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Pérmbledhje

Njé nga sindromat mé té médha té helmimit nga prodhimet e detit éshté helmimi
amnezik bivalv. Né midhje, toksina pérgjegjése pér kété sindromé éshté acidi
domoik DA, njé aminoacid trikarboksilik. Ai prodhohet nga njé diatome Pseudo-
nitzchia spp. Ky studim éshté kryer gjaté 2012 né Lagunén e Butrintit, e lokalizuar
né Jug té Shqipérisé dhe njihet pér prodhimin e midhjes M.galloprovincialis.
Kampionét jané marré cdo dy javé né tre pika té Lagunés sé Butrintit. Pér té& vecuar
acidin domoik né 72 kampione M. galloprovincialis éshté pérdorur metoda kimike
me aparaturén HPLC DAD. LC system-Agilent technologies 1200, me koloné
Zorbax Cig 5um (25 x 4.6mm), pompé kuaternare, injektim automatik té lidhur me
termostat +4 °C. Koha e retensionit t& DA éshté e géndrueshme dhe né ményré té
vazhdueshme e riprodhueshme. Eshté pérgatitur njé kurbé me standardet e DA né
pérgéndrimet 0.4-10ug/ml. Té dhénat pér kurbén e kalibrimit jané paraqitur sipas
analizés sé regresionit linear. R? né ¢do kurbé ka gené >0.99. LOQ éshté 2 mg/kg.
Rifitimi varion 95-108 %. Rezultatet laboratorike tregojné se pérgendrimi i DA
varion 0,2 mg/kg né 3.76 mg/kg. Pérgéndrimi i Pseudonitzchia spp. analizuar né té
njéjtén kohé shkon nga 120 gel/L né 13335276 qel/L.

Abstract

One of the major seafood poisoning syndrome is Amnesic Shellfish Poisoning . The
toxin in mussel responsible for this syndrome is domoic acid (DA), a tricarboxylic
amino acid. It was produced by a diatome Pseudo-nitzchia spp. This study is done
during 2012 in Butrinti Lagoon, which is located in South of Albania and it is
known for mussel aquaculture (M.galloprovincialis) production. Samples were taken
every two weeks in three points of Butrinti Lagoon. We have used the chemical
method with HPLC-DAD to separate domoic acid in 72 samples of M.
galloprovincialis. LC system-Agilent technologies 1200, fitted with Zorbax C;g 5um
(25 x 4.6mm), quaternary pump, and injection with an automatic injector cooled
with thermostat +4 °C. Retention time of DA is stable and consistently reproducible.
A standard curve of DA is prepared in the rage 0.4-10pg/ml. Data for the calibration
curves is subjected to linear regression analysis. The correlation coefficient in every
curve was >0.99.LOQ is 2 mg/kg. Recovery veries between 95-108 %. The
laboratory results indicate that the contrentation of domoic acid varies between 0,2
mg/kg to 3.76 mg/kg. The concentration of Pseudonitzchia spp. analyzing in the
same time oscillates between 120 cell/L to 13335276 cell/L.

Fjalékyce: Acid domoik, M.galloprovincialis, Pseudo-nitzchia spp., HPLC.
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Hyrje

Laguna e Butrintit (Fig.1) me njé sipérfage 16 km?, thellési maksimale 21.4
m dhe mesatare thellésie 14m, éshté karakterizuar si njé ligen tipik
meromitik; (Miho, 1994). Né Veri ai lidhet me lumin e Bistricés dhe né
pjesén jugperéndimore lidhet me Detin Jon népérmijet kanalit t€ Vivarit.
Ligeni i Butrintit ka njé kapacitet prodhimi 4500 ton midhje/vit. Monitorimi
i molusgeve dhe zonave ujore té rritjes sé tyre pér kriteret kimike,
mikrobiologjike, biotoksinat dhe algat potencialisht toksike éshté njé nga
géllimet e Institutit té Sigurisé Ushgimore dhe Veterinarisé (ISUV). Eksporti
i midhjes kushtézohet ndér té tjera nga pranina e toksinave algale si PSP
(Paralytic Shellfish Poisoning), DSP (Diarrheic Shellfish Poisoning) si dhe
ASP (Amnesic Shellfish Poisoning) né nivele me té uléta se ato té vendosura
né Rregulloren e BE Nr.853/2004.

Midhja gé kultivohet né ligenin e Butrintit éshté midhja e Mesdheut M.
galloprovincialis. Kjo midhje éshté njé organizém i fugishém filtrues. Rreth
300 lloje algash shkaktojné ngjyrime té ujit (red tides), kurse rreth 40 lloje
prodhojné helme, gé népérmjet molusqgeve dhe peshgve mund té kalojné deri
tek njeriu (Hallegraeff et al. 1995).

Né Néntor 1987 né Kanada u shfagén 153 raste t& intoksikimit akut gé erdhi
si rezultat i ngrénies sé molusgeve toksik gjaté njé lulézimi té diatomeve.
Sindromat pérfshinin diare dhe vjellje dhe né disa raste shogéroheshin me
humbje kujtese, dizorientim dhe né rastet me ekstreme deri né koma. Doza
letale 1-2 mg. Pér kété fenomen gé ndodhi né molusge u propozua termi
Amnesic Shellfish Poisoninig (Helmimi amnezik nga bivalvét). Mé voné u
zbulua gé kjo toksiné ishte acidi domoik njé aminoacid neurotoksik. (Bates
et al., 1989), (Bates, 1998). Emri i acidit domoik vjen nga izolimi i tij pér
heré té paré né makroalgén e kuge té Japonisé Chondria armata domoi
(Ravn, 1995). Acidi domoik ka dhe izomerét e tij: acidi izodomoik E, acidi
izodomoik D, acidi izodomoik F té cilét jané gjetur né Chondria armata.
Hulumtimet mbi mekanizmin e veprimit té acidit domoik tregojné se ky
amino acid éshté analog me acidin glutamik dhe acidin kainik. Ai vepron
mbi receptorét e acidit glutamik , njé prej neurotransmetuesve mé té
médhenj té sistemit nervor gendror. Ky mekanizém i veprimit né nivel
sinapsesh shpjegon pjesérisht efektet neuro-toksike té acidit domoik.
Mekanizmi i veprimit té acidit domoik éshté i njohur aktualisht né nivel té
receptoréve té aminoacideve ngacmues dhe té transmetimit sinaptik.
Simptomatologjia nga ASP nuk limitohet vetém né sistemin nervor por ajo
ndikon edhe né aparatin tretés. Né krahasim me toksinat PSP, acidi domoik
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&shté njé neurotoxin relativisht e buté (Todd ECD).Prodhuesja mé e madhe e
acidit domoik éshté diatomeja penate Pseudo-nitzschia pungens f.
multiseries (=Nitzschia pungens f.

Figura 1. Harta e Lagunés sé& Butrintit, Sarandé me tre pikat e
kampionimit (rrathét e bardhé 1-3), e modifikuar nga Google Earth, 2008

multiseries) (Hallegraeff, 1995). Pseudo-nitzschia pungens dhe Pseudo-
nitzschia multiseries (syn. P. Pungens f. multiseries) tani konsiderohen
specie té ndara pér shkak té ndryshimeve té tyre gjenetike dhe morfologjike
(Wright and Quilliam, 1995). Né Shqipéri ashtu si dhe né shtetet anétare té
BE vlera maksimale e lejuar pér konsum té molusgeve bivalvé éshté 20
mg/kg ASP (Reg CEE 853/2004). Nése kampionét pérmbajné mé shumé se
20 mg DA/kg molusget nuk duhen nxjerr né treg pér konsum human dhe
duhen eleminuar (EC, 2002b).

Materiali dhe metodat

Ky studim éshté kryer gjaté vitit 2012. Kampionét e molusgeve jané marré
né tre stacione té ndryshme né laguné (Fig.1), qé pérfagésojné mikromjedise
té vecanta té saj, té pércaktuara paraprakisht né bazé té kushteve
gjeomorfologjike té fundit té detit ose té lagunés, té burimeve té mundshme
té ndotjeve dhe té korrenteve té ujit dhe té ndikimit té tyre.

Kéto stacione jané:

stacioni BM1 Veri (V) - Manastiri Farm numér 9 me koordinata N 39°
48°33.2” E20°1° 0.88;



22 BSHN (UT) 17/ 2014

stacioni BM1 Peréndim (P) - Pallavragi i vogél Farm numér 38 me
koordinata N 39° 46° 7.23°” E 20° 1° 0.34;

stacioni BM1 Jug (J) - Butrinti Farm numér 60 me koordinata N 39°45’
4.08 E20°1°9.69.

Gjaté késaj periudhe jané kampionuar 72 kampione M.galloprovincialis pér
praniné e acidit domoik me njé frekuencé 2 heré né muaj.

Pér pércaktimin e biotoksinave merren rreth 4 kg molusk. Kampionét
vendosen né bokset frigoriferike, gé shérbejné pér transport. Temperatura e
transportit éshté 4-8°C. Metoda e pérdorur éshté metodé kimke me HPLC
DAD (CEN. 2008-06) sipas rregullores sé BE 2074/2005.

Pérgatitja e kampionéve:

Peshohen 4 gr nga kampioni i homogjenizuar i midhjeve. | shtohen
homogjenizantit 16 ml solucion metanol: ujé (50:50) dhe ekstraktohen né njé
homogjenizator me imersion pér 3 min né 10.000 rrot/min. (CEN. 2008-06)
Centrifugohet ekstrakti né 3000 rpm pér 10 min. Merren nga faza e
Iéngshme rreth 2 ml dhe transferohen né njésin e filtrimit 0,45 um.

Kushtet kromatografike:
Tabela 1. Kushtet kromatografike té Acidit domoik

Kolona Zorbax Cig5um (25 x 4.6mm)
Fluksi 1 mL/min

Temperatura 40°C

Volumi i injektimit 20 pL

Detektor DAD 242 nm

Rezultatet dhe diskutime

Prania e toksinave té grupit t¢é DSP né Lagunén e Butrintit gjaté vitit 2012
éshté vlerésuar nga analizimi i 72 kampionéve M. galloprovincialis né té tre
stacionet e lagunés.

Ndértohet njé kurbé kalibrimi té tipit y=ax+b, ku
y=area e pikut té acidit domoik
x=pérgéndrimi i solucionit bazé té referimit né ug/ml
a=koeficienti angolar
b=ndérprerja né boshtin e y

Pérgéndrimi C i acidit domoik i shprehur né pg acid domoik pér g tul, éshté
llogaritur sipas ekuacionit t& méposhtém:

C (ug DA+EA/g) = ug DA+EA/ mL ekstrakt té injektuar x Vt (mL) x D
W (9)
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Ku: Vt = Volumi total i homogjenizantit dhe tretésit té hedhur né mL

W = Pesha e mostrés (zakonisht 4 g)

D = Faktori i hollimit (nése ekstrakti éshté holluar)

Verifikohet korelacioni linear né limitin 0.4-10 ug/ml acid domoik.

R*=0.999

‘ DAD1 A, $ig=242.4 Ref=off (PROVAIPROVA 2010-08-30 12:28-221006-0801.0)
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Figura. 2: Kromatograma e njé kampioni té bardhé.
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Figura. 3: Kromatograma e njé kampioni 2 mg/kg.

Né tabelén 2 jané dhéné vlerat mesatare té acidit domoik pér cdo muaj té

vitit 2012.

Tabela 2. Mesatarja e pérgéndrimeve té acidit domoik gjaté vitit 2012 né tre
stacionet e Ligenit t& Butrintit.

2012 J |SH M [P M |Q K |G |SH |T |N DH
Veri 2,9 13,01 |3,63(1,160,83(0,78 |0,28 |0,56 [0,24 |(1,29|2,74 (0,96
Peréndim|2,97 2,89 |3,56(1,480,58(0,62 |0,51 |0,47 (0,28 |1,54|3,23 |1,3
Jug 3,28 3,39 |3,76(2,110,16(0,71 |0,79 |0,54 (0,33 (1,86|2,91 (0,99
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Pérgéndrimi i acidit domoik né 2012

Pérgéndrimi DA né mg/kg
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Figura 4. Ecuria e acidit domoik gjaté vitit 2012 né tre stacionet e Lagunés sé
Butrintit.

Né figurén 4 éshté paragitur né ményré grafike ecuria e acidit domoik
(mg/kg) gjaté vitit 2012 pér té tre stacionet (veri, perendim, jug). Sic duket
dhe nga paraqgitja grafike té tre stacionet kané pothuajse ecuri té njéjté
ndérmjet tyre. Vlerat mé té larta acidi domoik i ka kapur gjaté muajve Janar-
Prill si dhe Tetor - Néntor. Pér stacionin e veriut vlerat variojné nga 0.24
mg/kg né 3.63 mg/kg. Stacioni i peréndimit kap vlera nga 0.28 mg/kg né
3.56 mg/kg dhe pér stacionin e jugut vlerat variojné nga 0.16 ne 3.76 mg/kg.
Maksimiumi i paré i pérgéndrimit arrinet né Mars me 3.76 mg/kg né
stacionin e Jugut, ndérsa maksimumi i dyté &shté arritur né néntor me 3.23
mg/kg né stacionin e peréndimit.

Vlerat e Pseudonitzchia spp variojné nga 120 gel/L né 13335276 qel/L.
Pavarésisht vlerave té larta t& Pseudonitzchia spp vlerat e acidit domoik nuk
e kalojné 5mg/kg DA. Nga té dhénat ndér vite né kampionét e analizuar né
Lagunén e Butrintit nga 2002 né 2007 vlerat e DA kané gené né pérgéndrime
<2 mg/kg. Né shkurt t¢ 2008 DA ka arritur pérgéndrimin 11.75 mg/kg
(Bregaj et al. 2008),Vlerat mé té larta dhe mbi limitin ligjor DA i ka arritur
né Mars té vitit 2009 (Bregaj et al. 2012), (Bush et al. 2010) duke réné
pérséri né vlera < 2mg/kg DA né 2010.

Nga té dhénat e marra nga studimet e kryera gjaté 1991-2002 né Evropé ka
patur vlera nga mé té ndryshmet té pérgéndrimit t€ DA. Né shtete té tilla si
Belgjika, Italia, Danimarka pavarsisht vlerave shumé té larta té algave
potencialisht toksike, vlerat e acidit domoik gené shumé té papérfillshme
(EU-NRL 1996). Né Angli dy piget e toksicitetit té késaj toksine kané gené
né gershor 1999 dhe né shtator té 2002 mjaft zona té peshkimit jané mbyllur
si rezultat i vlerave té larta té acidit domoik, vlera kéto gé i kalojné limitet e
lejuara pér kété toksiné (Hinder et al. 2011). Nivele té larta t& DA jané kapur
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dhe né Irlandé né dhjetor 1996 vlera kéto gé arritén né 3000ug/g DA.Vlera
rreth 27-50 ug/g DA jané kapur né molusget e Francés né Maj 2000 (EU-
NRL,2000).

Nga té gjitha kéto té dhéna mund té themi se jo domosdoshmeérisht vlerat e
larta té Pseudonitzchia spp. shogérohen me vlera té larta t& DA dhe né raste
té pérgéndrimeve té larta té DA jo gjithmoné éshté vérejtur njé numér i madh
gel/L té Pseudonitzchia spp. Né Shqipéri deri mé tani nuk ka patur raportime
pér raste té intoksikimit té njerézve nga kjo toksiné.

Pérfundime

Gjaté vitit 2012 né Lagunén e Butrintit u analizuan gjithsej 72 kampione
Mytilus galloprovincialis pér praniné e acidit domoik.

Nga analizimi i kampioneve té Mytilus galloprovincialis né HPLC
pérgéndrimi i acidit domoik né té tre stacionet e lagunés pati dy maksimume
té pérgéndrimit té tij, njéri né Mars dhe tjetri né Néntor.

Jo gjithmoné vlerat e larta té pérgéndrimit té Pseudonitzchia spp. shogérohen
me vlera té larta té acidit domoik.

Gjithmoné né rastet pozitive (pér vlera mé té médha se 20 mg/kg acid
domoik) duhet té béhet njoftimi urgjent i autoriteteve pérkatése , né ményré
gé ata mund té miratojné masa pérkatése si, mbyllja e zonés dhe moslejimi i
daljes né treg té kétyre molusgeve.
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