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RIASSUNTO - La tetrodotossina (TTX) & una potente neurotossina prodotta da microrganismi marini che in Asia ha
provocato casi di intossicazione letali per consumo di prodotti ittici contaminati. Come conseguenza dei cambiamenti
climatici, recentemente, é stata trovata anche in Europa, dove il monitoraggio della TTX nei molluschi non € ancora pre-
visto. Nel 2021 il Ministero della Salute ha finanziato un Progetto coordinato dall’lstituto Zooprofilattico Sperimentale
(1ZS) delle Venezie, a cui partecipa anche I'lstitutto Superiore di Sanita, con l'obiettivo di comprendere la dinamica della
TTX nei bivalvi eduli, sviluppare programmi di monitoraggio, valutare potenziali rischi. Nella prima fase del Progetto &
stata confermata la presenza stagionale di TTX nei bivalvi dell’alto Adriatico che nel 24% dei campioni positivi superavaiil
valore limite stabilito nel 2017 dall’Autorita europea per la sicurezza alimentare (European Food Safety Authority, EFSA),
la cui validita é stata confermata sulla base di una ricerca sistematica dei dati disponibili analizzati dal Progetto. Questi
primi risultati confermano l'importanza del Progetto per proporre misure di gestione, condivise con gli stakeholder, al
fine di proteggere la salute dei consumatori dall'esposizione alla TTX.
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SUMMARY (Possible health risk associated to the presence of tetrodotoxins (TTX) in Italy as a consequence of climate
changes: first results obtained by the STOPTTX Project) - Tetrodotoxin (TTX) is a potent neurotoxin produced by marine
microorganisms, responsible for fatal intoxications following the consumption of contaminated seafood in Asia. As
a consequence of climate change, TTX has been detected also in Europe, where routine TTX monitoring in shellfish
is not yet foreseen. A project financed by the Ministry of Health and coordinated by the Istituto Zooprofilattico
Sperimentale (1ZS) delle Venezie, to which the Istituto Superiore di Sanita is collaborating, started in 2021. The pro-
ject aims to understand the dynamics of TTX in edible bivalves, to develop tailored monitoring programmes, and
to evaluate potential risks for consumer health. In the initial phase, the project detected a seasonal presence of TTX
in bivalves from North Adriatic Sea, highlighting that 24% of positive samples exceeds the European Food Safety
Authority (EFSA) contamination limit proposed in 2017, whose validity was confirmed, based on a systematic review
of the available literature. These results underline the importance of the project in proposing management meas-
ures, shared with stakeholders, to protect consumer health from exposure to TTX.
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cambiamenti climatici sono una delle pit grandi

sfide che la nostra societd sta affrontando: nel

prossimo futuro molteplici effetti potrebbero por-
tare a cambiamenti irreversibili sia a livello ambientale
che sociale. La modifica di parametri come tempera-
tura, ossigeno disciolto e acidita delle acque, variazio-
ni nell’apporto di composti eutrofizzanti (a seguito di
eventi alluvionali sempre piti frequenti o la loro con-
centrazione a causa di eventi siccitosi), sono in grado
di causare massicce crescite di microalghe e/o di con-
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sentire a specie, tipicamente localizzate in zone tropi-
cali, di migrare in altre aree tra cui le acque temperate
europee (1). Alcuni di questi organismi sono capaci di
produrre un’ampia varieta di metaboliti tossici (tra cui
ciguatossina, acido domoico, acido ocadacico, saxitos-
sina, tetrodotossina e cianotossine) in grado di provo-
care effetti sulla salute, tramite il consumo di alimenti
contaminati come pesci, molluschi, gasteropodi. Nel
2020 1'Autorita europea per la sicurezza alimentare

(European Food Safety Authority, EFSA) ha pubbli- »
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cato il report del Progetto CLEFSA (CLimate change
and Emerging risks for Food SAfety), che includeva
le tetrodotossine (T'TX) fra le biotossine destinate ad
aumentare in Europa in modo significativo a seguito
dei cambiamenti climatici (2).

Le TTX sono una classe di potenti neurotossine,
che prende il nome dalla famiglia dei Tetraodontidae,
meglio conosciuti come pesci palla o fugu, sospetti
produttori di TTX. Oggi si ¢ a conoscenza del fatto
che le TTX potrebbero essere prodotte da varie specie
batteriche associate all'ospite, ma i veri produttori non
sono ancora stati identificati con certezza. La presenza
della tossina fino a qualche anno fa era stata preva-
lentemente segnalata in Asia, dove i pesci palla sono
consumati come prelibatezza, e in molluschi bivalvi
nell'area dell'Oceano Pacifico. In quelle aree la conta-
minazione da TTX ha provocato diversi casi gravi di
intossicazione in Giappone e in Cina, culminati con il
decesso del paziente (3, 4).

Dal 2014 la presenza di TTX ¢ stata segnalata
anche in Inghilterra (5) e, successivamente, in gran
parte degli Stati europei come Olanda, Spagna,
Francia, Italia e Grecia. In Italia, la TTX ¢ stata deter-
minata per la prima volta nel 2016 in un campione
di mitili in Sicilia (6) e, a partire dal 2017, anche in
bivalvi del Mar Adriatico (7). Per spiegare la comparsa
di TTX nei mari europei, ¢ stata formulata 'ipotesi di
afflusso di biota dal Mar Rosso al Mar Mediterraneo
attraverso il canale di Suez, ma analisi pil recenti
suggeriscono che il proliferare degli organismi pro-
duttori sarebbe favorito dal riscaldamento delle acque
del mare.
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Lopinione dell’EFSA

Considerando la segnalazione della presenza di
TTX in Europa, su richiesta della Commissione
Europea, nel 2017 I'EFSA ha adottato un parere nel
quale ha riportato i livelli di esposizione e ha analiz-
zato i dati disponibili sugli effetti da TTX; su queste
basi ¢ stato proposto un valore di riferimento per
esposizione acuta, denominato dose acuta di riferi-
mento (ARfD = Acute Reference Dose) di 0,25 pg/kg
pc, applicando un approccio molto conservativo per
sopperire alle tante incertezze presenti nel database.
Considerando un adulto di peso medio di 70 kg, e il
consumo di una porzione di 400 g di prodotto ittico
(per salvaguardare la salute dei forti consumatori),
IEFSA ha definito un limite di 44 pg/kg di prodotto
ittico per la presenza di TTX in gasteropodi e bivalvi
marini destinati al consumo umano (8). Nonostante
in alcuni casi siano stati trovati livelli di concentrazio-
ne superiori al limite provvisorio suggerito dall'EFSA
che avrebbero provocato un potenziale rischio per
la popolazione, in Europa la TTX non rientra tra
le biotossine marine incluse nel Regolamento (CE)
n. 853/2004, e quindi non vengono sottoposte a
controlli per verificare il rispetto di limiti legislativi.
La mancanza di un monitoraggio mirato della TTX
non permette la comprensione della reale entita del
problema, riducendo la capacitd di gestire i rischi
associati alla produzione e alla commercializzazione di
molluschi potenzialmente contaminati.

L'esposizione umana avviene principalmente attra-
verso l'ingestione di prodotti ittici contaminati dalla
tossina: poiché la TTX ¢ stabile al calore, la cottura
non ¢ in grado di disattivarla e, quindi, una volta
ingerita, viene assorbita nel tratto gastrointestinale ed
entra nel circolo sanguigno. La TTX agisce bloccan-
do i canali del sodio dei tessuti eccitabili. I sintomi
dell'intossicazione da TTX vanno da intorpidimento
della bocca, vomito, mal di testa e vertigini, a debo-
lezza muscolare e atassia fino alla paralisi dei muscoli
respiratori, che porta a insufficienza respiratoria (o
cardiaca) e, dunque, alla morte. E stato riportato che
la TTX ¢ responsabile del piu alto tasso di mortalita
di tutte le intossicazioni da biotossine marine. Non
essendo disponibili antidoti o trattamenti farmacolo-
gici specifici, in caso di intossicazione ¢ possibile solo
il trattamento sintomatico e il supporto respiratorio,
con tempi di recupero variabili (3).
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Il Progetto STOPTTX

Nel 2023, a seguito di una richiesta degli organi
preposti alla sorveglianza della sicurezza dei prodotti
ittici, il Ministero della Salute ha finanziato un Proget-
to finalizzato (Risk mitigation Strategies and Tools for
an Ongoing Problem. Tetrodotoxins (TTXs), a group
of emerging toxins in live bivalve mollusks intended
for human consumption (STOPTTXs) - RF-2021-
12373885), coordinato dall'Istituto Zooprofilattico
Sperimentale delle Venezie (IZSV), al quale partecipa-
no I'Universita degli Studi di Trieste, il Dipartimento
Ambiente e Salute dell'Istituto Superiore di Sanita
(ISS) e il Laboratorio Nazionale di Riferimento per le
Biotossine Marine di Cesenatico. L'obiettivo principale
del Progetto ¢ di ridurre il rischio di contaminazione da
TTX nei molluschi bivalvi destinati al consumo umano
attraverso una migliore conoscenza del fenomeno,
attuando un approccio che si basa sulla combinazione
di sistemi di allerta precoce, strumenti diagnostici inno-
vativi, di valutazione del rischio e di comunicazione dei
risultati, per creare maggiore consapevolezza della rile-
vanza di questo problema da parte dei diversi soggetti
interessati e prepararli a un’azione di mitigazione.

Il Progetto ¢ organizzato in tre unitd operative (UO):
® la UOI ¢ coordinata dall'IZSV e ha come scopo

principale la comprensione della dinamica della

TTX in bivalvi nella laguna di Venezia attraverso

il monitoraggio della TTX in molluschi bivalvi,

I'identificazione degli organismi produttori e la com-

prensione dei meccanismi ecologici che ne regolano

attivitd;

e ['UO2, coordinata dall'Universita degli Studi di
Trieste, si propone di sviluppare un metodo rapi-
do di identificazione e quantificazione della TTX
nei molluschi, piti veloce e accessibile del metodo
analitico, ovvero la cromatografia di massa, non
disponibile presso tutti i laboratoris

® ['UO3 coordinata dall'ISS (Dipartimento Ambiente
e Salute, Reparto Meccanismi, Biomarcatori e
Modelli) ha il compito di condurre una valutazio-
ne del rischio sulla base dei livelli di TTX misurati
durante il Progetto, valutando vari scenari di esposi-
zione dei consumatori anche legati ai cambiamenti
climatici.

Un ulteriore scopo generale del Progetto ¢ aumen-
tare la consapevolezza e la preparazione degli stakehol-
der coinvolti (coltivatori di prodotti ittici, distributo-

ri) sul problema della TTX. Le analisi delle TTX, sia
per il monitoraggio che per la validazione del metodo
biologico, sono affidate al Laboratorio Nazionale di
Riferimento per le Biotossine Marine di Cesenatico.

Nella prima fase della ricerca l'obiettivo fonda-
mentale dell’ISS ¢ stato quello di valutare se il valore
di riferimento proposto dall'EFSA nel 2017 (8)
fosse ancora valido o se, sulla base dei nuovi studi di
tossicita della TTX pubblicati negli ultimi 7 anni,
potesse risultare modificato. A questa fase del Pro-
getto ha attivamente partecipato uno studente (Carlo
Varini) del corso di laurea magistrale in lingua inglese
“Safety assessment of xenobiotics and biotechnologi-
cal products (SAXBI)” dell'Universita degli Studi di
Milano, che ha svolto la sua tesi sperimentale presso il
Dipartimento Ambiente e Salute.

I risultati della prima fase del Progetto

Laggiornamento della letteratura ¢ stato realizzato
attraverso una ricerca bibliografica sistematica condot-
ta secondo le linee guida EFSA, su tre motori di ricer-
ca (Scopus, PubMed e Science Direct). Una combina-
zione di parole chiave ha permesso di recuperare tutti
gli articoli (12.741) disponibili sulla produzione e tos-
sicita della TTX, a partire dal 2016. Successivamente,
una serie di livelli di screening a cascata (basati su
specifici criteri di inclusione ed esclusione) (Figura),
hanno portato alla selezione di circa 360 articoli. Di
questi ne sono stati selezionati 13 specificamente rile-
vanti per la determinazione della tossicita:
® 7 inerenti a studi di tossicita iz vive, con unica

dose acuta o con dosi ripetute per tempi brevi;
® 5 relativi a studi svolti per analizzare il meccani-

smo di tossicita della tossina iz vitro;
® 1 focalizzato sugli effetti della tossina sull'uomo.

A fronte di un numero consistente di articoli sulla
TTX pubblicati negli ultimi sette anni, il numero
limitato di studi di tossicita indica che, nonostante la
stessa opinione EFSA sostenesse la necessita di avere
ulteriori dati per diminuire I'elevato grado di incertez-
za nella derivazione dell'ARfD, permangono alcune
difficolta allo svolgimento di studi tossicologici in
parte imputabili alla scarsa disponibilita di tossina con
accettabile grado di purezza.

Per valutare la qualitd degli studi selezionati
(rispetto ad affidabilita, pertinenza e adeguatezza), &
stato utilizzato uno strumento sviluppato dall' EURL-

ECVAM (JRC, Ispra) chiamato ToxRTool, per p
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Articoli identificati
Pubmed: 4.341
Scopus 1° ricerca: 1.226
Scopus 2°: ricerca: 4.802
Science Direct: 2.372
Totale articoli: 12.741
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Fase di screening

113 documenti
non idonei
per estrazione dati,
ma utilizzati
per consultazione
(sia review che articoli)

per la valutazione
di qualita ToxRTool
ed estrazione dei dati

Duplicati rimossi
con funzione
automatica di

EndNote: 2.378

Rimozione manuale
dei duplicati
e screening
primario (titolo,
abstract, data):
10.003

360 articoli

233 esclusi perché
non rispondenti ai criteri
di inclusione.
Conservati
per analisi successive

13 record idonei

Figura - Processo di revisione sistematica della letteratura sulla tossicita della TTX

garantire trasparenza, tracciabilitd e maggior armo-
nizzazione nella valutazione. Il punteggio attribuito
con ToxRTool indica che la qualita degli studi pro-
dotti ¢ generalmente scarsa. Le criticitd riscontrate
durante la valutazione sono imputabili sia al disegno
dello studio (ad esempio, veicoli o matrici non conso-
ne per la somministrazione orale della tossina, vie di
esposizione non fisiologiche come la intra-tracheale),
ma soprattutto alla dimensione dei gruppi di trat-
tamento, del tutto inadeguata a ottenere risultati
statisticamente robusti e spesso variabile tra le dosi:
le deviazioni rispetto alle procedure descritte nelle
linee guida dell’Organizzazione per la cooperazione e
lo sviluppo economico (Organisation for Economic
Co-operation and Development, OECD) erano
quindi decisamente rilevanti. Tra laltro, 'uso di
diverse metodologie rende difficile un confronto tra i
dati. In conclusione, quindi, si puo affermare che, per
la presenza di molteplici criticita, la qualita degli studi
non ¢ adeguata per giustificare una modifica dell’at-
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tuale ARfD proposta dall'EFSA per la tossicita acuta,
né per derivare un valore di riferimento per tossicita
ripetuta a breve termine.

Per valutare il livello di esposizione della popolazio-
ne italiana, sono stati impiegati dati preliminari raccolti
dall'TZSV nel primo anno del Progetto in quattro siti in
Provincia di Venezia. A conferma di dati sparsi ottenuti
tra il 2017 e il 2021, la campagna ha mostrato che la
TTX ¢ determinabile nel 67% dei campioni bivalvi con
una specifica stagionalita (tra fine maggio e giugno). I
siti presentano livelli diversi di contaminazione. Quello
con il valore pit elevato, pari a circa 196 pg/kg di pro-
dotto ittico edule, & caratterizzato da valori medi di 3-4
volte maggiore degli altri (127 + 63,2 pg/kg di prodotto
ittico edule), sempre superiori al limite di contamina-
zione di 44 pg/kg di carne di pesce/mollusco suggerito
dall'EFSA, definito per proteggere i forti consumatori.

Per il consumo della popolazione generale, i dati
estratti dal database dell'EFSA (FoodEX2) indica-

no, per la popolazione adulta italiana, consumi blue
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mussels al 95° percentile di 162 g per singolo pasto.
Facendo riferimento alla ARfD di 0,25 pg/kg pc e
considerando un adulto di peso medio (70 kg), ¢ stato
possibile stimare che nel 24,24% dei casi il valore di
contaminazione misurato in questa prima campagna
del 2023 eccede il valore di AR{D.

Questa valutazione preliminare pone laccento
non solo sulla presenza oramai costante della TTX
sulle coste italiane, ma anche di un potenziale rischio
per la popolazione e rafforza la validitd del Progetto
proposto. I primi risultati sottolineano la necessita
di produrre dati tossicologici di qualita, dai quali sia
possibile derivare valori di riferimento affetti da un
minore grado di incertezza.

Il Progetto dara informazioni utili all’identificazio-
ne di fattori critici nel fenomeno della contaminazione
da TTX, sulla base dei quali disegnare piani di moni-
toraggio efficienti, per i quali sara importante disporre
anche del metodo biologico rapido in sviluppo nel
Progetto. Tutto cid per proteggere la salute del con-
sumatore e quella dell’ambiente, senza sottovalutare
la salvaguardia di un settore economico importante
come la molluschicoltura, che potra trarre benefici
dalla dimostrazione di tali risultati e consentire quindi
di commercializzare un prodotto che globalmente
non impatti sulla salute pubblica. u

Dichiarazione sui conflitti di interesse

Gli autori dichiarano che non esiste alcun potenziale conflit-
to di interesse o alcuna relazione di natura finanziaria o perso-
nale con persone o con organizzazioni, che possano influenzare
in modo inappropriato lo svolgimento e i risultati di questo
lavoro.
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TAKE HOME MESSAGES

| cambiamenti climatici e I'antropizzazione stanno
cambiando i sistemi naturali, favorendo la diffusio-
ne di tossine tipiche di zone tropicali anche nelle
acque temperate dell’Europa.

La TTX e una neurotossina che é stata segnalata in
prodotti ittici anche sulle coste italiane e puo avere
effetti sulla salute dei consumatori: per la TTX non
sono previsti controlli di routine.

L'obiettivo del Progetto finalizzato StopTTX & preve-
nire o mitigare I'esposizione dei consumatori utiliz-
zando un approccio multidisciplinare che permetta
di conoscere la dinamica della TTX in bivalvi desti-
nati al consumo umano, lo sviluppo di programmi
di monitoraggio ad hoc, la valutazione dei rischi el
coinvolgimento degli stakeholder.

La prima fase del Progetto ha messo in luce la
necessita di produrre dati tossicologici di qualita
per derivare valori di riferimento con meno incer-
tezze, e ha confermato la presenza di TXX nelle
acque dell'alto Adriatico, con potenziali rischi per la
salute.

| risultati di questo Progetto potranno essere utiliz-
zati dal Ministero della Salute per valutare l'oppor-
tunita di inserire la TTX fra le tossine da monitorare
nei controlli di routine.
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