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— I:;’ingestione da parte dell’'uomo di prodotti
contaminati porta all’insorgenza di quadri
patologici “ Biointossicazioni”
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1i paralitiche (Paralytic Shellfish Poisoning - PSP)

Smdroml neurotossiche (Neurotoxic Shellfish Poisoning -
- _NSP)
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’f';_f‘t Llnee Guida sui molluschi bivalvi e
" nuova regolamentazione comunitaria
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AV struttura com etente al -ollo._
' ' ik analiticii previsti.dall pianc

Per 1l contrello sanitario der MBV
I CONSUMO UMmano
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*"anaI|S| piotossicologiche (DSP-PSP-ASP)
ManaI|5| microbiologiche (E. coli, Salmonelle)
¢ analisi chimiche (metalli pesanti)

** flusso informativo dei dati ottenuti
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PSP (Diarrhetic She
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i divisi

INn classi

_IOSSINE ACIDE: Acido okadaico (AO) e suoi derivati (OAS);
= _FTOSSINE NEUTRE :Pectenotossine (PTXs);
._.4 ; -—-¥essotossma e su0| derlvatl (YTXs)
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-f“f:;q listurbi sono di tipo gastrointestinale:

diarrea (92%)
nausea (80%)
vomito (79%)
crampi addominali (53%)
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= Pro ro ratrum reticulatum Lingulodinium polyedrum/
....-,_5_ i — Gonyaulax polyedra

"La tossicita riguarda organi bersaglio come cuore
- (miocardio), fegato e pancreas

% La YTX é stata isolata per la prima volta nella ghiandola digestiva
del pettine Patinopecten yessoensis
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WX e YESSOTOSSINe

P olieteri formati da -
NErSEe dit T ane . Yessotossine (YTXs)

giGlicT trans—sfusi, 45- hydroxyYTX

6' satenga Insatura 45, 46,47- tri norYTX
niagle dr atomi di 2- homo YTX

il bonlo e dalla parte 2-homo-45 hydroxyYTX
== f.,_(;)pposta gruppl 44-carboxyYTX
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= alcolici solfatati

** Silconoscono pit di
90 YTXSs, masono
state 1dentificate
circa una dozzina
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Vietodi di'preyva rico

mlevazione delle tossine lipofile Reg. CE
207412005

~%Wetodi biologici MBA — RBA
i""g_ﬁéijo’di alternativi ai metodi di prova biologici
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Prova

" Jeﬁerm azione delle tossine liposolubili nel
rrialitigen 1 eduli lamellibranchi dall’ Allegato al DM
Io/O 2()02 (G.U.n° 165 del 16/07/2002)

E—Hﬁj‘rmaSSIml e metodiche di analisi delle biotossine algali
't«n,ej molluschl bivalvi vivi, echinodermi,tunicati e gasteropodi

~_ marini”

** 1l metodo si basa sull’effetto della tossicita acuta provocata in
topi adulti depo I'inoculazione I.p. di un estratto di corpo
edibile di molluschi.



-r”* /essotossine: 1 mg equivalente di yessotossine/kg;

" Acido okadaico, dinophysitossine e pectenotossine
complesswamente 160 ug di equivalente acido
- Okadaico/kg;

azaspiracidi: 160 pg di equivalente azaspiracido/kg.

o ‘:



~ | eyl ';i._di muitili, oggetto di studio, sono stati analizzati

:wguenrlc‘ guanto dettato dall’Allegato al Decreto del
Mm 310 della Salute del 16 maggio del 2002
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APPLICAZIONE-
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-pr evista I'applicazione di due protocolli (Prot.1, Prot. 2)
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> Te‘st applicato sul mollusco intero (p.e.)

% pDsp ; prova biologica su topo



DETERMINAZIONE DELLE«
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2 PuliZle molluschis;

2 PreJ]evo dilcinca 150100 IL.COIPBINLENG;
SINBUENEIZZ ,

Preliave )] _0 g di materiale omogenato;

PROTOC OL- O (determlnare le tossine |IpOSO|ubI|I AO DTXs,
PAPXS Yr/“

I-ra‘lone con acetone;
:1 J *-es‘trazmne con metanolo;

e —

—evaporazmne dell’estratto;
® estrazione con etere e acqua distillata
® evaporazione dell’estratto etereo;
® preparazione dell’inoculo;
* iniezione di 1 ml di inoculo in 3 topi.
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EVaporazione dell estrattor =
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] orlrrJ/Jone - -
clee|t] ,f~ -ere etilico
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. -‘Preparazmne

- dell’inoculo:

- risospensione del
residuo in Tween 60
all’1%



o Protocollo 1
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ZAVIELOEOSVIILY nato dal Prof Yasumoto T. nel 2001 basato sul
merorlo Yrug motoT et al. (1984) — Diarrhetic Shellfish
Polsanlll Jg
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__ ’/ﬁJ'f-:J}%" Jei.p. dell’ emulsione in 3 topi
—

% 1l'test & positivo se 2 topi su 3 muoiono entro le 24 ore :
~ presenza di tossine AOs, YTXs; PTXs, AZAs .
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*** | molluschi non sono idonei al consumo umano.



‘Determinaziene tossi
J]pC S(C H-b-_iJE-PrGt
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2 PP_QTOCCi Il (determinare AO, DTXs, PTXs, YTXs e AZA):
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'_._;:;""'fér'érliévo_ 100 g di omogenato;

p— i

- *estrazione con 300 ml di acetone;

_® estrazione con 300 ml di metanolo;
® evaporazione dell’estratto;
® risespensione del residuo con diclorometano e
metanolo al 60% (1:2)
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2Velgo e on" della frazione di
dICIorometano;
PIEIENEZI0 ne dell'moculo;
]n]ezlr 1e di 1 ml di emulsione in
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= Sopravvlvenza di 2 topi su 3 oltre le
e 24 ore: TEST NEGATIVO per

AO, DTXs, PTXs e AZA.

Morte di 2 topi su 3 entro le 24 ore:
TEST POSITIVO per AO, DTXs,
PTXs e AZAs.

DE'P\ INAZIONE D

VURRHTC]

STEP 2:

e evaporazione della frazione di
metanolo al 60%;

® preparazione dell’'inoculo;
e |niezione di 1 ml di emulsione In

3 topi: 1

Sopravvivenza di 2 topi su 3 oltre le
S5 ore: TEST NEGATIVO per
YTXs.

Morte di 2 topi su 3 entro le 5 ore:
TEST POSITIVO per YTXs.



) C Scarsa sensibilita

aﬂedl
presentl
‘analizzato

= Problemi etici sull’'utilizzo di
mammiferi per le bioanalisi
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rattar eﬂjgg_'el CﬁMﬂP"

it Impilegare nel
cle) OSAC glo funzmnale delle YTXs

% Hroger ra Operativa Standard (27 Giugno 2007) : Procedura
difdose g|o funzionale delle Yessotossine

?:_;:E a 5 f‘umento di Scienze Biomediche , Universita di Modena e
= j?ggglo Emilia — Prof. Gian Paolo Rossini
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% == Iparte del 5 b. Campioni da impiegare nel dosaggio-



Preoi azione dei camplonl mitilie.
clzl ] 'egare 0sagg

PIENIEVORdI 0MOgenato;
reZlcple Lo dilacetone;

EScZIGNE rf . metanolo;

Avrloorgujg ¢ dell’estratto metanolico e acetonico;

fJOrlfl’L To)s e deI residuo con diclorometano e

et olo al 60%

——n *’:}_;ga prazione sotto flusso di azoto della frazione (40ml) dell’estratto

-"“"‘ metanolico

-rr@ospensmne del residuo in etanolo assoluto/DMSO(1:1)
~Sonicazione

Conservazione del campione a — 20°C e al riparo dalla luce

!

e CAMPIONE VERRA’ UTILIZZATO PER IL DOSAGGIO FUNZIONALE
DELLE YTXs IN VITRO
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- Mgl pr_f"' “dalle’ zone di produzione
deH‘A.’o_rf e del Molise
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= 1.93 analisi eseguite (nessuna positivita)
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