilizarse en el bioensayo de raton.

Los extractos HCI 0.1 N pueden utilizarse para determinacion por HPLC con
oxidacion pre-columna.

- El extracto HCI 0.1 N puede considerarse “extracto universal” dado que se
puede utilizar con los 3 métodos.

- Enla actualidad no disponemos de un sistema de purificacion eficaz.

Protocolo de de prepurificacion para mejorar la deteccion de toxinas PSP
mediante cromatoqgrafia liguida de alta eficacia con oxidacidon postcolumna

(Galicia)

Dos aspectos influyen de forma negativa en la determinacién de toxinas PSP en
mejillébn por cromatografia liquida y deteccion fluorimétrica con reaccién post-
columna:

1.- Evaluacion del efecto matriz sobre las columnas de separacidén que determina
gue su vida Util sea muy corta. Se establece que la media de muestras sin perder
resolucién se encuentra en el rango de 100 a 200. Por accion del efecto matriz se
van a generar dobles picos y se incrementa la presién en cabeza de columna
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llegando a sobrepasar el limite de seguridad del sistema provocando la parada de
las bombas.

2.- Evaluacion de interferentes. En concreto la co-elucion de interferentes con las
toxinas GTX4 y GTX1. Debido a la toxicidad elevada de estas dos toxinas, la
interferencia a este nivel no so6lo impide una correcta cuantificacion de dichas
toxinas sino que contribuye significativamente al calculo de pg STX equivalentes.

Con el objetivo de dar una solucién a los dos problemas anteriores, que estan
relacionados entre si, se procedio a ensayar diferentes sistemas de limpieza del
extracto de mejillon y que se resumen a continuacion:

1.- Desproteinizacion de una alicuota de homogeneizado de mejillén con é&cido
tricloroacético (TCA) segun el protocolo descrito por (Rourke et al. 3008) y
posterior filtrado a través de 0,2u antes de inyectar.

Este tratamiento resulta insuficiente ya que el extracto mantiene una gran
cantidad de compuestos coloreados, amarillo-anaranjados, en disolucién que al
entrar en la columna se fijan selectiva y permanente en la cabeza de la misma
dando lugar a un aumento de presion y la consecuente pérdida de resolucion.

2.- Repartos con hexano, acetato de etilo y éter etilico.

En contra del objetivo previsto con este procedimiento, el material amarillento no
fue arrastrado por la capa organica. De este ensayo se deduce que el material
coloreado es claramente hidrofilico al permanecer en la fase acuosa.

3.- Extraccion en fase sélida con cartuchos de C18 segun el protocolo descrito
en el método pre-columna (Lawrence et al. 2005).

El efecto real es una dilucion ya que si la muestra esta muy coloreada, puede
pasar ese material al extracto. Y en muestras con niveles bajos de toxinas PSP
tiene el mismo efecto que la dilucion simple.

4.- Extraccion con Lichroprep RP18 (40-63 pm).

El procedimiento consiste en pesar 300 mg de fase Lichroprep RP18 (40-63 L)
gue se acondicionan con 2mL de metanol y posteriormente con 8 mL de agua.
Después de decantar el agua se afiaden 2 mL de extracto, se agita y se centrifuga
a una velocidad aproximada de 10000g durante 15 minutos recogiendo el
sobrenadante al final. La eficacia del proceso se comprueba valorando el
descenso de color del sobrenadante mediante las lecturas de absorbancia a 490
nm de la muestra original y cuatro réplicas de la muestra tratada con este
procedimiento.

Se consigue una reduccion promedio del color del 45 %.
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Extracto Absorbancia a 490nm
original 0,711

1 0,306

2 0,318

3 0,327

4 0,313

5.- Por ultimo se ensay0 la purificacion por dispersiéon de matriz usando tres
fases y/o adsorbentes diferentes y diferentes cantidades de las mismas.

Absorbancia a 490nm

Extracto 150 mg RP18 100 mg OASIS HLB 100 mg Sepabeads SP70
original 0,700 0,746 0,667
1 0,310 0,318 0,268
2 0,322 0,406 0,306
3 0,330 0,385 0,291
4 0,305 0,368 0,287
%reduccion 45,25 49,50 43,15

Se observa una reduccion en el color importante. En nuestro caso, al trabajar con
muestras que presentan un contenido elevado de toxinas, este tratamiento
representa una mejora aunque continda resultando insuficiente para optimizar la
vida util de la columna.

Con el objetivo de determinar las condiciones mas adecuadas en las cuales se
alcance una relacién de compromiso Optima entre la reduccion de color del
extracto y la maxima recuperabilidad de toxinas se probdé un disefio factorial
ensayando la presencia-ausencia de TCA y tres cantidades diferentes de
Sepabeads, 400-50 mg y 400-150 mg de fase reversa C18.

El andlisis factorial refleja que en conjunto el Sepabeads junto con el TCA resulta
mas eficaz en la reduccién del color, pero las recuperabilidades de toxina se
encuentran por debajo del 80%.

Se estudio también la utilizacion de una técnica de SPE para purificar los
extractos para su analisis por HPLC-MS/MS, que se describe en el epigrafe
dedicado a esa técnica analitica.
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1.2) Metodologias de determinacién de toxinas:

El bioensayo ratdon para toxinas paralizantes de la
AOAC:

ANDALUCIA Y GALICIA

Se realizaron bioensayos de raton de todas las muestras para seguimiento de la
presencia de PSP y de las de moluscos bivalvos recogidas para utilizar en los
experimentos en intercalibraciones

El método empleado para la catalogacion de todas las muestras se analizaron
segun el método AOAC Official Method 959.08. Paralytic Shellfish Poison.
Biological Method. Final Action.

CATALUNYA

Este analisis lo lleva a cabo el grupo del Laboratori a Tarrragona de I’Agéncia de
Salut Publica, anteriormente Laboratorio de Salut Publica de Tarragona (LSPT).
Ademas del analisis de las muestras incluidas en el programa de seguimiento de
la calidad de las aguas y zonas de marisqueo del litoral catalan, anualmente
participan en un ejercicio de intercomparacion organizado por el Laboratorio
Comunitario de Referencia en Biotoxinas Marinas (LCRBM) para asegurar la
calidad de los resultados. Asimismo, se ha incorporado el uso de muestras
adicionadas por duplicado y se estan llevando a cabo pruebas de congelacion con
la finalidad de evaluar la calidad del material almacenado usado para los controles
de esta técnica.

Se ha identificado la necesidad de material de referencia (matriz de bivalvo
intoxicada con PSP) para poder realizar los controles de calidad de las analiticas
adecuadamente; esta necesidad se prevé continua y los resultados que se
generen a lo largo de este proyecto en lo referente al GT de conservacion de
muestras seran de gran utilidad para este laboratorio y otros que ejecuten el MBA
y que no dispongan regularmente de grandes cantidades de muestra natural
contaminada. Este requerimiento ya se expreso en la reunion de coordinacion de
Cordn, de la que se acordd un compromiso por parte de todos los participantes de
solventar el problema de suministro de material de referencia.
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Desarrollo e implementacion de metodologias
cromatoqgraficas, LC-FD, LC-MS-MS. Perfiles
toxinicos.

LC Precolumna:

ANDALUCIA 2008

Adquisicion de equipos y material fungible necesario para la puesta a punto de los
protocolos de cromatografia con derivatizacion pre-columna y post-columna

A lo largo de 2008 se adquirieron los reactivos y patrones necesarios para el
proyecto, asi como el material fungible de uso rutinario en la realizacion de las
pruebas con los protocolos en estudio.

CATALUNYA 2008

El protocolo de analisis por HPLC con derivatizacion pre-columna basado en
Lawrence (2005) ya se habia llevado a cabo en el laboratorio del IRTA en el
2007, pero no se ejecutaba rutinariamente desde entonces y ademas hubo
cambios en el personal técnico implicado. Se propuso participar en el ejercicio
interlaboratorio organizado por el LCRBM con el fin de cotejar la fiabilidad del
laboratorio en la ejecucion de esta técnica, pero a la luz de los cromatogramas
obtenidos en esta ocasion (ver Figura 28), en los que se podia identificar los
compuestos pero no cuantificar adecuadamente, se decidié no dar los resultados,
quedando fuera del andlisis de datos. A raiz de este ejercicio se detectaron
problemas técnicos del equipo que afectan a los analisis.
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Figura 28. Cromatogramas obtenidos en 2007 (superior) y 2008 (inferior) del mismo mix de
estandares de toxinas PSP (dcGTX2,3 = decarbagonyautoxinas 2 y 3; dcSTX = decarbasaxitoxina;
GTX2,3 = gonyautoxinas 2 y 3; GTX5 = gonyautoxina 5; STX = saxitoxina). Véase la diferencia en
los tiempos de retencién, en la separacion entre picos y en el area de los mismos compuestos a
pesar de mantener las mismas condiciones cromatogréficas.

Actualmente estos problemas estan solventados, se dispone de estandares y
columna nuevos, y se iniciaran los analisis de las muestras almacenadas en
cuanto se analice y contrasten los resultados del material suministrado en el
interlaboratorio. Estos contratiempos también seran de utilidad a la hora de
evaluar la técnica en el contexto de la rutina de un programa de vigilancia de las
toxinas marinas.

ANDALUCIA 2009

En principio se mantuvo el objetivo de la puesta a punto y el empleo en el estudio
final del método de cromatografia liquida de alta eficacia con derivatizacion pre-
columna por parte del L.C.C.RR.PP. Sin embargo a lo largo de 2009 se ha visto la
necesidad de completar los andlisis previstos para el estudio final con el método
post-columna y aplazar la implementacién del método pre-columna hasta la
finalizacion en la obtencion de datos necesarios para el estudio final.

CATALUNYA 2009

El protocolo de analisis por HPLC con derivatizacion pre-columna basado en
Lawrence (2005) ya se habia llevado a cabo en el laboratorio del IRTA en el
2007, pero se estaban teniendo serios problemas de implementacion al combinar
el mismo aparato para esta técnica y para el andlisis en rutina de muestras del
monitoring para ASP. Actualmente parece que se esta solventando su
implementacion, al establecerse unas condiciones cromatograficas que permiten
separar los diferentes estandares de toxinas PSP (Figura 29) y obtener
cromatogramas con muestras reales bastante prometedores (Figura 30). Se preve
comparar los resultados de muestras ya analizadas con los obtenidos con esta
técnica con el fin de confirmar la validez de su ejecucion.
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Figura 29. Cromatogramas de dos mix de estandares de toxinas PSP. Superior = MIX |
derivatizado con periodato, con neosaxitoxina (NEO), gonyautoxina 1 y 4 (GTX1,4) y
decarbaneosaxitoxina (dcNEO); inferior = MIX |l derivatizado con perdxido, decarbagonyautoxinas
2y 3 (dcGTX2,3), decarbasaxitoxina (dcSTX), gonyautoxinas 2 y 3 (GTX2,3), gonyautoxina 5
(GTX5), saxitoxina (STX). Notese la superposicion de las 4 inyecciones del mismo mix.
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Figura 30. Cromatogramas de los derivatizados | (junto con MIX I, superior) y Il (junto con MIX II,
inferior) de una misma muestra de ostion téxica (cromatograma azul). Véase en los circulos rojos
la coincidencia de alguno de los picos del derivatizado con los de los estadares correspondientes
(cromatograma negro). En verde, cromatograma del extracto no derivatizado; véase la ausencia
de sustancias con autofluorescencia naturales en la matriz que coincidan con los picos de los
estandares.
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GALICIA 2010

Para la determinacién de toxinas PSP el laboratorio usé el método de HPLC-FD
con oxidacion pre-columna, segun el procedimiento AOAC Oficial Method
2005.06. Extension validation 2008.

Para la cuantificacién de las toxinas presentes en las muestras estudiadas se
implementé el método de HPLC-FD, procedimiento AOAC Official Method
2005.06 . Paralytic Shellfish Poisoning Toxins in Shellfish. PreChromatographic
Oxidation and Liquid Chromatography with Fluorescence Detection. First Action
2005. and Extension Validation. (SOP. EURLMB).

Se observa una clara diferencia en el tiempo empleado en el analisis de cada
muestra, dependiente del perfil de toxinas, puesto que para las muestras
procedentes de Catalunya, afectadas por episodios de Alexandrium spp, (C1,2,
GTX2,3y GTX1,4) dicho tiempo es casi un tercio del necesario que en el caso de
las muestras procedentes de Andalucia, afectadas por episodios de Gynodinium
catenatum, (C1,2, GTX2,3 y GTX1,4, dc-GTX2,3, dc-STX, GTX5, STX, GTX6, dc-
NEO, C3,4).

Se analizaron varios pooles de muestras de diferentes niveles suministradas por
los laboratorios de Andalucia y Catalunya. Cada pool de muestras de un nivel
esta representado por un n=5.

MUESTRA C1,2 GTX2,3 GTX1,4 pa/Kg Pg equ. STX 2HCL/Kg
MU/L MU/L MU/L (MU/L) (calculo con TEFs)
ME CAT/C-0089 <LQ <LQ <LQ =L@ =LQ
ME CAT/C-011 =<LQ _=LQ <LQ =LQ =LQ
ME CAT/C-013 <LQ <LQ <lq@ | =L <LQ L
ME CAT/C-015 <LQ =LQ <LQ =LQ =LQ
ME CAT/C-017 =LQ =LQ =LQ =LQ <LQ
ME CAT/C-037 =LQ 47,62 222,12 375,07 373,034
ME CAT/C-039 <LQ 47,62 2147 364,75 362,649
ME CAT/C-041 =LQ 44,35 20731 | 350,08 348,159
ME CAT/C-043 <LQ 44,35 143,14 260 8 258,352
ME CAT/C-045 <L.Q 47,52 228,52 385,36 383,39
ME CAT/C-065 <LQ 68,11 26161 | 458,64 455,239
ME CAT/C-067 <LQ 79,2 283,82 504,96 500,832
ME CAT/C-069 =LQ 77,62 303,56 530,22 526,392
ME CAT/C-071 <LQ 84,9 27148 | 49572 | 491019
ME CAT/C-073 | <LQ 91,87 301,09 546,61 541,579
ME CAT/C-083 <5.4897 372,24 1406,8 2474,64 2455 861
ME CAT/C-095 <5.497 408,67 1416,63 2538,99 2517281
ME CAT/C-087 <5.497 411,84 1550,78 274252 2721,77
ME CAT/C-089 =5.497 456,19 1552,37 2793,91 2768 425
ME CAT/C-101 <5.4897 418,76 1510,42 2684.88 2663,052
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Tabla 15a. Resultados de toxicidad PSP obtenidos en muestras de mejillon instalado en bateas de
Catalunya durante un episodio de Alexandrium minutum, y posterior extraccion periddica.

Resumen:

Para un total de 4 pooles de muestras, se obtuvieron unos valores medios por
nivel de <LQ, 345.12; 503.01 y 2625.27 pug equ. STX 2HCL/Kg y CV para los tres
ultimos de 14.5; 6.64 y 5.10 respectivamente.

Las toxinas presentes son las mismas que las detectadas en Galicia en episodios
originados por el mismo tipo de especies de fitoplancton y que fueron analizadas
en el aflo 2009 en este proyecto.
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do- de- ' | de- E ug equ. STX
MUESTRA | GTX2,3 | €1,2 | STX |GTX2,3|GTXV| STX |GTXVI| NEO | G34 | pa/Kg | 2HCLIKg
) (calculo con
MUL | MUL | MUL | MUL | MUL | MUL | MUL | MUL | MUL | (MUL) | TEFs))
MEANDC-018 |  nd nd | nd | nd | nd | nd | nd | nd | nd | <D | <D
ME AND C-021 nd nd nd nel nd nd nd nd nd |-<lD | <D
MEANDC026 | nd | nd | nd | nd | nd | nd | nd | nd | nd | €D | <D
MEANDC-014 | <2150 |<650f<2421| nd | <32 | nd | nd | nd | nd | <D | <D
MEAND G009 | <2150 |<650[<2421| nd | <32 | nd | nd | nd | nd | D | <D
MEAND C-102 | <2150 | 33,7 | 643 | 802 | 185 |<49.66| nd nd | nd | 2736 | 367.8965
ME AND C-088 | <21.50 | 336 | 645 | 803 | 188 |<49.66| nd nd | nd | 2743 | 369073
ME AND C-083 | <2150 | 376 | 672 B9 19,6 |<49.66 | nd nd nd | 2968 | 395283
ME AND C-110 nd 201 | 546 | 6573 | 173 |<49.66| nd nd | nd | 2202 | 302399
ME AND C-105 nd 29 | 511 | 5656 | 187 |<49.66| nd nd | nd | 2148 | 293432

ME AND C-065 nd 272 | 1726 | nd | 879 | nd | nd nd nd | 4002 | 697,01
ME AND C-070 nd 260 | 1693 | nd | 864 | nd nd nd nd | 3931 | 684392
ME AND C-074 nd | 249 | 1635 | nd | 843 | nd ndl nd nd | 379,3 | 861,243
[MEANDC-077 | 258 | 3308 | 1673 | nd | 887 | nd nd nd nd | 4391 | 7321474
ME AND C-082 | 2573 | 229 | 1564 | nd [ 888 | nd nd nd nd | 4001 | 686406
ME AND C-042 | 690 | 358 | 2262 | <38.02 | 3625 | <49.66| 1131 | 78,98 |detect| 1681,3 | 2346332
MEAND C-046 | 10769 | 462 | 2021 | 41,21 | 4685 [<49.66| 1187 | 76,44 |detect | 2176,2 | 3023,175 |
ME AND G-049 | 0841 |4345 20578 | 40,64 | 4525 | <49.66| 1296 | 73,89 | detect| 21244 | 2965068
ME ANDC-054 | 9442 |23835|26882 | 38,62 | 394,4 |<49.66| 1288 | 76,44 |detect| 19265 | 2685346
ME ANDC-037 | 615 |3201|227,03| <529 |4217| nd | 1162 | 306 |detect]| 16498 | 2376299

Tabla 15b. Resultados de toxicidad PSP obtenidos en muestras de mejillén cultivados en vivero
flotante procedentes de Andalucia e intoxicados de forma natural durante un episodio de
Gymnodinium catenatum

*C3,4 no se pueden cuantificar por ausencia de patrones comerciales.

Resumen:

Para un total de 4 pooles de muestras, se obtuvieron unos valores medios por
nivel de <LQ, 345.61; 692.24 y 2679.24 ug equ. STX 2HCL/Kg y CV para los tres
tltimos de 13.0; 3.73 y 11.8 respectivamente.

El perfil de toxinas presentes es caracteristico de especies productoras de
Gymnodinium catenatum, similar a los detectados en Galicia durante el otofio-
invierno del 2005 en Intecmar.

La complejidad de este tipo de perfiles supone uno de los principales handicaps a
la hora de evaluar los resultados con rapidez. Para aquellos laboratorios que
emiten resultados que deriven en la toma de decisiones respecto a prohibiciones
en zonas de produccion, este método es lento y tiene como consecuencia un
incremento del riesgo sanitario.
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CATALUNYA 2010

Se adquirié un equipo nuevo para realizar los analisis de toxinas PSP, puesto que
los esfuerzos de compatibilizar éstos con los requeridos por el programa de
vigilancia en el mismo equipo han resultado en vano.

En julio se instalo un Acquity UPLC (Waters), y después de establecer las
condiciones cromatogréficas que permitieran separar adecuadamente los picos de
los derivados de las toxinas PSP, se particip6 en el ejercicio intercomparativo
organizado por el EURLMB en agosto, con resultado satisfactorio.

Se ha analizado gran parte de las muestras del comparativo, pero se preve repetir
algun analisis a la vista de sus resultados.

En la Tabla 16 se resumen las condiciones cromatograficas utilizadas, y se
presenta un ejemplo de como se resuelve una muestra con perfil toxico complejo,
originado por Gymnodinium catenatum (Figuras 31, 32 y 33).

Columna Kinetex (Phenomenex)
2,6 um; C18; 100x2,10 mm

Fase A Formiato de amonio 1M
pH ajustado a 6

Fase B Formiato de amonio 1M
en acetonitrilo al 5%
pH ajustado a 6

Flujo (mL min™) 0,2
Gradiente Tiempo (min) %A %B
0 100 0
5 95 5
9 30 70
11 100 0
16 100 0
Temperatura horno (°C) 30
Temperatura muestras (°C) 4
Aexcitacion 340
xemisién 395

Tabla 16. Condiciones cromatogréficas para el analisis de toxinas PSP en el Acquity UPLC.
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Figura 31. Resultados de inyectar eI extracto C18 derlvatlzado con perlodato con el f|n de
detectar e identificar la presencia de toxinas PSP (screening). Los cuatro cromatogramas
superiores corresponden a mezclas de estandares, en los dos inferiores se compara el extracto sin
derivatizar (cromatograma negro) con el derivatizado (cromatograma azul).
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A la vista de los resultados de la Figura 31, viendo el cromatograma resultante de
la derivatizacion con periodato del extracto C18 de la muestra, se puede
sospechar de la presencia de las siguientes toxinas, por correspondencia con los
siguientes picos:

EE | MIX | Pico (n°)
dcGTX2&3 I 1,2
dcSTX I 4,5
STX I 8
C1&2 Il 3
GTX2&3 Il 6
GTX5 Il (no incluida en el mix) 7
GTX1&4 I 0(?),2,6
NEO Il 3,5,8
dcNEO v 4,5
GTX6 No existe estandar 3,5

Tabla 17. Correspondencia entre los picos presentes en la muestra y los de los estandares. Como
se ve, los picos 2, 3, 4, 5, 6 y 8 pueden ser originados por mas de una toxina diferente.
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Figura 32. Resultados del analisis del extracto C18 derivatizado con peroxido. El peroxido sélo
derivatiza a las toxinas presentes en los MIX | y Il (C1&2, dcGTX2&3, dcSTX, GTX2&3, GTX5 y
STX).
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Se confirma la presencia de las toxinas dcSTX (coincidente con dcNEO, si
hubiera, por lo que se requiere un paso adicional para clarificarlo), STX, C1&2,
GTX2&3 y GTX5.

Para elucidar la presencia de GTX6, se tiene que fraccionar el extracto purificado
C18 por cartuchos COOH; este paso es til para confirmar/descartar la presencia
de otras toxinas PSP pero no suele usarse para el calculo de las mismas por el
grado de dilucion y pérdida que sufren. Sin embargo, sigue sin permitir separar
dcSTX de dcNEO, puesto que ambas aparecen en la misma fraccion. En el caso
de la GTX6, se requiere una hidrdlisis de la fraccién 2, de manera que la GTX6 se
transforma en NEO (por lo que la fraccion presentara los tres picos tipicos de la
NEO), y se utiliza el estdndar de NEO para cuantificar la GTX6 hidrolizada,
asumiendo una transformacion de 1:1.
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Figura 33. Andlisis de la fraccién 2 derivatizada con periodato antes de hidrolizar (cromatograma

superior) y después de hidrolozar (cromatograma inferior). Los circulos marcan los tres picos de
NEO, originada por GTX6.
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L C Post columna

ANDALUCIA 2008

Desarrollo del protocolo de cromatografia liquida de alta eficacia con
derivatizacion post-columna

En 2008 se comenzdé a trabajar con el método de deteccion de toxinas
paralizantes por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia con derivatizacién post-
columna (Franco, J.M. & P. Fernandez-Villa. 1993. Separation of paralytic shellfish
toxins by reversed phase high performance liquid chromatography with
postcolumn reaction and fluorimetric detection. Chromatographia 35: 613-620.)

Se han empleado diferentes tipos de columnas siguiendo siempre las pautas
marcadas por el procedimieto, con la finalidad de buscar una deteccion eficaz de
la toxicidad. Se valoran para ello: la separacion de los picos en los
cromatogramas y un tiempo adecuado de duracién del analisis.

Como se mencion6 con anterioridad, se disefi0 un sistema de reaccion post-
columna termostatizado. Se realizé con un recipiente de cristal en el que se
sumergieron unos 7 metros de tubo de peek de 0,5 mm de diametro interno. Se
incluyé en este sistema la recirculaciébn por circuito cerrado de agua con
temperatura controlada a 50° C.

En el reactor se provoco la oxidacion, mediante la adicion de un oxidante en
medio basico, que incrementa la sefial de las toxinas separadas. Posteriormente,
una vez finalizado el paso de la muestra por el reactor, se debe estabilizar la
misma afiadiéndole un acido, previo al detector fluorimétrico.

El amplio grupo de toxinas que responde a la denominacion de paralizantes,
deben agruparse para poder realizar una separacién adecuada. Existen distintas
formas de agruparlas atendiendo a su estructura quimica, como por ejemplo
separar el grupo de los derivados de la saxitoxina de las del grupo de la
gonyatoxina o de las del grupo de las sulfocarbamoil.

Para poder detectarlas este método hace uso de tres tipos de fases moviles,
aungue en las modificaciones actuales estan encaminadas al empleo de dos de
ellas:

- Primer eluyente: formado por un 95% de acido octalsufonico 0.5 mM, en 10
mM de fosfato amonico (pH 7.2) y 5 % Acetonitrilo. Con esta fase movil se
determinan las toxinas del grupo de la saxitoxinas (ST X).

- Segundo eluyente: 1.5 mM de acido octalsufonico en 10 mM de fosfato
amonico (pH 7). Con esta fase movil se determinan las toxinas del grupo de la
Gonyautoxinas (GTX).

Dentro del grupo de las saxitoxina, que emplea el primer eluyente para su
determinacion nos encontramos entre otras con:

- Neosaxitoxina (neoST X).
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- Decarbamoil-neosaxitoxina (dcneoST X).
- Decarbamoil-saxitoxina (dcSTX).
- Saxitoxina (STX).

En este grupo ha existido la dificultad de no poder hacer una separacion
adecuada entre las toxinas neoSTX y dcneoSTX, al eluir en un tiempo de
retencién muy cercano o coeluir. Ademas la dcSTX y la STX presentan picos muy
cercanos que dificultan la correcta separacion de los mismos.
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Figura 34: neoSTX / dcneoSTX / dcSTX / STX

Podemos destacar de este cromatograma unos tiempos de retencion apropiados.
Se muestra ademas la incapacidad de separar neoSTX de dcneoSTX.

En los siguientes cromatogramas se observan las toxinas neoSTX y dcneoSTX
analizadas de forma independiente:
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Figura 35: neoSTX. Se detecta STX, coincidiendo con la presencia de impureza de esta toxina
indicada por el proveedor del material de referencia.
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Figura 36: dcneoSTX. Se detecta dcSTX, coincidiendo con la presencia de impureza de esta
toxina indicada por el proveedor del material de referencia.

Dentro del grupo de las gonyautoxinas, que emplea el sequndo eluyente para su
determinacidén nos encontramos entre otras con:

- Gonyautoxina-1 (GTX-1).
- Gonyautoxina-2 (GTX-2).
- Gonyautoxina-3 (GTX-3).
- Gonyautoxina-4 (GTX-4).
- Gonyautoxina-5 (GTX-5).
- Gonyautoxina-6 (GTX-6).
- Decarbamoil- gonyautoxina 2-3(dcGTX 2-3).

En este grupo se observa un cromatograma con los picos bien separados y
definidos. También podemos hacer una valoracion positiva de los tiempos de
retencion.
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Figura 37: GTX-4/ GTX-1/dcGTX 2-3/GTX-3/ GTX-2
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En ambos casos la columna empleada con mejores resultados, a falta de nuevas
pruebas, y con la que se obtuvieron estos cromatogramas ha sido: Xterra MS C18
Column 5um, 3.0x100 mm.

Se han obtenido cromatogramas empleando materiales de referencia, muestras
expuestas a episodios toxicos naturales, con valores conocidos de toxicidad
mediante bioensayo de raton, y extractos toxicos obtenidos a partir de cultivos de
fitoplancton realizados y mantenidos en el L.C.C.RR.PP.

A grandes rasgos podemos decir que la mayor dificultad ha sido la ocasionada
por el funcionamiento del equipo en si, dadas las caracteristicas de un sistema
con 7 metros adicionales de recorrido, que influye en la limpieza de los conductos
y por lo tanto en la presion del conjunto.

Por esta razon se han probado diferentes formas de limpieza y manteniemiento
de los conductos del equipo de cromatografia asi como el tratamiento de los
reactivos en uso: filtrados, caducidad etc, buscando optimizar el uso del sistema.

Los resultados que fundamentalmente marcan el trabajo realizado durante el
primer afio del presente proyecto JACUMAR son los referidos a la puesta a punto
del método de deteccion de toxinas paralizantes por HPLC con derivatizacion
post-columna (Franco, J.M. & P. Fernandez-Villa. 1993. Separation of paralytic
shellfish toxins by reversed phase high performance liquid chromatography with
postcolumn reaction and fluorimetric detection. Chromatographia 35: 613-620.)

Sin llegar a obtener un perfil definido de las toxinas presentes en las diversas
especies de moluscos bivalvos y fitoplancton analizadas, si se han obtenido
modelos de cromatogramas que se repiten en extracciones realizadas de la
misma muestra, siendo muy estables los tiempos de retencion.

A continuacién se presenta algunos resultados obtenidos para muestras tanto de
moluscos bivalvos como en extracciones realizadas a partir de cultivos de
fitoplancton del L.C.C.RR.PP.

GALICIA 2008

Se procedid a la determinacion de los perfiles de toxinas de diferentes cultivos de
Alexandrium con el objeto de producir suficiente cantidad de biomasa para
generar extractos, susceptibles de ser suministrados a los otros laboratorios para
sus correspondientes ensayos, estudios de reproducibilidad, sensibilidad y rango
de linearidad.
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Cepas/Toxinas GTX1 GTX3 GTX2 neoSTX STX
A. fundyense (CCMP1719) + 4t ++ + ++ + ++ +
A. minutum
(AL1V) Vigo ++ +
(AL2V) Vigo ++ ++ +
(AL3V) Vigo +
(VGO650) Vigo + + +++ +
(VGO651) Vigo + + +++ +
(AMP4) Mallorca +++ + + +
(AL18A) Portugal +++ +++ ++
(AMITA) Italia + + +
(AMADO021) Australia +++ + +++ +

Tabla 18. Perfiles de toxinas en diferentes cepas de Alexandrium spp. El simbolo + indica cantidad
relativa de toxinas.
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Figura 38.15uL GTXs

GTX GTX GTX GTX neoST dcST STX

Cepas Alexandrium 4 1 3 2 X X
AMADO6 0,415
0.02 tr
VGO650 9 0,032 1,099 0,195
AMADO1 0,497 0,161 0,007 0,008
AMP4 1,115 0,054 0,152 0,03
0.11 1.1 0.15 0,94
A.fundy1719 0 9 2,609 0,839 0,03 8,97 4
AMAD21 1,296 0,06 0,004 0,008
Molusco
AlmejaINTECMARA40
0 0,189 0,2
AlmejaINTECMAR95
0 0,034 0,536 0,445

Tabla 19. Perfiles de toxinas en diferentes cepas de Alexandrium spp.

JACUMAR PSP 04/05/2012 Péagina 94 de 233



¥ GOBIERNO  MIMNISTERIO
w  DE ESPANA DF AGRICULTURA, ALIMENTACHSN JUNTA NACIONAL
a ¥ MECHO AMBIENTE ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

'._g JACUMAR

=+
o
=
§0.00 =
!
2
]
40.00-
=
E =
[T}
20,00 !
=
()
0.007
- T T T T T T T T T [ T T T [T T T[T T
200 4.00 6.00 §.00 1000 12.00 14.00 16.00 15.00 20000
Minutes

Figura 39.5uL A. fundyense (CCMP 1719)
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Figura 40.10pL A. fundyense (CCMP 1719) hidrolizado
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Figura 41.10pL VGO650
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Figura 43.AL18A

En la almeja aparece un interferente de la GTX4 aproximadamente en el minuto
7.5. En el proximo afio del proyecto se trabajara sobre la eliminacion de dicho
interferente  mediante técnicas de extracciébn de fase sdlida siguiendo la
bibliografia al respecto.
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Figura 44.Almeja INTECMAR 400
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Figura 45.Almeja INTECMAR 950
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Figura 46: Muestra de mejillon. Extraccion sin diluir. Eluyente primero.
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Figura 47: Muestra de mejilléon. Extraccion hidrolizada. Dilucién %. Eluyente primero.
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Figura 48: Muestra de mejillén. Extraccién sin diluir. Eluyente segundo
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Figura 49: Muestra de mejillon. Extraccion hidrolizada. Dilucién ¥2. Eluyente segundo.

JACUMAR PSP

04/05/2012

Pagina 98 de 233



¥ MEDHD AMBIENTE ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

E :ﬁ_“ GOBIERNG  MINISTERIO J ICUMAR
o = DEESPANA  DE AGRICULTURA. ALIMENTACION JUNTA NACIONAL
& a

Fitoplancton:
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Figura 50: Muestra de Alexandrium minutum. Extraccién sin diluir. Eluyente primero.
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Figura 51: Muestra de Alexandrium minutum. Extraccion hidrolizada. Diluccién %. Eluyente
primero
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Figura 52: Muestra de Alexandrium minutum. Extraccién sin diluir. Eluyente segundo.
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Figura 53: Muestra de Alexandrium minutum. Extraccién hidrolizada. Diluccion Y. Eluyente
segundo.

CATALUNYA 2008

Esta técnica estd puesta a punto y lista para ser utilizada en los ejercicios
intercomparativos que se quieran emprender por parte del grupo del Institut de
Ciencies del Mar (ICM) del CSIC. Adicionalmente, el IRTA ya dispone del
equipamiento necesario para ejecutarla, pero su puesta a punto sera posterior a la
del método de derivatizacion pre-columna; esta prevista una estancia de
formacion del personal implicado en el IEO de Vigo, con el grupo del Dr. Franco.

ANDALUCIA 2009

A lo largo de 2009 y como continuacion de lo que ya se consiguio en 2008 en el
gue se comenzo a implementar el método, se ha finalizado la puesta a punto del
protocolo de cromatografia con derivatizacion post-columna: preparacion de
muestras, reactivos y fases moviles, funcionamiento y manejo del equipo, etc
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Durante 2009 se emplearon diferentes tipos de columnas, siguiendo siempre las
pautas marcadas por el procedimieto, con la finalidad de buscar una deteccion
eficaz de la toxicidad y continuando asi lo que se habia comenzado en 2008. Se
valoraron para ello: la separacion de los picos en los cromatogramas y un tiempo
adecuado de duracion del andlisis.

Finalmente y antes de comenzar con la sistematica de analisis para el estudio
final del Proyecto se ha optado por el empleo de la columna de Agilent
Technologies, “Bonus-RP, 54, 4.6x150mm, HPLC column”, por ser en esta donde
se obtienen mejores resultados, fundamentalmente en la separacion de picos del
grupo de las GTXs.

A continuacion se presentan unos cromatogramas en los que aprecian las
diferencias que aparecen entre los diferentes tipos de columnas empleadas:

Las Figuras 54 y 55 muestran los cromatogramas de cada grupo de toxinas
utilizando la columna: Xterra MS C18 Column 5um, 3.0x100 mm.
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Figura 54: neoSTX / dcneoSTX / dcSTX / STX
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Figura55: GTX-4/ GTX-1/dcGTX 2-3/GTX-3/ GTX-2

Las Figuras 56 y 57 muestran los cromatogramas de cada grupo de toxinas
utilizando la columna: Bonus-RP, 54, 4.6x150mm, HPLC column.
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Figura 56: neoSTX / dcneoSTX / dcSTX / STX
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Figura 57: GTX-4/ GTX-1/dcGTX 2/dcGTX 3/GTX-3/ GTX-2
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Entre las diferencias destacables en el empleo de ambas columnas esta una
mejor separacion de los picos en ambos grupos, especialmente detectable en la
dcGTX2-3 que coeluyen en el primer tipo de columna (Figura 55) apareciendo
separadas en el segundo (Figura 57).

Sin embargo los tiempos de retencion son mayores en el caso de la columna
Bonus frente a la Xterra en ambos casos.

Creacion de un procedimiento interno de céalculo de toxicidad en las
muestras

El hecho de que las toxinas paralizantes sean tan numerosas y presenten
diferentes grados de toxicidad ha sido un obstaculo a la hora de cuantificar la
toxicidad de una muestra.

El célculo de la toxicidad total de una muestra, se ha sistematizado con la
creacion de unas hojas de calculo que ayudan a realizar la cuantificacion de la
toxicidad en equivalentes de saxitoxina a partir de las concentraciones de cada
una de ellas detectadas por cromatografia. De esta forma se facilita el trabajo a la
hora de procesar un nimero mayor de muestras, a la vez que resulta una
herramienta util para determinar el perfil toxico de las diferentes matrices en
estudio, asi como de las diferentes especies de fitoplancton causantes de la
toxicidad PSP en los moluscos, como las diferentes cepas de G.catenatum o A.
minutum.

En la figura 58 se muestra un ejemplo de determinacion de toxicidad PSP
empleando las hojas de célculo mencionadas:
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MUESTRA: _ Meijilldn (G. Catenatum) RESULTADO MBA: 10773

I1SO 1 1ISO 1l Resultados totaley maém pg/mL
Datos = Datos | Datos Datos | DILUCIONES AREA  |ugtoxenel| éreaen toxJLEJgnida oy vorr e Shoo

rjm‘ra rmra rAntAra Amtra! EMPLEADAS en el vol. en gL ' vol. ‘ Yol e e Pinc:;do O:Vol

TOXINAS | original | hidraliz | original _hidroliz i B il i ki Pinch.
neoSTX| 756171; 2496702 - 1SO1 NeoSTX756171) 00137 617358| 2,22E08| 001678 10 | 167805
deSTX| 25808: | i Original | Hidroliz | deSTX 25808} 0,0053|2626366)| 2,02E09] 521E-05) 10  |0,00521
STX| B 3BT ! L - STX .0 ].. 0,0065/2712478) 24E09) | L] L g
GTXe| ....it7aos3tf o] GTX6 2E+06] 0,0137| 617358| 2,22E08| 0,038625| 10 |3 386247
GTX4 2a6224 GTX4 3E+06] 0,0048| 356195/ 1,35E08) 0035086 10 | 350858
GTX1 Be3g2l GTX1621950] 0,01454| 874387| 1,66E.08| 0010342) 10 11,03423
deGTX2) G psoao2es: L dcGTX2 SE+06] 0,00122] 380541 3.21E09| 0016159 10 | 1.61588
deGTX3| o eEs7E L dcGTX3 2E+07 | 0,00034) 397166| 8,56E-10) 0013474 10 |1,34737
GIX5) i 3B i GTX5 3E+071 0.0065|2712478| 24E09) 0070769 10 |7 07683
GTX3 =5l I GTX3 1E+06) 0,00103) 884247| 1,16E09] 0001399 10 |0,13992
GTX2 4E+07 Isoir ] GTX2 1E+06] 0,00311| 998569 3,11E.09) 000433| 10 043304
= E+07] Original | Hidroliz | C1 4E+07) 0,00311) 998569| 3.11E09) 0,116533| 10 1116533
2 SEHTL 1 L - C2 3E+07) 0,00103| 884247/ 1,16E-09) 0030915 10  ]3,09143
a 44420 L C3.344442) 0,01454| 874387| 1,66E08) 0,005728) 10 1057277
C4 H 1 -2EHIB C4 -2E+)6] 0,0048| 356195| 1,35E08| -0,031633] 10 0

po/mb[ 11653 30915 05728 0 35086 1,0342 16159 13474 70769 0,1399 0433 00052 0 38625 1678

PMbl| 4764 47564 4914 4914 4114 4114 3523 3523 3794 3954 3854 3563 299,3|395,4|315,3

pM|24 513 65029 11656 0 855264 25139 45866 38245 18653 03539 10952 00146 0 97685 53221

UR/pM[ 15 239 33 143 1803 2468 935 935 160 1584 892 1274 24583 160 2295

CxT |36759 15542 38464 0 | 15377 62044 42885 35759 29345 56055 97691 18622 O 1563 | 12214

calibracidn con patrones NRC) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1,00

Constante| 003 003 003 003 003 003 003 003 003 003 003 003 003 003 003

CxT xFx 003[11031 46626 11539 0 4613 186,13 12666 107,28 89534 16,816 29307 05567 0O 46,833 366,42

7 CxT xFx 0,03 1363

[ noeqSTX2HCLIKg 13630 |

Figura 58: Ejemplo de cuantificacion en toxicidad PSP en muestra de mejillén empleando hojas
de

calculos para muestras.

El célculo se basa en:

MgSTXdiHCI /100g = Y C,*T, *F *0,03

i=1

Segun “Supplemental information for PSP toxin CRMs” de NRC-CNRC Institute
for marine biosciences.
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Donde:
Ci es la concentracion de la toxina i en micromoles por litro, (UM);

Ti es la toxicidad especifica de la toxina en Unidad Ratén por micromol, (UR/
uM);

F = 1,00 (para el bioensayo en ratén con datos calibrados con la solucién de
calibracion de la NRC)

Para expresar los datos como equivalentes de dihidrocloruro de saxitoxina,
tenemos que tener en cuenta el valor de toxicidad especifica de la saxitoxina,
2483 UR/ uM, y su peso molecular, asi como el volumen final de la extraccion y el
peso de la muestra. Al ser valores fijos obtenemos un valor constante: 0.03.

Se ha conseguido cumplir con los objetivos marcados en relacion al método para
la deteccion de toxinas paralizantes por cromatografia liquida de alta eficacia con
derivatizacién post-columna: puesta a punto completa del método, con pruebas y
eleccion de la columna més adecuada a nuestro sistema actual ademés de la
sistematizacién del célculo de toxicidad en las muestras a partir de los valores de
area obtenidos por cromatografia.

Se analizaron muestras de diferentes especies cuyo valor se obtuvo previamente
empleando el bioensayo de ratdn. Estas muestras fueron mas tarde valoradas
empleando las hojas de célculo, obteniendo resultados coherentes por
cromatografia.

También se analizaron tres muestras de un Ejercicio Intercomparativo en el que
participo el laboratorio con el fin de comprobar el funcionamiento de las hojas de
célculo con datos externos al propio laboratorio, obteniéndose un valor de z-score
aceptable.

A continuacion se presenta algunos cromatogramas obtenidos para muestras de
diferentes especies
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Figura 59: Cromatogramas obtenidos de una muestra de mejillon empleando el eluyente primero

A: muestra sin diluir. B: muestra hidrolizada.

0.00 2.50 4.00 6.00 8.00 1000 1200 14100 16100 18700 20.00

0.00 2.60 .50 6.00 8.60 10/00 12/00 1al00 16/00 18/00 20.00
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Figura 60: Cromatogramas obtenidos de una muestra de mejillén empleando el eluyente segundo.

A: muestra sin diluir. B: muestra hidrolizada.
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Figura 61: Cromatogramas obtenidos de una muestra de mejillén sin post columna

A: Eluyente primero. B: Eluyente segundo.
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Figura 62: Cromatogramas obtenidos de una muestra de corruco empleando el eluyente primero

A: muestra sin diluir. B: muestra hidrolizada
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Figura 63: Cromatogramas obtenidos de una muestra de corruco empleando el eluyente segundo.

A: muestra sin diluir.B: muestra hidrolizada.
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Figura 64: Cromatogramas obtenidos de una muestra de corruco sin post columna

A: Eluyente primero.B: Eluyente segundo.

En las figuras 59, 60 y 61 se muestran los cromatogramas de una muestra de
mejillon, procedente del litoral andaluz y expuesta de forma natural a G.
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catenatum. Mediante bioensayo de ratdn se obtuvo un resultado préximo al nivel
de cuantificacion (400 pg eq STX.2HCL/Kg).

Las siguientes figuras, 62, 63 y 64 muestran los resultados de una muestra de
corruco, también procedente del litoral andaluz y expuesta naturalmente a G.
catenatum. Al realizarse el andlisis para la deteccion de toxinas paralizantes se
obtuvo un resultado entre los 400 y 800 pg eq STX.2HCL/Kg.

GALICIA 2009

Se ha trabajado en la optimizacion de esta técnica a nivel de separaciéon y de
cuantificacion utilizando las columnas que se enumeran a continuacion:

Xbridge C18 150x2.1 mm 5.

Sunfire C18 100y 150 x 2.1 mm 3,51.
Kinetex C18 50y 100x3 mm 2.6
Acquity BEH 100x 2.1 mm 1,7

Las faseS moviles empleadas fueron las mismas para todas ellas y consistieron
en:

A: 1,5mM Octansulfénico en 10 mM Fosfato Amonico a pH 7,1
B: 94%A: 6% Acetonitrilo

Se ha trabajado a temperaturas entre 30 y 40°C utilizando un sistema de
isocréticos encadenados.

Se concluye que solamente las columnas Kinetex parecen adecuarse al objetivo
de separacidén y cuantificacion de forma razonable. Las otras columnas no
separan tan bien. Las de particulas mas pequefias tienden a ensuciarse muy
rapidamente perdiendo eficacia con mucha facilidad.

El siguiente paso sera adquirir columnas Kinetex de 5u y 150 mm y compararlas
con las actuales de 50 y 100 mm vy 2.6.

CATALUNYA 2009

El IRTA ya dispone del equipamiento necesario para ejecutarla, pero su puesta a
punto sera posterior a la del método de derivatizacién pre-columna; esta prevista
una estancia de formacion del personal implicado en el IEO de Vigo, con el grupo
del Dr. Franco. De no poder implementarse la técnica dentro del plazo de
ejecucion del proyecto, se plantean alternativas como mandar las muestras a
analizar en los comparativos a grupos de las otras dos CCAA, o desplazarse a los
laboratorios para su analisis.
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ANDALUCIA 2011

De los analisis realizados con el método de Cromatografia Liquida de Alta
Eficacia con derivatizacién post-columna (C.L.A.E. post-columna) se presentan
resultados obtenidos realizando los calculos tanto con los valores de equivalencia
de Oshima como con los aceptados por la EFSA.

Ademas de los calculos de las toxinas presentes en las diferentes muestras, los
resultados se completaron determinando los limites de cuantificacién para cada
una de las toxinas a partir de la concentracion minima de las diferentes diluciones
del material de referencia existente. Los limites empleados son los que se
presentan en la tabla 20.

Limite de cuantificacion (MU/L)

Toxinas Toxicidad Relativa ty Equivalency Factors
Oshima TEF

C1 0,049 0,049
C2 0,258 0,268
C3 0,976 0,735
C4 1,397 2,425
GTX 4 21,037 20,279
GTX1 87,226 87,756
dcGTX 2 1,323 1,720
dcGTX 3 0,902 0,959
GTX5 0,273 0,424
GTX 3 2,055 1,933
GTX 2 3,520 3,919
dcSTX 2,632 2,810
STX 5,380 5,380
GTX 6 0,553 0,829
neoSTX 9,943 5,892

Tabla 20. Limite de Cuantificacion de las toxinas para la determinacién de toxinas paralizantes por
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia con derivatizacion post-columna en el L.C.C.RR.PP.
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Protocolo de Deteccidn de toxinas Paralizantes por Cromatoqgrafia Liquida
de Alta Eficacia con Derivatizacion Post-Columna (LCCRRPP Andalucia)

INTRODUCCION

El método de referencia establecido en la determinacion de las toxinas
denominadas paralizantes es el analisis biolégico, siendo el Reglamento
2074/2005 el que regula el empleo del método afiadiendo que, ademas de los
métodos de analisis biolégicos, deben aceptarse métodos de deteccion
alternativos si se demuestra que son tan eficaces como el método biologico y su
aplicacion proporciona un nivel equivalente de proteccion de la salud publica.

La posibilidad de emplear métodos alternativos ratifica lo publicado en la Directiva
del Consejo de 24 de noviembre de 1986, relativa a la aproximacion de las
disposiciones legales, reglamentarias y administrativas de los Estados miembros
respecto a la proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros
fines cientificos (86/609/CEE). En esta Directiva y en otras normativas
comunitarias y espafolas posteriores se expone el criterio de no realizar un
experimento si se dispone de otro método cientificamente satisfactorio, razonable
y factible para obtener el resultado perseguido, y que no implique la utilizacion de
un animal.

Dentro de los métodos alternativos al analisis bioldgico se encuentra entre otros la
determinacioén de toxinas paralizantes por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia
con oxidacion post-columna, que ha sido implementado en el desarrollo del
proyecto y empleado en la determinacién de toxinas paralizantes de las muestras
del estudio comparativo.

Es importante resaltar que recientemente ha sido aprobado por la AOAC un
nuevo método oficial, OMA 2011.02, de deteccién de toxinas paralizantes con
derivatizacion post-columna desarrollado por la Canadian Food Inspection Agency
(CFIA) y National Research Council (NRC).

DESCRIPCION DE LA IMPLEMENTACION DEL SISTEMA

Para implementar el método en el Laboratorio de Control de Calidad de los
Recursos Pesqueros se comenz6 a trabajar a partir de los datos del método de
deteccion de toxinas paralizantes por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia con
derivatizacion post-columna desarrollado por J. M. Franco y P. Fernandez-Villa

[1].

Se disefid un sistema de reaccion post-columna termostatizado, en el que se
sumergieron 7 metros de tubo de peek de 0,5 mm de didmetro interno. Se incluy6
en este sistema la recirculacién por circuito cerrado de agua con temperatura
controlada a 50° C.
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En el reactor se provoca la oxidacion mediante la adicion de un oxidante en medio
basico, que incrementa la sefal de las toxinas separadas. Una vez finalizado el
paso de la muestra por el reactor, se le afiade acido para estabilizarla previo al
detector fluorimétrico.

Se emplearon diferentes tipos de columnas siguiendo siempre las pautas
marcadas por el procedimiento, con la finalidad de buscar una deteccion eficaz de
la toxicidad, valorandose fundamentalmente la separacién de los picos en los
cromatogramas y el tiempo de duracién del analisis:

. Xterra MS C18, 5um, 3.0x100 mm

. Xterra RP18, 5um, 4,6 x150 mm

" Ascentis C18, 3um, 4,6 x150 mm

" Nova-Pack C18, 4um, 9,9 x150 mm
" Lichrocart RP18, 5um, 4.0x120 mm
" Bischoff, 5um, 4,6 x150 mm

. ZORBAS Bonus-RP, 5, 4,6x150mm

El grupo de toxinas que responde a la denominacion de paralizantes es muy
amplio por lo que atendiendo a su estructura quimica se agruparon para ser
detectadas con dos eluyentes diferentes trabajando en sistemas isocraticos
independientes:

1.Primer eluyente: para determinar las toxinas del grupo de la saxitoxinas
(STX), con pH 7.2

2.Segundo eluyente: para determinar las toxinas del grupo de la
Gonyautoxinas (GTX), con pH 7,0

Dentro del grupo de las saxitoxinas, que emplea el primer eluyente para su
determinacion nos encontramos con:

" Neosaxitoxina (neoST X).
Decarbamoil-neosaxitoxina (dcneoST X).
Decarbamoil-saxitoxina (dcST X).
Saxitoxina (STX).

El grupo de las gonyautoxinas, que emplea el segundo eluyente para su
determinacion esta formado entre otras por:

" Gonyautoxina-1 (GTX-1).
. Gonyautoxina-2 (GTX-2).
. Gonyautoxina-3 (GTX-3).
" Gonyautoxina-4 (GTX-4).
" Gonyautoxina-5 (GTX-5).
" Gonyautoxina-6 (GTX-6).
" Decarbamoil- gonyautoxina 2-3 (dcGTX 2-3).
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PREPARACION DEL EXTRACTO

El extracto empleado para la deteccion de las toxinas paralizantes por el método
implementado es el mismo que el empleado para el ensayo bioldgico, que es en
la actualidad el método oficial de referencia de la AOAC establecido en la
determinacion de toxinas paralizantes [2],

Segln éste método las biotoxinas hidrosolubles paralizantes se extraen en
caliente en medio acido de un macerado acuoso de la vianda o carne.

Con el fin de detectar de forma indirecta las toxinas tipo B (gonyaulotoxinas 5y 6
0 B1 y B2 respectivamente) y las tipo C (N-sulfocarbamoil gonyaulotoxinas 2,3,1 y
4 o C1, C2, C3 y C4 respectivamente), se hidroliza el extracto previamente
obtenido, en caliente con acido clorhidrico. Esto permite la transformacion de las
anteriores toxinas en otras de las que tenemos patrones, y se cuantifican por
diferencia entre el extracto inicial y el hidrolizado.

EQUIPO Y CONDICIONES CROMATOGRAFICAS
Equipo:

" Detector fluorescencia Waters 474. lex 330, lem 390
Autoinyector Waters 717 con temperatura controlada (10° C).
Bombas fases moviles: 2 Waters 515

Bombas reaccién post-columna: 2 Waters Reagent manager

Columna:

" Columna Bonus-RP, 5y, 4,6x150mm, HPLC column
" Temperatura columna 30°C

Fases moviles/ Reaccion Post-columna:

Isocratico 1:

. 95% de acido octalsufonico 0.5 mM, en 10 mM de fosfato amonico (pH 7.2) y
5 % Acetonitrilo

. Flujo: 1 mL/min.

Isocrético 2:

" 1.5 mM de acido octalsufonico en 10 mM de fosfato aménico (pH 7)
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. Flujo: 1 mL/min.

Reactivos oxidante y acidificantes

= Oxidante: 7 mM &cido peryodico en 50 mM fosfato potasicoa pH 9y a 0.4
m/min.
= Acidificante: &cido acético 0.5M a 0.4 mL/min.

Reaccién post- columna

" Coil Reactor de Peek a 50°C.
" Flujo reactivo oxidante: 0,4 mL/min.
. Flujo reactivo acidificante: 0,4 mL/min.

Material de referencia empleado:

El material de referencia para las toxinas paralizantes se obtuvieron del NRC-
CNRC Institute for Marine Biosciences:

. NRC CRM-SXT-d

. NRC CRM-dcSTX
NRC CRM-NEO-b
NCR CRM-dcNEO
NRC CRM-GTX1&4-b
NRC CRM- GTX2&3-b
. NRC CRM -dcGTX2&3
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Limites de cuantificacién obtenidos:

Se han determinando los limites de cuantificacion para cada una de las
toxinas a partir de la concentracién minima de las diferentes diluciones del
material de referencia existente, obteniéndose los siguientes valores
atendiendo al valor de toxicidad relativa empleado:

Limite de cuantificacion (MUJ/L)
Toxicidad Relativa Toxicity Equivalency

Toxinas Oshima I_"'I:\Iérlim
C1 0,049 0,049
C2 0,258 0,268
C3 0,976 0,735
Cc4 1,397 2,425
GTX 4 21,037 20,279
GTX 1 87,226 87,756
dcGTX 2 1,323 1,720
dcGTX 3 0,902 0,959
GTX5 0,273 0,424
GTX 3 2,055 1,933
GTX 2 3,520 3,919
dcSTX 2,632 2,810
STX 5,380 5,380
GTX 6 0,553 0,829
neoSTX 9,943 5,892
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Fig 65: Matriz Corruco: Isocratico 1 (Grupo STX)
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Fig 66: Matriz Corruco: Isocratico 2 (grupo GTXs)
PROTOCOLO DE EVALUACION DE LA CALIDAD
Para realizar los analisis el L.C.C.RR.PP se plante6 implementar un protocolo de
evaluacion de la calidad consistente en establecer de forma rutinaria las

siguientes pautas de actuacion:

" Calibracion en ambos grupos de patrones cada 6 muestras
aproximadamente.
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. Inyeccion de patrén al inicio y al fin del analisis de la muestra, y una
intermedia cada dos si se analizan mas de una de forma simultanea

. Doble inyeccion de la muestra en cada andlisis.

" Andlisis de cada muestra anulando la oxidacion para determinar la presencia
de picos naturalmente fluorescentes en cada matriz.

Ademéas uno de los obstaculos encontrados fue el tiempo de duracion de la
columna por lo que se probaron diferentes formas de limpieza y mantenimiento de
los conductos del equipo de cromatografia asi como el tratamiento de los
reactivos y fases moviles con el fin de optimizar el uso del sistema.

Después de probar varias fases de limpieza realizadas con diferentes
proporciones de disolvente organico, se opt6 por la limpieza con agua MilliQ sin
afnadir disolvente, siendo esta la forma que resultdé mas eficaz. Se incorporé como
rutina la limpieza del sistema al finalizar los andlisis dejando el equipo de
cromatografia con flujo lento hasta su siguiente uso.

CALCULO DE TOXICIDAD

Los calculos de la toxicidad una vez determinadas las toxinas presentes en una
muestra son complejos. Se ha trabajado con hojas de célculos preparadas
obtener la toxicidad en equivalentes de saxitoxinas basandonos en la informacion
presentada por el NRC-CNRC Institute for marine biosciences [3].

HgSTXdiHCI /100g = > C, *T, *F *0,03
i=1
Siendo:
Ci es la concentracion de la toxina i en micromoles por litro, (UM);

Ti es la toxicidad especifica de la toxina en Unidad Ratén por micromol, (UR/
uM);

F = 1,00 (con datos calibrados con la solucién de calibracion de la NRC)

Para expresar los datos como equivalentes de dihidrocloruro de saxitoxina,
tenemos que tener en cuenta el valor de toxicidad especifica de la saxitoxina y su
peso molecular, asi como el volumen final de la extraccion y el peso de la
muestra. Los calculos estan basados en la tabla de equivalencia de Oshima

Durante el desarrollo del proyecto la EFSA (European Food Safety Authority)
public6 nuevos datos de factores de equivalencia, TEF (toxicity equivalency
factors) [4], con diferencias con respecto a los de Oshima, por lo que los calculos
se realizaron con ambas tablas de valores.

JACUMAR PSP 04/05/2012 Péagina 117 de 233



¥ MEDHD AMBIENTE ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

E "_g_" GOBIERNG  MINISTERI J" ICUMAR
b T DEESPANA  Df AGRICULTURA ALIMENTACHIN JUNTA NACIONAL
] i

REFERENCIAS

[1] Franco, J. M & P. Fernandez Villa. (1993). Separation of paralytic shellfish
toxins by reverse phase highperformance liquid chromatography with
postcolum reaction and fluorometric detection. Chromatographia 35:613-
620

[2] AOAC (1990). Paralytic Shellfish Poison. Biological method. Final action.
Official Methods of Analysis. Association of Official Analytical Chemists.,
sec 959.08

[3] Quilliam M.A. (2004) in Supplemental Information for PSP toxin CRMs , NRC
Certified Reference Material Program, National Research Council, Institute
for Marine Biosciences, Halifax, NS, Canada, pp 1-5

[4] European Food Safety Authority (2009) “Marine biotoxins in shellfish —
Saxitoxin group”, The EFSA Journal 1019: 49 — 76.

JACUMAR PSP 04/05/2012 Péagina 118 de 233



" ¥ GOBERNO  MINISTERIC J
o = DEESPANA  DE AGRICULTURA. ALIMEMTACION JUNTA NACIONAL
& a ¥ MECHO AMBIENTE ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

Protocolo de Deteccidn de toxinas Paralizantes por Cromatografia Liguida
de Alta Eficacia con Derivatizacion Post-Columna (IIM Galicia)

Extraccion:

5 g de homogeneizado de molusco se extraen con 4.0 mL de HCI 0.1N, en un
tubo Falcon de 15 m, agitando con una sonda de ultrasonidos durante un minuto,
posteriormente se centrifuga a 7500 rpm durante 10 minutos y se recoge el
sobrenadante, se efectlia una segunda extracciéon del residuo soélido con 1.5 a 2
mL de HCI, agitando y centrifugando como antes y se relne el sobrenadante con
el anterior, midiendo el pH y ajustando a 2,5-3. Finalmente se enrasa con agua a
10 mL.

Limpieza del extracto:

Una alicuota de 0.5 mL del extracto se desproteiniza con 25 uL deTCA (30%) y
posterior centrifugacion a 14.000 rpm durante 10 minutos, el extracto se neutraliza
con 20uL de NaOH 1M, volviendo a centrifugar.

Una alicuota de unos 150 pL del extracto se filtra con un filtro de jeringa de 0.2
antes de inyectar.

Se utiliza un cromatografo UHPLC Acquity de Waters con deteccion fluorimétrica
Columna Zorbax Bonus RP 3.5u (150 - 4.6 mm) a 30°C.

A: 11 mM Heptansulfonato en 5,5 mM Fosfato amonico y llevar a pH 7,1

B: 88,5% de 11 mM Heptansulfonato en 16,5 mM Fosfato amoénico vy llevar a
pH7,1:11,5% MeCN

Flujo 0.8 mL/min.

Gradiente: los 8 primeros minutos al 100% de A; subiendo al 100% de B en los
siguientes 8 minutos manteniéndose hasta el minuto 25y en el 25,01 vuelve al
100% de A y se mantiene 5 minutos para equilibrar antes de la siguiente
inyeccion.

Reactor con un coil de teflén de 0.5mm d.i. - 7 m a 65°C

Oxidante: 7 mM acido peryddico en 50 mM fosfato potasico a pH 9 y a 0.4 m/min.
Acidificante: acido acético 0.5M a 0.4 mL/min.

Fluorescencia a 330 nm de excitacién y 390nm de emision.

El método cromatogréfico es el de Rourke et al. (2008) modificado el gradiente.
Rourke, W.A., Murphy C.J., Pitcher G., Van De Riet J. M, Burn B. G.; Thomas
K.M.; Quilliam M. A. 2008. Rapid Postcolumn Methodology for Determination of

Paralytic Shellfish Toxins in Shellfish Tissue. Journal of AOAC International. 91:
589-597
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Protocolo de Deteccidon de toxinas Paralizantes por Cromatografia Liquida
de Alta Eficacia con Derivatizacion Post-Columna (CIMA Galicia)

Desarrollo de una técnica de cromatografia liquida de alta eficacia con
oxidacion post-columna y deteccion de fluorescencia para la cuantificacién
de las principales toxinas de tipo PSP.

En una primera aproximaciéon se probaron diferentes columnas de fase reversa,
sin conseguir una separacion definida y definitiva de algunos pares de toxinas
como dcGTX3 de GTX5, dcGTX2y GTX3 0dcSTX y STX..

Xbridge C18 150x2.1 mm 5.

Sunfire C18 100y 150 x 2.1 mm 3,51.
Kinetex C18 50y 100x 3 mm 2.6
Acquity BEH 100x 2.1 mm 1,7

Las fases moviles empleadas fueron las mismas para todas ellas y consistieron
en:

A: 1,5mM Octansulfénico en 10 mM Fosfato aménico a pH 7,1

B: 94%A : 6% Acetonitrilo

Trabajando a temperaturas entre 30 y 40°C utilizando un sistema de isocraticos
encadenados

Aprovechando un equipo de UHPLC del que se dispone se intentdé también con
columnas de 1,7y, consiguiéndose mejores resultados iniciales con patrones pero
al aplicar los extractos de mejillon se colapsan muy rapidamente llegando a
sobrepasar los limites de presion

Por lo que las determinaciones postcolumna se basaron en el método propuesto
por Rourke et al (2008).

Inicialmente se aplic6 el mismo método descrito en el dicho trabajo y
posteriormente se modificé el gradiente y que en este caso mejora la separacion
de las nueve toxinas basicas (Fig 67 y 68) y es el siguiente:

Columna Zorbax Bonus RP 3.5 (150x4.6 mm) a 30°C

A: 5,5 mM Fosfato aménico 11 mM HSA; pH 7,1
B: 88,5% 16,5 mM Fosfato amoénico; 11 mM HSA; pH 7,1:11,5%MeCN
Flujo 0.8 mL/min.

Gradiente: los 8 primeros minutos al 100% de A subiendo al 100% de B en los
siguientes 8 minutos manteniéndose hasta el minuto 25 y en el 25,01 vuelve al
100% de A y se mantiene 5 minutos para equilibrar antes de la siguiente
inyeccion. (Se puede poner una tabla en vez de las tras lineas anteriores)
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Reactor con un coil de teflén de 0.5mm d.i.x7 m a 65°C
Oxidante: 7 mM acido peryddico en 50 mM fosfato potasico a pH 9 y a 0.4 m/min.
Acidificante: &cido acético 0.5M a 0.4 mL/min

El sistema anterior es el que ha aplicado a la determinacion del estudio

intercomparativo de tres niveles de mejillon de Andalucia y Catalunya, mediante
derivatizacion postcolumna.
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Fig 67: Extracto de mejillon de Andalucia
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Fig 68: Muestra C23 de mejillon de Catalunya, M9 patrén
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LC-MS/MS

GALICIA 2008

Se comprob¢ la posibilidad de utilizacion de la espectrometria de masas para su
utilizacion de las toxinas PSP. Se utilizaron dos equipos: un Thermo Deca XPplus,

y un Thermo Advantage, ambos de trampa ionica y se realizaron las pruebas con
dos interfases: electrospray y APCI.

Con el Thermo DecaXPplus se utilizaron las dos interfases para comprobar la
sensibilidad por medio de la infusién de soluciones de toxinas puras. Con los dos
equipos se realizaron comparaciones de analisis mediante reaccion postcolumna
y deteccién fluorimétrica y por cromatografia y deteccion MS con interfase
electrospray (Dell’Aversano et al., 2005), concluyendo que esta ultima técnica no
es por ahora lo suficientemente adecuada para su recomendacién como método
fiable, ya que la sensibilidad encontrada fue en todos los casos muy baja, en
especial para algunas toxinas como la GTX3, por lo que desde el punto de vista

practico no resulta posible en control de concentraciones que no sean
extremadamente altas con detectores de este tipo.
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Figura 69. Andlisis de una muestra de Argopecten purpuratus conteniendo STX, GTX2 y GTX3,
por el método cromatografico de Dell’Aversano y con deteccion por fluorescencia después de una
oxidacién post-columna con acido periédico. El trazo verde es la fluorescencia de base
(fluorescencia sin oxidacion postcolumna), y el cidn es una mezcla de soluciones de referencia de

GTX2, GTX3y STX. Se detectas GTX2 y GTX3 en los minutos 12 y 13.5 respectivamente y STX
en el minuto 26.
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Figura 70. Analisis de la misma muestra que en la figura 1G, utilizando la misma técnica, con
ligeras variaciones ocasionadas principalmente por la omision del sistema de reaccion

postcolumna,

pero con deteccion por espectrometria de masas. Se muestra la deteccién por

MS/MS de STX en el minuto 15. La GTX2 y GTX2 no pudieron ser detectadas por esta técnica.
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Evaluacion de la citotoxicidad de toxinas vy
extractos

CATALUNYA 2008

Esta técnica es especifica del grupo del IRTA de Catalunya; ningin otro grupo o
CCAA la llevara a cabo en este proyecto. Como tal, no se encuentra en el mismo
estado que otras técnicas como el MBA o la deteccion por cromatografia (HPLC
pre- y post-columna); sin embargo se van consiguiendo grandes avances tanto en
los protocolos de cultivo, mantenimiento y exposicion celular, como en la
interpretacion de los resultados obtenidos.

En el 2008 se abordo el efecto matriz sobre células NG108-15. Efectivamente, se
ha detectado un efecto toxico de muestras exentas de toxinas a determinadas
concentraciones de muestra, por lo que se plantea el fraccionamiento de los
extractos para eliminar dicha interferencia. La matriz de bivalvo, en extracciones
basadas en el método oficial del AOAC (AOAC; Official Method 2005.06) descrito
por Lawrence (2005), es claramente téxica (Figura 71). Presenta el 50% de
mortalidad a una concentracién equivalente a 32 mg/mL y exposiciones a una
concentracion de 3.13 mg/ml ya presentan toxicidades en torno al 10% de
mortalidad celular. Por el contrario, las muestras de fitoplancton no presentan un
efecto tan acusado.

Se sigue trabajando para eliminar o al menos minimizar el efecto matriz sobre los
resultados de citotoxicidad en muestras de bivalvo ya que para una cuantificacion
de toxicidad en torno al limite legal (800 ug/kg) necesitariamos poder exponer las
células a una concentracion de 50 mg/ ml sin efecto matriz.

100~
754 .
=
S 50-
S
N
25+
0 — — .
1 10 100

mg equiv / mL

Figura 71. Curva dosis-respuesta del efecto toxico del extracto crudo de mejillon en células
NG108-15. Toxicidad evaluada por el método MTT (Manger, 1993).
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CATALUNYA 2009

Esta técnica es especifica del grupo del IRTA de Catalunya; ningin otro grupo o
CCAA la llevara a cabo en este proyecto. Como tal, no se encuentra en el mismo
estado que otras técnicas como el MBA o la deteccion por cromatografia (HPLC
pre- y post-columna); sin embargo se van consiguiendo grandes avances tanto en
los protocolos de cultivo, mantenimiento y exposicion celular, en la interpretacion
de los resultados obtenidos y en la reduccion del efecto matriz (véase punto
Purificacion de extractos).

Siguiendo con esta actividad, se propone:

- Comprobar el efecto del &cido acético, y comprobar que las muestras
negativas no muestran este efecto tan marcado. Asi podemos descartar que todo
sea debido a artefactos experimentales. La viabilidad celular inicial baja (menor
del 20%) puede ser debida al estado de la linea celular, que puede ir variando a
medida que el cultivo “envejece”’. Por ello serd interesante repetir los
experimentos con cultivos mas frescos. Asi evaluamos también la influencia de la
edad de los cultivos sobre la robustez del modelo.

- Realizar un control pasando acido acético 1% por la columna C18.

- Probar la extraccion substituyendo el acido acético por éacido clorhidrico.

- Cuantificar el proceso de extraccion midiendo el peso seco, para tener una
idea real de la efectividad de la extraccion.

- Tras el proceso de extraccidon, es complicado filtrar la muestra a través de
un poro de 0,45 um, ya que la elevada cantidad de residuo solido presente
colmata el filtro (incluso después de centrifugar). Se debe idear un sistema de pre-
filtracion de la muestra para eliminar este residuo solido que no suponga pérdida
de material ni de toxina.

Se considera interesante ampliar el espectro de matrices a evaluar, a parte del
mejillon y el ostion.

CATALUNYA 2010
Dentro de las etapas de mejora del método de citotoxicidad para determinacion de

toxinas paralizantes, se abord6é especificamente su aplicacion a muestras de
bivalvos.

Influencia del acido acético

Se estudié la posible interferencia del acido acético sobre la viabilidad de las
células.

En exposiciones de las células a acido acético, en el rango de concentraciones
elegido de acuerdo con el protocolo experimental (sin matriz de muestras, pero
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con el procedimiento equivalente al ensayo de muestras) se observo que el efecto
es despreciable (Figura 72). A la concentracion maxima de acido acético de 0.2%
en el pocillo de ensayo no se observa efecto negativo sobre la viabilidad celular.
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120,0
° . 4
100,0
°* A4 ¢ ¢ ¢
-] 80,0
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=
2 60,0
8
> e-0/V
X 40,0
m+0/V
20,0 =
[] = [ ] [] ] ™ n
0,0 T T |
0,1 1 10 100
Equivalente en mg/mL de molusco

Figura 72. Efecto del 4cido acético sobre la viabilidad celular. El blanco se obtuvo realizando el
protocolo de extraccion en paralelo con una muestra de molusco, pero sin adicién de vianda; por
ello se expresa el eje de abscisas en cantidades equivalentes de matriz. En el punto de mayor
concentracion, la cantidad de acético en el pocillo de reaccién corresponde al 0.2%.

Cuando se realiza el mismo ensayo celular en presencia de acido acético a la
concentracién descrita anteriormente (sin efecto negativo sobre las células),
conteniendo esta vez matriz de mejillon control (sin presencia de toxina), se
observa un efecto negativo de la matriz sobre la viabilidad celular a
concentraciones elevadas (Figura 73). La cuantificacion de este efecto intrinseco
de la matriz y la valoracion del limite de carga se describen posteriormente.

Extracto de mejillon control
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100,0 » 3 N
* ° *
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©
T
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X 400
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0,0 . . ']
0,1 1 10 100
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Figura 73. Efecto de diferentes concentraciones de extractos acéticos de meijillon control (sin
contenido de toxina) sobre la viabilidad celular.
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Debemos comentar que respecto a la viabilidad celular en los tratamientos con
ouabaina y veratridina (O/V), en ocasiones ésta no supera el 20% en los controles
negativos (sin toxina). Es importante determinar las concentraciones de O/V
correctas para superar este 20%, ya que valores menores comprometen el
correcto desarrollo del ensayo.

Influencia de la purificacién por columna cromatogréfica C18

Se estudio la respuesta celular a extractos a los que se afiadié un paso extra de
purificacion mediante columna cromatografica C18. Se evalu6 el efecto de la
purificacion por C18 sin dopaje de STX (figuras 2.5-3. y 2.5-4.) y con dopaje de
STX (figuras 74 y 75)

Como se ve en las figuras 2.5-3. y 2.5-4., la toxicidad initrinseca de la matriz (sin
presencia de toxina) disminuye solo levemente tras el paso por columna C18. En
cambio, como se aprecia en las figuras 2.5-5. y 2.5-6. (dopaje con STX), la
purificacion por C18 mejora la sensibilidad del ensayo para la deteccién de STX.
Por ello, se decidié afiadir éste paso de purificacion por C18 al protocolo de
extraccion.

Extracto control Extracto control + C18
100,0 100,0
LN .. ® e, .
° 80,0 — = 80,0 —
2 600 2 600 &
g 400 2 00 n s ¢
£ w0 R e .o
X 200 B X200 -
= " +0/V B +0/V
0,0 T T 1 0,0 T T 1
0,1 1 10 100 0,1 1 10 100
mg/mL mg/mL

Figura 74. (Izquierda). Efecto sobre la viabilidad celular de un extracto control de mejillén (sin
contenido de toxina). (Derecha). Efecto sobre la viabilidad celular de un extracto control de mejillén
(sin contenido de toxina) con paso adicional de purificaciéon por columna C18.
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Figura 75. (Izquierda). Efecto sobre la viabilidad celular de un extracto de mejillén con dopaje de
STX. (Derecha). Efecto sobre la viabilidad celular de un extracto de mejillon con dopaje de STX
con paso adicional de purificacién por columna C18.

Influencia del acido clorhidrico

Se probd el acido clorhidrico como reactivo alternativo al acético durante las
extracciones de marisco.

Si bien se demuestra que en ausencia de O/V el acido clorhidrico puede mejorar
la viabilidad celular obtenida en comparacién con el &cido acético (Figura 76), en
presencia de O/V los extractos preparados con acido clorhidrico muestran menor
fiabilidad (mayor incidencia de cuantificaciones fallidas; no se muestran los
resultados) y una sensibilidad a la STX ligeramente menor que los preparados
con &cido acético (Figura 77).

Extractos acidos de mejillon

120,0 -
100,0 -
'g 80,0 -
o
:,5‘, 60,0 -
S ——HCI| 0.1M
X 4001 —=—HACO 1%
oo | HCI0.1M + C18
' HACO 1% + C18
0,0 r . )
0,1 1 10 100

mg/mL

Figura 76. Efecto intrinseco de extractos negativos de mejillon (sin contenido de STX) sobre la
viabilidad celular (efecto matriz). Comparacion de extractos preparados con acido acético 1% y
acido clorhidrico 0.1 M. Ensayo en ausencia de O/V.
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Extractos acidos con dopaje de STX
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Figura 77. Efecto del &cido sobre la sensibilidad a STX de los ensayos celulares.

De esta manera ser priorizo el uso del acido acético respecto al acido clorhidrico
para la extraccion de moluscos y posterior determinacion de la toxicidad
paralizante mediante cultivos celulares.

Determinacién del limite de carga

Para poder aplicar el ensayo celular a diferentes matrices (diferentes especies de
molusco), se estudio6 el limite de carga del ensayo para mejillén, ostion, coquina y
ostra plana. Se define éste limite como la cantidad equivalente de extracto, en
mg/mL, por debajo de la cual no hay efecto sobre la viabilidad celular,
considerandose efecto mas de un 20% en la reduccion de la viabilidad.

Los resultados muestran que mejillon, ostion y coquina tienen un limite de carga
superior a ostra plana (Figuras 78 'y 79).

Se realizd el estudio con extraccion acética en dos condiciones: sin ajustar pH
después de la extraccion (Figura 78) y ajustandolo a un valor de 7 (Figura 79). Se
pudo demostrar que el ajuste del pH mejoraba el ensayo, aumentando el limite de
carga en todos los casos (Tabla 21).
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Extraccién sin ajuste de pH
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Figura 78. Determinacion del limite de carga de varias matrices de moluscos, con extractos
preparados en acido acético mas purificacion en columna C18, sin ajuste posterior del pH.

Extraccion con ajustea pH 7
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Figura 79. Determinacién del limite de carga de varias matrices de moluscos, con extractos
preparados en acido acético mas purificacion en columna C18, con ajuste posterior a pH 7.
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Con ajusteapH 7

3 100
3 25
15 50
3 6,25

Tabla 21. Comparacion de los limites de carga (en mg/mL) obtenidos mediante la extraccién en
acido acético mas purificacion en columna C18, con o sin ajuste posterior del pH.

Limite de deteccidn

Una vez establecidos los limites de carga para cada matriz, se estudid la
sensibilidad del método a la STX mediante el dopaje de diferentes matrices con
toxina (previo a la extraccion). Se puede comprobar a partir de las curvas
obtenidas que el método permite detectar, para todas las especies de molusco
testadas, concentraciones de STX por debajo del limite legal de 800 ug STX/kg

(Figura 80).

70,0
60,0 -
50,0 -
X
® 40,0 -
]
a
.‘>£ —#— Control (curva de calibrado)
30,0 A
°\G ’
=t Mejillon
20,0 - == Coquina
=== Ostion
10,0 - #—— QOstraplana
0,0 . ;
100 1000 10000
Mg STX /kg

Figura 80. Determinacion del limite de deteccidon de la STX mediante el ensayo de citotoxicidad
celular para diferentes especies de molusco.

En el futuro se espera poder comparar los resultados obtenidos mediante ensayos
celulares con las cuantificaciones obtenidas mediante otros métodos
(cromatograficos y bioensayo).
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Protocolo de Aplicacién del Bioensayo Celular para Toxinas Paralizantes

Aplicacion del bioensayo celular (CBA) para la detecciéon de toxinas
paralizantes

La deteccidén de toxinas que alteran canales de sodio dependientes de voltaje
(VGSC) se realiza mediante el ensayo de exposicion de células de la linea
tumoral de neuroblastoma de raton (N2a) en presencia de ouabaina (O) y
veratridina (v). La veratridina es un activador de canales de sodio dependiente de
voltaje en tanto que la ouabaina inhibe la bomba de sodio-potasio, evitando que la
célula contrarreste el efecto toxico de la veratridina. En el caso de toxinas
paralizantes de tipo saxitoxina (STX) y derivados, que actlian bloqueando VGSC,
el efecto sinérgico de los tres componentes resultara en una mayor viabilidad del
cultivo celular.

El protocolo a seguir incluye tres fases que implican, en primer lugar la siembra
del cultivo celular en placas de 96 pocillos, el ensayo celular y la lectura de la
viabilidad. El tiempo estimado de obtencién de resultados es de tres dias
contados desde el dia de preparacion de las placas, siguiendo el procedimiento
descrito a continuacion.

Siembra: A partir del cultivo celular estable se preparan las placas de ensayo a
una densidad de 35000 células por pocillo y se mantienen durante 24 horas en
incubador a 37°C y un nivel de CO2 del 5%.

Exposicion: ElI ensayo se realiza por triplicado afiadiendo a cada pocillo
disoluciones seriadas de la solucion estdndar o extractos de muestras
contaminadas en cada caso. En parte de la placa se habra afiadido anteriormente
una solucion de ouabaina y de veratridina (O/V+) a una concentracion final de 0,3
y 0,03 mM correspondientemente, mientras que la otra parte es utilizada como
control sin ouabdina ni veratridina (O/V-).

Lectura: La lectura de las placas se realiza 24 horas después de la exposicion a
toxinas o extractos muestra mediante el test con MTT que mide la viabilidad
celular basandose en la actividad mitocondrial de las células. Para ello, el medio
es eliminado y reemplazado por una solucion de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium) y seguidamente DMSO (Dimethyl sulfoxide), que colorea
especificamente las células vivas. La absorbancia es medida por
espectofotometria con un lector de placas a una longitud de onda de 540 Nm
siendo esta directamente proporcional a la viabilidad celular.

La viabilidad es estimada mediante una curva dosis respuesta tomando como
100% de viabilidad los valores de los pocillos control sin muestra o estandar y sin
ouabaina ni veratridina. La concentracion y tipo de toxina puede ser evaluada en
funcidén de la curva dosis-respuesta obtenida con el estandar toxico.

En el caso de toxinas bloqueadoras de canales de sodio, de tipo saxitoxina
obtendremos una curva dosis-respuesta de este tipo.
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Figura 81. Curva dosis —respuesta

En este grafico correspondiente a una dilucidon seriada %2 de estandar de STX se
representa el porcentaje de viabilidad de las células en los pocillos sin O/V
(cuadrados) y con O/V (triangulos). La primera curva muestra un 100% de
viabilidad, independientemente de la concentracién de toxina, lo que nos indica
gue sus efectos sobre los canales de sodio estan siendo paliados por el propio
mecanismo celular, como la bomba sodio-potasio.

La segunda curva muestra que a medida que aumenta la concentracion aumenta
también la viabilidad, ya que, una vez bloqueada la bomba sodio-potasio por la
ouabaina, la veratridina y la saxitoxina actian como antagonistas, la primera
abriendo canales de sodio y la segunda blogqueandolos, por lo que al eliminar los
efectos de la veratridina la supervivencia de las células aumenta
proporcionalmente al aumento de STX en el medio.

Este método nos permite detectar especificamente y cuantificar de forma réapida y
sencilla toxinas VGSC en matrices de extractos de microalgas y alimentos, lo que
lo hace muy apropiado para ser aplicado como screening previo a los andlisis
instrumentales. Ademas, el CBA puede ser utilizado para detectar toxicidad no
especifica, reduciendo el uso de animales de experimentacion en laboratorios de
monitoreo y control.

JACUMAR PSP 04/05/2012 Péagina 135 de 233



¥ MEDHO AMBIENTE ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

E "_g_" GOBIERNO  MIMISTERIC J CU R
v T DEESPANA  Df AGRICULTURA ALIMENTACHIN JUNTA NACIONAL
& &

Utilizacion v evaluacion del test de diagndstico
rapido de toxinas paralizantes, MIST Alert™

CATALUNYA 2008

Durante el 2008 se recabo informacion sobre otros kits comerciales disponibles en
el mercado, puesto que en la reunién de coordinacion se consideré de interés
abordar una comparativa entre ellos y ademas varios participantes constataron la
dificultad de comunicacion con los distribuidores de Jellett. Los resultados de la
basqueda asi como los criterios que se tuvieron en cuenta para la valoracion a
priori de los kits disponibles se presentan en la Tabla 22.

Distribuidor Precio ud. Oferta Contacto Importacion
MIST Alert Jellett 90 €/5 u. 2250 €/125u.  Casi imposible Canada
Saxitoxin (PSP) ELISA Kit ~ EAMonitor 500 $ Responden al e-mail USA
Saxitoxin (PSP) ELISA Kit  Abraxis 500 $ >20 ud. Responden y muestran interés USA
Ridascreen FAST PSP SC  r-Biopharm 554 € Visita y llamadas del comercial Alemania

Tabla 22. Caracteristicas de los kits comerciales disponibles.

ANDALUCIA 2009

Uno de los objetivos no cumplidos de 2008 fue la adquisicion de los kits PSP
MIST AlertTM JELLETT por la dificultad de contactar con los proveedores. A lo
largo de 2009 se pudieron adquirir en nimero suficiente para realizar las pruebas
planificadas en los grupos participantes.

En el laboratorio se comenzé estudiando la forma de empleo de los kits para la
realizacion de los analisis y la cualificacion del personal implicado en la
realizacion de los mismos: preparacion de la muestra y lectura de las placas.

Es muy pronto para obtener conclusiones del empleo de los Jellett en las
analiticas debido al escaso numero de muestras analizadas hasta el momento en
nuestro laboratorio. Sin embargo si parece repetirse el hecho de que las placas
presentan lectura positiva en un nivel cercano al limite de cuantificacion del
método bioldgico, y habra que estudiar la incidencia de falsos positivos cuando se
cuente con el nUumero de muestras analizadas suficientes, fundamentalmente en
resultados que van entre el limite de cuantificacion del bioensayo de raton hasta
el limite legal, es decir en muestras con concentraciones de 400 a 800 ug eq
STX.2HCL/Kg.
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Figura 82: Resultados obtenidos con los kits PSP MIST AlertTM JELLETT.

En la figura 82 se muestran los resultados obtenidos en una matriz analizada en
los cuatro rangos establecidos de toxicidad: blanco (placa A), 400 (placa B), 800
(placa C) y 2000 (placa D). Se aprecia que solo en la placa A el resultado es
negativo. En la placa B estariamos ante un falso positivo, pues la concentracion
de esa muestra esta por debajo del limite legal. Los positivos de las placas Cy D
coinciden con resultados positivos obtenidos por bioensayo de raton.

Una vez se obtengan datos concluyentes resultara de interés el estudio de la
aplicabilidad de este método en el seguimiento sanitario de las zonas de
produccion de moluscos bivalvos.

CATALUNYA 2009

El andlisis por MBA lo lleva a cabo el grupo del LTASP. Ademas del analisis de
las muestras incluidas en el programa de seguimiento de la calidad de las aguas y
zonas de marisqueo del litoral catalan, anualmente participan en un ejercicio de
intercomparacion organizado por el Laboratorio Comunitario de Referencia en
Biotoxinas Marinas (LCRBM) para asegurar la calidad de los resultados.

En el IRTA se prepararon muestras a partir de matriz intoxicada con A. minutum
en la exposicion del puerto de Vilanova i la Geltri en 2008, mezcladas con matriz
‘blanca” (sin toxinas) para conseguir diferentes niveles de toxicidad, y se
mandaron codificadas al LTASP para su andlisis por MBA y kits MIST Alert™
Jellett. EI INTECMAR de Galicia proporcion6 las muestras de almeja.

JACUMAR PSP 04/05/2012 Pagina 137 de 233



E "_‘_" GOBIERNO  MIMISTERIC Cu R
v T DEESPANA  Df AGRICULTURA ALIMENTACHIN JUNTA NACIONAL
] i

¥ MEDHO AMBIENTE ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

Los resultados (Tabla 23) indican que, a pesar del bajo numero de muestras, hay
un elevado numero de falsos positivos al utilizar los kits, incluso en el caso de
muestras “blanco”, sin toxinas. Se replantea la evaluacién de estos kits sobre
muestras “blanco” de otras matrices de bivalvos.

Matriz MBA Kit
Mejillén 536 +
Meijillén 454 No valido
Mejillén 570 +
Mejillon <360 No vélido
Ostion 375 +
Ostion 371 +
Ostion 444 +
Ostion <360 +
Almeja 415 +
Almeja 1.160 +

Tabla 23. Resultados del comparativo entre los resultados del MBA vy los kits MIST Alert™ Jellett
sobre las mismas muestras. En rojo estan marcados los resultados para la muestras “blanco”.
Nétese que el limite de deteccién del MBA es de 360 [ /g eqSTX kg™.

CATALUNYA 2010

Se han analizado muestras por kits MIST Alert, principalmente muestras con
toxinas producidas por A. minutum a niveles por debajo del limite legal de 800 ng
eqSTX kg™. Se ha confirmado que los kits detectan niveles de 400, pero niveles
inferiores pero cercanos a 400 dan resultado negativo.

JACUMAR PSP 04/05/2012 Péagina 138 de 233



¥ T GOBERNO  MINISTERIO J
THRg = DEESPANA D AGRICULTURAALIMENTACIGN JUNTA NACIONAL
a a ¥ MEDIO AMBIENTE ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

Correlacion y concordancia entre los resultados
obtenidos de determinacion de las toxinas
paralizantes mediante los diferentes métodos: el
bioensayo ratdn, las determinaciones por
cromatografia, LC-MS-MS como indicadores de
toxicidad.

GALICIA 2008

Aunque el inicio de esta actividad no estaba contemplada hasta la mitad del
segundo afio de proyecto, se ha disefiado e iniciado, conjuntamente con los otros
equipos participantes en el proyecto un experimento en el que las distintas
técnicas contempladas en el proyecto seran evaluadas con distintos niveles y
perfiles de toxinas y en las distintas matrices biolégicas que constituyen las
principales especies de bivalvos explotados en Espaiia.

Se ha iniciado también la evaluacion del efecto matriz de muy diversas especies
de bivalvos, pero especialmente enfocadas a los problemas que pudieran
presentar en el andlisis de las toxinas por medio de HPLC con oxidacion
postcolumna.

Para la evaluacion del efecto matriz se han recopilado matrices de diferentes
moluscos suministradas por el laboratorio de Sanidad Exterior (Vigo) y el
INTECMAR (Xunta de Galicia); Se trata de matrices que inicialmente no
presentan toxicidad por bioensayo de raton (mejillon, almeja, berberecho, navaja,
coquina corruco Yy vieiras) para efectuar su extraccion segin el método de
bioensayo de raton con HCI 0.1N y definir los cromatogramas que se obtienen y
los posibles picos que puedan interferir con las diferentes toxinas PSP cuando
estén presentes en muestras positivas. Los homogeneizados de moluscos se
trataran en dos alicuotas, una siguiendo el método estricto del bioensayo y la otra
sin el calentamiento preceptivo.

Esos dos extractos seran tratados segun describe Rourke et al.(2008) con
tricloroacetico para precipitar proteinas, neutralizando posteriormente con NaOH y
filtrados por 0,2 u antes de inyectar en la columna.

Con la informacién obtenida se seleccionardn matrices para hacer afadidos de
distintos perfiles de toxinas conseguidos con las mezclas de extractos de
Alexandrium antes citadas, que seran cuantificados por cromatografia con
reaccion postcolumna y su posterior comparacion con los otros métodos (este
material es susceptible de utilizarse en estudios de reproducibilidad).

El método de HPLC-MS, en vista de los resultados obtenidos, se ha eliminado de
las restantes comparativas, a falta de pruebas con otros equipos que pudieran
solventar el problema de la escasa sensibilidad.

CATALUNYA 2008
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Se ha participado activamente en los GT que han discutido la intercomparacion
entre técnicas, grupos, etc. llegando a un disefio consensuado que se ejecutara
en el 2009. Dentro de este planteamiento, en Catalunya se analizaran tres
matrices de bivalvo (mejillén, ostron y almeja) con diferentes niveles de toxinas
PSP originadas por A. minutum en condiciones naturales.

El mejillon y el ostron provienen de la exposicion en el puerto de Vilanova i la
Geltru de 2008, mientras que la almeja ha sido suministrada por el INTECMAR de
Galicia. La Tabla 24 presenta la matriz de muestras, niveles y técnicas que se
pretende completar.

Mejillon Ostron Almeja

Niveles (ug STXeq/Kg) (0 400 800 O 400 800 O 400 800
MBA X X X X X X X X X
Citotoxicidad X X X X X X X X X
HPLC pre- X X X X X X X X X
HPLC post- (ICM) X X X X X X X X X
HPLC post- (IRTA) il &l é é il é e 12
Jellett (Sanidad TGN) X X X X X X X X X
Jellett (IRTA) X X X X X X
Otro kit X X X X X X X X X

Tabla 24. Prevision de analisis del primer intercomparativo. “¢ "indica que la realizacion del analisis
estara condicionado al estado de puesta a punto del mismo y/o la disponibilidad de muestra.

ANDALUCIA 2009

Con el fin de realizar el estudio final que tiene que abordarse a lo largo de 2010,
se ha planteado un esquema de trabajo comun a todos los grupos. En él se
detallan los analisis que llevara a cabo cada Comunidad, matrices que seran
empleadas, rangos de toxicidad y métodos con los que cada grupo de
investigacion obtendra los resultados. Se especificd al mismo tiempo las muestras
gue tendran que ser intercambiadas, el método y tiempo de conservacién para
cada una de ellas.

Se busca la planificacion con una ruta de trabajo conjunto que permita obtener los
resultados necesarios para la consecucion del objetivo general del proyecto, esto
es la comparacion de los métodos existentes para la determinacion de toxinas
paralizantes y la aplicabilidad en los sistemas de control sanitario existentes en
cada Comunidad Autonoma participante.

De las cuatro matrices elegidas por cada comunidad, dos de ellas son comunes y
seran analizadas por todos los grupos. En ambos casos la especie elegida ha
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sido el mejillon aunque diferenciadas por el origen de su toxicidad, causado en un
caso por A minutum, y en el otro por G. catenatum. Las dos matrices restantes
seran opcioén particular de cada grupo de trabajo que las elegira en funcion de las
caracteristicas de produccion de su litoral y de la disponibilidad de matrices
toxicas para poder realizar el estudio.

De cada matriz se analizaran cuatro rangos diferentes:

- Rango blanco: resultado de toxicidad <400 ug eq STX.2HCL/Kg.

- Rango 400: resultado de toxicidad cercano a 400 pg eq STX.2HCL/Kg,
limite de cuantificacion del MBA.

- Rango 800: resultado de toxicidad cercano a 800 pg eq STX.2HCL/Kg,
limite legal establecido.

- Rango 2000 (denominacién genérica): resultado de toxicidad elevado, segun
disponibilidad.

Cada muestra seria analizada por 4 métodos diferentes: bioensayo de raton,
cromatografia liqguida de alta eficacia con derivatizacion post-columna,
cromatografia liquida de alta eficacia con derivatizacion pre-columna y con los Kit
PSP MIST AlertTM JELLETT.

El nimero de analisis que se realizaria por cada rango (de cada matriz) seria el
gue se presenta en la tabla 25.
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ANDALUCIA TOTAL POR RANGO
Matriz 1-comin Matriz 2-comin Matriz 3-AND Matriz 4- AND
MBA 4 4 4 4 16
POST-COLUMNA 5 5 5 5 20
PRE-COLUMNA 0 0 0 0 0
KIT JELLETT 5 5 5 5 20
CATALUNYA
Matriz 1-comin Matriz 2-comin Matriz 3-CAT Matriz 4-CAT
MBA 4 4 4 4 16
POST-COLUMNA 0 0 0 0 0
PRE-COLUMNA 5 5 5 5 20
KIT JELLETT 5 5 5 5 20

GALICIA |

Matriz 1-comin Matriz 2-comin Matriz 3-GAL Matriz 4-GAL

MBA 4 4 4 4 16

POST-COLUMNA 5 5 5 5 20

PRE-COLUMNA 5 5 5 5 20

KITJELLETT 0 0 0 0 0
MBA 12 12
POST-COLUMNA 10 10
PRE-COLUMNA 10 10
KIT JELLETT 10 10

Tabla 25: Analisis previstos realizar para cada rango de cada matriz.

Después de optar por la congelacion como método de conservacion se decidio
clasificar las muestras atendiendo a su proceso de conservacion de la siguiente
forma:

- Tipo A: analizadas en el momento “cero”, en el que se prepara el
homogeneizado de la muestra, por tanto sin congelacion.

- Tipo B: analizadas después de al menos 15 dias de congelacion.

- Tipo C: analizadas después de al menos 15 dias de congelacién y de haber
sido transportadas.
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GALICIA 2009

Los moluscos recogidos durante el afio 2008 con diferentes niveles y matrices se
analizaron en el afio 2009 por los siguientes métodos y laboratorios:

- HPLC-FD segun el procedimiento AOAC Oficial Method 2005.06 Paralytic
Shellfish Toxins in Shellfish. Prechromatographic Oxidation and Liquid
Chromatography with Fluorescence Detection. Extension validation 2008.
Realizado en INTECMAR.

- HPLC-FD con reaccion de oxidacion post-columna. Realizado por UA
Fitoplancton Toxico CSIC-IEO Vigo.

- Bioensayo de Raton. Realizado por INTECMAR y Laboratorio de Sanidad
Exterior Vigo.

Para el estudio de precision se empled un n=2 en condiciones de repetitividad y
un n=3 para reproducibilidad.

En la tabla 26 se muestran los resultados de toxinas PSP obtenidos con
diferentes muestras de moluscos de Galicia naturalmente contaminadas por
episodios de Alexandrium minutum con las 3 técnicas sefialadas.

Las diferencias observadas a nivel de pg STX equivalentes / Kg con las 2 técnicas
cromatograficas radican fundamentalmente en que el HPLC post-columna nos
permite dar un perfil detallado de las 9 toxinas responsables del 90% de toxicidad
de la muestra, mientras el HPLC pre-columna no distingue entre isémeros que
poseen, sin embargo, toxicidad muy diferente.
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Bioensayo de

HPLC Pre-columna HPLC Post-columna Ratén
dc- ug Sanidad

MOLUSCO MUESTRA dc-GTX 2,3GTX 2,3GTX 1, ANEO STX ug STXequiv/Kg dc-GTX3 GTX2 GTX3GTX2GTXAGTX1Neo STXSTXequiv/Kg Exterior INTECMAR
MEJILLON PSP 390 alexandrium ND Sl ND ND <LQ 108.5 Sl SI SI SI ND SI ND ND ND 580 390
MEJILLON PSP 2070 alexandrium ND Sl SI ND <LQ 1470.55 Sl SI SI SI  SI SI ND ND ND 2937.7 2070
ALMEJA 400 alexandrium ND Sl <LQ <LQ<LQ 301.61 NO NO SI SI SI  SI ND ND ND 409.13 456 420
ALMEJA 950 alexandrium ND Sl SI <LQ SI 940.98 NO NO SI Sl SI SI SI ND slI 1142.13 1055 950
BERBERECHO 5085/07 alexandrium ND Sl SI <LQ SI 438.21 Sl Sl SI SI  SI SI ND ND ND 366.6 410 455
BERBERECHO 1270 alexandrium ND Sl Sl SISl 1194.21 NO NO Sl SI SI SI ND ND ND 782.6 980 1270

Tabla 26. Resultados de toxinas PSP obtenidos con diferentes muestras de moluscos de Galicia naturalmente contaminadas por episodios de
Alexandrium minutum.
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ANDALUCIA 2010

La realizacion de los analisis para el estudio comparativo ha sido el objetivo
fundamental durante 2010 en el L.C.C.RR.PP.

Estos analisis se han llevado a cabo segun los siguientes puntos:

1. EnelL.C.C.RR.PP. se han realizado las analiticas aplicando los métodos:
- Bioensayo de ratén, MBA.

- Deteccion de toxinas paralizantes por cromatografia liquida de alta eficacia
con derivatizacion post-columna.

- kits PSP MIST AlertTM JELLETT.

El MBA es el método oficial y por tanto el método de referencia.

Los andlisis por cromatografia con derivatizacion pre-columna de las muestras
compartidas y de las propias fueron enviadas para ser analizadas entre los
centros de INTECMAR (Galicia) e IRTA (Catalunya).

Los andlisis realizados por cromatografia con derivatizacion post-columna se
realizaron bajo las siguientes condiciones cromatograficas y en un equipo con las
siguientes caracteristicas:

Equipo:

- Detector fluorescencia Waters 474. lex 330, lem 390

- Autoinyector Waters 717 con temperatura controlada (10° C).
- Bombas fases moviles: 2 Waters 515

- Bombas reaccion post-columna: 2 Waters Reagent manager

Columna:
- Columna Bonus-RP, 5y, 4,6x150mm, HPLC column
- Temperatura columna 30°C

Fases moviles/ Reaccién Post-columna:

Isocrético 1:

- 100 mL de 1 mM ac. octansulfénico en 10 mM fosfato aménico, pH 7,2: 6,4
mL de Acetonitrilo

- Flujo: 1 mL/min.
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Isocratico 2:
- 1,5 mM ac. octansulfénico en 10 mM fosfato amonico, pH 7
- Flujo: 1 mL/min.

Reaccion post- columna:

- Coil Reactor de Peek a 50°C.

- Flujo reactivo oxidante: 0,4 mL/min.

- Flujo reactivo acidificante: 0,4 mL/min.

2.  Se han estudiado cuatro niveles de toxicidad:

- Sin toxicidad (o muestra blanca). Por debajo del limite de deteccion del MBA.
- Toxicidad cercana al limite de cuantificacion: 400 pg eq STX.2HCL/Kg.

- Toxicidad cercana al limite legal: 800 pug eq STX.2HCL/Kg

- Toxicidad elevada, el méximo que se tuvo disponible para cada matriz.

3. Se ha empleado la congelacion como método de conservacion de las
alicuotas clasificandolas atendiendo a su proceso de congelacion en:

- Tipo A: analizadas en el momento en el que se prepara el homogeneizado
de la muestra.

- Tipo B: analizadas después de al menos 15 dias de congelacion.

- Tipo C: analizadas después de al menos 15 dias de congelacion y de haber
sido transportadas.

4, En Andalucia, el L.C.C.RR.PP. opt6 por 3 matrices: corruco (Acanthocardia
tuberculata), chirla (Chamelea gallina) y mejillon (Mytilus galloprovincialis).

No se obtuvo matriz de chirla suficiente para preparar el homogeneizado con
rango de toxicidad cercana al limite legal por lo que se decidié sustituirlo por
matriz a ese rango de almeja chocha (Venerupis romboides), especie de
comportamiento similar a la anterior en cuanto a la acumulacién-desintoxicacion
de estas toxinas.

Las muestras compartidas, analizadas por todos los participantes, fueron dos y
ambas de mejillon. Una de ellas contaminada naturalmente con G. catenatum,
originario de Andalucia, de las que se necesitaron mayores cantidades para
preparar las alicuotas que mas tarde se enviarian a Galicia y Catalunya. La
segunda matriz para el intercomparativo fue mejillon contaminado con A.
minutum, originario de Catalunya.
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El envio de muestras desde Andalucia se realizé en dos fases: marzo y agosto.
Del mismo modo fueron recepcionadas las muestras de mejillon procedentes de
Catalunya para ser analizadas en el L.C.C.RR.PP. en abril y agosto.

5. Los andlisis por MBA se han realizado con 25 g de muestra segun se decidio
en la reunion de coordinacion celebrada en Vigo en enero de 2010. Esta
modificacion se admitié6 por entender que la representatividad de la muestra
estaba asegurada al realizarse homogeneizados de mas de 0,5 Kg. y ante la
dificultad de obtener la cantidad de muestra téxica necesaria en algunas especies.

6. Las alicuotas de cada matriz homogeneizada se prepararon en origen antes
de ser congeladas y/o distribuidas, segun el esquema de trabajo planificado,
analizando de forma inmediata las denominadas de tipo A.

En el L.C.C.RR.PP. a grandes rasgos se han realizado de las matrices
compartidas: 4 muestras para MBA, (25 g); 5 muestras para HPLC post-columna
(5 g) y de 3 a 5 muestras con los kits Jellets segun prioridades establecidas, por
cada matriz y rango de toxicidad. En el resto de matrices: 4 muestras para MBA,
(25 g); 4 muestras para HPLC post-columna (5 g); 4 muestras con los kits Jellets,
por cada matriz y rango de toxicidad.
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En la tabla 27 se presenta un esquema de los andlisis realizados en Andalucia

[
Tox. cercana al lim. de | Toxicidad cercana al lim.

Sin Toxicidad \ 2 Toxicidad alta
deteccion Legal
MBA MBA MBA MBA
Corruco 21ipo A | post-columna | 21iP0 A | Post-columna | 2 tipo A 21ipo A | post-columna
(Acanthocardia Post-columna
tuberculata) Jellett Jellett Jellett
MBA MBA MBA MBA
2 tipo B | Post-columna | 2 tipo B | Post-columna | 2 tipo B 2 tipo B | post-columna
Post-columna
Jellett Jellett Jellett

. - . Tox.cercana al lim. de Tox. cercana al lim. - .
Sin Toxicidad (chirla) deteccion (chirla) Legal (almeja chocha) Toxicidad alta (chirla)
Chirla (Chamelea MBA MBA MBA MBA
gallina 21ipo A | post-columna | 2 tipo A | Post-columna | 2 tipo A 21ipo A | post-columna
Almeja chocha Post-columna
(Venerupis Jellett Jellett Jellett
rhomboides) MBA MBA MBA MBA
2 tipo B | Post-columna | 21ipo B | post-columna | 2 tipo B 2tipo B
Post-columna Post-columna
Jellett Jellett
T - Toxicidad cercana al lim.| Toxicidad cercana al lim. TN gy
de deteccion Legal
MBA MBA MBA MBA
Mejilléon (Mytilus . ) . .
galloprovincialis) | 2P0 A | Post-columna | 2P0 A | Post-columna | 2 PO A | Post-columna | 2P0 A | Post-columna
Expuesto a Jellett Jellett Jellett Jellett
G.catenatum - - ; .
2tipo B MBA 2tipo B MBA 2 tipo B MBA 2tipo B MBA
. Post-columna . Post-columna . Post-columna | 31ipo B | post-columna
3tipo B 3tipo B 3tipo B -
Jellett Jellett Jellett 2tipo B Jellett

‘ Toxicidad cercana al lim.| Toxicidad cercana al lim.
de deteccion Legal

Toxicidad alta

Sin Toxicidad
Mejillon (Mytilus

galloprovincialis) ’ ) . ;
Expuesto a 4tipo C MBA 4tipo C MBA 4tipo C MBA 4tipo C MBA
A.minutum . Post-columna . Post-columna . Post-columna .
5tipo C 5tipo C 5tipo C 5 tipo C | Post-columna
Jellett Jellett Jellett

Tabla 27: Andlisis realizados de cada matriz para cada rango de toxicidad. Se especifican los
tipos de muestras atendiendo a su conservacion.

JACUMAR PSP 04/05/2012 Péagina 148 de 233



¥ MEDHO AMBIENTE ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

E "_ﬁ_" GOBIERNO  MIMISTERIC J CU R
v T DEESPANA  Df AGRICULTURA ALIMENTACHIN JUNTA NACIONAL
& &

7. Para realizar los andlisis el L.C.C.RR.PP se plante6 implementar un
protocolo de evaluacion de la calidad consistente en establecer de forma rutinaria
las siguientes pautas de actuacion:

- Calibraciéon en ambos grupos de patrones cada 6 muestras
aproximadamente.

- Inyeccion de patron al inicio y al fin del analisis de la muestra, y una
intermedia cada dos si se analizan mas de una de forma simultanea

- Doble inyeccion de la muestra en cada analisis.

- Andlisis de cada muestra anulando la oxidacion para determinar la
presencia de picos naturalmente fluorescentes en cada matriz.

Ademas se ha procedido a la limpieza de la columna cada dia después realizar
los andlisis dejando el equipo de cromatografia con fase de limpieza con un flujo
lento hasta su siguiente uso. Después de probar varias fases de limpieza
realizadas con diferentes proporciones de disolvente organico, se optd por la
limpieza con agua MilliQ sin afiadir disolvente, siendo esta la forma que resultd
mas eficaz.

8. No se han podido concluir los célculos de toxicidad de todas las muestras
analizadas en 2010 por el método de deteccion de toxinas paralizantes por
cromatografia liquida de alta eficacia con derivatizacion post-columna.

9. La valoracién de la toxicidad de una muestra se ve dificultada por la
aparicion de numerosos picos coincidentes en el tiempo de retencion con el de las
toxinas, sobre todo en el grupo de las GTXs. Tiene interés mencionar las pruebas
realizadas para determinar la aparicion de picos naturalmente fluorescentes en los
cromatogramas obtenidos sin oxidacion.

En los analisis rutinarios las inyecciones efectuadas sin oxidacién se han
realizado después de varias inyecciones de “blancos” (agua acidulada con &cido
acético a pH 4) anulando el flujo de oxidante y acidificante.

Se analizaron volumenes diferentes de patrones de cada grupo de toxinas con y
sin oxidacion. Los resultados muestran trazas de toxinas en las inyecciones que
se han realizado sin oxidacion.

Se observa que la toxicidad que presentan los diferentes volimenes no resulta
como cabria esperar, obteniéndose resultados incoherentes a pesar de que la
concentracion de toxina fue la misma. Esto podria explicarse si tenemos en
cuenta el orden de inyeccién. A medida que se aleja del momento de anulacién
del reactor la concentracion de toxina es menor. Esto nos hace sospechar de la
presencia de oxidante en el reactor, aun cuando el flujo ha sido anulado.

En las siguientes graficas se muestran los cromatogramas obtenidos en las

pruebas realizadas para comprobar la presencia de restos de toxinas una vez
anulado el flujo del reactor.
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Figura 84: De arriba a abajo se muestran los cromatograma de un patrén mezcla de
neoSTX, dcSTX y STX . El primero de ellos aplicando el procedimiento habitual, con
oxidacién. El segundo anulando los flujos de oxidante y acidificante. En el tercer
cromatograma se sobreponen los dos anteriores para que se aprecie mejor la presencia de
neoSTX en la inyeccién sin oxidacion.
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Figura 85: De arriba a abajo se muestran los cromatograma de un patron mezcla de
GTX 1-4, dcGTX 2-3 y GTX 2-3 . El primero de ellos aplicando el procedimiento habitual,
con oxidacién. El segundo anulando los flujos de oxidante y acidificante. En el tercer
cromatograma se sobreponen los dos anteriores. Se aprecian trazas de algunas de las
toxinas.
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Revisién y envio a todos los grupos de trabajo de hoja de célculo de
toxicidad

A lo largo de 2009 se disefié una hoja de célculo para la obtencién de resultados.
En la reunion de coordinacion realizada en Vigo en enero de 2010 se vio la
utilidad de que se reenviase a todos los grupos de trabajo para su uso.

Los calculos estan basados en la tabla de equivalencia de Oshima, segun los
calculos presentados en la “Supplemental information for PSP toxin CRMs” de
National Research Council de Canada (NRC).

Las hojas de calculo facilitan la realizaciéon de la cuantificacién de la toxicidad en
equivalentes de saxitoxina a partir de las concentraciones de cada una de ellas
detectadas por cromatografia. De esta forma se facilita el trabajo a la hora de
procesar un gran numero de muestras, a la vez que resulta una herramienta util
para determinar el perfil toxico de las diferentes matrices en estudio, asi como de
las diferentes especies de fitoplancton causantes de la toxicidad PSP en los
moluscos, como las diferentes cepas de G.catenatum o A. minutum. También
resulta Gtil para valorar la toxicidad de las muestras sin tener en cuenta la
aportacion a los resultados de las inyecciones de muestra hidrolizada (toxinas
producto de metabolizaciones a pH é&cido). Con ello quizds puedan sacarse
conclusiones que clarifiquen la necesidad de realizarlas en los andlisis rutinarios.

En lareunién de coordinacién que se realizd en Vigo en el mes de mayo se reiterd
el empleo de las tablas de Oshima para la obtencion de los calculos de toxicidad,
planteandose en el Gltimo encuentro de coordinacién en noviembre en Huelva, la
necesidad de adaptar las tablas de célculo para el empleo de los TEF (toxicity
equivalency factors) aceptados por la EFSA (European Food Safety Authority).
Por tanto se realizaron nuevas hojas de calculo empleando los dichos valores y se
enviaron a los grupos para su empleo.

Los valores utilizados en cada caso se muestran en la tabla 28.

Toxina T;)é(liactii(\j/zd Toxicity Equivalency Toxina T?é(lizai:tii(\j/zd Toxicity Equivalency
(Oshima) Factors. TEFs (EFSA) (Oshima) Factors. TEFs (EFSA)
neoSTX| 0,9243 1 GTX5 0,0644 0,1
dcSTX 0,5131 1 GTX3 0,6379 0,6
STX 1 1 GTX2 0,3592 0,4
GTX6 0,0644 0,1 C1 0,006 -
GTX4 0,7261 0,7 c2 0,0963 0,1
GTX1 0,994 1 C3 0,0133 -
dcGTX2| 0,1538 0,2 C4 0,0576 0,1
dcGTX3 0,3766 0,4 dc neoSTX - 0,4

Tabla 28: Factores de toxicidad relativa empleados en las hojas de célculo para la determinacion
de la toxicidad.

La valoracién de resultados obtenidos empleando los valores dados por Oshima y
EFSA pueden ser interesante para evaluar la idoneidad de unos u otros factores
de correccion para el célculo final segun la region de origen de las muestras, y por
tanto del perfil toxinico.

JACUMAR PSP 04/05/2012 Péagina 152 de 233



¥ MEDHD AMBIENTE ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

E "_‘. GOBIERNO MIMISTERID JACUMAR
- ' DEESPANA DEAGRICULTURA, ALIMENTACION JUNTA NACIONAL
[ ] [ ]

Los céalculos tanto en un caso como en otro se han realizado en base a:

Z:CixTi v
STXAIHCI equiv/Kg = 2 x " x372.2xF
Hg UVIRG =" W e

Sustituyendo los valores de la toxicidad relativa proporcionados en la tabla 28 en
cada caso.

El objetivo fundamental de 2010 ha tenido un alto grado de consecucion: analizar
las muestras para el estudio de metodologias por los métodos de bioensayo de
ratén, cromatografia liquida de alta eficacia con derivatizacion post-columna, y
con la utilizacion de los kits comerciales Jelletts.

Como se recoge en este anexo el L.C.C.RR.PP. ha realizado los analisis, con
resultados de toxicidad tanto de bioensayo como de los kits Jellett, y una gran
parte de los realizados por cromatografia, faltando aln por cuantificar algunas de
las muestras ya analizadas al finalizar el afio.

No es posible aun ofrecer conclusiones en la valoracion de los resultados, aunque
parece constatarse que los kits Jellets detectan la presencia de la toxinas a partir
del limite de deteccidn, con resultados positivos en el rango de toxicidad entre 400
- 800 ug eq STX.2HCL/Kg., por lo que podria valorarse la posibilidad del uso de
esta técnica como screening

ANDALUCIA 2011

La realizacion de los andlisis para el estudio comparativo fue el objetivo
fundamental llevado a cabo a lo largo de 2010. Las hojas de calculo disefiadas
para el calculo de toxicidad de las muestras se realizaron basandose en las tablas
de equivalencia de Oshima atendiendo a los calculos presentados en la
“Supplemental information for PSP toxin CRMs” de National Research Council de
Canada (NRC). En la reunién de evaluacion celebrada en Huelva en noviembre
de 2010 se vio la necesidad de adaptar las hojas de calculo para obtener
resultados basandose en los valores de los TEF (toxicity equivalency factors)
aceptados por la EFSA (European Food Safety Authority). Por tanto se realizaron
nuevas hojas de calculo empleando dichos valores y se enviaron a los grupos
para su empleo.

El nimero total de analisis realizados en el Laboratorio de Control de Calidad de
los Recursos Pesqueros son los que se muestran en la tabla 29.

Método NUumero o!e muestras
analizadas

Bioensayo de ratén 64

Cromatografia Liquida de Alta Eficacia con

N 79
derivatizacion post-columna

Kit PSP MIST AlertTM JELLETT 57
Tabla 29: Andlisis realizados en el L.C.C.RR.PP
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GALICIA, ANDALUCIA, CATALUNYA 2011
(ver ANEXO A gueincluye las figuras y tablas asociadas)

Resultados experimento intercompartivo de técnicas (las figuras y los
andlisis estadisticos a los que se hace referencia se encuentran expuestos
en su totalidad en el anexo A

Bioensayo de raton

Mejillébn con toxinas de Gymnodinium catenatum

Andalucia

Los niveles de toxicidad estimados fueron algo superiores a los elegidos a priori.
La dispersion fue reducida salvo en el nivel mas alto, en el que estuvo en torno a
un 15%.

Aun asi, como puede apreciarse en la tabla siguiente, los intervalos de confianza
del 95% de los dos niveles intermedios se solapan considerablemente, lo cual
indica que en un porcentaje considerable valores inferiores a 800 se asigharan a
este nivel y viceversa. No sucede asi con el nivel muy toxico, ya que intervalo de
confianza no se solapa en absoluto con ninguno de los otros.

Catalunya

Las toxicidades estimadas fueron, en general, menores que las estimadas a priori
y fueron también inferiores a las estimadas inicialmente en Andalucia.
Probablemente por la presencia de tres observaciones, una en 800 y otra en 400
gue no dieron positivo en el bioensayo, y una tercera en el nivel de 2500-5000,
gue aunque dio negativo, su valor estimado fue de la mitad que el obtenido en las
otras muestras del mismo nivel. Los tres ensayos fueron realizados por el mismo
operador. La dispersion igualmente fue mayor, siendo superior al 30%.

En este caso, al ser los intervalos de confianza mas amplios, los niveles de 400 y
800 no solo se solapan entre si, sino que también lo hacen con el nivel 0, lo cual
indica que son estadisticamente indistinguibles de este y, por tanto, deberan
darse gran numero de falsos negativos.

Cuando se excluyen las tres observaciones consideradas incorrectas, las
toxicidades estimadas son mas elevadas vy las dispersiones disminuyen, en algun
nivel considerablemente, pero en promedio siguen siendo altas.

Tras esta correccion los intervalos de los niveles extremos no se solapan con los
medios, aunque estos siguen solapandose entre si. Es esperable, por tanto que
se den tanto falsos negativos como falsos positivos pero de niveles de toxicidad
préoximos.
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Galicia

Los valores son notablemente mas bajos que los estimados en Andalucia pero las
dispersiones son del mismo orden y por tanto también lo son tamafios de los
intervalos de confianza y los porcentajes esperables de falsos negativos y
positivos.

Comparacion entre laboratorios. Bioensayos mejillon con perfil de
Gymnodinium catenatum

Cuando se comparan los resultados de los bioensayos de raton de mejillon con
PSP proveniente de Gymnodinium catenatum en términos de resultados de
toxicidad positiva y negativa (utilizando 800 como umbral), la consistencia de los
resultados dentro de cada laboratorio es muy buena. Sin embargo entre
laboratorios la concordancia es peor, y aunque es significativa, esta en torno a un
75% cuando se consideran los tres laboratorios simultdneamente.

Se encuentran diferencias entre las estimaciones de los distintos laboratorios. En
parte, aunque no completamente, debido a varios outliers que aparecen en los el
laboratorio de Catalunya (resultados negativos del bioensayo en muestras
positivas en otros laboratorios, o excesivamente bajos. Cuando se eliminan los
outliers, las diferencias siguen siendo significativas aunque son notablemente
menores.

El bioensayo, por tanto, con este tipo de toxicidad y matriz, no da resultados
perfectamente comparables entre laboratorios. EI hecho de haber elegido un nivel
préximo al nivel de cierre, hace que las pruebas realizadas sean especialmente
sensibles a diferencias de respuesta cuando se categorizan en toxicos o0 no
toxicos. Con las dispersiones estimadas para el nivel aproximado de 800, en el
ANOVA, el intervalo de confianza del 95% para una muestra de 800 va desde
640- 960 en los ensayos de Andalucia a 420-1180 para los ensayos de Catalunya
(una vez descartados 3 outliers), con los resultados de Galicia préximos a los de
Andalucia. Hay por tanto un rango relativamente amplio de muestras que pueden
dar valores de toxicidad positivos 0 negativos dependiendo del error del
procedimiento.

Resulta, por tanto, practicamente imposible utilizar el bioensayo de raton como
método de referencia para la determinacion de positivos y negativos, ya que los
resultados obtenidos son excesivamente variables entre laboratorios.

Céalculo de valores medios de bioensayos de mejillon con toxinas de
Gymnodinium catenatum

Se calcularon los valores medios de los bioensayos en los distintos niveles de
toxicidad elegidos, después de eliminar los 3 valores extrafiamente bajos de
Catalunya.
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Aungue la intencion inicial era utilizar estos resultados com referencia para el
resto de las técnicas empleadas, la variabilidad observada hace necesaria su
utilizacion en este sentido con mucha cautela.

Los valorea obtenidos son:

Least Squares Means for ngeqSTX.2HCL/Kg

Nivel Teor Mean SE Mean
<400 -0.00 169.2
2000-5000 6264.56 178.4
400 462.61 178.4
800 719.78 178.4

Las medias obtenidas para los diferentes laboratorios son las siguientes:

Labor

AND 1965.00 146.6
CAT 1754.83 163.9
GAL 1865.37 146.6

Mejillébn con toxinas de Alexandrium minutum

Catalunya

Los niveles dan algo mas bajos que los teoricos y la dispersion es moderada-baja,
pero en el nivel de 400 hay un punto con muy poca respuesta. A juzgar por los
intervalos de confianza del 95%, todos los niveles son distinguibles entre si, no
habiendo solapamiento entre ellos a este nivel. Las variables accesorias
monitorizadas, como el pH del extracto no tienen efecto alguno.

Galicia

Las estimaciones de los niveles tedricos de 400 y 800 salen muy proximos por lo
cual deben poder distinguirse adecuadamente, incluso cuando los datos se
transforman logaritmicamente para homogeneizar la varianza y minimizar los
efectos de los valores extremos. Para el nivel tedrico de 2600 este laboratorio
estima toxicidades de mas del doble y ademas con una considerable dispersion.

Andalucia
Los estimaciones obtenidas por Andalucia para las muestras de mejillon con

toxinas de Alexandrium minutum presentan una dispersion relativamente baja. Por
esta razon, y aunque la diferencia entre los niveles medios es menor que la
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esperable, es posible distinguir bien el nivel de 400 del de 800 (los otros dos
niveles se distinguen mejor en todos los casos), ya que sus correspondientes
intervalos de confianza del 95%, no se solapan. Esto puede apreciarse tanto con
los datos sin procesar (no distribuidos normalmente) como en los transformados
logaritmicamente.

Ninguna de las variables accesorias (tiempo conservacion, pH extracto antes de
ajustar, pH ajustado, tiempo entre extraccion y analisis) tuvo un efecto significativo
en las estimaciones de toxicidad por esta técnica, por lo que a ese respecto
puede considerarse robusta.

Comparacion entre laboratorios Bioensayos mejillon con perfil de
Alexandrium

Un ANOVA de dos vias muestra diferencias significativas con el nivel teérico,
entre laboratorios e interaccién entre niveles y laboratorios.

En general, los intervalos de confianza del 95% estimados para estos bioensayos
son mas estrechos que los encontrados para los mejillones que contenian toxinas
de Gymnodinium catenatum, de forma que, en el caso méas adverso, va de
aproximadamente 700 a 800, reduciéndose, por tanto considerablemente las
posibles muestras que pueden oscilar facilmente entre resultados positivos y
negativos.

Célculo de valores medios Bioensayos mejillon Alexandrium

Los promedios de toxicidad estimados por los bioensayos son los siguientes:
Least Squares Means for STXeq raton

Nivel

Teor Mean SE Mean
0 -0.00 120.51
400 452.97 123.48
800 632.17 120.51
2600 4098.28 120.51

Sin embargo, en los niveles altos, las diferencias son demasiado grandes como
para que el valor medio sea asumido como sélido y, por tanto, no puede utilizarse
como referencia.

labor

AND 1135.62 110.69
CAT 886.56 92.61
GAL 1865.37 110.69
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Almeja con perfil de Gymnodinium catenatum

En el Gnico nivel estudiado para esta especie, la dispersion de las observaciones
fue moderada.

PSP precolumna
Mejillon con toxinas de Gymnodinium catenatum

Catalunya

Ni el tiempo de conservacion ni el reactivo de extraccion (&cido acético o &cido
clorhidrico) ni el pH de extraccién, ni el pH ajustado tienen un efecto significativo
en los valores de toxicidad estimados por esta técnica.

No se encuentran practicamente diferencias ente los niveles de 400 y de 800,
pero estos si se distinguen de los blancos. Esto sucede tanto cuando se utilizan
para el andlisis los datos originales como cuando se usan los datos transformados
logaritmicamente y sucede fundamentante porque las medias de toxicidad
estimadas para los dos niveles son muy proximas entre ellas y no porque la
dispersion sea elevada.

Galicia

Los resultados son basicamente similares a los obtenidos en Catalunya. Hay
dificultad para distinguir correctamente los niveles de 400 y 800, aunque las
diferencias entre estos dos son, en este caso, significativas cuando se
transforman los datos logaritmicamente.

Comparativa Galicia-Andalucia con muestras de Mejillén con Gymnodinium
catenatum

Hay diferencias significativas en los resultados obtenidos con la misma técnica en
los dos laboratorios. En general Galicia estimo valores mas bajos de toxicidad en
las muestras. En promedio aproximadamente un 20%, pero este hecho resulto
mas evidente en el nivel de 400 (como indica la significacion de la interaccion
entre niveles y laboratorios, y como se aprecia en la recta de regresion).

Mejillébn con toxinas de Alexandrium minutum

Catalunya

Los valores estimados se aproximaron a los tedricos. No se encontraron efectos
de ninguno de los dos pHs del extracto, ni antes ni después de la purificacién por
SPE C18, ni ninguna otra variable accesoria.
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Galicia

Las estimaciones obtenidas son proximas a los niveles teéricos. En este caso no
se dispone de medidas de pH de los extractos por lo que no se puede evaluar su
efecto. Es posible diferenciar correctamente todos los niveles dado que existen
diferencias notables en las medias estimadas de cada uno de ellos y ademas las
dispersiones no son elevadas.

Comparacion entre laboratorios con mejillén con perfil de Alexandrium

Los dos laboratorios dieron resultados similares aunque significativamente
diferentes, como se puede observar de los ANOVAs de datos transformados (mas
preciso) y sin transformar. Aunque la media de las observaciones fue de 922 y
875, para Catalunya y Galicia, respectivamente, se aprecia interaccién entre
laboratorio y nivel toxico tedrico, de forma que en niveles intermedios los
resultados obtenidos por Catalunya son superiores a los obtenidos por Galicia,
pero en el nivel mas alto sucede lo contrario.

Puede observarse que por esta razdn, algunas de las muestras analizadas serian
consideradas toxicas por el laboratorio de Catalunya pero no por el de Galicia, por
lo cual en caso de utilizarse esta técnica seria necesario realizar frecuentes
intercalibraciones.

Comparacion métodos mejillén con Alexandrium (precolumnay MBA)

Cuando se analizan todos los datos en conjunto de los bioensayos de raton y los
analisis mediante HPLC con oxidacion precolumna, no se encuentran diferencias
significativas entre laboratorios, pero si entre métodos. Aunque no se constataron
diferencias en el nivel medio estimado por los diferentes laboratorios, se
observaron considerables diferencias en las estimaciones dependientes de las
combinaciones laboratorio-método-nivel de toxicidad, como muestra la
significacion de las interacciones.

En promedio, el método precolumna da estimaciones ligeramente mas bajas que
el bioensayo de raton.

Cuando se estudian Unicamente los niveles intermedios, que son los mas
importantes para el control, no se encuentran diferencias significativas entre
meétodos, aunque si entre laboratorios y de la interaccion nivel-laboratorio. Es
decir los laboratorios varian entre si en la cuantificacion de forma diferente en
cada nivel. Los dos laboratorios difieren también en la dispersion de los
resultados, siendo mayor en el laboratorio de Catalunya.
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PostColumna

Mejillon con perfil Gymnodinium catenatum
Andalucia

Los niveles mas bajos coinciden razonablemente bien con la toxicidad esperable.
La toxicidad estimada para el nivel mas alto, sin embargo, resultd
considerablemente alta y fuera del rango esperable “a priori”. Los intervalos de
confianza del 95% en los niveles intermedios se solapan considerablemente, no
siendo su diferencia significativa, de forma que es esperable una aparicion de
falsos negativos y falsos positivos, aungque con toxicidades que se apartan poco
del nivel permisible, ya que las diferencias de ambos con el nivel de 0 y con el
nivel alto son altamente significativas.

Se observan 4 puntos con valores notablemente inferiores a los restantes. Estos
puntos corresponden a muestras que fueron almacenadas antes de su extraccién
por un periodo de méas de 150 dias. El analisis de la covarianza con los niveles
tedricos como factor principal y con el tiempo de conservacidon como covariante,
muestran que el tiempo de conservacion de las muestras, antes de su extraccion,
lleva a la reduccion de la toxicidad estimada por este método. Dado que en el
bioensayo de raton no se aprecia este efecto, su origen muy probablemente debe
ser la desapariciéon de interferentes que coeluyen con las toxinas y que por tanto,
cuando existen, llevan al la sobreestimaciéon de la cantidad de toxina real. En
muestras analizadas un tiempo relativamente largo después de su extraccion,
suelen obtenerse cromatogramas mas limpios (y por tanto con menos
interferentes) que en las recién extraidas. No se mantuvieron muestras después
de la extraccion un tiempo suficientemente largo y de forma sistematica, como
para poder cuantificar este efecto, pero es posible que sea el mismo que se
aprecia con la conservacion prolongada.

Galicia

La técnica utilizada en este caso es similar a la postcolumna recientemente
validada por AOAC vy utiliza un gradiente discontinuo como método de elucién, y
es diferente de la utilizada en Andalucia, que emplea 2 eluciones isocraticas.

Esta técnica se mostré incapaz de cuantificar adecuadamente la toxicidad de las
muestras de Gymnodinium catenatum, a pesar de que habia cuantificado de
forma razonable muestras con toxinas procedentes de Alexandrium minutum. Los
niveles teoricos de toxinas se distinguen muy dificilmente debido principalmente a
la gran dispersion de las medidas y por tanto las diferencias encontradas son
escasamente significativas estadisticamente (y soOlo cuando los datos se
transforman logaritmicamente). Ademas, los intervalos de confianza del 95% de
los tres niveles mas altos se solapan completamente indicando que esta técnica
es incapaz de distinguir para esta especie muestras téxicas de no téxicas incluso
si la toxicidad es alta.
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Desconocemos las razones de esta falta de eficacia para la cuantificacion de la
toxicidad de muestras con toxinas de Gymnodinium catenatum, pero esto indica
claramente que este tipo de técnicas de cuantificacion han de ser evaluadas en
las matrices concretas en las que se vayan a utilizar y no es posible extrapolar su
viabilidad.

Comparacion HPLC-Postcolumna con bioensayo v HPLC-Precolumna con
mejillén con perfil de Gymnodinium catenatum

Los distintos métodos de cuantificacion dieron resultados diferentes, aunque
normalmente el nivel alto y el blanco son distinguibles de los niveles medios (400
y 800). El postcolumna utilizado en Galicia resulté el método que mas se aparta
de los otros.
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Figura 86.

La técnica que mejor relacion tiene, desde el punto de vista cuantitativo, con la
media de los bioensayos de raton es el método postcolumna utilizado en
Andalucia. Puede apreciarse en las regresiones con el bioensayo de raton que la
pendiente es préxima a 1 y el corte con el eje de la abscisas es relativamente
bajo. Un ajuste cuadrético resulta mejor que una linea recta, sugiriendo una cierta
falta de linealidad de alguno de los dos métodos (bioensayo y postcolumna de
eluciones isocraticas) EI método precolumna da resultados considerablemente
mas pobres, con una pendiente de 0.41, es decir, con una subestimacion
considerable de la toxicidad medida por el bioensayo. En los niveles intermedios
este efecto es menos acusado y la pendiente sube a 0.7 cuando se excluye el
nivel de mayor concentracién, pero este coeficiente, de todas formas sigue
guedando lejos del 1 ideal.

Fitted Line Plot Fitted Line Plot
Precol = 125.5 +0.4122 MBA PostcolA = 116.5 +0.9011 MBA

s 113.889 6000 { s 111643
2500 R-Sq 99.4% R-Sq 29.9%
RSq(adj)  99.1% - o

q(adj) 50004 R-Sq(adj) 99.8%
2000
4000

1500
3000

Precol

PostcolA

1000
20 2000 4

5001 e 1000

04 e 04{ @

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

JACUMAR PSP 04/05/2012 Péagina 162 de 233




¥ MEDHD AMBIENTE ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

E "_gl GOBIERNO MIMISTERID JACUMAR
- ' DEESPANA DEAGRICULTURA, ALIMENTACION JUNTA NACIONAL
[ ] [ ]

Fitted Line Plot Fitted Line Plot
PostColG = 540.7 +0.07059 MBA PostcolA = 1.03 +1.267 MBA

- 0.000058 MBA**2
1000 o s 104.326

R-Sq 84.8% 6000 s 13.1931
R-Sq(adj) 77.2% R-Sq 100.0%
. 5000 R-Sq(adj)  100.0%

00k 4000

7004 3000 4

PostColG

L]
PostcolA

600 2000

500 1000

400

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Figura 87. Relacién entre la cuantificacion por medio de bioensayo de ratén (MBA) y las técnicas
cromatograficas empleadas (PostColG= HPLC postcolumna de Galicia, PostColA= HPLC
postcolumna de Andalucia, PreCol= Precolumna,). El panel inferior derecho muestra un ajuste
cuadratico entre MBA y el Postcolumna de Andalucia.

Mejillon con perfil de Alexandrium

Andalucia

Los resultados obtenidos por esta técnica estan significativamente afectados por
el método de conservacion del extracto, de forma que las muestras que despueés
de su extraccion se mantuvieron en nevera a 4°C durante un dia dieron valores de
toxicidad significativamente inferiores (practicamente la mitad) a las que se
mantuvieron en congelador a -20°C durante 5 dias.

Aunque podria pensarse en una degradacién de las toxinas en las muestras
conservadas en nevera, no se encontraron diferencias significativas entre las
muestras conservadas en esas condiciones durante 1, 2 y 3 dias, por lo cual o
dicha degradacién se produce antes durante el primer dia de conservacion y
luego se estabiliza o algun otro proceso estd involucrado, como podria ser la
insolubilizacion con el congelado de compuestos que capaces de retener toxinas.

Aparte de las consideraciones sobre las condiciones de almacenamiento, la
técnica tiene una buena resolucién, siendo capaz de distinguir los niveles
intermedios de toxicidad, entre los cuales no hay solapamiento de los intervalos
de confianza de 95%, lo que indica que en ese tramo de toxicidad no habra
nameros elevados de falsos positivos y/o negativos y, en todo caso estos no se
apartaran significativamente del nivel permisible.

Galicia

En los andlisis de las muestras de los niveles de Catalunya, con toxinas
originadas por Alexandrium minutum, se hicieron inicialmente en julio de 2011 con
el método de Rourke et al (2008) sin modificar el gradiente, y posteriormente en
marzo de 2012 se volvieron a realizar con el método modificado que tiene una
separacion de la zona dcGTX3-dcGTX2 —-GTX3 y GTX2 mas clara sin menoscabo
del resto de las toxinas. Esto se observa comparando los dos patrones M9. Otro
de los motivos fue confirmar la presencia del interferente que observamos en julio
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en la zona de la GTX4-1 tal como se ve en la muestra C21 y que al inyectarla en
marzo ese pico parece que mueve y se sitla en la zona de la GTX3, lo que hizo
gue las cuantificaciones de marzo generaron unos resultados cadticos. Viendo los
cromatogramas de las muestras C79 y C107 en los de julio encontramos la
interferencia pero en los de marzo se mueve también hacia la zona de la GTX3 y
en la C107 el perfil de julio mantiene un perfil mas concordante con que cabe
esperar de la toxificacion por A. minutum.

No tenemos una explicacién razonable para este fendmeno, salvo suponer que en
el periodo entre julio 2011 y marzo 2012 en lo que los extractos se mantuvieron a
-18°C se haya producido algin cambio sustancial en el pico interferente de la
zona GTX4-1 de forma que eluye en marzo en la zona de GTX3.

Corruco con perfil Gymnodinium catenatum (Andalucia)

Esta técnica de cuantificacion presenta en esta especie una dispersion
considerable, especialmente en el nivel mas elevado. En niveles intermedios es,
sin embargo, moderada. En las muestras estudiadas resulta imposible distinguir
los dos niveles intermedios (no hay diferencias significativas ya que se solapan
los intervalos de confianza de sus medias). No obstante no es esperable que los
falsos negativos que puedan darse tengan un nivel de toxicidad real alto y no
deberian pasar los 950 pug eq STX.2HCI/kg, en mas de un 5% de las ocasiones.

En su explotacion para la conserva, para la que el maximo nivel permisible es
3000, el lugar de 800, teniendo en cuenta que la dispersion se amplia, tanto los
falsos negativos como los positivos serian mas importantes.

Corruco. Comparacion HPLC-Postcolumna- MBA (Andalucia)

Los dos métodos cuantifican la toxicidad de forma similar el nol niveles medio. Sin
embargo, a medida que la toxicidad aumenta, el bioensayo da respuestas mas
elevadas. La interaccion método —nivel téxico es claramente significativa, tanto
cuando se utilizan los datos sin transformar como los transformados, lo cual se
debe a dos razones. La primera de ellas es la ya comentada de la mayor
respuesta del bioensayo en los niveles altos de toxicidad. La segunda es la
estimacion, por el método de HPLC-postcolumna de una toxicidad moderada en el
nivel de toxicidad teérica mas bajo que el bioensayo no puede detectar por estar
por debajo de su limite de deteccidn.

La dispersion de las estimaciones en los niveles intermedios no es
sustancialmente mayor en ninguna de las técnicas y por tanto ninguna de ellas
contribuye de mayor manera a la existencia de falsos positivos o negativos.

A diferencia de lo observado en el caso del mejillon, sin embargo, la
subestimacién, que como indica el coeficiente de regresion, es de
aproximadamente el 37% (1-0.63 = 0.37) tiene lugar de forma proporcional a lo
largo de todas las concentraciones, ya que la relacidn es claramente lineal.
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Chirla con perfil Gymnodinium catenatum (Andalucia)

Las estimaciones de toxicidad de la Chirla por este método presentaron una
dispersion muy considerable, lo que la hace notablemente insegura para el
control. Incluso utilizando la dispersion estimada para el nivel tedrico de 400,
existe una probabilidad aproximada del 5% de que muestras para las que se
estima el nivel de cierre (800) tengan en realidad una toxicidad superior a 2200.
En namero de falsos positivos y negativos seria ademas importante.

Chirla. Comparaciéon Postcolumna- MBA (Andalucia)

El método postcolumna, en la chirla, dié valores de toxicidad mas bajos que el
bioensayo de ratén, especialmente en el nivel més alto, en el que la toxicidad
estimada por el postcolumna es la mitad que por el bioensayo. Esto, da como
resultado que muestras con una toxicidad considerable por bioensayo puedan
condiderarse seguras con el método postcolumna. Estas diferencias son
estadisticamente significativas, como puede apreciarse de los ANOVAs de los
datos sin procesar y de los transformados logaritmicamente. En el segundo caso
especialmente, se observa que existe interaccion entre el nivel tedrico de
toxicidad y el método empleado que se deriva fundamentalmente de la respuesta
mucho mayor del bioensayo a los niveles altos de toxicidad.

La relacién es aproximadamente lineal aunque disponemos de Unicamente tres
puntos (medias) para la estimacion, por lo cual no es posible comprobar si existe
un componente cuadratico. Asumiendo que la relacion entre las medidas de las
dos técnicas es lineal el HPLC-postcolumna subestima las medidas del bioensayo
en aproximadamente un 59% (1-0.41=0.59). En caso de que en realidad la
relacion sea cuadratica la subestimacion sera ligeramente, pero solo ligeramente,
menor que la citada a niveles intermedios, que corresponderian al nivel de cierre
por bioensayo, y seria superior a niveles mas altos.

Almeja con perfil Gymnodinium catenatum y comparacion con MBA

(Andalucia)

En el caso de la almeja, en el que Unicamente fue posible trabajar con un nivel de
toxicidad. La dispersion de las estimaciones fue moderada, aunque algo mayor
gue en bioensayo de ratén. La estimaciéon por esta técnica es ligeramente mas
baja que por bioensayo (530 contra 555) pero esta diferencia no es
estadisticamente significativa.

Tests Jellett

En todos los casos estudiados tanto en Andalucia como en Catalunya, los test
Jellett dieron resultados positivos en todas las muestras con toxicidades de
aproximadamente 400 en adelante, y negativos en las muestras que no tenian
toxicidad o que la tenian extremadamente baja (<10 pgeqSTX.2HCL/KQ) y
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etiquetadas con nivel tedrico <400. Unicamente se registraron dos excepciones.
Un resultado positivo en una muestra teéricamente negativa y uno negativo en
una muestra de alta toxicidad. Ambos se dieron en una tanda de determinaciones
realizadas en Andalucia con muestras de mejillon con perfil de Alexandrium
minutum procedente de Catalunya. Adicionalmente la repeticion de las
determinaciones en Andalucia, con algo mas de cantidad de muestra extraida y
con una extraccion algo mas enérgica (hervido) dio igualmente los resultados
esperables, por lo que se ha de concluir que la discrepancia detectada no se debe
al test en si si no a una insuficiente extraccion o a un fallo en la manipulacion de
las muestras.

Los resultados obtenidos suponen que, con los perfiles estudiados, los tests
Jellett son seguros para detectar positivos de toxicidad pero dan un gran nimero
de falsos positivos, ya que todas las muestras estudiadas que tienen niveles
detectables por bioensayo de ratdén incluso estando por debajo de los 800
ngeqSTX.2HCL/Kg, dan resultados positivos.

Conservacion de las muestras

Con el fin de presentar la valoracion del efecto de la conservacion de las muestras
sobre el resultado final, se han comprobado las posibles diferencias de toxicidad
entre muestras analizadas inmediatamente después de realizada la
mezcla/homogeneizacion del material toxico y muestras congeladas (a —20° C) un
minimo de 15 dias. No se han encontrado diferencias ni por el bioensayo de
raton,ni HPLC-postcolumna debidas a la conservacion de la muestra en
congelacion a -20°C. Si bien un namero reducido de muestras mantenidas en
estas condiciones durante mas de 150 dias dieron estimaciones de toxicidad, por
el método postcolumna, considerablemente menores que las procesadas sin
congelar o que las mantenidas en congelaciéon menos de 40 dias.

La observacion del efecto en la evaluacion de toxicidad por el método de
postcolumna de la conservacién en congelado tras 150 dias, esta basada en un
namero reducido de muestras y debe ser evaluada adicionalmente.

Conclusiones

Bioensayo

Se detectan diferencias significativas entre laboratorios, aunque éstas son
moderadas en los niveles préximos al cierre. La dispersion de los datos es, en
general, mayor en los dos laboratorios que no realizan de forma intensa y
continuada las determinaciones de toxicidad PSP por este método, por lo cual, es
posible que, en la realidad, un uso 6ptimo del bioensayo requiera mas formacion,
entrenamiento o practica del personal encargado, que lo que habitualmente se
asume.

JACUMAR PSP 04/05/2012 Péagina 166 de 233



¥ MEDHD AMBIENTE ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

E "_gl GOBIERNO MIMISTERID JACUMAR
- ' DEESPANA DEAGRICULTURA, ALIMENTACION JUNTA NACIONAL
[ ] [ ]

La reproducibilidad ( y por tanto el porcentaje de falsos negativos y positivos) de
los bioensayos varié con las especies , siendo en el corruco y el mejillén, por
ejemplo, del mismo orden, pero existiendo 7 veces mas variabilidad en los
resultados de toxicidad en la chirla.

El perfil toxico, sin embargo, no parace tener un efecto importante en la
variabilidad de los resultados obtenidos por el bioensayo.

HPLC con oxidacion precolumna

Esta técnica, en promedio subestimé los valores de bioensayo de ratén en los dos
laboratorios que la utilizaron. En promedio, la dispersion de las observaciones fue
similar a la des bioensayo de ratén, aunque existieron diferencias significativas
tanto en las estimaciones medias de toxicidad como en la dispersion entre los dos
laboratorios que la utilizaron.

No parece existir un efecto significativo del perfil toxico.
La utilizacién de esta técnica requeriria un calibrado detallado contra el bioensayo
0 con materiales toxicos especificamente disefiados para esta calibracion.

HPLC con oxidacion postcolumna

El método postcolumna utilizado por Andalucia (consistente en dos eluciones en
modo isocrético) didé en mejillon resultados muy similares a los des bioensayo de
ratéon, sélo que conuna subestimacion relativa de la toxicidad mayor cuanto mas
alto fue el nivel toxico (relacion cuadratica, no lineal). La concordancia entre las
dos técnicas fue buena en los niveles proximos al nivel de cierre.

La eficacia del método en relacion al bioensayo depende considerablemente de la
matriz bioldgica en la que se hallen las toxinas, ya que el el caso de la almeja la
subestimacion es similar a la que se da en el mejillon, pero en corruco y chirla las
subestimaciones son considerablemente mayores, rayando en el primer caso el
40% y en el segundo el 60.

Las dispersiones son, en general similares a las obtenidas con bioensayo.

El método postcolumna utilizado en Galicia, que practicamente es el mismo que
ha sido validado por AOAC, dio resultados francamente pobres con cualquiera de
los dos perfiles de toxinas probados, pero especialmente con el de Alexandrium
minutum. Los malos resultados obtenidos y la casi nula consistencia de los
resultados obtenidos en los reanalisis de las mismas muestras después de unos
meses parecen justificarse, al menos en parte por la presencia y aparicion de
contaminantes que interfieren con la estimacion de la concentracion de las
toxinas, especialmente de la GTX1, y hacen que esta técnica sea en la actualidad
inutilizable para el control de los bivalvos en Espafia.
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Jellett Rapid Tests

Los kits de Jellett Rapid Tests detectaron toxicidad casi sin excepcién en todas
aquellas muestras probadas con respuesta detectable por bioensayo de ratén, es
decir, con niveles aproximados de toxicidad de 400.

Igualmente, con una Unica excepcion, las muestras que se consideraba que no
contenian toxinas en cantidades apreciables, dieron resultados negativos.
Adicionalmente, las muestras discordantes una vez re-extraidas y vueltas a
probar, dieron los resultados correctos, lo que indica que, con casi absoluta
seguridad, los tests funcionan correctamente y dectecta toxicidades iguales o
incluso menores que 400 con los perfiles toxicos habituales en Alexandrium del
Mediterraneo y Gymnodinium catenatum.

Esta sensibilidad supone que con estos perfiles el nimero de falsos positivos
debe ser muy elevado y por tanto que su uso en un sistema de control debe
restringirse a el cribado de muestras, dejando a otras técnicas la obtencion de
resultados definitivos.

Efecto de la conservacion de las muestras

No se han encontrado diferencias ni por bioensayo de raton ni por HPLC-
precolumna ni HPLC-postcolumna debidas a la conservaciéon de la muestra en
congelacion a -20°C. Si bien un numero reducido de muestras mantenidas en
esas condiciones durante mas de 150 dias dieron estimaciones de toxicidad
considerablemente menores que las procesadas sin congelar o que las
mantenidas en congelacion menos de 40 dias.
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OBJETIVO 2 Estudio de la aplicabilidad de los métodos en los
programas de seguimiento

La metodologia utilizada para contrastar la aplicabilidad de los métodos a los
programas de seguimiento se realizara a dos niveles:

2.3) Estudio continuo de factores asociados a la implementaciéon de las
metodologias y

2.4) Evaluacion del potencial técnico y de infrastructuras en cada una de las
comunidades autbnomas

2.1) Estudio continuo de factores asociados a la implementacion de las
metodologias. Para cada metodologia, se procedera a una evaluacidn,
cuando pueda ser objetiva, de los siguientes parametros:

- Listado de los equipos y las infrastructuras necesarias

- Coste aproximado de los equipamientos (adquisicén y mantenimiento)
- Tiempo de ejecucioén del ensayo

- Costes del material fungible

- Coste por muestra

- Requerimientos de personal

- Horas/persona/muestra

- Puntos débiles

- Puntos fuertes

(no se excluyen otros parametros)

CATALUNYA 2010

Aplicacion de los métodos de analisis a los programas de control del medio.

Se establecié un grupo de trabajo al respecto en la reuniéon de coordinacion de
enero de 2010 en Vigo, con el fin de dar un empuje al tema (ver acta de la
reunion). Se ha consensuado una hoja de recogida de datos referentes a la
muestra y a la ejecucion del protocolo analitico que se debera cumplimentar
durante el ejercicio comparativo planteado para 2010.

El grupo sobre evaluacion de la aplicabilidad de los métodos propuso una plantilla
para cuantificar costes y tiempo de ejecucion; esta plantilla ha sido discutida en la
reunion y esta actualmente desarrolldndose para recoger las aportaciones de los
diferentes participantes. Estas tablas permiten evaluar el tiempo de ejecucion en
funcién de diferentes escenarios, y calcular costes relacionados con los diferentes
elementos de ejecucion de los diferentes ensayos. Se dispondra de una tabla por
cada tipo de ensayo.
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Como ejemplos, mostramos las tablas empleadas para la valoracion del
bioensayo raton:
[EosTEures ]
COSTE ANUAL coste/muestra horas/muestra
amort 5 afos |n muestras/afio | 3500
BIOTERIO
Instalacién/equipos 40000 |coste persona/hora | 35
Espacio 3000
Personal mantenim. 30000
Personal ensayo 65333,33 18,67 0,53
Personal fijo
Fungible 10000
Calidad 5000
Administrativo 1300
Residuos 15000
Otros 700
TOTAL 170333,33 48,67
COMPRA RATONES
Espacio 3000
Personal mantenim. 2000
Personal ensayo 65333,33 18,67 0,53
Personal fijo
Fungible 7000
Ratones 46200,00 4
Calidad 4000
Administrativo 500
Residuos 11000
Otros 700
TOTAL 138733,33 39,92
SR — Ferors s O o
1 2 4 8
MUESTRAS (n) 1 4 10
RECEPCION DE LA MUESTRA 2 8 20 10 5 2,5
LIMPIEZA 5 20 50 25 12,5 6,25
ABERTURA 4 16 40 20 10 5
PROCESADO 10 40 100 50 25 12,5
TIEMPO espera 120 120 120 120 120 120
TIEMPO DE ENSAYO 10 40 100 50 25 12,5
INTERPRETACION RESULTADOS 1 4 10 5 2,5 1,25
TOTAL (min) 152 248 440 280 200 160 272 5| TOTALADAPTADO
TOTAL (horas) 2,5 4,1 73 47 33 2,7 4,5 ejemplo
Minutos/persona/muestra 32
Horas/persona/muestra 0,53

Tabla 30: Ejemplo de posible cuadro recopilativo de la informacidn respecto al tiempo y coste de
ejecucion de los analisis/ensayo.
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CATALUNYA, ANDALUCIA Y GALICIA 2011

A partir de encuestas enviadas a los diferentes participantes, se recopilan a
continuacion las valoraciones hechas por los diferentes laboratorios en cuanto a
tiempo de ejecucion del analisis o ensayo y coste por muestra, teniendo en cuenta
los criterios propios de cada institucion relacionados con la ejecucion del ensayo.

Los resultados se presentan en las siguientes tablas:

Tablas comparartivas del tiempo de ejecucién del ensayo /analisis por
muestray coste por muestra entre los diferentes laboratorios

Tiempo de muestra (h)
MBA | HPLC-Pre | HPLC-Pos * | Jellet

Andalucia: Laboratorio de Control de Calidad de los Recursos 37 i 12,3 22
Pesqueros
Galicia: Intecmar 1,5 3,5 -
Galicia: Centro de Investigacions Marifias - - 2,1 -
Catalunya: Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries - 1,0 - 0,5
Catalunya: Laboratori Salut Publica de Tarragona 2,2 - - 1,4

Tabla 31: Tiempo de ejecucion del ensayo /analisis por muestra.

*: en el caso del uso del HPLC con derivatizacion Post Columna, los laboratorios
de Andalucia y de Galicia emplearon dos protocolos diferentes. Andalucia adopté

un método sin gradientes aplicando solventes isocraticos que alarga el
procedimiento.

Coste muestra (euros)
mea | MPLC | picpos* | Jellet
Pre
Andalucia: Laboratorio de Control de Calidad de los Recursos 105,8 i 392,7 96,6
Pesqueros
. 25,66/

Galicia: Intecmar 40,83%* 59,35 - -
Galicia: Centro de Investigacions Marifias - - 144,2 -
Catalunya: Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries - 116,6 - 47,5
Catalunya: Laboratori Salut Publica de Tarragona 249,6 - - 118,6

Tabla 32: Coste de ejecucién del ensayo /analisis por muestra.
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*: en el caso del uso del HPLC con derivatizacion Post Columna, los laboratorios
de Andalucia y de Galicia emplearon dos protocolos diferentes. Andalucia adopt6
un método sin gradientes aplicando solventes isocraticos que alarga el
procedimiento.

* * En este caso los costes varian en funcidon de si se usa el animalario de la
institucion (25,66 euros) o si se compran los ratones (40,83 euros)

En relacion a los resultados, se observan discrepancias entre laboratorios en
principio debidas a la propia organizacién del laboratorio en cuanto a personal,
coordinacion con otras actividades, espacios, determinacion de costes. No
obstante, se han podido obtener valoraciones en cuanto a coste y tiempo de
ejecucion que entran dentro del mismo orden de magnitud. Cabe sefialar que en
el laboratorio de INTECMAR, debido al gran niumero de muestras procesadas
(5200 anualmente), los costes disminuyen significativamente respecto a otros
laboratorios.

Presentamos a continuacion los resultados detallados para cada laboratorio:
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ANDALUCIA: LCCRRPP / Bioensayo raton
525

n muestras/afio

COSTE ANUAL coste/muestra horas/muestra
(amort 5 afios)
ANIMALARIO
Instalacién/equipos 5182
Espacio 5661
Personal mantenim. 2000
Personal proceso 21043,75 40,08 3,08
Personal analisis 7043,75 13,42 0,58
Personal fijo
Fungible 5376
Calidad 6868
Administrativo 1860
Residuos 500
Otros
TOTAL 55534,50 105,78
[meweo oe erecuciON (min) |
coste persona/hora l 13 | PROCESO 1 persona
MUESTRAS (n) 1 4
RECEPCION DE LA MUESTRA 10 40
LIMPIEZA 60 240
ABERTURA 25 100
PROCESADO 90 360
TIEMPO espera
TOTAL (min) 185 740
TOTAL (horas) 3,1 12,3
Minutos/persona/muestra 185
Horas/persona/muestra 3,08
coste persona/hora ‘ 23 | ANALISIS
TIEMPO DE ENSAYO 30 120
INTERPRETACION RESULTADOS 5 20
TOTAL (min) 35 140
TOTAL (horas) 0,6 2,3
Minutos/persona/muestra 35
Horas/persona/muestra 0,58
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ANDALUCIA: LCCRRPP / HPLC-PostColumna
525

n muestras/afio

COSTE ANUAL coste/muestra horas/muestra
(amort 5 afios)
LAB QUIM
Instalacion/equipos 13042
Espacio 3770
Contrat mantenim. 11368
Personal proceso 15925,00 30,33 2,33
Personal analisis 120347,50 229,23 9,97
Personal fijo
Fungible 32897
Columnas
Calidad 6468
Administrativo 1860
Residuos 500
Otros
TOTAL 206177,50 392,72
[TIEMPO DE EJECUCION (min) |
coste persona/hora ’ 13 | PROCESO 1 persona
MUESTRAS (n) 1 4
RECEPCION DE LA MUESTRA 10 40
LIMPIEZA 15 60
ABERTURA 25 100
PROCESADO 90 360
TIEMPO espera
TOTAL (min) 140 560
TOTAL (horas) 2,3 9,3
Minutos/persona/muestra 140
Horas/persona/muestra 2,33

coste persona/hora I 23 | ANALISIS
TIEMPO DE ENSAYO 553 2212
TIEMPO espera

INTERPRETACION RESULTADOS 45 180
TOTAL (min) | 598 2392
TOTAL (horas)| 10,0 39,9

Minutos/persona/muestra 598

Horas/persona/muestra 9,97
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ANDALUCIA: LCCRRPP / Jellet
n muestras/afio 525
COSTE ANUAL coste/muestra horas/muestra
(amort 5 afios)
ANIMALARIO
Instalacién/equipos 1361
Espacio 3770
Personal mantenim. 2000
Personal proceso 15925,00 17,33 1,33
Personal analisis 10062,50 19,17 0,83
Personal fijo
Fungible 1927
Kits 13650 26
Calidad 6468
Administrativo 1860
Residuos 500
Otros
TOTAL 57523,50 96,57
[miewro o erecucion (min) |
coste persona/hora ’ 13 | PROCESO 1 persona
MUESTRAS (n) 1 4
RECEPCION DE LA MUESTRA 10 40
LIMPIEZA 15 60
ABERTURA 25 100
PROCESADO 30 360
TIEMPO espera _
TOTAL (min) 80 560
TOTAL (horas) 1,3 9,3
Minutos/persona/muestra 80
Horas/persona/muestra 1,33
coste persona/hora 23 ANALISIS
TIEMPO DE ENSAYO 45 180
INTERPRETACION RESULTADOS 5 20
TOTAL (min) 50 200
TOTAL (horas) 0,8 3,3
Minutos/persona/muestra 50
Horas/persona/muestra 0,83

JACUMAR PSP 04/05/2012

Péagina 175 de 233



o DEESPANA  DE AGRICULTURA ALIMENTACION JUNTA NACIONAL
- ¥ HEDIO AMBIENTE ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

E _t S| s JACUMAR

GALICIA: Intecmar / Bioensayo Ratdn

n muestras/afio 5200 ‘

COSTE ANUAL coste/muestra horas/muestra
(amort 5 afios)

|1 ANIMALARIO

Instalacién/equipos 2325,6
Espacio
Personal mantenim. 4279,2
Personal proceso 96096,00 18,48 1,28
Personal analisis 20273,07 3,90 0,23
Personal fijo 393,60
Fungible 7999,2
Calidad 1200
Administrativo 264
Residuos 427,2
Otros 153,6
TOTAL 133411,47 25,66
- COMPRA RATONES
Espacio
Personal mantenim. 2481,6
Personal proceso 96096,00 18,48 1,28
Personal analisis 20273,07 3,90 0,23
Personal fijo 393,60
Fungible 2445,6
Ratones 88556,00 17,03
Calidad 1200
Administrativo 264
Residuos 427,2
Otros 153,6
TOTAL 212290,67 40,83
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coste persona/hora ’

JACUMAR

coste persona/hora ‘

JACUMAR PSP

PHEO AN ASESORA DE CULTIVOS MARINOS
14,4 | PROCESO 1 persona
MUESTRAS (n) 4
RECEPCION DE LA MUESTRA 12
LIMPIEZA 36
ABERTURA 18 72
PROCESADO 47 188
TIEMPO espera | [ 10 |
TOTAL (min) 107 428
TOTAL (horas) 1,8 7,1
Minutos/persona/muestra 77
Horas/persona/muestra 1,28
17,2 | ANALISIS
TIEMPO DE ENSAYO 12,6 252
INTERPRETACION RESULTADOS 1 16
TOTAL (min) 13,6 268
TOTAL (horas) 1,1 4,5
Minutos/persona/muestra 13,6
Horas/persona/muestra 0,23
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GALICIA:

n muestras/afio 5200

LAB QUIM
Instalacion/equipos
Espacio

Contrat mantenim.
Personal proceso
Personal analisis
Personal fijo
Fungible
Columnas

Calidad
Administrativo
Residuos

Otros

TOTAL

ol T COBIERNO
CHRa = DEESPANA D AGRICULTURA ALIMEMTACIGN
[ [

coste persona/hora

coste persona/hora

JACUMAR PSP

HMIMISTERIC MCUMAR
¥ MEDIO AMBIENTE ASESORA DE CULTIVOS MARINOS
Intecmar / HPLC-PreColumna
COSTE ANUAL coste/muestra horas/muestra
(amort 5 afios)
3566,4
2404,8
122428,80 23,54 1,64
171158,00 32,92 1,89
1180,80
3621,6
2308,8
1200
264
360
148,8
308642,00 59,35
[TIEMPO DE EJECUCION (min) |
’ 14,4 | PROCESO 1 persona
MUESTRAS (n) 4
RECEPCION DE LA MUESTRA 12
LIMPIEZA 36
ABERTURA 18 72
PROCESADO 68,1 272,4
TIEMPO espera
TOTAL (min) | 134,1 536,4
TOTAL (horas) 2,2 8,9
Minutos/persona/muestra 98,1
Horas/persona/muestra 1,64
| 174] AnAusis
TIEMPO DE ENSAYO 38,5 154
TIEMPO espera
INTERPRETACION RESULTADOS 75 300
TOTAL (min) | 113,5 454
TOTAL (horas) 1,9 7,6
Minutos/persona/muestra 113,5
Horas/persona/muestra 1,89
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GALICIA: Centro de Investigacions Marifias / HPLC-PostColumna
500

n muestras/afio

COSTE ANUAL coste/muestra horas/muestra
(amort 5 afios)
LAB QUIM
Instalacion/equipos 6000
Espacio
Contrat mantenim. 600
Personal proceso 22500,00 45,00 0,75
Personal analisis 40000,00 80,00 1,33
Personal fijo 1500,00
Fungible 1500
Columnas
Calidad
Administrativo
Residuos
Otros
TOTAL 72100,00 144,20
[TIEMPO DE EJECUCION (min) |
coste persona/hora ’ 60| PROCESO 1 persona
MUESTRAS (n) 1 4
RECEPCION DE LA MUESTRA 5 20
LIMPIEZA 10 40
ABERTURA 10 40
PROCESADO 20 80
TIEMPO espera
TOTAL (min) 45 180
TOTAL (horas) 0,8 3,0
Minutos/persona/muestra 45
Horas/persona/muestra 0,75
coste persona/hora I 60 | ANALISIS
TIEMPO DE ENSAYO 60 240
TIEMPO espera
INTERPRETACION RESULTADOS 20 80
TOTAL (min) 80 320
TOTAL (horas) 1,3 5,3
Minutos/persona/muestra 80
Horas/persona/muestra 1,33
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CATALUNYA: IRTA / HPLC-PreColumna
n muestras/afio 151
COSTE ANUAL coste/muestra horas/muestra
(amort 5 afios)
LAB QUIM
Instalacion/equipos 5270
Espacio 6500
Contrat mantenim.
Personal proceso 1239,41 8,21 0,45
Personal analisis 1411,85 9,35 0,50
Personal fijo
Fungible 1985
Columnas 902
Calidad
Administrativo
Residuos 300
Otros
TOTAL 17608,26 116,61
[TIEMPO DE EIECUCION (min) |
coste persona/hora I 18,24 | PROCESO 1 persona
MUESTRAS (n) 1 4
RECEPCION DE LA MUESTRA 2 8
LIMPIEZA 5 20
ABERTURA 15 60
PROCESADO 5 20
TIEMPO espera _
TOTAL (min) 52 208
TOTAL (horas) 0,9 3,5
Minutos/persona/muestra 27
Horas/persona/muestra 0,45
coste persona/hora ’ 18,7 | ANALISIS
TIEMPO DE ENSAYO 15 60
TIEMPO espera
INTERPRETACION RESULTADOS 15 60
TOTAL (min) 30 120
TOTAL (horas) 0,5 2,0
Minutos/persona/muestra 30
Horas/persona/muestra 0,50
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CATALUNYA: IRTA/ Jellet

n muestras/afio

COSTE ANUAL coste/muestra horas/muestra
(amort 5 afios)
ANIMALARIO
Instalacién/equipos 0
Espacio 0
Personal mantenim. 0
Personal proceso 328,32 8,21 0,45
Personal analisis 24,93 0,62 0,03
Personal fijo
Fungible
Kits 896 22,4
Calidad 0
Administrativo 0
Residuos 0
Otros 0
TOTAL 1249,25 31,23
[miewo o erecucion (min) |
coste persona/hora | 18,24 | PROCESO 1 persona
MUESTRAS (n) 1 4
RECEPCION DE LA MUESTRA
LIMPIEZA 5 20
ABERTURA 15 60
PROCESADO 5 20
TIEMPO espera _
TOTAL (min) 37 148
TOTAL (horas) 0,6 2,5
Minutos/persona/muestra 27
Horas/persona/muestra 0,45
coste persona/hora 18,7 ANALISIS

TIEMPO DE ENSAYO 0 0
INTERPRETACION RESULTADOS
TOTAL (min) 2

TOTAL (horas) 0,0 0,1

Minutos/persona/muestra 2

Horas/persona/muestra 0,03
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CATALUNYA: Laboratori Salut Publica de Tarragona / Bioensayo raton
132

n muestras/afio

COSTE ANUAL coste/muestra horas/muestra
(amort 5 afios)

COMPRA RATONES
Instalacién/equipos 381,6
Espacio 102
Personal mantenim. 751,74
Personal proceso 2308,90 17,49 0,83
Personal analisis 4452,80 33,73 1,33
Personal fijo 7639,50
Fungible 1000
Ratones 14256,00 108
Calidad 1006
Administrativo 749,76
Residuos 300
Otros 0
TOTAL 32948,30 249,61
[meweo oe rEcuciON (min) |
coste persona/hora l 20,99 | PROCESO 1 persona
MUESTRAS (n) 1 4
RECEPCION DE LA MUESTRA 5 20
LIMPIEZA 20 80
ABERTURA 10 40
PROCESADO 15 60
TIEMPO espera I R
TOTAL (min) 50 200
TOTAL (horas) 0,8 3,3
Minutos/persona/muestra 50
Horas/persona/muestra 0,83
coste persona/hora 25,3 ANALISIS
TIEMPO DE ENSAYO 70 280
INTERPRETACION RESULTADOS 10 40
TOTAL (min) 80 320
TOTAL (horas) 1,3 5,3
Minutos/persona/muestra 80
Horas/persona/muestra 1,33
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CATALUNYA: Laboratori Salut Publica de Tarragona / Jellet
n muestras/afio 132
COSTE ANUAL coste/muestra horas/muestra
(amort 5 afios)
ANIMALARIO
Instalacién/equipos 0
Espacio 2
Personal mantenim. 375,87
Personal proceso 2308,90 17,49 0,83
Personal analisis 1948,10 14,76 0,58
Personal fijo 6111,60
Fungible 800
Kits 2956,8 22,4
Calidad 406,8
Administrativo 749,76
Residuos 0
Otros 0
TOTAL 15659,83 118,64
[miemeo o erEcUCION min) |
coste persona/hora | 20,99 | PROCESO 1 persona
MUESTRAS (n) 4
RECEPCION DE LA MUESTRA 5 20
LIMPIEZA 20 80
ABERTURA 10 40
PROCESADO 15 60
TIEMPO espera _
TOTAL (min) 50 200
TOTAL (horas) 0,8 3,3
Minutos/persona/muestra 50
Horas/persona/muestra 0,83
coste persona/hora 25,3 ANALISIS
TIEMPO DE ENSAYO 30 120
INTERPRETACION RESULTADOS 5 20
TOTAL (min) 35 140
TOTAL (horas) 0,6 2,3
Minutos/persona/muestra 35
Horas/persona/muestra 0,58
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2.2) Una evaluacion del potencial técnico y de infrastructuras en cada una
de las comunidades autonomas.

ANDALUCIA - Potencial y Perspectivas de futuro

Programa de vigilancia en Andalucia:

La Comunidad Autonoma tiene compentencia exclusiva en materia de marisqueo
y acuicultura y en consecuencia le corresponde efectuarel Programa de Control y
Seguimiento de las Condiciones Sanitarias en las Zonas de Produccién de
moluscos bivalvos, gasterépodos y equinodermos marinos del litoral andaluz.
Mediante la Orden de la Consejeria de Agricultura y Pesca de 15 de julio de 1993,
se declararon las zonas de produccion de moluscos bivalvos, moluscos
gasteropodos, tunicados y equinodermos marinos de la Comunidad Auténoma de
Andalucia, la cual ha sido modificada en varias ocasiones, la ultima mediante la
Orden de 18 de noviembre de 2.008 (BOJA nim.18, de 5 de diciembre), en lo
relativo a la relacién de zonas de produccién.

En Andalucia, el establecimiento del sistema de control sanitario se lleva a cabo
sobre las 56 zonas declaradas e incluye por un lado muestreos sobre el agua
para vigilar la variacién de fitoplancton téxico en la zona, y por otro sobre los
moluscos, en los que se controla fundamentalmente la posible contaminacion
bacteriana (E. coli, como indicador de contaminaciéon fecal y Salmonella spp),
contaminacion toxicologica (biotoxinas marinas paralizantes, amnésicas Yy
lipofilicas) y contaminacién quimica (metales pesados, compuestos organo-
halogenados, radionuclidos, hidrocarburos aromaticos policiclicos, dioxinas y
furanos).

Los diferentes controles analiticos se realizan en el Laboratorio de Control de
Calidad de los Recursos Pesqueros de la Agencia de Gestion Agraria y Pesquera
de Andalucia, acreditado segun la norma europea UNE-EN-ISO 17025 para el
procedimiento de deteccidn de toxinas paralizantes, entre otros.

Evaluacion del potencial técnico y de infrastructuras

En la actualidad, el Laboratorio de Control de Calidad de Recursos Pesqueros es
el Unico en la Comunidad Auténoma que tiene la consideracién de Centro
Especializado Pesquero; es decir, se trata de un Centro Periférico que presta una
funcién de apoyo técnico especializado en las actividades que desarrolla la
Consejeria de Agricultura y Pesca en el ambito pesquero.

Se encuentra ubicado en el Paraje “Agua del Pino”, frente a la flecha litoral de la
Desembocadura del Rio Piedras, en la provincia de Huelva.
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Las caracteristicas y dimensiones del centro, construido en 2003 y con una
superficie de 1150 m?, permiten la incorporacién de técnicas analiticas avanzadas
destinadas a garantizar la calidad de los productos pesqueros. Distribuido en
diferentes estancias especializadas en analisis de contaminantes quimicos,
microbioldgicos, toxicoldgicos, fitoplancton marino y oceanografia.

Para la ejecucién de los ensayos el laboratorio dispone de equipos instrumentales
entre los que se incluyen:

Cromatografia de gases con deteccion ECD y MS
= Cromatografia liquida de alta eficacia con DAD

= Cromatografia liquida de alta eficacia acoplado a espectrémetro de masas
(LC/MS/MS)

= Espectrometria de absorcion atomica (FAAS, ETAAS y CVAAS)
= Analisis automatico por flujo continuo segmentado

= Sistema automatizado para deteccién de bacterias

= Microscopia Optica con andlisis digital de imagen

= Equipos oceanograficos para registro en continuo de magnitudes fisico-
guimicas (CTDs)

= Céamara visitable para cultivo de microalgas
= Unidad de produccion animal

La plantilla cuenta con ocho titulados superiores de diferentes disciplinas entre los
gue se incluyen: Quimica, Biologia, Veterinaria y Ciencias del mar. El resto de
personal tiene la categoria de oficial de laboratorio, con una amplia formacion y
experiencia en analisis de recursos pesqueros. Dos administrativos forman parte
de la plantilla del laboratorio.

El Programa de control y vigilancia de las zonas de produccién de moluscos
bivalvos, gasterépodos, tunicados y equinodermos del litoral andaluz se realiza de
forma continuada durante el afio en un total de 56 zonas de produccion y cuenta
con 4 titulados superiores para la toma de muestras.
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Todo ello permite una gran capacidad en la gestion de toma de muestras y
respuesta en analisis.

Un avanzado sistema informatico permite que los resultados de los analisis
puedan ser consultados en tiempo real por las Delegaciones Provinciales, lo que
permite la intervencién inmediata en los cierres y aperturas de los caladeros. La
informacion del estado de las zonas de produccion se actualiza en la pagina web
de la Consejeria de Agricultura y Pesca y puede ser consultada por cualquier
ciudadano.

El laboratorio colabora con empresas privadas de la industria conservera,
empresas acuicolas, laboratorios alimentarios del sector privado, empresas
publicas de Medio Ambiente y Centros Publicos de Investigacion autonémicos y
nacionales.

Se coopera con instituciones como el Laboratorio Europeo de Referencia en
Biotoxinas Marinas, la Agencia Espafola de Seguridad Alimentaria (Ministerio de
Sanidad y Consumo) y participa en convocatorias de investigacion como los
Planes de Investigacion del Ministerio de Educacion y Ciencia y Planes
Nacionales de cultivos marinos JACUMAR, organismo dependiente del Ministerio
de Agricultura, Pesca y Alimentacion.

Aplicabilidad:

Actualmente en el L.C.C.RR.PP se emplea el método bioldgico para la deteccion
de toxinas paralizantes, método oficial para este tipo de toxinas (AOAC (1990).
Paralytic Shellfish Poison. Biological method. Final action. Official Methods of
Analysis. Association of Official Analytical Chemists., sec 959.08).

Para llevar a cabo este ensayo con utilizacién de animales de experimentacion el
laboratorio cuenta con la Unidad de Produccién Animal, con un manejo productivo
adaptado a las necesidades de reactivo bioldgico segun el sistema de control
sanitario que se lleva a cabo en Andalucia.

Con el empleo del método oficial el tiempo en presentar resultados de muestras
recepcionadas en el laboratorio, salvo situaciones excepcionales, no sobrepasa el
de la jornada laboral, teniendo en cuenta el personal con el que se cuenta en la
actualidad.

Tal y como ha sido aplicado el método C.L.A.E. post-columna para el estudio
comparativo del proyecto el tiempo en obtener resultados se incrementa
significativamente llegando a una media de 3 muestras completas en una semana
si se aplica el protocolo de evaluacién de la calidad y considerando la jornada
laboral de 8 a 18 horas.

La ventaja de poder definir el perfil toxinico de las muestras que ofrece el método
C.L.A.E. post-columna, pues existe una determinacion de cada una de las toxinas
buscadas, supone al mismo tiempo la desventaja de obtener los resultados en un
plazo mucho mas largo, con el consecuente perjuicio para el sector productor.
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En el caso del Kit PSP MIST AlertTM JELLETT el tiempo necesario es
equiparable al del bioensayo de raton, aunque se necesitaria otro método
complementario para obtener resultados cuantitativos. Ademas si contrastamos
estos resultados con los obtenidos con el método bioldgico, existe un rango de
toxicidad, entre el limite de deteccion y el limite legal (400-800 ug eq
STX.2HCL/Kg) en el que los resultados detectan la presencia de toxinas, por lo
gue se obtendrian falsos positivos. Este rango se amplia comparando los
resultados con el método C.L.A.E. post-columna, en el que se obtendrian
resultados positivos con valores por debajo de los 400 pug eq STX.2HCL/Kg.

La aplicabilidad de los métodos resulta de interés en los sistemas de control
sanitario pues determina la capacidad para obtener resultados y por tanto afecta
de forma directa la gestion sanitaria de las zonas de produccion.

En el L.C.C.RR.PP. se ha valorado la aplicacion de los tres métodos empleados
en el estudio comparativo del presente proyecto: bioensayo de raton, C.L.A.E.
post-columnay Kit PSP MIST AlertTM JELLETT.

Para el estudio de la aplicabilidad de cada método se comenzd recopilando
informacion sobre equipos e instrumental empleados en cada método, asi como
las unidades de material fungible necesarias para llevar a cabo cada
procedimiento, el tiempo estimado en llevarlos a cabo hasta la obtencion del
resultado y el personal de diferente cualificacion que lo desarrolla. Los costes se
han valorado en base a los ultimos presupuestos recibidos en el momento de la
realizacion del estudio

En el caso de los equipos y del instrumental se han tenido en cuenta los importes
por mantenimiento tales como los servicios técnicos y las calibraciones si son
realizadas por entidades externas. Ademas se ha considerado si los equipos son
empleados en varias analiticas compartiendo entre ellas el coste del mismo. De
igual forma se ha procedido con los gastos generales, estimando el valor de los
mismos teniendo en cuenta la globalidad de las determinaciones que se realizan
en el L.C.C.RR.PP.

Tiene interés sefialar que para la realizacién de los andlisis con el método
C.L.A.E. post-columna, el L.C.C.RR.PP implementé un protocolo de evaluacion de
la calidad consistente en establecer de forma rutinaria las siguientes pautas de
actuacion:

" Calibracion en ambos grupos de patrones cada 6 muestras
aproximadamente.

. Una Inyeccion de patron al inicio y al fin del analisis de la muestra, y
una intermedia cada dos si se analizan mas de una de forma simultanea.

. Doble inyeccién de la muestra en cada analisis.

" Andlisis de cada muestra anulando la oxidacion para determinar la

presencia de picos naturalmente fluorescentes en cada matriz.

Esto incrementa significativamente el ndmero de analisis necesarios para la
obtencion de resultados por este método y por tanto también el tiempo necesario
para ello.
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Ademas de incrementar el precio por andlisis, el tiempo en obtener resultados es
determinante para su implementacion como método de control. No se puede
llevar a cabo el Control y Seguimiento de las Condiciones Sanitarias en la Zonas
de Produccién con las necesidades actuales de muestreo si consideramos el
tiempo de obtencion de resultado en las condiciones de trabajo llevadas a cabo
durante el desarrollo del actual proyecto.

Del estudio de aplicabilidad resulta interesante comparar el coste de la aplicacion
de los diferentes métodos en la deteccion de toxinas paralizantes dentro del
mismo sistema de control sanitario de las zonas de produccién. En este contexto,
en el L.C.C.RR.PP podemos hacer una valoracion de los costes totales de los tres
métodos aplicados tal y como se muestra en la grafica 1.

Los valores obtenidos suponen que el menor coste corresponde a la obtencion de
resultados empleando el bioensayo de ratén, en instalaciones con produccién
propia del reactivo bioldgico. Practicamente el mismo coste supone la utilizacion
del Kit PSP MIST AlertTM JELLETT, siendo un 3,8% mas elevado en relacién al
bioensayo. La mayor diferencia se obtiene en el empleo del método de C.L.A.E.
post-columna: 370% por encima del bioensayo de raton.

Si desglosamos los valores podemos ver que los gastos que elevan el coste del
método de deteccion de toxinas paralizantes por C.L.A.E. post-columna en
relacion a los estudiados son los derivados del equipo y los fungibles empleados
(grafica 2), asi como del coste del personal que lleva a cabo el andlisis (grafica 3).

La causa de estos elevados valores en el método indicado es sin duda el tiempo
gue se tarda en obtener un resultado de analisis y que supone un coste muy
elevado, fundamentalmente de personal. Ademas de incrementar el precio por
analisis, el tiempo en obtener resultados es determinante para su implementacion
como método de control. No se puede llevar a cabo el Control y Seguimiento de
las Condiciones Sanitarias en la Zonas de Produccion con las necesidades
actuales de muestreo si consideramos el tiempo de obtencion de resultado en las
condiciones de trabajo llevadas a cabo durante el desarrollo del actual proyecto.
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Grafica 1: Comparativa del coste total necesario para obtener resultados en la deteccién de
toxinas paralizantes empleando diferentes métodos.

Gréfica 2: Comparativa del coste desglosado en los diferentes métodos empleados.
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Grafica 3: Comparativa del coste del personal desglosado en los diferentes métodos empleados.

Para implementar el método de C.L.A.E. post-columna en el L.C.C.RR.PP, y llevar
a cabo el control sanitario con los requerimientos actuales se tendria que estudiar
la posibilidad de:

" Trabajar con dos equipos de C.L.A.E. post-columna. analizando en
cada uno de ellos uno de los grupos de toxinas analizados que emplean fases
moviles diferentes: derivados de la saxitoxina por un lado y grupo de la
gonyatoxina por otro.

o Si esto no fuese posible, adaptar los equipos de C.L.A.E. post-columna
para el trabajo con gradientes introduciendo protocolos de limpieza
sistematizados del equipo.

" Estudiar la posibilidad de establecer un screening en rutina con una
Unica fase movil, y emplear la segunda en el caso de detectar la presencia de
toxinas, o grupo de toxinas.

De esta forma se reduciria el tiempo de obtencion de resultados, y haria viable el
empleo de este método en el control sanitario, tanto por acortar los plazos de
entrega de resultados como por abaratar costes de personal.

En cuanto a los resultados obtenidos empleando los Kit PSP MIST AlertTM
JELLETT, y contrastandolos con el bioensayo de ratdn, existe un rango de
toxicidad, entre el limite de deteccion del bioensayo de raton y el limite legal (400-
800 pg eq STX.2HCL/Kg) en el que los resultados detectan la presencia de
toxinas, por lo que se obtendrian falsos positivos. Este rango se amplia
comparando los resultados con el método C.L.A.E. post-columna, en el que se
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obtendrian resultados positivos con valores por debajo de los 400 pg eq
STX.2HCL/Kg.

Por tanto el empleo de los Kit PSP MIST AlertTM JELLETT necesitarian otro
método complementario para obtener resultados cuantitativos y descartar falsos
positivos, pudiéndose emplear como método de screening.
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GALICIA- Potencial y Perspectivas de futuro

Galicia utiliza actualmente el método biolégico (AOAC Oficial Method 959.08)
para la cuantificaciéon de biotoxinas PSP en el desarrollo del programa de control
de acuerdo a los reglamentos (CE) 853/2004, 854/2004 y 2074/2005.

Todos los ensayos tanto los de las zonas de produccion como las inspecciones de
los servicios veterinarios y pesqueros se realizan en el INTECMAR- Conselleria
del Medio Rural y Mar , y es el laboratorio oficial de la Xunta de Galicia

El nimero medio de muestras analizadas al afio esta en torno a las 5.500, lo cual
supone una media diaria de 25 muestras/dia.

El personal y los medios disponibles estdn adecuados a la aplicacion de los
analisis programados anualmente con el método biolégico. Se dispone ademas de
un cromatégrafo para la realizacion de analisis por técnicas alternativas que se
ha usado para el desarrollo de este proyecto.

De la aplicacion del método biolégico en simultaneo con la técnica alternativa de
HPLC-FD con oxidacion pre-columna (AOAC OMA 2005.06), se extraen una serie
conclusiones respecto a aspectos considerados de gran importancia en los
laboratorios de control, que afectan a la aplicabilidad de las técnicas:

1) Hora de obtencion de los ultimos de resultados asumiendo una jornada laboral
estandar

Técnica de HPLC-precolumna: Es practicamente imposible calcular la hora de
obtencion de los ultimos resultados con la determinacion por medio de HPLC con
oxidacion precolumna, ya que dependiendo del perfil téxico hay que llevar a cabo
distinto numero de oxidaciones, purificaciones y andlisis. Tal como se utiliz6 el
método en nuestro estudio, con purificaciones y oxidaciones llevadas a cabo
manualmente, su aplicacion es completamente imposible en un programa de
control, ya que no resulta realista analizar mas de 7-8 muestras/dia y se requeriria
analizar 25. Con un método de purificacion online (Turner et al 2009), pueden
realizarse hasta 25 muestras/dia, en cuyo caso, utilizando dos equipos HPLC
completos y asumiendo la llegada de las muestras al laboratorio a las 12 de la
mafana, la duracion de los procesos de oxidacion haria que la mayor parte de las
inyecciones cromatogréficas tuviesen que realizarse a lo largo de la noche y, por
tanto, que el procesado de los datos obtenidos tuviese que comenzarse al inicio
de la jornada laboral del dia siguiente. Teniendo en cuenta el tiempo empleado
para la interpretacion y supervision de los resultados y la preparacion del informe
de ensayo, llos resultados estarian disponibles aproximadamente a las 18:15h del
dia siguiente a la recepcién de las muestras.

En principio, en funcién del perfil téxico de la muestra, en muchos casos, no se
requeriria llevar a cabo todas las determinaciones para las que acabamos de
calcular el tiempo necesario. Sin embargo, en la dinamica de un programa de
control en el que las inyecciones cromatograficas comienzan por la tarde o por la
noche, es operativamente imposible llevar a cabo el proceso de seleccion de los
procedimientos a realizar mediante el examen de los resultados que se van
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obteniendo. Por esta razon deben realizarse todos los procedimientos necesarios
para obtener la cuantificacion de las muestras asumiendo que el perfil toxico es el
mas complejo. Si bien no es posible reducir el tiempo en el nUmero de muestras
analizadas si se pueden excluir en el proceso de interpretacion de los resultado,
ya que dependiendo del perfil toxico podria no ser necesario procesar buen
numero de cromatogramas.

Método biolégico: En un escenario de un programa de control, con 25
determinaciones diarias, asumiendo que las muestras llegan al laboratorio a las
12 de la mafiana y que el tiempo de procesado es de 1,8 horas por muestra o por
5 muestras, ya que se realizan paralelamente. En aproximadamente 5 horas se
preparan 25 muestras. La inyeccion de 60 ratones supone 40 minutos y el periodo
de observaciéon, que es de 60 minutos, prolongaria el final del ensayo a ese
mismo tiempo a partir de la inyeccion del dltimo ratdn, suponiendo todo el proceso
conjuntamente 100 minutos. La preparacion del informe de ensayo requiere 60
minutos adicionales, por lo que los resultados oficiales se obtendrian sobre las
18:00 horas .La aparicion de un namero elevado de resultados positivos podria
retrasar esta hora hasta unos 45 min adicionales.

2) Problemas/inconvenientes detectados en el uso de las técnicas.

Técnica de HPLC-precolumna. Los problemas principales del uso de esta técnica
surgen de dos hechos: a) que requiere varios tratamientos (hidrolisis y
oxidaciones) y varias purificaciones con diferentes cartuchos de extraccion en
fase sdlida; y b) que no se separan directamente las toxinas sino sus productos
de oxidacion de los cuales algunas toxinas producen varios, que ademas se
comparten (total o parcialmente) con otras toxinas.

El primero de estos aspectos hace que la técnica resulte cara, que requiera
mucho tiempo cuando todos los tratamientos se realizan y que requiera la
interactividad con el desarrollo de los andlisis si se quiere optimizar el nimero de
tratamientos realizados al perfil toxico de las muestras.

El segundo de los aspectos, hace que el tiempo requerido para procesar las
muestras sea alto, ya que habitualmente para obtener los resultados de una
muestra hay que examinar varios cromatogramas Yy utilizar varios picos
cromatograficos y sus proporciones para poder determinar la concentracién de
cada toxina. Algunas toxinas ademas son practicamente indistinguibles lo que
hace que haya de usarse para el célculo de toxicidad la potencia de la mas toxica,
con la consiguiente sobreestimacién de la misma.

Otros problemas son comunes al resto de las técnicas cromatograficas, siendo el
principal la imposibilidad de llevar a cabo un buen nimero de determinaciones en
paralelo, ya que el nimero de muestras que se pueden hacer simultaneamente
esta limitado al numero de equipos disponibles y al personal técnico preparado.

El grado de preparacién de los técnicos es notablemente superior al requerido
para el bioensayo de ratbn o la técnica de Jellett, lo que complica
considerablemente la operativa y/o multiplica el coste de los programas de
control.
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Método bioldgico: El principal problema para el uso del bioensayo de raton es la
necesidad de sacrificar y producir sufrimiento a los ratones sobre los que se
efectla el bioensayo. El rechazo social del uso de animales en la experimentacion
es alto, lo que conlleva una notable presion para la eliminacién de este tipo de
ensayos, que a su vez han desembocado en recomendaciones de la Union
Europea sobre bienestar animal (Commission Recomentations 2007/526/EC de
18 de junio).

Resulta necesario disponer de personal entrenado para realizar la inyeccion
intraperitoneal de los extractos, aunque la dificultad del entrenamiento no es alta 'y
puede prepararse personal para desarrollar esta funcién en un periodo de tiempo
breve, una semana a lo sumo.

Los resultados de los ensayos tienen una variabilidad relativamente alta, derivada
principalmente de las diferencias interindividuales de sensibilidad de los ratones a
las toxinas, aungque se conoce que otros aspectos, como la hora de inyeccion, por
ejemplo, pueden afectar a la respuesta del raton y, por tanto, contribuir a
incrementar la variabilidad citada.

La respuesta es inespecifica en caso de que no se dedique tiempo a la
observacion de los sintomas que presenta el raton y que permiten distinguir entre
actividades de diferentes grupos de toxinas.

Resumen:

Un cambio en la técnica oficial, implicaria que para mantener el programa de
control acorde con la reglamentacién en vigor, seria necesario un incremento en
el coste por infraestructuras para adquirir mas instrumental y un incremento en
potencial técnico al ser necesario entrenamiento del personal existente sin que
esto redunde en una mejora en la operatividad del actual sistema ni en la
seguridad del producto bajo control.
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CATALUNYA - Potencial y Perspectivas de futuro
Potencial

En Catalunya son principalmente dos los laboratorios que ejecutan analisis y
ensayos para la evaluacion de toxinas paralizantes, el Laboratori de Salut Publica
de Tarragonay el IRTA, ambos implicados en este proyecto. Un tercer laboratorio,
el ICM del CSIC en Barcelona, si bien inicialmente en el proyecto ejecutaba
analisis de toxinas paralizantes por cromatografia, ya no efectia estos analisis en
la actualidad.

De esta manera, como se ha demostrado en la ejecucion del presente proyecto, el
Laboratori de Salut Publica de Tarragona dispone del potencial de ejecucion del
bioensayo raton de la AOAC bajo acreditacién para el seguimiento de toxinas
PSP en moluscos. Este laboratorio en la actualidad tiene limitaciones en cuanto a
estructuras y personal para cubrir |la totalidad de las muestras que anualmente se
recogen a lo largo de todo el litoral catalan. Ello constituye una limitacion, en
particular en situaciones de cierre con incremento de muestras. De forma a cubrir
la totalidad de los ensayos, la Generalitat de Catalunya cuenta con la participacion
de un laboratorio externo (ANFACO en Galicia) para ejecutar bioensayos
adicionales. En situaciones de alertas y de cierres por toxinas, cuando el numero
de bioensayos se incrementa, la participacion del laboratorio externo es
fundamental.

En Catalunya existe igualmente el potencial de uso de la cromatografia para el
analisis de toxinas PSP. En este caso, el IRTA dispone del potencial técnico
(recursos humanos e infraestructuras) necesario para la ejecucion de analisis
cromatograficos mediante derivatizacion pre-columna y post-columna. El IRTA en
esta etapa de ejecucion del proyecto ha priorizado el uso del andlisis pre-
columna, andlisis que en la actualidad puede ejecutar fuera de acreditacion.
Teniendo en cuenta los perfiles de toxinas existentes en Catalunya, este método
puede considerarse adecuado para el seguimiento de toxinas paralizantes. Por
ello, y fruto de los buenos resultados en la implementacion de esta metodologia,
esta en curso la propuesta de uso de un método abreviado de cromatografia con
derivatizacién pre-columna como utensilio de cribado para identificar la presencia
de toxinas PSP. Esta estrategia no se desmarca del uso del bioensayo en raton
ya que en el caso de identificar toxinas paralizantes, se propone cuantificar las
toxinas paralizantes mediante el bioensayo raton para aquellas muestras que por
cromatografia han presentado presencia de toxinas. Esta estrategia permitiria
reducir el nUmero de bioensayos utilizados en el control de toxinas en respuesta a
la actual legislacion de la UE (“El cuidado y el uso de animales vivos para fines
cientificos se rige por los principios establecidos internacionalmente de
reemplazo, reduccién y refinamiento”, DIR 2010/63/UE). En principio, debido a la
flexibilidad y répida respuesta en la ejecucién de bioensayos la propuesta se
apoyaria en la intervencion del laboratorio de ANFACO para la ejecucion de los
bioensayos.
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Perspectivas de futuro

Describimos y justificamos a continuacion el potencial y futuras actuaciones en la
propuesta de implementacion del método de HPLC Pre-Columna como sistema
de cribado:

1. Resultados JACUMAR HPLC pre-columna.

Los resultados obtenidos en el IRTA por el método de HPLC pre-columna indican
gue el método de Lawrence requiere de un extenso tratamiento previo de la
muestra antes de la inyeccion, hecho que repercute negativamente en la rapidez
en que se tienen que obtener los resultados en los laboratorios de monitoring.

Asi para una muestra compleja se tendrian que realizar los pasos de
homogeneizacion, extraccion, purificacion por cartuchos y derivatizacion con
periodato o peroxido. Esto incluiria dos andlisis de la misma muestra y el blanco y
hasta tres fracciones en caso de que se encontraran toxinas N-hidroxiladas, con
las consecuentes replicas de los andlisis. Con todo, una misma muestra compleja
podria llegar a ser pinchada hasta 14 veces antes de dar un resultado cualitativo
de eq STX/kg de muestra.

Por ejemplo en una muestra con perfil de toxinas de la microalga A. catenatum
tendriamos que analizar la muestra oxidada con periodato, con lo que
obtendriamos un perfil cromatogréfico parecido a:

=% deGTX2,3
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STX
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T T T T T T T T T
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Figura 88. Cromatograma del estandar de calibracion con dcGTX2,3, dcSTX i STX.
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Figura 89. Cromatograma del estandar de calibracion con C1&2, GTX2,3 i BL(GTX5).
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Figura 90. Cromatograma del estandar de calibraciéon con GTX1,4 y NEO.

30.004
3
8
g

& 20,00
2
o
5
S
[

10.004

0.00-]

T T T T T T T T T T T T T T T
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00

Minutes

Figura 91. Cromatograma del estandar de calibracion con dcNEO.
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Figura 92. Resultados de inyectar el extracto purificado C18 de una muestra con perfil A.
Catenatum derivatizado con periodato. En los dos cromatogramas inferiores se compara el

extracto sin derivatizar (cromatograma en negro) con el oxidado con periodato (cromatograma en
azul).
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Esta misma muestra se volveria a analizar oxidada con peroxido para poder
cuantificar e identificar las toxinas dcGTX2,3, dcSTX, STX, C1&2, GTX2,3 i
B1(GTX5). En la muestra ejemplo el cromatograma obtenido seria el siguiente:
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Figura 93. Resultados de inyectar el extracto purificado C18 de una muestra con perfil A.
Catenatum derivatizado con peroxido. Los dos cromatogramas inferiores comparan el extracto sin
derivatizar (cromatograma en negro) con el derivatizado con peroxido (cromatograma en azul).

La presencia de dcSTX en la muestra indicaria la necesidad de hacer una recta
de calibrado con dcSTX derivatizada con periodato para poder dilucidar la
concentracion de dcNEO existente en la muestra.

A parte se tendria que hacer una etapa de purificacion siguiendo lo descrito en el
método oficial de la AOAC 2005.06. Con la purificacién con cartucho SPE-COOH
obtendriamos tres fracciones, que nos permitirian resolver las toxinas que
coeluyen, como por ejemplo la NEO y la GTX6.

Fluorescence

T T T T T T T T T T
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00

Minutes

Figura 94. Resultados de inyectar la fraccion 2 del extracto purificado por SPE-COOH de una
muestra con perfil A. Catenatum con toxina GTX6. Procedimiento descrito en el método oficial
AOAC 2005.06.
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Figura 95. Resultados de inyectar la fraccion 3 del extracto purificado por SPE-COOH de una
muestra con perfil A. Catenatum sin neoSTX. Procedimiento descrito en el método oficial AOAC
2005.06.

Con toda la informacién recogida en las diferentes calibraciones y etapas el peffil
de toxinas de la muestra quedaria perfectamente definido, pero habrian pasado
dos o tres dias de andlisis desde la extraccion de la muestra.

En el caso concreto de la aplicacion del método de Lawrence en el litoral catalan,
con un perfil claro de A. minutum, el método HPLC pre-columna podria dar
buenos resultados en los analisis de monitoring. Se sabe que el A. minutum
produce perfiles de toxinas GTX1,4 y GTX 2,3. Por lo tanto el laboratorio se
ahorra la etapa de purificacion con SPE-COOH vy las inyecciones de las diferentes
fracciones para la resolucibn de las toxinas N-hidroxiladas. Esto acorta
significativamente el analisis cromatografico, ya que se simplifica mucho el perfil
cromatografico obtenido y por tanto también el procedimiento de ensayo.

En el caso concreto de una muestra de mejillén del litoral catalan contaminada en
un episodio natural de proliferaciéon de A. minutum encontramos el siguiente
cromatograma:
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Figura 96. Cromatograma de una muestra de mejillon de litoral catalan oxidada con periodato. El
perfil es caractéristico de A. minutum, donde se aprecian los picos de GTX 1,4 i GTX2,3. En la
figura se aprecian 2 cromatogramas, el negro seria la inyeccion de matriz sin derivartizar y el azul
la muestra después de la etapa de oxidacion con periodato.
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Con la etapa de oxidacion con periodato podemos cuantificar las toxinas GTX1,4
conjuntamente. El pico con tg de 5 minutos podria ser debido al tercer pico de la
GTX 1,4, pero también podria ser GTX2,3, ya que estos dos picos coeluyen. Por
lo tanto se tendria que hacer otro analisis con oxidacion con peroxido. Se
obtendria el siguiente cromatograma para la muestra problema.
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Figura 97. Cromatograma de una muestra de mejillon de litoral catalan oxidada con peroxido. El
perfil es caractéristico de A. minutum, donde se aprecian los picos de la GTX2,3. En la figura se
aprecian 2 cromatogramas, el negro seria la inyeccibn de matriz sin derivartizar y el azul la
muestra después de la etapa de oxidacién con peroxido.

Si ampliamos la zona de interés se aprecia perfectamente que en la muestra
también hay toxinas GTX2,3.

Con este perfil se reduce significativamente el tiempo de preparacion de la
muestra, ya que se elimina una etapa de purificacion, asi como el tiempo de
andlisis, ya que no se tienen que analizar por duplicado las diferentes fracciones
obtenidas en la etapa de purificacion por SPE-COOH.

Por lo tanto, el tiempo de obtencién de resultados analiticos y de las
consiguientes decisiones a tomar en base a ellos se reduce en un dia, y se
asemeja mas al tiempo de analisis por bio-ensayo ratén.

En el laboratorio del IRTA en Catalunya después de implementar el método pre-
columna, o de Lawrence, se pueden obtener resultados de toxinas paralizantes
con perfil A. minutum en un plazo de 2 dias.
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2. Aplicacion del método de Lawrence al laboratorio del IRTA.

El laboratorio del IRTA ha implantado el método pre-columna, o de Lawrence, a
una instruccion de trabajo interna (IT-2001-L-52). En el laboratorio se han probado
diferentes columnas cromatogréficas y diferentes condiciones de analisis para la
correcta separacion de los picos, conseguir picos estrechos y unos tiempos de
analisis razonables.

Las condiciones cromatograficas establecidas en la aplicacion del método HPLC
pre-columna son las siguientes:

e Columna cromatografica Phenomenex Kinetex 2,6y, 100x2.10 mm, 2,6um de
tamafio de particula.

e Flujo: 0,2ml/min

e T° columna: 30°C

e Fase movil A (NH4For 0.1M pH 6)

e Fase movil B (NH4For 0.1 M 5% ACN pH6)

El gradiente usado para la correcta separacion de los picos se describe en la tabla
33.

Temps (min) Flux (ml/min) %A %B
0 0.2 100 0
5 0.2 95 5
9 0.2 30 70
11 0.2 100 0
16 0.2 100 0

Tabla 33. Gradiente usado en la determinacion de toxinas paralizantes.

Para la cuantificacion se usan cuatro mezclas de las diferentes toxinas. De este
modo tenemos:

Mix1: 100uL dcGTX 2,3, 100 pL dcSTX, 100 pL STX + 250 pL H,O Milli-Q
(oxidaciéon peroxido y periodato)

Mix2: 100uL C1&2, 100puL GTX2,3, 100uL B-1 + 250uL H,O Milli-Q (oxidacion
peréxido y periodato)

Mix3: 100uL NEO, 100uL GTX1,4 +250uL H,O Milli-Q (oxidacién periodato)

Mix4: 100uL dcNEO + 250uL H,O Milli-Q (oxidacion periodato)

Con la inyeccion de los diferentes estandares y con la integracion de los picos se
obtienen los siguientes cromatogramas para los diferentes mix.
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En el siguiente cromatograma se muestran los diferentes estandares usados en la
calibracion del MIX 1, que incluyen la dcGTX 2,3, dcSTX y STX.

400.00+

dcGTX2,3

350.00 N

300.00
250.001

200.00+

Fluorescence

150.001

STX

&

T T T T T T T T T T
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.0C
Mnutes

100.00+

50.00

Figura 98. MIX 1 de estandares de calibracion oxidados con perdxido.

En el siguiente cromatograma se muestran los diferentes estandares usados en la
calibracion del MIX 2, que incluye laC1,2, GTX 2,3y B1(GTX 5).

600.00
550.00
500.00
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350.00
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50.00-
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Minutes

Figura 99. MIX 2 de estandares de calibracién oxidados con peréxido.
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En el siguiente cromatograma se muestran los diferentes estandares usados en la
calibracion del MIX 3, que incluye GTX1,4 i NEO.

NEO
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Figura 100. MIX 3 de estandares de calibracién oxidados con periodato.

En el siguiente cromatograma se muestran los diferentes estandares usados en la
calibracion del MIX 4, que incluye la dcNEO.
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50 deNEO
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T T T T T T T
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
Minutes

Figura 101. MIX 4 de estandares de calibracién oxidados con periodato.

Con la integracién del area de los picos se obtienen las diferentes rectas de
calibracion para cada una de las toxinas. Por tanto, con la integracion de los picos
de muestras solo se tiene que interpolar el area del pico en la recta y obtenemos
la concentracion de toxinas/kg de carne de bivalvo.
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En una muestra de ostion de litoral catalan (codigo de muestra OST CAT A032)
contaminada por toxicidad paralizante se obtiene el siguiente cromatograma
después de la oxidacion con periodato:

Fluorescence

T T T T T T T T T
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00

Figura 102. Cromatograma oxidacién con periodato de la muestra de ostion del litoral catalan OST
CAT 032. Se observa un cromatograma en rojo perteneciente a la muestra sin derivatizar y uno en
negro perteneciente a la muestra oxidada con periodato.

Con un tg de 2,547min tenemos el pico de cuantificacién de las GTX 1,4, toxinas
gue coeluyen. Con un tg de 6,731min tenemos un pico que podria ser el tercer
pico de la GTX 1,4 o el pico de las GTX 2,3. Por lo tanto, solo se integra el pico de
las GTX 1,4 para obtener el area y asi poder obtener la concentracion de toxinas
en umol GTX 1,4/kg carne.

Name Retention Area % Height | Int Type | Amount | Units Peak Type Peak Codes
Time Area
1 |GTX1,4 2.547 | 189340 | 100.00 | 22132 | bb Unknown

Tabla 34. Resultado de integracion del pico de GTX1,4.

Después se hace una oxidacién con periodato. Esto nos permite saber si el pico
con tR de 6,731min es el tercer pico de las GTX 1,4 o también hay una
contribucion de GTX 2,3, que coeluyen. También podremos detectar la presencia
de toxinas que con la oxidacion con periodato dan una sefial muy débil, como la
B1 (GTXD5).

Si oxidamos con perodxido la muestra de ostion de litoral catalan (codigo de
muestra OST CAT A032) obtenemos el siguiente cromatograma.
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Figura 103. Cromatograma ox. peroxido de la muestra de ostion del litoral catalan OST CAT 032.
Se observa un cromatograma en rojo perteneciente al extracto de muestra sin derivatizar y uno en

negro perteneciente a la muestra oxidada con peréxido.

Con un tg de 5,878min tenemos el pico de cuantificacion de la GTX 2,3. Por lo
tanto, solo se integra el pico de la GTX 2,3 para obtener el area y asi poder

obtener la concentracion de toxina en pmol GTX 2,3/kg carne.

Name Retention Area % Area | Height Int Type Amount Units Peak Type Peak
Time Codes
1|GTX2,3 5.878 | 90764 100.00 9103 | bb Unknown

Tabla 35. Resultado de integracion del pico de GTX1,4.

Con la interpolacion de las areas de las toxinas GTX 1,4 y GTX 2,3 en las rectas
de calibracion que se muestran a continuacion podremos obtener la concentracion

de las dos en la muestra.
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Figura 104. Recta de calibrado para GTX1,4 obtenida el dia 29/04/2011 en el set de muestras
PSP_290411. En el mismo set de muestras se encontraba la muestra OST CAT 032.
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Figura 105. Recta de calibrado para GTX2,3 obtenida el dia 29/04/2011 en el set de muestras
PSP_290411. En el mismo set se encontraba la muestra OST CAT 032.

Con esto obtenemos la siguiente tabla;

pmol eq STX diHCL/L pmol /L Area de pico (uV*seg)
CODE Hg eqSTX
SAMPLE diHCI/ kg GTX1&4 GTX2&3 GTX1&4 GTX2&3 GTX1&4 GTX2&3
sample
OST CAT
A032 800 1745 0.513 0.073 0.513 0.122 189340 90764

Tabla 36. Tabla de resultados para la muestra OST CAT 032.

Con el método desarrollado en el IRTA de Sant Carles de el laboratorio de
guimica analitica del Subprograma de Seguiment del Medi Mari participo en el
ejercicio interlaboratorio organizado por el Laboratorio Europeo de Referencia de
Biotoxinas Marinas (EU-RL-MB) para la determinacion de toxinas causantes de la
intoxicacién paralizante por consumo de marisco (Paralytic Shellfish Poisoning,
PSP) en carne de molusco.

Considerando que el valor promedio de los participantes no descartados (por dar
resultados no validos o outliers) es el “valor verdadero” o valor asignado, y el valor
emitido por el laboratorio el “dato”.

EURLMB/10/P/01 EURLMB/10/P/02
ug eqSTX kg™ ug eqSTX kg™
Valor asignado 1514 1460
SD (n=36) 537 pa/kg 452 ug/kg
Resultado IRTA (1111) 1361 1049
Z-score -0,4 -1,19

Tabla 37. Resultados obtenidos por el laboratorio IRTA en el ejercicio interlaboratorio organizado
por el EU-RL-MB en 2011, utilizando el método quimico oficial (HPLC-FD con derivatizacion pre-
columna) per a la determinacién de toxinas PSP.
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Los dos resultados, con Z-scores<2, se pueden considerar satisfactorios teniendo
en cuenta los criterios usados (ver figura 106 y figura 107 para la muestra
EURLMB/10/P/01 i EURLMB/10/P/02, respectivamente). El laboratorio del IRTA
tiene asignado el cddigo 1111 en la participacion en este ejercicio.

FIGURE 1. Z-SCORES OBTAINED BY PARTICIPANTS IN THE EURLMB
2011 PROFICIENCY TESTING ON SAXITOXIN GROUP (PSP TOXINS)
DETERMINATION FOR SAMPLE EURLME/11/P/01 (TOTAL TOXICITY)
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Figura 106. Z-score de los diferentes participantes en el ejercicio para la muestra
EURLMB/10/P/01. EIl laboratorio de quimica analitica del IRTA Sant Carles de la Rapita
corresponde al cédigo 1111 (flecha roja). Resultados presentados en el informe emitido por el
organizador.
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FIGURE 2. Z-SCORES OBTAINED BY PARTICIPANTS IN THE EURLMB
2010 PROFICIENCY TESTING ON SAXITOXIN GROUP (PSP TOXINS)
DETERMINATION FOR SAMPLE EURLMB/11/P/02 (TOTAL TOXICITY)
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Figura 107. Z-score de los diferentes participantes en el ejercicio para la muestra
EURLMB/10/P/02. EIl laboratorio de quimica analitica del IRTA Sant Carles de la Rapita
corresponde al cédigo 1111 (flecha roja). Resultados presentados en el informe emitido por el
organizador.

3. Protocolo de aplicacién del método de cribado (screening) de toxinas PSP
en el laboratorio del IRTA.

El laboratorio del IRTA se ha empezado la validacion de un método de cribado de
toxinas paralizantes y la redaccién de una instruccion de trabajo interna (IT-2001-
L-37).

Las condiciones cromatograficas establecidas en la aplicacion del método HPLC,
descritas en el apartado 3, servirian para el método de cribado de toxinas
paralizantes.

El interés de disponer de un protocolo cromatografico de cribado, en este caso
adoptando un método abreviado del método cromatografico de Lawrence es
disponer de una metodologia analitica que siendo méas especifica permita reducir
el nimero de bioensayos en animales, manteniendo el principio fundamental de
asegurar la misma proteccion del consumidor. Por ello, la implantacion de este
protocolo de cribado permitir4 dar respuesta a los tres principios establecidos por
la comunidad europea, las 3R (Replacement, Refinement, Reduction). Nuestra
propuesta consiste en validar el método cromatografico de cribado de toxinas
paralizantes siguiendo un paralelismo con los procedimientos implantados en el
laboratorio CEFAS del Reino Unido, donde se ha descrito que se analizan 3500
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muestras/afno, 1o que equivale a >40 muestras/dia por el método de barrido por
HPLC con oxidacion pre-columna y deteccion de fluorescencia.

El método cromatografico utilizado y de decision seria una abreviacion del método
AOAC HPLC method 2005.06.

Extraccion \

$

Purificacion SPE-C18
Oxidacion con periodato

AOAC HPLC
‘ Method 2005.06
Analisis por HPLC-FLD >
Presencia picos No hay picos

Ensayo MBA Muestra NEGATIVA

Figura 108. Esquema de trabajo abreviado

En lo que respecta al tratamiento de la muestra, proceso de extraccion y
oxidacion serian los utilizados en el método AOAC HPLC 2005.06, hasta la etapa
de oxidacion con periodato. Una vez obtenidos los cromatogramas se procederia
siguiendo el protocolo descrito abajo.
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El protocolo de toma de decisiones seria el descrito a continuacion:

OXIDACION CON
PERIODATO

l Interpretacion de resultados

NO
Son los resultados de - Investigar el problemay
estandares aceptables? reanalizar el batch

lsi

Definir los tg de las toxinas de los
estandares en el batch y ver si son
comparables con los tg de los
cromatogramas de la muestras

]

SI[ Evaluacion de toxinas gue dan lugar a un
solo producto de oxidacién:
Presencia de un pico al tiempo de
retencion del pico de GTX2,3, GTX5 o
STX?

o NO
Muestra positiva por
HPLC

Evaluacion de toxinas que dan lugar a mas

de un producto de oxidacion:

Presencia de picos al tiempo de retencién

del pico principal (de -cuantificacién) y

también  del pico  secundario (de
Si confirmacion) mas significativos de GTX1,4

o NEO

(0]
Presencia de picos al tiempo de retencion
de ambos picos de dcSTX, dcGTX2,30 C1,2

lNO

Muestra negativa
HPLC

Figura 109. Esquema del protocolo de toma de decisiones segun los resultados cromatograficos.
En el caso de detectar muestras positivas, éstas serian analizadas por bioensayo raton.
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Son varios los argumentos que favorecen la implantacion en Catalunya del
método de cribado propuesto. En primer lugar tenemos en consideracion el perfil
toxicologico del A. minutum que es la especie responsable, junto con A.
catenatum, de los episodios de PSP en Catalunya. Por otra parte hay que
considerar el hecho que en el litoral catalan las muestras positivas con toxinas
PSP > MPL se dan en raras ocasiones y que normalmente se originan tras
blooms de Alexandrium spp. que se inician en puertos (Vilanova, Tarragona,
Barcelona) y que pueden ser predecibles dados los controles rutinarios que se
ejecutan. Normalmente estos blooms quedan confinados en los puertos.
Podriamos concluir que por ello el método de cribado (screening) de toxinas
paralizantes por HPLC-FLO seria un buen método para el monitoreo de la zonas
de produccién de moluscos del litoral catalan.

4, Futuras acciones para la implementacién del cribado de PSP en el
laboratorio del IRTA

En estos momentos en el laboratorio del IRTA de Sant Carles de la Rapita se esta
empezando la validacion del método de cribado de toxinas paralizantes por
HPLC-FLO.

Primeramente se comprobd el rango de respuesta lineal para cada una de las
diferentes toxinas paralizantes. Ahora se ha empezado la validacion por el calculo
de los limites de deteccion y cuantificacion de las diferentes toxinas en diferentes
matrices de bivalvos, al ser este un parametro critico para la adopcion del método
de cribado para el control y la toma de decisiones sobre las zonas de produccién
de bivalvos.

Una vez se han obtenido los limites de deteccién y cuantificaciéon tedricos se ha
dopado la muestra a los niveles teoricos i se ha observado que los limites
cumplieran que la sefial fuera 3 y 10 de sefial/Ruido respectivamente.

Para una muestra blanca de matriz de mejillén del litoral tenemos el siguiente
cromatograma.

14.00+

12.00+

10.00+

8.00

Fluorescence

100 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10,00 11700 12100 1300 1400 15,00 16.00
Minutes

Figura 110. Cromatograma de una matriz “blanca” de mejillén de la costa catalana
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Si dopamos la muestra a niveles de limites de deteccion con el MIX 1, que
contiene dcGTX 2,3, dcSTX i STX obtenemos el siguiente cromatograma.
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26.00-]
24.océ
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dcGTX2,3
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Figura 111. Cromatograma de limites de deteccién en una matriz de mejillén. Se ha dopado el
extracto de mejillén de una muestra blanca a niveles de los limites de deteccion tedrico con el
MIX1. El cromatograma negro es el obtenido de la matriz blanca y el azul es de la matriz dopada.

Con esto el laboratorio del IRTA de Sant Carles ha obtenido una tabla de valores
iniciales de limites de deteccion y cuantificacion, que se muestra a continuacion.

dcGTX2,3 dcSTX STX Cl&2 GTX2,3 GTX5 GTX1,4 NEO dcNEO

Id (umol/L) 0,0006 0,0014 0,0012 0,0008 0,001 0,031 0,002 0,007 0,0009
Ig (umol/L) 0,0019 0,0046  0,0041 0,0026 0,003 0,102 0,006 0,0056 0,0030
Dissolvente H,0 Milli-Q  Id (ug eqSTX/g de
carn) 0,0007 0,0041 0,004  0,0002 0,002 0,009 0,006 0,005 0,0011
lq (ug eqSTX/g de
carn) 0,0021 0,0138 0,012  0,0008 0,005 0,030 0,018 0,017 0,0036
Id (umol/L) 0,015 0,021 0,015 0,0339 0,025 0,056  0,0467 0,0158 0,012
Ig (umol/L) 0,052 0,069 0049 0,1187 0,084 0,189 0,233 00475 0,041
Matriz de mejillén Id (g eqSTX/g de
carn) 0,018 0,062 0,044 0,010 0,045 0,017 0,139 0,0470 0,015
Ig (g eqSTX/g de
carn) 0,062 0,206 0,147 0,035 0,150 0,056 0,694 0,1415 0,049

Tabla 38. Resultados iniciales de la validacion de los limites de cuantificacién y deteccidn con
matriz de mejillén de las zonas de produccion de la costa catalana.

A falta de terminar la validacion de los limites de deteccién y cuantificacion, con el
método de cribado de toxinas paralizantes por HPLC-FLO se podrian dar
resultados de presencia de picos de toxinas en que el sumatorio de fuera <350ug
eq STX diHCl/kg carne. Con esto se la técnica cromatogréfica se equipararia a
niveles de limites de deteccion al bio-ensayo raton (MBA).

En estos momentos en el laboratorio del IRTA se estan optimizando las
condiciones cromatograficas para resolver mejor la GTX 1,4 del frente de matriz y
extendiendo la validacion de estos limites a otras matrices de bivalvos, como
ostion, coquina y almeja.
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La validacion del método de cribado de toxinas por HPLC-FLO continuara con:

Exactitud y recuperacion en la etapa de purificacion con SPE-C18.
Estabilidad del extracto con acido acético.

Repetibilidad con muestras contaminadas en episodios naturales.
Ejercicios de precision intermedia entre analistas.

Robustez del método.

Participacion en ejercicios interlaboratorio (proficiency test).
Aplicabilidad a las muestras de monitoreo del litoral catalan.

Una vez finalizada la validacion del método de cribado se podra revisar y
modificar, en caso de que sea necesario, la instruccion técnica IT-2001-L-37 de
cribado de toxinas paralizantes por UPLC-FLO. Asi se podran definir los
parametros y periodicidad para evaluar el aseguramiento de la calidad del analisis
con el tiempo, con vistas a solicitar una ampliacion del alcance de acreditaciéon
ISO 17025 para el método de cribado de toxinas paralizantes por UPLC-FLO.
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2.5. CONCLUSIONES

Se dedicard especial atencidn a la utilidad de los resultados para el sector
acuicola.

CONCLUSIONES DEL OBJETIVO 1
Comparacion de métodos de determinacion de toxinas PSP

1.1) Metodologias accesorias.
1.2) Metodologias de determinacion de toxinas.

1.1) Metodologias accesorias

Datos de los programas de vigilancia de Andalucia, Galicia y Catalunya:

Los datos de los programas de vigilancia de Andalucia, Galicia y Catalunya han
sido fundamentales para el seguimiento de microalgas de interés y para el
reconocimiento de toxinas en moluscos a lo largo de toda la ejecucion del
proyecto. Cabe resaltar que si bien ha habido episodios puntuales de toxinas
paralizantes a lo largo de todo el proyecto, en ningun caso éstas han estado las
mas representativas de los problemas identificados en las tres comunidades,
habiendo sido los episodios por toxinas diarréicas los mas representativos. A
pesar de esta circunstancia, han existido episodios puntuales de presencia de
toxinas paralizantes, que bien pudiesen haber tenido mas amplitud si las
circunstancias oceanograficas, ambientales u otras lo hubiesen permitido, Por
ello, los datos de episodios de toxinas PSP permiten concluir de la vigencia de la
problematica abordada en el proyecto y que persiste como un elemento clave a
seguir de cerca de cara a asegurar la calidad alimentaria del producto e inocuidad
hacia el consumidor, elementos claves para el desarrollo del sector.

Obtencién de patrones certificados

En este sentido las conclusiones son pocas, si bien cabe resaltar que los patrones
certificados siguen siendo disponibles en el NRC (Halifax, Canadd) al igual que al
inicio del proyecto, aunque cabe resaltar que no ha habido un fundamental
avance en la disponibilidad de nuevos patrones de referencia. Se puede por ello
concluir que respecto a material certificado, éste esta disponible, principalmente
para aplicaciones analiticas. Sin embargo material certificado o de referencia para
requerimientos mayores, sigue siendo éste escaso lo cual ha podido solventarse
en el marco de este proyecto mediante actuaciones propias del proyecto para
obtener material de referencia con toxinas. Por ello podemos concluir que la
disponibilidad de patrones y material de referencia en el mercado, principalmente
para el interés de los laboratorios de control, es modesta y que deberia haber a
nivel internacional cierto esfuerzo para incrementar la disponibilidad. Se
identifican carencias en relacion a patrones de las toxinas GTX6, C3 y C4. En
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particular la carencia de GTX6 afecta al andlisis de toxinas asociadas a
floraciones de Gymnodinium catenatum.

Obtencidén de muestras de campo, en particular durante episodios criticos:

La obtencién de muestras de campo durante episodios de toxicidad PSP ha sido
crucial para la ejecucion del proyecto. En este sentido, fundamentalmente por
episodios acontecidos en Andalucia y Galicia se ha podido disponer de material
contaminado con toxinas PSP lo cual ha permitido la comparacion entre métodos
de ensayo, objeto de la actual propuesta. Esto representa una fuente inestimable
de material necesario para la ejecucion de proyectos de investigacion asociados a
toxinas PSP y recomendamos que los laboratorios que disponen de material
obtenido durante episodios de toxicidad puedan de manera sistematica considerar
el obtener y compartir, de la forma que definan, este material.

Experimentacién en mar:

La experimentacion en mar de forma a obtener material de referencia durante
proliferaciones de microalgas productoras de toxinas PSP ha resultado una
estrategia clave en el caso de Catalunya. Fruto de la proliferacion de la microalga
A. minutum en puertos de Catalunya a lo largo de la ejecucion del proyecto, se
han podido realizar exposiciones semi-controladas de moluscos durante episodios
lo cual ha permitido obtener material de referencia contaminado utilizado en el
marco de este proyecto. Las muestras obtenidas, han sido empleadas para la
comparacion de metodologias, y muy recientemente han sido donadas al
Laboratorio Comunitario de Referencia de toxinas marinas en Vigo, para la
realizacion de ejercicios inter-laboratorios en toda la UE. Por ello concluimos que
el potencial que presenta la experimentacion en mar en puertos para la obtencién
de material de referencia resulta una buena estrategia de poco coste y alta
eficacia.

Cultivos de microalgas toxicas

El cultivo de microalgas toxicas es fundamental para una mejor comprension de
las toxinas que puedan estar presentes en las diferentes areas geogréficas del
litoral espafol. Constituye una base para identificar las toxinas que posteriormente
el propio molusco puede metabolizar en diferentes derivados. Por ello, estos
cultivos pueden ser primordiales para la puesta a punto de metodologias, con la
ventaja inicial de que resulta un material que pueda presentar menos
interferencias debido a la matriz. En el marco del proyecto los cultivos de A.
minutum y G. catenatum han sido los cultivos utilizados. Cuando se esta en
medida de realizar cultivos de éstas microalgas a mediana o gran escala, la
obtencion de biomasa algal puede por una parte favorecer el estudio de derivados
de toxinas que puedan hallarse en pequefias cantidades, no detectables en
cultivos de pequefa escala. Ello en nuestro caso no ha sido identificado como una
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ventaja ya que no se ha dado la circunstancia de la deteccion de derivados
particularmente de interés que no se conociesen. Por otra parte, la obtencién de
esta biomasa permite la exposicién controlada en laboratorio de moluscos a las
microalgas para obtener material contaminado con toxinas.

Experimentacién en laboratorio:

La experimentacion en laboratorio para la obtencion de material de referencia a
partir de exposiciones controladas de moluscos a cultivos de microalgas ha
mostrado dificultades. Por una parte, la eficiencia en la disponibilidad de
suficientes microalgas a partir de los cultivos es un elemento limitante y dentro de
la estructura de este proyecto no se ha podido contemplar unas etapas de
optimizacién de los cultivos a gran escala como para disponer de suficiente
material para exposiciones a gran escala. Por otra parte, otro elemento limitante
ha sido la necesaria aclimatacion de los moluscos a las condiciones de
laboratorio, que si bien es posible, en nuestro caso presentd problemas de desove
lo cual no permitié obtener con eficacia suficiente material contaminado. Por ello
concluimos que si bien las exposiciones controladas en laboratorio son posibles y
podrian representar una buena estrategia siempre que se desee obtener
pequeiias cantidades de material de referencia, la obtencibn de mayores
cantidades puede necesitar largas etapas de puesta a punto de las metodologias
de exposicién de los moluscos a las microalgas toxicas, y la disponibilidad de
infraestructuras relativamente complejas.

Purificacién de extractos HPLC

De la evaluacion del efecto matriz sobre las columnas de separacion se determina
gue su vida util es muy corta. Se establece que la media de muestras sin perder
resolucién se encuentra en el rango de 100 a 200. Por accion del efecto matriz se
van a generar dobles picos y se incrementa la presién en cabeza de columna
llegando a sobrepasar el limite de seguridad del sistema provocando la parada de
las bombas.

Con respecto a sustancias interferentes (material fluorescente no toxinas) y en
concreto la co-elucion de interferentes con las toxinas GTX4 y GTX1. Debido a la
toxicidad elevada de estas dos toxinas, la interferencia a este nivel no soélo impide
una correcta cuantificacion de dichas toxinas sino que contribuye
significativamente al calculo de pg STX equivalentes.

Con el objetivo de dar una solucién a los dos problemas anteriores, que estan
relacionados entre si, se procedi6 a ensayar diferentes sistemas de limpieza del
extracto de mejillon y que se resumen a continuacion:

1.- Desproteinizacion de una alicuota de homogeneizado de mejillon con éacido
tricloroacético (TCA) segun el protocolo descrito por (Rourke et al. 3008). Este
tratamiento resulta insuficiente ya que el extracto mantiene una gran cantidad de
compuestos coloreados, amarillo-anaranjados, en disolucion que al entrar en la
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columna se fijan selectiva y permanente en la cabeza de la misma dando lugar a
un aumento de presion y la consecuente pérdida de resolucion.

2.- Repartos con hexano, acetato de etilo y éter etilico.

En contra del objetivo previsto con este procedimiento, el material amarillento no
fue arrastrado por la capa organica. De este ensayo se deduce que el material
coloreado es claramente hidrofilico al permanecer en la fase acuosa.

3.- Extraccion en fase sélida con cartuchos de C18 segun el protocolo descrito en
el método pre-columna (Lawrence et al. 2005).

El efecto real es una dilucién ya que si la muestra esta muy coloreada, puede
pasar ese material al extracto. Y en muestras con niveles bajos de toxinas PSP
tiene el mismo efecto que la dilucién simple.

4.- Extraccion con Lichroprep RP18 (40-63 pm).
Este ensayo fue previo a los derivados posteriormente de dispersion de matriz al
comprobar que se producia un descenso del color del 45 %.

5.- Purificacion con dispersiéon de matriz

Los ensayos comparativos efectuados con otras dos fases Oasis HLB y
Sepabeads mejora el descenso de color del ensayo anterior, pero las
recuperabilidad de toxinas se encuentran es solamente del orden del 80%.

Por lo que sepodria concluir que la fase de preparaciéon de muestras a partir de
moluscos nos encontramos con un paso de limpieza no resuelto actualmente y
gue limita en gran medida la duracidén de las columnas ademéas de la habitual
presencia de interferentes no toxicos. Si a esto le sumamos el efecto afiadido de
la variabilidad de los perfiles de toxinas, relacionado con el fitoplancton de la
zona, podemos concluir que resulta muy dificil la aplicacion rutinaria de esta
metodologia, en particular dentro de un programa de Control y Seguimiento.

1.2) Metodologias de determinacion de toxinas:

El bioensayo ratdn para toxinas paralizantes de la AOAC

Este método ha resultado ser eficaz en la aplicacion de los programas de control
de biotoxinas desde los afios 60. Tiene dos importantes ventajas que son su
rapidez para actuar sobre situaciones de alerta, desde 1,5 a 3,7 horas se puede
disponer del resultado de 1 y/o 5 muestras y la segunda es que mide toxicidad.
Por lo contrario presenta las desventajas de que es inespecifico y utiliza
animales de experimentacion, hecho que la legislacion europea pretende reducir
por ética animal (Commission Recomendations 2007/526/EC de 18 de junio).

Desarrollo e implementacién de metodologias cromatograficas, LC-FD, LC-MS-
MS. Perfiles toxinicos.
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LC-MS/MS

Es posible utilizar la cromatografia liqguida de alta eficacia acoplada a
espectrometria de masas con interfase electrospray para la determinacion de las
toxinas de tipo PSP en moluscos bivalvos. La tecnologia de detecciéon de triple
cuadrupolo se mostro suficientemente sensible en general, pero no la de trampa
ibnica. Cromatograficamente, la tecnologia HILIC con una columna de tipo
zwitterionico resultd la mas adecuada. No obstante, al igual que en con otros
métodos cromatograficos para la separacion de estas toxinas, la obturacion
parcial de las columnas cuando se inyectan extractos de bivalvos es muy rapida,
requiriendo, por tanto el desarrollo de métodos de preparacion de la muestra
adaptados a tanto a las condiciones cromatografica (HILIC) como a las de
ionizacion en el espectrometro de masas (ESI), antes de que se pueda utilizar
para el control rutinario de la toxicidad de bivalvos.

HPLC-PreColumna

Para poder abordar un monitoring intenso (= 25 muestras/dia) con el método
HPLC-FD con oxidcion precolumna (AOAC) exclusivamente, requeriria
automatizar la etapa de preparacion de muestra. Su uso como complementario
del bioensayo encarece el coste total del ensayo sin que se mejore en
operatividad, ni seguridad debido al aumento en la demora de entrega de
resultados. Existe una relacion importante entre la aplicabilidad de la técnica de
HPLC-FD con oxidcién precolumna y el perfil toxinico de las muestras de
moluscos, tanto es asi que, para el caso de moluscos afectados por Alexandrium
minutum, podria ser factible su aplicacion en programas de control, mientras que
en los moluscos afectados por Alexandrium catenella serian dificiles y en
episodios de Gymnodinium catenatum lo haria practicamente inviable. Existe la
posibilidad en este caso de emplear el método de forma abreviada come método
de cribado en conjuncién con el bioensayo raton, que se emplearia en caso de
identificar toxinas por cormatografia.

HPLC-Postolumna

A lo largo del proyecto se han utilizado dos formatos de determinacion de toxinas
PSP siendo la parte de reaccion postcolumna y deteccion fluorimetrica comunes,
salvo muy pequefas diferencias que no van a suponer diferencias sustanciales.

Basicamente las diferencias se establecen en la separacion, en el primer formato
se usan dos isocréticos diferentes con el que se pueden separar ocho toxinas
(GTX6, GTX4, GTX1, dcGTX3, dcGTX2, GTX5, GTX3 y GTX2) y en el otro para
separar las tres mas apolares (neoSTX, dcSTX y STX). A nivel de patrones la
separacion es buena.

Ahora bien con respecto a muestras implica inyectar dos veces la misma muestra

y cuando se detecta la presencia de toxinas Cx, GTX6 y GTX5 hay que hidrolizar
el extracto para, por un lado, confirmar cualitativamente esa toxinas al generar los
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productos de hidrolisis y poder cuantificar por comparacion con el original el
aumento de las toxinas a que dan lugar, lo que equivale a tener que inyectar la
muestra cuatro veces.Esta metodologia tiene como desventaja un elevado
consumo de tiempo por muestra, ademas de una gran manipulacion de los
extractos.

En el segundo formato se usa un gradiente de dos eluyentes que suele resolver
bastante bien las once toxinas con patrones. Lo mismo que con el método anterior
cuando hay Cx, GTX6 y GTX5, hay que hidrolizar. La ventaja es en tiempo ya que
en el peor de los casos solamente hay que inyectar la muestra dos veces y no
hay que parar el sistema para cambiar de eluyente, lavar y reacondicionar la
columna.

Con respecto a las muestras la robustez se ve comprometida y no sélo por las
particularidades de las distintas matrices, sino que también se ve afectada por el
fitoplancton presente en las areas de produccion. Asi, las muestras procedentes
del Mediterraneo donde no es habitual la presencia de Gymnodinium catenatum y
si es dominante Alexandrium minutum transmiten un perfil de mas féacil resolucién
mientras que Gymnodinium catenatum presenta un perfil mucho mas complejo se
hace muy dificil la identificacion y cuantificacion debido a la presencia de
interferentes en la zona del par GTX41.

En la fase de preparaciéon de muestras a partir de moluscos nos encontramos con
un paso de limpieza no resuelto actualmente y que limita en gran medida la
duracion de las columnas ademas de la habitual presencia de interferentes no
toxicos. Si a esto le sumamos el efecto afiadido de la variabilidad de los perfiles
de toxinas, relacionado con el fitoplancton de la zona, podemos concluir que
resulta muy dificil la aplicacion rutinaria de esta metodologia, en particular dentro
de un programa de Control y Seguimiento.

En resumidas cuentas, ambos métodos tal y como se describen aqui, no son
equivalentes al método bioldgico, ni econdémicamente, ni en tiempo de respuesta,
ni desde el punto de vista de la seguridad alimentaria, por lo que se necesita una
depuracion mayor para que cumplan los requerimientos exigidos por la legislaciéon
para la erradicacion del método biologico. Pese a esto, el método de
Cromatografia liquida de Alta Eficacia con oxidacién Postcolumna es de gran
ayuda a la hora de estudiar perfiles y comportamientos ante episodios téxicos de
tipo Paralizante.

Evaluacién de la citotoxicidad de toxinas y extractos

En el marco del actual proyecto se ha puesto a punto el ensayo de citotoxicidad
para la determinacion de toxinas PSP abordando diferentes modelos celulares,
entre ellos alguno como el modelo celular NG108-15 que anteriormente no se
habia empleado. Ello ha permitido confirmar el ensayo de citotoxicidad como un
utensilio préactico para la identificacion de toxinas PSP. No obstante en el marco
de este proyecto se ha intentado optimizar el protocolo para evaluar toxinas del
PSP en moluscos. Hemos podido constatar que el modelo de citotoxicidad tiene
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una capacidad limitada para su aplicacion a identificacion de toxinas presentes en
moluscos por lo que su empleo como herramienta de cribado queda
comprometida, entendemos fundamentalmente debido al efecto matriz de los
moluscos. Su aplicacion a la identificacion de la toxicidad de microalgas resulta
posible.

Utilizacién v evaluacion del test de diagnéstico rapido de toxinas paralizantes,
MIST Alert™

Entre las diferentes metodologias propuestas, el test de diagnostico rapido para
toxinas paralizantes MIST Alert™ puede ser una buena herramienta de cribado
gue demuestra identificar toxinas paralizantes cuando éstas se encuentran a
concentraciones altas, superiores al limite maximo permitido. Por ello su uso
como herramienta de cribado de forma continuada queda comprometido dado que
no da seguridad de que la presencia de toxinas PSP a concentraciones cercanas
o ligeramente superiores al LMP puedan ser detectadas, con lo que el
cumplimiento de los actuales reglamentos quedaria en entredicho. Puede ser una
buena herramienta de seguimiento de las toxinas cuando éstas se encuentran
entorno al LMP, por ejemplo para gestionar un episodio y reducir el nimero de
analisis mientras los niveles de toxinas son altos, pero siempre en conjuncion con
otras herramientas de determinacion de toxinas PSP. Se tiene que tener en
cuenta que para valores algo inferiores al LMP pueden dar positivo (falsos
positivos). Su uso por parte del sector es posible, pero siempre cuando éste sea
consciente de las limitaciones descritas.

Correlaciéon y concordancia entre los resultados obtenidos de determinacién de
las toxinas paralizantes mediante los diferentes métodos: el bioensayo ratén, las
determinaciones por cromatografia, LC-MS-MS como indicadores de toxicidad.

Bioensayo

Se detectan diferencias significativas entre laboratorios, aunque éstas son
moderadas en los niveles proximos al cierre. La dispersion de los datos es, en
general, mayor en los dos laboratorios que no realizan de forma intensa y
continuada las determinaciones de toxicidad PSP por este método, por lo cual, es
posible que, en la realidad, un uso éptimo del bioensayo requiera mas formacién,
entrenamiento o practica del personal encargado, que lo que habitualmente se
asume.

La reproducibilidad ( y por tanto el porcentaje de falsos negativos y positivos) de
los bioensayos varié con las especies , siendo en el corruco y el mejillén, por
ejemplo, del mismo orden, pero existiendo 7 veces mas variabilidad en los
resultados de toxicidad en la chirla.
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El perfil toxico, sin embargo, no parace tener un efecto importante en la
variabilidad de los resultados obtenidos por el bioensayo.

HPLC con oxidacion precolumna

Esta técnica, en promedio se obtuvieron valores en toxinas inferiores a los del
bioensayo de raton en los dos laboratorios que la utilizaron. En promedio, la
dispersiéon de las observaciones fue similar a la des bioensayo de ratén, aunque
existieron diferencias significativas tanto en las estimaciones medias de toxicidad
como en la dispersion entre los dos laboratorios que la utilizaron.

No parece existir un efecto significativo del perfil téxico. La utilizacion de esta
técnica requeriria un calibrado detallado contra el bioensayo o con materiales
toxicos especificamente disefiados para esta calibracion.

HPLC con oxidacion postcolumna

El método postcolumna utilizado por Andalucia (consistente en dos eluciones en
modo isocrético) didé en mejillon resultados muy similares a los des bioensayo de
ratdn, solo que con una subestimacion relativa de la toxicidad mayor cuanto mas
alto fue el nivel toxico (relacion cuadrética, no lineal). La concordancia entre las
dos técnicas fue buena en los niveles proximos al nivel de cierre.

La eficacia del método en relacion al bioensayo depende considerablemente de la
matriz biolégica en la que se hallen las toxinas, ya que el el caso de la almeja la
subestimacion es similar a la que se da en el mejillon, pero en corruco y chirla las
subestimaciones son considerablemente mayores, rayando en el primer caso el
40% y en el segundo el 60.

Las dispersiones son, en general similares a las obtenidas con bioensayo.

El método postcolumna utilizado en Galicia, que practicamente es el mismo que
ha sido validado por AOAC, dio resultados francamente pobres con cualquiera de
los dos perfiles de toxinas probados, pero especialmente con el de Alexandrium
minutum. Los malos resultados obtenidos y la casi nula consistencia de los
resultados obtenidos en los reanalisis de las mismas muestras después de unos
meses parecen justificarse, al menos en parte por la presencia y aparicion de
contaminantes que interfieren con la estimacion de la concentracion de las
toxinas, especialmente de la GTX1, y hacen que esta técnica sea en la actualidad
inutilizable para el control de los bivalvos en Espafia.

Jellett Rapid Tests
Los kits de Jellett Rapid Tests detectaron toxicidad casi sin excepcion en todas

aquellas muestras probadas con respuesta detectable por bioensayo de ratén, es
decir, con niveles aproximados de toxicidad de 400 ug.kg-1.
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Igualmente, con una Unica excepcion, las muestras que se consideraba que no
contenian toxinas en cantidades apreciables, dieron resultados negativos.

Adicionalmente, las muestras discordantes una vez re-extraidas y vueltas a
probar, dieron los resultados correctos, lo que indica que, con casi absoluta
seguridad, los tests funcionan correctamente y dectecta toxicidades iguales o
incluso menores que 400 con los perfiles toxicos habituales en Alexandrium del
Mediterrdneo y Gymnodinium catenatum.

Esta sensibilidad supone que con estos perfiles el nimero de falsos positivos
debe ser muy elevado y por tanto que su uso en un sistema de control debe
restringirse al cribado de muestras, dejando a otras técnicas la obtencién de
resultados definitivos.

Efecto de la conservacion de las muestras

No se han encontrado diferencias ni por bioensayo de ratén ni por HPLC-
precolumna ni HPLC-postcolumna debidas a la conservacion de la muestra en
congelacion a -20°C. Si bien un numero reducido de muestras mantenidas en
esas condiciones durante mas de 150 dias dieron estimaciones de toxicidad
considerablemente menores que las procesadas sin congelar o que las
mantenidas en congelacién menos de 40 dias.
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CONCLUSIONES DEL OBJETIVO 2
Estudio de la aplicabilidad de los métodos en los programas de
seguimiento

En relacion a los resultados, se observan discrepancias entre laboratorios en
principio debidas a la propia organizacién del laboratorio en cuanto a personal,
coordinacion con otras actividades, espacios, determinacion de costes. No
obstante, se han podido obtener valoraciones en cuanto a coste y tiempo de
ejecucion que entran dentro del mismo orden de magnitud. Cabe sefialar que en
el laboratorio de INTECMAR, debido al gran niamero de muestras procesadas
(5200 anualmente), los costes disminuyen significativamente respecto a otros
laboratorios

GALICIA

Galicia utiliza actualmente el método bioldégico (AOAC Oficial Method 959.08)
para la cuantificacion de biotoxinas PSP en el desarrollo del programa de control
de acuerdo a los reglamentos (CE) 853/2004, 854/2004 y 2074/2005. Todos los
ensayos tanto los de las zonas de produccion como las inspecciones de los
servicios veterinarios y pesqueros se realizan en el INTECMAR- Conselleria del
Medio Rural y Mar , y es el laboratorio oficial de la Xunta de Galicia EI niumero
medio de muestras analizadas al afio esta en torno a las 5.200, lo cual supone
una media diaria de 25 muestras/dia. El personal y los medios disponibles estan
adecuados a la aplicacion de los analisis programados anualmente con el método
bioldgico. Se dispone ademas de un cromatdgrafo para la realizacion de analisis
por técnicas alternativas que se ha usado para el desarrollo de este proyecto.

Un cambio en la técnica oficial, implicaria que para mantener el programa de
control acorde con la reglamentacion en vigor, seria necesario un incremento en
el coste por infraestructuras para adquirir mas instrumental y un incremento en
potencial técnico al ser necesario entrenamiento del personal existente sin que
esto redunde en una mejora en la operatividad del actual sistema ni en la
seguridad del producto bajo control.

ANDALUCIA

La Comunidad Autonoma tiene compentencia exclusiva en materia de marisqueo
y acuicultura y en consecuencia le corresponde efectuar el Programa de Control y
Seguimiento de las Condiciones Sanitarias en las Zonas de Produccion de
moluscos bivalvos, gasterépodos y equinodermos marinos del litoral andaluz. Los
diferentes controles analiticos se realizan en el Laboratorio de Control de Calidad
de los Recursos Pesqueros (L.C.C.RR.PP.) de la Agencia de Gestion Agraria y
Pesquera de Andalucia, acreditado segun la norma europea UNE-EN-ISO 17025
para el procedimiento de deteccion de toxinas paralizantes, entre otras.
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El L.C.C.RR.PP cuenta con la infraestructura, medios técnicos y personal
cualificado que el desarrollo del sistema de control sanitario del litoral andaluz
requiere. Para la deteccién de toxinas paralizantes se emplea el ensayo biolégico,
gue es en la actualidad el método oficial de referencia (AOAC, Oficial Method
959.08). Si se requiriese un cambio en el método oficial la adaptacion a las
necesidades del sistema sanitario supondria una gran inversion en
infraestructuras y formacion del personal adscrito al area para responder con la
misma eficacia actual.

CATALUNYA

Catalunya utiliza actualmente el bioensayo raton de la AOAC bajo acreditacion
(Laboratorio de Salud Publica de Tarragona) para el seguimiento de toxinas PSP
en moluscos, si bien existen limitaciones en cuanto a estructuras y personal para
cubrir la totalidad de las muestras, en particular en situaciones de cierre con
incremento de muestras. De forma a cubrir la totalidad de los ensayos, participa
un laboratorio externo (ANFACO en Galicia). En Catalunya existe el potencial de
uso de la cromatografia para el analisis de toxinas PSP (IRTA), actualmente fuera
de acreditacion. Esta en curso la propuesta de uso de un método abreviado de
cromatografia con derivatizacion pre-columna como utensilio de cribado que en
caso de identificar presencia de toxinas se secundara en bioensayo raton
complementario.

2.6. VALORACION

El presente proyecto ha sido ejecutado de forma correcta, cumpliendo con los
objetivos propuestos y permitiendo disponer en Espafia, tras la ejecucion del
proyecto, de una mejor comprension y ejecucion de las metodologias de ensayo y
analisis de toxinas paralizantes. Igualmente el proyecto ha permitido establecer
una mejor comunicacién e intercambio entre los laboratorios que ejecutan estos
protocolos. Con ello, si bien han podido surgir dificultades a lo largo del proyecto,
éstas han sido solventadas y podemos decir que las expectativas formuladas en
la propuesta inicial han sido cubiertas.

Cabe resaltar que por la propia estructura de la propuesta,centrada en la
valoracion y desarrollo de metodologias de analisis, el impacto de la ejecucion de
este proyecto sobre el sector de produccion de moluscos debe ser medido en
relacion a la aplicabilidad de los resultados en los laboratorios de control.
Podemos concluir que en efecto, los resultados del proyecto son de inmediata
aplicacion, por lo que se estima que el proyecto ha tenido el impacto deseado.
Exponemos a continuacion nuestra valoracion segun los diferentes elementos que
se diferencian en el proyecto.

Establecimiento de una red de laboratorios y mejoras en la comunicacién

La concesion del proyecto supuso un impulso importante en consolidar relaciones
ya establecidas entre laboratorios que abordan el estudio de las toxinas
paralizantes, y en particular aquellos que ejecutan programas de seguimiento de
las toxinas para gestion de las zonas de produccién. El proyecto ha permitido
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intensificar los canales de comunicacion, a través de reuniones periodicas, pero
igualmente a través de una comunicacién continuada, favoreciendo que en el
futuro este intercambio se mantenga, y no exclusivamente dentro del ambito de
las toxinas paralizantes sino dentro de los controles realizados para un mayor
espectro de toxinas: toxinas diarréicas, amnésicas y toxinas emergentes.

Intercambio de muestras entre los diferentes laboratorios y complementaridad
respecto a los potenciales metodolégicos particulares

La red de laboratorios participantes ha permitido aprovechar los potenciales
metodolégicos complementarios existentes en los diferentes laboratorios para
poder desarrollar objetivos comunes. Entre estos potenciales cabe resaltar
complementaridad tanto entre los recursos humanos y las diferentes
especializaciones como en las infraestructuras de equipos y metodologias
asociadas. Por ello nuestra valoracion es que la actual red de laboratorios ha
constituido una excepcionalidad en la actual propuesta, que a nuestro entender,
pocos paises podrian haber dispuesto de unas circunstancias similares. Por otra
parte, la red de laboratorios ha permitido el disponer de unas muestras necesarias
para ejecutar los analisis que hubiese sido muy dificil de obtener de otra manera.
Estas muestras tienen el valor afiadido de ser representativas de las
problematicas relacionadas con las toxinas PSP en las diferentes regiones, de
forma que se ha podido abordar con una perspectiva global, las particularidades
regionales. Igualmente cabe destacar, a titulo de ejemplo, que dentro de las
muestras obtenidas en el actual proyecto han podido ser distribuidas al
Laboratorio Europeo de Referencia de Biotoxinas Marinas y que estas muestras
seran utilizadas en ejercicios intercomparativos de analisis de toxinas entre
laboratorios de toda Europa.

Puesta a punto de las metodologias e implementaciéon de metodologias en los
diferentes laboratorios

Los diferentes laboratorios han podido a lo largo del proyecto poner a punto
algunas de las metodologias empleadas, ya sea por disponibilidad de muestras,
por transferencia de protocolos entre los participantes o por adquisicion de nuevos
equipos. Por ejemplo, los kits de Jellett evaluados en el proyecto eran
practicamente desconocidos para la mayoria de participantes, y han permitido
confrontar a los laboratorios de control a una estrategia diferente a la rutina que
emplean. A nivel del bioensayo raton, el proyecto no planteaba cambios en la
ejecucion de protocolos, si bien como se verd en el apartado de comparacion de
metodologias si se han obtenido resultados de interés. A nivel cromatografico, el
proyecto ha permitido abordar el posible uso de la espectrometria de masas, que
de todas maneras ha sido descartado. Igualmente se han abordado las
metodologias mas extensas de cromatografia mediante derivatizacion pre o post
columna. En este sentido, el proyecto por ejemplo ha sido clave para incorporar
en Catalunya la metodologia pre columna, anteriormente ausente. Respecto al
uso del bioensayo celular, el proyecto ha permitido abordar esta orientacion si
bien se ha revelado poco practica dentro de los programas de viglancia rutinaria.
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Comparacion entre las metodologias entre los diferentes laboratorios

El ejercicio de comparacién de las metodologias entre los diferentes laboratorios
ha permitido, bajo una intensa colaboracion y coordinacién, atnar esfuerzos para
comparar, a partir de muestras compartidas, diferentes metodologias asegurando
la intervencion de todos los participantes especializados en las técnicas
abordadas y pertenecientes a las diferentes comunidades. Posteriormente, los
datos obtenidos de los analisis fueron procesados y analizados por el Dr. Juan
Blanco del CIMA, y las conclusiones fueron contrastadas por el conjunto de los
participantes. Este esfuerzo de coordinacién ha permitido abordar un analisis de
forma consensuada que dificilmente hubiese podido ejecutarse fuera del contexto
de un proyecto como éste. Sin disponer de material de referencia certificado con
condiciones optimas para este tipo de estudio, similar al descrito por Van den Top
et al. (2000 y 2001) vy, por tanto, no poder determinarse la exactitud, para valorar
la idoneidad de los distintos modelos de ensayo se recurrido al estudio de la
distribucion de los datos (tendencia y dispersion), lo que permite determinar
respuestas mas probables, si las hay, y niveles de semejanza entre métodos y
laboratorios. En nuestro caso no se han podido establecer comportamientos
normales 0 mas probables lo suficientemente robustos como para catalogar a
determinadas respuestas como normales y a otras como andémalas. Asi, adquiere
mayor importancia el dirigir esfuerzos encaminados a la obtencion de materiales
de referencia certificados para una evaluacion definitiva de la idoneidad de cada
método.

Estudio de evaluacién de la aplicabilidad

Respecto a la evaluacion de la aplicabilidad, el proyecto ha permitido estimar el
tiempo y coste en la ejecucion de los analisis, segun la perspectiva de cada
laboratorio condicionada a los diferentes recursos de que disponen. Estos datos
pueden proporcionar un elemento comparativo entre laboratorios o comunidades,
si bien las conclusiones que se han podido establecer son altamente
dependientes de los recursos propios, de las estrategias de trabajo, de
consideraciones adminsitrativas o legislativas propias, etc...Por ello constituyen
igualmente unos resultados para que de forma independiente, cada laboratorio o
comunidad pueda evaluar su actual estrategia y reconsiderar decisiones. En el
caso de Catalunya, por ejemplo, los resultados del proyecto abren la posibilidad a
un cambio estratégico en la aproximacion que se hace de las toxinas PSP, y fruto
de los resultados y conclusiones del actual proyecto, es posible que se implante
en un futuro cercano, debido a la particularidad de los perfile de toxinas PSP en
Catalunya, un método cromatogréfico de cribado en conjuncion con el uso del
bioensayo ratén para aquellos casos positivos. Ello como consecuencia permitiria
reducir de forma sustancial el uso de animales de laboratorio. Por ello en este
sentido nuestra valoracion del proyecto es altamente positiva ya que del estudio
de aplicabilidad podra derivar una propuesta formal a nivel de la gestion de las
toxinas PSP en Catalunya.
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2.7. DIFUSION

Nuestra valoracion respecto a la difusion del proyecto es correcta. Entendemos
gue del proyecto no se han derivado excesivas publicaciones cientificas, si bien
cabe sefialar que los objetivos del proyecto preveian que la aplicabilidad de los
resultados del proyecto serian de orden interno para la propia gestion de los
programas de vigilancia y toma de decisiones respecto a las metodologias
empleadas tal como se formulaba en la propuesta: “los resultados de este
proyecto definiran estrategias utiles para su adaptacion en los programas de
vigilancia de toxinas en zonas de produccién de moluscos a nivel nacional”. Por
ello no era de esperar una fuerte contribucion en cuanto a publicaciones
cientificas. En cuanto a la difusion entre el sector, de nuevo, los resultados del
proyecto no eran de esperar de ser de aplicacion inmediata sobre el sector de
produccion, sino sobre los propios laboratorios de control que ejecutan ensayos
para toxinas del PSP. Tal como se ha comentado anteriormente, la relacion con el
Laboratorio Europeo de Referencia de Biotoxinas Marinas, por ejemplo, ha
permitido la difusion de los resultados del proyecto. Mayores detalles en relacién a
la difusion del proyecto estan contemplados en el anexo especifico.
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2.8. INCIDENCIAS DE DESARROLLO

Se puede concluir que no han surgido incidencias notables en el desarrollo del
proyecto que hayan condicionado su ejecucién. El grupo del CSIC en Catalunya
tuvo que dejar de intervenir ya que no disponia de la posibilidad de participar en el
analisis de cromatografia HPLC Post-columna, hecho que se comunicé a
JACUMAR en febrero de 2010. Igualmente sefialamos la necesidad que tuvimos
de solicitar una prérroga de 6 meses sin presupuesto para concluir el proyecto.
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Resultados
Bioensayo de raton

Mejillon con toxinas de Gymnodinium catenatum

Andalucia

Los niveles de toxicidad estimados fueron algo superiores a los elegidos a
priori. La dispersion fue reducida salvo en el nivel méas alto, en el que estuvo en
torno a un 15%.

Aun asi, como puede apreciarse en la tabla siguiente, los intervalos de
confianza del 95% de los dos niveles intermedios se solapan
considerablemente, lo cual indica que en un porcentaje considerable valores
inferiores a 800 se asignaran a este nivel y viceversa. No sucede asi con el
nivel muy toxico, ya que intervalo de confianza no se solapa en absoluto con
ninguno de los otros.

One-way ANOVA: ResultCod versus Nivel tedrico toxinas (ug eq S

Source DF SS MS F P
Nivel tedrico toxinas ( 3 105625800 35208600 147.54 0.000
Error 12 2863600 238633

Total 15 108489400

S = 488.5 R-Sq = 97.36% R-Sg(adj) = 96.70%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDhev —-———4-—-———-—-—--—- Fom e ——_—— e
<400 4 0.0 0.0 (=-=-*--)
2000 - 5000 4 6375.0 973.4 (==%==)
400 4 510.0 29.4 (==*=)
800 4 975.0 78.5 (==*=-)
i o o o=
0 2000 4000 6000

Pooled StDev = 488.5

Individual Value Plot of ResultCod vs Nivel tedrico toxinas (ugeqS Boxplot of ResultCod
8000 o 8000
7000 7000
6000 : 6000
5000 5000
° °
§ 4000 4 2 4000 4
2 A
& 3000 & 3000
2000 2000
1000 1000 1
04 04
<400 2000 - 5000 400 800 <400 2000 - 5000 400 800
Nivel tedrico toxinas (pgeqS Nivel tedrico toxinas (pgeqS
Fig.A.1 Observaciones individuales (panel izdo) y box and whisker plot de los datos obtenidos
sin transformar (panel dcho). Las lineas conectan la media de cada nivel. Los bordes superior e
inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su interior es la mediana. Las lineas
verticales delimitan el rango de las observaciones.
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Catalufia

Las toxicidades estimadas fueron, en general, menores que las estimadas a
priori y fueron también inferiores a las estimadas inicialmente en Andalucia.
Probablemente por la presencia de tres observaciones, una en 800 y otra en
400 que no dieron positivo en el bioensayo, y una tercera en el nivel de 2500-
5000, que aunque dio negativo, su valor estimado fue de la mitad que el
obtenido en las otras muestras del mismo nivel. Los tres ensayos fueron
realizados por el mismo operador. La dispersién igualmente fue mayor, siendo
superior al 30%.

En este caso, al ser los intervalos de confianza mas amplios, los niveles de 400
y 800 no solo se solapan entre si, sino que también lo hacen con el nivel 0, lo
cual indica que son estadisticamente indistinguibles de este y, por tanto,
deberan darse gran nimero de falsos negativos.

One-way ANOVA: microgramos eqSTX por kg versus Nivel tedrico toxinas

Source DF SS MS F P
Nivel tedrico toxinas 3 73794928 24598309 40.51 0.000
Error 11 6678744 607159

Total 14 80473672

S =779.2 R-Sq = 91.70% R-Sqg(adj) = 89.44%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean Sthev —-——---—- Fomm e b —— P
<360 4 0.0 0.0 (——=*-——-)
2000-5000 4 5248.8 1439.2 (m=——*—===)
400 2 225.5 318.9  (----- Fm o )
800 5 457.4 301.3 (-—=*-—-)
——— Fom - Fom—— - Fo—— +o——-
0 2000 4000 6000

Pooled StDev = 779.2

Individual Value Plot of microgramos eqSTX por kg vs Nivel tedrico toxinas Boxplot of microgramos eqSTX por kg
7000 7000
6000 4 : 6000
2 . g
‘g 5000 ‘g 5000
B 4000 E 000
g g
é 3000 § 3000
? 2000 ? 2000
g 1000 1 g 1000 1
04 04
<360 2000°5000 400 800 <360 2000°5000 400 800
Nivel teérico toxinas Nivel teérico toxinas
Fig. A2 Observaciones individuales (panel izdo) y box and whisker plot de los datos obtenidos
sin transformar (panel dcho). Las lineas conectan la media de cada nivel. Los bordes superior e
inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su interior es la mediana. Las lineas
verticales delimitan el rango de las observaciones.

Cuando se excluyen las tres observaciones consideradas incorrectas, las
toxicidades estimadas son mas elevadas y las dispersiones disminuyen, en
algun nivel considerablemente, pero en promedio siguen siendo altas.
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Tras esta correccion los intervalos de los niveles extremos no se solapan con
los medios, aunque estos siguen solapandose entre si. Es esperable, por tanto
gue se den tanto falsos negativos como falsos positivos pero de niveles de
toxicidad proximos.

Results for: MBA_Caten_CatSin62_85y31

One-way ANOVA: microgramos eqSTX por kg versus Nivel tedrico toxinas

Source DF
Nivel tedérico toxinas 3
Error 9
Total 12

S = 168.6 R-Sg = 99.66%
Level N Mean StDev
<360 4 0.0 0.0
2000-5000 3 5957.7 302.6
400 3 440.3 15.1
800 3 621.3 190.0
Pooled StDev = 168.6

SS MS F P
74110502 24703501 869.41 0.000
255728 28414
74366230
R-Sqg(adj) = 99.54%
Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev
—m— - fomm e to—— o
(*)
(*=)
(=*)
(*)
—Hm - fomm o fom - fommmm o
0 1600 3200 4800

Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of Nivel tedrico toxinas

Individual confidence level

Nivel tedérico toxinas =

Nivel tedrico

toxinas Lower Center Upper -—------ tomm o o +-=
2000-5000 5555.3 5957.7 6360.0 (*
400 38.0 440.3 842.7 (*)
800 219.0 621.3 1023.7 (*)
—————— fomm fomm - fom e +-=
-3500 0 3500 7000

Nivel tedérico toxinas =

Nivel

tedrico

toxinas Lower
400 -5947.5
800 -5766.5

Nivel tedérico toxinas =

Nivel

tedrico

toxinas Lower
800 -249.2

Center
-5517.3
-5336.3

400

= 98.78%

<360 subtracted from:

2000-5000 subtracted from:

Upper ------- e ettt fommmm - fommmm - o=
-5087.2 (*)
-4906.2 (*)
————— B fommm - fommm o +--
-3500 0 3500 7000

subtracted from:

Center Upper ------- t-————- t-mmm————- to—mm = +--
181.0 611.2 (=*)
——————- R Fommm— fommm - +--
-3500 0 3500 7000
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Individual Value Plot of microgramos eqSTX por kg vs Nivel tedrico toxinag Boxplot of microgramos eqSTX por kg
7000 | 7000 o
6000 > 6000
g g
‘g 5000 ‘g 5000 4
E:r 4000 E,_ 4000
[ v
8 3000 8 30004
g 2000 g 2000
E 1000 E 1000
04 ° 04
<360 2000-5000 400 800 <360 2000-5000 400 800
Nivel teérico toxinas Nivel teérico toxinas
Residual Plots for microgramos eqSTX por kg
Normal Probability Plot Versus Fits
9 400
L]
2 20 5 200 o
§ 50 % -.
g g 0 L] °
10
-200 )
1 Ld
-400 -200 0 200 400 1500 3000 4500 6000
Residual Fitted Value
Histogram Versus Order
8 400
6
g § 200
-}
;-,- % 2 oA ———
£ /
C T T 1 20 \/
0 -300 -200 -100 O 100 200 300 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13
Residual Observation Order
Fig.A3 Observaciones individuales (panel superior izdo) y box and whisker plot de los datos
obtenidos sin transformar (panel superior dcho). Las lineas conectan la media de cada nivel.
Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su interior es la
mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones. En el panel inferior se
muestra el analisis de los residuales del andlisis de la varianza.

Galicia

Los valores son notablemente mas bajos que los estimados en Andalucia pero
las dispersiones son del mismo orden y por tanto también lo son tamafos de
los intervalos de confianza y los porcentajes esperables de falsos negativos y
positivos.

One-way ANOVA: STXeq raton versus Nivel Corr

Source
Nivel Corr
Error
Total

S = 203.3

Level
<380
2000-5000
400

800

Pooled StDev =

DF SS MS F P
3 11430212 3810071 92.19 0.000

12 495928 41327

15 11926140

R-Sq = 95.84% R-Sqg(adj) = 94.80%
Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

N Mean StDev -——-—t+-—————-—--— o t———————— o=

4 0.0 0.0 (-=*--)

4 2260.0 387.5 (==*--)

4 473.0 80.5 (==*--)

4 765.0 93.3 (==*--)
e Fom - Fomm - +-————-

0 700 1400 2100
203.3
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Individual Value Plot of STXeq raton vs Nivel Corr Boxplot of STXeq ratén
3000 30004

2500 25004

2000

L]
L]
° 2000 {
L]

15004 1500

STXeq ratén
STXeq ratén

10004 1000 4

5004 5004

<380 2000-5000 400 800 <380 2000-5000 400 800
Nivel Corr Nivel Corr

Fig.A4 Observaciones individuales (panel superior izdo) y box and whisker plot de los datos
obtenidos sin transformar (panel superior dcho). Las lineas conectan la media de cada nivel.
Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su interior es la
mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones.

Comparacion entre laboratorios. Bioensayos mejillon con perfil de
Gymnodinium catenatum

Cuando se comparan los resultados de los bioensayos de ratén de mejillon con
PSP proveniente de Gymnodinium catenatum en términos de resultados de
toxicidad positiva y negativa (utilizando 800 como umbral), la consistencia de
los resultados dentro de cada laboratorio es muy buena. Sin embargo entre
laboratorios la concordancia es peor, y aunque es significativa, esta en torno a
un 75% cuando se consideran los tres laboratorios simultaneamente.

Codificadas las toxicidades obtenidas como:
Code (0:800) "No Téxico" (800:1000) "Toéxico"

Results for: MBAsCatenComplgualNumSin62_85y31
Attribute Agreement Analysis for CodigoTox
Within Appraisers

Assessment Agreement

Appraiser # Inspected # Matched Percent 95 % CI

AND 4 4 100.00 (47.29, 100.00)
CAT 4 4 100.00 (47.29, 100.00)
GAL 4 4 100.00 (47.29, 100.00)

# Matched: Appraiser agrees with him/herself across trials.

Fleiss' Kappa Statistics

Appraiser Response Kappa SE Kappa Z P(vs > 0)
AND No toéxico 1 0.288675 3.46410 0.0003
Toxico 1 0.288675 3.46410 0.0003
CAT No téxico 1 0.288675 3.46410 0.0003
Toxico 1 0.288675 3.46410 0.0003
GAL No téxico 1 0.288675 3.46410 0.0003
Toxico 1 0.288675 3.46410 0.0003

Between Appraisers
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Assessment Agreement

95 % CI
(19.41, 99.37)

# Inspected # Matched Percent
4 3 75.00

# Matched: All appraisers' assessments agree with each other.

Fleiss' Kappa Statistics

Response Kappa SE Kappa Z P(vs > 0)
No téxico 0.71875 0.0833333 8.625 0.0000
Téxico 0.71875 0.0833333 8.625 0.0000

Se encuentran diferencias entre las estimaciones de los distintos laboratorios.
En parte, aunque no completamente, debido a varios outliers que aparecen en
los el laboratorio de Catalufia (resultados negativos del bioensayo en muestras
positivas en otros laboratorios, o excesivamente bajos. Cuando se eliminan los
outliers, las diferencias siguen siendo significativas aunque son notablemente
menores.

El bioensayo, por tanto, con este tipo de toxicidad y matriz, no da resultados
perfectamente comparables entre laboratorios. ElI hecho de haber elegido un
nivel proximo al nivel de cierre, hace que las pruebas realizadas sean
especialmente sensibles a diferencias de respuesta cuando se categorizan en
tdxicos 0 no toxicos. Con las dispersiones estimadas para el nivel aproximado
de 800, en el ANOVA, el intervalo de confianza del 95% para una muestra de
800 va desde 640- 960 en los ensayos de Andalucia a 420-1180 para los
ensayos de Catalufia (una vez descartados 3 outliers), con los resultados de
Galicia proximos a los de Andalucia. Hay por tanto un rango relativamente
amplio de muestras que pueden dar valores de toxicidad positivos 0 negativos
dependiendo del error del procedimiento.

Resulta, por tanto, practicamente imposible utilizar el bioensayo de ratbn como
método de referencia para la determinacion de positivos y negativos, ya que los
resultados obtenidos son excesivamente variables entre laboratorios.

Individual Value Plot of logTox+1 Individual Value Plot of pgeqSTX.2HCL/Kg
4] . 90004 °
I o 0
. 8000 R
70004
39 . 8 4 o |20 @ . .
) °
[ ] L[ ] [ ] : 6000 ' ' [ ]
~
3 g2 50001 °
3 2 g
- E 40004
2 3
9 3000 °
=
N 2000
1000 []
- 80
0- esee csse sese ] ° 0- ooes csse coss o .
labor  AND CAT GAL  AND CAT GAL  AND CAT GAL  AND CAT GAL Labor  AND CAT GAL  AND CAT GAL AND CAT GAL  AND CAT GAL
Nivel Teor <400 2000-5000 400 800 Nivel Teor <400 2000-5000 400 800

Figura A5 Estimaciones de toxicidad por bioensayo de raton en los distintos laboratorios con
los niveles de toxicidad tedricos probados. En el panel izquierdo figuran los datos
transformados logaritmicamente y en el derecho los datos sin transformar. En ambos, la linea
horizontal corresponde al nivel maximo de toxicidad permisible en la actualidad.
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General Linear Model: logTox+1 versus Nivel Teor, Labor

Factor Type Levels Values
Nivel Teor fixed 4 <400, 2000-5000, 400, 800
Labor fixed 3 AND, CAT, GAL

Analysis of Variance for logTox+1l, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Nivel Teor 3 90.1677 89.9064 29.9688 99.00 0.000
Labor 2 1.9016 2.0836 1.0418 3.44 0.043
Nivel Teor*Labor 6 1.7147 1.7147 0.2858 0.94 0.477
Error 35 10.5948 10.5948 0.3027

Total 46 104.3788

S = 0.550190 R-Sq = 89.85% R-Sq(adj) = 86.66%

Unusual Observations for logTox+1l

Obs logTox+1 Fit SE Fit Residual St Resid
25 0.00000 1.76083 0.31765 -1.76083 -3.92 R
28 0.00000 2.08374 0.27510 -2.08374 -4.37 R

R denotes an observation with a large standardized residual.

JACUMAR

JUNTA NACIONAL
ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

Interaction Plot for logTox+1
Main Effects Plot for logTox+1 Fitted Means
Fitted Means 44 Nivel Teor
o Nivel Teor Labor " : ;:ggm
400
34 A —& - 800
34 o .
H S~ _. =
g 2 \'/
14
14
04
ol AND GAL
<400 20005000 400 800 AND AT GAL
Interaction Plot for logTox+1
Fitted Means
49 Nivel Teor
- - —————-—" —e— <400
—m— 2000-5000
400
34 “*"\fa,k,i 77777 R —A - 800
8 21
2
14
04
AND AT GAL
Labor
Fig. A6 Efectos principales en interacciones (sin eliminar outliers de Catalufia (superior) y
eliminandolos (inferior) de la toxicidad estimada por bioensayo de ratén con nivel de toxicidad
definido “a priori” y con el laboratorio que realiz6 los ensayos.
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Fitted Line Plot Fitted Line Plot
MeanAnd = 89.43 + 1.104 MeanCat MeanAnd = 150.4 +0.9912 MeanGal
70004 S 139.755 70004 S 200.961
R-Sq 99.9% R-Sq 99.7%
6000 4 R-Sq(adj)  99.8% 60004 R-Sq(adj)  99.6%
5000 4 5000 4
B 4000 B 4000
2 E
$ 3000 S 3000
= =
2000 2000
1000 ) 1000 4 D
04 04{ @
T T T T T T T T T T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
MeanCat MeanGal

Fitted Line Plot
MeanCat = 54.23 +0.8980 MeanGal

6000 - S 58.1132
R-Sq 100.0%
R-Sq(adj)  100.0%
5000+

4000

3000+

MeanCat

2000+

1000

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
MeanGal

Fig A7 Regresiones entre los valores medios obtenidos por los diferentes laboratorios con
bioensayo de ratén, una vez excluidos los dos negativos de toxicidad (outliers) de Catalufia

Calculo de valores medios de bioensayos de mejillbn con toxinas de
Gymnodinium catenatum

Se calcularon los valores medios de los bioensayos en los distintos niveles de
toxicidad elegidos, después de eliminar los 3 valores extrafiamente bajos de
Catalufia.

Aunque la intencion inicial era utilizar estos resultados com referencia para el
resto de las técnicas empleadas, la variabilidad observada hace necesaria su
utilizacion en este sentido con mucha cautela.

Los valores obtenidos son:

Least Squares Means for pgegSTX.2HCL/Kg

Nivel Teor Mean SE Mean
<400 -0.00 169.2
2000-5000 6264.56 178.4
400 462.61 178.4
800 719.78 178.4
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Las medias obtenidas para los diferentes laboratorios son las siguientes:

Labor

AND 1965.00 146.6
CAT 1754.83 163.9
GAL 1865.37 146.6

Mejillébn con toxinas de Alexandrium minutum

Cataluia

Los niveles dan algo méas bajos que los tedricos y la dispersion es moderada-
baja, pero en el nivel de 400 hay un punto con muy poca respuesta. A juzgar
por los intervalos de confianza del 95%, todos los niveles son distinguibles
entre si, no habiendo solapamiento entre ellos a este nivel. Las variables
accesorias monitorizadas, como el pH del extracto no tienen efecto alguno.

One-way ANOVA: microgramos eqSTX por kg versus Nivel tedrico toxinas

Source DF SS MS F P
Nivel tedérico toxinas 3 20940041 6980014 523.16 0.000
Error 20 266840 13342

Total 23 21206880

S = 115.5 R-Sq = 98.74% R-Sg(adj) = 98.55%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev —+----—-—---- to——————— t———————— Fo——————
0 6 0.0 0.0 (%)
400 6 376.2 185.4 (*=)
800 6 661.0 52.5 (*-)
2600 6 2433.8 127.4 (=*)
- fom o o Fo—m
0 700 1400 2100

Pooled StDev = 115.5

Individual Value Plot of microgramos eqSTX por kg vs Nivel tedrico toxinas Boxplot of microgramos eqSTX por kg
3000 3000 {
L]
25004 2500
2 H 2
2 2000 2 2000
& 1500 & 15001
£ £
£ 1000 £ 10004
2 2
£ s £ 500
04 LT ° 04 *
T T T T T T T T
0 400 800 2600 0 400 800 2600
Nivel tedrico toxinas Nivel teérico toxinas

Fig A8 Resultados de los bioensayos de raton de muestras de mejillén con toxinas de
Alexandrium minutum en el laboratorio de Catalufia. Observaciones individuales (panel
superior izdo) y box and whisker plot de los datos obtenidos sin transformar (panel superior
dcho). Las lineas conectan la media de cada nivel. Los bordes superior e inferior de las cajas
son los cuartiles y la linea en su interior es la mediana. Las lineas verticales delimitan el rango
de las observaciones.
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Galicia

Las estimaciones de los niveles tedricos de 400 y 800 salen muy proximos por
lo cual deben poder distinguirse adecuadamente, incluso cuando los datos se
transforman logaritmicamente para homogeneizar la varianza y minimizar los
efectos de los valores extremos. Para el nivel tedrico de 2600 este laboratorio
estima toxicidades de mas del doble y ademas con una considerable
dispersion.

One-way ANOVA: STXeq raton versus Nivel Teor

Source DF SS MS F P
Nivel Teor 3 113337603 37779201 55.13 0.000
Error 12 8222639 685220

Total 15 121560242

S = 827.8 R-Sqg = 93.24% R-Sg(adj) = 91.54%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev -————t------——-— to———————— Fomm—————— +-———-
0 4 0.0 0.0 (-==*---)
400 4 437.5 14.8 (===*--)
800 4 563.0 18.4 (==*---)
2600 4 6461.0 1655.4 (===*--)
e fommm - R fomm—-
0 2500 5000 7500

Pooled StDev = 827.8

Individual Value Plot of STXeq ratén vs Nivel Teor Boxplot of STXeq raton
9000 ° 9000
8000 8000
7000 7000
6000 d 6000
$ . s
%5000 ° %5000
[ [
E 4000 E 4000
¥ 30004 ¥ 30004
2000 2000
1000 1000
0 0
T T T T T T T T
0 400 800 2600 0 400 800 2600
Nivel Teor Nivel Teor

Fig A9 Resultados de los bioensayos de raton de muestras de mejillébn con toxinas de
Alexandrium minutum en el laboratorio de Galicia. Fig. Observaciones individuales (panel
superior izdo) y box and whisker plot de los datos obtenidos sin transformar (panel superior
dcho). Las lineas conectan la media de cada nivel. Los bordes superior e inferior de las cajas
son los cuartiles y la linea en su interior es la mediana. Las lineas verticales delimitan el rango
de las observaciones.

One-way ANOVA: logTox+1 versus Nivel Teor

Source DF Ss MS F P

Nivel Teor 3 31.45060 10.48353 3842.70 0.000

Error 12 0.03274 0.00273

Total 15 31.48334

S = 0.05223 R-Sg = 99.90% R-Sqg(adj) = 99.87%
Individual 95% CIs For Mean Based on Pooled StDev

Level N Mean StDev —t-——————— tom—————— o o

0 4 0.0000 0.0000 (*)

400 4 2.6418 0.0147 *)

800 4 2.7511 0.0143 (*

2600 4 3.8008 0.1024 (*)
—4——— R o B
0.0 1.0 2.0 3.0

Pooled StDev = 0.0522

Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
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All Pairwise Comparisons among Levels of Nivel Teor

Individual confidence level = 98.83%
Nivel Teor = 0 subtracted from:
Nivel
Teor Lower Center Upper ——--—----- to—m—————- tommm————- tomm————— +-
400 2.5321 2.6418 2.7515 (*
800 2.6414 2.7511 2.8608 *
2600 3.6911 3.8008 3.9105 *)
———————— B et e i e B
0.0 1.5 3.0 4.5
Nivel Teor = 400 subtracted from:
Nivel
Teor Lower Center Upper -—-------- tom—————— to——————— fomm——————— +-
800 -0.0004 0.1093 0.2190 (*
2600 1.0493 1.1590 1.2687 (*
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, ey
0.0 1.5 3.0 4.5
Nivel Teor = 800 subtracted from:
Nivel
Teor Lower Center Upper —--————--—- o to——————— to———————— +-
2600 0.9400 1.0497 1.1594 (*)
———————— B ettt T S
0.0 1.5 3.0 4.5
Andalucia

Los estimaciones obtenidas por Andalucia para las muestras de mejillon con
toxinas de Alexandrium minutum presentan una dispersién relativamente baja.
Por esta razon, y aunque la diferencia entre los niveles medios es menor que la
esperable, es posible distinguir bien el nivel de 400 del de 800 (los otros dos
niveles se distinguen mejor en todos los casos), ya que sus correspondientes
intervalos de confianza del 95%, no se solapan. Esto puede apreciarse tanto
con los datos sin procesar (no distribuidos normalmente) como en los
transformados logaritmicamente.

One-way ANOVA: ngeqSTX.2HCL/Kg versus Nivel teor

Source DF Ss MS F P
Nivel teor 3 28298319 9432773 1028.33 0.000
Error 12 110075 9173

Total 15 28408394

S = 95.78 R-Sgq = 99.61% R-Sqg(adj) = 99.52%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev —+--—-————--- tom—m to——————— o
<400 4 0.0 0.0 (%)
2000-5000 4 3400.0 180.9 (*)
400 4 470.0 25.8 (*)
800 4 672.5 57.4 (*)
R e fomm fommm— o
0 1000 2000 3000

Pooled StDev = 95.8
Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of Nivel teor

Individual confidence level = 98.83%

Nivel teor = <400 subtracted from:

Nivel teor Lower Center Upper ------ Fomm Fo—m t——————— +-==
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2000-5000 3198.9 3400.0 3601.1 (*)
400 268.9 470.0 671.1 (%)
800 471.4 672.5 873.6 (*)
————- o t-———— o +-—-
-2000 0 2000 4000
Nivel teor = 2000-5000 subtracted from:
Nivel
teor Lower Center Upper -—----- tommm to—m—————- Fomm +-==
400 -3131.1 -2930.0 -2728.9 (*)
800 -2928.6 -2727.5 -2526.4 (*)
—————— tmm——————— Fmmm—————— tmmm—————— ===
-2000 0 2000 4000
Nivel teor = 400 subtracted from:
Nivel
teor Lower Center Upper ------ tommm———— tommm = to—m————— +-==
800 1.4 202.5 403.6 (*)
————— fom - tmm——————— tm———————— +==-
-2000 0 2000 4000
Individual Value Plot of pgeqSTX.2HCL/Kg vs Nivel teor Boxplot of pgeqSTX.2HCL/Kg
4000 4000
3000 3000
g =
g
E 2000 g 2000
2 1000 2 10004
04 04
<400 2000°5000 400 800 <400 2000-5000 400 800
Nivel teor Nivel teor
Residual Plots for pgeqSTX.2HCL/Kg
Normal Probability Plot Versus Fits
29 -
L]
%0 o 200
L] -
£ S 100 .
g w0 T e
& & 0 . H o
10 . -100
L]
1 -200
-200 -100 0 100 200 0 1000 2000 3000
Residual Fitted Value
Histogram Versus Order
8
. 200 /A\
g 5
c S 100
?-; 4 % 0lo—o—o—o_=s /.\‘ A
= 3 e 1y
2 -100
0 -200
-100 0 100 200 123 456 7 8 9 1011 12 13 14 15 16
Residual Observation Order
Fig.A10 Observaciones individuales (panel superior izdo) y box and whisker plot de los datos
obtenidos sin transformar (panel superior dcho). Las lineas conectan la media de cada nivel.
Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su interior es la
mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones. En el panel inferior se
muestra el analisis de los residuales del andlisis de la varianza.

One-way ANOVA: logTox+1 versus Nivel teor

DF
3

Source
Nivel teor

SS
28.86119

MS
9.62040

F
16016.92

P
0.000
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Error 12 0.00721 0.00060
Total 15 28.86840
S = 0.02451 R-Sq = 99.98% R-Sg(adj) = 99.97%

Individual 95% CIs For Mean Based on Pooled StDev

Level N Mean StDev t-—m————= to——————— to——————— -
<400 4 0.0000 0.0000 *
2000-5000 4 3.5312 0.0227 *)
400 4 2.6725 0.0238 (*
800 4 2.8272 0.0363 *)
o - o o o
0.0 1.0 2.0 3.0

Pooled StDev = 0.0245

Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of Nivel teor

o

Individual confidence level = 98.83%

Nivel teor = <400 subtracted from:

Nivel teor Lower Center Upper -----—-—-—- to——————— to——————— - +-
2000-5000 3.4797 3.5312 3.5826 *)
400 2.6211 2.6725 2.7240 *)
800 2.7757 2.8272 2.8787 (*
———————— Bt e ettt A
0.0 1.2 2.4 3.6

Nivel teor = 2000-5000 subtracted from:

Nivel
teor Lower Center Upper ---—----- Fomm Fomm Fmm +=
400 -0.9101 -0.8586 -0.8072 (*
800 -0.7554 -0.7040 -0.6525 *)
———————— B ettt e
0.0 1.2 2.4 3.6
Nivel teor = 400 subtracted from:
Nivel
teor Lower Center Upper -------- Fommm - tomm tmmm————— +-
800 0.1032 0.1547 0.2061 *)
———————— B et e i e B
0.0 1.2 2.4 3.6
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Individual Value Plot of logTox+1 vs Nivel teor Boxplot of logTox+1
41 41
34 34
% %
o o
14 14
04 ° 04
<400 2000-5000 400 800 <400 2000-5000 400 800
Nivel teor Nivel teor
Residual Plots for logTox+1
Normal Probability Plot Versus Fts
99 L]
0.04
90 . .
5 s 0.02
§ 50 é ®e
5 2 000
-9 (4 L]
10 -0.02 .
L]
L]
1 -0.04
-0.050 -0.025 0.000 0.025 0.050 0 1 2 3 4
Residual Fitted Value
Histogram Versus Order
4
0.04
3
® 0.02
] g A /\ /\ /\
E;Z g 00— \/ v
o |—| -0.02 \/ \/
0 -0.04
-0.02 0.00 0.02 0.04 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Residual Observation Order
Fig.Al11l Observaciones individuales (panel superior izdo) y box and whisker plot de los datos
obtenidos transformados logaritmicamente (panel superior dcho). Las lineas conectan la media
de cada nivel. Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su
interior es la mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones. En el
panel inferior se muestra el analisis de los residuales del analisis de la varianza.

Ninguna de las variables accesorias (tiempo conservaciéon, pH extracto antes
de ajustar, pH ajustado, tiempo entre extraccion y analisis) tuvo un efecto
significativo en las estimaciones de toxicidad por esta técnica, por lo que a ese
respecto puede considerarse robusta.
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Comparacion entre laboratorios. Bioensayos mejillén _con_ perfil de
Alexandrium
Individual Value Plot of STXeq raton Individual Value Plot of logTox+1
9000 . 4] .
8000 4 PS ‘
[}
70001 31 2.904
5 6000 : [ I "%
B 5000 ° E
g 4000 R 2 4
E 3000 4 - =
2000 i 11
1000 4 o s . v e 800
0 eses e sses 01 cose emm esse
bor AND CAT GAL  AND CAT GAL AND CAT GAL  AND CAT GAL Gbor  AND CAT GAL  AND CAT GAL  AND CAT GAL  AND CAT GAL
Nivel Teor 0 400 800 2600 Nivel Teor 0 400 800 2600
Figura Al12 Estimaciones de toxicidad por bioensayo de raton en los distintos laboratorios con
los niveles de toxicidad tedricos probados. En el panel derecho figuran los datos transformados
logaritmicamente y en el izquierdo los datos sin transformar. En ambos, la linea horizontal
corresponde al nivel maximo de toxicidad permisible en la actualidad.

Un ANOVA de dos vias muestra diferencias significativas con el nivel teorico,
entre laboratorios e interaccion entre niveles y laboratorios.

En general, los intervalos de confianza del 95% estimados para estos
bioensayos son mas estrechos que los encontrados para los mejillones que
contenian toxinas de Gymnodinium catenatum, de forma que, en el caso mas

adverso, va de aproximadamente 700 a 800,

reduciéndose, por tanto

considerablemente las posibles muestras que pueden oscilar facilmente entre

resultados positivos y negativos.

General Linear Model: STXeq ratén versus Nivel Teor, labor

Factor Type Levels Values
Nivel Teor fixed 4 0, 400, 800, 2600
labor fixed 3 AND, CAT, GAL

Analysis of Variance

for STXeqg ratdn, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Nivel Teor 3 130814728 143768488 47922829 244.45 0.000
labor 2 9564521 9285939 4642969 23.68 0.000
Nivel Teor*labor 6 30578911 30578911 5096485 26.00 0.000
Error 43 8429752 8429752 196041

Total 54 179387912

S = 442.765 R-Sg = 95.30% R-Sqg(adj) = 94.10%

Unusual Observations for STXeqg ratédn

Obs STXeq ratdn Fit SE Fit Residual St Resid

14 5220.00 6461.00 221.38 -1241.00 -3.24 R

15 5634.00 6461.00 221.38 -827.00 -2.16 R

16 8884.00 6461.00 221.38 2423.00 6.32 R

R denotes an observation with a large standardized

Least Squares Means for STXeqg ratdén

Anexo A del Informe Final del proyecto JACUMAR PSP
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Nivel
Teor Mean SE Mean
0 -0.00 120.51

400 452.97 123.48
800 632.17 120.51
2600 4098.28 120.51

labor
AND 1135.62 110.69
CAT 886.56 92.61

GAL 1865.37 110.69

Tukey 95.0% Simultaneous Confidence Intervals

Response Variable STXeqg ratén

All Pairwise Comparisons among Levels of labor

labor = AND subtracted from:

labor Lower Center Upper
CAT -599.1 -249.1 101.0
GAL 350.1 729.7 1109.4

labor = CAT subtracted from:

labor Lower Center Upper
GAL 628.8 978.8 1329

Tukey Simultaneous Tests
Response Variable STXeqg ratén

All Pairwise Comparisons among Levels of labor

labor = AND subtracted from:

Difference SE of
labor of Means Difference
CAT -249.1 144.3
GAL 729.7 156.5

labor = CAT subtracted from:

Difference SE of
labor of Means Difference
GAL 978.8 144.3

Anexo A del Informe Final del proyecto JACUMAR PSP

T-Value
-1.726
4.662

T-Value
6.782

Adjusted
P-Value
0.2074
0.0001

Adjusted
P-Value
0.0000

JACUMAR

JUNTA NACIONAL
ASESORA DE CULTIVOS MARINOS
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Main Effects Plot for STXeq ratén Interaction Plot for STXeq raton
Fitted Means Fitted Means
Nivel Teor labor 7000 Nivel
4 /A . Teor
4000 6000 4 /, - 403
5000 / —a- zﬁ
3000 v
c 4000 4 /’
H g . .
£ 2000 £ 3000 ——_
'S
/ 2000
1000 \/ 1000
——————— - ————— -4
04
01 * i i i i i i AND CAT GAL
0 400 800 2600 AND CAT GAL labor
Residual Plots for STXeq raton
Normal Probability Plot Versus Fits
29 v
L]
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90
= ®
§ 50 'E 1000
3 3 g °
'y « 01+—o—o8 4 v o
10
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Residual Observation Order
Fig A13 Efectos principales (panel superior izdo) e interacciones (panel superior derecho) del
nivel tedrico de toxinas de las muestras evaluadas y del laboratorio que realizé los ensayos
obtenidos mediante ANOVA de dos vias con los datos sin transformar. Se observa como
aspecto mas llamativo, la notable diferencia entre laboratorios en las muestras tedricamente
mas toxicas.

General Linear Model: logTox+1 versus Nivel Teor, labor

Factor Type Levels Valu
Nivel Teor fixed 4 0, 4
labor fixed 3 AND,

Analysis of Variance

Source DF Seq SS
Nivel Teor 3 100.8026
labor 2 0.0688
Nivel Teor*labor 6 0.3621
Error 43 0.0506
Total 54 101.2841
S = 0.0343107 R-Sg = 99.95%

Unusual Observations for logTox
Obs logTox+1l Fit SE Fit
14 3.71775 3.80078 0.01716
16 3.94866 3.80078 0.01716

es
00, 800,
CAT, GAL

26

adj ss
98.1579 3
0.0660
0.3621
0.0506

R-Sqg(adj)

+1

Residual
-0.08303
0.14787

00

for logTox+1l, using Adjusted SS for Tests

Adj MS F P
2.7193 27793.65 0.000
0.0330 28.02 0.000
0.0603 51.26 0.000
0.0012

= 99.94%

St Resid
-2.79 R
4.98 R

R denotes an observation with a large standardized residual.
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Least Squares Means for logTox+l

Nivel
Teor Mean SE Mean
0 -0.00000 0.009338
400 2.65646 0.009569
800 2.79933 0.009338
2600 3.57264 0.009338

labor
AND 2.25772 0.008578
CAT 2.21518 0.007177
GAL 2.29842 0.008578

Tukey 95.0% Simultaneous Confidence Intervals
Response Variable logTox+1

All Pairwise Comparisons among Levels of labor
labor = AND subtracted from:

labor Lower Center Upper ————4-=---=—-—- to———————- t-—mm +-=
CAT -0.06966 -0.04253 -0.01541 (----*----- )
GAL 0.01128 0.04070 0.07012 (=====

-0.050 0.000

labor = CAT subtracted from:

labor Lower Center Upper ——-—+-=———=—=—-= Fmm tomm— - +--
GAL 0.05611 0.08323 0.1104
——— - Fomm - Fom - +--
-0.050 0.000 0.050

Tukey Simultaneous Tests

Response Variable logTox+l

All Pairwise Comparisons among Levels of labor
labor = AND subtracted from:

Difference SE of Adjusted
labor of Means Difference T-Value P-Value
CAT -0.04253 0.01118 -3.803 0.0013
GAL 0.04070 0.01213 3.355 0.0047

labor = CAT subtracted from:

Difference SE of Adjusted
labor of Means Difference T-Value P-Value
GAL 0.08323 0.01118 7.442 0.0000
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Mean

Main Effects Plot for logTox+1
Fitted Means

Interaction Plot for logTox+1
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Residual Plots for logTox+1
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Observation Order

Fig Al14 Efectos principales (panel superior izdo) e interacciones (panel superior derecho) del
nivel tedrico de toxinas de las muestras evaluadas y del laboratorio que realizé los ensayos
obtenidos mediante ANOVA de dos vias con los datos transformados logaritmicamente. Se
observa como aspecto mas llamativo, la notable diferencia entre laboratorios en las muestras
tedricamente mas toxicas.

Calculo de valores medios de bioensayos de mejillén con perfil de

Alexandrium

Los promedios de toxicidad estimados por los bioensayos son los siguientes:

Least Squares Means for STXeq ratdn

Nivel

Teor

0

400
800
2600

Mean SE Mean
-0.00 120.51
452 .97 123.48
632.17 120.51
4098.28 120.51

Sin embargo, en los niveles altos, las diferencias son demasiado grandes
como para que el valor medio sea asumido como sélido y, por tanto, no puede
utilizarse como referencia.
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labor
AND 1135.62 110.69
CAT 886.56 92.61
GAL 1865.37 110.69
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Corruco con perfil de Gymnodinium catenatum

Individual Value Plot of pgeqSTX.2HCL/Kg vs Nivel teor Boxplot of pgeqSTX.2HCL/Kg
4000 4000
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g . 2
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1= 1=
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0+ 04
<4‘00 2000 = 5000 460 860 <4‘00 2000 ! 5000 460 360
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Residual Plots for ngeqSTX.2HCL/Kg
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Residual Observation Order
Fig.A1l5 Observaciones individuales (panel superior izdo) y box and whisker plot de los datos
obtenidos sin transformar (panel superior dcho). Las lineas conectan la media de cada nivel.
Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su interior es la
mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones. En el panel inferior se
muestra el andlisis de los residuales del andlisis de la varianza.

One-way ANOVA: ngeqSTX.2HCL/Kg versus Nivel teor

Source
Nivel teor
Error
Total

S 249.0

Level

<400

2000 - 5000
400

800

Pooled StDev

DF SS MS F

3 25201450 8400483 135.52 0.

12 743850 61988

15 25945300

R-Sq = 97.13% R-Sqg(adj) = 96.42
Individual 95%
Pooled StDev

N Mean StDev —-—-—+4+--——-——-=-—- +

4 0.0 0.0 (=-=*--)

4 3257.5 488.4

4 525.0 35.1 —*-—)

4 767.5 90.7 (==*-)
e e +

0 1000
249.0

Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of Nivel teor

Individual confidence level = 98.83%
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Nivel teor = <400 subtracted from:

Nivel teor Lower Center Upper ------ tomm Fomm Fmm +-—=
2000 - 5000 2734.7 3257.5 3780.3 (=*=-)
400 2.2 525.0 1047.8 (==*-)
800 244.7 767.5 1290.3 (==*=)
———— to—m - tomm - fom +-—=
-2000 0 2000 4000
Nivel teor = 2000 - 5000 subtracted from:
Nivel
teor Lower Center Upper -—----- tommm to—m—————- Fomm +-==
400 -3255.3 =-2732.5 =-2209.7 (=-*--)
800 -3012.8 -2490.0 -1967.2 (==*-
————— fomm e tmmm - fmm - +-—=
-2000 0 2000 4000
Nivel teor = 400 subtracted from:
Nivel
teor Lower Center Upper ------ t----——- t————————= to———————= +==
800 -280.3 242.5 765.3 (=*—-)
————— fomm - tommm tem——————— +---
-2000 0 2000 4000
Individual Value Plot of logTox+1 vs Nivel teor Boxplot of logTox+1
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Fig. A16 Observaciones individuales (panel superior izdo) y box and whisker plot de los datos
obtenidos transformados logaritmicamente (panel superior dcho). Las lineas conectan la media
de cada nivel. Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su
interior es la mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones. En el
panel inferior se muestra el analisis de los residuales del andlisis de la varianza.

One-way ANOVA: logTox+1 versus Nivel teor

Source

Nivel teor 3
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DF SS

29.06776

9.68925

F P
4733.92 0.000
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MINISTERIO SECRETARIA GENERAL M CUMAR
DEL MAR

DE MEDIO AMBIENTE
Y MEDIO RURAL Y MARINO JUNTA NACIONAL
ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

Error 12 0.02456 0.00205
Total 15 29.09232
S = 0.04524 R-Sg = 99.92% R-Sqg(adj) = 99.89%
Level N Mean StDev
<400 4 0.0000 0.0000
2000 - 5000 4 3.5091 0.0686
400 4 2.7203 0.0290
800 4 2.8834 0.0514
Individual 95% CIs For Mean Based on Pooled StDev
Level - tom—————— o —————— Fmm———————
<400 *
2000 - 5000 *)
400 *)
800 (*
fommm - Fomm - Fommmm - fmmmmm -
0.0 1.0 2.0 3.0

Pooled StDev = 0.0452
Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of Nivel teor

Individual confidence level = 98.83%

Nivel teor = <400 subtracted from:

Nivel teor Lower Center Upper —------- tommm - Fommm tomm +-=
2000 - 5000 3.4141 3.5091 3.6041 (*)
400 2.6253 2.7203 2.8153 (*
800 2.7884 2.8834 2.9784 (*)
——————- fom - o Fomm - +-=
0.0 1.2 2.4 3.6

Nivel teor = 2000 - 5000 subtracted from:

Nivel
teor Lower Center Upper ------- Fomm to—m— - +m—————— +—
400 -0.8838 -0.7888 -0.6938 *)
800 -0.7207 -0.6257 -0.5307 (*)
————— - F———————— Fmm———— +-=
0.0 1.2 2.4 3.6
Nivel teor = 400 subtracted from:
Nivel
teor Lower Center Upper -——------ t-—————— Fommm tommm = +-=
800 0.0681 0.1631 0.2581 *)
——————— o fommm - Fomm - +--
0.0 1.2 2.4 3.6
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DE MEDIO AMBIENTE DEL MAR

Y MEDIO RURAL Y MARINO JUNTA NACIONAL
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Chirla con perfil de Gymnodinium catenatum

One-way ANOVA: ngeqSTX.2HCL/Kg versus Nivel teor

Individual Value Plot of pgeqSTX.2HCL/Kg vs Nivel teor Boxplot of ngeqSTX.2HCL/Kg
b !
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Residual Plots for pgeqSTX.2HCL/Kg
Normal Probability Plot Versus Fits
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Fig.A17 Observaciones individuales (panel superior izdo) y box and whisker plot de los datos
obtenidos sin transformar (panel superior dcho). Las lineas conectan la media de cada nivel.
Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su interior es la
mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones. En el panel inferior se
muestra el andlisis de los residuales del analisis de la varianza.

Source DF SS MS F P
Nivel teor 2 5643521 2821760 41.25 0.000
Error 9 615638 68404

Total 11 6259159

S = 261.5 R-Sqg = 90.16% R-Sg(adj) = 87.98%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev ----- Fom—————— R b —— PR
<400 4 0.0 0.0 (-——-*-———-)
2000 - 5000 4 1622.5 414.0 (m———*eea)
400 4 434.5 183.8 (——=—=*———-)
-———— tom - tomm - fom - +-——=
0 600 1200 1800

Pooled StDev = 261.5
Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of Nivel teor

Individual confidence level = 97.91%

Nivel teor = <400 subtracted from:
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MINISTERIO S JACUMAR
DE MEDIO AMBIENTE DEL MAR
Y MEDIO RURAL Y MARINO JUNTA NACIONAL
ASESORA DE CULTIVOS MARINOS
Nivel teor Lower Center Upper ------- tomm Fomm Fmmm +-=
2000 - 5000 1106.0 1622.5 2139.0 (—===*=-==-)
400 -82.0 434.5 951.0 (————*————= )
————— tomm - tom - to—m - +--
-1000 0 1000 2000
Nivel teor = 2000 - 5000 subtracted from:
Nivel
teor Lower Center Upper —------- tommm to—m—————- Fomm +-=
400 -1704.5 -1188.0 -671.5 (-———*----
————— fomm - to—— - tomm - +--
-1000 0 1000 2000
Individual Value Plot of logTox+1 vs Nivel teor Boxplot of logTox+1
3.59 3.5
3.04 3.04
2.54 2.54
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2.0 = 2.0
i i
'3 154 '3 154
2 2
1.04 1.04
0.5 0.5
0.0 (L] 0.0
<400 2000 © 5000 400 <400 2000 © 5000 400
Nivel teor Nivel teor
Residual Plots for logTox+1
Normal Probability Plot Versus Fits
9 0.2 -
. . .
90 . .
s O
£ :
& d .
101, “
1 -0.4: ®
-0.4 -0.2 0.0 0.2 04 0 1 2 3
Residual Fitted Value
Histogram Versus Order
4 0.2
g3 g 00 ./_./\ /\'
% 2 b
3 & 02
it
L
-04 -03 -02 -01 00 01 02 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12
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Fig. A18 Observaciones individuales (panel superior izdo) y box and whisker plot de los datos
obtenidos transformados logaritmicamente (panel superior dcho). Las lineas conectan la media
de cada nivel. Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su
interior es la mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones. En el
panel inferior se muestra el analisis de los residuales del analisis de la varianza.

One-way ANOVA: logTox+1 versus Nivel teor

Source DF SS MS F P
Nivel teor 2 23.1200 11.5600 469.66 0.000
Error 9 0.2215 0.0246

Total 11 23.3416

S 0.1569 R-Sg = 99.05% R-Sqg(adj) 98.84%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev -——t+--——-—-—--— tomm————— Fommm Fo—————
<400 4 0.0000 0.0000 (-*-)
2000 - 5000 4 3.1998 0.1112 (=*=)
400 4 2.5954 0.2479 (=*=)
i Fomm Fom Fom— -
0.0 1.0 2.0 3.0

Pooled StDev = 0.1569

Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
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All Pairwise Comparisons among Levels of Nivel teor

Individual confidence level = 97.91%

Nivel teor = <400 subtracted from:

Nivel teor Lower Center Upper -—-—------ tommm - Fomm Fmmm +-
2000 - 5000 2.8899 3.1998 3.5096 (==*-)
400 2.2856 2.5954 2.9053 (==*-
———————— B it e e I
0.0 1.2 2.4 3.6

Nivel teor = 2000 - 5000 subtracted from:

Nivel
teor Lower Center Upper -—------- tommm———— tommm = tomm +-
400 -0.9142 -0.6044 -0.2945 (--*--)
———————— R et D e
0.0 1.2 2.4 3.6

Almeja con perfil de Gymnodinium catenatum

En el dnico nivel estudiado para esta especie, la dispersion de las
observaciones fue moderada.

Individual Value Plot of pgeqSTX.2HCL/Kg Boxplot of pgeqSTX.2HCL/Kg
560 1 (]

[
@
=)

u
a
=)

ol

@

@©

u
a
-

w

@

o

w
a
>

HgeqSTX.2HCL/Kg
o
by

HgeqSTX.2HCL/Kg

o
@
~
o
@
N

550 o 5504
e 800
Nivel teor Nivel teor

Fig.A19 Observaciones individuales (panel superior izdo) y box and whisker plot de los datos
obtenidos sin transformar (panel superior dcho). Las lineas conectan la media de cada nivel.
Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su interior es la
mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones.

One-Sample T: ugeqSTX.2HCL/Kg

Variable N Mean StDev SE Mean 95% CI
ngegSTX.2HCL/Kg 4 555.00 5.77 2.89 (545.81, 564.19)
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DE MEDIO AMBIENTE
Y MEDIO RURAL Y MARINO JUNTA NACIONAL
ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

@ MINISTERIO o conenat MC‘IMAR
DEL MAR

PSP precolumna

Mejillon con toxinas de Gymnodinium catenatum

Cataluia

Ni el tiempo de conservacion ni el reactivo de extraccion (acido acético o acido
clorhidrico) ni el pH de extraccion, ni el pH ajustado tienen un efecto
significativo en los valores de toxicidad estimados por esta técnica.

No se encuentran practicamente diferencias ente los niveles de 400 y de 800,
pero estos si se distinguen de los blancos. Esto sucede tanto cuando se
utilizan para el analisis los datos originales como cuando se usan los datos
transformados logaritmicamente y sucede fundamentante porque las medias de
toxicidad estimadas para los dos niveles son muy préximas entre ellas y no
porque la dispersion sea elevada.

Results for: PrecolCatenlrtaSinC43

One-way ANOVA: ugeqSTX.2HCL/Kg Oshima versus Nivel Teor

Source DF SS MS F P
Nivel Teor 3 8660311 2886770 26.31 0.000
Error 13 1426572 109736

Total 16 10086882

S = 331.3 R-Sq = 85.86% R-Sg(adj) = 82.59%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev -————t4—-————=—-—--— e ———— e —— fmm——
<400 4 0.0 0.0 (=-==*---
2000-5000 3 2153.0 828.9 (m=m=*——mm)
400 7 509.6 78.2 (==*=—-)
800 3 499.0 88.9 (————*=——m)
o e fomm - e
0 800 1600 2400

Pooled StDev = 331.3
Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of Nivel Teor

Individual confidence level = 98.84%

Nivel Teor = <400 subtracted from:

Nivel Teor Lower Center Upper ------ to—m———- tommm = tommm— - +--=
2000-5000 1410.6 2153.0 2895.4 (====*-—=-)
400 -99.7 509.6 1118.9 (===*-=-)
800 -243.4 499.0 1241.4 (====*====)
———— fommm fo—mm - R +---
-1500 0 1500 3000

Nivel Teor = 2000-5000 subtracted from:

Nivel
Teor Lower Center Upper ------ t-————- - t--—— +--=
400 -2314.2 -1643.4 -972.6 (m==H=m==
800 -2447.7 -1654.0 -860.3 (---—*----
—————- Fmm Fmmm Fom ===
-1500 0 1500 3000
Nivel Teor = 400 subtracted from:
Nivel
Teor Lower Center Upper ------ Fommm tommm to——————— +-==
800 -681.4 -10.6 660.2 (====*-=-)
—————- Fm——m fomm Fm——————— ===
-1500 0 1500 3000
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DE MEDIO AMBIENTE
Y MEDIO RURAL Y MARINO JUNTA NACIONAL

ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

ﬁ% MINISTERIO o conenat MC"MAR
DEL MAR

Individual Value Plot of pgeqSTX.2HCL/Kg Oshima vs Nivel Teor Boxplot of pgeqSTX.2HCL/Kg Oshima
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Fig. A20 Observaciones individuales (panel superior izdo) y box and whisker plot de los datos
obtenidos sin transformar (panel superior dcho). Las lineas conectan la media de cada nivel.
Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su interior es la
mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones. En el panel inferior se
muestra el analisis de los residuales del andlisis de la varianza.

One-way ANOVA: logTox+1 versus Nivel Teor

Source DF Ss MS F P
Nivel Teor 3 25.56362 8.52121 1127.62 0.000
Error 13 0.09824 0.00756

Total 16 25.66186

S = 0.08693 R-Sg = 99.62% R-Sqg(adj) = 99.53%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev —t———————— tm——————— t———————— t-——————=

<400 4 0.0000 0.0000 (*)

2000-5000 3 3.3122 0.1648 (*)

400 7 2.7033 0.0713 (*)

800 3 2.6940 0.0819 (*)
o Fom - fomm - F-——————
0.0 1.0 2.0 3.0

Pooled StDev = 0.0869
Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of Nivel Teor

Individual confidence level = 98.84%
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Nivel Teor

SECRETARIA GENERAL
DEL MAR

Y MEDIO RURAL Y MARINO

<400 subtracted from:

JACUMAR

JUNTA NACIONAL
ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

Nivel Teor Lower Center Upper -—-—----- tomm Fomm Fmm +-=
2000-5000 3.1173 3.3122 3.5070 (=*)
400 2.5434 2.7033 2.8632 =%*)
800 2.4992 2.6940 2.8888 -)
—————— o fomm - oo +--
0.0 .2 2.4 3.6
Nivel Teor = 2000-5000 subtracted from:
Nivel
Teor Lower Center Upper ------- t-——— - +--
400 -0.7849 -0.6089 -0.4329 (-%)
800 -0.8265 -0.6182 -0.4099 (-*-)
—————— B e e e e o +-=
0.0 1. 2.4 3.6
Nivel Teor = 400 subtracted from:
Nivel
Teor Lower Center Upper ------- tomm———= t-—mm————- tommm = +--
800 -0.1853 -0.0093 0.1668 (=*)
————— o +o————— o +--
0.0 1.2 2.4 3.6
Individual Value Plot of logTox+1 vs Nivel Teor Boxplot of logTox+1
44 44
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Fig. A21 Observaciones individuales (panel superior izdo) y box and whisker plot de los datos
obtenidos transformados logaritmicamente (panel superior dcho). Las lineas conectan la media
de cada nivel. Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su
interior es la mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones. En el
panel inferior se muestra el analisis de los residuales del andlisis de la varianza.
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Galicia

Los resultados son basicamente similares a los obtenidos en Catalufia. Hay
dificultad para distinguir correctamente los niveles de 400 y 800, aunque las
diferencias entre estos dos son, en este caso, significativas cuando se
transforman los datos logaritmicamente.

One-way ANOVA: ug/Kg MU/L oshima versus Nivel Teor

Source DF SS MS F P
Nivel Teor 3 11153323 3717774 243.40 0.000
Error 16 244391 15274

Total 19 11397714

S = 123.6 R-Sg = 97.86% R-Sqg(adj) = 97.45%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev ——+--——--—---- Fomm tm— - Fm—————
<400 5 0.0 0.0 (-*-
2000-5000 5 1911.6 243.5 (=*=)
400 5 255.9 36.4 (=*=
800 5 402.4 22.2 (=*-)
-t fomm - fomm o
0 600 1200 1800

Pooled StDev = 123.6
Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of Nivel Teor

Individual confidence level = 98.87%

Nivel Teor = <400 subtracted from:

Nivel Teor Lower Center Upper ------ Fommm————= Fommm tm—— +---
2000-5000 1687.8 1911.6 2135.5 (=*=
400 32.1 255.9 479.7 (=*=
800 178.5 402.4 626.2 (=*-
————— fom e fomm Fomm o ==
-1200 0 1200 2400

Nivel Teor = 2000-5000 subtracted from:

Nivel
Teor Lower Center Upper ------ tomm———— t-—————— t-——————- +--=
400 -1879.6 -1655.7 -1431.9 (-*-
800 -1733.1 -1509.3 -1285.4 (*=)
————— Fommm Fmmm Fom -
-1200 0 1200 2400

Nivel Teor = 400 subtracted from:
Nivel
Teor Lower Center Upper ------ to—m————— to———————- Fom————— +-=-=
800 -77.4 146.5 370.3 (=*=)

—————- Fmm Fmm Fmmm - ===

-1200 0 1200 2400
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Individual Value Plot of ug/Kg MU/L oshima vs Nivel Teor Boxplot of ug/Kg MU/L oshima
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Fig. A22 Observaciones individuales (panel superior izdo) y box and whisker plot de los datos
obtenidos sin transformar (panel superior dcho). Las lineas conectan la media de cada nivel.
Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su interior es la
mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones. En el panel inferior se
muestra el analisis de los residuales del andlisis de la varianza.

One-way ANOVA: logTox+1 versus Nivel Teor

Source DF

Nivel Teor 3 30
Error 16 0.
Total 19 30

S = 0.04361 R-Sq

Level N Me
<400 5 0.00
2000-5000 5 3.27
400 5 2.40
800 5 2.60

Pooled StDev = 0.0

SSs
.72735
03044
.75779

= 99.

an S
00
88
62
52

o o oo

436

Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of Nivel Teor

Individual confidence level = 98.87%

Nivel Teor = <400 subtracted from:

Anexo A del Informe Final del proyecto JACUMAR PSP

Ms F P
10.24245 5384.40 0.000
0.00190
90% R-Sqg(adj) = 99.88%
Individual 95% CIs For Mean Based on Pooled StDev
tDev t-———————- o tmm—————— -
.0000 *
.0557 (*
.0629 *
.0234 *
t-————— o t-———— o
0.0 1.0 2.0 3.0
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ﬁ% MINISTERIO o conenat MC"MAR
DEL MAR

Nivel Teor Lower Center Upper -—-—--—--- tomm Fomm Fmmm +-
2000-5000 3.1998 3.2788 3.3578 *)
400 2.3272 2.4062 2.4852 (*)
800 2.5262 2.6052 2.6842 (*
———————— B et B et
0.0 1.2 2.4 3.6

Nivel Teor = 2000-5000 subtracted from:

Nivel
Teor Lower Center Upper -—------- Fommm———— tomm————— tomm +-
400 -0.9516 -0.8726 -0.7936 (*
800 -0.7526 -0.6736 -0.5946 *)
________ oy
0.0 1.2 2.4 3.6
Nivel Teor = 400 subtracted from:
Nivel
Teor Lower Center Upper —-------- tomm—————- tomm - tm—m————— +-
800 0.1200 0.1990 0.2780 (*
———————— B e L LE R C P e e o
0.0 1.2 2.4 3.6
Individual Value Plot of logTox+1 vs Nivel Teor Boxplot of logTox+1
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Fig.A23 Observaciones individuales (panel superior izdo) y box and whisker plot de los datos
obtenidos transformados logaritmicamente (panel superior dcho). Las lineas conectan la media
de cada nivel. Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su
interior es la mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones. En el
panel inferior se muestra el analisis de los residuales del andlisis de la varianza.
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Hay diferencias significativas en los resultados obtenidos con la misma técnica
en los dos laboratorios. En general Galicia estim0 valores mas bajos de
toxicidad en las muestras. En promedio aproximadamente un 20%, pero este
hecho resulté mas evidente en el nivel de 400 (como indica la significacion de
la interaccion entre niveles y laboratorios, y como se aprecia en la recta de

regresion).

Individual Value Plot of ug eq STX.2HCL/Kg(Oshima) Individual Value Plot of logTox+1
3000 - ; . 3.54 ' .
= 2500 - 3.01 8 2.904
_E . l " v [ ]
8 20001 . 251 e
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Fig. A24 Comparacion entre los resultados obtenidos por Catalufia y Galicia, utilizando los
datos sin transformar (panel izquierdo) y transformados (panel derecho). En ambos paneles se
indica con una linea horizontal el nivel de cierre.

Fitted Line Plot
MeanCat = 94.62 + 1.083 MeanGal
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1500+
-
3
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R-Sq 98.9%
R-Sq(adj)  98.4%

Fig. A25 Relacion entre las mediciones de Catalufia y Galicia. La pendiente se aproxima a 1,
pero existe una considerable discrepancia en la estimaci-on de uno de los niveles intermedios.

General Linear Model: pgeqSTX.2HCL/Kg Oshima versus Nivel Teor, Labor

Factor Type Levels Values
Nivel Teor fixed 4 <400, 2000-5000, 400, 800
Labor fixed 2 CAT, GAL

Analysis of Variance for pgegSTX.2HCL/Kg Oshima,

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F

Anexo A del Informe Final del proyecto JACUMAR PSP
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Nivel Teor 3 19510696 19217983 6405994 111.18 0.000
Labor 1 212267 188257 188257 3.27 0.081
Nivel Teor*Labor 3 102152 102152 34051 0.59 0.626
Error 29 1670963 1670963 57619
Total 36 21496078
S = 240.040 R-Sq = 92.23% R-Sg(adj) = 90.35%
Unusual Observations for pgegSTX.2HCL/Kg Oshima
ngeqSTX.2HCL/Kg
Obs Oshima Fit SE Fit Residual St Resid
7 1439.00 2153.00 138.59 -714.00 -3.64 R
8 3062.00 2153.00 138.59 909.00 4.64 R

R denotes

an observation with

Least Squares Means for pgeqgSTX.2HCL/Kg Oshima

a large standardized residual.

Nivel Teor Mean SE Mean
<400 0.00 80.51
2000-5000  2032.32 87.65
400 382.74 70.28
800 450.68 87.65
Labor
CAT 790.39 61.77
GAL 642.48 53.67
Main Effects Plot for pgeqSTX.2HCL/Kg Oshima Interaction Plot for pgeqSTX.2HCL/Kg Oshima
Fitted Means Fitted Means
Nivel Teor Labor -_ _ Nivel Teor
2000 20001 e o 00
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1500 4 15004
= 5
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'\
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04
01 * i i i i i CAT GAL
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Residual Plots for pgeqSTX.2HCL/Kg Oshima
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Fig A26 Efectos principales (panel sup. izdo), interacciones (panel sup. dcho) y residuales
(panel inferior) del analis de la varianza de dos vias entre laboratorios y niveles de toxicidad.

General Linear Model: logTox+1 versus Nivel Teor, Labor

Factor
Nivel Teor
Labor

Anexo A del Informe Final del proyecto JACUMAR PSP

Type Levels Values
fixed 4 <400, 2000-5000,
fixed 2 CAT, GAL

400, 800
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Analysis of Variance for logTox+l, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Nivel Teor 3 56.1094 54.5946 18.1982 4101.43 0.000
Labor 1 0.1351 0.0946 0.0946 21.31 0.000
Nivel Teor*Labor 3 0.1393 0.1393 0.0464 10.46 0.000
Error 29 0.1287 0.1287 0.0044

Total 36 56.5125

S = 0.0666111 R-Sg = 99.77% R-Sqg(adj) = 99.72%

Unusual Observations for logTox+1l

Obs logTox+1 Fit SE Fit Residual St Resid
7 3.15836 3.31218 0.03846 -0.15382 -2.83 R
8 3.48615 3.31218 0.03846 0.17397 3.20 R
18 2.57171 2.70327 0.02518 -0.13157 -2.13 R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Least Squares Means for logTox+l

Nivel Teor Mean SE Mean
<400 0.00000 0.02234
2000-5000 3.29548 0.02432
400 2.55472 0.01950
800 2.64960 0.02432
Labor
CAT 2.17737 0.01714
GAL 2.07254 0.01489
Main Effects Plot for logTox+1 Interaction Plot for logTox+1
Fitted Means Fitted Means
Nivel Teor Labor 3.5 Nivel Teor
5] - - ———-n —o— <400
3.0 —B— 2000-5000
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3 2 154
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Fig A27 Efectos principales (panel sup. izdo), interacciones (panel sup. dcho) y residuales
(panel inferior) del analis de la varianza de dos vias entre laboratorios y niveles de toxicidad,
utilizando los datos transformados logaritmicamente.
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Mejilldbn con toxinas de Alexandrium minutum

Catalufia

Los valores estimados se aproximaron a los teéricos. No se encontraron
efectos de ninguno de los dos pHs del extracto, ni antes ni después de la
purificacion por SPE C18, ni ninguna otra variable accesoria.

One-way ANOVA: ug eq STX.2HCL/Kg(Oshima) versus Nivel tedrico toxinas(ug eq STX

Source DF SS MS F P
Nivel tedérico toxinas (ug 2 22432182 11216091 146.85 0.000
Error 23 1756710 76379

Total 25 24188892

S = 276.4 R-Sqg = 92.74% R-Sqg(adj) = 92.11%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev -—-—------ Fm——————— o o +--
400 8 380.0 215.8 (-*--)
800 8 760.3 99.7 (==*=--)
2600 10 2454.6 388.9 (==*-=
—— Fom - Fo—m Fom - +-—
700 1400 2100 2800

Pooled StDev = 276.4

dual Value Plot of ug eq STX.2HCL/Kg(Oshima) vs Nivel tedrico toxinas(ug Boxplot of pg eq STX.2HCL/Kg(Oshima)
3000 . 3000+
N |
~ 2500 : ~ 2500
[ [ e
= =
& 2000 & 20004 I
= =
g 1500 g 1500
2 2
o o
£ 1000 g 1000/
o o
o o
2 500 2 5004
0 : 0
400 800 2600 400 800 2600
Nivel teérico toxinas(ug eq STX Nivel teérico toxinas(ug eq STX

Fig. A28 Observaciones individuales (panel superior izdo) y box and whisker plot de los datos
obtenidos sin transformar (panel superior dcho). Las lineas conectan la media de cada nivel.
Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su interior es la
mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones.

General Linear Model: pg eq STX.2HCL/K versus Nivel tedrico to

Factor Type Levels Values
Nivel tedbrico toxinas(pg eq STX fixed 3 400, 800, 2600
Analysis of Variance for pg eq STX.2HCL/Kg(Oshima), using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
pPH ajustado 1 240701 8190 8190 0.10 0.757
pH extracto (antes de ajustar) 1 854825 50389 50389 0.61 0.445
Nivel tedrico toxinas(pg eqg STX 2 19611522 19611522 9805761 118.05 0.000
Error 20 1661290 1661290 83064

Total 24 22368338

S = 288.209 R-Sq = 92.57% R-Sq(adj) = 91.09%
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Galicia

Las estimaciones obtenidas son proximas a los niveles tedricos. En este caso
no se dispone de medidas de pH de los extractos por lo que no se puede
evaluar su efecto. Es posible diferenciar correctamente todos los niveles dado
gue existen diferencias notables en las medias estimadas de cada uno de ellos
y ademas las dispersiones no son elevadas.

One-way ANOVA: ug/Kg (MU/L oshima??? versus Nivel Teor

Source DF SS MS F P
Nivel Teor 3 21596926 7198975 1307.31 0.000
Error 16 88108 5507

Total 19 21685033

S = 74.21 R-Sg = 99.59% R-Sqg(adj) = 99.52%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev —+--------- tmmm o te——————
0 5 0.0 0.0 (*)
400 5 347.2 50.0 (*)
800 5 507.2 33.8 (*)
2000-5000 5 2647.0 135.6 (*)
e fommmmm e Fommmm e Fmm
0 700 1400 2100
Pooled StDev = 74.2
Individual Value Plot of ug/Kg (MU/L oshima??? vs Nivel Teor Boxplot of ug/Kg (MU/L oshima???
3000 3000
2500 2500
% 2000 Rg 2000
< 15004 < 15004
2 2
= =
E 1000 E 1000
El El
: 500 s 500
04 o 04
0 400 800 2000-5000 0 400 800 20005000
Nivel Teor Nivel Teor
Fig. A29 Observaciones individuales (panel superior izdo) y box and whisker plot de los datos
obtenidos sin transformar (panel superior dcho). Las lineas conectan la media de cada nivel.
Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su interior es la
mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones.

Comparacion entre laboratorios con mejillon con perfil de Alexandrium

Los dos laboratorios dieron resultados similares aunque significativamente
diferentes, como se puede observar de los ANOVAs de datos transformados
(més preciso) y sin transformar. Aunque la media de las observaciones fue de
922 y 875, para Cataluia y Galicia, respectivamente, se aprecia interaccion
entre laboratorio y nivel toxico tedrico, de forma que en niveles intermedios los
resultados obtenidos por Catalufia son superiores a los obtenidos por Galicia,
pero en el nivel mas alto sucede lo contrario.
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Puede observarse que por esta razén, algunas de las muestras analizadas
serian consideradas toxicas por el laboratorio de Cataluiia pero no por el de
Galicia, por lo cual en caso de utilizarse esta técnica seria necesario realizar

frecuentes intercalibraciones.

Individual Value Plot of pg eq STX.2HCL/Kg(Oshima) Individual Value Plot of logTox+1
3000 . 35|
[ [ ' .
=~ 25001 - 404 8 2.904
1 !
'-E . 2.5 I '
8 2000 . °
2 ° 3 204
1500
g § sl
£ 1000
g i 800 1.04
2 5004 i . ! 0.5
0- eesse eesse 0.0 eesese sseee
labor  CAT GAL  CAT GAL  CAT GAL CAT GAL labor  CAT GAL  CAT GAL  CAT GAL  CAT GAL
Nivel teor 0 400 800 2600 Nivel teor 0 400 800 2600
Fig A30 Comparacion entre las estimaciones obtenidas por dos laboratorios para las muestras
de los distintos niveles de toxicidad estudiados. En el panel izquierdo se representan los datos
sin transformar y en el derecho los datos transformados logaritmicamente. En ambos casos se
muestra el nivel de cierre con una linea horizontal.

General Linear Model: ug eq STX.2HCL/Kg(Oshima) versus Nivel teor, Labor

Factor Type Levels Values
Nivel teor fixed 4 0, 400, 800, 2600
Labor fixed 2 CAT, GAL

Analysis of Variance for pg eq STX.2HCL/Kg(Oshima), using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SsS Adj MS F P
Nivel teor 3 50344529 47962094 15987365 439.61 0.000
Labor 1 23438 26264 26264 0.72 0.400
Nivel teor*Labor 3 347071 347071 115690 3.18 0.033
Error 43 1563770 1563770 36367

Total 50 52278809

S = 190.701 R-Sgq = 97.01% R-Sqg(adj) = 96.52%

Unusual Observations for pg eq STX.2HCL/Kg (Oshima)

ng eq
Obs STX.2HCL/Kg(Oshima) Fit SE Fit Residual St Resid
6 2968.00 2454.60 60.30 513.40 2.84 R
11 2836.00 2454.60 60.30 381.40 2.11 R
217 1944.00 2454.60 60.30 -510.60 -2.82 R
31 1838.00 2454.60 60.30 -616.60 -3.41 R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Least Squares Means for pg eg STX.2HCL/Kg(Oshima)

Nivel
teor Mean SE Mean
0 -0.00 60.30
400 411.04 54.36
800 633.74 54.36
2600 2550.79 52.23

Labor
CAT 922.43 35.36
GAL 875.36 42.64
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Main Effects Plot for pg eq STX.2HCL/Kg(Oshima) Interaction Plot for pg eq STX.2HCL/Kg(Oshima)
Fitted Means Fitted Means
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2500 ——— - -
—a - 2600
AL 2000 ]
£ 1500 § 1500
2 2
10004 . 10004
S0 500 - I
04
. i i i i AT GAL
0 400 800 2600 GAL Labor
Residual Plots for pg eq STX.2HCL/Kg(Oshima)
Normal Probability Plot Versus Fits
9 L 500 °
£l _ 20 i ;
g ] . .‘ .
0 4
g > % 3 e
[y & -250 o
10 -500 e
° ° e
500  -250 0 500 0 1000 2000 3000
Residual Fitted Value
Histogram Versus Order
30 500
_ 20 A hA
gzo 3 ia aﬁ.]l A—g’,o.nf’\
g TRy
s 10 &€ -250
-500
-600 -450 -300 -150 0 150 300 450 15 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Residual Observation Order
Fig A31 Efectos principales, interacciones y residuales del andlisis de la varianza de dos vias
de los datos de toxicidad en funcion de los niveles toxicos y del laboratorio que los obtuvo.

General Linear Model: logTox+1 versus Nivel teor, Labor

Factor Type Levels Values
Nivel teor fixed 4 0, 400, 800, 2600
Labor fixed 2 CAT, GAL

Analysis of Variance

Source DF
Nivel teor 3
Labor 1

Nivel teor*Labor 3

Error 43
Total 50
S = 0.0555369 R-Sq

Unusual Observations

Obs logTox+1l Fi
22 2.55751 2.6720
31 3.26458 3.3849
40 2.41797 2.5377

for logTox+1,

using Adju

Seq SS Adj SS Adj MS
75.345 73.214 24.405
0.056 0.054 0.054
0.096 0.096 0.032
0.133 0.133 0.003
75.630

= 99.82% R-Sqg(adj) = 9

for logTox+1l

t SE Fit Residual St

4 0.01964 -0.11453

8 0.01756 -0.12039

6 0.02484 -0.11979

sted SS for Tests
F P

7912.46 0.000
17.47 0.000
10.38 0.000

9.80%

Resid

-2.20 R

-2.29 R

-2.41 R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Least Squares Means for logTox+l

Nivel
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teor Mean SE Mean
0 -0.00000 0.01756
400 2.60490 0.01583
800 2.79172 0.01583
2600 3.40372 0.01521
Labor
CAT 2.23379 0.01030
GAL 2.16637 0.01242
Main Effects Plot for logTox+1 Interaction Plot for logTox+1
Fitted Means Fitted Means
. Nivel teor Labor 3.54 ~ A . Nivel teog
3.0 - 400
3.0+ - e zx
2.5 T -—m
2.5+
- 2ol -— c 2.0
1.5
1.0
1.0
0.5
0.5
0.04
i : : : : : cAT GAL
0 400 800 2600 CAT GAL Labor
Residual Plots for logTox+1
Normal Probability Plot Versus Fits
9
.' 0.10 N . N
EU 0.05 s.° 4
£ E L
g 3 0.00 ° g
o 50 2 ° e
(7} [ :
(-9 & -0.05 ° .
10 .
-0.10 o
1 °® .
-0.10  -005 000 005 0.10 0 1 2 3
Residual Fitted Value
Histogram Versus Order
0.10
16
0.05
g 1 = h N h
£ S of L Tle I....A Pl
g 8 0.00 7 ¥
g s g y v s
= £ -0.05
4
-0.10
0
-0.10  -0.05  0.00 0.05 0.10 1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Residual Observation Order
Fig A32 Igual que la figura anterior pero utilizando los datos transformados logaritmicamente

Comparacion métodos mejillon con Alexandrium (precolumnay MBA).

Cuando se analizan todos los datos en conjunto de los bioensayos de raton y
los andlisis mediante HPLC con oxidacion precolumna, no se encuentran
diferencias significativas entre laboratorios, pero si entre métodos. Aunque no
se constataron diferencias en el nivel medio estimado por los diferentes
laboratorios, se observaron considerables diferencias en las estimaciones
dependientes de las combinaciones laboratorio-método-nivel de toxicidad,
como muestra la significacion de las interacciones.

En promedio, el método precolumna da estimaciones ligeramente mas bajas
gue el bioensayo de raton.
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General Linear Model: logTox+1 versus Nivel Teor, labor, Método

Factor Type Levels Values

Nivel Teor fixed 4 0, 400, 800, 2600
labor fixed 2 CAT, GAL

Método fixed 2 MBA, Precol

Analysis of Variance for logTox+l, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Nivel Teor 3 147.6092 143.0518 47.6839 20044.40 0.000
labor 1 0.0001 0.0013 0.0013 0.55 0.460
Método 1 0.0428 0.0675 0.0675 28.38 0.000
Nivel Teor*labor 3 0.3632 0.3896 0.1299 54.60 0.000
Nivel Teor*Método 3 0.0881 0.1366 0.0455 19.14 0.000
labor*Método 1 0.1289 0.1191 0.1191 50.05 0.000
Nivel Teor*labor*Método 3 0.1033 0.1033 0.0344 14.48 0.000
Error 74 0.1760 0.1760 0.0024

Total 89 148.5116

S = 0.0487741 R-Sq = 99.88% R-Sq(adj) = 99.86%

Unusual Observations for logTox+1

Obs logTox+1 Fit SE Fit Residual St Resid
16 3.94866 3.80078 0.02439 0.14787 3.50 R
56 2.76864 2.67204 0.01724 0.09660 2.12 R
62 2.55751 2.67204 0.01724 -0.11453 -2.51 R
67 3.28892 3.38498 0.01542 -0.09606 -2.08 R
71 3.26458 3.38498 0.01542 -0.12039 -2.60 R
80 2.41797 2.53776 0.02181 -0.11979 -2.75 R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Least Squares Means for logTox+l

Nivel Teor Mean SE Mean
0 -0.00000 0.011019
400 2.62666 0.010734
800 2.78856 0.010501
2600 3.49855 0.010323
labor
CAT 2.22449 0.006816
GAL 2.23240 0.008180
Método
MBA 2.25680 0.007949
Precol 2.20008 0.007084

Dunnett 95.0% Simultaneous Confidence Intervals
Response Variable logTox+1l

Comparisons with Control Level

Método = MBA subtracted from:

Método Lower Center Upper - to—mm = tommmm—— +-—=—=
Precol -0.07793 -0.05672 -0.03550 (=====—= Fommmmmm )
————— - o o +-----
-0.075 -0.050 -0.025 -0.000

Dunnett Simultaneous Tests
Response Variable logTox+1
Comparisons with Control Level
Método = MBA subtracted from:

Difference SE of Adjusted
Método of Means Difference T-Value P-Value
Precol -0.05672 0.01065 -5.327 0.0000
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Main Effects Plot for logTox+1
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Fig. A36 Efectos principales, interacciones y residuales del analisis de varianza de tres vias
de los datos de toxicidad en funcién del nivel tedrico, el laboratorio y el método de
cuantificacion utilizado

Cuando se estudian Unicamente los niveles intermedios, que son los mas
importantes para el control, no se encuentran diferencias significativas entre
meétodos, aunque si entre laboratorios y de la interaccion nivel-laboratorio. Es
decir los laboratorios varian entre si en la cuantificacion de forma diferente en
cada nivel. Los dos laboratorios difieren también en la dispersion de los
resultados, siendo mayor en el laboratorio de Catalufia.

General Linear Model: logTox+1 versus Nivel Teor, labor, Método

Factor Type Levels Values
Nivel Teor fixed 2 400, 800
labor fixed 2 CAT, GAL
Método fixed 2 MBA, Precol

Analysis of Variance for logTox+l, using Adjusted SS for Tests
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Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Nivel Teor 1 0.329052 0.276509 0.276509 109.22 0.000
labor 1 0.118643 0.099790 0.099790 39.42 0.000
Método 1 0.000672 0.003652 0.003652 1.44 0.237
Nivel Teor*labor 1 0.005613 0.005815 0.005815 2.30 0.138
Nivel Teor*Método 1 0.007173 0.006552 0.006552 2.59 0.116
labor*Método 1 0.033368 0.033461 0.033461 13.22 0.001
Nivel Teor*labor*Método 1 0.000184 0.000184 0.000184 0.07 0.789
Error 37 0.093668 0.093668 0.002532
Total 44 0.588373
S = 0.0503147 R-Sg = 84.08% R-Sqg(adj) = 81.07%
Unusual Observations for logTox+1l
Obs logTox+1 Fit SE Fit Residual St Resid
28 2.76864 2.67204 0.01779 0.09660 2.05 R
32 2.55751 2.67204 0.01779 -0.11453 -2.43 R
40 2.41797 2.53776 0.02250 -0.11979 -2.66 R
R denotes an observation with a large standardized residual.
Least Squares Means for logTox+l
Nivel Teor Mean SE Mean
400 2.627 0.011074
800 2.789 0.010833
labor
CAT 2.756 0.009878
GAL 2.659 0.011933
Método
MBA 2.717 0.011710
Precol 2.698 0.010141
Dunnett 95.0% Simultaneous Confidence Intervals
Response Variable logTox+l
Comparisons with Control Level
Método = MBA subtracted from:
Método Lower Center Upper —----- tmmm—————— tmm——————— o +-
Precol -0.04999 -0.01861 0.01278 (-———-————=-——--= Hmmmmmm oo
————— B et e e o
-0.040 -0.020 0.000 0.020
Dunnett Simultaneous Tests
Response Variable logTox+1l
Comparisons with Control Level
Método = MBA subtracted from:
Difference SE of Adjusted
Método of Means Difference T-Value P-Value
Precol -0.01861 0.01549 -1.201 0.2374
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Main Effects Plot for logTox+1
Fitted Means
Nivel Teor labor
2.80
2.75 / -\
2704 \
2.65 /
c T T T
3 400 800 CAT GAL
= Método
2.80
2.75
-~
2,704 B
2.65
MéA Précol
Interaction Plot for logTox+1
Fitted Means
CA.T GfL MB.A Pre.co\
=~ Nivel
N ————a 28 Teor
S —e— 40
Nivel Teor F27 [—®— 80
'\ '\‘ 16
labor
28 | —e— CAT
./ —8— GAL
labor - 27
o 2.6
Método
Residual Plots for logTox+1
Normal Probability Plot Versus Fits
22 0.10 N
% o> _ 00s5{ g - :
- . L[] .
g 5 £ oof— L
5 g .0
a & -0.05 M
0, e 0.10 *
Toh oo 0w o o 25 26 27 28 29
Residual Fitted Value
Histogram Versus Order
12 010
9 —
g 5 oo an A A 1 hhl\f
g 6 S VVv v y V‘
& & -005
3
] 0.10
010 -005 000 005 0.0 1 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Residual Observation Order
Fig. A37 lgual que la figura anterior pero utilizando datos transformados logaritmicamente.

PostColumna

Mejillén con perfil Gymnodinium catenatum

Andalucia

Los niveles mas bajos coinciden razonablemente bien con la toxicidad
esperable. La toxicidad estimada para el nivel mas alto, sin embargo, resultd
considerablemente alta y fuera del rango esperable “a priori”. Los intervalos de
confianza del 95% en los niveles intermedios se solapan considerablemente,
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no siendo su diferencia significativa, de forma que es esperable una aparicion
de falsos negativos y falsos positivos, aunque con toxicidades que se apartan
poco del nivel permisible, ya que las diferencias de ambos con el nivel de 0 y
con el nivel alto son altamente significativas.

Se observan 4 puntos con valores notablemente inferiores a los restantes.
Estos puntos corresponden a muestras que fueron almacenadas antes de su
extraccion por un periodo de mas de 150 dias. El analisis de la covarianza con
los niveles tedricos como factor principal y con el tiempo de conservacion como
covariante, muestran que el tiempo de conservacion de las muestras, antes de
su extraccion, lleva a la reduccion de la toxicidad estimada por este método.
Dado que en el bioensayo de ratén no se aprecia este efecto, su origen muy
probablemente debe ser la desaparicion de interferentes que coeluyen con las
toxinas y que por tanto, cuando existen, llevan al la sobreestimaciéon de la
cantidad de toxina real. En muestras analizadas un tiempo relativamente largo
después de su extraccion, suelen obtenerse cromatogramas mas limpios (y por
tanto con menos interferentes) que en las recién extraidas. No se mantuvieron
muestras después de la extraccion un tiempo suficientemente largo y de forma
sistematica, como para poder cuantificar este efecto, pero es posible que sea el
mismo que se aprecia con la conservacion prolongada.

One-way ANOVA: pgeqSTX.2HCL/Kg versus Nivel teor

Source DF SS MS F P
Nivel teor 3 98862907 32954302 52.77 0.000
Error 16 9991640 624477

Total 19 108854547

S = 790.2 R-Sq = 90.82% R-Sq(adj) = 89.10%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev
<400 5 4.8 2.6  (———*-—- )
2000 - 5000 5 5535.2 1541.9 (===*--)
400 5 503.6 62.5 (—==*—— )
800 5 828.2 341.2 (——=*-—-)
0 2000 4000 6000
Pooled StDev = 790.2
Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of Nivel teor
Individual confidence level = 98.87%
Nivel teor = <400 subtracted from:
Nivel teor Lower Center Upper -—-—------ tm——————
2000 - 5000 4099.1 5530.4 6961.7 (—=—=*-—-)
400 -932.5 498.8 1930.1 (===*====)
800 -607.9 823.4 2254.7 (—=—=*-—-)
________ P
-3500 0 3500 7000

Nivel teor = 2000 - 5000 subtracted from:

Nivel

teor Lower Center Upper —-------+ +
400 -6462.9 -5031.6 -3600.3 (-—-*---)

800 -6138.3 =-4707.0 =3275.7 (-=-==*---)

-3500 0 3500 7000

Nivel teor = 400 subtracted from:

Anexo A del Informe Final del proyecto JACUMAR PSP Pagina 45 de 79



e e i JACUMAR
Y MEDIO RURAL Y MARINO JUNTA NACIONAL
ASESORA DE CULTIVOS MARINOS
Nivel
teor Lower Center Upper
800 -1106.7 324.6 1755.9 (===F——=
-3500 0 3500 7000
Individual Value Plot of pgeqSTX.2HCL/Kg vs Nivel teor Boxplot of ngeqSTX.2HCL/Kg
8000 8000
7000 ¢ 7000
6000 H 6000
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§ 4000 N 40004
o 30004 ¢ E— 3000 4
& 2
= 2000 = 2000
1000 4 1000 4
04 ° 04
<400 2000 - 5000 400 800 <400 2000 - 5000 400 800
Nivel teor Nivel teor
Residual Plots for pgeqSTX.2HCL/Kg
Normal Probability Plot Versus Fits
9 2000 ry
90 1000
-_— [
£ g .
g s -
& 2 _1000 °
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. . -2000 °
-2000 -1000 0 1000 2000 0 1500 3000 4500 6000
Residual Fitted Value
Histogram Versus Order
16 2000
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g . § 0 —tan
g g v
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4
s I 2Ty
-2000 -1000 0 1000 2000 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Residual Observation Order
Fig.A38 Observaciones individuales (panel superior izdo) y box and whisker plot de los datos
obtenidos sin transformar (panel superior dcho). Las lineas conectan la media de cada nivel.
Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su interior es la
mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones. En el panel inferior se
muestra el andlisis de los residuales del andlisis de la varianza.

One-way ANOVA: logTox+1 versus Nivel teor

Source DF SS Ms F P
Nivel teor 3 24.3204 8.1068 195.59 0.000
Error 16 0.6632 0.0414
Total 19 24.9836
S = 0.2036 R-Sq = 97.35% R-Sg(adj) = 96.85%
Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev
Level N Mean StDev
<400 5 0.7155 0.2499 (-*-)
2000 - 5000 5 3.7280 0.1328 (=*-)
400 5 2.7001 0.0566 (=*-)
800 5 2.8628 0.2872 (=*=)
1.0 2.0 3.0 4.0
Pooled StDev = 0.2036

Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of Nivel teor

Individual confidence level = 98.87%
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Nivel teor <400 subtracted from:

Nivel teor Lower Center Upper
2000 - 5000 2.6437 3.0125 3.3812 (==*=-)
400 1.6159 1.9846 2.3533 (—==*--)
800 1.7786 2.1473 2.5161 (==*-=)
1.2 0.0 1.2 2.4
Nivel teor = 2000 - 5000 subtracted from:
Nivel
teor Lower Center Upper
400 -1.3966 -1.0279 -0.6591 (==*---)
800 -1.2339 -0.8651 -0.4964 (—=*--)
-1.2 0.0 1.2 2.4
Nivel teor = 400 subtracted from:
Nivel
teor Lower Center Upper
800 -0.2060 0.1627 0.5315 (==*--)
1.2 0.0 1.2 2.4
Boxplot of logTox+1
Individual Value Plot of logTox+1 vs Nivel teor 4
44
(] 34
37 -
S
5 . £ 2]
é 2] K
2
ild
14 °
04 T T T T
° <400 2000 - 5000 400 800
0+ T T T T Nivel teor
<400 2000 - 5000 400 800
Nivel teor
Residual Plots for logTox+1
Normal Probability Plot Versus Fits
9 <
0.2 .
% . 2 ' s
™ = 001w
1= 4 ° °
g 50 2 02 .
& &
10 -041{ o
L} L]
-0.6
-0.50 -0.25 0.00 0.25 0.50 1 2 8] 4
Residual Fitted Value
Histogram Versus Order
9 0.2 \
g 6 < 00 f\./m T“/\
3 FY \
o a -0.2
a &
“ 2 -0.4
0 -0.6
-0.5 -04 -03 -02 -0.1 00 0.1 0.2 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Residual Observation Order
Fig. A39 Observaciones individuales (panel superior izdo) y box and whisker plot de los datos
obtenidos transformados logaritmicamente (panel superior dcho). Las lineas conectan la media
de cada nivel. Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su
interior es la mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones. En el
panel inferior se muestra el andlisis de los residuales del analisis de la varianza.

General Linear Model: logTox+1 versus Nivel teor

Values
<400,

Levels
4

Factor
Nivel teor

Type

fixed 2000 - 5000, 400, 800
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Analysis of Variance for logTox+l, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Tiempo conservacién (dias) 1 0.0603 0.3835 0.3835 20.57 0.000
Nivel teor 3 24.6436 24.6436 8.2145 440.60 0.000
Error 15 0.2797 0.2797 0.0186

Total 19 24.9836

S = 0.136543 R-Sq = 98.88% R-Sqg(adj) = 98.58%

Term Coef SE Coef T P
Constant 2.60181 0.03769 69.04 0.000
Tiempo conse -0.002239 0.000494 -4.54 0.000

Unusual Observations for logTox+l

Obs logTox+1l Fit SE Fit Residual St Resid
10 2.70586 2.42065 0.08675 0.28522 2.70 R
15 2.35025 2.57713 0.08773 -0.22688 -2.17 R

R denotes an observation with a large standardized residual.
Means for Covariates

Covariate Mean StDev
Tiempo conservacién (dias) 44.75 63.67

Least Squares Means for logTox+l

Nivel teor Mean SE Mean
<400 0.6964 0.06121
2000 - 5000 3.7357 0.06109
400 2.7101 0.06110
800 2.8643 0.06106

Residual Plots for logTox+1

Normal Probability Plot Versus Fits
0.30
_ 015
T °
3
F 000 ;,
k] s K
-0.15
0.30
-0.30 -0.15 0.00 0.15 0.30 0 1 2 B 4
Residual Fitted Value
Histogram Versus Order
6.0 @29
5 45 _ 015
: A
g
g 30 g 0w V/.
2 &
v s -0.15
0.0 -0.30

-02 -01 00 0.1 0.2 0.3 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Residual Observation Order
Fig A40
Galicia

La técnica utilizada en este caso es similar a la postcolumna recientemente
validada por AOAC vy utiliza un gradiente discontinuo como método de elucion,
y es diferente de la utilizada en Andalucia, que emplea 2 eluciones isocraticas.

Esta técnica se mostré incapaz de cuantificar adecuadamente la toxicidad de
las muestras de Gymnodinium catenatum, a pesar de que habia cuantificado
de forma razonable muestras con toxinas procedentes de Alexandrium
minutum. Los niveles tedricos de toxinas se distinguen muy dificilmente debido
principalmente a la gran dispersion de las medidas y por tanto las diferencias
encontradas son escasamente significativas estadisticamente (y solo cuando
los datos se transforman logaritmicamente). Ademas, los intervalos de
confianza del 95% de los tres niveles méas altos se solapan completamente
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indicando que esta técnica es incapaz de distinguir para esta especie muestras
toxicas de no toxicas incluso si la toxicidad es alta.

Desconocemos las razones de esta falta de eficacia para la cuantificacion de
la toxicidad de muestras con toxinas de Gymnodinium catenatum, pero esto
indica claramente que este tipo de técnicas de cuantificacion han de ser
evaluadas en las matrices concretas en las que se vayan a utilizar y no es

posible extrapolar su viabilidad.

One-way ANOVA: ugSTXeq/Kg versus Nivel Teor

Source DF SS Ms F P
Nivel Teor 3 714794 238265 1.88 0.174
Error 16 2030521 126908
Total 19 2745315
S = 356.2 R-Sq = 26.04% R-Sq(adj) = 12.17%
Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev
Level N Mean StDev
<400 5 454.2 591.8 ( * )
2000 - 5000 5 961.0 185.0 *
400 5 686.6 306.2 (
800 5 562.8 171.6 (
300 600 900 1200
Pooled StDev = 356.2
Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of Nivel Teor
Individual confidence level = 98.87%
Nivel Teor = <400 subtracted from:
Nivel Teor Lower Center Upper +
2000 - 5000 -138.4 506.8 1152.0 (=== Fommm
400 -412.8 232.4 877.6 *
800 -536.6 108.6 753.8 *
-600 0 600 1200
Nivel Teor = 2000 - 5000 subtracted from:
Nivel
Teor Lower Center Upper
400 -919.6 -274.4 370.8 (=====—=== Fommmmmm )
800 -1043.4 -398.2 247.0 (-——------ R )
-600 600 1200
Nivel Teor = 400 subtracted from:
Nivel
Teor Lower Center Upper
800 -769.0 -123.8 521.4 ( )
-600 600 1200
Individual Value Plot of pgSTXeq/Kg vs Nivel Teor Boxplot of pgSTXeq/Kg
1400 o 1400 4
1200 . ° 1200
1
10004 1000
g 800 g 800 4
g g
E 600 E 600
2 2 o]
400 4004
200 ° 200 {
o] [ o] =
<400 2000 5000 400 <400 2000 5000 400 800
Nivel Teor Nivel Teor
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HgSTXeq/Kg
Versus Fits
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Fig.A41 Observaciones individuales (panel superior izdo) y box and whisker plot de los datos
obtenidos sin transformar (panel superior dcho). Las lineas conectan la media de cada nivel.
Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su interior es la
mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones. En el panel inferior se
muestra el andlisis de los residuales del analisis de la varianza.

One-way ANOVA: logTox+1 versus Nivel
Source DF SS MS F P
Nivel Teor 3 2.538 0.846 3.57 0.038
Error 16 3.795 0.237
Total 19 6.333
S = 0.4870 R-Sqg = 40.08% R-Sg(adj) =
Individua
Pooled St
Level N Mean StDev —-—-—------ +
<400 5 2.0368 0.9251 (--------
2000 - 5000 5 2.9769 0.0820
400 5 2.7876 0.2555
800 5 2.7330 0.1449
———————— +
2.0

Pooled StDev = 0.4870

Tukey 95% Simultaneous Confidence Interva

Teor
28.84%
1 95% CIs For Mean Based on
Dev
————————— Bt St e
Fomm oo )
(======- oo oo )
(-==---- oo )
(=======- Fommm - )
————————— Fom e -
0 2.50 3.00 3.50

1s

All Pairwise Comparisons among Levels of Nivel Teor

Individual confidence level = 98.87%

Nivel Teor = <400 subtracted from:

Nivel Teor Lower Center Upper
2000 - 5000 0.0580 0.9401 1.8222
400 -0.1312 0.7509 1.6329
800 -0.1858 0.6962 1.5783

Nivel Teor = 2000 - 5000 subtracted from:

i e it Fommm Fomm - -
(m==mmmmmm- e )
(=== s )
(=== s )
——— Fomm Fomm - =
80 0.00 0.80 1.60
Nivel
Teor Lower Center Upper ---—+--——---—---—- t-————— t-——————- t-———
400 -1.0713 -0.1893 0.6928 (=== Kommmmmm )
800 -1.1260 -0.2439 0.6382 (---—--—--- Kommmmm oo )
i Fom Fmm +m————
-0.80 0.00 0.80 1.60

Nivel Teor = 400 subtracted from:

Nivel
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Teor Lower Center Upper —---—+--—------- to—m———— Fom—————— +-——=-
800 -0.9367 -0.0546 0.8274 I Fommmmmmo )
——— e o fom - e
-0.80 0.00 0.80 1.60
Individual Value Plot of logTox+1 vs Nivel Teor Boxplot of logTox+1
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Fig. A430bservaciones individuales (panel superior izdo) y box and whisker plot de los datos
obtenidos transformados logaritmicamente (panel superior dcho). Las lineas conectan la media
de cada nivel. Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su
interior es la mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones. En el
panel inferior se muestra el analisis de los residuales del andlisis de la varianza.

Anexo A del Informe Final del proyecto JACUMAR PSP

Pagina 51 de 79




MINISTERIO SECRETARIA GENERAL JACUMAR
DE MEDIO AMBIENTE DEL MAR

Y MEDIO RURAL Y MARINO JUNTA NACIONAL

ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

Comparacion HPLC-Postcolumna con bioensayo v HPLC-Precolumna con
mejillén con perfil de Gymnodinium catenatum

Los distintos métodos de cuantificacion dieron resultados diferentes, aunque
normalmente el nivel alto y el blanco son distinguibles de los niveles medios

(400 y 800). El postcolumna utilizado en Galicia resulté el método que mas se
aparta de los otros.

Boxplot of logTox+1
4
" gt
I .
31 f 8 g fem 2.904
- RN I
; n
24
2
o
o
1
04 - FlF oF L+ i
Método TS £ OO TO> FIN LIS TS FIO FINFIS FID FID &I
FR R EEE
Nivel Teor B‘@ @@ N q,®
$§f
Fig A44
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Boxplot of pgeqSTX.2HCL/Kg
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Fig A45

La técnica que mejor relacién tiene, desde el punto de vista cuantitativo, con la
media de los bioensayos de ratén es el método postcolumna utilizado en
Andalucia. Puede apreciarse en las regresiones con el bioensayo de ratén que
la pendiente es proxima a 1 y el corte con el eje de la abscisas es
relativamente bajo. Un ajuste cuadratico resulta mejor que una linea recta,
sugiriendo una cierta falta de linealidad de alguno de los dos métodos
(bioensayo y postcolumna de eluciones isocraticas) El método precolumna da
resultados considerablemente mas pobres, con una pendiente de 0.41, es
decir, con una subestimacion considerable de la toxicidad medida por el
bioensayo. En los niveles intermedios este efecto es menos acusado y la
pendiente sube a 0.7 cuando se excluye el nivel de mayor concentracion, pero
este coeficiente, de todas formas sigue quedando lejos del 1 ideal.

Fitted Line Plot Fitted Line Plot
Precol = 125.5 +0.4122 MBA PostcolA = 116.5 +0.9011 MBA

s 113.889 6000 s 111643
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Fitted Line Plot Fitted Line Plot
PostColG = 540.7 +0.07059 MBA PostcolA = 1.03 + 1.267 MBA
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Fig A46 Relacién entre la cuantificacion por medio de bioensayo de ratén (MBA) y las técnicas
cromatograficas empleadas (PostColG= HPLC postcolumna de Galicia, PostColA= HPLC
postcolumna de Andalucia, PreCol= Precolumna,). El panel inferior derecho muestra un ajuste
cuadratico entre MBA y el Postcolumna de Andalucia.

Regression Analysis: Precol versus MBA

The regression equation is
Precol = 125.5 + 0.4122 MBA

S = 113.889 R-Sq = 99.4% R-Sq(adj) = 99.1%

Analysis of Variance

Source DF SS MS F P
Regression 1 4132038 4132038 318.57 0.003
Error 2 25941 12971

Total 3 4157979

Regression Analysis: PostcolA versus MBA

The regression equation is
PostcolA = 116.5 + 0.9011 MBA

S = 111.643 R-Sq = 99.9% R-Sq(adj) = 99.8%

Analysis of Variance

Source DF SSs MS F P
Regression 1 19747653 19747653 1584.34 0.001
Error 2 24929 12464

Total 3 19772581

Regression Analysis: PostColG versus MBA

The regression equation is
PostColG = 540.7 + 0.07059 MBA

S = 104.326 R-Sq = 84.8% R-Sq(adj) = 77.2%

Analysis of Variance

Source DF SS MS F P
Regression 1 121191 121191 11.13 0.079
Error 2 21768 10884

Total 3 142959
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Polynomial Regression Analysis: PostcolA versus MBA

The regression equation is
PostcolA = 1.03 + 1.267 MBA - 0.000058 MBA**2

S = 13.1931 R-Sg = 100.0% R-Sg(adj) = 100.0%

Analysis of Variance

Source DF SS MS F P
Regression 2 19772407 9886204 56798.49 0.003
Error 1 174 174

Total 3 19772581

Sequential Analysis of Variance

Source DF SS F P
Linear 1 19747653 1584.34 0.001
Quadratic 1 24754 142.22 0.053

Mejillébn con perfil de Alexandrium

Andalucia

Los resultados obtenidos por esta técnica estan significativamente afectados
por el método de conservacion del extracto, de forma que las muestras que
después de su extraccion se mantuvieron en nevera a 4°C durante un dia
dieron valores de toxicidad significativamente inferiores (practicamente la
mitad) a las que se mantuvieron en congelador a -20°C durante 5 dias.

Aunque podria pensarse en una degradacion de las toxinas en las muestras
conservadas en nevera, no se encontraron diferencias significativas entre las
muestras conservadas en esas condiciones durante 1, 2 y 3 dias, por lo cual o
dicha degradaciéon se produce antes durante el primer dia de conservacion y
luego se estabiliza o algun otro proceso esté involucrado, como podria ser la
insolubilizacion con el congelado de compuestos que capaces de retener

Individual Value Plot of pgeqSTX.2HCL/Kg vs Conservacion extracto (neverg Main Effects Plot for logTox+1
Fitted Means
3000
a a0 Nivel teor Conservacion extracto (nevera,
° 44
2500 e
2 3.24
<
-
e 3.14
N
! 2000
% . £ 3.0 / \
[y 9
g =29
g 1 \_/ \
=
1500 2.8
. 2.74
2.6
1000 . .
Congelador (-20°C) Nevera (4°C) 2.54 . . . . . .
Conservacién extracto (nevera, <400 2000-5000 400 800  Congelador (-20°C)  Nevera (4°C)

Anexo A del Informe Final del proyecto JACUMAR PSP Pagina 55 de 79



JACUMAR

MINISTERIO SECRETARIA GENERAL
DE MEDIO AMBIENTE DEL MAR
Y MEDIO RURAL Y MARINO JUNTA NACIONAL
ASESORA DE CULTIVOS MARINOS
Residual Plots for logTox+1
Normal Probability Plot Versus Fits
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Fig. A47 Diferencias entre mediciones segun la conservacion de la muestra (panel izdo) y
efectos principales obtenidos del analisis de la varianza de dos vias (niveles y conservacién) de
los datos transformados logaritmicamente.

One-way ANOVA: ngeqSTX.2HCL/Kg versus Conservacion extracto (nevera,

Source DF SS MS F
Conservacibén extracto (n 1 1894551 1894551 22.99
Error 3 247227 82409

Total 4 2141777

S = 287.1 R-Sg = 88.46% R-Sg(adj) = 84.61%

Individual 95%
Pooled StDev

Level N Mean StDev ----- to—mm———— to—m———— to——————— +-——=
Congelador (-20°C) 2 2824.5 119.5 (=== Hommm o )
Nevera (4°C) 3 1568.0 341.3 (------ Fommm o )
- Fo—m B o o=
1400 2100 2800 3500

Pooled StDev = 287.1

P
0.017

CIs For Mean Based on

General Linear Model: logTox+1 versus Nivel teor, Conservacion ext

Factor Type Levels Values
Nivel teor fixed 4 <400,
Conservacidén extracto (nevera, fixed 2 Congel

Analysis of Variance for logTox+1l, using Adjusted SS

Source DF Seq SS Adj SS

Nivel teor 3 1.90718 1.11860

Conservacién extracto (nevera, 1 0.08251 0.08251

Error 15 0.10204 0.10204

Total 19 2.09174

S = 0.0824790 R-Sq = 95.12% R-Sg(adj) = 93.82%

Unusual Observations for logTox+1l

Obs logTox+1l Fit SE Fit Residual St Resid
12 3.04336 2.88337 0.03689 0.16000 2.17 R

R denotes an observation with a large standardized re

Least Squares Means for logTox+l

Nivel teor Mean SE Mean
<400 2.594 0.05270
2000-5000 3.320 0.03765
400 2.790 0.05270
800 3.014 0.05270
Conservacién

Congelador (-20°C) 3.061 0.07023

2000-5000, 400, 800
ador (-20°C), Nevera
for Tests
Adj MS F P
0.37287 54.81 0.000
0.08251 12.13 0.003
0.00680
sidual.

Anexo A del Informe Final del proyecto JACUMAR PSP

(4°cC)

Pagina 56 de 79




DE MEDIO AMBIENTE
Y MEDIO RURAL Y MARINO JUNTA NACIONAL
ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

ﬁ% MINISTERIO o conenat MC"MAR
DEL MAR

Nevera (4°C) 2.799 0.01992

Tukey 95.0% Simultaneous Confidence Intervals
Response Variable logTox+l

All Pairwise Comparisons among Levels of Nivel teor
Nivel teor = <400 subtracted from:

Nivel teor Lower Center Upper -——-——+-—————---- to—m— - o +—
2000-5000 0.55183 0.7256 0.8994 (===*--)
400 0.04566 0.1962 0.3466 (==*--
800 0.26980 0.4203 0.5708 (==*--)
————f————————— F———————— Fom———— +-=
-0.50 0.00 0.50 1.00

Nivel teor = 2000-5000 subtracted from:

Nivel
teor Lower Center Upper -—--—+4--—--—---- Fommm tomm +-=
400 -0.7032 -0.5295 -0.3557 (-=-*---)
800 -0.4791 -0.3053 -0.1315 (—==*--)

—— - fommm - Fomm - +--

-0.50 0.00 0.50 1.00
Nivel teor = 400 subtracted from:
Nivel
teor Lower Center Upper -—---—t-———----- to———————— Fom———— +--
800 0.07365 0.2241 0.3746 (==*--)
- o fom - +--
-0.50 0.00 0.50 1.00

Tukey Simultaneous Tests

Response Variable logTox+l

All Pairwise Comparisons among Levels of Nivel teor
Nivel teor = <400 subtracted from:

Difference SE of Adjusted
Nivel teor of Means Difference T-Value P-Value
2000-5000 0.7256 0.06023 12.046 0.0000
400 0.1962 0.05216 3.760 0.0091
800 0.4203 0.05216 8.057 0.0000

Nivel teor = 2000-5000 subtracted from:

Nivel Difference SE of Adjusted
teor of Means Difference T-Value P-Value
400 -0.5295 0.06023 -8.790 0.0000
800 -0.3053 0.06023 -5.069 0.0007

Nivel teor = 400 subtracted from:

Nivel Difference SE of Adjusted
teor of Means Difference T-Value P-Value
800 0.2241 0.05216 4.297 0.0032

Aparte de las consideraciones sobre las condiciones de almacenamiento, la
técnica tiene una buena resolucion, siendo capaz de distinguir los niveles
intermedios de toxicidad, entre los cuales no hay solapamiento de los intervalos
de confianza de 95%, lo que indica que en ese tramo de toxicidad no habré&
nameros elevados de falsos positivos y/o negativos y, en todo caso estos no se
apartaran significativamente del nivel permisible.

Galicia

En los andlisis de las muestras de los niveles de Catalufia, con toxinas
originadas por Alexandrium minutum, se hicieron inicialmente en julio de 2011
con el método de Rourke et al (2008) sin modificar el gradiente, y
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posteriormente en marzo de 2012 se volvieron a realizar con el método
modificado que tiene una separacion de la zona dcGTX3-dcGTX2 —GTX3 y
GTX2 mas clara sin menoscabo del resto de las toxinas. Esto se observa
comparando los dos patrones M9. Otro de los motivos fue confirmar la
presencia del interferente que observamos en julio en la zona de la GTX4-1 tal
como se ve en la muestra C21 y que al inyectarla en marzo ese pico parece
gue mueve y se sitia en la zona de la GTX3, lo que hizo que las
cuantificaciones de marzo generaron unos resultados caodticos. Viendo los
cromatogramas de las muestras C79 y C107 en los de julio encontramos la
interferencia pero en los de marzo se mueve también hacia la zona de la GTX3
y en la C107 el perfil de julio mantiene un perfil mas concordante con que cabe
esperar de la toxificacién por A. minutum.

No tenemos una explicacién razonable para este fendmeno, salvo suponer que
en el periodo entre julio 2011 y marzo 2012 en lo que los extractos se
mantuvieron a -18°C se haya producido algun cambio sustancial en el pico
interferente de la zona GTX4-1 de forma que eluye en marzo en la zona de
GTX3.

dcGTX2 - 11.392
GTX3-11.742
GTX2-12.453

EU

dcGTX3 - 10.908

GTX4 -7.874
GTX1-8.836

dcSTX - 18.588
STX - 19.336

?neoSTX 16,142

— T T ——— T T T T T T —— T T
0.00 200 4.00 6.00 800 1000 12,00 14.00 16.00 18.00 20.00 2200 24.00
es

EU
dcGTX2 - 12.696
GTX2 - 15.126

dcGTX3 - 11.692
GTX3-13.721

- GTX4-6.911

o
g
8
Di*GTXl -8.072

neoSTX - 21.211

e e A e e e e e e A e B U L LA e e e e B B e UL B s e s
. 200 200 6.00 800 1000 12,00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00
Minutes

Método Rourke modificado 03/2012
Fig. A 48 Patrén M9

Anexo A del Informe Final del proyecto JACUMAR PSP Pagina 58 de 79



JACUMAR

JUNTA NACIONAL
ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

Método Rourke sin modificar 07/2011

Método Rourke modificado 03/2012
Fig. A49 Muestra C21

Método Rourke sin modificar 07/2011

Método Rourke modificado 03/2012
Fig A50 Muestra C79
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Método Rourke sin modificar 07/2011

e

Método Rourke modificado 03/2012
Fig A51 Muestral07

Corruco con perfil Gymnodinium catenatum (Andalucia)

Esta técnica de cuantificacion presenta en esta especie una dispersion
considerable, especialmente en el nivel mas elevado. En niveles intermedios
es, sin embargo, moderada. En las muestras estudiadas resulta imposible
distinguir los dos niveles intermedios (no hay diferencias significativas ya que
se solapan los intervalos de confianza de sus medias). No obstante no es
esperable que los falsos negativos que puedan darse tengan un nivel de
toxicidad real alto y no deberian pasar los 950 ug eq STX.2HCIl/kg, en mas de
un 5% de las ocasiones.

En su explotacion para la conserva, para la que el maximo nivel permisible es
3000, el lugar de 800, teniendo en cuenta que la dispersion se amplia, tanto los
falsos negativos como los positivos serian mas importantes.

Individual Value Plot of pgeqSTX.2HCL/Kg vs Nivel teor Boxplot of pgeqSTX.2HCL/Kg
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Residual Plots for pgeqSTX.2HCL/Kg
Normal Probability Plot Versus Fits
*® . 1000 °
i i :
2 0 hd 28
: I I
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1 -1000 °
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Fig.A52 Observaciones individuales (panel superior izdo) y box and whisker plot de los datos
obtenidos sin transformar (panel superior dcho). Las lineas conectan la media de cada nivel.
Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su interior es la
mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones. En el panel inferior se
muestra el analisis de los residuales del andlisis de la varianza.

Results for: Andalucia(Matriz = Corruco, Método = HPLC post-columna (OSH))

One-way ANOVA: ngeqSTX.2HCL/Kg versus Nivel teor

Source DF SS MS F P
Nivel teor 3 10063468 3354489 17.31 0.000
Error 12 2325459 193788
Total 15 12388927
S = 440.2 R-Sq = 81.23% R-Sqg(adj) = 76.54%
Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev
Level N Mean StDev —--—+--———----- to——————— tm——————— t—————
<400 4 215.8 123.0 (--—--- Fmmm )
2000 - 5000 4 2264.3 863.3 (———-- Fmm )
400 4 558.5 106.1 (—==-- Fmmm )
800 4 633.3 58.3 (-=——- Fmm )
e Fom— o o
0 800 1600 2400
Pooled StDev = 440.2

Tukey 95% Simultaneous Conf

idence Intervals

All Pairwise Comparisons among Levels of Nivel teor

Individual confidence level = 98.83%
Nivel teor = <400 subtracted from:
Nivel teor Lower Center Upper —------- Fo—mm - to—mm - tomm +-
2000 - 5000 1124.1 2048.5 2972.9 (===—-- Fmm )
400 -581.7 342.8 1267.2 (==——- Hmm )
800 -506.9 417.5 1341.9 (===-- Fmm )
———————— B ettt e e
-1500 0 1500 3000
Nivel teor = 2000 - 5000 subtracted from:
Nivel
teor Lower Center Upper ----—---- t-———— t-———————- tom——————- +-
400 -2630.2 -1705.8 =-781.3 (------ Femm )
800 -2555.4 -1631.0 -706.6 (===~ Femm )
———————— B e et
-1500 0 1500 3000
Nivel teor = 400 subtracted from:
Nivel
teor Lower Center Upper -------- t---——— t-————— t--——— +-
800 -849.7 74.8 999.2 (==——- Fmmmm )
———————— B T e e
-1500 0 1500 3000
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Individual Value Plot of logTox+1 vs Nivel teor Boxplot of logTox+1
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Fig.A53 Observaciones individuales (panel superior izdo) y box and whisker plot de los datos
obtenidos transformados logaritmicamente (panel superior dcho). Las lineas conectan la media
de cada nivel. Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su
interior es la mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones. En el
panel inferior se muestra el andlisis de los residuales del analisis de la varianza.

One-way ANOVA: logTox+1 versus Nivel teor

Source DF SS MS F P

Nivel teor 3 2.2400 0.7467 26.92 0.000

Error 12 0.3329 0.0277

Total 15 2.5728

S = 0.1665 R-Sq = 87.06% R-Sg(adj) = 83.83%
Individual 95%
Pooled StDev

Level N Mean StDev —--—------ +—————

<400 4 2.2756 0.2711 (-=-=--*---)

2000 - 5000 4 3.3312 0.1665

400 4 2.7412 0.0904 (—-

800 4 2.8009 0.0394 (-
________ I,

2.40
Pooled StDev = 0.1665

Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of Nivel

Individual confidence level 98.83%

Nivel teor <400 subtracted from:

Nivel teor Lower Center Upper ---——--- I
2000 - 5000 0.7059 1.0556
400 0.1158 0.4656
800 0.1756 0.5253
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Nivel teor = 2000 - 5000 subtracted from:

Nivel
teor Lower Center Upper -—----- tommm———— Fommm - tom—————— +-==
400 -0.9398 -0.5900 -0.2403 (----- Koo )
800 -0.8801 -0.5303 -0.1805 (————- Homm )
————— tomm - fom - tomm - +-—-
-0.60 0.00 0.60 1.20
Nivel teor = 400 subtracted from:
Nivel
teor Lower Center Upper —------ to—m————— Fommm tomm————— +-—=
800 -0.2900 0.0597 0.4095 (—=——- Kommmm )
————— Fomm - fom - fomm - +-—=
-0.60 0.00 0.60 1.20

Corruco. Comparacion HPLC-Postcolumna- MBA (Andalucia)

Los dos métodos cuantifican la toxicidad de forma similar el nol niveles medio.
Sin embargo, a medida que la toxicidad aumenta, el bioensayo da respuestas
mas elevadas. La interaccion método —nivel toxico es claramente significativa,
tanto cuando se utilizan los datos sin transformar como los transformados, lo
cual se debe a dos razones. La primera de ellas es la ya comentada de la
mayor respuesta del bioensayo en los niveles altos de toxicidad. La segunda es
la estimacion, por el método de HPLC-postcolumna de una toxicidad moderada
en el nivel de toxicidad tedérica mas bajo que el bioensayo no puede detectar
por estar por debajo de su limite de deteccion.

La dispersion de las estimaciones en los niveles intermedios no es
sustancialmente mayor en ninguna de las técnicas y por tanto ninguna de ellas
contribuye de mayor manera a la existencia de falsos positivos o negativos.

Individual Value Plot of pgeqSTX.2HCL/Kg Individual Value Plot of logTox+1
4000 44
. !
3000 ° 34 ’
g o o . o ! L B
s} -
] 2000 E 2 s
E =
g : £
&
= 1000 . w00 1
[]
: oy
0] eese ® 0 ooee
Método  MBA Post MBA Post  MBA Post MBA Post Método  MBA Post  MBA Post  MBA Post  MBA Post
Nivel teor <400 2000 - 5000 400 800 Nivel teor <400 2000 - 5000 400 800
Fig .A54 Comparacion entre los valores obtenidos por medio de bioensayo de raton (MBA) y
HPLC postcolumna (Post) en Andalucia

A diferencia de lo observado en el caso del mejillén, sin embargo, la
subestimacién, que como indica el coeficiente de regresion, es de
aproximadamente el 37% (1-0.63 = 0.37) tiene lugar de forma proporcional a lo
largo de todas las concentraciones, ya que la relacién es claramente lineal.
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Fitted Line Plot
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Fig A55 Relacion lineal entre las estimaciones por bioensayo de raton(MBA) y HPLC
postcolumna (post), donde se aprecia un coeficiente de regresion por debajo de la unidad

Main Effects Plot for pgeqSTX.2HCL/Kg Interaction Plot for pgeqSTX.2HCL/Kg
Fitted Means Fitted Means
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Fig.A56 Efectos principales (izdo), interacciones (dcho) y residuales dele andlisis de la
varianza de dos vias (Niveles tedricos de toxicidad y técnica empleada para la cuantificacion)

General Linear Model: pgeqSTX.2HCL/Kg versus Nivel teor, Método

Factor Type Levels Values
Nivel teor fixed 4 <400, 2000 - 5000, 400, 800
Método fixed 2 MBA, Post

Analysis of Variance for pgegSTX.2HCL/Kg, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MsS F P
Nivel teor 3 33546101 33546101 11182034 87.44 0.000
Método 1 385662 385662 385662 3.02 0.095
Nivel teor*Método 3 1718816 1718816 572939 4.48 0.012
Error 24 3069309 3069309 127888

Total 31 38719888

S = 357.614 R-Sq = 92.07% R-Sq(adj) = 89.76%
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Unusual Observations for pgeqSTX.2HCL/Kg

Obs pgegSTX.2HCL/Kg Fit SE Fit Residual St Resid

13 3307.00 2264.25 178.81 1042.75 3.37 R
15 1636.00 2264.25 178.81 -628.25 -2.03 R
16 1479.00 2264.25 178.81 -785.25 -2.54 R
32 2590.00 3257.50 178.81 -667.50 -2.16 R

R denotes an

observation with

Least Squares Means for pgeqSTX.2HCL/Kg

Nivel teor
<400

2000 - 5000
400

800

Método

MBA

Post

Mean SE Mean
107.9 126.44
2760.9 126.44
541.8 126.44
700.4 126.44
1137.5 89.40
917.9 89.40

a large standardized residual.

Tukey 95.0% Simultaneous Confidence Intervals
Response Variable pgegSTX.2HCL/Kg
All Pairwise Comparisons among Levels of Método

Método = MBA subtracted from:
Método Lower Center Upper i Fomm e +-——=
Post -480.5 -219.6 41.39 (=== Hmmmmmm e )
—— o o Fom - +-——=
-450 -300 -150 0

Tukey Simultaneous Tests
Response Variable pgegSTX.2HCL/Kg
All Pairwise Comparisons among Levels of Método

Método = MBA subtracted from:
Difference SE of Adjusted
Método of Means Difference T-Value P-Value
Post -219.6 126.4 -1.737 0.0953
Main Effects Plot for logTox+1 Interaction Plot for logTox+1
Fitted Means Fitted Means
Nivel teor Método 44 Nivel teor
3.5 —8— <400
- —=— 2000 - 5000
——m fre
3.0 31 — R —A- %0
2.54 '////) £
5 — 5 2]
g =
2.0+
14
1.54
04
1.04 T T T T T . MBA Post
<400 2000 - 5000 400 800 MBA Post Método

Residual Plots for logTox+1

Normal Probability Plot Versus Fits
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Fig. A57 La misma informacion que en la figura anterior pero utilizando datos transformados
logaritmicamente.

General Linear Model: logTox+1 versus Nivel teor, Método
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Factor Type Levels Values
Nivel teor fixed 4 <400, 2000 - 5000, 400, 800
Método fixed 2 MBA, Post

Analysis of

Variance for logTox+1l, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Nivel teor 3 22.9463 22.9463 7.6488 513.59 0.000
Método 1 2.0729 2.0729 2.0729 139.19 0.000
Nivel teor*Método 3 8.3614 8.3614 2.7871 187.15 0.000
Error 24 0.3574 0.3574 0.0149
Total 31 33.7381
S = 0.122035 R-Sqg = 98.94% R-Sg(adj) = 98.63%
Unusual Observations for logTox+1
Obs logTox+1 Fit SE Fit Residual St Resid

1 2.49969 2.27559 0.06102 0.22410 2.12 R

2 2.51851 2.27559 0.06102 0.24293 2.30 R

3 2.00860 2.27559 0.06102 -0.26699 -2.53 R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Least Squares Means for logTox+l

Nivel teor Mean SE Mean
<400 1.138 0.04315
2000 - 5000 3.420 0.04315
400 2.731 0.04315
800 2.842 0.04315
Método

MBA 2.278 0.03051
Post 2.787 0.03051

Tukey 95.0% Simultaneous Confidence Intervals
Response Variable logTox+l
All Pairwise Comparisons among Levels of Método

Método = MBA subtracted from:
Método Lower Center Upper
Post 0.4200 0.5090 0.5981

0.500 0.550

Tukey Simultaneous Tests
Response Variable logTox+1
All Pairwise Comparisons among Levels of Método

Método = MBA subtracted from:

Difference SE of Adjusted
Método of Means Difference T-Value P-Value
Post 0.5090 0.04315 11.80 0.0000

Chirla con perfil Gymnodinium catenatum (Andalucia)

Las estimaciones de toxicidad de la Chirla por este método presentaron una
dispersion muy considerable, lo que la hace notablemente insegura para el
control. Incluso utilizando la dispersion estimada para el nivel tedrico de 400,
existe una probabilidad aproximada del 5% de que muestras para las que se
estima el nivel de cierre (800) tengan en realidad una toxicidad superior a 2200.
En namero de falsos positivos y negativos seria ademas importante.
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Individual Value Plot of pgeqSTX.2HCL/Kg vs Nivel teor Boxplot of pgeqSTX.2HCL/Kg
1200 | 1200 |
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Residual Plots for pgeqSTX.2HCL/Kg
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Fig. A58 Observaciones individuales (panel superior izdo) y box and whisker plot de los datos
obtenidos sin transformar (panel superior dcho). Las lineas conectan la media de cada nivel.
Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su interior es la
mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones. En el panel inferior se
muestra el analisis de los residuales del andlisis de la varianza.

Results for: Andalucia(Matriz = Chirla, Método = HPLC post-columna (OSH))

One-way ANOVA: ngeqSTX.2HCL/Kg versus Nivel teor

Source DF SS MS F P
Nivel teor 2 974861 487431 6.87 0.015
Error 9 638684 70965

Total 11 1613545

S = 266.4 R-Sg = 60.42% R-Sg(adj) = 51.62%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDhev -------- tommm———- Fomm - Fomm +-
<400 4 29.3 33.8  (-=—m--—- Hommm o )
2000 - 5000 4 716.0 440.9 (====—== Kommmmm )
400 4 263.8 131.7 (======== Fommm o )
———————— B ik et E e e e e
0 350 700 1050

Pooled StDev = 266.4

Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of Nivel teor

Individual confidence level = 97.91%

Nivel teor = <400 subtracted from:

Nivel teor Lower Center Upper ------ tomm Fomm Fmm +-—=
2000 - 5000 160.6 686.8 1212.9 (====——- Hommm o )
400 -291.6 234.5 760.6 (===—==-= Fommm )
————— Fm——————— o F——— +-—-
-600 0 600 120

Nivel teor = 2000 - 5000 subtracted from:

Nivel
teor Lower Center Upper ------ Fommm tommm = to——————— +-==
400 -978.4 -452.3 73.9  (-=—--—- Fommmm )
—————- Fm——m fomm Fm——————— ===
-600 0 600 1200
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Individual Value Plot of logTox+1 vs Nivel teor Boxplot of logTox+1
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Fig. A59 Observaciones individuales (panel superior izdo) y box and whisker plot de los datos
obtenidos transformados logaritmicamente (panel superior dcho). Las lineas conectan la media
de cada nivel. Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su
interior es la mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones. En el
panel inferior se muestra el analisis de los residuales del andlisis de la varianza.

Results for: Andalucia(Matriz = Chirla, Método = HPLC post-columna (OSH))

One-way ANOVA: logTox+1 versus Nivel teor

Source DF SS MS F P
Nivel teor 2 7.838 3.919 9.49 0.006
Error 9 3.715 0.413

Total 11 11.553

S = 0.6425 R-Sq = 67.84% R-Sq(adj) = 60.70%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev -—------- Fomm to—— - Fommm - +-
<400 4 0.8872 1.0245 (------ Koo )
2000 - 5000 4 2.7583 0.3774 (====——= Komm oo )
400 4 2.3825 0.2155 (====—- Koo )
———————— B et Rt L LR e e
1.0 2.0 3.0 4.0

Pooled StDev = 0.6425

Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of Nivel teor

Individual confidence level = 97.91%

Nivel teor = <400 subtracted from:

Nivel teor Lower Center Upper —-——-—+-———-—---- o — o b

2000 - 5000 0.6022 1.8711 3.1400 (=== [, )

400 0.2264 1.4953 2.7643 (—=—=——————= [T —— )
B o pommm +-———=
-1.2 0.0 1.2 2.4

Anexo A del Informe Final del proyecto JACUMAR PSP Pagina 68 de 79




MINISTERIO
DE MEDIO AMBIENTE

SECRETARIA GENERAL JACUMAR
DEL MAR

Y MEDIO RURAL Y MARINO JUNTA NACIONAL

ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

Nivel teor = 2000 - 5000 subtracted from:

Nivel

teor Lower Center Upper -—--—+--—------- tomm————— Fomm +-———=
400 -1.6447 -0.3758 0.8932 (---------- Fommmm - )
it e e Fomm e it e
-1.2 0.0 1.2 2.4

Chirla. Comparacion HPLC-Postcolumna- MBA (Andalucia)

El método postcolumna, en la chirla, di6 valores de toxicidad mas bajos que el
bioensayo de ratdn, especialmente en el nivel mas alto, en el que la toxicidad
estimada por el postcolumna es la mitad que por el bioensayo. Esto, da como
resultado que muestras con una toxicidad considerable por bioensayo puedan
considerarse seguras con el método postcolumna. Estas diferencias son
estadisticamente significativas, como puede apreciarse de los ANOVAs de los
datos sin procesar y de los transformados logaritmicamente. En el segundo
caso especialmente, se observa que existe interaccion entre el nivel tedrico de
toxicidad y el método empleado que se deriva fundamentalmente de la
respuesta mucho mayor del bioensayo a los nivels altos de toxicidad.

Individual Value Plot of pgeqSTX.2HCL/Kg Individual Value Plot of logTox+1
. 3.5
20004 s
. 3.0 ° L 2.904
] & .
) 15004 2.54 .
= ° . ° [
3 H - 2.0
H ° +
N % [}
% 10004 . 2
1) = 1.5
] 800 2
Q
2 ° ° 1.0
500 » °
° 0.5
° ° °
04 e & 0.0 [ ] ]
Método MBA  Postc MBA  Postc MBA  Postc Método  MBA  Postc MBA  Postc MBA  Postc
Nivel teor <400 2000 - 5000 400 Nivel teor <400 2000 - 5000 400

Fig A60 Comparacion entre bioensayo (MBA) y HPLC postcolumna (post) con datos sin
transformar y transformados.

La relacion es aproximadamente lineal aunque disponemos de Unicamente tres
puntos (medias) para la estimacién, por lo cual no es posible comprobar si
existe un componente cuadratico. Asumiendo que la relacion entre las medidas
de las dos técnicas es lineal el HPLC-postcolumna subestima las medidas del
bioensayo en aproximadamente un 59% (1-0.41=0.59). En caso de que en
realidad la relacion sea cuadratica la subestimacion sera ligeramente, pero solo
ligeramente, menor que la citada a niveles intermedios, que corresponderian al
nivel de cierre por bioensayo, y seria superior a niveles mas altos.
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Fitted Line Plot
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Fig. A61 Relacion lineal entre las técnica de estimacion de la toxicidad
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Main Effects Plot for pgeqSTX.2HCL/Kg Interaction Plot for pgeqSTX.2HCL/Kg
Fitted Means Fitted Means
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Fig. A62 Efectos principales, interacciones y residuales en el analisis de la varianza de dos
vias de la toxicidad en funcién del nivel tdxico y de la técnica de medicién (MBAO bioensayo y
Postc= HPLC postcolumna)

General Linear Model: ngeqSTX.2HCL/Kg versus Nivel teor, Método

Factor Type Le
Nivel teor fixed
Método fixed

Analysis of Variance for pgegSTX.2HCL/Kg,

Source DF
Nivel teor 2
Método 1
Nivel teor*Método 2
Error 18
Total 23
S = 263.978 R-Sq =

Unusual Observations

Obs p1gegSTX.2HCL/Kg
10 169.00
23 2090.00

vels
3
2

Values

<400,
MBA,

2000
Postc

- 5000, 400

using Adjusted

Seq SS  Adj SS  Adj MS F P
5647078 5647078 2823539 40.52 0.000
732203 732203 732203 10.51 0.005
971304 971304 485652 6.97 0.006
1254321 1254321 69685
8604906
85.42%  R-Sqg(adj) = 81.37%
for pgeqgSTX.2HCL/Kg
Fit SE Fit Residual St Resid
716.00 131.99 -547.00 -2.39 R
1622.50 131.99 467.50 2.04 R

R denotes an observation with

a large standardized residual.

Least Squares Means for pgeqSTX.2HCL/Kg

Nivel teor Mean
<400 14.63
2000 - 5000 1169.25
400 349.13
Método

MBA 685.67
Postc 336.33

Tukey 95.0%

Simultaneous Confidence Intervals

Response Variable pgegSTX.2HCL/Kg
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All Pairwise Comparisons among Levels of Método
Método = MBA subtracted from:

Método Lower Center Upper ------ Fommmm Fommm Fommm +
Postc -575.7 -349.3 -122.9 (------------- Fommmmmm oo )

—————— R e

-480 -320 -160 0

Tukey Simultaneous Tests

Response Variable pgegSTX.2HCL/Kg

All Pairwise Comparisons among Levels of Método
Método = MBA subtracted from:

JACUMAR

JUNTA NACIONAL
ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

Difference SE of Adjusted
Método of Means Difference T-Value P-Value
Postc -349.3 107.8 -3.242 0.0045
Interaction Plot for logTox+1 Main Effects Plot for logTox+1
Fitted Means Fitted Means
45 Nivel teor Nivel teor Método
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——— fres
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Fig A63 La misma informacion que en la figura anterior pero con datos transformados

logaritmicamente.

General Linear Model: logTox+1 versus Nivel teor, Método

Factor Type Levels Values
Nivel teor fixed 3 <400, 2000 - 5000, 400
Método fixed 2 MBA, Postc

Analysis of Variance for logTox+1,

using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Nivel teor 2 28.9391 28.9391 14.4696 66.16 0.000
Método 1 0.0361 0.0361 0.0361 0.17 0.689
Nivel teor*Método 2 2.0186 2.0186 1.0093 4.61 0.024
Error 18 3.9367 3.9367 0.2187

Total 23 34.9305

S = 0.467657 R-Sg = 88.73% R-Sg(adj) = 85.60%

Unusual Observations for logTox+1l

Obs logTox+1 Fit SE Fit Residual St Resid
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1 0.00000 0.88719 0.23383 -0.88719 -2.19 R
2 0.00000 0.88719 0.23383 -0.88719 -2.19 R
3 1.78533 0.88719 0.23383 0.89814 2.22 R
4 1.76343 0.88719 0.23383 0.87624 2.16 R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Least Squares Means for logTox+l

Nivel teor Mean SE Mean
<400 0.4436 0.1653
2000 - 5000 2.9790 0.1653
400 2.4890 0.1653
Método

MBA 1.9317 0.1350
Postc 2.0093 0.1350

Tukey 95.0% Simultaneous Confidence Intervals
Response Variable logTox+l

All Pairwise Comparisons among Levels of Método
Método = MBA subtracted from:

Método Lower Center Upper —---+--—————---- t————————= Fmm——————— +=—=

Postc -0.3235 0.07760 0.4787 (-———————————-—- oo m oo )
i e o +-—=
-0.25 0.00 0.25 0.50

Tukey Simultaneous Tests

Response Variable logTox+l

All Pairwise Comparisons among Levels of Método
Método = MBA subtracted from:

Difference SE of Adjusted
Método of Means Difference T-Value P-Value
Postc 0.07760 0.1909 0.4065 0.6892

Almeja con_perfil
(Andalucia)

En el caso de la almeja, en en que Unicamente fue posible trabajar con un nivel
de toxicidad. La dispersion de las estimaciones fue moderada, aunquealgo
mayor que en bioensayo de ratén. La estimacion por esta técnica es
ligeramente mas baja que por bioensayo (530 contra 555) pero esta diferencia
no es estadisticamente significativa.

Gymnodinium catenatum y comparacion con MBA

Individual Value Plot of pgeqSTX.2HCL/Kg Boxplot of pgeqSTX.2HCL/Kg
600 { 600 4
° I
5754 5754
L]
£ 5504 £ 550
= 3
% % 525
Y 525 3 1
b 5
g . g
& 5004 2 500
475 475 T
L]
450 450 .
800 800
Nivel teor Nivel teor

Fig. A63 Observaciones individuales (panel izdo) y box and whisker plot de los datos obtenidos sin
transformar (panel dcho). Los bordes superior e inferior de las cajas son los cuartiles y la linea en su
interior es la mediana. Las lineas verticales delimitan el rango de las observaciones.

One-Sample T: pgeqSTX.2HCL/Kg
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Variable N Mean StDev SE Mean 95% CI
ngeqSTX.2HCL/Kg 4 530.8 56.1 28.0 (441.5, 620.0)

Tests Jellett

En todos los casos estudiados tanto en Andalucia como en Catalufia, los test
Jellett dieron resultados positivos en todas las muestras con toxicidades de
aproximadamente 400 en adelante, y negativos en las muestras que no tenian
toxicidad o que la tenian extremadamente baja (<10 pgeqSTX.2HCL/KQ) y
etiguetadas con nivel tedrico <400. Unicamente se registraron dos
excepciones. Un resultado positivo en una muestra tedricamente negativa y
uno negativo en una muestra de alta toxicidad. Ambos se dieron en una tanda
de determinaciones realizadas en Andalucia con muestras de mejillén con perfil
de Alexandrium minutum procedente de Catalufia. Adicionalmente la repeticion
de las determinaciones en Andalucia, con algo mas de cantidad de muestra
extraida y con una extraccion algo mas enérgica (hervido) dio igualmente los
resultados esperables, por lo que se ha de concluir que la discrepancia
detectada no se debe al test en si si no a una insuficiente extraccion o a un
fallo en la manipulacion de las muestras.

Los resultados obtenidos suponen que, con los perfiles estudiados, los tests
Jellett son seguros para detectar positivos de toxicidad pero dan un gran
namero de falsos positivos, ya que todas las muestras estudiadas que tienen
niveles detectables por bioensayo de raton incluso estando por debajo de los
800 pgeqSTX.2HCL/Kg, dan resultados positivos.

Andalucia

Chirla

Rows: Nivel tedrico toxinas (pg eq S Columns: Resultados
ngegSTX.2HCL/Kg

Negativo Positivo All

<400 4 0 4
100 0 100
2000 - 5000 0 2 2
0 100 100
400 0 4 4
0 100 100
All 4 6 10
40 60 100
Cell Contents: Count
% of Row
Corruco

Rows: Nivel tedrico toxinas (pg eq S Columns: Resultados
ngegSTX.2HCL/Kg
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Negativo Positivo All

<400 4 0 4
100 0 100
2000 - 5000 0 2 2
0 100 100
400 0 4 4
0 100 100
All 4 6 10
40 60 100
Cell Contents: Count
% of Row

Mejillon perfil Gymnodinium catenatum

Rows: Nivel tedrico toxinas (pg eq S Columns: Resultados
ngegSTX.2HCL/Kg

Negativo Positivo All
<400 5 0 5
100.0 0.0 100.0
2000 - 5000 0 4 4
0.0 100.0 100.0
400 0 5 5
0.0 100.0 100.0
800 0 5 5
0.0 100.0 100.0
All 5 14 19
26.3 73.7 100.0
Cell Contents: Count
% of Row

Mejillon con perfil de Alexandrium

Rows: Nivel tedrico toxinas (pg eq S Columns: Resultados
ngegSTX.2HCL/Kg

Negativo Positivo All
<400 5 1 6
83.33 16.67 100.00
400 1 5 6
16.67 83.33 100.00
800 1 5 6
16.67 83.33 100.00
All 7 11 18
38.89 61.11 100.00

Cell Contents: Count

% of Row
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Catalufia

Ostron

Rows: Nivel Teor Columns: kit

Negativo Positivo

<400 4 0
100.0 0.0
2500-5000 0 4
0.0 100.0
400 0 4
0.0 100.0
800 0 5
0.0 100.0
All 4 13
23.5 76.5

Cell Contents: Count

% of Row

(positivo, negativo)
All
4
100.0
100.0

100.0

100.0

17
100.0

Mejillon perfil Gymnodinium catenatum
Rows: Nivel Teor Columns: kit

Negativo Positivo

<400 4 0
100.0 0.0
2500-5000 0 4
0.0 100.0
400 0 4
0.0 100.0
800 0 5
0.0 100.0
All 4 13
23.5 76.5

Cell Contents: Count

% of Row

(positivo, negativo)

All

4

100.0

100.0

100.0

100.0

17
100.0

Conservacion de las muestras

Con el fin de presentar la valoracion del efecto de la conservacion de las
muestras sobre el resultado final, se han comprobado las posibles diferencias
de toxicidad entre muestras analizadas inmediatamente después de realizada
la mezcla/lhomogeneizacion del material toxico y muestras congeladas (a —20°
C) un minimo de 15 dias. Estas comprobaciones se realizaron para bioensayo
de raton y para HPLC- postcolumna en Andalucia y para HPLC-precolumna en
Catalufia, y no se detectaron diferencias significativas. Sin embargo, un nimero
reducido de muestras que se almacenaron a -20° durante mas de 150 dias
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mostraron toxicidades mas bajas que las que se mantuvieron en otras
condiciones, como se comentd en el apartado de andlisis por el método de
HPLC postcolumna en Andalucia. Puede concluirse, por tanto, que la
conservacion de la muestra no afecta al contenido toxico, si el periodo con
conservacion no es muy prolongado (sin efecto al cabo de 40 dias), lo cual es
normalmente suficiente para la mayor parte de las actividades de los sistemas
de control. La observacion del efecto en la evaluacion de toxicidad por el
meétodo de postcolumna de la conservacion en congelado tras 150 dias, esta
basada en un numero reducido de muestras y debe ser evaluada

adicionalmente.
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Conclusiones

Bioensayo

Se detectan diferencias significativas entre laboratorios, aunque éstas son
moderadas en los niveles proximos al cierre. La dispersion de los datos es, en
general, mayor en los dos laboratorios que no realizan de forma intensa y
continuada las determinaciones de toxicidad PSP por este método, por lo cual,
es posible que, en la realidad, un uso 6ptimo del bioensayo requiera mas
formacion, entrenamiento o préactica del personal encargado, que lo que
habitualmente se asume.

La reproducibilidad ( y por tanto el porcentaje de falsos negativos y positivos)
de los bioensayos vario con las especies , siendo en el corruco y el mejillon,
por ejemplo, del mismo orden, pero existiendo 7 veces mas variabilidad en los
resultados de toxicidad en la chirla.

El perfil toxico, sin embargo, no parace tener un efecto importante en la
variabilidad de los resultados obtenidos por el bioensayo.

HPLC con oxidacion precolumna

Esta técnica, en promedio subestimé los valores de bioensayo de raton en los
dos laboratorios que la utilizaron. En promedio, la dispersién de las
observaciones fue similar a la des bioensayo de ratén, aunque existieron
diferencias significativas tanto en las estimaciones medias de toxicidad como
en la dispersion entre los dos laboratorios que la utilizaron.

No parece existir un efecto significativo del perfil toxico.

La utilizacion de esta técnica requeriria un calibrado detallado contra el
bioensayo o con materiales toxicos especificamente disefiados para esta
calibracién.

HPLC con oxidacidon postcolumna

El método postcolumna utilizado por Andalucia (consistente en dos eluciones
en modo isocratico) di6 en mejillon resultados muy similares a los des
bioensayo de ratdn, solo que conuna subestimacion relativa de la toxicidad
mayor cuanto mas alto fue el nivel téxico (relacion cuadrética, no lineal). La
concordancia entre las dos técnicas fue buena en los niveles proximos al nivel
de cierre.

La eficacia del método en relacion al bioensayo depende considerablemente de
la matriz bioldgica en la que se hallen las toxinas, ya que el el caso de la almeja
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la subestimacion es similar a la que se da en el mejillon, pero en corruco y
chirla las subestimaciones son considerablemente mayores, rayando en el
primer caso el 40% y en el segundo el 60.

Las dispersiones son, en general similares a las obtenidas con bioensayo.

El método postcolumna utilizado en Galicia, que préacticamente es el mismo
gue ha sido validado por AOAC, dio resultados francamente pobres con
cualquiera de los dos perfiles de toxinas probados, pero especialmente con el
de Alexandrium minutum. Los malos resultados obtenidos y la casi nula
consistencia de los resultados obtenidos en los reanalisis de las mismas
muestras después de unos meses parecen justificarse, al menos en parte por
la presencia y aparicion de contaminantes que interfieren con la estimacion de
la concentracion de las toxinas, especialmente de la GTX1, y hacen que esta
técnica sea en la actualidad inutilizable para el control de los bivalvos en
Espafia.

Jellett Rapid Tests

Los kits de Jellett Rapid Tests detectaron toxicidad casi sin excepcidon en todas
aquellas muestras probadas con respuesta detectable por bioensayo de ratén,
es decir, con niveles aproximados de toxicidad de 400.

Igualmente, con una Unica excepcién, las muestras que se consideraba que no
contenian toxinas en cantidades apreciables, dieron resultados negativos.

Adicionalmente, las muestras discordantes una vez re-extraidas y vueltas a
probar, dieron los resultados correctos, o que indica que, con casi absoluta
seguridad, los tests funcionan correctamente y dectecta toxicidades iguales o
incluso menores que 400 con los perfiles toxicos habituales en Alexandrium del
Mediterraneo y Gymnodinium catenatum.

Esta sensibilidad supone que con estos perfiles el nUmero de falsos positivos
debe ser muy elevado y por tanto que su uso en un sistema de control debe
restringirse al cribado de muestras, dejando a otras técnicas la obtencion de
resultados definitivos.

Efecto de la conservacién de las muestras

No se han encontrado diferencias ni por bioensayo de raton ni por HPLC-
precolumna ni HPLC-postcolumna debidas a la conservacion de la muestra en
congelacion a -20°C. Si bien un numero reducido de muestras mantenidas en
esas condiciones durante mas de 150 dias dieron estimaciones de toxicidad
considerablemente menores que las procesadas sin congelar o que las
mantenidas en congelacion menos de 40 dias.
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