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1 INTRODUZIONE

Le acque soleggiate della superficie del mare swcehe di organismi microscopici
monocellulari, che si muovono insieme ai loro plccaonsumatori erbivori
(zooplancton), costituendo il plancton marino, awevesseri viventi che non sono in
grado di opporsi al movimento delle correnti, ma shlasciano trasportare da esse (dalla
parola greca planktos = errante). Il fitoplanctoroétituito da microalghe che si possono
presentare isolate (forme unicellulari) o raggrupga piccole colonie di cellule, che a
seconda delle specie crescono in biomassa aumergéndh dimensioni che in quantita.
Questi organismi rivestono un ruolo basilare nesgibsistemi acquatici, in quanto
figurano come i produttori primari di materia organ rappresentando cosi il primo
anello della catena alimentare acquatica; i pegcipfcoli, e alcune specie di alghe,
utilizzano il fitoplancton come fonte di nutrimentguesti vengono ingeriti dai pesci piu
grandi, di cui, a loro volta si nutrono gli uomini.

La proliferazione di alghe nel plancton, defindglgal bloom € un fenomeno che si
verifica periodicamente e in diverse parti del mmnth concomitanza di particolari
eventi climatici e ambientali, tra cui il fenomedell’'upwelling, che rappresenta la causa
principale delle “acque colorate” in tutto il monffde et al, 2003). La densita cellulare
puo essere cosi alta che le acque diventano imiatesi rosse (da cui il termine “maree
rosse”) ma anche verdi o marroni. Alcune fioritpassono dar vita a spettacoli di rara
bellezza (Fig. 1).

Figura 1 Fioritura diNoctiluca scintillansbioluminescente di notte. Gippsland Lakes, Vietor
(Australia). Foto di Phil Hart.



In particolare, vengono definiti coméndrmful algal bloorh i fenomeni associati alla
proliferazione di alghe tossiche e/o dannose (Aswier1994; Hallegrae#t al, 1995)
che in talune situazioni possono avere conseguprzeccupanti, dal momento che
causano delle severe perdite economiche per giratri di molluschi, per i pescatori e
per quanti fondano la propria economia sul turissenza contare l'ancor piu grave
minaccia sull’ambiente e sulla salute delluomdatt, le microalghe, oltre che per pesci
erbivori, rappresentano la principale fonte di imémto, per quegli organismi che si
alimentano per filtrazione delle acque del maraliqustriche, mitili, pettini, e bivalvi in
genere. Tali organismi, attraverso la loro attivitia “filter-feeding”, accumulano le
fitotossine nei loro tessuti commestibili, quando floriture di tali specie tossiche
appaiono inaspettatamente in aree dove i mitiliosmoltivati (Anderson, 1997;
Yasumoto & Murata, 1993). Questi ultimi sono traalimenti marini piu consumati in
tutto il mondo, e in caso di proliferazione algébssica, finiscono per rappresentare
guell’anello della catena alimentare responsabék tchsferimento della tossicita dal

plancton all'uomo.



1.1 LE FIORITURE ALGALI

1.1.1 Caratteristiche generali

Il termine “algal blooni indica il repentino aumento di una popolazionenmalgale che
ha trovato condizioni adatte per la crescita. Inltimcasi la presenza di specifiche
strategie adattative e di condizioni chimico-figdppropriate permette ad una specie di
raggiungere numeri elevati. Per dar luogo ai cambrdi di colore dellacqua, la
proliferazione dei microrganismi deve essere ndeevo dinoflagellati conferiscono
colore all’'acqua con un numero di microrganismi moieriore a un milione di cellule
per litro; queste alghe, in condizioni particolantee favorevoli, possono raggiungere
densita di 60-70 milioni di cellule per litro (Velhweideret al, 1992).

Non tutte le specie tossiche marine raggiungonardar le fioriture valori numerici
ragguardevoli: il ruolo nocivo che rivestono puonive rapidamente garantito dalla
concentrazione delle tossine nei tessuti dei matiusduli filtratori, che si nutrono di
plancton.

Esempio classico sono le specie del ger@iophysis quasi tutte particolarmente
tossiche, che raggiungono valori di guardia gi®@ &llule per litro.

Nell’aspetto fisico direttamente visibile, una ftara puo manifestarsi con colorazione
delle acque rossa, da cui il nome tradizionalendaree rosse”, oppure bruna, verde o
altro a seconda della specie che I'hna prodotta la deia fase di crescita, mentre si
possono notare filamenti, fronti mucillaginosi o gsa piu disperse (Fukuyo, 2006;
Corsiniet al, 2008) (Fig. 2).

Figura 2 Alcuni esempi di fioriture algali: da sinistNoctiluca scintillan Lingulodinium polyedrum
Lepidodinium chlorophorurfFoto Daphne ARPA ER).

| bloom algali sono fenomeni naturali che avvengamwarie parti del mondo sin da

tempi antichi. Tuttavia vi sono cause scatenahé sembrano piu frequenti in certe
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zone. Si ritiene che tali cause consistano in fattaturali e antropici e dalla loro
interazione. Sono pertanto implicati elementi bgatg fisici e chimici.

Una fioritura passa sempre attraverso una faseizwin quindi di crescita e
mantenimento e infine di dispersione (SteidingerG&rcés, 2006). L'inizio di una
fioritura puo dipendere da una complessita di fatithe comprendono la natura della
specie interessata, la sua biologia, il suo citlale, le interazioni con le altre specie, le
variazioni di temperatura e salinita, del climadisponibilita di nutrienti. Il fenomeno e
influenzato anche dalle attivita antropiche, daltessiva urbanizzazione, dal
sovrasfruttamento delle risorse ittiche, dal trasfento di specie da una zona all’altra.
Meglio conosciuti sono i fattori che influenzanofdesi di mantenimento della fioritura e
guelli che portano alla sua senescenza e allgdidsine. || mantenimento o accumulo di
biomassa e dovuto a fattori fisici o chimici charamtano la velocita di crescita e/o
limitano la dispersione. Per 'aumento del numeraallule sono tuttavia necessari i
nutrienti, mentre i fattori di perdita (grazing,dgmentazione, lisi cellulare, trasporto)
devono essere minori della velocita di crescitéiné) la dispersione o terminazione del
bloom pud avvenire per auto-ombreggiamento e camipeé intraspecifica per i
nutrienti, dispersione tramite trasporto a causke deorrenti, predazione, malattie o
passaggio a forme di vita quiescente, quali le @strkholderet al, 2006).

Gia Darwin durante il viaggio del Beagle aveva oss® una verosimile fioritura di
dinoflagellati in Cile (Granéli & Turner, 2006).

La prima citazione di una proliferazione nocivalgsaddirittura a circa 1000 anni prima
di Cristo. Nella Bibbia, infatti, nel libro dell'Eslo (7; 20-21) é riportato: “tutte le acque
del fiume divennero sangue. | pesci che eranoingld morirono, e il fiume ristagno, e
gli Egiziani non poterono piu bere I'acqua del feim

In seguito, uno dei primi casi fatali documentatadvelenamento, dovuti all'ingestione
di molluschi bivalvi contaminati a causa di proldeioni algali, risale al 1793, quando il
Capitano George Vancouver approdo nella Columbtartitica, e molti uomini del suo
equipaggio morirono in seguito a paralisi e soffoeato, dopo aver ingerito frutti di
mare raccolti in una zona oggi conosciuta comes®woiCove”. Il Capitano, in seguito,
osservo che per gli aborigeni fosse una sortaldi taangiare molluschi quando I'acqua
del mare appariva “colorata”. Solo molti anni dolgosostanze responsabili di tale
contaminazione furono identificate e denominate FRI&Ringlese Paralytic Shellfish
Poisoning alcaloidi cosi potenti, che una quantita di cir6@0 pg, facilmente

accumulabile in soli 100 gr di molluschi, puo riamedi fatale per 'uomo.



Da allora, molti episodi simili sono stati registnael Nord America e nel mondo intero,

fino ai giorni d’oggi, in cui, oltre 2000 casi dnaelenamento umano (fatali nel 15% dei
casi), sono annualmente registrati in tutto il gloin seguito al consumo di pesci o
molluschi. Appare, cosi, evidente I'entita del dargconomico conseguente ad una

riduzione del consumo di alimenti marini e delleolesportazione.

1.1.2 Harmful algal bloom

Dalla prima Conferenza Internazionale sulla Fioatdi Dinoflagellati Tossici, svoltasi a
Boston nel 1974, la dicitura tradizionale di “radet e stata sostituita dal termine
Harmful Algal Blooms (HABs) (LoCicero, 1975). Anden (1996) definiscéarmful
algal bloomsgli eventi in cui le concentrazioni di una o pigtee tossiche raggiungono
livelli tali da arrecare danno ad altri organismanmi, causando la morte di pesci e
molluschi, oppure accumulandosi lungo la catenicadino a giungere all’'uomo come
consumatore finale.

In termini di effetti dannosi, si considerano dugngipali tipologie di organismi
responsabili: i produttori di elevata biomassapeaduttori di tossine (Maso & Garces,
2006).

L'esplosione di elevata biomassa algale produceerciyssioni sull’ecologia
dell’'ecosistema. In pochi giorni gli individui siproducono e diventano I'elemento
dominante della comunita ecologica, raggiungendmeru dell’ordine di grandezza
anche di decine di migliaia di cellule per litrappocando danni alla fauna acquatica a
causa della formazione di ambienti anossici e itapdb sulle attivita ricreative costiere
con discolorazioni dell'acqua, produzione di sch&yimuco e cattivi odori (Granéli &
Turner, 2006; Corsiret al, 2008).

Gli organismi produttori di tossine, invece, possatare origine a fenomeni pericolosi
per la salute del'uomo e dell’ecosistema marinchenquando la densita cellulare non é
abbastanza elevata da colorare 'acqua (Burkhatet, 2006; Poletti, 2007) e il fatto
che eventi tossici possano essere prodotti da assabconcentrazione degli organismi
che ne sono causa, implica una difficolta nei progni di monitoraggio della salute
umana (Maso & Garceés, 2006).

Inoltre, il bloom pud essere formato da specie cheitamente ad un’eccessiva
produzione di biomassa, emettono tossine capackcadisare problemi alluomo,

direttamente o tramite la catena trofica. (Gra&éliurner, 2006; Corsingt al, 2008).



Le specie algali tossiche appartengono principalenen taxa delle diatomee e dei

dinoflagellati; gli altri taxa sono molto meno rappentati, sia quantitativamente che
qualitativamente, e la loro presenza e legata dizmmi particolari.

Le fioriture di alghe dannose, a seconda deglitteffia esse prodotti, possono essere

classificate nel seguente modo ( Andersen, 1996):

a) fioriture di specie che provocano soltanto una m@mne dell’acqua, con
diminuzione della visibilita e della qualita estetied eventuale moria di pesci e
invertebrati acquatici, a causa delle conseguemtidizioni di ipossia. A questo
gruppo appartengono specie di dinoflagellati factiluca scintillan¥ e di diatomee
(es.Skeletonema costatgym

b) fioriture di specie che producono potenti tosstlee si accumulano lungo la catena
alimentare e che possono causare effetti vari opsumatori secondari (uomo e
animali superiori). Di questo gruppo fanno partgedsi generi di dinoflagellati
(Alexandrium Gymnodinium Dinophysis Prorocentrum e diatomee del genere

Pseudo-nitzschija

c) fioriture di specie che nella maggior parte dei cas sono tossiche per 'uomo, ma
risultano dannose in vario modo per pesci e inbesate (es.Chattonella antiqua

Chaetoceros convolutys

d) fioriture di specie produttrici di tossine che veng trasportate nell’aerosol dall'area

di fioritura fino alla costa (e¥arenia brevi3.

1.1.3 Incremento delle proliferazioni algali nel mado

Se le proliferazioni di alghe rischiose per gli unnsono, in senso stretto, un fenomeno
del tutto naturale, nelle ultime due decadi se negéstrato un considerevole incremento
in frequenza, intensita e distribuzione geografisadersonet al, 1989; Cospeet al,
1989).

Un esempio estremo € quello del Giappone, che @&b &l 1975 ha visto aumentare le
proprie fioriture tossiche annuali da 44 a circ8.30

Le fioriture dei dinoflagellatiAlexandrium tamarense Alexandrium catenelldino al

1970 avvenivano soltanto nelle acque temperatéEdetipa, del Nord America e del
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Giappone (Sournieet al, 1991); dal 1990 in poi, invece, si sono esteseha
nell’'emisfero meridionale, e quindi nelle acque d&ld Africa, Australia, Nuova
Zelanda, India e FilippineAlexandrium minutumche, noto fino al 1988 soltanto in
Egitto (Halim, 1960), e stato ora ritrovato ancheAustralia, Irlanda, Francia, Spagna,
Portogallo, Italia, Turchia, Tailandia, Nuova Zalane Giappone (Hallegraeét al,
1991; Yuki, 1994).

Con l'incremento, inoltre, dei problemi connesdagbesca indiscriminata nelle acque
costiere, molte nazioni stanno valutando i vantadggli allevamenti di pesci e
molluschi.

Queste attivita, attraverso un controllo piu riggralelle acque, portano di conseguenza
alla luce la presenza di specie tossiche mai atein passato.

Infatti, un po’ dovunque si moltiplicano le comuakioni scientifiche e sanitarie
riguardanti tossine appartenenti alla classe RHE, DSP, NSP e ASP.

L’accresciuto numero di rilevamenti € da imputargp@ggioramento delle condizioni
trofiche delle coste con aumento degli scarichi nima delle acquacolture (un
allevamento di 200.000 pesci rilascia una quaritazoto e fosforo equivalenti agli
scarichi non trattati di 65.000 persone) e al coswali mutamenti climatici straordinari
da effetto serra, su cui si sono innestate le diizani di specie algali esotiche, come
cisti quiescenti trasportate nelle stive di navi caico o neglistock di pesci da

allevamento.

1.1.3.1 HABs ed eutrofizzazione

Globalmente, l'eutrofizzazione é considerata ursvegminaccia per il funzionamento
degli ecosistemi costieri, in quanto legata alktrgenza e allaumento di fioriture algali
nocive (HABS).

Secondo la definizione dellOCSE (Organizzazione lpeCooperazione e lo Sviluppo
Economico), “l'eutrofizzazione e un arricchimentella acque dei sali nutritivi che
provoca cambiamenti tipici quali Iincremento delfmoduzione di alghe e piante
acquatiche, I'impoverimento delle risorse ittickee,generale degradazione della qualita
delle acque ed altri effetti che ne riducono e lpiano I'uso.”

Tale fenomeno € spiegato sia sulla base di causeatiahe antropogeniche (UNESCO,
1988). La principale caratteristica che distingaee tipi di eutrofizzazione e il tempo di
comparsa. Infatti, I'eutrofizzazione naturale e pmocesso che rientra in una scala di

lungo periodo. L’eutrofizzazione antropogenica, @wiene piu frequentemente nelle
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aree costiere per apporto di sostanze eutrofizzgotali fosfati e nitrati, ad opera
dell'uomo, si manifesta in tempi molto brevi, inauscala temporale di circa 10 anni. Tali
sostanze eutrofizzanti sono altamente nutritivel@eighe, le quali, in loro presenza, si
accrescono a dismisura producendo, per fotosirdesofilliana, grandi quantita di
ossigeno. Subito dopo la morte, le alghe sono@dtaaa batteri aerobi che le ossidano,
liberando anidride carbonica. La quantita di ogsigeonsumata dai batteri & piu elevata
se c’é molta sostanza organica da decomporre. éstgunodo si crea nell’acqua una
notevole diminuzione dell’'ossigeno disciolto e campromette la vita degli animali,
soprattutto nei bacini chiusi come i laghi e nerinpaco profondi come I'Adriatico (Fig.
3).

Dopo

Figura 3 Effetti dell'anossia sugli organismi di fondo.

by

L’evoluzione del degrado delle acque marine delifmaaord dell’Adriatico é stata
oggetto di molti studi. Particolare attenzione eatsst rivolta al fenomeno
dell'eutrofizzazione, che da anni affligge piu ormegravemente le acque costiere di
guesto bacino (Vollenweidet al, 1992).

La ricorrenza di bloom algali lungo le coste emnmbaromagnole ha indotto la Regione
Emilia Romagna ed il Centro Ricerche Marine di @esieo ad istituire, gia da tempo,
programmi continuativi di sorveglianza e di studidle cause innescanti il fenomeno.
Dai dati rilevati in campo e da studi sperimentkllaboratorio sono emerse man mano
indicazioni che tale degrado si deve attribuirapflorto eccessivo di sali nutritivi. Tra
questi si e visto che un ruolo predominante vierwdts dall’azoto e dal fosforo. Circa la
loro origine e stata rivolta particolare attenziahéume Po ed al suo bacino idrografico,

agli affluenti minore ed agli insediamenti costiemi quanto produttori principali di azoto
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e fosforo. In risposta a tali indicazioni, sia ladtone che il Governo centrale hanno
promosso programmi di risanamento, quali la limdae di polifosfati nei detergenti per
uso domestico, per far fronte al fenomeno dell@i#zazione.

Per i pericoli che possono derivare dai fenomereudrofizzazione delle acque, Hong-
Kong, il Giappone e diverse nazioni europee hareuisd di ridurre gli scarichi di fosfati
e di nitrati almeno del 50% nei prossimi anni: $insforzi, tuttavia, finiscono per
risultare vani, se rimangono iniziative isolate e sioé, i paesi vicini continuano ad

inquinare le acque marine.

1.1.3.2 HABs e cambiamenti climatici

E’ opinione comune presso le comunita scientifidie anche [l'effetto-serra e |l
riscaldamento degli oceani favoriscano lo svilupip@articolari microalghe, come pure
la migrazione di specie da certe aree geografigrsovnuove zone. Ad esempio, il
ritrovamento di alcuni fossili testimonia come ogenitori del dinoflagellat®yrodinium
bahamenseattualmente confinato solo in alcune aree trdpiedbia avuto in passato
una distribuzione geografica ben piu ampia; comaird canto, non & escluso che il
Pyrodinium nel prossimo futuro possa tornare a proliferack,eaempio, nelle acque
dell'Australia, che gia un tempo colonizzava (McNit1989).

Sono state, inoltre, osservate grosse coinciderazéatproliferazione dePyrodinium
nelle Filippine e in Indonesia con eventi climatparticolari, quali 'TENSO (EI Nino-
Southern Oscillation) (Maclean, 1989). Il forte Bi@ENSO verificatosi tra il 1991 e il
1994 e lincremento di fioriture di dinoflagellatiello stesso periodo tendono a
confermare tale ipotesi.

L’aumento della temperatura ha modificato 'andatoecliimatico delle precipitazioni,
concentrandole molto piu nelle stagioni invernate@sando I'aumento della dilavazione
dei terreni. L’assenza o la forte diminuzione dellegge durante la primavera, I'estate e
lautunno ha come conseguenza l'aumento dei gidlininsolazione media e con
temperatura superiore alla media.

Secondo le conclusioni del Rapporto del 1996 bdirgovernmental Panel for Climate
Change istituito dalla World Meteorological Organizatione dallUnited Nations
Environmental Programmel clima globale sta diventando via via piu caklaumido:
nell’ultimo secolo le temperature medie sono auatenti 0,3-0,6 gradi centigradi a
causadell’emissione di gas-serra come metano e anidrdbBonica; a seguito di questo

fenomeno learee continentali comprese tra 40 e 70 gradi diutihe mostrano un
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aumento della temperatura media, mentre quelletitudai piu basse presentano
diminuzioni della temperatura media.

L’aumento apparentemente minimo della temperategli dbceani sta avendo come
conseguenza lo scioglimento progressivo dei ghideciPoli, con diminuzione della
salinita media gia riscontrata in vaste aree deiséero nord, come il Mar del Nord e il
Mar Baltico.

Fenomeni di riscaldamento globale della Terra, lobfgl warming”, sono noti essere
avvenuti in varie ere geologiche, seguiti a volee glaciazioni. L'intensita di questi
episodi € molto variabile, cosi come non é regdkafero durata.

Le prove piu interessanti sulla loro frequenzapassato sono state trovate nei carotaggi
dei ghiacci antartici e artici, dove e stato rigcat® un aumento delle fioriture algali
legate ai periodi di “global warming”. Le caratwiche di questi eventi sono illuminanti
sul ruolo rivestito dall'intervento umano innesttoelle ultime “pulsazioni” naturali
climatiche: mentre nelle ere passate si risconttaaumento delle frequenze delle
fioriture, nell’attuale periodo di riscaldamentona@nta anche I'intensita delle stesse con
produzione di maggiore biomassa, sostenuta daligimaquantita di nutrienti presente

nei mari a causa degli sversamenti di natura aitiaop

1.1.3.3 HABs e ballast water

Infine, anche le acque di zavorra delle navi, im&ealle chiglie delle navi, vanno
considerate dei probabili vettori di plancton mar@a una parte all’altra del globo.

Le “ballast water” possono infatti contenere glgamismi presenti nelle aree portuali
dalle quali vengono pompate (virus, batteri, fitopiton, crostacei, molluschi, pesci), i
guali possono sopravvivere durante il trasportos essere immessi nell’ambiente dove
gueste vengono scaricate. La loro sopravvivenzguesto nuovo ambiente € legata
all'analogia con I'ambiente d’'origine. In questo a@woavviene la colonizzazione di aree
geografiche da parte di nuove specie algali.

Tale problema e apparso in tutta la sua gravitali ngni '80, quando alcuni
dinoflagellati tossici non indigeni sono stati odotti nelle aree di allevamento di mitili
presenti lungo le coste australiane, con disasttoeeeguenze economiche (Hallegraeff
& Bolch, 1992).

Enormi volumi di acque di zavorra sono in contimaovimento in tutto il mondo ed &

presumibile che aumentino in futuro con la glolmdzone dei commerci. E’ stato
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stimato che ogni anno circolano in tutto il mondea 10 miliardi di tonnellate di acqua
di zavorra.

Il problema dell'importazione di alghe tossiche mey cosi come di altri organismi
alieni, e stato ampiamente riconosciuto e docunt@irtavari paesi.

In Tasmania sono state campionate acque e sediraecdimulati nelle cisterne di
zavorra di grandi navi da carico e sono state atieoltre 300 milioni di cisti di
dinoflagellati in una sola nave (Anderson & Keafi385; Hallegraeff, 1998).

Al fine di ridurre i rischi associati al trasporthh specie pericolose attraverso le acque
delle navi, il 1 novembre 1991 I'Organizzazione Mana Internazionale ha ratificato
alcune linee di condotta, attualmente ancora fatted, quali il divieto di imbarcare
acqua durante la fioritura di specie tossicherda#iino dei porti, o la possibilita di trattare
le acque di zavorra con calore, shock elettricioa agenti chimici (Gl H,O, etc.)
(Bolch & Hallegraeff, 1993).

1.1.4 Le biotossine marine

Sono circa 5000 le specie algali identificate, elajuali circa 80 sono quelle che
producono tossine (Andersen, 1996). Le biotossiagna sono un gruppo eterogeneo di
composti chimici che determinano nelluomo, in segal consumo di prodotti ittici, una
serie di quadri clinici patologici noti con il temne di biointossicazioni; tali molecole
vengono prodotte principalmente da organismi faoptonici e fitobentonici ma anche
dai batteri. Queste biomolecole manifestano il leftetto come tali o attraverso le
trasformazioni metaboliche che si possono verificaei vari passaggi della catena
alimentare. Fra le microalghe i dinoflagellati sonincipali produttori di tali composti,
mentre per quanto riguarda le diatomee, attualmeotamente il generéseudo-
nitzschiae la speci¢dalamphora coffeaeformisono noti per la sintesi di biotossine.
Non si conosce I'importanza e il ruolo delle tossirel metabolismo delle alghe e non si
capisce il perché vengano prodotte, ma & comungeeche siano dei metaboliti
secondari.

Giungono all'uomo attraverso il sistema gastroitm@de (consumo di prodotti ittici
crudi, cotti o lavorati), il sistema respirator@efosol marino, spray) e la cute (attivita di
balneazione) (Poletti, 2011). Gli organismi filbatquali molluschi e tunicati eliminano
parte delle tossine assunte assieme all'acquat@dhioro apparato escretore, ma una
certa quantita permane nel loro corpo, soprategtbaccumulo € rapido e i produttori di

tossine sono abbondanti. Dunque i vettori piu cdmdinbiointossicazioni sono i
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molluschi bivalvi, ma anche i pesci che accumul@nssine lungo la catena alimentare
(Fig. 4).

Birds

Humans "\; . : :

Dolphins
‘Whales T
Fish
N ar
\ /

Shellfish

Figura 4 Harmful algal blooms nella catena alimentare atineé vie di esposizione.

Diversi studi hanno evidenziato I'importanza deogessi di biotrasformazione delle
tossine algali da parte dei molluschi e dei pesdiatti € stato dimostrato che |l

metabolismo di questi animali pudo modificare lautitra chimica della tossina,

determinando un cambiamento dell’effetto tossiamy fa renderla 40 volte piu potente
(Adeet al, 2003).

Le tossine algali marine possono anche provocamendopesci sia direttamente che in
seguito ad ingestione di piccoli molluschi planatorontaminati. | pesci sono in genere
molto sensibili a queste tossine e muoiono prim@wdngano raggiunte nelle loro carni
concentrazioni pericolose per l'uomo (Anderson, 4)99Tuttavia alcune tossine

liposolubili, come le ciguatossine, non hanno @ff@gnificativi sui pesci ma tendono ad
accumulare lungo la catena alimentare fino a raggte elevate concentrazioni nei
grossi pesci predatori che risultano quindi togséril'uomo (Adeet al, 2003).

Le biotossine marine, pur essendo un gruppo di osigtrutturalmente diversi fra di

loro, hanno alcune caratteristiche comuni. Sonapas e inodori, stabili al calore e al
trattamento con acidi, non & possibile riconosdar®ro presenza in fase di cottura e
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finora non esistono antidoti (Fukuyo, 2006). Dundmeottura dei frutti di mare o del
pesce non elimina il rischio di intossicazione eucchi gastrici dello stomaco non
modificano e non eliminano la tossina, che vienganere assorbita a livello intestinale.
Le biotossine possono essere suddivise in base l@ita solubilita in biotossine

idrosolubili e biotossine liposolubili (Polet al., 2003).

Attualmente la classificazione di questi compospiéttosto discussa. Inizialmente le
tossine sono state raggruppate in base al tipeuhtbssicazione determinata:

sindrome paralitica (PSP, paralytic shelfish paigj

- sindrome amnesica (ASP, amnesic shelfish poioning),
- sindrome diarroica (DSP, diarrhetic shellfish paisg),

- sindrome neurotossica (NSP, neurotoxic shelfisbrpog)

- ciguatera (CFP, ciguatera fish poisoning).

Tuttavia la questione & piu complessa, infatti mlaromposti sono stati erroneamente
inseriti in un gruppo solo per la loro presenzadncomitanza di altre tossine note, anche
se i sintomi e la chimica delle molecole sono défei.

Pertanto, la consultazione congiunta di esperti ABO/IOC sulle biotossine in
molluschi bivalvi, riunitasi a Dublino nel marzold2004, ha proposto di classificare le
tossine in otto gruppi, sulla base della loro stmat chimica (Toyofuku, 2006;
FAO/WHO/IOC, 2004):

- Azaspiracido (AZA)

- Brevitossine (BTXs)

- Imine Cicliche

- Acido domoico (DA)

- Acido Okadaico (OA)

- Pectenotossine (PTXs)
- Saxitossina (STXs)

- Yessotossine (YTXSs)

Relativamente alla diversita degli effetti negatisi possono riconoscere rischi per la
salute umana, impatti sugli organismi marini, inipstll turismo e sull’uso ricreazionale

delle aree costiere, danni all’ecosistema marimog@he & Oksfeldt Enevoldsen, 2000).
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Le specie dannose appartengono non solo ai dirediktige diatomee, ma anche ad altre
categorie tassonomiche, quali cianoficee, aptofieaafidoficee (Sellneet al, 2003),
comprendendo circa 80 specie tossiche (Fukuyo,)20@®0 specie nocive su un totale
di circa 5000 alghe marine planctoniche finora désce il loro numero e in aumento
(Zingone & Oksfeldt Enevoldsen, 2000).

1.1.4.1 Paralytic Shellfish Poisoning (PSP)

La sindrome paralitica da molluschi bivalvi (PSR)r&a delle sindromi neurotossiche piu
studiate e conosciute per le gravi conseguenzegdtice nei consumatori. Le tossine
responsabili della sindrome sono rappresentatea dakitossina e dai suoi circa 21
analoghi (gonyautossine) e sono tra le neurotossatgrali pitu potenti finora note. Le
tossine PSP agiscono sui canali del sodio bloccdrtdasporto di questi ioni attraverso
la membrana impedendo pertanto la trasmission€indglliso nervoso nei nervi
periferici e nei muscoli scheletrici con consegeepéaralisi respiratoria e morte (Kao,
1972). Tutte le tossine sono idrosolubili e terrabdt, stabili in ambiente acido ma non
alcalino (Schantz, 1961). Chimicamente i vari aghisi distinguono in carbamiltossine,
sulfocarbamiltossine, decarbamiltossine, deossilaaaltossine, aventi diversa tossicita
(Llewellyn, 2006).

| primi casi europei di sindrome paralitica da bwdurono descritti nel 1885; la tossina
fu isolata per la prima volta nel 1957 dal mollu§axidomus giganteusccolto in zone
costiere dell’Alaska (Schantz, 1957), ma la suattenizzazione chimica risale al 1975
(Bordneret al. 1975; Schantet al, 1975).

In ambienti marini, le STXs sono principalmentedotie da dinoflagellati appartenenti
ai generiAlexandrium Gymnodiniunme Pyrodinium(Lefebvreet al, 2008; Oshimat al,
1993; Usupet al, 1994). In particolare, nelle acque temperatépdsine idrosolubili del
tipo PSP sono prodotte da specie algali apparteatrgenereAlexandriumaquali A.
tamarense, A. catenelld). acatenella, A. fundyense A. minutum(Taylor, 1984).
Responsabile della produzione di PSP nei mari ¢edpié invece Pyrodinium
bahamensevar. compressamentreGymnodinium catenatutma un’ampia distribuzione
geograficache va dalla costa atlantica e mediterradelda Spagna alla costa pacifica
dell’America, alGiappone, all’Australia.

Nel Mediterraneo sono presenti specie del geA@randriume ceppi diG. catenatum

che producono tossine PSP.
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Il pericolo di intossicazione, nella maggior padei casi, € associato al consumo di
molluschi bivalvi che filtrano acqua contenenteludel algali tossiche, accumulando
tossine nei loro tessuti, senza apparente danngepsessi (Gainest al, 1988).

| bivalvi maggiormente responsabili di questa istcazione nel’'uomo sonMytilus
edulis e Saxidomusgiganteus.Le tossine PSP vengono trasferite anche a livalli p
elevati della catena alimentare, ed in particotemiegpesci (Changt al, 1997).

Nel 1989 sono stati riscontrati mitili tossici 8P lungo le coste spagnole; nel 1994
sono comparse tossine PSP in mitili della costali@morromagnola prodotte dalla
dinoflagellataAlexandrium minutun@Poletti & Viviani, 1999).

La saxitossina € una tossina ad elevata tossieitiymmo, con effetti analoghi a quelli
della tossina botulinica (Steidinger & Baden, 19840, 1984); la gravita dei sintomi
dipende dalla quantita di tossina che € stataiiager

| sintomi insorgono entro 30 minuti dall'ingestiodiemolluschi contaminati e consistono
in parestesie alla bocca, labbra, lingua, all'estt& degli arti, profonda astenia
muscolare, impossibilita a mantenere la posizioreitae con perdita dell’equilibrio
(Auerbach, 1988). Nei casi piu gravi I'evoluzionenelto rapida e la morte avviene per
arresto cardiocircolatorio in un tempo variabildl@2 alle 12 ore. Attualmente vi sono
oltre 2000 casi di biointossicazioni I'anno (TradR006).

| pazienti che superano le prime 12-24 ore, indipatemente dalla quantita di tossina
ingerita, di solito si riprendono rapidamente; irca il 50% dei pazienti permangono per
circa tre settimane astenia e perdita di memoo&he attualmente non sono disponibili
antisieri efficaci contro tutte le tossine PSPtelapia rimane essenzialmente sintomatica
per combattere la paralisi respiratoria (Auerbd®88) e consiste nel lavaggio gastrico;
nei casi piu gravi si fa ricorso all'intubazionealta ventilazione meccanica. Poiché la
tossina € instabile in ambiente alcalino e utilgilizzo di bicarbonato di sodio (Adet
al., 2003).

L’attuale normativa (Reg. CE 853/2004) ha fissatbmiti di tolleranza di 800 pg
STX/kg di tessuto edibile.

1.1.4.2 Diarrhetic Shellfish Poisoning (DSP)

La sindrome diarroica da molluschi bivalvi (DSPu®a definizione proposta per una
intossicazione nettamente diversa da quella PSpesiaintomatologia che per eziologia

(Yasumoto et al, 1978). Si manifesta dopo il consumo di molluschie hanno
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accumulato tossine da diverse specie di dinoflagellPur non essendo letale,
rappresenta un importante problema sanitario.

La natura tossico-algale di questa sindrome é stataosciuta dopo numerosi casi
diarroici a elevata morbosita che si sono verifigat Giappone alla fine degli anni
settanta (Yasumotet al, 1980).

A partire dal 1980 iniziarono a registrarsi casD@P nei paesi europei che si affacciano
sull’Atlantico e nel mare del Nord fino a compatrineAdriatico nel 1989, interessando la
fascia costiera del’Emilia Romagna, dove si veafono un centinaio di casi di disturbi
diarroici in consumatori di mitili, e interessandache le coste del Veneto, del Friuli
Venezia Giulia, delle Marche e dell’Abruzzo; altasi si registrarono lungo le coste
della Slovenia e della Croazia.

Le tossine DSP sono prodotte da dinoflagellati gemeri Dinophysise Prorocentrum
varie specie di queste alghe sono presenti nel teledneo e nei mari italiani e si
caratterizzano per il fatto di non produrre maresse. L'associazione tra DSP e varie
specie diDinophysise Prorocentrumé ampiamente documentata e le contaminazioni di
molluschi predanti queste specie sono segnalateutto il mondo (Wright, 1995;
Madiganet al., 2006).

In Adriatico sono state identificate 55 specieDdnophysis(Sidari & Honsell, 1994),
anche se finora si e dimostrata la produzione sBit@ DSP solo per alcune specie, tra
cui D. acuminata, D. acuta, D. fortii, D. mitra, D. notdata, D. tripogLeeet al, 1989)

e D. sacculugGiacobbeet al, 2000). Le intossicazioni dell’Adriatico del 1®8urono
associate alla presenzaldifortii, D. tripos e D. caudatgBoniet al, 1992).

Le tossine prodotte da queste microalghe sonotpdlieiclici, composti liposolubili e
temostabili, che tendono ad accumularsi nell'epmtopeas dei molluschi bivalvi
(Whittle & Gallacher, 2000).

Le tossine DSP possono essere divise in quattssickrutturali diverse per effetti

tossicologici, meccanismi d’azione e lesioni biocitihe:

1. tossine acide: acido okadaico e derivati (OAS) ;
2. tossine neutre: pectenotossine (PTXs);

3. yessotossina e derivati (YTXs);

4. azaspiracido e derivati (AZAS)
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Per quanto riguarda gli ultimi due gruppi di togsgueste sono state attribuite al gruppo
delle DSP in quanto sono state spesso ritrovatenn#uschi in associazione con l'acido
okadaico e le dinophysitossine, ma risultano defféirper tossicologia e per meccanismo
d’azione (Polettet al, 2003).

1. Acido okadaico (OA) e dinophysistossine (DTXs)

Due generi di dinoflagellatDinophysise Prorocentrum sono coinvolti nella produzione
di acido okadaico (OA) e dinophysitossine (DTX1,X2T DTX3).

L’acido okadaico fu isolato per la prima volta dauame spugneHalicondria okadaie
Pandaros acanthifoliumma l'origine della tossina e dei suoi derivati venndividuata
nella dinoflagellata bentonic®rorocentrum limae nella dinoflagellata planctonica
Dinophysis fortii

Nel giugno 1989 il riscontro, da parte di ricercatdel Centro Ricerche Marine di
Cesenatico, di cellule dinophysis fortiinell’epatopancreas di mitili raccolti nella fascia
costiera dellEmilia Romagna permise di accertahe €origine dei numerosi casi
diarroici verificatisi in consumatori di mitili er® imputabili a biointossicazioni del tipo
DSP (Polettiet al, 2003).

L'acido okadaico e i suoi derivati (OAs) essendpodiolubili possono attraversare
facilmente la membrana cellulare (Suganuma, 19897, DTX1 e DTX2 inibiscono
selettivamente le proteine fosfatasi alterandacessi di fosforilazione-defosforilazione
fondamentali per la regolazione dell’attivita cédhe. L'acido okadaico probabilmente
provoca diarrea stimolando la fosforilazione chetadla la secrezione di sodio da parte
delle cellule intestinali, con conseguente pergitssiva di fluidi; inoltre c’@ una
stimolazione diretta della muscolatura liscia dgeféstino (Shibatat al, 1982).

Nell'uomo i disturbi sono gastrointestinali e compdono diarrea (92%), nausea (80%),
vomito (79%) e dolori addominali (53%). | sintonorapaiono da 30 minuti a 12 ore
dall'ingestione dei molluschi e possono durare fn8 giorni nei casi piu gravi senza
lasciare conseguenze.

L’acido okadaico e un potente promotore tumoraletes animali (Fujikiet al, 1991);
studi epidemiologici compiuti lungo le coste frasicee hanno rivelato I'associazione
con il cancro dell’apparato digerente (dell’esofagello stomaco, del colon e del
pancreas) nei consumatori di molluschi contaminatario grado (Cordieet al, 2000).

Il Reg. 853/CE/2004 indica un limite di 160 ug duesalente acido okadaico per kg di
parte edibile assunta (Reg. 853/CE/2004).
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2. Pectenotossine (PTXs)

Le pectenotossine (PTXs) sono un gruppo di polietéelici di origine marina
strutturalmente divisi in due gruppi (Yasumab al, 1984); la PTX-1 fu la prima a
essere isolata dalla ghiandola digestivRalinopecten yessoensis

L’origine di queste tossine e attribuito a micrdegppartenenti al gendbénophysis In

D. fortii & stata dimostrata la presenza di una pectenotdaiRTX-2 (Leeet al, 1989);
anche in AdriaticoD. fortii mostra la presenza di PTX-2 oltre a quella deldlaci
okadaico (Draisciet al, 1996). La PTX-2 é ritenuta il precursore dellltrea
pectenotossine attraverso processi di biotrasfaonazad opera dei bivalvi.

Sono ancora scarse le conoscenze su queste molgtosudi condotti sul topo per
mezzo di estratti di molluschi contaminati hann@enriziato tossicita a livello del fegato,
dello stomaco e dell'intestino (Ishige al, 1988).

Fino ad oggi non sono stati registrati casi di $stoazione umana attribuibili a queste
tossine; i dati a disposizione sulla mortalita tegdo si riferiscono esclusivamente a
guanto osservato in seguito ad iniezione intrapeedle (i.p.) e non sono sufficienti per
fissare solidi fattori di equivalenza tossica (JpEr 'uomo.

La pectenotossina con piu alta letalita € la PTef@ si trova nella forma meno ossidata,;
guest'ultimo aspetto induce a pensare che i mdiius@mno in grado di diminuire la
tossicita delle PTXs attraverso I'ossidazione dKFZI(Adeet al., 2003).

L’'Unione Europea ha stabilito, con il Reg. CE 8%®2, un limite di tolleranza per 'AO
e i suoi derivati di 16Qg/Kg di parte edibile di mollusco.

3. Yessotossine (YTXs)

Le YTXs sono state isolate per la prima volta imgpone dalle ghiandole digestive di
molluschiPatinopecten yessoensaccolti nella baia di Mutsu (Murag al., 1987).

In Italia la prima dimostrazione della presenzgehsotossine in mitili risale al giugno
del 1995 nelle acque del’lEmilia Romagna (Cimimedt al, 1995); successivamente
analisi su mitili raccolti nella stessa area coatieell’agosto del 1996 e nel luglio del
1997 misero in evidenza la presenza di analoghe &@'Xs (Satakeet al, 1996; Tubaro
et al, 1998): homo-yessotossina, 45-idrossi-homo-yessota e 45-idrossi-
yessotossina. Successivamente fu identificato Wro analogo della yessotossina,
denominata adriatossina (ATX), nel mare AdriatiCginiello et al, 1998).

Le YTXs si accumulano in prevalenza nell’epatopasatei molluschi.
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La grande varieta e abbondanza di yessotossinsemgrelungo le coste dell’Emilia
Romagna, costituisce uno dei principali problen lgeraccolta e commercializzazione
dei molluschi bivalvi.

Due specie di dinoflagellati sono considerate raspbili della produzione di
yessotossineProtoceratium reticulatum e Lingulodinium polyedrum(Satakeet al.,
1996; Tubarcet al, 1998; Pazt al, 2004).

Nel 2006 anche la dinoflagellaGonyaulax spiniferauna specie piuttosto comune nei
popolamenti adriatici, fu associata alla produzidngessotossine (Rhodesal., 2006).
Gia nellautunno del 2004, la produzione di unaeser allevamenti di mitili lungo le
coste dellEmilia-Romagna fu sospesa a causaadllilNTXs che superavano il limiti di
legge. In tale occasione 'analisi della compogsigiditoplanctonica portd alla luce che,
durante il periodo di chiusura degli allevameifi, reticulatume L. polyedrumerano
guasi assenti in mare, ment& spiniferaera presente ad elevate concentrazioni. Cio
suggeri cheG. spiniferapoteva essere responsabile della tossicita néi fitu mare
(Riccardiet al, 2009).

Negli studi sugli effetti tossici della yessotosstome tale e della sua forma desulfatata,
e risultato che la prima ha come organo bersagtiodcardio mentre la seconda il fegato
e il pancreas (Teraet al, 1990). Le discrepanze di effetti tossicologiei due tipi di
somministrazione, potrebbe essere dovuta al fait icgruppi solforati ne riducono
I'assorbimento nel tratto digestivo (Poletdtial, 2003, Poletti, 2007).

Non si conoscono casi di intossicazione umanéatbili alle YTXs (Toyofuku, 2006).
Attualmente il limite previsto dalla legislazionegente (Reg. CE 853/2004) per le
yessotossine e stato fissato a 1 mg YTXs/Kg diepedibile di mollusco.

4. Azaspiracido (AZA)

Il primo episodio di intossicazione da azaspirac{@@A) risale al 1995 quando nei
Paesi Bassi si registrarono casi di forti distgdstrointestinali dopo il consumo di mitili
irlandesi raccolti nella baia di Killary (McMahon &ilke, 1996); da allora, numerosi casi
sono stati rilevati in una varieta di specie diaw (Fureyet al, 2003; Rehmanet al,
2008), provenienti da diversi paesi europei, tisacghe ['ltalia.

Per diverso tempo si € ritenuto che l'organism@aesabile fosse una dinoflagellata
appartenente al genelReotoperidinium(Yasumoto, 2001; James al, 2003). Tuttavia

si tratta di organismi eterotrofi e non coltivalpkr cui le evidenze della tossicita erano

limitate.

21



Durante una crociera di ricerca nel Mare del Nogtlgiugno 2007, Tillmann ed i suoi
collaboratori trovarono le maggiori concentrazidnAZA nella frazione di fitoplancton
compresa tra 8-20 um (Kroek al, 2008), escludend®rotoperidiniumcome organismo
produttore di AZA.

Nelllambito di tale ricerca fu isolato con succedswganismo produttore di AZA; si
tratta di una piccola dinoflagellata di cui si muto gli organismi eterotrofi (come
Protoperidiniunm): una nuova specie chiamaggadiniun spinosun{Tillmann et al,
2009).

L’azaspiracido e una tossina liposolubile e termloig¢ della quale non si conoscono al
presente i meccanismi d’azione che ne fanno ursn@gatologica per 'uomo.

Tutti i sintomi osservati nelluomo dopo il consumiomolluschi contaminati da AZA
appaiono poche ore dopo l'ingestione, e comprend@ousea, vomito, grave diarrea e
crampi allo stomaco (McMahon & Silke, 1996). La atdh persiste per 2-3 giorni e,
durante l'incidente in Arranmore Island, vi fu iepo recupero in tutti i casi . Ad oggi,
non e’ stato segnalato nessun effetto a lungo texnii'intossicazione da AZA rimane
una malattia rara, dato che solo 5 eventi sono sfatrtati fino ad oggi; tuttavia, e
probabile che vi & un’elevata percentuale di ss#igralazioni a causa della rapida
scomparsa dei sintomi e nessuna precedenza datas{Twineret al, 2008).
Attualmente il limite previsto dalla legislazionegente (Reg. CE 853/2004) per gli

azaspiracidi € stato fissato in 16§/Kg di parte edibile di mollusco.

1.1.4.3 Amnesic Shellfish Poisoning (ASP)

| primi casi di intossicazioni con sindrome ampasiia molluschi bivalvi documentati
risalgono al novembre 1987 quando in Canada 158operricorsero a cure mediche
mostrando disturbi di tipo gastrointestinale quealusea, vomito. Oltre a disturbi di tipo
gastrointestinale, questa intossicazione provocalénni casi confusione e perdita di
memoria, da cui il termine MAnesic ShellfisPoisoning (ASP) proposto per questa
sindrome (Wrightet al, 1989). In tale occasione si registrarono ancbedecessi in
soggetti ultrasessantenni.

La causa venne attribuita alla ingestioneMiftilus edulis contaminati durante una
fioritura della diatomedseudo-nitzschia multiserieggrecedentemente conosciuta come
Nitzschia pungen$ multiseries(Bates, 2000); si accertd che la tossina preseeie
molluschi responsabili della biointossicazione l&eido domoico (DA), un aminoacido

neurotossico relativamente raro, non presente pedieeine, isolato per la prima volta
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negli anni ‘50 dalla macroalga rossa del GiappGhendria armata domoi| cui effetto
maggiore € a livello del sistema nervoso centrgencipalmente nella regione
dell’ippocampo.

Questa tossina, attraverso la catena alimentaraguonularsi nei livelli trofici superiori
(Doucetteet al, 2006).

Le microalghe appartenenti al gendétseudo-nitzschi@ono ampiamente distribuite in
tutte le acque del mondo, con alcuni taxa che ranstta produzione di DA, mentre altri
no. Inoltre la tossicita puo variare considerevaiteesia tra le diverse specie, che
all'interno della stessa specie (Ciminiedibal, 2005).

In ltalia, il problema del possibile rischio saniteassociato alle tossine ASP e stato
sollevato quando, negli anni 1988/91, sono compasdlalto e medio Adriatico
aggregati mucillaginosi contenenti diatomee delegef®seudo-nitzschialn realta fu
possibile escludere la presenza di acido domoicquesti aggregati (Vivianet al,
1995).

Ricerche sul meccanismo d'azione dellacido domoi@mno mostrato che questo
aminoacido, analogo dell’acido glutammico e deltackainico, agisce sui recettori
dell'acido glutammico, uno dei principali neurotraettitori del sistema nervoso centrale
(Todd, 1993). Questo meccanismo d’azione a livdidle sinapsi spiega in parte gli
effetti neurotossici dell’acido domoico. Quandozi@ne dellacido domoico porta ad
un’attivazione eccessiva e prolungata dei recetlelfacido glutammico e dell’acido
aspartico si genera una ipereccitazione che pugopave lesioni irreversibili a livello
neuronale. Le autopsie eseguite hanno evidenziatwosi neuronale e astrocitosi,
principalmente nella zona dell'ippocampo e del aaallel’amigdala, cause dei disturbi
neurologici (Tubaro & Hungerford, 2007).

La sintomatologia da ASP non si limita al sistereavnso ma riguarda anche I'apparato
digerente.

Attualmente il limite di tolleranza previsto daligislazione vigente (Reg. CE 853/2004)

per I'acido domoico e pari a 20 mg/kg di tessutibiézldi mollusco.

1.1.4.4 Neurotoxic Shellfish Poisoning (NSP)

L’intossicazione da NSP é causata da biotossineotwmsiche (brevitossine) prodotte
principalmente da dinoflagellati del genekarenia; il rischio per 'uomo deriva
dall'ingestione di molluschi contaminati e dall'laaione di aerosol contenente cellule

algali o le stesse tossine (Whittle & GallachelQ@0
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La microalgaKarenia brevise causa di frequenti maree rosse nel Golfo delsMes
lungo le coste della Florida e in Carolina del N@U&A) alle quali sono spesso associate
ingenti morie di pesci, mammiferi ed uccelli maribandsberg, 2002), mentre nel’'uomo
provoca disturbi gastrointestinali e sintomi neagiti e/o problemi respiratori. Se
vengono ingeriti dei molluschi contaminati, i pripali sintomi sono sensazione di
paralisi alla bocca e alle dita, rallentamento lolgitito, sensazione di caldo e freddo,
midriasi e lieve diarrea (Tubasat al, 2007).

La pratica di mangiare i pesci interi (di alcunencmita asiatiche e di altre culture)
espone le persone ad elevato rischio di avvelenmmen quanto i piu alti livelli di
brevitossina sono stati trovati nel fegato e neiteouto dello stomaco dei pesci. Le
brevitossine possono persistere nei pesci, inqudatie nel fegato, per piu di un anno
dopo la terminazione della fioritura (Nagtral, 2007).

| bloom di K. brevis sembrano cominciare al largo e nel giro di divessdimane il
numero di cellule aumenta e il bloom viene trasggortda venti e correnti vicino alla
costa. Qui si sviluppa ulteriormente e I'alga puénglere il sopravvento sulle altre specie
coprendo aree di migliaia di Kme perdurando per mesi. Inoltre, diversi studi leann
documentato la produzione di brevitossine da pairtelcune rafidoficee (ad esempio,
Chattonellaspp.) (Hallegraefét al,, 1998).

La NSP e una forma relativamente blanda di intaggime da molluschi bivalvi; la
guarigione avviene in pochi giorni e non sono gigbrtati casi letali. Se viene inalato
dell'aerosol tossico, si possono determinare foriiazioni della congiuntiva e delle
mucose, soprattutto nasali, seguite da tosse seacarrea.

Anche in questo caso la tossina agisce sui camaheinbrana del sodio, rilasciando
acetilcolina che causa contrazione della muscaatiscia tracheale (Tubaret al,
2007).

Attualmente non sono previsti limiti di tolleranpar le brevitossine; la determinazione
avviene in maniera indiretta, a seguito di pogaialla prova biologica (morte del topo)

per il gruppo delle tossine liposolubili.
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1.2 ORGANISMI RESPONSABILI DELLE BIOINTOSSICAZIONI

1.2.1 | molluschi filtratori

I molluschi lamellibranchi si nutrono per filtrazie, pompando acqua attraverso le
branchie e trattenendo tutte le particelle di disi@m comprese tra 2 e 90 micron; la
velocita di filtrazione dipende dalla temperaturdadle condizioni ambientali: in media
filtrano 2,5 litri di acqua all’'ora, estraendo iB%® delle alghe disponibili. Le tossine
presenti nelle alghe sono quindi trattenute e aotnaie nei molluschi bivalvi, rendendoli
tossici anche in sole 24 ore durante una fioritaigale; il consumo di molluschi (o
pesce) contenenti biotossine causa malattia netiyacon sintomi piu 0 meno gravi a
seconda della tossina, della concentrazione e dellabinazione di piu tossine. Le
tossine si accumulano nella ghiandola digestivatgancreas) senza causare patologia
nel mollusco, che allesame ispettivo non e distibtee da quelli non tossici. Con il
tempo, in acque prive di tossine algali, i mollispbssono ridurre la loro tossicita.
Diversi studi, effettuati sui mitili, dimostrano leapacita di autodepurazione di tali
organismi.ll metodo di detossificazione piu usato prevedeakferimento demolluschi
tossici in acque prive di plancton tossico, pempaterel’autodepurazione(Polettiet al,
1995).

Tale metodo, tuttavia, non é applicabile a queglertebrati(ostriche, pettini) che hanno
meccanismi di decontaminazione molto lenti.

Senza contare che il trasferimento di grosse gw@aghtimolluschi da un’area contaminata ad
un’altra non contaminata e al tempo stesso fatieoswlto dispendioso.

Shock elettrici o I'impiego di cloro possono rideit livello di contaminazione nei molluschi
ma, al tempo stesso, alterano le proprieta org#iuble del prodotto, diminuendone
I'appetibilita.

Risulta quindi non prevedibile il processo di dggaione, dipendendo dalla specie del
mollusco, dal tessuto in cui la tossina si accumdil’attivita di filtrazione, dalle
condizioni idrogeografiche. Le tossine possonotinfananere oltre un anno nei tessuti
del sifone di alcune specie. Risulta pertanto diffiente praticabile il trattamento di
depurazione o la stabulazione per cui i programmiprgvenzione consistono nel
monitoraggio continuativo delle aree di raccoltalicallevamento con determinazione
della concentrazione algale nelle acque e nei sctiu

Gli organismi responsabili del trasferimento ditbgsine all'uomo non sono solo i

molluschi filtratori; infatti nelle zone tropicaé comune un tipo di intossicazione, detta
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Ciguatera Fish Poisoning(CFP), che deriva dall'ingestione di pesci contatiin
(Andersen, 1996).

In Adriatico, un episodio di biointossicazione dtwval consumo di organismi diversi dai
molluschi risale al dicembre del 2004. In tale stoae furono osservati nausea, cefalea,
vertigini, annebbiamento della vista e diplopiaj seggetti che avevano consumato

ascidie della specidicrocosmus sulcatug-ig. 5), raccolte nel nord Adriatico.

Figura 5 Microcosmus sulcatus

Il saggio biologico risultdo positivo al protocolldSP (fase metanolica), suggerendo la
presenza di tossine idrosolubili. Di conseguenziadaolta, la commercializzazione e |l

consumo di questi organismi filtratori furono vigtaelle zone colpite.

1.2.1.1 | Mitili: caratteri morfologici e biologic

| principali vettori delle tossine algali sono i huschi bivalvi, in particolare i Mitili.
Questi ultimi sono ampiamente diffusi nel Mediégreo, ove sono presenti con due
specie, iIMyitlus edulis(Linnaeus, 1758) e Mytilus galloprovincialis(Lamark, 1819);
nel mare Adriatico la specie piu diffusa é costitulalMytilus galloprovincialis(Fig. 6),
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il cui allevamento rappresenta, in alcuni bacirfra i quali quelli dell’alto e medio

Adriatico, una importante risorsa economica.

Figura 6 Mytilus galloprovincialis(Lamark, 1819)

Il mitilo ha un corpo compresso costituito da unachiglia liscia e allungata formata da
due valve simmetriche di forma cuneiforme di coloego o nero violaceo, internamente
madreperlacee; la lunghezza € mediamente di 5/8romil mitilo pud raggiungere gli
11 cm. La conchiglia & costituita da Caf@istalizzato ed e il prodotto dell'attivita
metabolica delle cellule del mantello che trasfarmd bicarbonato di calcio, disciolto
nell’acqua, in cristalli di carbonato conglobatiuna sostanza organica, anch’essa secreta
dal mantello, detta conchiolina (Gardenghi, 1978).

Le valve sono unite da un legamento elastico chéalspetto di una banda di colore
brunastro, costituito da conchiolina che permelie stesse di assumere una posizione
leggermente divaricata (Fig. 6); la chiusura vieteterminata dalla contrazione di
muscoli adduttori, anteriore e posteriore, insgrérpendicolarmente rispetto alle valve.
Questi muscoli sono composti da una combinaziorfédodd muscolari lisce e striate; le
prime consentono la chiusura protratta nel temple dealve, mentre le seconde
assicurano la loro chiusura immediata.

| muscoli aduttori rivestono un ruolo essenziale lpesopravvivenza del mollusco in
guanto regolando I'apertura e la chiusura dellgezabnsentono la difesa dai predatori in
mare e permettono la sopravvivenza, per periodi @iimeno lunghi, al di fuori
dellambiente marino. La chiusura delle valve pdtmea trattenuta del liquido
intervalvare, consentendo alla branchie di contewwed espletare la propria funzione

respiratoria, avendo la capacita di captare I'assigatmosferico (Mengoli, 1998).
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In corrispondenza del legamento elastico € preseméecerniera o cardine formato da
dentelli e incisioni della conchiglia che assicurahe le valve mantengano la posizione.
Nei pressi del legamento elastico e della cerngrarova il punto di inizio di
accrescimento della conchiglia chiamato umboneta ssiliperficie delle valve sono
visibili degli anelli concentrici di crescita.

All'interno delle valve ha sede il sacco dei visceontenente gli organi interni (Fig. 7),
il quale e rivestito da un epitelio aderente allgpesficie interna delle valve, detto

mantello.

Figura 7 Organizzazione anatomica del mitilo.

Tra i lobi del mantello si trova il piede che appaome una formazione impari disposta
lateralmente in mezzo alle branchie. Si presentaladorma di piccola lingua, molto
estensibile, e la sua superficie ventrale o piantaoperta di ciglia. Il piede e costituito
da strati muscolari circolari e longitudinali . Bulinea medio-ventrale del piede si apre
la ghiandola bissogena, la quale produce dei fitdm® bisso che, partendo in fascio
divergente dal suo orifizio, si fissano ad un stdtet mediante la propria estremita
allargata a forma di lente. Il piede ha anche uicaopa capacita locomotoria, infatti
guando l'animale non gradisce rimanere nel luogaun si trova, si avvicina il piu
possibile al ciuffo del bisso, poi lancia dei nuddamenti nella direzione desiderata,
passa il piede nei vecchi filamenti e man manoripe.

Fra il mantello e il piede & presente una cavitdodgnata cavita del mantello o cavita

palleale.
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Lo scambio gassoso viene assicurato dal mantelfile branchie: 'acqua aspirata viene
convogliata alle due branchie o ctenidi, contermgéla cavita palleale, costituite da
lamelle branchiali rivestite da un epitelio ciliathe assicura gli scambi respiratori e
favorisce la circolazione delle particelle in sasgiene trattenute verso l'apparato
digerente.

Le branchie hanno una struttura estremamente ssanglitipo filamentoso e vengono
chiamate filibranchie. L’aumento di complessitdalstruttura delle branchie nella classe
dei bivalvi e volta quasi esclusivamente alla spleiazione nella captazione del cibo.
Per cui quanto piu primitiva e la struttura delfarizhia, tanto piu predomina la funzione
respiratoria su quella alimentare.

Essendo organismi sessili bentonici, si alimentaitvaverso un meccanismo di
filtrazione (filter feeding) e si nutrono direttante di microalghe o di altro materiale
organico in sospensione filtrando una rilevantentjtea d’acqua; per questo sono in
grado di accumulare, anche in brevissimo tempo¢ceanazioni di ficotossine mortali
per un eventuale consumatore.

Le ciglia sulla superficie dello ctenidio creancaworrente di acqua attraverso il sifone
inalante, facendola passare tra i filamenti det@nbhie (Fig. 8); queste ciglia hanno
anche il compito di far scendere il muco (miscakxhiosa di mucopolisaccaridi in cui
vengono intrappolati i microrganismi acquatici gobeticelle di cibo e che serve anche a
facilitare la respirazione), sotto forma di un aomd continuo, lungo i filamenti fino
all’apice della branchia, dove viene sospinto davimento circolare in un particolare
solco verso la bocca. Dopo il passaggio sottodadirie, i granelli di sabbia e | materiali
indigesti vengono separati ed espulsi assiemecglia dal sifone esalante, mentre le

particelle di cibo vengono portate dalle cigliaadocca.

Muscelo adduttore

Ctenidio

Sifone

Sifone

inalante
—— Tragitto del muco e defle particelle di cibo
Lo s S Tragitto del flusso di acqua

Figura 8 Schema che raffigura il tragitto del flusso di a@@udelle particelle di cibo nei bivalvi.
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L’'apparato digerente semplificato € costituito dalpp labiali, bocca, stomaco,
epatopancreas, intestino e ano (Gardenghi, 1978).

Lo stomaco si presenta come un lungo diverticolecaiche contiene lo stilo del
cristallino, sottile fusto trasparente che, mosaaidlia vibratili, gira su stesso liberando
enzimi quali amilasi, cellulasi e lipasi (MengdlR98).

L’epatopancreas e una ghiandola digestiva comutdcaon lo stomaco dove viene
svolta la funzione digestiva; il materiale digerttene convogliato nell'intestino e
all'ano dove sfocia nella cavita palleale e, tramit sifone esalante, convogliato
all'esterno.

L’elevata capacita filtrante porta all'’accumulo] ndtilo, di inquinanti di diversa natura
o tossine.

L’apparato escretore € costituito da nefridi dglotidei metanefridi, che svolgono
un’intensa attivita filtrante i cui prodotti catdlmd sono costituiti per lo piu da
ammoniaca e urea.

L’apparato circolatorio € di tipo aperto a circata® incompleta e mista con il cuore
composto da un ventricolo e due atri; il ventric@lardiaco é attraversato dal tubo
intestinale, senza che avvenga comunicazione ifoa llosangue contiene come pigmento
respiratorio I'emocianina.

Il sistema nervoso & semplice di tipo gangliare @anaoni neurali.

La riproduzione e di tipo sessuale e i sessi s@mei@imente separati; le gonadi sono
costituite da tessuto ghiandolare che si insinaailfrmantello e gli organi interni; i
gameti vengono rilasciati da follicoli genitali eorpati all’esterno tramite il sifone
esalante, soprattutto lo sperma poiché le uovdta kimangono nella cavita palleale fino
ad un certo stadio dello sviluppo larvale; la fetamione avviene generalmente
all’esterno, in mare, ma anche nella cavita pale&lle femmine (Gardenghi, 1978).

Il ciclo riproduttivo subisce variazioni in basdeakone geografiche; nel medio e alto
Adriatico le gonadi sono mature tra settembre @boét e la produzione di gameti avviene
per tutto I'inverno fino alla primavera, con alcysicchi di produzione. In tali periodi
'emissione di gameti avviene in quantita elevatgnf emissione varia dai 5 ai 12
milioni di gameti). Dall’ovocita fecondato si svidpa un primo stadio larvale dotato di
ciglia (larva trocofora); dopo alcuni giorni laVar si trasforma in veliger, caratterizzata
dalla disposizione a vela delle ciglia; successeat® avviene la trasformazione in larva

pelagica idonea alla colonizzazione di nuove zoagarantire il flusso genico. In cinque
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settimane la larva diventa un giovane mitilo dicais5 mm. ed € pronto ad aderire a
substrati duri tramite i filamenti di bisso (Babal, 2007).

1.2.1.2 Mitilicoltura: economia e produzione

Il sistema della mitilicoltura € caratterizzato W struttura complessa in cui convivono
ancora retaggi frutto di antiche tradizioni e tebei di allevamento assai moderne e di
carattere intensivo. Il processo di trasformazimeeso pratiche di allevamento che
consentono di superare I'ambito territoriale locate il carattere artigianale di questa
attivita € avvenuto con l'introduzione, nella sedammeta degli anni ottanta, del sistema
longline offshorgFig. 9).

Figura 9 Filare di allevamento di mitili del tipo longlif®&onconi, 2010).

Tali impianti hanno rappresentato un’evoluzione amt@nte per la mitilicoltura in quanto

hanno permesso lo sfruttamento di acque piu praforidpetto a quelle costiere

beneficiando del migliore apporto nutrizionale delbrrenti marine.

Gli impianti longline sono costituiti da filari diunghezza tra i 100 e 200 metri,
posizionati parallelamente alla costa, ad una mdifa variabile dai 9 ai 15 metri. Ogni

filare & costituito da una fune (ventia) ancorathfsndo da grossi pesi (generalmente
blocchi di cemento) denominati corpi morti, tenutosuperficie da boe distanziate fra
loro di circa 4/5 metri (Fig. 9); i filari sono demnziati fra loro di circa 40 metri,
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corrispondente allo spazio di manovra delle imbaora. Sul filare, a distanze regolari
di circa cm. 60, vengono appese delle reti di nydenominate calze o reste, pendenti
verso il fondo, lunghe mediamente 3,5/4,5 metfliesguali avviene I'accrescimento dei
mitili (Fig. 10)

Figura 10 Filari con reste per I'accrescimento dei mitili.

L’avvento di nuove tecnologie nell’'allevamento daitili ha, infatti, consentito di
conquistare nuovi spazi, e alle tradizionali areprdduzione, situate soprattutto in zone
strettamente costiere o lagunari, si sono agginateerose realta produttive poste in
mare aperto. Cio ha fatto si che la molluschicaltoggi rappresenti la principale voce
produttiva per quanto riguarda I'acquacoltura éad.

L’Emilia-Romagna costituisce un’area di notevoleportanza per la mitilicoltura
italiana, con una produzione e un’estensione deyglianti che rappresentano circa il 25
per cento dei rispettivi totali nazionali.

Questo processo e stato naturalmente favorito dedleatteristiche idrologiche e
ambientali presenti nelle acque della fascia castael’Emilia-Romagna, da sempre
considerate eccezionalmente ricche di nutrimentazig all'apporto del Po e dei corsi
d’acqua minori, che favoriscono lo sviluppo, a godiccessivo, del fitoplancton, cibo

preferito dei molluschi bivalvi filtratori qualimitili.
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Al momento attuale impianti di molluschicoltura sodistribuiti lungo tutta la costa
regionale, con una maggiore concentrazione ndbtitmare che da Porto Garibaldi
giunge fino alla Sacca di Goro (Fig. 11).

Figura 11 Distribuzione deglallevamenti lungo la costa emiliano-romagnola (walgaeadria.org).
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In base a una rilevazione svolta nel 2011, complasgente sono risultate 24 imprese

dedite alla mitilicoltura, con una produzione drel20.000 tonnellate.

In particolare, 'andamento della produzione in gfuailtimi anni si sta assestando

intorno a valori compresi tra le 16.000 e le 20.00& parte una vistosa caduta nel 2004

dovuta a perdita di prodotto derivante a problecha&tidi carattere ambientale (Fig. 12).

PRODUZIONE MITILI

25.000,00 30
125
20.000,00 /—%_4/*7
/0—0—4/:\!/ _ t20 _
of = 5
15.000,00 T I ) SN D SN B SN B S ) B B B 2
9 I —
= —(QJ —= produzione
2 +15 a }
g 4 o —e— produttori
e ®
10.000,00 +{ —— — H— A () S D SN B SN B S ) B B B g
+10 ©
5.000,00 +{ +— — — H I (A D NN ) I N () A
+5
0,00 } } } } } } } } } } } } 0

1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

anno

Figura 12 Andamento della produzione di mitili da allevangenel periodo 1999-2011.

Attualmente tale produzione equivale a circa il 280fuella nazionale, rappresentando
quindi una quota consistente dell'intero compartmdpttivo.

Pertanto la rilevazione di elevati livelli di bisgine nei molluschi non costituisce
soltanto un serio problema per la salute pubbhea,rappresenta anche la causa di un
significativo danno economico. Quando il monitoiagglei molluschi porta alla
rilevazione di elevati livelli di contaminazionenfatti, il prodotto non ha piu le
caratteristiche igieniche stabilite dalle normati¥emunitarie, e ne viene inibita la
commercializzazione. Nell’Adriatico settentrionategli anni 1989-2000, la raccolta dei
mitili & rimasta chiusa dai tre fino a dieci meBiaano a causa di contaminazioni da
biotossine (Fig. 13), con gravi ripercussioni sulidditivita della molluschicoltura
(Polettiet al, 1998).
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Figura 13 Chiusura allevamenti del’Emilia Romagna dal 1982Gi1.

Da tutto cio risulta evidente come siano necessdelée normative per regolare il
commercio dei molluschi e del pesce a livello glebéfatti il commercio dei frutti di
mare e diffuso in tutto il mondo e soltanto in Epaaisultano essere consumati circa 12
miliardi di pesce all’'anno, che comprende il pesairopeo e le importazioni (Whittle
& Gallacher, 2000).

Le istituzioni, con I'essenziale collaborazione a®indo scientifico, devono emanare dei
regolamenti per stabilire i livelli massimi di t@ss nei molluschi e indicare i metodi di
analisi dei diversi gruppi di tossine. Inoltre eseawziale stabilire dei metodi di
monitoraggio internazionali e formare personale pet@ante che sappia identificare le
specie algali tossiche (Toyofuku, 2006).

Sia a livello nazionale che a livello di comunitir@pea, esiste quindi una legislazione
che definisce i limiti di presenza delle biotossinearine nei vari prodotti ittici

commercializzati.
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1.3 LE NORME

1.3.1 Normativa nazionale e comunitaria

Le principali biointossicazioni che interessano allesschi commercializzati in Italia e
nell’'Unione Europea sono le intossicazioni da D8Re portano a diarrea, nausea,
vomito e dolori addominali, le intossicazioni daFR $he possono essere letali, in quanto
inducono a paralisi dei muscoli respiratori, e néossicazioni da ASP, che inducono
amnesia agendo sull’organo deputato alla memaoa,ligppocampo.

Da un lato e da considerare anche 'aumentataesthidi prodotti ittici che 'UE non
riesce a soddisfare vedendosi costretta ad imgatddirprodotti da paesi extra europei.

Si e verificata quindi la necessita di garantirsitairezza nel consumo di questi alimenti
in quanto rappresentano un’importante fonte dirsa@limentare e cio ha spinto 'UE a
proporre normative sanitarie a tutela del consureataonché dei limiti di tolleranza e
dei metodi di analisi e identificazione delle vaietossine.

In Italia le norme di controllo sanitario per leotmssine marine sono comparse a seguito
dei fenomeni di eutrofizzazione, fioriture algaliellAdriatico e fenomeni di
intossicazioni da consumo di mitili provenientildatoste atlantiche della Spagna negli
anni settanta.

La prima legge varata fu & 192/1977riguardante le “norme igienico sanitarie” per la
produzione, commercio e vendita di molluschi edlialvi; successivamente furono
introdotti il D.M. 27 aprile 1978sui requisiti microbiologici, chimici e fisici diel acque
destinate a molluschicoltura eDLM. 5 ottobre 197&u tali requisiti dei molluschi eduli
bivalvi.

In seguito, il Ministero della Sanita attraversaDilM. n° 131 del 1 settembre 1990
emano i “metodi per la determinazione qualitativaq@antitativa dei popolamenti
fitoplantonici nelle acque adibite alla molluschtoca” e successivamente il Governo
Italiano recepi due Direttive Comunitarie, rispetthente la 492 e la 493 del 15 luglio
1991.

Non veniva pero specificata il tipo di metodica lbgica da adottare e i criteri di
guantificazione delle biotossine creando problenai ¢li stati membri dell’Unione
Europea nell’elargire giudizi sulla qualita dei gatti ittici, fino a quando, con decisione
del Consiglion® 383 del 14 giugno 199%& Comunita Europea designo dei Laboratori di
Riferimento Nazionali coordinati dal Laboratorio r@onitario la cui sede e a Vigo, in

Spagna. Laboratorio Nazionale di Riferimento pdtalia € la Fondazione Centro

36



Ricerche Marine di Cesenatico, laboratorio che apeiconformita alla norma UNI CEI
EN ISO/IEC 17025 ed ha formalmente ottenuto I'adicaenento, con certificato n° 0472,
nel 2003, poi riconfermato nel 2007 e nel 2011,SIAIAL (ora ACCREDIA, ente unico
nazionale di accreditamento riconosciuto dallo &iat22 dicembre 2009, nato dalla
fusione di SINAL e SINCERT). ACCREDIA é un’assod@re senza scopo di lucro, che
valuta la competenza tecnica e l'idoneita profesde degli operatori di valutazione
della conformita (Laboratori e Organismi), accedi@me la conformita a regole
obbligatorie e norme volontarie, per assicurarevdlore e la credibilita delle
certificazioni. L’accreditamento per il consumat@eaino strumento invisibile che pero
comporta dei vantaggi e dei benefici reali e paitné.

Con decisone della Commissione del 15 marzo 2002ere poi fissate delle norme
specifiche per l'attuazione della direttigéd/492/CEEper i metodi di identificazione
delle varie biotossine nei molluschi bivalvi e ire specie marine, norme che sono
incorporate neD.M. del 16 maggio 2002

| regolamenti della normativa denomindtacchetto Igiene’, approvati nel 2004 ed
entrati in vigore nel 2006, hanno prestato grantienaione al rischio in oggetto,
confermando la necessita di procedere all’applaszi di specifiche attivita di
sorveglianza sanitaria. Lo scopo evidente & insidl'intenzione di semplificare i
concetti sulla sicurezza alimentare dell'interaefd produttiva e di approfondire le
tematiche sulle modalita di applicazione del sistdHACCP. Il Pacchetto Igiene, che
riunisce e sostituisce i regolamenti esistenti iataria igienico-sanitaria per il settore

alimenti, comprende i seguenti Regolamenti:

v il Regolamento (CE) 853/2004 del 29 aprile 206He all’Allegato Il Sezione VII
Capitolo V No. 2 stabilisce i tenori massimi per tlesssine ASP, PSP e DSP.
L’Articolo 11, implica l'autorizzazione a specifiametodi d’analisi approvati per le

biotossine marine;

v il Regolamento (CE) 854/2004 del 29 aprile 206de all’Allegato Il Capitolo |l
affida all’Autorita per il monitoraggio negli Stalembri il controllo dei molluschi

bivalvi per la presenza di biotossine marine;

v il Regolamento (CE) 2074/2005 del 5 dicembre 2@08 all’Articolo 12 stabilisce

che “il saggio biologico e il metodo di riferimentailizzato per individuare talune
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tossine ed evitare che siano raccolti molluschsitds Gli Stati membri devono

armonizzare e applicare tenori massimi e metodindilisi per proteggere la salute
umana. Oltre ai metodi di analisi biologica, ogpoo autorizzare altri metodi di

determinazione, come i metodi chimici e le praveitro, se dimostrato che i metodi
prescelti sono efficaci almeno quanto il metodddg@o e che la loro applicazione
consente un grado equivalente di protezione dallates pubblica. | tenori massimi
proposti per le tossine liposolubili sono basatidsti provvisori e dovranno essere
riesaminati quando nuovi dati scientifici saranmgpdnibili. La limitata disponibilita

di materiali di riferimento e il solo uso di provhverse dai saggi biologici non
consentono ora di garantire una protezione dellatespubblica su tutte le tossine
specificate di livello equivalente a quello assatardalle prove biologiche. Occorre

provvedere quanto prima possibile alla sostituzideiée prove biologiche”;

il Regolamento (CE) 1664/2006 del 6 novembre 2@0&ui si stabilisce che “il
tenore massimo di tossine PSP (Paralytic Shelfisison) deve essere determinato
con il metodo d’analisi biologica o con altro metadternazionalmente riconosciuto.
Il cosiddetto metodo Lawrence cosi come pubbliaattAOAC Official Method
2005.06 (Paralytic Shellfish Poisoning Toxins inelfish) pud essere utilizzato
come metodo alternativo per l'individuazione di taksine. In caso di contestazione

dei risultati il metodo di riferimento ¢ tuttavia@ra quello biologico”;

il Regolamento (CE) 1244/2007 del 24 ottobre 2@0@ afferma che il contenuto di
tossine ASP nella parte edibile dei molluschi debbsere rilevato con il metodo
HPLC o qualsiasi altro metodo riconosciuto in camipi@rnazionale, proponendo
altresi, come metodo di screening, il metodo 2ABP ELISA, come pubblicato
in Journal of AOAQ(Giugno 2006)

il Regolamento (CE) 15/2011 del 10 gennaio 20dHe modifica iIRegolamento
(CE) 2074/200%er quanto riguarda i metodi di analisi ricono8gaer la rilevazione
delle biotossine marine nei molluschi bivalvi viAtevede il superamento dei biotest
in quanto I'Autorita europea per la sicurezza alitaee (EFSA) ha espresso parere
nel merito ritenendo che gli stessi presentanonaai pertanto non sono considerati
adeguati a causa dell’elevata variabilita dei tegyldella loro insufficiente capacita

di rilevazione e della loro limitata specificitarelede metodi chimici per la
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rilevazione delle tossine lipofile e test biologp@r un periodo transitorio fino al 31
dicembre 2014.

Molto importante & anche il ruolo del Sistema Coitauio di Allerta Rapido (RASFF)
che trova il fondamento giuridico nelRirettiva 92/59/CEEdel Consiglio Europeo
recepita coDecreto Legislativo 115/9%elativa alla sicurezza generale dei prodottele n
Regolamento CE 178/2002| Parlamento Europeo e del Consiglio, che stakili
principi e i requisiti generali della legislazioakmentare, istituisce l'autorita europea per
la sicurezza alimentare e fissa procedure nel caiefla sicurezza alimentare; il RASFF
si occupa di notificare in tempo reale i rischietlir o indiretti per la salute pubblica
connessi al consumo di alimenti o mangimi, un sistesotto forma di rete, a cui
partecipano la Commissione Europea, I'EFSA (Audoriiuropea per la Sicurezza
Alimentare) e gli Stati membri dell'Unione. L'afiiz del sistema di allerta prevede il

ritiro di prodotti pericolosi per la salute umanammmale.

1.3.2 Regolamenti e linee guida della Regione EmailRomagna

Vi sono inoltre una serie di regolamenti regionaliti a specificare i metodi analitici per

la ricerca di biotossine marine e le procedurelpEmpionamento dei molluschi bivalvi.

v' Circolare n. 19 della Regione Emilia Romagna, 26rz0al996. Sistema di
sorveglianza sanitaria nelle zone di produzionenda@iuschi bivalvi vivi. Definiva
metodi, modalita, frequenza e punti del campiondmerificiale da eseguirsi sui
molluschi bivalvi per la ricerca, oltre a quelleanubiologiche previste, di biotossine
marine e sull’acqua di mare per il controllo depptamenti fitoplanctonici.

v' Procedure operative riguardanti il prelievo e le aisi microbiologiche e
biotossicologiche eseguite sui molluschi bivalvnpgonati ai sensi del D.lgs 123/93,
Regione Emilia Romagna, 9 gennaio 19%abiliva procedure operative per il
campionamento dei molluschi bivalvi e I'invio ablaratori per analisi, non ripetibili,

per il controllo microbiologico e la determinaziotkelle biotossine algali.

v' Delibera n. 821 del 27 maggio 2002 della Giuntalalétegione Emilia Romagna.
Classificazione delle zone di produzione di molhidmvalvi vivi, art. 4 del D.Lgs.
530/1992.Procede alla classificazione delle zone di procwziai MBV; viene
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adottata a seguito delle osservazioni formulateadairezione Generale della Salute
e della Tutela dei Consumatori della Commissioneofea durante la missione
effettuata nella Regione Emilia Romagna il 20 en@tembre 2001.

Circolare n. 22 della Regione Emilia Romagna, 3edibre 2002.Sistema di
sorveglianza sanitaria nelle zone di produzione dw®lluschi bivalvi vivi.

Modificava e integrava la Circolare RER N. 19 2élmarzo 1996.

Delibera n. 696 del 21 maggio 2007 della Giuntalai&egione Emilia Romagna.
Recepimento dell'Intesa tra il Governo, le Regier¢ Provincie autonome di Trento
e Bolzano relativa alle linee guida sui molluschivalvi e alla nuova

regolamentazione comunitaria — Rep. n. 7/C5R degje2maio 2007.

Determinazione n. 016348 del 19 dicembre 2008 dekgione Emilia Romagna.
Procedure e modalita concernenti il sistema diegli@nza sanitaria nelle zone di
produzione e raccolta di molluschi bivalvi vivi a klassificazione delle acque
destinate a tali produzione. Il provvedimento fosce la circolare della RER n.
19/1996 modificata e integrata dalla Circolareal&®ER n. 22/2002.

Determinazione n. 199 del 18 gennaio 2010 dellaidtey Emilia Romagna.
Integrazione alle procedure e modalita concernkesistema di sorveglianza sanitaria
nelle zone di produzione e raccolta di molluschiahii vivi e la classificazione delle

acque destinate a tali produzione di cui alla defteszione n. 16348/2008.

Determinazione n. 4034 del 20 aprile 2010 dellaiBeg Emilia Romagnavodifica

e integrazione alla Determinazione n. 5240 del A2@09 “Linee guida regionali
Sistema di Allerta alimenti-mangimi in attuazion@a delibera di Giunta Regionale
n. 308 del 23.03.2009".
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1.4 CARATTERIZZAZIONE DELL’AREA DI STUDIO

1.4.1 Il mare Adriatico: caratteristiche generali

Il mare Adriatico presenta una forma allungata sdooun asse principale orientato in
direzione Nord Ovest — Sud Est. Ha una lunghezzeirda 800 km e una larghezza
massima di 220 km.

L’Adriatico ha un’estensione di 132.000 knton una superficie pari ad 1/19 di quella
del Mediterraneo. Ha un volume di 36.000°keorrispondente a 1/103 dell'intera massa
acquea mediterranea. Straordinaria € la quantig&glie dolci che in esso si immettono,
pur essendo un bacino di modeste dimensioni ridg@edi tutti gli apporti fluviali
confluenti nel Mediterraneo.

Le caratteristiche biochimiche dell’Adriatico sodelineate da alcuni fattori principali:
'apporto di sostanze organiche, inorganiche eitiedrdai fiumi, la forma semichiusa
del bacino che limita gli scambi con il resto dekditerraneo, la forte pressione
antropica esercitata sulle aree costiere e le dotentegli ecosistemi in esso presenti.
Convenzionalmente il Mar Adriatico viene suddivisalla base delle sue caratteristiche
morfologiche (lungo il suo asse principale NO-SH), tre sottobacini: I’Adriatico

Settentrionale, Centrale e Meridionale (Fig. 14).
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Fig. 14 Mar Adriatico con suddivisioni nei tre sottobacini

Questa suddivisione identifica inoltre le carastiiche fisiche e biologiche. La regione
Nord-Ovest & caratterizzata da una lunga piattedonontinentale, quindi da basse
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profondita (35 m). Il fondale scende gradualmentagb la piattaforma con
un’inclinazione inferiore a un grado, fino ad aane al ciglio della scarpata continentale,
identificabile con l'isobata dei 120 m all’altezdaPescara, la quale delimita il Bacino
Settentrionale.

Il cambio di pendenza sulla scarpata continentaterchina un aumento piu repentino
della profondita fino a raggiungere i 238 m neltass$a di Pomo che segna il confine tra
il Bacino Centrale e quello Meridionale. Questilti raggiunge i 1200 m di profondita
massima (al largo di Bari) per poi risalire nuovamteeavvicinandosi allo stretto di
Otranto (780 m).

La pendenza dei fondali prospicienti 'Emilia Romagé molto lieve, soprattutto se si
considera che la profondita oltre al 1 km dalla@@smenta di un metro ogni chilometro
(Fig. 15).
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Figura 15 Batimetria dell’Adriatico (dal sito ADRICOSM).

Numerosi fiumi scaricano in entrambi i versanti ingénte quantita di acqua dolce,
stimabile con una portata media pari a circa 6000s.nGli scarichi fluviali sono

particolarmente abbondanti nella zona Nord del fmgcidove condizionano sia la
circolazione con i loro input, sia I'ecosistemaragiucendo grandi quantita di nutrienti.
Gli apporti fluviali di acqua dolce e fredda fanebche I'Adriatico sia un bacino in
diluizione.

In particolare, l'alto Adriatico & sottoposto ad imgente apporto di acque dolci dal

flume Po, che con il suo delta molto sviluppato attarizza fortemente tutta la
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morfologia e lidrodinamica della zona. Il Po carmdna inoltre la temperatura
superficiale apportando acqua piu fredda di quaighdo di quella in loco.

La salinita varia da zero, alla bocca del fiumapfa valori massimi attorno ai 38psu
dovuti invece all’arrivo di masse d’acqua piu saldh sud lungo la costa orientale.

Gran parte dell'intero apporto fluviale (28%) e l@gdporto di sedimenti dipende in
maniera predominante dal Po e, in via subordinati dltri flumi che sfociano nella

zona come il Reno, I'Adige e il Brenta.

Il bacino e caratterizzato da diverse condizioafithe: la zona produttiva (eutrofica)
dello Shallow Nord e la zona oligotrofica dell’Adtico Centrale e dell’Adriatico

Meridionale (Fig. 16)

Ll

X mamnogZRyim= ., 7] mesotrophic-oligotrophic
- '///I N Ro!igotrophic

Figura 16 Lo stato trofico dell’Adriatico (UNEP/FAO/WHO MARecnical Report, Rinaldi A., 1996.)

Lo Shallow Nord presenta un ciclo di produzionemaia che €& notevolmente
influenzato dalle immissioni fluviali di nutrientgche possono dare luogo, nella zona
circostante, a fenomeni di anossia con consegueattalita della fauna bentica.
L’Adriatico Centrale e Meridionale sono caratteatizla una bassa produzione primaria,
fatta eccezione per I'area costiera occidentaleprkeenta una ricca concentrazione di
nutrienti dovuta alla corrente proveniente dal bacsettentrionale. Le acque in mare

aperto mostrano invece caratteristiche oligotrafidba coesistenza di condizioni costiere
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eutrofiche e in mare aperto oligotrofiche, implieapresenza di un gradiente trofico
Nord-Sud. Quest'ultimo dipende dalle interaziona tprocessi biogeochimici, la
circolazione e la struttura della colonna d’acqeblxcino.

Il limitato scambio di acque allo Stretto d’Otrantausa un aumento del tempo di
resistenza dei nutrienti all'interno del bacino.eSstimato che il completo ricambio di
acqua avvenga in un periodo che va dai tre ai dieci (Mosetti, 1983), non facilitando
'ingresso di acque oligotrofiche dal Mar Mediterem.

Il flume Po puo essere quindi considerato il motprencipale della dinamica dei
nutrienti in Adriatico, i quali, una volta in mas®no sottoposti a processi di diversa
natura che li trasportano attraverso diversi cotirpanti.

A Nord del delta del Po le aree costiere sono dataidalle immissioni di acque fredde
dovute agli scarichi fluviali, mentre a Sud del Pa nell’Adriatico Centrale che
Meridionale, la circolazione & dominata da un’isi@ncorrente, |[aVestern Adriatic
Costal Curren{WACC), che € guidata sia dal vento sia da inpaicdque fredde. Questa
fa si che si che si formino delle zone di “rici@blovvero di corrente vicino a costa con
direzione verso nord.

La variabilita delle correnti costiere indotte dmadienti termici e associata alla salinita
dellacqua € molto accentuata nella zona a nordRa@ienna, mentre la zona sud e

caratterizzata da correnti pressoché permanerso\ard.

1.4.2 La fascia di mare antistante I'Emilia-Romagna

1.4.2.1 La qualita delle acque marino costiere

La fascia costiera dellEmilia Romagna €& da diveasini interessata da frequenti
fenomeni di eutrofizzazione che hanno portato aomae alterazioni degli equilibri
dell’ecosistema marino. Le manifestazioni delldwgypo microalgale si evidenziano in
colorazioni delle acque, ridotta trasparenza e siaoselle acque di fondo. Le zone
prospicienti al delta del Po e la costa emilianmagnola, essendo investite direttamente
dagli apporti del bacino idrografico padano veitiotial Po, nonché dagli apporti dei
bacini costieri, sono maggiormente interessatepdacessi di eutrofizzazione. In tale
zona infatti la grande massa d’acqua dolce delr&uapresenta il motore e I'elemento
caratterizzante del bacino Adriatico nord-occidentan grado di determinare e
condizionare gran parte dei processi trofici erdigti nell’ecosistema costiero (ARPA
Emilia Romagna, 2010).
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Fattori che amplificano il fenomeno in questa zeoao la bassa profondita dei fondali e
le particolari condizioni meteorologiche che, sojitto nel periodo estivo causano
lunghi periodi di stabilitd della colonna d’acquaua consecutivo scarso potere di
diluizione delle sostanze eutrofizzanti.

Anossia ed ipossia, sono spesso una conseguenZandeieni di eutrofizzazione. La
carenza di ossigeno negli strati piu profondi esega dall’accumulo di un’abnorme
quantita di biomassa microalgale sui fondali, lalgientra in putrefazione. Il consumo di
ossigeno é funzione dell'attivita respiratoria Batteri o degli organismi bentonici che
decompongono e remineralizzano la sostanza orgamomotta negli strati superficiali
che cade in forma particellata sul fondo. L'utibzione e la continua richiesta di
ossigeno risulta superiore alla disponibilita per € ha la formazione di un ambiente
fortemente riducente con produzione di idrogenéosalo e ammoniaca.

La creazione di condizioni ipossiche o anossiclyi sérati sottosuperficiali pud causare
estese morie di pesci e di organismi bentonici,ragggto di quelli meno mobili
(Molluschi, Crostacei, Policheti), la migrazionep#sci e invertebrati in altre aree, una
perdita in termini di diversita e la rottura di @ah cicli riproduttivi con conseguente

squilibrio dell’intero ecosistema (Fig. 17).

Figura 17 Spiaggiamento di pesci, molluschi e crostaceigaise una fioritura. Porto Garibaldi, 2005.
(ARPA Emilia Romagna).
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Eutrofizzazione e formazione di strati anossicied®inano inoltre impatti negativi su
due importanti settori dell’economia regionale eioaale quali turismo e pesca.

Infatti, le anomale colorazioni delle acque dovalie alte concentrazioni di biomassa
fitoplanctonica in sospensione, i bassi valorirdsparenza che ne conseguono, i cattivi
odori derivati dai processi degenerativi, lo spiaggento di organismi morti, tendono a
ridurre ai minimi termini i requisiti di “appetibid balneare” del corpo idrico costiero
(Rinaldiet al,1995).

1.4.2.2 Circolazione geostrofica e discontinuitalde€ascia litoranea

In una zona costiera dove linfluenza degli appditiviali € dominante e la
stratificazione in temperatura e rilevante, I'inf@azione del campo di temperatura e
salinita pud essere tradotta in quella del campovadocita associato alle correnti
cosiddette “geostrofiche”. La parola viene dal grecsignifica “terra che gira”: infatti
per ottenere una relazione tra temperatura, sakndorrenti si suppone che i gradienti di
temperatura e salinitd inducano un campo di veéloche risente degli effetti della
rotazione terrestre. Questo bilancio impone chéenalkfero nord la circolazione sia
antioraria attorno alle zone di bassa pressionggerovciclonica, mentre al contrario
attorno alle zone di alta pressione la circolazisiaeoraria, ovvero anticiclonica.

La struttura piu importante che emerge per tuttiesi, anche se con diversa intensita, e
una separazione netta dei regimi di circolazioadamregione a nord e a sud dell’area tra
Ravenna e Lido Adriano. In generale si puo dire leheircolazione a nord di Ravenna
sia molto variabile durante I'anno e sia rovesciatairezione tra I'inverno e l'estate,
mentre a sud la corrente, pressoché invariata nezidne durante l'anno, sia
generalmente verso sud. Nella regione centralenatta Ravenna le correnti possono
essere deboli e verso il largo (come nel caso dnge e dicembre) o deboli ma verso
costa (come nel caso di settembre e ottobre). teolazione a Nord di Ravenna e
caratterizzata da un campo di velocita diretto werdargo sotto la foce del Po (nella
zona antistante il Lido di Volano e il Lido delleakloni) che si richiude a nord di
Ravenna con correnti verso costa. Queste due ¢omeposte sono generalmente
disconnesse ma ci sono mesi, quali quelli di apmaggio, giugno, dove si puo
chiaramente vedere che le correnti verso il largeeesso costa si connettono, quasi
chiudendosi ad anello, producendo lungo la batimeti 10-20 metri una corrente verso

sud.
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Questo anello € comunemente chiamato vortice iraramgrafia ed in particolare in
guesto caso, vortice anticiclonico (Montaretral.,, 2006).

Tale vortice € sempre presente e la circolazioseras dei cambiamenti repentini in
direzione nei vari mesi. Tra febbraio e marzo larexte in questa area ha direzioni
opposte, indicando ancora una volta un regime idewdico assai variabile ed instabile.
Data I'importanza che questo tipo di circolazion® @vere per i fenomeni eutrofici della
zona costiera € necessario concentrarsi sullalazicme dei mesi estivi di luglio, agosto
e settembre.

A luglio e settembre le correnti sono generalmeetso costa e limitano una zona di alta
temperatura e bassa salinitd che naturalmente poduoe a fenomeni distrofici, non
rari in queste aree. Questa circolazione puo essstiae come il bordo del vortice che e
pero cosi accostato che non riesce a chiudersollangosta. Il vortice tende a confinare
le acque calde e poco salate e la circolaziongasta e leggermente piu “aperta” ovvero
di scambio tra la costa ed il mare aperto, ma gersina condizione di confinamento
delle acque di tipo fluviale e ad alta temperatueaso la costa. Nella zona a sud di
Ravenna e Lido Adriano le correnti sono generalmemirso sud e dell’ordine di 5-10
cm/sec tutto 'anno. E questa un segmento dellaogancorrente del nord Adriatico,
chiamata WACC che persiste tutto I'anno raggiungema massima intensita tra
novembre e gennaio (questi massimi di correntesnakevano lungo la costa ma su una
batimetria di 20—30 metri, circa 20-30 km da cdatendo si che si formino delle zone
di “ricircolo” ovvero di corrente vicino a costartdirezione verso nord).

Questo segmento di corrente e disconnesso datlalazione a nord di Ravenna eccetto
che in novembre, settembre, agosto, giugno e fehldave la corrente sembra formare
un’ unica struttura a curve alternanti (0 meandrggludendo da un certo punto di vista
la zona costiera dagli scambi con il mare apertlaNstessa area a sud di Ravenna vi
sono mesi dove la componente della corrente lumgtace decisamente molto debole
(marzo e luglio) mentre la componente perpendieoddia costa € molto forte come nel
caso di maggio, luglio, agosto e settembre.

Questa circolazione € indicativa di dinamiche divwaiwelling’ lungo la costa, tipiche
del regime di venti di questa area. Infatti, il teedi Bora induce fenomeni di accumulo
delle acque verso costa, seguiti da processi di@pdamento e susseguente movimento
verso il largo delle acque sul fondo. L’'Emilia Rayna & dunque caratterizzata da tre
aree, una a nord di Ravenna (area A), una sec@mdiata attorno a Ravenna fino a Lido
Adriano (zona B) e la terza a sud di Lido Adriaaceg C) (Fig. 18).

a7



=10

S A
g

Zona A

40

30 Zona B

20

Mﬁlﬂlmﬂ
ol enatico ™ \ " . Zona C
Bellaria :_\\ ¢
Rtmim'\\ : Z\D\
440?‘4 g Ricclone :\ \‘ .

1 EGE w 20 ) a0 20 1 SGE

Figura 18 Schema della circolazione climatologica del’HamRomagna in superficie (ARPA ER).

Nella zona A esiste un vortice anticiclonico (chi#mALl nella Figura 19) piu 0 meno
sviluppato nei vari mesi dell'anno. Nei mesi di iBgr maggio, agosto, novembre e
dicembre, il vortice e ben sviluppato ed € addosalia costa. Questo accostamento alla
linea di costa lascia evidente solo una correntesoveéSud con un meandro che
rappresenta il lato orientale del vortice.

Nella zona B invece la corrente € quasi semprdtdiverso costa, fatta eccezione per i
mesi di maggio, giugno, luglio e agosto dove laeate e verso il largo. Questa regione
e quella di transizione tra il regime anticiclonm@valente a nord e quello della corrente
intensificata verso sud. L'ipotesi che emerge dallisi di queste distribuzioni & che |l
vortice anticiclonico a nord, essendo piut 0 meniugpato durante i diversi mesi
dell'anno, possa creare situazioni idrodinamicheeidie che dipendono in larga parte
dalla prossimita del vortice alla costa. Qui si podtare come Ravenna faccia da
“separatrice di corrente”, infatti la variabilit@lée correnti costiere indotte dai gradienti
termici e associata alla salinita dell'acqua, étmalccentuata nella zona a nord della

citta, mentre la zona sud e caratterizzata da minpeessoché permanenti verso sud. La
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zona C é invece assai piu stabile dal punto diavifdlle strutture (Montanast al,
2006).

Le dighe foranee del Porto canale di Ravenna sndsho fino a 2,6 km verso il largo,
sono perpendicolari alla costa e costituiscono hbaaiera fisica che separa le acque
costiere dellEmilia Romagna in due zone, una aret'altra a sud di Ravenna (Fig.
19).

Figura 19 Estensione delle dighe foranee del Porto CandRadéenna.
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2 SCOPO DELLA TESI

Il presente elaborato € frutto del lavoro svoltaCahtro Ricerche Marine di Cesenatico
(CRM), Laboratorio di Riferimento Nazionale peBmtossine Marine.

Il Tirocinio per Tesi svolto presso i laboratorild@RM e durato complessivamente 8
mesi, durante i quali abbiamo effettuato analiscampioni diMytilus galloprovincialis
provenienti dagli allevamenti situati lungo la fiasdi mare antistante I'Emilia Romagna.
Per assicurare il prodotto al consumo umano, infathitilicoltori devono sottoporre i
propri organismi filtratori a controlli obbligatopier la rilevazione di biotossine marine.
In particolare, sono state effettuate analisi fadividuazione e quantificazione delle
tossine responsabili della PSP (Paralytic Shell@sisoning), delle tossine responsabili
della ASP (Amnesic Shellfish Poisoning) e dellestos liposolubili (OAs, PTXs, AZAs
e YTXs), responsabili di diverse patologie, tra dai DSP (Diarrhetic Shellfish
Poisoning).

Parallelamente, e stato effettuato il monitoragdggli organismi in grado di rendere i
mitili tossici e di conseguenza responsabili di tabintossicazioni: le specie algali
produlttrici di biotossine marine.

Dunque, sono state identificate le specie fitogiamche che possono generare Harmful
Algal Blooms (HABS), lungo la costa oggetto di stud

Tale attivita € di fondamentale importanza in qoamd presenza in mare di un certo
numero di cellule di alghe tossiche (variabile ecsgla della specie algale), € il primo
segnale che ci indica la possibilita che si matiifessicita nei mitili.

Imprescindibile, al fine di una completa comprensialel fenomeno degli HABsingo

la costa dellEmilia Romagna, € stato un attentadist della bibliografia esistente,
nonché una dettagliata caratterizzazione dell’'dretudio.

L’Adriatico settentrionale € infatti considerata aurdelle poche regioni del Mar
Mediterraneo con produttivitd in genere alta. Leattaristiche biologiche di questo
ecosistema sono fortemente determinate dalla bmianedalla meteorologia,
dall'idrodinamismo e dagli apporti fluviali che lnEénzano fortemente la composizione e
I'attivita delle comunita pelagiche.

Lo scopo di questo lavoro € quello di determinarelibtribuzione spaziale e temporale
delle specie tossiche, con particolare riferimealie specie produttrici di YTXs, e

correlare la loro presenza alla rilevazione didssine marine nel tessuto dei mitili. Tale
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lavoro intende offrire uno spunto, una base digrerd al fine di ottenere un quadro piu

dettagliato dell’andamento delle specie tossichgdua costa oggetto di studio.
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3 MATERIALI E METODI

3.1 RACCOLTA DEI CAMPIONI

| molluschi bivalvi analizzati durante il mio pedo di permanenza al Centro Ricerche
Marine di Cesenatico, provengono dagli allevamerttai banchi naturali situati lungo la

fascia di mare antistante I'Emilia Romagna (Fig. 20
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Figura 20 Distribuzione degli allevamenti e dei banchi nalidaMytilus galloprovincialislungo la costa
dell’Emilia Romagna.
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La raccolta dei campioni viene effettuata dai tecdel’AUSL competente (AUSL di
Ravenna, AUSL di Cesena e AUSL di Rimini).

Le calze destinate al prelievo dei molluschi devessere almeno tre ed essere situate in
porzioni diverse dell’allevamento, in modo chealpione risulti rappresentativo dello
stato sanitario dell'intera zona di produzione.

Le calze vengono dunque raccolte a bordo dellaabdet molluschicoltori, al seguito
degli operatori del’AUSL che effettuano il prelvi mitili vengono prelevati in cima,
al centro e sul fondo di ciascuna calza.

| campioni elementari vengono mescolati fra lorstitoendo un campione globale dal
guale viene prelevato il campione finale, formatowha sola aliquota di almeno 4 kg,
che viene inviata al Centro Ricerche Marine di @asieo per le analisi.
Contemporaneamente alle operazioni di prelievondgli vengono effettuate, presso le
medesime stazioni di monitoraggio, le operazionpwlievo dell’acqua di mare per il
controllo qualitativo e quantitativo dei popolamefitoplanctonici. Per il prelievo di
acqua tal quale in superficie vengono utilizzatdedbottiglie da 1 L, mentre per il
prelievo lungo la colonna d’acqua (retinata), vermaitilizzate bottiglie da 250 mL,
situate alla base di un retino da fitoplanctonjaoas retino di nylon a forma conica con

maglie da 20 um (Fig. 21).

Figura 21 Retino da fitoplancton.

L’apertura del retino € munita di un anello a can legate cime che a loro volta fanno
capo ad un unico cavo con il quale il retino vidgrenato. Sul fondo e applicata la
bottiglia-collettore nella quale si concentranoayljanismi fitoplanctonici.

Durante il mio periodo di permanenza al Centro Rice Marine, ho avuto modo di

apprendere le tecniche utilizzate per il campionamealel fitoplancton grazie alla
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possibilita, offertami dal’ARPA Emilia Romagna, dartecipare alle attivita di

monitoraggio a bordo della motonave Daphne Il (ER).

Figura 22 Campionamento del fitoplancton mediante retindtarao della motonave Daphne Il

La Struttura Oceanografica Daphne (Fig. 23) € wike dezioni operative dell’Azienda
Regionale Prevenzione e Ambiente (ARPA) dellEmiRiemagna.

La sua sede operativa si trova a Cesenatico pre€smtro di Ricerche Marine. Questa
Struttura Oceanografica e attiva fin dal 1978 igui#t® alla Legge Regionale n.39,
“Interventi per la ricerca ambientale, norme pees$ercizio della Motonave Daphne”
attualmente in vigore, con cui vennero istituitdigciplinate le attivita di monitoraggio e
di ricerca delle acque marino-costiere prospicienRegione.

L’attivita prevalente della Struttura Oceanografl@aphne comprende il monitoraggio
effettuato a frequenza settimanale sull’eutrofirzae delle acque costiere regionali,

finalizzato a:

- definire l'intensita e I'estensione delle fioritumg@croalgali;

54



- determinare quali-quantitativamente le specie fogtoniche che sostengono i
blooms algali;

- controllare le distrofie conseguenti ai proces®utrofizzazione;

- individuare e determinare gli elementi causalfatori limitanti tali processi;

- rilevare i principali parametri fisico-chimici e lbro andamento lungo la colonna

d’acqua.

Questo monitoraggio ha permesso la predisposizdinena banca dati informatizzata
continuamente aggiornata. Tale banca dati rappt@ssm patrimonio unico a livello del
Mediterraneo, sia come periodicita di rilevaziortk ieformazione sul territorio che come

contenuto delle variabili ambientali.

LA RLEWNL Iwillh WAWAGmL

Figura 23 La motonave Daphne I

Dopo essere stati prelevati, i campioni vengoneféréi in bottiglie di vetro scure e
portati in laboratorio, dove viene effettuata I'asiaquali-quantitativa del fitoplancton.

Trattandosi di molluschi ad alto potere filtranteontrolli biotossicologici vengono esequiti
almeno ogni 15 giorni; quando il sistema di codralleva la presenza di fitoplancton
tossico, con aumento del rischio relativo allacalondi biotossine nella polpa dei
molluschi, i prelievi vengono eseguiti con frequersettimanale, o minore e i punti di

campionamento possono essere aumentati.
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Il trasporto dei campioni al laboratorio d’analesiviene con contenitori frigoriferi per
garantire la corretta conservazione del campioaeprbcedura prevede l'inizio delle

analisi entro 24 ore dal prelevamento.

3.2 ANALISI EFFETTUATE AL CENTRO RICERCHE MARINE
Le analisi per la rilevazione delle biotossine mare del fitoplancton sono state eseguite

presso i laboratori del Centro Ricerche Marine eéséhatico (Fig. 24).

Figura 24 Sede del Centro Ricerche Marine

I CRM, fondato nel 1965 come Centro Universitadb Studi sulla Fauna Marina
Commestibile in base ad una convenzione tra il Gendi Cesenatico e I'Universita
degli Studi di Bologna, nel 1993 é stato nominddtia Comunita Europea Laboratorio
Nazionale di Riferimento per le Biotossine MarifdR(L). II CRM svolge un’intensa
attivita di studi e di ricerche sul mare Adriatieoassiste il Ministero della Salute
nell'organizzazione del sistema di controllo délietossine marine, organizza e coordina
le attivita di ricerca e monitoraggio dei laboratoazionali incaricati delle analisi,

collabora e si coordina con il Laboratorio Comunitali Riferimento di Vigo (Spagna).
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| metodi utilizzati per la rilevazione di biotossirvengono suddivisi in due gruppi: i
metodi biologici e i metodi chimico-strumentali.

| primi sono rapidi, molto sensibili e realizzabdlibassi costi, tuttavia non forniscono
informazioni quantitative sul contenuto tossicaudicampione biologico, sono soggetti a
falsi positivi, e, soprattutto, non forniscono inf@azioni dettagliate sulla natura delle
singole sostanze responsabili della tossicitattinia Regolamento (CE) 15/2011 del 10
gennaio 2011 prevede il superamento dei biotest in quanto tibAita Europea per la
Sicurezza Alimentare (EFSA) ha espresso pareremezito ritenendo che gli stessi
presentano lacune e pertanto non sono considedaguati a causa dell’elevata
variabilita dei risultati, della loro insufficient&apacita di rilevazione e della loro limitata
specificita. Tuttavia, il test biologico potra amgoessere utilizzato per un periodo
transitorio fino al 31 dicembre 2014.

Le analisi chimico-strumentali, invece, oltre agders altamente sensibili, specifiche e
selettive, consentono la determinazione qualitagvajuantitativa delle tossine nei

molluschi.

3.2.1 Metodo biologico

3.2.1.1 Determinazione di tossine PSP mediantadsb

Il metodo di riferimento per la determinazione ddtissine PSP e, attualmente, il saggio
di tossicita sul topo.

Il metodo si basa sulla inoculazione intraperitdé@eatell’estratto dell’epatopancreas di
molluschi in topi adulti albini di razz8wissdel peso di 18-20 g. La presenza di tossine
genera paralisi e morte che interviene entro paginiuti dall’inoculazione. Il saggio
viene eseguito su 100-150 g di molluschi (peso @gtato), che vengono prima
omogeneizzati e poi (pesandone 100 g) estrattil®@@hmL di HCI 0.1 N. Il pH viene
controllato dopo I'estrazione e deve essere infereo4 (preferibilmente intorno a 3). La
miscela viene portata ad ebollizione e lasciatéirbgber 5 minuti. Si lascia raffreddare e
si ricontrolla il pH che deve essere compreso #lac2comunque non superiore a 4.5. Per
abbassare il pH si aggiunge HCI 5 N, mentre pearllzsi aggiunge NaOH 0.1 N.
Successivamente si porta a volume (200 mL) con aachgtillata e si centrifuga. |l
sopranatante (di cui si controlla nuovamente il piéne iniettato intraperitoneo in tre
topi (nella dose di 1 mL per topo). Il test € coesato positivo (tossina determinabile) se

la morte del topo avviene entro i 60 minuti sucsesdl’iniezione.
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3.2.2 Metodi chimici

3.2.2.1 Determinazione di tossine ASP mediante HPLC

La cromatografia in fase liquida € una tecnica itioal che si pud definire come un
metodo fisico di separazione, nel quale i compdrdanseparare si distribuiscono tra due
fasi: la fase fissa 0 stazionaria attraverso ldeggamuove la fase definita mobile. La
separazione e dovuta alla differenza nei coefficieh distribuzione dei singoli
componenti del campione tra le due fasi.

Nel nostro caso il metodo di cromatografia utilizz& quello di “ripartizione a fase
inversa”, nella quale la fase stazionaria & apadeefase mobile & un liquido polare, con
eluizione isocratica, cioe con composizione dedlsef mobile costante nel tempo. La
colonna cromatografica € costituita da impaccamentasilice derivatizzata con un
idrocarburo lineare a 18 atomi di carboniqd)Cin questo modo la silice, fase stazionaria
fortemente polare, grazie alla presenza delle eat@p diventa una fase stazionaria
fortemente apolare.

La moderna cromatografia in fase liquida e canaitata da pressioni d’ingresso molto
elevate, per questo viene definita anche “cromafariquida ad alta pressione” o
“‘cromatografia liquida ad alte prestazioni”, a difnza delle prime tecniche di
cromatografia nelle quali il flusso della fase niehieniva ottenuto semplicemente per
gravita.

Il controllo del flusso della fase mobile vienetfatlalla pompa, che pud regolare la
pressione esercitata (pressione costante, in Baspplure il flusso di essa (flusso
costante, in mL/min.); tanto piu veloce e il fluskella fase mobile, tanto piu rapido e il
movimento del campione attraverso il sistema. | gam liquidi vengono iniettati
direttamente, mentre i campioni solidi devono ess#sciolti in un solvente, che puo
anche non essere quello impiegato come fase mabilegltre conveniente allontanare
eventuali particelle solide mediante filtrazionecentrifugazione perché potrebbero
causare il blocco dello strumento di iniezione kedmlonne.

Generalmente si opera a temperatura ambiente ormpreunon sopra i 60-70°C.

L’'analisi qualitativa si basa sull'identificaziorgel picco e si esegue con l'ausilio dei
“tempi di ritenzione” (che corrispondono al massiahel picco e quindi alla piu alta
concentrazione di analita), che vengono confromiai i dati ottenuti analizzando nelle
medesime condizioni, degli standard conosciuti. #are la certezza che non siano
presenti interferenti € sempre consigliabile corelteinche delle analisi in bianco,

utilizzando solventi, provette e pipette che vem@misate con i campioni, in modo da
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determinare se introducono o meno delle contanvnazindesiderate nell’analisi
cromatografica.

L’analisi quantitativa e basata sulla misura dellee dei picchi, che sono direttamente
proporzionali alla quantita, ovvero alla concentag, dell’analita.

Da notare come altezza e area del picco cromatograiano proporzionali. Una volta
calcolata I'area del picco questa viene confrontatal’area del picco che ci fornisce lo
standard; questo procedimento richiede linieziafiecampioni di uguale volume.
Pertanto € raccomandabile iniettare innanzitutfgetttamente un certo volume di
soluzione standard a concentrazione nota, precamente preparata, per vedere se le
analisi ripetute concordano con i limiti di ripraziilita richiesti.

Un campione quindi fluisce lungo la colonna crorgaadica mediante la fase mobile e
durante questo percorso le singole sostanze vengtieotate dalla fase stazionaria in
funzione delle interazioni che si generano tramponenti del campione, la fase mobile
e la fase stazionaria. Se non vi fossero interazlen molecole del campione
viaggerebbero attraverso la colonna con la stedlsaita della fase mobile.

Tale tecnica analitica permette l'identificazion&aedeterminazione degli acidi domoico
ed epi-domoico (DA+epi-DA) in molluschi bivalvi.

L’'acido domoico viene estratto dalla polpa dei msthi con una soluzione
metanolo:acqua 1:1 (v/v) e, dopo filtrazione, vieheterminato mediante HPLC in
isocratica su colonna g a fase inversa, con rivelazione spettrofotomettida alla
lunghezza d’onda di 242 nm (Fig. 25).

Figura 25 Strumento per HPLC-UV.
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| rivelatori ottici utilizzati in HPLC consistonaiun raggio luminoso che viene fatto
passare attraverso il liquido in uscita dalla calonle variazioni di intensita della luce,
per assorbimento di raggi UV, emissioni fluoresgent mutamenti nell’indice di
rifrazione (a seconda del rivelatore usato), prat®dal passaggio dei componenti del
campione attraverso la cella, vengono trasformatena variazione della tensione di
uscita. Queste variazioni vengono inviate ad umsteggore potenziometrico o immesse
in un sistema di elaborazione computerizzato. Umlatore in grado di misurare
'assorbimento di raggi ultravioletti a lunghezZartla variabile operante tra 190 e 350
nm, e adatto alla rivelazione di quasi tutte letasme. Se si conoscono le proprieta del
campione da analizzare € semplice decidere il tpaivelatore da utilizzare e la
lunghezza d’onda di lavoro: si scegliera di sol@olunghezza d’onda alla quale il
campione presenta un massimo d’assorbimento.

La preparazione del campione consiste nell'apedefanollusco mediante il taglio dei
muscoli adduttori e nella rimozione della polpa,glzale viene lasciata scolare per 5
minuti; vengono pesati e omogeneizzati circa 108 gn’aliquota di 4 g di campione
viene addizionata con 16 mL di soluzione estraemé&tanolo:acqua 1:1 (v/v) in una
provetta da 30 mL circa. Si estrae utilizzando orogeneizzatore ad immersione per 3
minuti a 10.000 rpm e si centrifuga I'estratto &@0pm per 10 minuti. Si filtra una
porzione di surnatante attraverso un filtro da QU@ e la si trasferisce in un vial per
autocampionatore.

Per la separazione cromatografica si utilizza wiv@ne isocratica a 40°C, con un flusso
della fase mobile di un 1 mL/min; il volume di caimpe iniettato & di 20 pl.

Prima di ogni serie analitica € indispensabile uhaiteare il “bianco-reagente” applicando
lintero metodo di analisi, tralasciando la porzowli campione per l'analisi; nel
cromatogramma non dovrebbero essere presenti pitehiierenti con I'acido domoico.
L’identificazione dell’acido domoico si ottiene doontando il tempo di ritenzione del
picco del campione ed il tempo di ritenzione detpidegli standard di acido domoico.
La determinazione quantitativa si ottiene interpdia I'area del picco dell’acido
domoico con la curva di calibrazione (retta di tiara); la concentrazione, espressa in mg

di acido domoico su kg di polpa viene calcolatabedo la seguente equazione:

UgDA + epiDA/ mL a’ estratto _iniettati o v, x 100

C(maDA+ epiDA  Kg) =
(mg 7 &) ¥ Rm

60



Equazione della retta per la curva di taratura: yax + b

y: area del picco dell'acido domoico del campione
a: coefficiente angolare della curva di taratura

X: concentrazione della soluzione di riferimento

b: intercetta della curva sull’asse delle y

V1: volume totale dell’estratto (20 mL)

W: peso della polpa del campione in g (di solitg) 4
D: fattore di diluizione (se 'estratto e statoudtib)

Rm: recupero medio (%)

3.2.2.3 Determinazione di tossine liposolubili madie LC-MS

Tra i metodi strumentali utilizzati per la rivelane delle biotossine un posto di rilievo e
occupato dalle tecniche di accoppiamento della atografia liquida con la
spettrometria di massa (LC-MS).

L'LC-MS si é dimostrato uno strumento estremameutiée per la determinazione
qualitativa e quantitativa delle tossine nel planke nei mitili, per l'identificazione di
nuove tossine e la ricerca sul metabolismo debsit@ nei molluschi eduli (Quilliam,
1996).

Quattro gruppi di composti, classificati in baske &ro caratteristiche chimico-fisiche,
fanno parte delle cosiddette tossine liposolubiuppo dell’acido okadaico, che include
le dinophysistossine (AOs), gruppo delle pectersites (PTXs), gruppo degli
azaspiracidi (AZAs), gruppo delle yessotossine (8).X

L'LC-MS e la sola tecnica che si & dimostrata \alr I'analisi di tutte le tossine e che
soddisfa le esigenze sia dei laboratori interesdatnonitoraggio che alla ricerca sulle
biotossine marine.

L’accoppiamento HPLC-Massa fornisce infatti:

Possibilita di rivelazione universale

Alta sensibilita, con limiti di rivelazione nell’ldme delle parti per bilione
Alta selettivita e specificita

Minimo clean-up del campione

Possibilita di esaminare tossine labili e moltoedse strutturalmente

AN N N N NN

Quantificazione accurata e precisa
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Ampio range di risposta lineare

Possibilita di automazione

Alta produttivita

Rapidita nella messa a punto di metodi analitici

Accettabilita legale negli studi confirmatori

AN N N NN

Informazioni strutturali per I'identificazione duove tossine, analoghi di tossine

note e metaboliti.

La spettrometria di massa consente di misurare desen molecolari e di determinare
quindi la formula di struttura di composti sconaogigianche avendone a disposizione
piccole quantita. A differenza delle tecniche gpsttopiche, essa € un metodo d’analisi
distruttivo (la molecola non rimane intatta dopanklisi), e soprattutto non si basa
sull’interazione tra radiazioni e materia. Una neola pero, per poter essere osservata e
misurata nelle sue proprieta di massa, deve epsina volatilizzata e ionizzata in una
componente dello spettrometro detta sorgente dizamione. Per ottenere uno spettro di
massa, infatti, il requisito essenziale e di proglategli ioni in fase gassosa che saranno
successivamente accelerati fino a raggiungere almita specifica mediante un campo
elettrico, e poi proiettati in un analizzatore dassa appropriato che separa entita di
masse diverse ed infine, rilevare ogni compostatdodi carica e con una certa massa
sequenzialmente nel tempo. Cio si traduce piu tstar@ente col dire che in uno
spettrometro di massa il campione e prima ionizaateorgente; gli ioni risultanti sono
poi separati in funzione del loro rapporto massaagm/z) nell’'analizzatore.

La procedura di estrazione consiste nel pesareraarnente2,00 + 0,05 g di tessuto
omogenato in un tubo da centrifuga. Si aggiunganta® mL di soluzione estraente
(MeOH 100%) e si omogeneizza con omogeneizzatorenatersione ad alta velocita
per 1 minuto. Dopo centrifugazione per 10 minutrascoglie il surnatante in una falcon
da 50 mL. L’estrazione del pellet residuo viergetuta con altri 9 mL di MeOH 100%
ed omogenizzazione per 1 minuto con omogeneizzatme immersione. Dopo
centrifugazione a 2000 x g o maggiore, per 10 nhisurnatante viene trasferito nella
stessa falcon, combinandolo con il primo estré&icaggiunge alla falcon MeOH 100%,
in modo da ottenere un volume finale di estratto #20 mL.

Per la determinazione di AO e derivati non esttfi (PTXs, AZAs, YTXs), si filtra

I'estratto con filtro siringa in cellulosa rigentadi porosita 0,20 um e si trasferisce in
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un vial per auto campionatore; 5 puL di tale egtrdiftrato vengono iniettati in LC-
MS/MS (Fig. 26).

Figura 26 Strumento per LC-MS/MS.

Invece, per la determinazione di AO e derivati ltagaeffettua, prima dell’iniezione in
LC-MS, Tlidrolisi alcalina, necessaria per la detérazione degli esteri dell’acido
okadaico e delle dinophysistossine comunementeatidtome DTX3. Tramite idrolisi,
gli esteri del’AO e delle DTXs vengono trasformatelle corrispondenti tossine non
esterificate: il risultato finale & quindi la somrdalle tossine cosiddette “libere” piu i
rispettivi esteri.

L’idrolisi viene eseguita in una provetta in pyréa 10 mL con tappo a vite: ad 1 mL
dell'estratto si aggiungono 125 ul di NaOH 2,5 Mbodo agitazione in vortex si pone in
un bagno termostato (a 76 + 3 °C per 40 minutijascia raffreddare a temperatura
ambiente e si neutralizza con 125 ul di HCI 2,5Lstratto cosi trattato viene filtrato
con filtro siringa in cellulosa rigenerata (o altr@teriale idoneo) di porosita 0,20 um e
trasferito in un vial per auto campionatore; 5 jiltale materiale, idoneo per la

quantificazione dellAO e derivati totali, vengomoettati in LC-MS/MS.
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3.3 ANALISI QUALI-QUANTITATIVA DEL FITOPLANCTON

Lo studio del fitoplancton, svolto presso i
laboratori del CRM di Cesenatico, includ:
'osservazione dei campioni al microscopio
luce invertita (Fig. 27), la classificazione
livello di specie del fitoplancton tossico,
conteggi tramite il metodo di Utermohl ed
calcolo della densita cellulare.

L'analisi qualitativa e quantitativa de
fitoplancton segue il metodo dell

sedimentazione o metodo di Utermo

(Utermohl, 1958). Nella scelta del volum
da sedimentare si puo far riferimento a _ _ _ _

Figura 27 Microscopio rovesciato
valori di clorofillaa relativi al campione da
analizzare o alle caratteristiche del luogo dellipvw@ (ricco o povero di
fitoplancton).
Il campione va randomizzato capovolgendolo delicegate un centinaio di volte (o
per circa 1 minuto) e successivamente viene fatttingentare un subcampione in
camere di sedimentazione da 2, 5, 10, 25, 50 or00Oa seconda della densita
fitoplanctonica; a questo punto si aggiunge il disg0 e si lascia completare la
sedimentazione per un tempo pari a tre ore per @gmtimetro d’altezza del
cilindro. Logicamente il tempo di sedimentazioneveleessere tanto piu lungo
guanto piu piccole sono le dimensioni del fitoplieomc
| fissativi maggiormente utilizzati per la consezvme dei campioni sono la soluzione di
Lugol e la formaldeide (Throndsen, 1978). E buomatiga osservare prima della
fissazione una frazione del campione fresco in fuBesame del campione non fissato
puo fornire utili informazioni per la caratterizzaze del colore, della morfologia e della
motilita delle cellule fitoplanctoniche.
La soluzione di Lugol acida é il fissativo consigdi, in quanto meno tossico per
l'operatore rispetto alla formaldeide. Il Lugol édaito alla conservazione di
Dinoflagellati, Diatomee anche poco salificate ecpli flagellati; € meno indicato per i
Coccolitoforidei in quanto puo dissolvere il loravolucro di carbonato di calcio

(CaCQ) se conservati per tempi superiori ad un mese.
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Le dosi consigliate sono di 0,5-1 mL di soluziongnio250 mL di campione. La
colorazione bruna indotta da questa soluzione reisilili cellule evanescenti, ma una
concentrazione eccessiva pud compromettere la ebaplisione. Per eliminare
guest'ultimo aspetto e utile 'aggiunta di tiostdfali sodio che ha effetto schiarente.

| campioni cosi fissati, mantenuti a temperaturdiante e al buio, si mantengono anche
12 mesi. Col tempo pero il colore della soluziorende a schiarire a causa
dell'ossidazione dello iodio riducendo le proprié&sative.

Il conteggio delle cellule algali viene effettuaioll'intera camera di sedimentazione per
le specie di grandi dimensioni e poco abbondapirecampi casuali o per transetti per

guelle di piu piccole dimensioni ed abbondanti.

Conteggio per campi casuall:numero dei campi casuali deve corrispondereliaiao

un centesimo dell’area totale della camera di sediazione. Se il totale delle cellule
fitoplanctoniche e inferiore a 200, si deve aumentanumero dei campi. Il numero di

campi dipende anche dalla distribuzione delle glgifatti ci deve essere omogeneita fra

i conteggi dei vari campi.

—— Bordo della camera di sedimentazione
O Campo visivo

Conteggio per transettisi deve considerare un transetto diametrale eettatre i
conteggi all'interno di questa area; in caso di g&n planctonica ridotta e utile

aumentare il numero dei transetti, in modo da aené&meno 200 cellule totali.

— Bordo della camera di sedimentazione

O Campo visivo

65



Per l'osservazione e utilizzato un microscopio smv&to a contrasto di fase con
ingrandimento di circa 400x.

Comunque, prima di ogni tipo di conteggio si effatuna lettura sul fondo della camera
di sedimentazione che consiste nel porsi con ilpmawisivo in corrispondenza del bordo
della camera e proseguire a zig-zag coprendo ltutaperficie. Questo metodo permette
di osservare il fitoplancton di maggiori dimensiexi i tipi algali poco abbondanti fra cui

ritroviamo le microalghe produttrici di biotossine.

Il calcolo della densita fitoplanctonica va effettol applicando le seguenti formule:

a) per conteggi casuali su campi di dimensioni parcampo visivo:
C = (NOLO000A) / (n v )

dove:

C = densita fitoplanctonica del campione, espréssllule/litro
N = totale cellule contate in tutti i campi

A = area totale della superficie di fondo dellaneaa (in mm)

n = numero dei campi sui quali si e effettuatodhteggio

v = volume (in mL) del campione messo a sedimentar

a = area del campo visivo considerato (in?hm

b) per conteggi su transetti passanti per il centrdl@eamera di sedimentazione:
C = (N[Ot [r 1.000) / (2Ch v [On)

dove:

C = densita fitoplanctonica del campione, espressllule/litro

N

r

numero totale di cellule contate su tutti insatti

raggio (in mm) della camera di sedimentazione
h = altezza (in mm) del transetto
v = volume (in cr) del campione messo a sedimentare

n = numero di transetti sui quali si e effettudtoonteggio

E importante specificare anche il limite di detemsi, ossia la concentrazione minimale
di un taxon o gruppo specifico che permette laiadaviduazione con una probabilita
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specifica. Per un singolo taxon, il limite di deteome puo essere determinato attraverso

il modello di Poisson secondo la formula:

Nget= - IN (a)f totald V' T contato

dove:

N get = limite di detenzione

a = livello di significativita (di solito 0,05 cheorrisponde ad una probabilita del 95%)
f totale= NUMero totale dei campi sull'intero fondo deléaera di sedimentazione

f contatg= NUMero di campi esaminati

V= volume del subcampione esaminato (in litri)

Si rende necessario specificare tale limite in tpaefinisce il numero minimo di uno
specifico taxon o gruppo di organismi in un campiame pud essere contato con una
certa probabilita.

Ad esempio, per un livello di significativita paxi0,05 ed un volume di campione di 25
mL, il limite di detenzione, in caso di conteggio ttto il fondo della camera, sara
uguale a 120.

Nel presente lavoro i conteggi sono stati effeitgatl'intero fondo della camera di
sedimentazione, proprio per rilevare la presenzaidioalghe tossiche poco abbondanti;
molte delle specie indagate, infatti, sono in grddprodurre tossicita anche ad una bassa
concentrazione.

Una volta completata la lettura del campione, gagsati alla compilazione delle schede
di monitoraggio; la Figura 28 mostra una tipicaestdn utilizzata al Centro Ricerche

Marine di Cesenatico, per la rilevazione di spgatenzialmente tossiche.
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CAMPIONE N°

DATA

Punto di prelievo

OAcquatqg ORetinata
Campione fissat2SI ONO

Fissativo:COLugol O Formaldeide

Data inizio analisi
Ora inizio sedimentazione|_
Data fine analisi

Ora inizio lettura

TAXA

CAMPO 1

CAMPO 2

CAMPO 3

CAMPO 4

CAMPO 5

CAMPO 6

CAMPO ...

CAMPO 15

TRANSETTO 1

TRANSETTO 2

FONDO

Cell/lL

Fitoplancton potenzialmente

tossico (cell/L):

Volume sedimentato (mL)

Alexandriumspp.

Camera di sedimentazione N°

Dinophysisspp. Campione condizionaldSI LINO
G. spinifera Microscopio 150 B 151 B
L. polyedrum

P. reticulatum

Pseudo-nitzschiapp.

Altre specie

Diatomee| Dinoficee
tot tot

Altri
fitoflag.

Sigla operatore

Sigla controllo

NOTE:

Figura 28 Scheda di monitoraggio per le specie tossiche eng@timente tossiche

68




3.4 ANALISI GRAFICA

Nella realizzazione del presente elaborato sontb stdizzati diversi software. Per
'analisi delle correlazioni tra i vari parametsaminati sono stati impiegati Microsoft
Excel e Grapher 9 di Golden Software.

Microsoft Excel & un programma prodotto da Micrésdédicato alla produzione ed alla
gestione dei fogli elettronici e risulta attualmeiitfoglio elettronico piu utilizzato.
Grapher 9 e in grado di generare grafici bidimemaiioe tridimensionali a partire da
equazioni matematiche.

Per la rappresentazione grafica, oltre ai due sitptasoftware, € stato adoperato Surfer
9 di Golden Software. Quest'ultimo € un programrha converte i dati di interesse in

rilevamenti, superfici, curve, immagini e mappe.
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4 RISULTATI E DISCUSSIONE

4.1 ANALISI DEL FITOPLANCTON TOSSICO

Le analisi del fitoplancton tossico sono state teftlde al Centro Ricerche Marine di
Cesenatico (CRM), Laboratorio Nazionale di Rifenmteper le Biotossine Marine, nel
periodo compreso tra aprile e novembre 2012.

Tra le specie algali sottoposte a monitoraggio anos quelle appartenenti al genere
Alexandrium noto per la produzione di STXs e responsabiléadehralytic Shellfish
Poisoning(PSP). Questi dinoflagellati comprendono piu speaarotossiche di quelle
appartenenti a qualsiasi altro genere di algadasSipecie tossiche molto diffuse s@no
tamarense A. catenella A. fundyenseA. lusitanicum A. minutum Tale genere
comprende specie tossiche e non tossiche, a volte simili tra loro. Per questo motivo
esistono una serie di chiavi di identificaziondizgate per il riconoscimento a livello
morfologico.

Il genere Dinophysis noto per la produzione di DTXs e OA, e resporsalella
Diarrhetic Shellfish PoisoningDSP). Tutte le specie dinophysis finora note, sono
tossichel e diverse specie presentano morfologie facilmdrggnguibili.

Le diatomee appartenenti al gend?seudo-nitzschissono invece responsabili della
Amnesic Shellfish Poisonif@SP), a causa della produzione di DA. Non tuttegdecie
sono tossiche e la stessa specie puo risultariedassdeterminate circostanze e non in
altre.

Sono inoltre sottoposte ad un continuo monitoraggispecie produttrici di YTXs:
Gonyaulax spiniferaLingulodinium polyedrune Protoceratium reticulatungsinonimo

di Gonyaulax grindleyi

La grande varieta e abbondanza di yessotossingo llencoste del’lEmilia Romagna,
costituisce uno dei principali problemi per la mlte e commercializzazione dei
molluschi bivalvi.

Di seguito sono riportati i dati del monitoraggiellé alghe tossiche e potenzialmente
tossiche, effettuato mediante I'analisi dei campidiacqua di mare prelevati presso i
banchi naturali e gli allevamenti di mitili situdtingo la costa oggetto di studio.
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4.1.1 Analisi del fitoplancton - Ravenna

La fascia di mare compresa tra Casalborsetti e HidBavio, nel periodo compreso tra
aprile e novembre, e caratterizzata da una maggldrendanza di specie tossiche.

In particolare, le analisi dei campioni d’acqua yaneienti dalle Dighe Foranee di
Ravenna, rivelano una concentrazion&dspiniferache raggiunge valori ragguardevoli
(evidenziati in giallo), partire dal mese di settemin “Diga Sud” (Tab. 2) ed a partire
dal mese di ottobre in Diga Nord (Tab. 1).

Fitoplancton potenzialmente tossico (cell/L):

DATA [ Alexandrium | Dinophysis| G. spinifera | L. polyedrum| P. reticulatum | Pseudo-nitzschia
Spp. Spp. Spp.
18-apr 0 0 0 0 0 560
10-mag 120 80 0 0 0 0
24-mag 680 0 0 0 0 0
07-giu 1040 80 0 0 240 0
21-giu 280 7720 0 40 0 160
05-lug 0 120 0 0 0 2840
19-lug 40 0 0 0 0 340564
07-ago 80 0 0 0 0 54080
22-ago 240 0 0 160 120 401025
11-set 200 160 0 0 440 279793
18-set 0 0 240 0 0 26420
01-ott 0 120 20440 2320 40 0
22-ott 0 40 4960 560 40 4000
19-nov 0 0 0 0 0 0

Tabella 1 Analisi del fitoplancton relativa al banco naterdDiga Nord” (Ravenna). In giallo: aumento

della concentrazion&. spinifera

Fitoplancton potenzialmente tossico (cell/L):

DATA | Alexandrium| Dinophysis| G. spinifera | L. polyedrum| P. reticulatum | Pseudo-nitzschia
spp. spp. spp.
18-apr 120 0 0 0 0 61903
10-mag 800 560 0 0 0 0
24-mag 280 0 0 0 0 0
07-giu 320 200 0 0 0 0
21-giu 280 4200 0 40 40 0
05-lug 200 80 0 0 0 0
19-lug 200 0 0 0 0 81674
07-ago 0 0 0 0 0 2040
22-ago 120 0 0 0 40 111173
11-set 120 240 0 200 640 295124
18-set 0 0 3160 0 0 19311
01-ott 0 120 7920 600 0 0
22-ott 0 0 233030 4240 0 0
19-nov 40 0 0 40 40 120

Tabella 2 Analisi del fitoplancton relativa al banco naterédDiga Sud” (Ravenna). In giallo: aumento

della concentrazion®. spinifera
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Il dinoflagellato G. spiniferaraggiunge valori molto elevati (233.030 cell/L) ‘iDiga
Sud” il 22 ottobre.

Le comunita fitoplanctoniche in prossimita della ig® Nord” possono differire
significativamente, sia in composizione che in atdamza, da quelle della “Diga Sud”.
Infatti, le dighe foranee del Porto canale di Ranzesi estendono fino a 2,6 km verso |l
largo, sono perpendicolari alla costa e costituiecana barriera fisica che separa le
acque costiere dell’Emilia Romagna in due zone,aunard e 'altra a sud di Ravenna.

In corrispondenza degli stessi siti si registrd,mese di ottobre, anche un significativo
aumento dL. polyedrum(Tab. 1 e 2).

Nonostante I'elevata presenza di specie fitoplamcte del gener@seudo-nitzschian
tutti gli allevamenti considerati, non sono maitstanesse in evidenza nei molluschi
tossine idrosolubili del tipo ASP, che superassklimite previsto dalla legge. Questo
perché alcune specie appartenenti a tale geneogt@ssiche, altre no.

L'allevamento “La Fenice” non mostra invece concaribni particolarmente elevate
delle specie produttrici di YTXs, mentre si regstm discreto aumento @inophysis
spp. in data 27 giugno (Tab. 3). Non si sono madfigati, tuttavia, fenomeni di tossicita

legati a questi dinoflagellati, nel periodo di tesrgsaminato.

Fitoplancton potenzialmente tossico (cell/L):

DATA | Alexandrium| Dinophysis| G. spinifera | L. polyedrum| P. reticulatum | Pseudo-nitzschia
spp. spp. spp.
16-apr 0 0 0 0 0 2680
30-apr 0 0 0 0 0 0
23-mag 120 0 0 0 0 0
14-giu 120 0 0 0 0 0
27-giu 400 2600 0 0 40 0
11-lug 0 40 0 0 0 0
26-lug 0 80 0 0 40 116659
14-ago 80 40 0 0 0 1000
28-ago 0 0 0 0 120 2240
18-set 0 0 120 0 0 26367
03-ott 0 80 40 0 0 160

Tabella 3 Analisi del fitoplancton relativa all’allevamentba Fenice” (Ravenna).

4.1.2 Analisi del fitoplancton - Cesenatico

Il monitoraggio del fitoplancton tossico degli aidementi situati al largo di Cesenatico,

mostra aumenti meno significativi @Gi. spinifera(Tab. da 4 a 6).
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Fitoplancton potenzialmente tossico (cell/L):

DATA [ Alexandrium| Dinophysis| G. spinifera | L. polyedrum| P. reticulatum | Pseudo-nitzschia
spp. spp. spp.
3-apr 120 0 0 0 0 15680
23-apr 40 0 0 0 0 1000
9-mag 3200 0 0 0 0 80
24-mag 120 0 0 0 0 0
6-giu 360 0 0 0 0 0
21-giu 560 520 0 40 440 0
4-lug 80 360 0 0 0 0
17-lug 120 0 0 0 40 600
l-ago 40 0 0 0 0 6560
16-ago 0 0 0 0 0 240
30-ago 0 0 0 0 0 2120
18-set 0 0 760 0 0 2480
2-ott 0 40 40 0 0 207585
18-ott 0 40 40 80 0 34720
08-nov 0 160 200 40 0 320
Tabella 4 Analisi del fitoplancton relativa all’allevamentalta Marea” (Cesenatico).
Fitoplancton potenzialmente tossico (cell/L):
DATA | Alexandrium| Dinophysis| G. spinifera | L. polyedrum| P. reticulatum | Pseudo-nitzschia
spp. spp. spp.
03-apr 280 0 0 0 0 18560
23-apr 280 0 0 0 0 2680
09-mag 1600 0 0 0 0 0
24-mag 120 0 0 0 0 0
06-giu 320 40 0 0 0 0
21-giu 560 920 0 0 240 0
04-lug 0 200 0 0 0 0
17-lug 0 40 0 0 0 80
0l-ago 0 200 0 0 0 12280
16-ago 0 0 0 0 0 3000
30-ago 0 0 0 0 0 2320
18-set 0 0 1840 0 0 4320
02-ott 0 0 80 0 0 54240
18-ott 0 0 240 120 0 720
08-nov 0 0 240 40 0 800

Tabella 5 Analisi del fitoplancton relativa all'allevamentG@opralmo” (Cesenatico).

73



Fitoplancton potenzialmente tossico (cell/L):

DATA | Alexandrium| Dinophysis| G. spinifera | L. polyedrum| P. reticulatum | Pseudo-nitzschia
spp. spp. spp.
03-apr 200 0 0 0 0 16720
23-apr 280 0 0 0 0 840
09-mag 1440 0 0 0 0 0
24-mag 80 40 0 0 0 0
06-giu 720 0 0 0 0 0
21-giu 200 200 0 0 320 160
04-lug 40 200 0 0 0 0
17-lug 0 0 0 0 40 0
0l-ago 80 80 0 0 0 12720
16-ago 40 0 40 0 0 1480
30-ago 0 0 0 0 0 1280

Tabella 6 Analisi del fitoplancton relativa all'allevamentBro. Mo. Ittica” (Cesenatico).

Anche se non paragonabili alle concentrazioni aldegli allevamenti di Ravenna, si

registrano comunque discreti livelli delle specimduttrici di YTXs, anche negli

allevamenti al largo di Cesenatico.

4.1.3 Analisi del fitoplancton - Rimini

Le analisi dei campioni d’acqua di mare proveniéatjli allevamenti situati nella fascia

di mare compresa tra Bellaria e Cattolica, riveldeorisultati del tutto differenti (Tab.

da7al2).
Fitoplancton potenzialmente tossico (cell/L):
DATA | Alexandrium| Dinophysis| G. spinifera | L. polyedrum| P. reticulatum | Pseudo-nitzschia

Spp. Spp. Spp.
04-mag 120 0 0 0 0 0
22-mag 400 40 0 0 0 0
14-giu 160 0 0 40 0 0
25-giu 160 480 0 0 160 0
02-lug 80 440 0 40 40 0
19-lug 0 120 0 0 120 3040
06-ago 0 0 0 0 0 1040
21-ago 40 0 0 0 40 4080
12-set 0 0 0 0 320 247109
11-ott 0 0 0 0 0 8080

Tabella 7 Analisi del fitoplancton relativa all’allevameniblitiicoop” (Bellaria).
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Fitoplancton potenzialmente tossico (cell/L):

DATA | Alexandrium| Dinophysis| G. spinifera | L. polyedrum| P. reticulatum | Pseudo-nitzschia
spp. spp. spp.
04-mag 400 0 0 0 0 0
22-mag 40 0 0 0 0 0
14-giu 120 0 0 0 40 0
25-giu 120 240 0 0 200 0
02-lug 120 840 0 40 80 0
19-lug 120 40 0 0 80 800
06-ago 0 80 0 0 0 2720
21-ago 0 0 0 0 0 2760
12-set 0 0 0 0 840 229163
11-ott 0 40 0 0 0 7840
Tabella 8 Analisi del fitoplancton relativa all’allevamenitblarinara” (Bellaria).
Fitoplancton potenzialmente tossico (cell/L):
DATA [ Alexandrium | Dinophysis| G. spinifera | L. polyedrum| P. reticulatum | Pseudo-nitzschia
spp. spp. spp.
19-apr 0 0 0 0 0 32400
04-mag 320 0 0 0 0 360
22-mag 160 0 0 0 0 1560
14-giu 120 0 0 0 0 0
25-giu 80 760 0 40 240 0
09-lug 0 0 0 0 0 0
19-lug 0 0 80 0 40 0
06-ago 40 120 0 0 0 4800
21-ago 40 40 0 0 0 2880
12-set 0 0 0 0 320 104422
11-ott 0 0 0 0 0 28320
Tabella 9 Analisi del fitoplancton relativa all’allevamentacqua di Mare” (Rimini).
Fitoplancton potenzialmente tossico (cell/L):
DATA | Alexandrium| Dinophysis| G. spinifera | L. polyedrum| P. reticulatum | Pseudo-nitzschia
Spp. Spp. Spp.
19-apr 40 0 0 0 0 24400
04-mag 600 0 0 0 0 0
24-mag 120 40 0 0 0 0
14-giu 160 0 0 0 0 0
25-giu 200 480 0 0 400 0
05-lug 0 0 0 0 0 0
19-lug 40 0 0 0 80 0
06-ago 0 80 0 0 0 5920
21-ago 0 0 0 0 0 5480
12-set 0 0 0 0 80 139396
11-ott 0 40 0 0 0 69920

Tabella 10 Analisi del fitoplancton relativa all’allevamentadria Mar” (Rimini).
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Fitoplancton potenzialmente tossico (cell/L):

DATA | Alexandrium | Dinophysis| G. spinifera | L. polyedrum| P. reticulatum | Pseudo-nitzschia
spp. spp. spp.
19-apr 120 0 0 0 0 15200
04-mag 520 0 0 0 0 2760
22-mag 480 40 0 0 0 1040
14-giu 240 0 0 0 0 0
25-giu 560 280 0 0 240 0
09-lug 0 40 0 0 0 0
19-lug 0 0 40 0 0 0
06-ago 80 0 0 0 0 3680
21-ago 40 0 0 0 0 8320
12-set 0 0 0 0 40 183505
11-ott 0 0 0 0 0 83034

Tabella 11 Analisi del fitoplancton relativa all’allevament8viluppo Marittimo” (Cattolica).

Fitoplancton potenzialmente tossico (cell/L):

DATA | Alexandrium | Dinophysis| G. spinifera | L. polyedrum| P. reticulatum | Pseudo-nitzschia
spp. spp. spp.
19-apr 0 0 0 0 0 43680
04-mag 360 0 0 0 0 720
22-mag 320 0 0 0 0 4560
14-giu 120 0 0 0 0 0
25-giu 120 120 0 0 640 0
09-lug 40 80 0 0 80 0
19-lug 0 0 0 0 40 320
06-ago 40 0 0 0 0 1440
21-ago 0 0 0 0 0 3840
12-set 0 0 0 0 40 229704
11-ott 0 0 0 0 0 90922

Tabella 12 Analisi del fitoplancton relativa all’allevamentéssociazione Produttori Pesca” (Cattolica).

Infatti, dalle precedenti tabelle si puo notare c¢hdinoflagellati G. spiniferae L.

polyedrumsono quasi del tutto assenti, per il periodo dige considerato, in tutti gli

allevamenti esaminati.

E interessante notare un aumento significativoadptesenza dP. reticulatum terza

specie produttrice di YTXSs.
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4.2 PARAMETRI TOSSICOLOGICI

Le analisi tossicologiche sono state effettuate iamée il mouse test per valutare la
presenza di tossine PSP nei mitili, mediante I'HRI&C le tossine ASP e mediante I'LC-
MS per le tossine liposolubili.

| dati riportati sono disponibili all'indirizzo webwww.algaeadria.org, una rete di
monitoraggio per l'intero bacino dell’Adriatico, e€hraccoglie ed elabora, in maniera
omogenea ed uniforme, informazioni circa la preagnzanare di biotossine.

Questa rete di monitoraggio € continuamente aggiardal CRM di Cesenatico, che
pubblica i risultati delle analisi effettuate suioltaschi eduli della Regione Emilia
Romagna destinati alla commercializzazione.

| risultati ottenuti tramite le analisi biotossiogiche confermano il trend atteso a seguito
delle analisi fitoplanctoniche. Infatti, i mitiliidutti gli allevamenti considerati sono
risultati tossici a causa dell’elevato contenut @ixs.

Invece, le tossine PSP e ASP, l'acido okadaico rvate (OAs), le pectenotossine
(PTXs), l'azaspiracido e derivati (AZAs), non hanmai superato il limite di legge nel
periodo di tempo esaminato.

Per guesto motivo verranno riportati, di seguitsclesivamente i1 dati relativi al
contenuto di YTXs nei mitili, ottenuti mediantenalisi chimica in LC-MS. Inoltre, data
la disponibilita degli standard, € stato possid#éerminare e quantificare la yessotossina
(YTX), la homo-yessotossina (homo-YTX), la 45-isbgessotossina (45-OH-YTX) e
la 45-idrossi-homo-yessotossina (45-OH-homo-YTX).

| risultati hanno messo in evidenza che le tospieabbondati ritrovate nei tessuti dei
mitili sono la homo-YTX e la 45-OH-homo-YTX.

4.1.1 Analisi biotossicologiche — Ravenna

In Tabella 13 sono riportati i risultati relativile analisi effettuate sui campioni di
Mytilus galloprovincialis, pervenuti al CRM di Cesenatico dal mese di a@lilmese di

novembre.
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YTXs YTXs
mg/kg p.e. mg/kg p.e.
DATA DIGA NORD DIGA SUD DATA LA FENICE

18/04/2012 <0,2 <0,2 16/04/2012 <0,2
10/05/2012 <0,2 <0,2 30/04/2012 <0,2
24/05/2012 <0,2 <0,2 23/05/2012 <0,2
07/06/2012 <0,2 <0,2 14/06/2012 <0,2
21/06/2012 <0,2 <0,2 27/06/2012 0,27
05/07/2012 <0,2 <0,2 11/07/2012 <0,2
19/07/2012 <0,2 <0,2 26/07/2012 <0,2
07/08/2012 <0,2 <0,2 14/08/2012 <0,2
22/08/2012 <0,2 <0,2 28/08/2012 <0,2
11/09/2012 0,74 0,61 18/09/2012 0,64
18/09/2012 0,62 1,31 03/10/2012 0,76

01/10/2012 1,23 3,06

22/10/2012 4,94 2,49

19/11/2012 4,63 5,85

Tabella 13Risultati delle analisi biotossicologiche effetiati mitili provenienti dai banchi naturali
“Diga Nord” e “Diga Sud” e dall’allevamento “La Fee”, mediante analisi in LC-MS. Sono evidenziati
in giallo i campioni che superano i limiti di legge

Dalla precedente tabella si pud notare che in dlataettembre, nei mitili provenienti
dalle Dighe Foranee di Ravenna, comincia ad aumendéaconcentrazione di YTXs.
Tale concentrazione raggiunge valori superioriralté di legge (1 mg di YTXs/kg p.e.)

il 18 settembre in “Diga Sud”, mentre il primo dite in “Diga Nord” (Tab. 13)

Nel mese di novembre il contenuto di yessotosseiamitili € risultato quasi sei volte
superiore al limite, mostrando un trend in aumeitoparticolare, in “Diga Sud” la
YTXs raggiunge il valore 5,85 mg di YTXs/kg p.ealare massimo rilevato, fino a
guesto momento, nei mitili della costa emiliano-egmola.

Per quanto riguarda l'allevamento “La Fenice”, ftiswattualmente chiuso in quanto ha
deciso di autosospendere la vendita del prodottona@canza di materiale. Al momento
non sono stati effettuati autocontrolli per veifie un eventuale aumento della tossicita
in questa area. Data la presenza di YTXs in tdttajevamenti circostanti, possiamo
tuttavia ipotizzare, con ragionevole certezza,amehe questo impianto sia caratterizzato
da valori superiori al limite di legge.

| dati fin qui riportati si riferiscono al conterwutli yessotossine totali.

Di seguito vengono invece rappresentate le coreaptri dei diversi analoghi, dal mese
di agosto al mese di novembre, periodo durantealejle YTXs sono comparse per la

prima volta nei tessuti dei mitili, per 'anno 2012
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Figura 29 Quantificazione di YTXs e derivati mediante LC-M& campioni di “Diga Nord".
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Figura 30 Quantificazione di YTXs e derivati mediante LC-M& gampioni di “Diga Sud”.

Dalle analisi in LC-MS risulta che la tossina pibbandante, rilevata nei mitili delle

dighe foranee di Ravenna, € la homo-YTX, seqguitia deb-OH-homo-YTX (Fig. 29 e
30).
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4.1.2 Analisi biotossicologiche - Cesenatico

Anche i campioni provenienti dagli allevamenti atgo di Cesenatico, sono risultati

positivi alle analisi per la rilevazione delle yessssine (Tab. 14).

YTXs
mg/kg p.e.
DATA PRO. MO. ITTICA COPRALMO ALTAMAREA
03/04/2012 <0,2 <0,2 <0,2
23/04/2012 <0,2 <0,2 <0,2
09/05/2012 <0,2 <0,2 <0,2
24/05/2012 <0,2 <0,2 <0,2
06/06/2012 <0,2 <0,2 <0,2
21/06/2012 0,21 <0,2 <0,2
04/07/2012 <0,2 <0,2 <0,2
17/07/2012 <0,2 0,51 0,34
01/08/2012 <0,2 <0,2 <0,2
16/08/2012 0.31 <0,2 <0,2
30/08/2012 0,56 0,21 <0,2
18/09/2012 n.p. 0,40 1,40
02/10/2012 n.p. 1,41 1,97
18/10/2012 n.p. n.p. 1,47
08/11/2012 n.p. 5,52 3,1

Tabella 14 Risultati delle analisi biotossicologiche effeteiati mitili degli allevamenti “Alta Marea”,
“Copralmo”, e “Pro. Mo. Ittica”, mediante analisi LC-MS. Sono evidenziati in giallo i campioni che
superano i limiti di legge. n.p.= campione non peaiyto.

| mitili provenienti dagli allevamenti “Copralmo” 8Alta Marea” sono risultati tossici
per YTXs, rispettivamente il 2 ottobre e il 18 satbre, mentre I'allevamento “Pro. Mo.
Ittica” e attualmente chiuso in quanto ha decisaudosospendere la vendita del prodotto
per mancanza di materiale. In ogni caso, dagbauritrolli effettuati successivamente
dagli stessi mitilicoltori, viene confermata la gpeaza di livelli di YTXs superiori ali
limiti di legge anche in questa area.

In data 8 novembre, gli allevamenti a largo di @esieo raggiungono una
concentrazione davvero notevole di YTXs (5.52 mgfkg.). Tale andamento della
tossicita e analogo a quello riscontrato al lafgBavenna (Tab. 13).

L’analogo che maggiormente contribuisce alle yessihe totali €, anche in questo caso,
la homo-YTX (Figg. 31 e 32).
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Figura 31 Quantificazione di YTXs e derivati mediante LC-M& sampioni di “Copralmo”.
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Figura 32 Quantificazione di YTXs e derivati mediante LC-M& campioni di “Alta Marea”.

Nell’allevamento “Copralmo”, in particolare, la horRYTX raggiunge valori
considerevoli (4,08 mg/kg p.e.) nel mese di novengbrg. 31).
Nelle precedenti figure e interessante notare aalel7 luglio al 30 agosto le YTXs sono

costituite, quasi esclusivamente da YTX.
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4.1.3 Analisi biotossicologiche - Rimini

Di seguito sono riportati i risultati delle anallsbtossicologiche effettuate sui campioni
di Mytilus galloprovincialisprelevati dal’AUSL di Rimini. Anche in questo @asmitili

sono risultati tossici a causa della presenzasBgt@ssine (Tab. 15 a 17).

YTXs
mg/kg p.e.

DATA MITILCOOP MARINARA
04/04/2012 <0,2 <0,2
19/04/2012 <0,2 <0,2
04/05/2012 <0,2 <0,2
22/05/2012 <0,2 <0,2
14/06/2012 <0,2 <0,2
25/06/2012 <0,2 <0,2
02/07/2012 <0,2 <0,2
19/07/2012 0,25 <0,2
06/08/2012 <0,2 <0,2
21/08/2012 <0,2 0,27
12/09/2012 0,26 <0,2
25/09/2012 1,09 1,57
11/10/2012 3,09 1,89

Tabella 15Risultati delle analisi biotossicologiche effeteigui mitili degli allevamenti “Mitilcoop” e
“Marinara” (Bellaria), mediante analisi in LC-MSo&o evidenziati in giallo i campioni che superano i

limiti di legge.
YTXs
mg/kg p.e.

DATA ACQUA DI MARE ADRIA MAR
04/04/2012 <0,2 <0,2
19/04/2012 <0,2 <0,2
04/05/2012 <0,2 <0,2
22/05/2012 <0.2 n.p.
24/05/2012 n.p. <0,2
14/06/2012 <0,2 <0,2
25/06/2012 0,35 <0,2
05/07/2012 n.p. 0,44
09/07/2012 0,3 n.p.
19/07/2012 0,56 <0,2
06/08/2012 0,42 0,44
21/08/2012 0,26 <0,2
12/09/2012 0,2 <0,2
25/09/2012 1,25 0,97
11/10/2012 1,36 1,32

Tabella 16Risultati delle analisi biotossicologiche effeteiaui mitili degli allevamenti “Acqua di mare”
e “Adria Mar” (Rimini), mediante analisi in LC-MSono evidenziati in giallo i campioni che superano
limiti di legge. n.p.= campione non pervenuto.
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YTXs
mg/kg p.e.

DATA SVILUPPO MARITTIMO ASS. PROD. PESCA
04/04/2012 <0,2 <0,2
19/04/2012 <0,2 <0,2
04/05/2012 <0,2 <0,2
22/05/2012 <0,2 <0,2
14/06/2012 <0,2 <0,2
25/06/2012 <0,2 <0,2
09/07/2012 <0,2 <0,2
19/07/2012 <0,2 <0,2
06/08/2012 <0,2 <0,2
21/08/2012 <0,2 <0,2
12/09/2012 0,24 <0,2
25/09/2012 1,26 1,13
11/10/2012 1,71 3,69

Tabella 17Risultati delle analisi biotossicologiche effeteiati mitili degli allevamenti “Sviluppo
Marittimo” e “Associazione Produttori Pesca” (Céitta), mediante analisi in LC-MS.
Sono evidenziati in giallo i campioni che superatimiti di legge.

Come si evince dai dati riportati nelle precedeéabelle, tutti i campioni analizzati sono
risultati positivi alle YTXs, a partire dal 25 sattbre 2012.

In realta, I'allevamento “Adria Mar” supera il litei di legge in data 11 ottobre; tuttavia
le analisi in LC-MS del 25 settembre rilevano unova di YTXs molto prossimo al
limite (0,97 mg/kg p.e.) (Tab. 16).

La quantificazione in LC-MS dei diversi analoghildeYTXs rivela, anche nel tessuto
dei mitili raccolti negli allevamenti situati traeBaria e Cattolica, la prevalenza della
homo-yessotossina (Figg. 33 a 38).

Bisogna evidenziare che, nel periodo compreso ugiol ed agosto viene rilevata
prevalentemente YTX nel tessuto dei mitili, merdr@artire dal mese di settembre, la
homo-YTX diventa predominante.

Tale andamento e analogo a quello riscontrato adigiramenti di Cesenatico.
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Figura 33 Quantificazione di YTXs e derivati mediante LC-M& gampioni di “Mitilcoop”.
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Figura 34 Quantificazione di YTXs e derivati mediante LC-M& sampioni di “Marinara”.
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ACQUA DI MARE - RIMINI
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Figura 35 Quantificazione di YTXs e derivati mediante LC-M& pampioni di “Acqua di Mare”.
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Figura 36 Quantificazione di YTXs e derivati mediante LC-M& sampioni di “ Adria Mar”.
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SVILUPPO MARITTIMO - CATTOLICA
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Figura 37 Quantificazione di YTXs e derivati mediante LC-M& gampioni di “ Sviluppo Marittimo”.

ASSOCIAZIONE PRODUTTORI PESCA - CATTOLICA
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Figura 38 Quantificazione di YTXs e derivati mediante LC-M& gampioni di “Associazione Produttori
Pesca”.

In generale e possibile notare che i valori di YTXsdi conseguenza dei diversi
analoghi, sono inferiori rispetto a quelli registraei campioni di Ravenna e di
Cesenatico. Anche in questo caso, vi € una prexaldi YTX fino al 12 settembre,

dopodiché comincia ad aumentare al homo-YTX.
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4.3 SPECIE ALGALI RESPONSABILI DELLA TOSSICITA DEI  MITILI

4.3.1 Alghe produttrici di YTXs
Le alghe responsabili della produzione di YTXs appegono alle speci&onyaulax
spiniferg Lingulodinium polyedrum e Protoceratium reticulaturgsinonimo di

Gonyaulax grindeyi

Gonyaulax spinifera(Claparéde et Lachmann) Diesing 1886

Descrizione
Cellula da piccola a medio-piccola. Epiteca a tainvessi angolati con corno apicg
ipoteca con due piccole spine (talvolta assenijg@o profondo e nettamente sfalsa

Lunghezza 24-50um, larghezza 30-40pum. Forma cisti.

Distribuzione
Specie marina, planctonica, bioluminescente. Coenpagvalentemente a fine estat
inizio autunno. Lungo la costa emiliano-romagnadachusato maree colorate (acqué

color marrone-ruggine) con concentrazioni di diverdioni di cell/L.

Tossicita

le,

192
®

BN

Solo recentemente € stata scoperta la sua capdicipgiodurre tossine IiposolubiIL
e

(yessotossine) che potrebbero essere causa defoddiiraccolta e commercializzazio
dei mitili in allevamento nel Nord Adriatico.

Teca; e ben evidente il solco nettamente sfalsato; Cisti; barra 10 pum.

barra: 10pum.

Figura 39 Scheda d. spinifera (Microalghe tossiche del Medio ed Alto Adriatidmpeiet al, 2005).
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Lingulodinium polyedrum(Stein) Dodge 1989

Descrizione

Cellule di forma poliedrica con placche tecali §ggsben definite e grossolanamente

areolate, con pori nelle depressioni, lunghezza&40m, larghezza 37-53um. Cloropla
arancione scuro-marroni. Specie bioluminescenteigi@r cisti caratteristichg

denominate: Lingulodinium machaerophorum(Deflandre et Cookson) Wall 196(;

Hystrichosphaeridium machaerophorubeflandre et Cookson 1955, incolori, sferig

sti

he

(diametro 35-50um), con spine che possono supedafgm di lunghezza e presentano

spinule nella parte distale. Le cisti sono in gredfiossilizzare.

Distribuzione

Specie marina, planctonica, bioluminescente. Coengaevalentemente dalla targda

primavera all'autunno, con picchi estivi. Lungodasta emiliano-romagnola ha caus
maree coloratedi color marrone-ruggine per circa un decennio 6t9985),
raggiungendo anche concentrazioni di 15x@ll/L con conseguenti fenomeni

anossia e moria di organismi bentonici. Dal 19%taga riconosciuta la sua capacita
produrre tossine liposolubili, la sua presenza idijucausa del divieto di raccolta

commercializzazione dei mitili.

Tossicita
Specie potenzialmente produttrice di yessotossiossifie liposolubili, storicamen

incluse nel gruppo delle DSP).

ato

di
di

e

Cellula a fresco;barra: 10um. Cisti; barra: 10pum.

Figura 40 Scheda dL .polyedrum(Microalghe tossiche del Medio ed Alto AdriaticarRpeiet al.,
2005).
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Gonyaulax grindleyiReinecke 1967
Sinonimo Protoceratium reticulatum
Descrizione

Cellule da piccole a medio-piccole, di forma potied; placche marcatamente reticolate.
Epiteca ad ampio cono con i lati piu o0 meno driiiyj corta dell’ipoteca. L'ipoteca

presenta margini da dritti a convessi con antapgiderma arrotondata o squadrata, senza

spine. Cingolo profondo, leggermente sfalsato. bhezga 28-43um, larghezza 25-35um.
Forma cisti caratteristiche, sferiche dotate di fitta corona di sottili spine dalle punte
uncinate. Specie bioluminescente.

Distribuzione

E’ poco abbondante, presente dalla primavera alifeno inoltrato.

Tossicita

Produce yessotossine, liposolubili, storicamentiige nel gruppo DSP.

i | (1LY

Cellula a fresco;barra: 10pm. Cisti; barra: 10um.

Figura 41 Scheda dP. reticulatum(sinonimo diG. grindley), (Microalghe tossiche del Medio ed Alto
Adriatico, Pompeet al, 2005).
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4.3.2 Correlazioni tra andamento delle alghe e andaento della tossicita

E significativo vedere come sono variate, nel terappello spazio, le concentrazioni
algali di G. spinifera L. polyedrume P. reticulatum rispetto alle concentrazioni di
YTXs.
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Figura 42 In alto: correlazione tra andamentoGlispiniferae homo-YTX rilevata nel tessuto dei mitili; in
basso: abbondanza relativa delle tre specie deisge (“Diga Nord” — Ravenna).

In “Diga Nord” (Fig. 42), la massima abbondanzhdieoflagellatoG. spinifera(20.440
cell/lL), precede immediatamente, in ordine tempmrdd concentrazione massima di
homo-YTX (3,609 mg/kg p.e.). Le correlazioni eftette confermano, quindi, che tale

specie algale produce homo-YTX, come tossina ppalei(Riccardet al, 2009).
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L’elevata tossicita rilevata nei mitili di questibose favorita anche dalla contemporanea

presenza dL. polyedrum(2.320 cell/L), ritenuta una specie produttricehdmo-YTX

(Tubaroet al, 1998).
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Figura 43 In alto: correlazione tra andamentoGlispiniferae homo-YTX rilevata nel tessuto dei mitili; in
basso: abbondanza relativa delle tre specie dieisge (“Diga Sud” — Ravenna).

Lo stesso andamento caratteristico della “Diga Nurene rilevato in “Diga Sud” (Fig.

43). Nel mese di ottobre, le concentrazionidispiniferain questo sito, raggiungono
valori ancor piu elevati (233.030 cell/L). Tale aamo in abbondanza si riflette
sullaumento della tossicita dovuta a homo-YTX cHa, sola, raggiunge un valore di

4,487 mg/kg p.e., su un valore di yessotossindi thit&,85 mg/kg p.e..
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Anche in questo caso, le elevate concentrazioniodsina sono influenzate dalla
contemporanea presenza di 4.240 cell/L.¢polyedrum.
Le concentrazioni diP. reticulatum sono troppo esigue per influenzare, in modo

significativo, 'andamento della tossicita rilevatal tessuto dei mitili di quest’area.
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Figura 44 In alto: correlazione tra andamentd@ispiniferacon homo-YTX e dP. reticulatumcon YTX;
in basso: abbondanza relativa delle tre specieteligdsse (“Copralmo” — Cesenatico).

Anche all'interno dei siti posizionati al largo @esenatico € possibile notare una stretta
correlazione tra andamento@i spiniferae andamento di homo-YTX (Fig. 44).

In questo caso € stato possibile effettuare, ol correlazione tr®. reticulatume
YTX. Quest’ultima, e risultata la tossina prevatenei campioni analizzati tra giugno,
luglio ed agosto (Fig. 31), dunque prima della carsp diG. spiniferalungo la costa

emiliano-romagnola.
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Dall’analisi del fitoplancton € emerso che, il 2iugno era presentB. reticulatum a
concentrazioni apprezzabili (240 cell/L). Tale datinferma che questa specie algale
produce principalmente YTX (Ciminiellet al, 2003).

Le indagini effettuate nel sito “Alta Marea” evideano un andamento del tutto analogo
a quello riscontrato nel sito “Copralmo”, con laes P. reticulatumche precede la
comparsa di YTX e la specfg. spiniferache precede la rilevazione di homo-YTX nei
mitili (Fig. 45). Il motivo di tale analogia e fdgiente intuibile se si considera la
vicinanza dei due allevamenti (Fig. 20).

Inoltre, possiamo notare che la tossicita dovuYa As si manifesta prima nel sito “Alta
Marea” e poi nel sito “Copralmo” (Tab. 14). Possmnpotizzare, dunque, ché.
spiniferasi sia avvicinata alla costa per effetto dei flassnarea e di corrente.
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Figura 45 In alto: correlazione tra andamentd@ispiniferacon homo-YTX e dP. reticulatumcon YTX;
in basso: abbondanza relativa delle tre specieteiigsse (“Alta Marea” — Cesenatico).
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Osservando i dati relativi alle concentrazionGainyaulax spinifergTab. da 7 a 12) nei

campioni prelevati presso gli allevamenti dell’asgdistante Bellaria, Rimini e Cattolica,
risulta che questa specie €& scarsamente presemi® da non giustificare le alte
concentrazioni di homo-YTX riscontrata nei mitili gueste zone (Figg. Da 33 a 38).
Questo ci ha indotto ad integrare questi risutati quelli ottenuti nei campioni prelevati

durante l'attivita di monitoraggio della Struttu@eanografica Daphne (Tab. 18).

18 settembre
G. spinifera | L. polyedrum| P. reticulatum
cell/L cell/L cell/L
RIMINI
0,5 km dalla costa 1760 0 0
3 km dalla costa 1760 80 0
CATTOLICA
0,5 km dalla costa 1120 0 0
3 km dalla costa 31528 80 0
2 ottobre
G. spinifera | L. polyedrum| P. reticulatum
cell/L cell/L cell/L
RIMINI
0,5 km dalla costa 560 0 0
3 km dalla costa 800 0 0
CATTOLICA
0,5 km dalla costa 31528 0 0
3 km dalla costa 1600 0 0

Tabella 18 Analisi del fitoplancton relativa alle stazioniimini e Cattolica, sia a 0,5 km che a 3 km
dalla costa (Mn Daphne).

| dati riportati nella precedente tabella, mettamevidenza la presenza @i spinifera a
concentrazioni piuttosto elevate, sia nella stazidnRimini che in quella di Cattolica (a
0,5 km che a 3 km dalla costa).

Ai fini della nostra ricerca, sono stati sceltiatddel monitoraggio a 3 km dalla costa, in
guanto giudicati rappresentativi degli allevameion disponiamo, tuttavia, dei dati
relativi alla fascia di mare antistante Bellaria,guanto il monitoraggio Daphne, in tale
stazione, viene effettuato solo a 0,5 km dallaacost

L’integrazione di questi dati con quelli ottenutepso gli impianti di molluschicoltura,
mostra come, in realta, la spe@e spiniferasia responsabile, anche in quest’area, della

tossicita dovuta a homo-YTX, rilevata nei mitiligg. 46 e 47).
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Figura 46 In alto: correlazione tra andamentoGlispiniferae homo-YTX rilevata nel tessuto dei mitili; in
basso: abbondanza relativa delle tre specie deisge (“Acqua di Mare — Rimini).

Inoltre, anche al largo di Rimini, la presenz&dreticulatume correlata alla rilevazione

di YTX nei mitili, a conferma che tale specie sisponsabile della produzione di YTX,
come tossina principal€{miniello et al., 2008
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ASSOCIAZIONE PRODUTTORE PESCA - CATTOLICA
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Figura 47 In alto: correlazione tra andamentoGlispiniferae homo-YTX rilevata nel tessuto dei mitili; in
basso: abbondanza relativa delle tre specie deiste (“Associazione Produttori Pesca - Cattolica).

Integrando ed elaborando i dati fin qui acquisrelativi alle concentrazioni di
fitoplancton lungo la costa dellEmilia Romagna,b@mo ottenuto la distribuzione

spaziale e temporale delle specie produttrici dK¥ Figg. da 48 a 50)
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Figura 48 Distribuzione delle concentrazioni i reticulatumlungo la costa emiliano romagnola.
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Figura 49 Distribuzione delle concentrazionildi polyedrumlungo la costa emiliano romagnola
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G. spinifera
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Figura 50 Distribuzione delle concentrazioni @onyaulax spiniferdungo la costa emiliano romagnola.

L’andamento spaziale e temporale delle tre alghuelyitrici di YTXs lungo la costa
conferma che, nel periodo di tempo esaminato, d'atgsicaG. spiniferae la principale
responsabile della rilevazione della tossicitandelluschi. Le maggiori concentrazioni di
YTXs, sono infatti state rilevate nel tessuto detilnprovenienti dai banchi naturali
“Diga Nord” e “Diga Sud”, al largo di Ravenna (Figl), area nella quale sono stati

registrati i piu alti valori diG. spinifera(Fig. 50).

YTXs
446
J mg/kg p.e.
| DGR NORD Sl
445
4 DIGA SUD 55
- 5
444
45
™ LA FENICE
a3 4
3 PROMOITTICA 35
4421 copramo —13
4 ALTA MAREA
wmmLcoor 2.5
441 | MARINARA
; ACQUA DI MARE —2
| apRiA mar -
4 SVILUPPO MARITTIMO . —15
“_-nss. PROD. PESCA
S !
3 BT Q9 Z
O S R

Figura 51 Distribuzione delle concentrazioni di YTXs tothingo la costa emiliano romagnola
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5 CONCLUSIONI

L’attivita di monitoraggio, oggetto di questo lawprha evidenziato concentrazioni di
yessotossine (YTXs) nel tessuto dei mitili, tali damportare la chiusura di tutti gli
allevamenti situati nella fascia di mare compitead&avenna e Cattolica.

La tossicita dovuta a YTXs é stata rilevata, perlema volta, nel mese di settembre.
L’analisi dei campioni di acqua di mare prelevatiprossimita degli allevamenti e dei
banchi naturali di mitili, nel periodo antecedetdemanifestazione della tossicita, ha
messo in luce la presenza delle alghe tosstGbayaulax spiniferaLingulodinium
polyedrume Protoceratium reticulatungsinonimo diGonyaulax grindleyi note per la
produzione di YTXs.

Dall'analisi quali-quantitativa del fitoplancton sgsico, € emerso che la spedse
spinifera & presente a concentrazioni molto elevate nelizid di mare antistante
Ravenna. Per quanto concerne le dighe foraneetazmnoe del porto di Ravenna tale
specie algale si é sviluppata prima in “Diga Sudjae in “Diga Nord”, probabilmente
per effetto dei flussi di marea e della correntel Mese di ottobre, nel banco naturale
“Diga Sud”, la specie tossida. spiniferaraggiunge i valori di concentrazione massimi
registrati lungo tutta la costa (Fig. 50).

Le analisi del fitoplancton hanno rilevato, lungdratto di costa antistante Ravenna, nel
medesimo periodo, concentrazioni apprezzabili.gyolyedrum che sembra rispecchiare
'andamento diG. spinifera seppur con concentrazioni del tutto inferiori.tfambe le
specie diminuiscono nell’area di Cesenatico e dhiRi, per poi aumentare nuovamente
lungo la costa antistante Cattolica (Fig. 49 e 50).

P. reticulatumé distribuita lungo tutta la costa oggetto di shugirevalentemente nei
mesi di giugno e settembre (Fig. 48). E interegsaotare che questa specie raggiunge
concentrazioni piu elevate, in periodi diversi eédp aG. spiniferae L. polyedrum

Dalle analisi biotossicologiche e risultato chetdasina prevalente, rilevata nel tessuto
dei mitili € la homo-YTX. Tale analogo e preseng&dlantotalita dei campioni analizzati
tra settembre, ottobre e novembre, dunque a patdremomento in cui I'analisi del
fitoplancton rileva la presenza @i spinifera

Effettuando correlazioni tra andamento delle spemieduttrici di yessotossine ed
analoghi delle YTXs nei mitili, € emerso che lanpipale specie algale responsabile
della tossicita dei mitili dovuta ad homo-YTX, @onyaulax spinifera Tale dato
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conferma quanto é stato osservato da esperimemtiotid in laboratorio, su un ceppo
isolato in Adriatico (Riccardet al, 2009).

Nella fascia di mare antistante Ravenna la conaeioine di homo-YTX nei mitili, da
sola, raggiunge valori circa 5 volte superiori iahite di legge, costituendo la quasi
totalita delle YTXs. L’elevata tossicita e dovutdaito cheG. spinifera in quest’area,
presente a concentrazioni molto elevate. Alla titssipud aver inoltre contribuito la
contemporanea presenza della specigolyedrumrilevata a concentrazioni apprezzabili
seppur nettamente inferiori rispetto a quell&dispinifera E ritenuto, infatti, che anche
L. polyedrunproduca homo-YTXs (Tubaret al, 1998).

Dalle analisi biotossicologiche, inoltre, la YTX résultata la tossina prevalente nei
campioni analizzati dal mese di aprile al mesesttembre, dunque prima della comparsa
di G. spiniferalungo la costa emiliano-romagnola. L'analisi parrllevazione delle
specie fitoplanctoniche esaminate, mostra comedéuspecie presente in tale periodo sia
P. reticulatum Le correlazioni tra andamento di quest’ultimaaadlamento di YTX nei
mitili, designano tale specie algale come respdlesatella produzione di YTX, a
conferma del dato di letteratura (Ciminiedibal, 2003)

Infatti, gli 11 ceppi isolati in coltura, tra il 88 e il 2005, hanno dimostrato di essere
tossici per la produzione di YTX come la tossinagpale (Pistocchet al, 2012).
Attualmente (3 dicembre 2012, data di consegna gre#tsente tesi), nonostante la scarsa
presenza delle specie tossiche oggetto di studigol la costa del’Emilia Romagna,
permane il divieto di raccolta di molluschi. Le Y$Xo0ssono infatti imanere a lungo nel
tessuto dei mitili, prima di essere metabolizzate.

Il presente lavoro rappresenta il primo studieampo in cui viene correlata la presenza
delle due tossine, YTX e homo-YTX, con quella delliee alghe produttrici,
confermando quanto riportato dalla letteratura mepdo le basi per la comprensione dei
meccanismi che stanno alla base dellandamentoisgdpae temporale tipico delle
principali specie microalgali tossiche la cui prese interessa le acque marine
prospicienti la regione Emilia Romagna e piu inayale I’Adriatico nord-occidentale.

Le specie prese in esame in tale studio, mostraesepze ricorrenti lungo la costa;
integrando i dati ricavati dal continuo monitoram@ attraverso la interpretazione dei
principali parametri chimico-fisici nel tempo acsi, potremmo avere un quadro
ecosistemico molto piu dettagliato sulla distrilmng delle specie tossiche e sui fattori

causali che ne favoriscono la proliferazione. Usieme di condizioni che, oltre a
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rappresentare un rischio per la salute umana, pemwun notevole danno economico al

settore della molluschicoltura.
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