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Background

La tetrodotossina (TTX) & una potente neurotossina che si trova negli organi di una varieta di specie
marine e di alcune specie terrestri [1]; & responsabile del piu alto tasso di mortalita di tutte le
intossicazioni marine [2]. Sono state trovare oltre 20 specie di pesci palla, o fugu, che nascondevano la
tossina specialmente nel fegato, nelle ovaie e nella pelle. Oltre al pesce palla, altre specie nelle quali &
stata rilevata la TTX sono: gasteropodi, tritoni, granchi, rane, lumache di mare, stelle marine, polpi dagli
anelli blu, vermi a nastro e batteri.

E stato dimostrato che la TTX e i suoi analoghi nelle specie marine sono prodotti da una vasta gamma di
specie batteriche associate all'ospite, come Vibrio, Bacillus, Aeromonas, Shewanella, Alteromonas e
Pseudomonas, che abitano naturalmente nell'intestino degli animali [1, 3 ]. E stata notata una
correlazione tra la presenza di TTX nei molluschi e la prevalenza del Prorocentrum minutum nelle acque
marine [4]; Composti simili alla TTX sono stati trovati anche in colture di P. minutum [5].

La TTX € un bloccante dei canali del sodio. Si lega ai canali del sodio dei tessuti eccitabili della vittima
(muscoli e nervi) e li immobilizza [1]. Nell'uomo, l'insorgenza e la gravita dei sintomi di avvelenamento
da TTX dopo l'ingestione dipendono dalla dose. | sintomi iniziali includono formicolio (parestesie) della
lingua e delle labbra, seguito o concomitante da/a mal di testa e vomito, che pud progredire fino a
debolezza muscolare e atassia [1]. Nei casi piu gravi, puo verificarsi il decesso causato da insufficienza
respiratoria e/o cardiaca. L'unico trattamento per l'intossicazione da TTX e |'osservazione e un'adeguata
terapia di supporto. La TTX e inoltre solubile in acqua e stabile al calore, quindi la cottura non annulla la
sua tossicita [1].

Solitamente comune nelle acque calde tropicali (Giappone, Taiwan, Bangladesh e Sud-est asiatico) [1],
la TTX & stata recentemente trovata in pesci palla [6, 7, 8] e gasteropodi [7, 9, 10] raccolti da paesi
europei. La presenza di TTX nei molluschi bivalvi europei e stata rilevata per la prima volta nel Regno
Unito nel 2014 per i molluschi raccolti in Inghilterra nel 2013 e 2014 a un livello massimo pari a 137 pg
di equivalente TTX/kg di carne di molluschi [11], quindi in Grecia nel 2015 per campioni nel 2012 a un
livello massimo di 223 ug di TTX eq / kg [4]. Inoltre, un sondaggio condotto nei Paesi Bassi nel 2015 ha
rivelato che la TTX puo essere trovata nelle cozze e nelle ostriche provenienti dalle zone di produzione
olandesi [12]. Per spiegare la nuova presenza di TTX nelle regioni europee, diversi ricercatori hanno
formulato la teoria della "migrazione lessepsiana" (afflusso di biota del Mar Rosso nel Mar Mediterraneo
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attraverso il canale di Suez). Anche I'acqua di zavorra puo essere causa del trasferimento di organismi
contenenti TTX dalle acque asiatiche a quelle europee [1].

Lo studio condotto in Grecia da Vlamis e al. [4] sulla presenza della TTX nei molluschi bivalvi europei
solleva la questione di un legame tra la TTX nelle acque temperate e il cambiamento climatico, con il
riscaldamento degli oceani. Lo studio suggerisce un possibile legame tra la presenza di TTX nella zona
temperata e la presenza di fioriture algali di Prorocentrum minimo, microalghe che producono TTX. Ha
inoltre dimostrato che la TTX era gia presenti nei molluschi greci dal 2006, in concentrazioni comprese
tra61,0e197,7 ug di TTX eq / kg. Per quanto ne sappiamo, si tratta della prima presenza di TTX segnalata
nei molluschi bivalvi europei [4].

I molluschi bivalvi vivi sono biofiltri e bioaccumulatori. Data questa loro funzione, possono accumulare
tossine presenti nelle acque e trasmetterle ai consumatori.

Nei rapporti contemporanei, I'unico caso europeo di intossicazione da TTX si & verificato nel 2007 in un
uomo che ha acquistato un guscio di tromba commestibile della specie Charonia lampas lampas in un
mercato nel sud della Spagna [13]. Ha ingerito parte della carne bianca del crostaceo che ha raggiunto
la ghiandola digestiva scura. Pochi minuti dopo il consumo, il paziente & stato colto da una grave forma
di paralisi generale, anche dei muscoli respiratori, senza presentare altri sintomi o conseguenze [13]. E
comungue importante chiarire che il mollusco acquistato e consumato non era una specie solitamente
pescata o allevata nei paesi europei.

Ambito di questo parere

Nel 2015, I'lstituto per la sicurezza alimentare nei Paesi Bassi (RIKILT) ha condotto un'indagine sulla TTX
nei molluschi bivalvi vivi provenienti dalle zone di produzione olandesi [12]. L'indagine ha rivelato che la
TTX si trova nelle cozze e nelle ostriche provenienti dalle zone di produzione olandesi. A luglio e agosto
2015 sono stati rilevati valori in un intervallo compreso tra 13,7 e 124,1 pug di equivalente TTX/kg di carne
di molluschi [12]. L'Autorita olandese per la sicurezza dei prodotti alimentari e di consumo (NVWA)
ritiene probabile che, anche a basse concentrazioni, la TTX possa costituire un rischio quando vengono
consumati molluschi bivalvi vivi contenenti la tossina. La ricerca consultiva (NVWA/BuR0/2016/79)
dell'Ufficio per la valutazione dei rischi (BuRO) lo ha confermato e ha consigliato all'NVWA di agire da un
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punto di vista precauzionale e garantire che i molluschi bivalvi vivi contenenti TTX non siano immessi sul
mercato. Il consiglio non propone un limite massimo consentito, poiché non e possibile identificarlo in
base alla ricerca attuale. Pertanto, BURO presume che I'eventuale presenza di TTX nei molluschi bivalvi
vivi possa comportare rischi per la salute se consumati [14].

I 18 aprile 2016, i Paesi Bassi hanno emesso un progetto di regolamento nazionale relativo alla TTX nei
molluschi bivalvi vivi [14]. Il progetto stabiliva che I'NVWA avrebbe dovuto adottare le seguenti misure
in quell'anno [14]:

- Impostazione del monitoraggio delle aree di produzione olandese di molluschi per la TTX;

- Prevenzione dell'immissione sul mercato di molluschi bivalvi vivi contenenti una concentrazione
pari o superiore a 20 pg di TTX eq/kg; questa concentrazione corrisponde al limite di rilevazione
della TTX mediante il metodo della cromatografia liquida-spettrometria di massa (LC-MS/MS/
MS) (metodo olandese) [15].

Nella propria mozione del 3 maggio 2016, ai membri del gruppo di lavoro "Live Bivalve Molluscs", i Paesi
Bassi desideravano estendere le misure adottate dalla NVWA agli Stati membri europei. Tali misure sono
eccessivamente rigorose e non si basano sull'esperienza pratica della malattia. Se questa divenisse la
norma nell’UE, le societa commerciali olandesi potrebbero chiedere ai produttori degli stati esportatori
verso i Paesi Bassi di certificare I'assenza di TTX nelle loro ostriche e cozze prima di qualsiasi acquisto.
Tale certificato deve essere fornito da un laboratorio riconosciuto secondo il metodo LC-MS. Tuttavia,
questa analisi non e stata convalidata in Europa.

| dati tossicologici sulla TTX sono limitati, il che rende difficile identificare i rischi e proporre una soglia
normativa. Sono necessarie ulteriori ricerche sulla TTX per adottare misure restrittive efficaci basate
sull'evidenza; cio deve essere fatto principalmente per la salute dei consumatori, ma un'altra questione
importante e affrontare le conseguenze economiche di questa "epidemia infondata".

Con il sostegno dell'NVWA, il 15 giugno 2016, la DG SALUTE della Commissione europea ha chiesto
all'Autorita europea per la sicurezza alimentare (EFSA) di preparare un parere scientifico su quanto
segue:

— La presenza, I'accumulo e la tossicita per I'uomo della TTX e dei suoi analoghi che si trovano nei
molluschi bivalvi e nei gasteropodi marini all'interno e all'esterno delle acque europee,
compresa, ove possibile, I'istituzione di una soglia di tossicita [16]; e
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— Il metodo piu efficace che potrebbe essere utilizzato per rilevare e quantificare tale gruppo di
tossine, inclusi parametri come un limite di rilevazione e un limite di quantificazione [16].

L'EFSA ha accettato tale richiesta il 26 luglio 2016 e ha fornito un parere scientifico intitolato "Rischi per
la salute pubblica legati alla presenza di analoghi della tetrodotossina (TTX) nei bivalvi e gasteropodi
marini" il 20 aprile 2017 [17].

Il Regno Unito, la Grecia e i Paesi Bassi hanno inviato all'EFSA 1677 campioni di bivalvi raccolti tra il 2006
e il 2016, tra cui cozze, ostriche, vongole, vongole, capesante e vongole a rasoio. Nel 92% dei campioni,
utilizzando il metodo LC-MS, la TTX non é stata rilevata o quantificata, con limiti di rilevazione
nell'intervallo compresi tra 0,5 e 5 pg equivalente TTX/kg di carne di molluschi e limiti di quantificazione
nell'intervallo compreso tra 1 e 25 ug di TTX equivalente/kg di carne di molluschi. Analoghi TTX sono
stati rilevati in circa il 5% dei campioni [17, parte 3.3].

Sulla base di una grande porzione di carne di molluschi (400 g), un peso corporeo adulto di 70 kg e una
dose acuta di riferimento di gruppo (ARfD) di 0,25 ug di TTX equivalente/kg di peso corporeo, il gruppo
di esperti scientifici sui contaminanti nella catena alimentare (Gruppo CONTAM) ha concluso che una
concentrazione inferiore a 44 pg di TTX e/o la quantita tossica equivalente dei suoi analoghi per
chilogrammo di carne di molluschi non dovrebbe provocare effetti negativi sull'uomo [17].

Dopo che I'EFSA ha pubblicato il proprio parere, uno studio olandese in vitro (dal 2017) [18] ha fornito
ulteriori informazioni sui fattori di incertezza (UF) utilizzati regolarmente. La procedura regolare per la
definizione di un ARfD sarebbe quella di selezionare il livello senza effetti avversi osservati (NOAEL) per
I'endpoint pil critico in uno studio sugli animali e dividerlo per un fattore di incertezza di 10 per le
differenze interspecie (tra animali sperimentali e umani) e da un altro fattore di incertezza di 10 per le
differenze intraspecie (tra umani). In una riunione di esperti del 2 maggio 2017 [19], con esperti olandesi
e belgi, si € concluso che le informazioni di questo studio in vitro comportano una riduzione
dell'incertezza di 2,5, con un livello di sicurezza di 2,5 * 44 = 110 pg Equivalente TTX / kg di carne di
molluschi.

Il gruppo di esperti scientifici CONTAM dell'EFSA ha concluso che i metodi chimico-analitici, in particolare
LC-MS / MS, sono i metodi di rilevazione pil adatti perché consentono l'identificazione e la
quantificazione della TTX e dei suoi analoghi. | limiti di quantificazione variano tra 0,1 e 25 pg di
equivalente TTX/kg di carne di molluschi. Sebbene siano stati convalidati in laboratorio, il gruppo di
esperti scientifici CONTAM dell'EFSA ha suggerito che i metodi LC-MS / MS richiedessero un'ulteriore
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convalida negli studi interlaboratori [17]. Attualmente € in corso la convalida del metodo da parte dei
laboratori nazionali di riferimento [20, 21].

Il gruppo di esperti scientifici CONTAM dell'EFSA ha raccomandato di ottenere piu dati sul verificarsi
della TTX e dei suoi analoghi in parti commestibili di bivalvi e gasteropodi marini provenienti da diverse
acque dell'UE per fornire una valutazione dell'esposizione piu affidabile. Inoltre, sono necessari standard
certificati e materiali di riferimento per la TTX e i suoi analoghi per migliorare la qualita dei dati di
occorrenza [17].

Dal 2017 i Paesi Bassi hanno utilizzato 44 pg di equivalente TTX / kg di carne di molluschi come standard
per le misure di chiusura delle aree di produzione. Seguono lo standard del parere dell'EFSA invece del
livello di 20 pug di TTX equivalente / kg di carne di molluschi inizialmente scelta [22]. Durante I'estate
2017, non si e verificata alcuna crisi TTX in Olanda. | Paesi Bassi attualmente continuano a seguire le loro
normative nazionali in materia di TTX, ma si applicano solo ai prodotti olandesi piuttosto che a tutti i
prodotti europei [21].

Nel 2018, per soddisfare la raccomandazione ESFA, Leao e al. [2] ha studiato la possibile presenza di TTX
in diversi molluschi bivalvi delle Rias della Galizia, nell'Atlantico sulla costa occidentale della Spagna, in
cui la produzione di bivalvi, e in particolare di cozze, € la pil rappresentativa nell'UE [2]. Hanno anche
studiato la determinazione del gene non ribosomiale del peptide sintetasi (NRPS), dopo I'isolamento del
principale Vibrio spp., poiché questo gene & coinvolto nella biosintesi delle tossine [23, 24]. La presenza
del gene NRPS é stata osservata nei campioni in cui & stata rilevata TTX; tuttavia, questa presenza é stata
osservata anche in altre specie di Vibrio isolate da campioni in cui la TTX non é stata rilevata. Pertanto,
I'associazione di questo gene con la produzione di TTX non & chiara e necessita di ulteriori
approfondimenti. Solo due campioni (su 1279) provenienti da aree infaunali (cardio e ostriche) hanno
mostrato una risposta di tossicita TTX; i loro livelli di concentrazione di TTX erano significativamente
inferiori a quelli raccomandati dall'EFSA; e nessun analogo TTX & stato trovato in questi campioni, né in
nessun altro campione. Va notato che i campioni sono stati raccolti in aree in cui le condizioni ambientali
sono simili a quelle descritte da Turner e altri [25] per la maggior parte dei molluschi positivi alla TTX
trovati nel Regno Unito. Pertanto, i dati sull'occorrenza della TTX ottenuti in questo studio non
consentono di concludere che la TTX rappresenti un rischio per la salute pubblica in Galizia; tuttavia,
sono ancora necessari ulteriori dati e sono in corso ulteriori studi per ottenere ulteriori dati
sull'occorrenza [2].
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Il Consiglio consultivo dell'acquacoltura (CCA) e

possono presentare il

Consiglio consultivo del

mercato (MAC)
seguente parere a

riguardo:

Ribadire che la salute dei consumatori dei loro prodotti rimane una priorita assoluta;

Sottolineare la minaccia agli scambi intracomunitari e lI'immagine dei molluschi in generale in

Sottolineare la necessita di maggiori informazioni basate sull'evidenza sulla tossicita della TTX
(tossicocinetica, tossicita orale, effetti cronici, combinazione con STX) per ridurre i fattori di

Sottolineare la necessita di disporre di piu dati sul verificarsi della TTX provenienti da diverse
acque dell'UE per fornire una valutazione dell'esposizione piu affidabile, nonché la necessita di

Accoglie con favore la definizione in corso di un metodo di riferimento europeo convalidato tra
gli Stati membri per quanto riguarda l'introduzione di questa tossina nel sistema di monitoraggio;

1.
2.

relazione a un'epidemia "infondata";
3.

incertezza in modo responsabile;
4,

studi sulla fonte e I'accumulo di TTX;
5.

e
6.

Chiedere alla Commissione europea di condurre una valutazione del rischio quando sono
disponibili sufficienti dati basati su prove di tossicita, fonte e accumulo di TTX.
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