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INTRODUZIONE

* Le Dbiotossine algali sono metaboliti
secondari di alcune specie di macro- e
microalghe (fitoplancton potenzialmente
tossico) che si possono accumulare nella
catena alimentare in molluschi, crostacel,
alcuni pesci ed infine nelluomo causando
vari disturbi gastrointestinali e neurologici.



* Utllizzando metodi di ricerca biologici

(mouse test) enetodi chimici (LC-MS/MS,
HPLC) sI puo conoscere I'eventuale
oresenza di qualsiasi componente tossica
oresente in tali matrici alimentari.




e Gli stabilimenti adibitt all’allevamento di

molluschi bivalvi filtratori (ostriche, cozze, efc.
echinodermi, tunicati e gasteropodi marini, sono
periodicamente monitorati come definito dal
REG. CE 853 e 854/2004,dal REG. CE
2074/2005 dal REG. UE 15/2011 e succ.
modifiche e integrazioni.

La seguente presentazione ha l|lo scopo di
descrivere | metodi di ricercadelle biotossine
algali e le quantita limite, regolamentate
dalle normative sanitarie comunitarie.



REGOLAMENTI COMUNITARI

REG (CE) 853/2004
NORME SPECIFICHE IN MATERIA DI IGIENE PER GLI ALIME  NTI DI ORIGINE ANIMALE
Sezione VIl Cap V: Norme sanitarie per | mollusiivialvi vivi
Sezione VIII Cap V: Norme sanitarie per | proddiila pesca
REG (CE) 854/2004

NORME SPECIFICHE PER L’'ORGANIZZAZIONE DEI CONTROLLI  UFFICIALI SUI PRODOTTI
DI ORIGINE ANIMALE DESTINATI AL CONSUMO UMANO

Allegato IlI: Molluschi bivalvi vivi Capo II- Clasficazione e monitoraggio delle zone di stabulaziene
produzione
Allegato lll: Prodotti della pesca Capo Il —'Residicontaminanti, controlli microbiologici, parassi
REG (CE) 882/2004
Norme relative ai Controlli Ufficiali...in materia anangimi e di alimenti
REG (CE) 2074/2005
Modalita di attuazione dei Reg 853 e 854/2004

Allegato 1l - Metodi di analisi per le biotossinemarine (per le tossine lipofile in vigore fino al
31 dicembre 2014).

REG. UE 15/2011

METODI DI ANALISI UFFICIALI PER LA RILEVAZIONE DELL E BIOTOSSINE MARINE
LIPOFILE NEI MOLLUSCHI BIVALVI VIVI

In vigore dal 1 luglio 2011.



REG. CE 852/2004

Articolo 1

a) la responsabilita principale per la sicurezza dgi alimenti incombe all'operatore del settore
alimentare;

b) & necessario garantire la sicurezza degli alimergo tutta la catena alimentare, a cominciakaddoroduzione primaria;

Articolo 3

Obblighi generali
Gli operatori del settore alimentare garantiscono ke tutte le fasi della produzione, della
trasformazione e della distribuzione degli alimentsottoposte al loro controllo soddisfino i
pertinenti requisiti di igiene fissati nel presenteregolamento.

Articolo 4
Requisiti generali e specifici in materia d'igiene

3. Gli operatori del settore alimentare se necessariadottano le seguenti misure igieniche

specifiche

a) rispetto dei criteri microbiologici relativi prodotti alimentari;

b) le procedure necessarie a raggiungere gli obié#isati per il conseguimento degli scopi del
presente regolamento;

c) rispetto dei requisiti in materia di controllelié temperature.degli alimenti;

d) mantenimento della catena del freddo;

e) campionature e analisi.



ORIGINE DEI CAMPIONI

v' ASL (Aziende Sanitarie Locali):
a) classificazione

b) monitoraggio
c) vigilanza

v P.L.F. (Posto di Ispezione Frontaliera — Veterinai di Porto)

v" U.V.A.C. (Uffici Veterinari per gli Adempimenti Com unitari)

v" N.A.S. (Nucleo Antisofisticazione e Sanita dell’Arra dei Carabinieri)



CLASSIFICAZIONE

SOLUBILITA

g TOSSINE IDROSOLUBILI (AMMINOACIDI, STX, ECC.)
. TOSSINE LIPOSOLUBILI (POLIETERI: DSP, NSP, CIGUATOS SINE)

STRUTTURA CHIMICA

«  AMMINOACIDI (ASP)

«  PURINE E DERIVATI.PURINICI (ES. SAXITOSSINE E PSP)
« ' IMINE

*  POLIETERI (DSP, NSP)

PROPRIETA CHIMICHE E FUNZIONALI
DIARROICHE (DSP: gruppo di ~ 23 polieteri)
. AMNESICHE (ASP: gruppo di 10 amino-acidi acidici ddla classe AD)
. NEUROTOSSICHE (NSP: gruppo di ~ 10 polieteri ciclig)
. AZASPIRACIDI (AZP: gruppo di ~ 5 composti policicli ci)
. PARALITICHE (PSP: gruppo di 21 tetraidropurine)
. CIGUATOSSINE (CFEP: gruppo di ~ 20 polieteri)



1)

2)

3)

4)

5)

6)

CLASSIFICAZIONE F.A.O.

MARINE BIOTOXINS — FAO 2004

PARALYTIC SHELLFISH POISONS (PSP)

21 tetraidropurine (es. saxitossina, STX) idrosolubili prodotte daafiagellati
(Alexandrium spp.)

DIARRHOEIC SHELLFISH POISONS (DSP)

~ 23 polieteristabili al calore e composti lipofili associatllimoflagellati
(Dinophysis spp ‘e Prorocentrum spp.)

AMNESIC SHELLFISH POISONS (ASP)

~ 10 aminoacidi acidiciidrosolubili (es. AD) prodotti da macro-alghe colae
alghe rossgChondria spp. e Alsidium spp.) e micro-alghe céteeudonitzschia
spp.

NEUROLOGIC SHELLFISH POISONS (NSP)

~ 10 polieteri ciclici prodotti da dinoflagellatiGimnodinium spp.) + 4 metaboliti
di brevitossine

AZASPIRACID SHELLFISH POISONS (AZP)
~ 5 composti policiclici complessassociati &rotoperidinium spp.

CIGUATERA FISH POISONS (CFP)
~ 20 polieteriliposolubili stabili al calore associati a dinaf&@lati (Gambierdiscus
toxicus, Prorocentrum spp, Gymnodinium spp. e Gonyaulax spp)




STRUTTURA CHIMI




TOSSICITA DELLE TOSSINE PSP

Table 2.2 Acute toxicity of STX in mice (Mons et al., 1998)

Route LDz in pg'ke bw
oral 260-263
Mravenous 2434
intraperitoneal 00-116

Table 2.3 Oral LDS0 values of STX in various species (Mons et al., 1998)

Oral route LDz in pg'ke bw
rat 192-212
monkey 2T77-800
cat 254-280
rabbit 181-200
dog 180-200
guinea pig 128-135

pigeon 91-100




STRUTTURA CHIMICA DELLE TOSSINE DSP

Figure 3.1 Chemacal stractures of oladaic acid., dinephysistoxins and pectenotoxns

K1 BR3 B3
cEzdalc scid (O L] H =H
gimophvysistoEln-1 (DTXT1) H CH =M
dimophysiEhorin-Z (OTXZ] H CHy H
dimophysifstoxin-= {OOTX 31 acyil =H CHy

R =T
peci=mofoxim-1 [PTXA1] OCH,OH =
pECciEncioEim-2 PTX2) SHy R
pecltepoioin-3 (FTEI) oD =
pEclErcioEiE-4 [PTX4] CHyDH =
pechEnmoforn-6 (FTXE) CooH =
pecienocbhoxin-T (PTETS oo =

pectEnoioEn-2 sacs ackd (FTXEISA
T-=pHPTEZEA

Sonmee: W asuasodo e ol ., DN




TOSSICITA DELLE TOSSINE DSP

Table 3.1 Acute toxacity (lethal dose) of DSP toxins after Lp. mjection in mice

Toxin tomicity ( pg/ke bw) pathological effects
Okadaic acid (0] 2040 dimrrhoes
Drinophoyrsistoxin-1 (DT 160-200 dizarhios=a

Dhinophoysistoxin-3 (DT3RS ])
Pectenoioenn-1 (PTEL)
Pectenotoron-F (FT3ET)
Pectenotoedn-3 (FT33)
Pectenosoeon~4 (FT3H4
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Pectenosoedn-6 (FTHE) 5040 hepatotoxic™
Yessotoeon (¥ T30 1007 cardiotooac®
100-214
286 (LDss)
45-0H yessoioedn (OH-TTX) 10 hepatotoxic™
Source: Van Erpmoond @r @i, 1993 apd Pibchae, 1993 (except as mdicaied)
* presmed from the madcity of PT XL
e fasted suckling male mace: at B0 pgks bw 13 mice died, at 10 pgks bw all 3 oice died (Olgino o ail,
180T
s fasted male mdce (Aume e ai., 2007)
¥ dam indicate damage to the beart

Oging or ol (1997
= data indicate damage to the Hver




STRUTTURA CHIMICA DELLE TOSSINE ASP

Fiermre 4.1 Chemical strociares of domeic scid amed it isomers
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TOSSICITA DELLE TOSSINE ASP

La LD s, pervia intra-peritoneale nel topo e di 3,6 mg di AD/Kg pe

Nell UOMO I'ACIDO DOMOICO (AD) e tossico sia per il sistema
nervoso centrale che periferico, producendo una@medi
neuropatia, amnesia, vomito, crisi epilettiche, cenmaorte.

A causa dei suai effetti sulla memoria le intossicazitanAD sono
denominate Amnesic Shellfish Poisoning (ASP)



STRUTTURA CHIMICA DELLE TOSSINE NSP

Fizure £.1 Chemical stoructares of type A and B brevetoxm:s (Hos e al., 1996)

Type 1 (A) brevetoxins: F. = CHL.C(=CH.CHO
F= CH-C(=CH. O H.OH

B = CHCE(CH W CHAOH

B = CHAC (=" Oy

B = {CHAC{=CH - W

R = _CHC(=CH- 3. O

B = {CEH OO CE

B = CHOCEN LR OFE
the K-amg acetate of PoT=-2
the H-rmmgz eposode of FoT=-X




TOSSICITA DELLE TOSSINE NSP

Table 5.1 Acure toxicity of brevetoxins in Swiss mice

brevetoxins route obhservaton T. ey wehicle reference
time {houars)h walue
pele
b
PoTx-1 mtrapentoneal 24 = 1O 0.9% zaline + Dechzaowm & al.,
0L 1% Tween &0 1999
PoTx-3 oral {femalas) 23 520 0.9%5 zalime Baden and Mende,
1982
PoT=-3 infraperntoneal 24 LF0 0.9% saline Baden and Mende.
{fermalas} 1982
PoTx-3 infravenons 24 S 0.9% salme Baden and Mende.
{femazlaz]} 1982
PoTx- oral {female=) 24 & 600 0.9%% salme Baden and MMende
1982
FPoT=x-2 Intrapserrtonssl 24 200 0.9% salhine Baden and Bfendes.
{farmmalaz} o8>
PoT=x2 INTFATETHES 24 200 0.9% saline Baden and Mende,
{fernales) 1982

Table 5.2 Acute intraperitoneal toxicity of brevetoxin analogues in mice

brevetoxin route sarvival minimuEn vehicle reference
time lethal daosze
analogzues
B=ke b
BTH-B1 infraperitonezl 2 howars S0 neetharcl Ihida er al, 1595,
1996
BTH-B2 intraperitoreal = 1 heonar I0G wateT MMorohasha =1 al.,
1999 Noapata e ol
1998
BT-B3 infraperitoneal no death= J00 nnkown Alerohashe et al .
writhim 24 1995
homnrs
BTX-B4 mfrapentoneal 6-24 howurs 100 1% Twrean 60 DMorohasla =r af..

1995




STRUTTURA CHIMICA DELLE TOSSINE AZP

Figure 6.1 Chemacal struoctures of araspiracid=:
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STRUTTURA CHIMICA DELLE CIGUATOSSINE

Figure 7.1 Strocture of Pactfic (P} and Caribbean (C} ciguatoxns (CTI=)
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The ensrgetically less faveoured epammers, PACTH-2 (52-epa PAOTE-53), PAOTH 44 (52 e PCTT-
4ABY and C-CTH-2 (56-epes C-CTX-1) are mdicaied m parentheszs. 2 3-Dhbydroscy P-OCT3-3C and

51 -hyvdroecy P-CT23-3C have also been isolated Hom Pacefic fich (Lewas, 20017




TOSSICITA DELLE TOSSINE CFP

Table 7.2 T Effects of cignatexins (CTXs), gambisrtoxins (GTXs) and maitotoxins
(AMTNs) administered intraperitoneally (i.p.) to (18-)20 g mice

Toxin ip. LD=o Y I Sigms: of intexication Alin. / max. thnoe to
(pz'kz bwr) (ng) death '
PCTH-1 025 =] bhypothertma  below 33°C. pilosrection, dizsvhoea. 37 oun =24 bk

lachrymaation, Ipersalivation., v zpooea, wokbiy
uprizht gait. gasping, termunzl comvmlsions with tail
arching. death from respiratory failure

CTH-18B 0335 mean sarvival toe
I0-20hR"

POCTH-2 2.3 9 as for PACTEH-1, plus progresave hind lomb paralysis 53 pan F=100H

CTH-2AZ La mean swrvival tme
10-20h"

CTH-2A1 35 mean swrvival Home
3545h"

POTEH-3 0.9 L8 as for PACTH-1, plus progressive hind bt paralyses 60 pun '=26h

CTH-3C 25 mean sunaval oome
I0-20R°

GTH-3C 13 25

CTH-4B 10 mean suraval Home
3545h"°

TH-4B 4.0 B0 as for P-CTX-1. plus hind limb paralvsis

hET-3 ™ 005 I hypothermea piloerection dyspooea, progressive  Floun =731 h

paralyziz from hind extending to fore lombs, oould
gaspinz, nuld comrmlsions preceding death = 30 second=

BITH-2 9 0.08 L6 as for MTH-1 41 mwin =72 h
MII-3 ™ =001 =2 as for MTIX-1 72 main =72 h
CCT-177 3.6

CoCTX=2 1

Y Hallegraaff aral (1995
* Mouse unit 1= /50 x L, (~1 MU is the I D, dose for a 20 g mouse)) (Lewts and Sellin_ 1992)

! Mimimmam hme to death estmated; maroymem tume to death estmated from effects of doses pear the LTk, dose {(De
Foww e al, 2001).
! From Gambisrdizeus roodewns but are unlikely to accvmmlate in flesh of fich to levels toxic for humans via the oral
roate BT s can mduce shght wratery anal secration, but do not canse diaarhoesa
= Fouw eral (2001}
Dechraow st al {1999,
Lehame and Lewus (20000,




METODI DI ANALISI

METODI BIOLOGICI :

METODI BIOCHIMICI:

METODI CHIMICI:

SAGGI IN VIVO

SAGGI IN VITRO

IMMUNODOSAGGI

SAGGI ENZIMATICI

CROMATOGRAFICI

SPETTROMETRICI




METODI UFFICIALI DI ANALISI
REG (CE) 2074/2005 E REG. UE 15/2011

METODO DI DETERMINAZIONE DELLE TOSSINE PSP :
- MOUSE TEST

METODO DI DETERMINAZIONE DELLE TOSSINE ASP :
- CROMATOGRAFIA LIQUIDA AD ALTA PRESTAZIONE (HPLC)

METODI DI DETERMINAZIONE DELLE TOSSINE LIPOFILE
- MOUSE TEST fino al 31 dicembre 2014

- METODO LC-MS/MS DEL LABORATORIO UE DI RIFERIMENTO
dal 1 gennaio 2015



LIMITI DEI METODI

METODI DI DETERMINAZIONE CHIMICA STRUMENTALE

VANTAGGI:
NON PRESENTANO PROBLEMATICHE DI ETICA

SVANTAGGI:

COMPLESSITA DI ESECUZIONE PER LA GRANDE VARIETA DEL LE COMPONENTI
(31 tipi di tossine idrofile e almeno 58 tipi di tssine lipofile);

COSTOSITA;
RICHIEDONO LA DISPONIBILITA DI STANDARDS

MOUSE TEST:

VANTAGGI:

PERMETTE DI CONOSCERE LA PRESENZA DI QUALSIASI TIPO DI COMPONENTE
TOSSICA IDROFILA E LIPOFILA PRESENTE NEL CAMPIONE | N ESAME

MENO COSTOSO

SVANTAGGI:

PRESENZA DI FALSI POSITIVI
PROBLEMATICHE DI ETICA



QUANTITA LIMITE

REGOLAMENTATE DALLE NORME SANITARIE

REG. CE 853/2004
| molluschi bivalvi vivi non devono contenere biotossi@ marine in

1)
2)
3)
4)

o)

guantita totali superiori ai seguenti limiti:
PSP: 800ug/Kg pe;
ASP: 20 mg di ac. domoico /Kg pe;

Ac. Okadaico, dinophysitossine e pectenotossine
complessivamente: 16Qig di equivalente ac. Okadaico/Kg pe;

Yessotossine: 3,75 mg di equivalente yessotossine/Kg pe
(Reg. UE 786/2013);

Azaspiracidi: 160ug di equivalente azaspiracido/kg pe.



METODO UFFICIALE ACCREDITATO
POS MIC 034 NOR
BIOTOSSINE LIPOSOLUBILI

* PROCEDURA APPLICABILE A MOLLUSCHI BIVALVI,
ECHINODERMI, TUNICATI E GASTEROPODI MARINI VIVI,
CONGELATI E COTTI

* |LMETODO E IN GRADO DI RILEVARE:
- AOs, DTXs, PTXs a livelli uguali o superiori a 169 gi OA eqg/kg;
-YTXs anche a livelli inferiori a quelli.regolamiai;
- AZAs;
- brevitossine, gymnodimine, spirolidi, pinnatossina;
- cilguatossina;
- palitossina.
La procedura e basata sul metodo di Yasumoto et al.
American Chemical Society, 1984



1)

2)

BIOTOSSINE LIPOSOLUBILI
POS MIC 034 NOR

PREPARAZIONE DEL CAMPIONE
(100g di omogenato + 509 di scorta per CRM)

Y

ESTRAZIONE DEI COMPOSTI LIPOFILICI
il metodo si basa sull’estrazione in 500 ml di acetseguita da partizione tra dietil-etere o

diclorometano e acqua,;
la fase organica viene distillata e raccolto sideio con 4ml di tween 60 1% pl/v.




3)

4)

BIOTOSSINE LIPOSOLUBILI
POS MIC 034 NOR

INOCULAZIONE INTRAPERITONEALE DEGLI ANIMALI
vengono selezionati 3 topi

di peso corporeo tra 17-21g
e viene inoculato 1 ml

di materiale estratto

a ciascun topo

OSSERVAZIONE NELLE 24h:

- il test e positivo se si osserva la morte dif@ su 3 entro le 24h e indica la presenza di una o
piu tossine lipofile a livelli superiori del

REG. CE 853/2004;

- il test € negativo se sopravvivono 2 topi su Beele 24h

NOTA: se il test e positivo il saggio non e concluga il campione e sottoposto a metodo di

conferma ai sensi del REG. CE 2074/2005 e
L’ALIQUOTA DI SCORTA VIENE INVIATA PER CONFERMA E Q UANTIFICAZIONE AL CRM C/O
LABORATORIO ACCREDITATO CON METODO LC-MS/MS

IL METODO BIOLOGICO PUO ESSERE UTILIZZATO FINO AL 3 1 DICEMBRE 2014




METODO UFFICIALE ACCREDITATO
POS MIC 034 NOR
PARALYTIC SHELLFISH POISON (PSP)

PROCEDURA APPLICABILE A MOLLUSCHI BIVALVI,
ECHINODERMI, TUNICATI E GASTEROPODI MARINI VIVI,
CONGELATI E COTTI

IL METODO RILEVA BIOTOSSINE ALGALI TIPO PARALYTIC
SHELLFISH POISON (PSP) SECONDO | REG. CE 853/2002DE4/2005

E ESCLUSO DAL CAMPO DI APPLICAZIONE IL CALCOLO DELA
TOSSICITA ESPRESSO IN pg/Kg EQUIVALENTE

SI BASA SULL’EFFETTO DELLA TOSSICITA ACUTA IN TOPADULTI
DOPO INOCULAZIONE INTRAPERITONEALE DI UN ESTRATTO
ACIDO DEL CAMPIONE



PARALYTIC SHELLFISH POISON (PSP)
POS MIC 034 NOR

1) PREPARAZIONE DEL CAMPIONE
(100g di materiale.omogenato + 50g di scorta peVIiCR

2) ESTRAZIONE ACIDA
(a 100g di campione sono aggiunti 100ml di HCI 0, 1&/soluzione ottenuta si aggiusta a

2< pH <4 e si porta ad ebollizione per 5 minutraéfredda a temperatura ambiente e si verifica
nuovamente il pH nel range 2< pH <4 ; si porta iscela ottenuta a 200ml con acqua distillata,

si omogenizza di nuovo e si lascia decantare Iz satida)




3)

4)

5)

PARALYTIC SHELLFISH POISON (PSP)
POS MIC 034 NOR

INOCULAZIONE DEGLI ANIMALLI
(vengono selezionati 2 topi del peso di 19-21gem@iinoculato per via intra-peritoneale 1 ml
del campione estratto ad ognuno dei topi)

.
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OSSERVAZIONE PER 60 MINUTI
(gli animali sono attentamente osservati per i plithminuti; quindi le osservazioni Si
effettuano ad intervalli di 15 minuti fino allo stere della prima ora)

ESPRESSIONE DEI RISULTATI
PSP non determinabili/PSP determinabili



PARALYTIC SHELLFISH POISON (PSP)
POS MIC 034 NOR

ESPRESSIONE DEI RISULTATI

- Se entrambi i topi inoculati sopravvivonooltre 60 minuti la concentrazione delle tossine e
inferiore al limite di rilevabilita .
Pertanto € riportato sul rapporto di prova:
Paralytic Shellfish Poison: NON DETERMINABILI

- In caso di morte entro 60 minutidall'inoculazione la concentrazione delle tosgpneé essere
determinata.
Pertanto sul rapporto di prova e riportato:
Paralytic Shellfish Poison: DETERMINABILI
NOTA: se il test & positival campione € sottopostonaetodo chimicoper la rilevazione della
saxitossina e dei suoi analoghi ai sensi del RE&2@74/2005.

Quindi:

L’ALIQUOTA DI SCORTA VIENE INVIATA PER LA QUANTIFIC  AZIONE AL CRM C/O
LABORATORIO NAZIONALE DI RIFERIMENTO PER LE BIOTOSS INE MARINE

| risultati sono espressi jing di STX dihydrochloride equivalenti/kg di pe

- In caso di contestazione dei risultati il metodo diiferimento e il metodo biologico.







