
Project 505.0420 

Ontwikkeling methoden voor het aantonen en bepalen van microbiële 

toxinen 

Projectleider: ir L.G.M.Th. Tuinstra 

Rapport 88.83 November 1988 

Beperkte evaluatie van een ELISA 

kit voor het bepalen van Diarrhetic 

Shellfish Poisons, met name okadainezuur 

J.M.P . van Trijp en W.A. Traag 

le druk november 1988 

Medewerker: drs R.J.A. Paulussen 

Goedgekeurd door: ir L.G.M.Th. Tuinstra 

Rijks-Kwaliteitsinstituut voor land- en tuinbouwprodukten (RIKILT) 

Bornsesteeg 45, 6708 PD Wageningen 

Postbus 230, 6700 AE Wageningen 

Telefoon 08370-19110 

Telex 75180 RIKIL 

Telefax 08370-17717 

8883 



Copyright 1988, Rijks-Kwaliteitsinstituut voor land- en tuinbouw­

produkten. 

Overname van de inhoud is toegestaan, mits met duidelijke bronver­

melding. 

VERZENDLIJST 

INTERN : 

directeur 

sectorhoofden 

produktcoHrdinator dierlijke produkten 

projectleider (ir L.G . M. Th . Tuinstra) 

afdeling (5) 

projectbeheer 

circulatie 

bibliotheek 

drs R.J . A. Paulussen 

dr G. Vos 

EXTERN : 

Directie Landbouwkundig Onderzoek 

Directie Voedings- en Kwaliteitsaangelegenheden 

Ag ral in 

CL-RVV 

RIVO, dr P. Hagel 

J . de Boer 

8883 . 0 



- 1 -

ABSTRACT 

Beperkte evaluatie van een ELISA kit voor het bepalen van Diarrhetic 

Shellfish Poisons, met name okadainezuur 

Limited evalustion of an ELISA-kit for the detection of Diarrhetic 

Shellfish Paisons (DSP), ocadaic acid in particular (in Dutch) 

Report 88.83 November 1988 

J . M. P. van Trijp and W.A. Traag 

State Institute for Quality Control of Agricultural Products (RIKILT) 

PO Box 230, 6700 AE Wageningen, the Netherlands 

1 table , 3 figures, 1 annexe, 4 references 

An ELISA-kit from Japanese origin was tested with four suspect mussel­

samples . All samples proved to be positive . A confirmatien and a re­

analysis were in this stadium not possible, but are considered in the 

future . The ELISA-kit seems useful as a screeningtest for Diarrhetic 

Shellfish Poisons, hereby substituting the present day rat- bioassay. 

Keywords: Diarrhetic Shellfish Poisons, ELISA, screeningtest, 

ocadaic acid 
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SAHENVATTING 

In Nederland worden sinds 25 jaar soms toxines in mosselen aangetoond 

die zijn oorsprong vinden in een soort fytoplankton (dinophysis acumi­

nata). Dit gif blijft in de mossel aanwezig , maar verdwijnt na e nkele 

weken verwateren in de Oosterschelde . Bij consumptie van dergelijke 

giftige mosselen tre den diarretische verschijnse len op; deze 

verschijnselen hebben hun naam aan de toxines gegeven: Diarrhetic 

Shellfish Paisons (DSP). Tot op heden is het gebruikelijk verdachte 

mosselen te screenen met een rat bioassay. Omdat het gebruik van 

proefdieren bepe rkt dient te worden en daar met genoemde methode 

slechts een beperkt aantal monste rs onderzocht worden, bestaat er 

behoefte aan een analytische methode. 

Naast een reeds in ontwikkeling zijnde methode me t gebruik van HPLC is 

er zeer recente lijk een ELISA-kit van Japanse origine op de markt ge­

komen voor de bepaling van DSP. 

Deze kit is getest met een viertal mosselen welke positief ware n 

bevonden met de rat bio-assay. Er zijn gehalten gemeten van 800-

1500 pg/kg op produktbasis. De cijfers moeten met de nodige reserve 

benaderd '~orden omdat de resultaten nie t geconfirmeerd zi jn. Een 

blanco monster mosselen werd ook met de test blanco bevonden. 

Als praktische bepalingsg rens werd 200 pg/kg produkt vastgesteld. 

De kit maakt de indruk zeer bruikbaar te zijn a l s screeningsmethode, 

de prijs is fl. 480,- (prijspeil november 1988) voor 20 tests. 
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1 INLEIDING 

In de afgelopen 25 jaar is diverse malen aangetoond dat Nederlandse 

mosselen besmet waren met een destijds onbekend toxine (1,2). Onder­

zoek in Japan (3,4) wees uit dat het hier gaat om een diarretisch 

toxine , dat geproduceerd \~ordt door een fytopla nkton soort (dinophysis 

acuminata). Het g~indentificeerde toxine is bekend geworden als 

okadainezuur . In de loop van de tijd zij n ook derivaten van okadaine­

zuren diarretisch actief gebleken. De gehanteerde verzamelnaam voor 

deze groep verbindingen is Diarrhetic Shellfish Poisons (DSP), figuur 1 . 

De binnen Nederland op de markt gebrachte mosselen van Nederlandse 

oorsprong zi jn vrij van DSP. Mosselen uit de Waddenzee worden een aan­

tal weken verwate rd in de Oostersehelde waarbij eventueel aanwezige 

DSP uit de mossel e n verdwijnt . 

Indien blijkt dat de hoeveelheid fytoplankton (dinophysis acuminata) 

in het zeewater toeneemt wordt e r rekening gehouden met het v66rkomen 

van DSP toxines in mosselen . 

De controle op aanwezighe id van DSP, welke gebeurt na toename van het 

fytoplankton vindt plaats , op het RIVO te IJmuiden. He t RIVO maakt 

hie rvoor gebruik van een rat bioassay, deze werkt als volgt : 

De ratten krijgen , na 24 uur vasten, een mengsel van verdachte mosse­

l en me t rattenvoeder te eten, waarna aan de hand van he t gedrag van de 

ratte n (diarree e .d . ) wordt bepaald of de mossel e n al of niet besmet 

zijn. 

Omdat he t ge br uik van proefdieren beperkt dient te worden e n daar met 

genoemde methode s l echts een beperkt aantal monsters onderzocht kun-

nen worden, bestaa t er behoefte aan een a na lyti sche methode . Binne n de 

afd e ling Organische Contaminant en van he t RIKILT wordt dan ook gezocht 

naar een a nalytisch alternatief . Momenteel is een HPLC methode in on t ­

wikkeling die echter gebruik moet maken van een onstabiel derivaterings­

reagens (9-anthryl-diazomethaan-ADAM). 

Voorts is het verkrijgen van voldoe nde okadainezuur standaard een 

groot probleem gebleken . 

Recentelijk is daarom een alternatieve methode getest welke a ls 

screeningsmethode gebruikt kan worde n in plaats van de rat bioassay; 

een ELISA-kit van Japanse make lij. 
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Mede gezien het feit dat er slechts êên kit ter beschikking stond 

(rechtstreeks vanuit Japan betrokken) is de proefopzet uiterst be­

perkt ge bleven. 

In bijlage A is de volledige tekst van de kit gegeven. 

Door de fabrikant worden de eigenschappen geclaimd zoals verme ld in 

figuur 2 . 

Opgemerkt dient te worden dat er voor de kruisreactiviteit van DTX3 

geen gegevens verme ld zijn in figuur 2 . 

2 t~TERIALEN EN METHODEN 

Getest is een ELISA-kit van de fa . UBE Industries, Ltd. Corporated 

Research and Development Division, ARK Mori Bldg , 12-32, Akasaka 

1-chome, Minato-ku, Tokyo, 107 Japan . Binnen Europa beschikt de 

firma over een vertegenwoordiging in Londen e n DUsseldorf . 

Eên kit bestaat uit 20 test, me t een prijs van 30 .000 ye n (ca. 

fl. 480,- prijspeil november 1988). In bijlage A is de exacte samen­

stelling van de kit vermeld. 

Een viertal mosselmonsters , welke ee rder door het RIVO-IJmuiden met de 

rat bioassay positief bevonden waren, werd geselecteerd (zie t abel 1). 

Eên gram monstermateriaal plus 5 ml 90% methanol werd gel1omogeniseerd 

in een Servall Omnimixer gedurende 1 minuut . Het extract werd gefil­

treerd door een Schleicher und SchUil vouwfilte r (595 1/2) . Vervolgens 

is het extract getest met behulp van de ELISA zoals vermeld in bij­

lage A (vanaf punt (2)) . 

Een drietal mons ters is in s implo gebracht, êên monster in duplo . Als 

controle is in simplo een blanco monster geanalyseerd en i n duplo een 

oplossing van 45% methanol in wate r. 

3 RESULTATEN EN DISCUSSIE 

In tabel 1 zijn de meetresultate n gegeven in extinctie- eenheden . De 

mee twaarden zijn omgerekend naar ~g/kg in het mo nster met behulp van 

de opgestelde ijklijn (figuur 3) . 
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Zoals vermeld in de bijlage A komt een standaard van 20 ~g/kg overeen 

met 200 ~g/kg op monsterbasis, hetzelfde geldt voor de andere stand­

daard (200 ~g / kg = 2000 ~g/kg op monster basis). 

De vier geanalyseerde monsters blijken alle binnen de twee standaarden 

te vallen, ofwel binnen het gebied waar een lineair verband bestaat 

tussen de concentratie en de extinctie. het blanco monster mosselen 

heeft een concentratie < 200 ~g/kg . Als praktisch afsnijpunt/detectie­

grens is 200 ~g/kg goed bruikbaar. UBE stelt de detectiegrens op 

100 ~g/kg (op produktbasis), gezien de ijlijn is deze waarde minder 

praktisch om te hanteren . 

Zoals verder uit de tabel en figuur 3 blijkt, is in overeenstemming 

met het RIVO in alle monsters okadainezuur en/of DTXl aangetoond . Aan 

concentraties moet geen groot gewicht worden toegekend aangezien drie 

monsters in simplo zijn aangezet en één in duplo . Dit geeft direct de 

beperkingen van de proefopzet aan. Gezien de beschikbaarheid van één 

kit is een uitgebreid testprogramma niet mogelijk geweest. Tevens is 

door het ontbreken van een adequate HPLC-analyse het (nog) niet moge­

lijk om een confirmatie uit te voeren. 

4 CONCLUSIES EN AANBEVELINGEN 

De resultaten duiden er op dat de kit zeker bruikbaar is met als prak­

tische detectiegrens 200 ~g/kg op produktbasis. Echter het gebruikte 

antilichaam vertoont geen reactiviteit met DTX3. Waardoor mosselen 

welke alleen besmet zijn met DTX3 een vals negatief resultaat ople­

veren . 

De kit zal vooral als screeningsmethode bruikbaar zijn, zodat de rat­

bioassay mogelijk kan vervallen . 

Het is echter wel noodzakelijk een geschikte confirmatiemetl1ode voor­

handen te hebben op basis van b . v . HPLC . 

Voorts verdient het experiment te zijner tijd herhaald te worden waar­

bij dan tevens de mogelijkheid moet bestaan een confirmatie uit te 

voeren voor zowel okadeinezuur als de derivaten . 

Aanbevolen wordt om in samenwerking met het RIVO het volgende seizoen 

de kit te gebruiken naast de rattenbioassay . 
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Tabel 1. Resultaten van een vie rtal monste rs besme tte mossele n en een 

blanco monster mosselen verkregen met de DSP-kit, aa ngevuld 

met bevindingen van het RIVO 

RIKILT Omschrijving 

nummer 

88/5/5117 mossel 

Scandinavië 

1987-ll - 24 

88/5/5118 mossel 

Ierland 

1987- 09-09 

88/5/5119 mossel 

Ierland 

1987-09-09 

88/5/5120 mosse l 

Scandinavië 

1987-ll-24 

88/23521 blanco mosse l 

negatieve controle 

(HeOH/H20-45/55) 

20 ppb sta ndaard 

(= 200 ppb okadainezuur 

op produktbasis) 

200 ppb standaard 

(= 2000 ppb okadaine zuur 

op produktbasis) 

RIVO** 

·H-

++ 

++ 

++ 

Extinctie 

0,20 

0,47* 

0,20 

0,25 

0,31 

0,47 

0,58 

0,60 

0,40 

0) 13 

* meetwaarde is nie t betrouwbaar door pipettee rfout 

** interpre tatie RIVO: ++ = zee r toxisch 
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Bijlage A 

IMMUNOASSAY OF DIARRHETIC SHELLFISH POISON 
··""FIJ'I!JIIIo.>~ l\/J'•:Ji!~ 

.· 
Dlarrhetlc· shellflsh oolsonlng (OSP) · was flrst described In 
Jaoan as a new kind of a seafood dlsease. Thls Is caused bY 
eatlng mussens or saailoos whlch are ·contamlnated bY 
oolsonous olankton. At oresent. these ooisens In shellflsh are 
·detected bY bloessays uslng a large number of mlce. whlch 
are verY laborieus and tlma-consumlng. 
UBE Industries. Ltd. has davelooed a monoclonal · antibodY 
soaclflc to Okadalc acid (OA) and lts derlvatlva (OTX1).~ whlch 
are· maJor one among oolsons. and lmmunoassay kit for 

. . l . . . 

dateetion of dA and DTX1 uslng thls antlbodY. Thls lmmuno-
_as~.aY. ki~Jose:.-CtJeck>. e.nabl.es .rnor:.a _slmola ar:td_~a_s_~_and_tlro.e= 
savlng dateetion of OA and DTXt 

• COMPONENTS OF DIARRHETIC SHELLF1SH POISN 
Prof. Yasumoto of Tohoku · Univarsity has croved that ·Diarrhetlc shellflsh 
colsons consist of three maJor comoonents. 

(i) Ok~dalc acid and lts derlvatlves 
(OA. DTX1. DTX3) 

(ii) Pectenotoxln derlvatlves 
(PTX1. t 3) 

(iii) Yessotoxln 
(YTX) 
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DSP-Check tor Oiarrhetic Shellfish ·Poison Quick Test 

Easy Procedure 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

I I 
LllJLLLllJ 
~ 

Example Standards Samples 

(jJ 
r~ 

10 mlnutes 

(jJ 
LLLJJLUJLJ 

6 mlnutes 

10 ppb - 300 ppb Scallop, mussel, pullet etc. 

l 

Dispense standards (7,8) and sample extracts (50td) 
into each welt using disposable pipettes. 

Add one drop of enzyme conjugated antibody (2). 
lncubate lor 10 mlnutes. 

Discard the solution trom wells. 
Wash wells tour times with washing solution (6). 

Add one drop of chromogen (4) mixed with 
substrate solution (3). 
lncubate lor 6 mlnutes under the dark. 

Add one drop of stopping reagent (5). 

Gompare the samples' color with the standards' tor 
qualilalive analysis. 
Measure the absmbanee at 492 nm with micro 
reader lor quantitative analysis. 

1 kit 20 tests 

UBE INDUSTRIES. LTD. 
Corporale Research & Development Divislon 
Diagnostics Development Group 
ARK Mor i Bldg .. 12-32. Akasaka 1-chome. Minato·ku. Tokyo. 107 Japan. 
Phone: (03) 505-9245 Fax: (03) 505-9234 Telex: 2224645 UBE TKJ 

Printed in Japan 1988. 5. 1,000 S 



DSP-Check 
Quick Test Kit for Diarrhetic Shellfish Poison 

"DSP-Check" detects okadaic acid (OA), which is a diarrhetic shellfish poison(DSP), within 20 

minutes by competitive enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA) using the monoclonal 
antibody with high specificity against OA. 

Kit components 20 tests 
<!> Reaction plate(l x 8 well) 

~ Enzyme conjugated monoclonal anti-OA 

~ Substrate solution 

~ Chromogen 

<§> Stopping reagent 

~ Washing solution 

0 OA standard I (20ppb) 

~ OA standerd 11 (200ppb) 

~ Disposable micropipette 

Measurement protocol 
(1) Preparetion of samples 

3 plates 

1 via! 

1 via! 

1 via! 

1 via! 

1 via! 

1 via) 

1 vial 

26 pipettes 

l)Place 1-10g of shellfish or midgut ofshellfish into a blender. 

2)Add 5 times of90% methanol solution by volume to the amount of the sample used. 

3)Blend for 1-2 minutes. 

4)Filter the extract through the appropl'iate filter paper. 

(The supernatant of centrifuged sample extract is a lso applicable.) 

"This filtra te is used in the following ELISA step after doubled with pure water" 
(2)ELISA step 

<D Preparetion 

l)Add 5 ml of 45% methanol solution into OA stadard0 and~ vials exactly(The indicated 

line on the bottie corresponds to 5ml), then cap the bottie and shake vigorously by hand. 

In this way, vial0 givcs 20 ppb standard solution and vial~ 200_ppb. 

2)Dissolve chromogen ~ with whole substrate solution ~ and leave the solution under the 

dark. 

3)Add washing solution ~ into enzyme conjugated monoclonal anti-OA ~ up to the 

indicated line on the vial. It is recommended to shake the vial several times by hand. 

These mixed solutions should be consumed at the sa me time. 

® Assay procedure 

"In order to wash the hole ofthe nozzle, several drops ofthe solution in the via! should be 

discarded from every via!(~.~.<§>.~) before use." 

!)Antigen - antibody reaction 

50!-ll ofOA standerd solution (20 ppb and 200 ppb) and the sample solution prepared 

above shottld be placed into each well using the disposable micropipette in the kit (see 

the example below). 

Immediately add 1 drop of enzyme conjugated antibody solution and allow tostand for 10 

minutes at room temperarure. 

1t is recommended that the plates are quickly moved to and fro on the table. 

2)Washing the wells 

Remove the solution from each well and wash the we lis four times with the washing 

(1) 



solution. lt is recommended that smal! quantity of liquid left at the bottorn of wel! should 
be eliminated by flipping the plate by hand. 

3)Color devclopment 

Add 1 drop of chromogen solution ~ and allow tostand for 6 minutes at room temporature 

under the dark. 

4)Stopping the the renetion 

Add 1 drop of stopping reagent <§> into each well . And the plates should be quickly moved 

to and fro on the table. 

5)Judgement 

Compare the samples' co lor with that of OA standards(20 ppb and 200 ppb) with the naked 

eyes within 5 to 10 minutes afterstopping the renetion (The higher the concentration of 

OA is, the lighter the color is). When the original sample was extracted according to this 

manual, 20 ppb ofOA standard solution corresponds to 200 ppb in the original sample as 5 

fold of extraeting solution against the sample was used on extraction step and moreover 

the filtrate was diluted to double. Therefore, 200 ppb ofOA standard solution corresponcls 

to 2 ppm in the original sample. 

We recommend "UBE Handy Reader" for the quantitatiue analysis of OA. 

Quantification of OA using "UBE Handy Reader" 
l)Making standard curve 

Plot the abs01·bance (%) against the concentration of OA standard solution (20,200 ppb) 

on semi-logarithm graph paper. 

2)Quantification of OA 

Quantify the concentration of OA of each sample from the abs01·bance using the 

standard curve. 

ExamQle 

A B c 
20ppb 200ppb (1) 

(200ppb in (2ppm in 

sample) sample) 

Detection limit and range 

D 
(2) 

E 

(3) 

Dateetion limit: 10ppb Dateetion range: 10- 300ppb 

F 
(4) 

G 
(5) 

(ppb of OA included in original sample)= (reading value from standard curve) x 

(volume[ml] of extraeting solution) x 2 I (wt.[g] of ground sample used) 

Shellfishes 
scallop, mussel, pullet etc. 

[Caution] 

H 

(6) 

OA is poisonous compound and must be handled with special care. Rubber gloves and 

safety glasses should be worn throughout the assay. All matcrials must be detoxified 

including disposable micropipetles and rcactio11 plates, by placing in 5% by volume 

hypochloride solution for at least one hour. 
Ube Industries Ltd, Research and Development, Dingnostics Development Group 

Address; ARK Mori Building, 12-32, Akasaka 1-chome, Minato-ku, 'fokyo 107, .Japan 

TEL (03) 505-9245 FAX (03) 505-9234 TELEX 222-4645 UBE TK ,J 

(2) 


