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A3.1. Introduzione

L’uomo puo essere esposto alle cianotossine attraverso diverse vie, caratteristiche per
ciascuno scenario di esposizione (1). Escludendo 1’esposizione per via parenterale, possibile a
seguito dell’uso per I’emodialisi di acqua superficiale proveniente da corpi idrici contaminati da
cianobatteri e non opportunamente purificata (2-4), I'uso ricreativo delle acque comporta
I’esposizione, anche contemporanea, attraverso le altre tre principali vie: orale, cutanea e
inalatoria. Ovviamente 1’esposizione pud avvenire anche attraverso usi diversi dell’acqua e di
altri prodotti contaminati. Infatti I’esposizione orale puo derivare dal consumo di acqua e cibo
contaminati, dall’uso di integratori alimentari a base di liofili o estratti cianobatterici. Inoltre
I’ingestione accidentale o involontaria di acqua pud avvenire durante le attivitd balneari e
ricreative,per esempio. nuotando, cadendo inaspettatamente da imbarcazioni o durante la pratica
di sport acquatici e nel caso di bambini, giocando sul bagnasciuga e/o mettendo in bocca le
mani dopo avere avuto contatto con 1’acqua. D’altro canto nello svolgimento delle suddette
attivita ricreative, sportive o anche professionali (es. per pescatori e bagnini), 1’esposizione
cutanea per contatto diretto e quella per via inalatoria sono sicuramente rilevanti. La via
inalatoria puo essere considerata rilevante non solo per chi svolge attivita in acqua ma anche per
chi staziona sulla spiaggia o nelle zone prospicienti alla zona interessata dalla fioritura, inclusi i
mesi piu freddi, non compresi nella stagione balneare vera e propria. D’altra parte la possibilita
di inalazione dopo formazione di materiale derivato da schiume seccatesi sulla riva fa pensare a
possibili implicazioni per la salute, in analogia a quanto osservato a seguito del ritrovamento di
Microcistine (MC) nelle croste desertiche (5).

Ovviamente lo scenario e la via espositiva influenzano la potenzialita di indurre effetti locali
al punto di contatto (es. pelle, occhi, epitelio gastro-intestinale e delle vie respiratorie) e la
biodisponibilita che determina la dose interna di cianotossina dalla quale dipendono gli effetti
tossici sistemici.

Di seguito verranno sinteticamente presentate le varie segnalazioni riportate in letteratura e
gli studi epidemiologici che hanno evidenziato effetti sulla salute dell’uomo a seguito di
esposizione a cianobatteri e/o cianotossine a seguito di i) attivita ricreative e balneari, ii)
emodialisi, iii) consumo di acqua potabile e cibo contaminati.

A3.2. Attivita balneari e ricreative

Considerando la stagionalita della fioritura delle diverse specie di cianobatteri da un lato e il
periodo limitato nel quale ¢ praticata la balneazione nelle zone a clima temperato come il nostro
Paese, gli scenari espositivi legati alle attivita ricreative in corpo idrici risultano piu associabili
ad un rischio a breve termine (sub-cronico) piuttosto che ad una esposizione giornaliera molto
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prolungata nel tempo (rischio cronico). Lo svolgimento di attivita ricreative in acque infestate
da elevate densita di cianobatteri tossici (fioriture o schiume) potrebbe dar luogo ad effetti acuti.
In effetti, sono stati descritti tre casi: un solo caso di decesso, negli USA ed effetti acuti risoltisi
dopo le opportune cure mediche dopo alcuni giorni. Il decesso, attribuito a posteriori da un
coroner, ¢ stato associato all’esposizione di un adolescente ad anatossina-a (ATX-a), a seguito
di caduta accidentale in uno stagno di un campo da golf (e conseguentemente ad ingestione
involontaria). La tossina fu infatti ritrovata post-mortem nel sangue e nelle feci del ragazzo. Ci
sono comunque alcune incertezze su tale associazione per la latenza tra esposizione e morte (48
h) che non concorda con il tempo di letalita che si osserva negli studi sperimentali sugli animali
relativamente all’attivita neurotossica della tossina che ¢ di poche ore (6).

Un altro caso legato alla ingestione involontaria di acqua (si stima di circa 240 mL) a seguito
di caduta accidentale in acqua ¢ stato documentato in un lago canadese: il soggetto adulto dopo
poche ore ha sviluppato un disturbo gastroenterico acuto, progredito successivamente in una
sintomatologia simil-influenzale, caratterizzata da febbre, forte mal di testa, dolori articolari e
mialgia (7). In entrambi i casi I’ingestione ¢ stata determinata dallo stimolo del cosiddetto
riflesso immersione-deglutizione, che ha una probabilitda maggiore di essere indotto quando la
temperatura dell’acqua ¢ inferiore ai 25°C (8). Quindi cadute accidentali o immersioni in acque
relativamente fredde rappresentano un rischio maggiore di ingestione rispetto alle acque tiepide
delle stagioni calde.

Recentemente ¢ stato riportato un caso-studio di intossicazione acuta durante un’attivita
sportiva balneare di un giovane in Argentina, accidentalmente caduto in acqua dove € rimasto
immerso per circa 2 ore. Il lago era affetto da una forte fioritura di Microcystis spp. nell’acqua
sono stati trovati 48,6 pg/L di MC-LR disciolta. Quattro ore dopo 1’esposizione, che
comprendeva contatto diretto, ingestione e inalazione, il ragazzo comincio ad avere nausea,
dolore addominale e febbre. Nei giorni successivi i disturbi progredirono con segnalazione di
dispnea e difficolta respiratoria con diagnosi ospedaliera di una polmonite atipica che escludeva
altri agenti eziologici come batteri, virus e funghi ma non altre tossine presenti nell’acqua.
Infine a una settimana dall’esposizione il giovane sviluppd una epato-tossicosi con un
significativo incremento dei biomarker di danno epatico (Alanina aminotransferasi, ALT,
Aspartato aminotransferasi, AST e y-glutamiltransferasi, yGT). Il completo recupero degli
effetti avvenne entro 20 giorni (9).

Effetti acuti simili a quelli dovuti alle cianotossine dopo esposizione balneare, ma con un
grado di gravita molto maggiore, sono stati descritti per esposizione alla debromoaplysiatossina
e alla lyngbyatossina, tossine prodotte durante la fioritura di Lyngbya majuscula, un
cianobatterio marino, diffuso nel mondo in piu di 98 localita con climi tropicali, sub tropicali e
temperati (10); nonostante la sua presenza sia stata segnalata in Francia, attualmente non sembra
essere rilevante alle nostre latitudini. Gli effetti piu frequentemente descritti sono le reazioni
dermatologiche di chi si trova a contatto con I’acqua, con lesioni acute cutanee piti 0 meno serie
specialmente nelle zone coperte dal costume (10,11). Vengono riportati anche irritazione
oculare e delle vie respiratorie ed effetti gastroenterici dopo ingestione (12), verosimilmente
legati ad azione locale con fenomeni di forte irritazione della mucosa gastrointestinale,
compatibili con il meccanismo di azione di queste tossine.

I vari dati disponibili fino al 2006 relativi sia a segnalazioni e report di tipo aneddotico che a
studi epidemiologici sugli effetti sulla salute a seguito di attivitd di balneazione sono stati
esaurientemente descritti in una rassegna (13): i risultati dell’analisi evidenziavano un range di
sintomi diversificati associati a questa via espositiva, anche se in nessun caso la valutazione
dell’esposizione (quando presente) ¢ sufficiente per definire valori soglia per 1’induzione di tali
effetti.
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Tre studi analitici trasversali (14-16) sono stati condotti nel Regno Unito sui frequentatori di
sei bacini interni, 5 dei quali infestati dalle fioriture di cianobatteri, evidenziando similitudine
negli effetti riportati indipendentemente dai siti. Nella maggior parte dei casi sono stati segnalati
sintomi gastro-intestinali (nausea, vomito, gastroenteriti), dermatologici (arrossamento cutaneo,
irritazione cutanea e oculare e delle mucose), sintomi respiratori, generalmente non gravi.
Tuttavia in alcuni casi sono stati anche riportati alcuni malesseri acuti seri come polmonite,
febbre, mialgia, vertigine e forte mal di testa, e presenza di vesciche e ulcerazioni alla mucosa
buccale (7,17-19).

Sono riportate anche se non frequentemente (20) evidenze di risposte allergiche, spesso
collegate agli effetti cutanei osservati, legate a sintomi come riniti, congiuntiviti, asma e orticaria,
indice di risposte mediate da ipersensibilitd. Il quadro sintomatologico legato agli effetti
inflammatori/allergici ¢ compatibile con il profilo tossicologico delle endotossine
lipopolisaccaridiche (LPS), visto che le altre tossine, testate come molecole pure su modelli
animali, hanno mostrato di non avere (MC) o di avere solo un debole potenziale
(Cilindrospermopsina, CYN) per I’induzione di effetti di sensibilizzazione (21,22), al contrario
degli estratti cianobatterici. Uno studio ¢ stato condotto su una popolazione di 259 soggetti (eta 7-
78 anni) affetti da rinite allergica e percio sottoposti a un test allergologico (skin-prick testing):
utilizzando come possibile allergene preparati cianobatterici privi di tossine, lo studio ha
evidenziato che circa il 30% degli individui ¢ risultato positivo ad almeno una delle specie testate.
La severita della risposta e il numero di specie in grado di elicitare una risposta erano molto
strettamente correlate. Lo studio dimostra chiaramente che I’allergenicita associata ad esposizione
a cianobatteri ¢ legata a componenti di questi organismi diversi dalle tossine prodotte (23),
ulteriormente avvalorando ’ipotesi che il ruolo principale possa essere svolto dalle tossine LPS.

Inoltre, deve essere tenuto conto che i) durante le fioriture dei cianobatteri altri composti
organici come aldeidi, terpenoidi e chetoni possono essere dissolti nell’acqua e alcuni di loro
mostrano proprieta irritanti e sensibilizzanti quindi non pud essere escluso il loro contributo
negli effetti evidenziati (1); e ii) uno studio recente ha suggerito che la comunita batterica
associata ai cianobatteri, particolarmente i ceppi di Aeromonas, pud contribuire
significativamente, se non essere responsabile dei sintomi gastrointestinali riportati a seguito di
esposizione a fioriture cianobatteriche durante le attivita ricreazionali (24).

A seguito di una estesa fioritura di Anabaena circinalis in un fiume australiano, fu condotto uno
studio caso-controllo (25): un significativo aumento del rischio di effetti gastro-intestinali (GI) e di
patologie dermatologiche fu trovato nei partecipanti che avevano usato 1’acqua non trattata per usi
domestici e non per il sottogruppo (50 soggetti) che avevano praticato attivita ricreative.

Lo studio epidemiologico relativo ad attivita ricreative piu citato € stato condotto in Australia
nel 1997 (26): sui risultati descritti nello studio sono basate in gran parte le linee guida sulle
acque di balneazione dell’OMS (Organizzazione Mondiale della Sanitd) (27) per prevenire il
rischio di irritazioni e di effetti piu severi causati da MC (senza tenere conto di altre possibili
tossine). Lo studio prospettico riporta che persone esposte per piu di 1 ora durante le attivita
ricreative in acque contenenti elevate concentrazioni di cianobatteri (>5.000 cellule/mL) piu
facilmente riportavano nei successivi 7 giorni almeno un sintomo rispetto a chi era stato esposto
ad acqua non contaminata, mentre non risultavano significative le differenze nei sintomi tra
esposti e non esposti a due giorni dall’esposizione. Questo studio mostra diverse limitazioni
commentate anche da altri autori (1, 13), tra cui il numero ridotto di individui esposti e non (93
soggetti esposti ¢ 43 non esposti); la mancata correlazione con i livelli di MC, che fa
presupporre che I’agente etiologico non sia legato alla produzione di tali tossine; il fatto che le
reazioni allergiche ritardate attribuite all’esposizione ai cianobatteri, osservate dopo 7 giorni,
non sarebbero compatibili con i tempi tipici di queste reazioni, generalmente 4-24 ore
dall’esposizione.
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Piu recentemente ¢ stato condotto uno studio prospettico di coorte piu accurato, che ha
reclutato 1.331 soggetti da 19 bacini con strutture ricreative nell’est dell’Australia e nella
Florida centrale e del nord-est (6). Nello studio i controlli erano gruppi di bagnanti in laghi
localizzati nei pressi di quelli scelti per il reclutamento dei casi ma non affetti da fioriture di
cianobatteri. Questa caratteristica rende lo studio qualitativamente migliore rispetto a quello del
1997, nel quale i controlli erano persone che non avevano avuto contatto con l’acqua. Le
categorie di esposizione livello basso, medio ed elevato di cianobatteri, furono stabilite
considerando la superficie cellulare, piuttosto che la densita espressa in n. cell/mL. La scelta fu
determinata dal fatto che in molti casi i laghi oggetto di studio erano dominati da picoplankton
come Aphanocapsa spp. and Merismopedia spp.con diametro <1pm, mentre gli altri cianobatteri
come A. circinalis hanno un diametro medio di circa 6-8,5 um (28): la conta cellulare avrebbe
portato quindi ad una sovrastima della biomassa. E stata preferita la superficie cellulare alla
misura del biovolume in quanto il picoplankton ha un elevato rapporto superficie/volume, e il
biovolume avrebbe portato ad una sottostima dell’esposizione alle cellule piu piccole e
soprattutto per il contatto diretto la superficie ¢ ritenuta un parametro importante. Per derivare
questa grandezza ¢ stata presa come struttura rappresentativa una cellula sferica di 6,2 um di
diametro (tipica di Microcystis aeruginosa o A. circinalis), per cui 20.000 cell/mL
corrispondono ad una superficie cellulare di 2,4 mm?*/mL e 100.000 cell/mL a 12,0 mm*/mL.
Anche questo metodo ha qualche limitazione, in quanto i) prende in considerazione solo cellule
sferiche o cilindriche, escludendo altre forme (es. ellissoidali); ii) non tiene conto di aggregati
cellulari in cui la superficie cellulare disponibile al contatto con la pelle ¢ decisamente inferiore
rispetto a quella di cellule singole.

Un confronto della diversa allocazione nei tre gruppi espositivi dei soggetti arruolati
utilizzando i tre modi per misurare I’esposizione (che in ogni caso sono stime in quanto i
prelievi dei campioni di acqua non sono stati fatti contestualmente al contatto degli individui
arruolati, secondo il disegno dello studio prospettico) ¢ riportata nella Figura A3.1. E evidente
che utilizzando la densita cellulare un numero maggiore di individui ¢ incluso nel gruppo ad
elevata esposizione.
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Figura A3.1. Allocazione dei tre gruppi espositivi in base a differenti parametri
per misurare la presenza dei cianobatteri cellulari
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Lo studio ha evidenziato un aumento statisticamente significativo dei sintomi respiratori e di
altri blandi sintomi generici tra i partecipanti esposti a densita elevate di cianobatteri (>12
mm?*/mL). E interessante notare che le persone che avevano usato moto d’acqua nei laghi con
alta concentrazione di cianobatteri (superficie cellulare >12,0 mm*/mL) riportavano sintomi, in
particolare respiratori, in maniera doppia delle persone che avevano fatto la stessa attivita in
laghi dove la concentrazione di cianobatteri era bassa (superficie cellulare<2,4 mm*/mL). Una
correlazione positiva ai livelli elevati di esposizione, anche se non statisticamente significativa,
fu trovata anche per i sottogruppi con sintomi cutanei, ma poiché spesso tali sintomi sono non
specifici e con regressione spontanea tale da non richieder assistenza medica, potrebbero essere
stati largamente sottostimati dai partecipanti. D’altro canto i sintomi GI e le dermatiti possono
anche essere erroneamente associati all’esposizione a cianobatteri, perché questi disturbi
possono essere causati da altre sostanze disciolte in acqua durante la fioritura e/o alla possibile
presenza di altri agenti eziologici come batteri, virus o stimoli fisici che possono provocare
orticaria non allergica (6).

Studi relativi ad esposizione ricreazionale (attivita di sci d’acqua o su imbarcazioni) sono
stati condotti in California, prendendo in considerazione come parametro espositivo la presenza
di tossina in aerosol (<0,1 ng MC/m®) o tamponi nasali, per considerare quantitativamente
I’eventuale esposizione per inalazione (29,30) e nel sangue dei soggetti esposti. Nello studio
caso-controllo (30) 81 persone tra adulti e bambini (casi) furono reclutate tra quelle che
frequentavano due laghi con fioriture di M. aeruginosa e altre 7 che frequentavano un lago non
contaminato (controlli). La concentrazione totale di MC nell’acqua del lago risultava tra 15-350
pg/L, con la MC-LA come congenere dominante, mentre la concentrazione nell’aerosol
(campionato utilizzando campionatori personali per circa 2 ore) era mediamente 0,052 ng
MC/m’ con valori fino 2,89 ng/m’. La stima dell’esposizione inalatoria risultava molto variabile
sia per I’andamento bimodale della dimensione della particelle dell’aerosol (0,23 mm e 2,64
mm), sia per I’interferenza della matrice nel saggio ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
assay) per la quantificazione delle MC dai tamponi nasali pre- e post esposizione (30). Nel
plasma dei soggetti non fu mai determinata tossina superiore al limite di determinazione (Limit
of Detection, LoD) (1 pug/L). Questo risultato pone alcuni dubbi sulla reale biodisponibilita della
tossina MC-LR e sulla possibilita di assorbimento a seguito di inalazione tale da dar luogo ad
effetti sistemici. D’altra parte gli stessi autori, pur ipotizzando la possibilita dell’esposizione
inalatoria, ritengono che i1 sintomi riportati dalle persone considerati ‘casi’ avessero valore
limitato sia per la scarsa numerositd degli individui arruolati, specie dei controlli, che non
permette di evidenziare la possibile differenza tra gruppo esposto e controllo, sia perché i
sintomi respiratori e dermatologici riportati potevano essere dovuti anche all’esposizione ad altri
contaminanti (30).

Relativamente all’esposizione per inalazione, uno studio recente ha determinato livelli in aria
di 16,2 pg/m’ di nodularina (NOD) e 1,8 pg/m’ di MC utilizzando per 4, 12 and 24 h campionatori
ad alto volume in due laghi in Nuova Zelanda durante una fioritura ed ¢ stato valutato se tali
concentrazioni potessero rappresentare un rischio per la popolazione (31). Assumendo il limite
della MC per I’acqua potabile definito dall’OMS (1 pg/L), il consumo di 2 litri d’acqua e una
biodisponibilita per la via inalatoria 10 volte piu alta rispetto alla via orale (sulla base di studi che
mostrano che gli effetti acuti della MC-LR somministrata per deposizione intratracheale sono
paragonabili a quelli ip nel topo), la concentrazione massima inalabile giornalmente sarebbe circa
200 ng per un uomo di 60 kg. Quindi assumendo una ventilazione media di 30,3 L/min per 24 h,
la concentrazione della tossina nell’acrosol non dovrebbe superare i 4,58 ng MC-LR/m’. E pur
vero che differenti tipi di attivita corrispondono a velocita di inalazione diverse; quindi ¢ stata
presa in considerazione un’attivitd pesante in base alla quale le tossine potenzialmente inalate
dalla popolazione prospiciente ai laghi in 24 ore raggiungevano valori massimi di 1,7 ng e 0,18 ng
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per la NOD e la MC, rispettivamente. Quindi la quantitd delle due cianotossine aerosolizzate
misurate nei due laghi neozelandesi non poneva nessun rischio associato ad inalazione prolungata
nella popolazione esposta (31), e a maggior ragione nemmeno un rischio acuto. Considerando il
valore limite nell’aerosol stimato sulla base della TDI (Tolerable Daily Intake) come derivato
dallo studio sopra citato (31), anche il valore piu elevato di 2,89 ng MC /m’ di acrosol, descritto in
lavori precedenti (29, 30), non configurerebbe rischi per la salute.

D’altro canto pitl recentemente ¢ stata riportata la presenza di MC nelle polveri desertiche in
Qatar a livelli di 1,5-53,7 ng/g (5). Gli autori ipotizzano che la quantita inalata da una persona
potrebbe superare il valore di TDI di 1-2 ng/kg pc al giorno per un adulto di 60 kg (basato sul
NOAEL inalatorio di 3 pg/kg pc nel topo definito precedentemente (32). Secondo gli autori
quantita al di sotto di 5-10 pg/L non rappresenterebbero un rischio inaccettabile per la salute.

Recentemente ¢ stato pubblicato un report dei Centers for Disease Control and prevention
(CDC) degli USA che raccoglie i dati di sorveglianza sanitaria su malattie trasmesse dall’acqua
ricreazionale per gli anni 2009-2010 (33).

Nel biennio, degli 81 outbreak, 24 (30%) sono stati associati all’uso ricreazionale di acque
non trattate, il 96% delle quali era relativo a bacini di acqua dolce. In 11 casi (46% del totale)
I’agente eziologico ‘cianobatteri’ fu confermato (attraverso la determinazione di fioriture con
>20 pg/L MC nei campioni di acqua prelevati durante o al massimo entro 24 h dall’esposizione)
o sospetto (MC <20 pg/L; determinazione di altre tossine indipendentemente dal loro livello).
Le cianotossine rilevate principalmente furono MC, CYN, ATX-a, e saxitossina (STX) ma in
alcuni casi ¢ stata riportata co-presenza di piu cianotossine. L’83% degli eventi fu registrato
durante giugno, luglio e agosto (il 79% dei 14 eventi riportati dal 1978 al 2008, indicando un
incremento notevole del fenomeno negli anni). Gli outbreak confermati hanno coinvolto almeno
61 persone (2 ospedalizzati; 7 visitati in una struttura di pronto soccorso ¢ 34 ricorsi comunque
a cure mediche), per lo piu (66%) con eta inferiore ai 19 anni. Gli 11 eventi hanno avuto una
durata media di 9 giorni (range: 0-44 gg) con il manifestarsi dei sintomi riportato entro poche
ore del giorno di esposizione fini a 2 giorni dopo.

Le esposizioni durante le attivita ricreazionali furono sia per contatto che per ingestione e
inalazione di aerosol. Piu del 70% degli effetti era associato alla via espositiva. Gli effetti
evidenziati furono dermatologici come rash cutaneo, irritazione di pelle e occhi, gonfiore e
ulcerazioni (essenzialmente a seguito di contatto diretto); sintomi gastrointestinali (crampi
addominali, nausea, vomito, diarrea) quando era riportata ingestione di acqua; e respiratori (tosse,
congestione nasale, difficolta respiratorie), a seguito di inalazione. Febbre, mal di testa, otiti e
segni neurologici (tra cui anche stato confusionale, disturbi alla vista) sono stati riportati nel 75%
dei casi in cui i campioni di acqua contenevano anche ATX-a e STX. Considerando che le persone
colpite in maggioranza avevano un’ eta inferiore o uguale a 19 anni, i bambini potrebbero avere
un rischio piu alto di effetti sulla salute associati alle fioriture algali per la maggiore frequenza di
esposizione e la piu grande quantita di acqua ingerita durante le attivita balneari (33).

Nel report non sono indicate le densita cellulari associate ai diversi outbreak, ma in 8 casi
sono state misurate le concentrazioni di cianotossine: le MC erano sempre presenti, anche se
solo in 4 casi superavano i 20 pg/L indicati come soglia dalle linee guida OMS per un rischio
moderato per la salute (27) (Tabella A3.1).

E evidente dalla tabella che nell’outbreak 8 che ha i livelli piu alti di MC-LReq (>2.000
png/L) e la presenza contemporanea di altre tossine si ¢ segnalato uno dei due casi di
ospedalizzazione; non sono riportate informazioni sui livelli presenti nell’outbreak 11, che ha
dato luogo all’altro caso di ricovero. E anche evidente che nell’outbreak 5 (dove la
concentrazione di MC-LReq era >1.000 pg/L) si ¢ verificata la segnalazione del numero piu alto
dei casi sintomatici. Al momento non sono stabiliti limiti per le altre cianotossine nelle acque di
balneazione, né informazioni riguardanti possibili interazioni.
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Tabella A3.1. Tipo di esposizione, assistenza sanitaria fornita e indicatori di qualita delle acque
relativi agli outbreak associati a cianobatteri negli Stati Uniti per gli anni 2009-2010

Outbreak/ Casi Tipo di assistenza Tipo Indicatori
Stato sanitaria® di di qualita delle acqueb
esposizione
MF PS H CYAN ATX-a CYN MC STX
(Mg/L)  (ug/ll) (ugll)  (ug/L)
1
New York 2 1 0 0 Contatto X _ 112,5 _
2 c
New York 2 0 0 0 Contatto _ _ _ _
3 g
New York 2 0 0 0 Contatto X _ _ _ _
4 Contatto,
. 3 1 0 0 ingestione, _ 0,05-0,1 NR 4,6 NR
Ohio . :
inalazione
5 Contatto,
Ohio 19 19 0 0 |_ngest|.one, _ _ _ >1000 _
inalazione
6 Contatto,
Ohio®' 7° 2 0 0 ingestione, X" NR NR 02 003
inalazione
7
Ohio' 9 3 2 0 Contatto _ _ NR 20,8 NR
8 Contatto,
Ohio® 8 5 5 1 ingestione, _ 15,0 9,0 >2000 0,09
inalazione
S 2 0 0 0 Contatto, ~ 02 03 03 NR
Ohio ingestione
10 3 2 0 0 lgnota <6,0
Washington 9 - - - ’ -
1 .
Washington 4 1 0 1 Ingestione _ _ _ _ _

Modificato da (33)

MF: Medico di famiglia; PS: Pronto soccorso; H: ospedalizzati
CYAN: Cianobatteri
NR= non rilevato (tossine nei campioni al di sotto del LoD).

a.Differenti livelli di assistenza sanitaria a cui le persone hanno avuto accesso. Nessun decesso

b.L’identificazione dei livelli di E. coli non é stata riportata (analisi fatte entro il giorno 1 dopo il periodo di esposizione).

c.Informazioni sull’assistenza sanitaria non note per entrambi i casi.

d.Informazioni sull’assistenza sanitaria non note per un caso.

e.Sono stati riportati malesseri e decessi di cani e pesci (nel caso dell'outbreak 8 anche di uccelli).

f. Esposizione & avvenuta nei pressi del lago che era anche fonte di acqua potabile. Nei campioni di acqua dopo
trattamento la concentrazione di cianotossine era sotto il LoD).

g.Entrambe le esposizioni sono di un singolo giorno. Microcystis fu identificata per microscopia 3 giorni dopo la data di
esposizione.

h.Fioritura mista di cianobatteri tossicogenici in successione: inizialmente Anabaena spp., poi Cylindrospermopsis
raciborskii, Aphanizomenon spp. e Planktolyngbya limnetica. 4 giorni dopo la data dell’'ultima esposizione MC non &
stata rilevata, STX misurata a 0,05 pg/L e ATX-a ¢ stata misurata a 0,05-0,1 pg/L.

i. MC fu >6 pg/L durante la settimana prima dell’'outbreak

Lo studio prospettico piu recente riguarda 466 residenti sulle rive di 3 laghi canadesi, sotto
osservazione per un periodo di 8 settimane. Uno dei laghi, Lake Champlain’s Missisquoi Bay
(MB), fornisce acqua potabile dopo trattamento (34), per cui i dati dello studio non sono limitati
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ad esposizione per uso ricreativo, ma almeno per una parte dei partecipanti, rappresentano una
esposizione mista, che comprende 1’'uso domestico e potabile dell’acqua. Uno degli altri due
laghi, Lake William (LW), inoltre ha mostrato una presenza di cianobatteri significativamente
inferiore agli altri due (densita piu alta circa 50.000 cell/L, contro >>10° negli altri due laghi),
dando luogo ad un sottogruppo di residenti esposti a livelli piu bassi. La concentrazione di MC
nel campionamento vicino alla riva del lago LW era nella maggior parte dei casi sotto il limite
di determinazione, con un valore massimo di 0,63 pg/L; nel lago Roxton (LR) era nel range:
0,008-108,8 pg/L con 16% dei campioni >1 pg/L e 2% >20 pg/L; nel lago MB il range era da
non determinabile a 773 pg/L con il 44% e il 10% dei valori superiori, rispettivamente a 1 e 20
pg/L. I sintomi valutati andavano da quelli gastrointestinali, a quelli cutanei e respiratori, otiti e
congiuntiviti, dolori muscolari, mal di testa. Solo i sintomi gastrointestinali furono associati al
contatto ricreazionale. Il rischio relativo (RR) di avere sintomi gastrointestinali era correlato alla
densita dei cianobatteri (<20.000 cell/mL: RR=1,52, Intervallo di Confidenza (IC) 95%=0,65-
3,51; 20.000-100.000 cell/mL: RR=2,71, IC 95%=1,02-7,16; >100.000 cell/mL: RR=3,28,
IC 95%=1,69-6,37; significativitd dell’incremento: p-trend=0,001). Curiosamente i sintomi GI
erano correlati positivamente solo per gli individui che riportavano un contatto limitato con
I’acqua, e non c’era correlazione in caso di contatto completo. Gli autori spiegano tale anomalia
con la consapevolezza dei partecipanti allo studio di possibili implicazioni sanitarie associate
alla balneazione in caso di fioriture, che 1i hanno portati ad evitare il contatto diretto completo.
Tuttavia la concentrazione di MC non sembra essere associata con la frequenza dei sintomi
registrati; tuttavia ¢ da notare che sintomi dopo contatto sono stati registrati anche a
concentrazioni di 7,65 ug/L, piu bassa rispetto al limite di riferimento di 20 ug/L (35, 36).
Tuttavia gli stessi autori non escludono la presenza di altri agenti eziologici come altre
cianotossine o le comunita batteriche associate ai cianobatteri (24).

A3.3. Emodialisi

La possibilita di esposizione attraverso la via parenterale si verifica quando acque
provenienti da corpi idrici superficiali vengono utilizzate per emodialisi. Questa via espositiva
rappresenta un notevole rischio per I'uomo poiché la via parenterale rende immediatamente e
totalmente biodisponibile la dose interna di tossine introdotta in circolo. Inoltre interessando un
gruppo specifico di individui (i pazienti sottoposti al trattamento terapeutico) con stato di salute
gia parzialmente compromesso, questa via di esposizione rappresenta, per le sue caratteristiche,
un rischio maggiore per i soggetti esposti. L’episodio di maggiore rilevanza sanitaria piu
importante si ¢ verificato in Brasile nel 1996 dove 131 pazienti furono sottoposti a emodialisi
con acqua contaminata da MC presenti nel bacino idrico usato per 1’approvvigionamento.
Centodieci pazienti svilupparono danni epatici acuti, causa di 56 decessi (3, 37).

Le Autorita sanitarie brasiliane hanno reso obbligatorio ’uso di filtri ad osmosi inversa, ma
questo sistema senza una manutenzione e un controllo adeguati non garantisce per sé la
sicurezza delle acque con esso preparate (38). Infatti in Brasile nel 2001 ¢ stata riscontrata una
contaminazione dell’acqua usata per la dialisi a livelli di 0,4 pg/L e di 0,32 pg/L nel filtro di
carbone attivo usato nel passaggio intermedio di trattamento per la dialisi. Su 44 pazienti, 13
avevano nel sangue concentrazioni di MC-LR equivalenti superiori al LoD e furono reclutati per
un follow-up (4). La concentrazione media nel plasma era di 0,33 ng/mL con un massimo di
0,61 ng/mL; i livelli erano molto piu bassi di quelli dei pazienti dell’incidente del 1996 dove la
concentrazione stimata di esposizione fu 19,5 ng/mL. Una correlazione negativa e significativa
¢ stata identificata tra i parametri di coagulazione sanguigna (es. tempo di protrombina), che
aumentano in presenza di danno epatico, e il massimo di concentrazione circolante delle MC. In
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generale i parametri biochimici ed ematologici dei pazienti indicavano la presenza di danni
epatici misti. Seppur questo tipo di pazienti siano eparinizzati, a causa della loro terapia cronica,
cio non ha influito sui risultati, ma d’altro canto I’interpretazione di dati relativi a pazienti con
patologia non & semplice, in quanto che possono avere risposte ad eventuali danni epatici diversi
dalla popolazione generale.

Una limitazione dello studio ¢ relativa alla quantificazione della MC sierica, determinata col
metodo ELISA che quantifica solo la tossina libera (trascurando una frazione che potrebbe
essere consistente di MC legate alle proteine) per cui la concentrazione misurata non
rappresenta la reale dose di esposizione. Il livello circolante di MC persiste a lungo durante il
follow-up; cio era stato notato anche dopo 1’episodio di intossicazione del 1996, con MC nel
siero determinata anche almeno 90 giorni dopo ’esposizione. Non € chiaro se questo dato sia
coerente con il metabolismo delle MC, ma soprattutto se i livelli siano mantenuti da qualche
sorgente di esposizione al momento non considerata dopo quella iniziale (4).

A3.4. Acqua potabile

Effetti acuti o a breve termine associati con il consumo di acqua contaminata possono
derivare dall’inefficienza dei processi di trattamento delle acque per la rimozione di cianobatteri
e cianotossine disciolte; livelli significativi di cianotossine disciolte nelle acque grezze possono
essere dovuti sia alla naturale lisi cellulare legata alla senescenza della fioritura che a lisi
artificiale dovuta ad inappropriati trattamenti di purificazione. In dipendenza di questi fattori
nelle acque per uso umano puod essere presente un ampio range di livelli di cianotossine e alcuni
episodi di intossicazioni acute per consumo di acque contaminate hanno chiaramente dimostrato
la plausibilita di una tale eventualita.

Tra gli episodi descritti ¢ stata riportata in Brasile una epidemia con 2000 casi di
gastroenteriti ¢ 88 morti in un periodo di 42 giorni attribuita alla fioritura di Anabaena e
Microcystis (39). In Australia a causa del trattamento della fioritura di cianobatteri con solfato
di rame si causo lisi cellulare e 140 bambini e 10 adulti furono ricoverati in una settimana in
ospedale con danni epatici e renali fortunatamente recuperabili dopo opportuno trattamento
terapeutico (40). Successivamente 1’intossicazione fu imputata alla Cylindrospermopsis
raciborskii (41). Sono stati riportati anche diversi altri episodi di gastroenteriti e danni epatici
potenzialmente associati con acqua da bere contaminata (25, 42-44).

A causa dei trattamenti a cui le acque destinate al consumo umano sono sottoposte nei Paesi
industrializzati questo scenario di esposizione ¢ quello piu ragionevolmente legato ad un
eventuale rischio cronico. In proposito sono stati condotti in passato alcuni studi epidemiologici,
ma le informazioni in genere sono limitate e non permettono di trarre alcuna conclusione.
Infatti, in nessuno degli studi ¢ stato possibile provare che le cianotossine fossero il vero agente
causale degli effetti osservati, ma semplicemente uno dei piu plausibili (45-47).

L’associazione tra 1’alta incidenza di tumori epatici nella popolazione cinese e il consumo di
acqua non trattata contenente MC (45) ¢ infatti fortemente questionabile per il fatto che 1’acqua
proveniente direttamente da stagni e corpi idrici non controllati poteva presentare
contaminazioni chimiche e microbiologiche non limitate alle cianotossine (¢ non considerate
dagli autori). Inoltre il concomitante consumo di cibo contenente aflatossina B1, un noto
cancerogeno epatico, inficia la validita dello studio essendo un fattore confondente molto
rilevante.

Analogamente nessuna conclusione pud essere tratta da due studi circa la possibile
associazione in Florida tra tumori epatici e colon-rettali e consumo di acqua potenzialmente
contaminata con cianotossine (46, 47). Alla luce della qualita dei dati epidemiologici disponibili
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la IARC (International Agency for Research on Cancer) (48) ha concluso che non ¢ possibile
associare la maggiore incidenza di carcinoma epatico e cancro colon-rettale in maniera specifica
con D’esposizione a MC, indicando anche una assenza di informazioni che dimostrino una
attivitd genotossica, ma ha comunque classificato la MC-LR in categoria 2B, a causa dei dati
disponibili su modelli animali che indicano chiaramente un meccanismo di promozione
tumorale.

E proprio a questo tipo di attivita che potrebbe essere attribuito il risultato ottenuto da uno
studio epidemiologico in Serbia, Paese in cui circa 1’80% dei bacini idrici, utilizzati come fonte
di approvvigionamento di acque destinate al consumo umano, nei passati 80 anni sono stati
affetti da fioriture di cianobatteri. I livelli di MC-LR erano fino a 650 pg/L nelle acque grezze e
di 2,5 pg/L nell’acqua potabile (49,50), livello piu che doppio rispetto alla linea guida indicata
dall’OMS (51). Lo studio ha mostrato negli ultimi 10 anni un aumento significativo di cancro
epatico primario (Primary Liver Cancer, PLC), specialmente in quei distretti dove ’acqua
potabile consumata dalle popolazioni proviene da reservoir interessati da fioriture, rispetto a
regioni come la Vojvodina che si approvvigionano essenzialmente con acque sotterranee (50).
Non ¢ stata trovata alcuna correlazione tra incidenza di PLC e altri fattori di rischio rilevanti
quali la cirrosi e virus dell’epatite.

Come mostra la Figura A3.2, nella regione della Vojvodina a nord della Serbia centrale
I’incidenza di PLC nel periodo 1999-2008 ¢ risultata di 7,2 per 100.000 abitanti ed ¢ rimasta piu
0 meno costante nel tempo; nella Serbia centrale, I’incidenza ¢ piu elevata, 14 per 100.000, ma
possono essere identificate due regioni in cui I’incidenza di PLC sale a 27. Nella figura sono
evidenziati 1 corpi idrici maggiormente affetti da fioriture e utilizzati come fonte di acqua
potabile: come si puo vedere le aree coincidono.

Vojvodina

Serbia centrale

@ Corpi idrici affetti da fioriture;
acque non trattate

O Corpi idrici affetti da fioriture;
acque trattate prima
della distribuzione

Il PLC 27 per 100.000

Kosovo

Figura A3.2. Incidenza di PLC (Primary Liver Cancer) nelle varie aree della Serbia
e indicazione dei corpi idrici maggiormente affetti da fioriture di cianobatteri
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E interessante notare che i due cerchi indicati dalle frecce bianche che si trovano al di fuori
delle aree a maggior incidenza di PLC corrispondono a due corpi idrici le cui acque sono trattate
con procedure di ozonizzazione prima di essere distribuite alla popolazione (50). Essendo le MC
in grado di causare danni epatici ed essere dei promotori tumorali, ¢ ben probabile che possano
agire sinergicamente con altri fattori di rischio per il tumore epatico, facilitando 1’insorgenza di
PLC diminuendo i tempi di latenza e aumentando la progressione della patologia, determinando
un problema sanitario di notevole rilevanza.

A3.5. Esposizione attraverso la dieta

La dieta rappresenta per 1’uomo un’altra possibile fonte di esposizione cronica alle
cianotossine che potrebbero essere ingerite attraverso:

— le carni e/o il latte degli animali che si siano abbeverati con acque contaminate;

— il consumo di vegetali irrigati con acque contaminate;

— il consumo di prodotti ittici;

— il consumo di integratori alimentari.

I dati relativi alla contaminazione di carni e latte sono molto limitati e si riferiscono solo alla
MC-LR. I risultati di studi su bovini trattati con MC o estratti di M. aeruginosa indicano
I’assenza di residui nelle carni e nel latte (52, 53), compatibilmente con le caratteristiche di
idrosolubilita della molecola. Tuttavia non sono disponibili dati per le altre cianotossine, inclusi
i congeneri lipofili delle MC.

E stata documentata la presenza di cianotossine in prodotti vegetali, specialmente a foglia
larga, a seguito di irrigazione con acque contenenti cianobatteri. Cio ¢ stato attribuito
inizialmente al contenuto intracellulare di cellule di cianobatteri depositate sulle foglie (54), ma
successivamente sono stati prodotti dati relativi al possibile assorbimento delle tossine disciolte
da parte di piante eduli, tra cui rapa e riso, se esposte ad acque contenenti MC-LR equivalenti
fino a 3 mg/L contenevano livelli massimi di 651 e 5,4 ng/g peso fresco (55). Anche nei legumi,
mais, grano, alfalfa (56) e crucifere (Brassica spp., Sinapsis alba), queste ultime capaci di
accumulare 10-21% della CYN somministrata assorbita attraverso le radici, si sono raggiunti
livelli di 49 pg/g (peso fresco) nelle foglie (57).

Deve essere tuttavia notato che negli studi descritti sono state utilizzate acque interessate da
livelli di cianotossine corrispondenti a fioriture sostenute e a schiume. Non solo questa
condizione non puo che essere un evento episodico e di durata limitata per poter essere rilevante
per un consumo cronico, ma ¢ stato riportato che in alcuni casi quei livelli di MC sono in grado
di inibire la crescita delle piante e di causare fenomeni visibili di fitotossicita (presenza di foglie
gialle e brune), che ovviamente limitano la possibilita che tali prodotti possano venire
consumati dalla popolazione (55). Quando vegetali come i broccoli sono stati irrigati con acque
contenenti livelli di MC comparabili a quelli misurati in acque superficiali (1-10 pg/L), le
tossine sono rilevabili solo nelle radici, a livelli che non corrispondono ad alcun rischio
apprezzabile per la salute umana (58).

Rispetto alle tossine prodotte da alghe tossiche in acque salmastre, il bioaccumulo delle
tossine cianobatteriche nella catena alimentare e le relative conseguenze per la salute umana
sono stati molto meno studiati. Una delle ragioni piu plausibili € che fino ad oggi non sono stati
documentati casi di intossicazione umana (o di animali domestici) attribuibile a consumo di cibi
contaminati da tossine cianobatteriche. D’altra parte i prodotti ittici d’acqua dolce, vale a dire il
tipo di alimento finora piu studiato al riguardo, rappresentano una piccola percentuale del
pescato consumato: la FAO (Food and Agriculture Organization) ha stimato che nel 2008 a
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livello globale siano state consumate 90 milioni di tonnellate di pescato, di cui solo 10 milioni
provenienti da acque interne (59). La quantita di prodotti ittici di acqua dolce non ¢ tuttavia
certo trascurabile e un numero crescente di dati ¢ stato pubblicato negli ultimi anni a
testimonianza della presenza di tossine cianobatteriche a vari livelli trofici, sia nei muscoli che
nelle viscere di molluschi e pesci, incluse specie consumate direttamente dall’uomo.

Una recente rassegna (60) riporta tutti i dati ad oggi disponibili, dai quali ¢ evidente che le
MC (sia come MC-LR o MC-LRequivalenti) sono quelle piu frequentemente ritrovate, a livelli
generalmente bassi (nell’ordine dei nanogrammi per grammo) ma con punte di 0,337 pg/g e
0,867 pg/g in due pesci commestibili (Tilapia e Goodea sp., rispettivamente). Sono state
ritrovate anche ATX-a a livelli di 23,6 pg/g in avannotti di trota e 0,205 pg/g di CYN in alcune
specie di gamberetti.

Data la idrosolubilita della maggior parte delle cianotossine, non ¢ chiaro quale sia il
meccanismo di accumulo nei tessuti dei prodotti ittici e per questo ¢ stato ipotizzato che queste
tossine lungo la catena trofica seguano piu un percorso di bio-diluizione piuttosto che di bio-
magnificazione (60-63). D’altra parte la presenza di cianotossine in specie direttamente
consumate dall’uvomo dimostra che anche in assenza di biomagnificazione 1’esposizione umana
attraverso questa via ¢ comunque plausibile.

I fattori che maggiormente influiscono sul trasferimento nella catena trofica e quindi sulla
reale esposizione umana sono la selezione, la biodisponibilita e la cinetica delle tossine nelle
diverse specie, che determina il livello e la durata della contaminazione.

La selezione ¢ il fattore che probabilmente limita inizialmente il consumo di cellule di
cianobatteri da parte delle specie che si nutrono di plankton (60), cosi come la selettivita del
consumo umano, che preferisce specie ittiche marine, e nel caso in cui scelga specie di acqua
dolce preferisce quelle di livello trofico superiore, generalmente scartando i visceri, dove sono
stati misurati i livelli piu elevati di cianotossine. Le informazioni sulla biodisponibilita, il
secondo fattore, sono estremamente carenti. Generalmente ci si riferisce al contenuto di tossina
libera presente nei tessuti dei pesci, senza considerare che per esempio le MC hanno la
possibilita di legarsi covalentemente alle proteine (ad esempio, attraverso il legame tra Mdha,
N-metildeidroalanina, e i residui proteici di cisteina), tanto che solo circa il 24% di MC
somministrata ip a salmoni si recupera in forma libera con i classici metodi di estrazione con
solventi (64, 65) e anche nel plasma umano al massimo il 50% si trova in forma libera (66).

Se la porzione di tossina legata sia o meno biodisponibile per 1’organismo e possa
rappresentare una fonte di tossina nel tempo, non € noto. Sono disponibili solo alcuni studi non
conclusivi sul ruolo di alcuni enzimi digestivi, della temperatura e delle modalita di
conservazione e cottura (67-70).

Le uniche informazioni disponibili relative ad effetti legati al consumo di cibo contaminato
da MC sono state ottenute su popolazioni cinesi. E stata determinata nel siero di 35 pescatori
cinesi la presenza di MC-LReq a livelli medi di 0,39 ng/mL. Erano residenti sulle rive di laghi
interessati da fioriture di cianobatteri con un’esposizione giornaliera cronica, dovuta a consumo
di prodotti ittici e uccelli acquatici ma anche acqua, stimata nel range di 2,2-3,9 png MC-LReq.
La concentrazione circolante di MC-LReq in 11 pescatori su 35 (31%) correlava positivamente
con biomarker di danno epatico (ALT, AST, lattato deidrogenasi LDH e fosfatasi alcalina ALP).
Seppur piu del 90% dei pescatori era negativo agli anticorpi dell’epatite altri fattori confondenti
non sono stati considerati (71).

Sempre riguardo 1’esposizione cronica a MC, uno studio ha preso in considerazione 1.322
bambini cinesi trai 7 e i 15 anni che consumavano acqua e cibo (pesce e anatra) da due laghi e 4
pozzi. | bambini sono stati divisi in tre gruppi, in dipendenza dei livelli di esposizione: non
esposti (11% del totale); esposti a basse (14%) e ad alte dosi (75%). Considerando la media di
concentrazione di MC determinata nell’acqua dei due laghi nell’arco di 5 anni e il consumo di
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cibo ¢ stato stimato un intake di 0,36 e 2,03 pg giornalieri, rispettivamente, per il gruppo a bassa
e alta esposizione. In 50 partecipanti per gruppo, per confermare 1’esposizione, fu dosata la MC
nel siero: la MC circolante aveva livelli medi di 0,4 pg e 1,3 pg MC-LReq/L per i gruppi di
bassa e alta esposizione, rispettivamente. I valori medi di AST e ALP erano piu alti nei bambini
esposti anche tenendo conto di fattori interferenti come le infezioni da epatite B e 1’uso di
farmaci epatotossici (72).

Il fatto che le tossine PSP (Paralytic Shellfish Poisoning), tra cui le STX, siano prodotte da
organismi marini e che possano bioaccumulare in crostacei ¢ molluschi implica la possibilita di
alti livelli di esposizione tra i predatori, compreso 1’uomo, sia sicuramente maggiore rispetto a
tutte le altre cianotossine. Attraverso le informazioni raccolte a causa dei numerosi casi di
intossicazione riportati € stato possibile, seppur con un certo grado di incertezza, ricavare valori
di riferimento per la protezione della popolazione.

Le STX sono facilmente assorbibili dal tratto GI, sono distribuite largamente ai vari distretti
corporei, diffondono attraverso la barriera ematoencefalica e sono escrete principalmente nelle
urine. Studi sul loro metabolismo sono molto scarsi, comunque 1’osservazione clinica per 24 h
di pazienti sopravvissuti ad intossicazioni suggerisce che le PSP subiscono una rapida
eliminazione dovuta sia ad escrezione che a metabolismo di ossidazione e successiva
glucoronidazione. Sono state descritte alcune interconversioni sia di natura enzimatica che
semplicemente per idrolisi acida in ambiente gastrico tra diversi congeneri con tossicita diversa
(vedi capitolo A2.2.5). Questo ¢ quindi un aspetto da tener presente nella valutazione del rischio
per I'uomo: anche se il prodotto ittico dovesse contenere tossine N-sulfocarbamoiliche
debolmente tossiche, queste ultime possono dar luogo a episodi di avvelenamento severo dopo
ingestione e idrolisi acida nello stomaco.

I livelli a cui avvengono le intossicazioni da tossine PSP nell’'uvomo variano
considerevolmente, infatti un consumo orale di circa 300 pg di PST per persona in un caso ¢
stato riportato come non tossico, mentre in un altro ¢ stato addirittura fatale. In accordo con il
report FAO del 2004 (73), una ingestione totale acuta nel range di 0,144-1,66 mg STXeq per
persona induce principalmente sintomi blandi mentre per consumi in un range sovrapponibile di
dosi (0,456-12,4 mg STXeq per persona) ¢ stato descritto un ampio spettro di effetti dai sintomi
moderati alla paralisi e morte. Questa alta variabilita puo essere attribuita ai differenti approcci e
metodi applicati per quantificare il reale livello di esposizione, come anche le differenze nella
suscettibilita individuale. Cid che determina la severita degli effetti sono la specifica tossicita
della PSP nel cibo ingerito, la quantita di cibo e la velocita di eliminazione della tossina dal
corpo e la diversa sensibilita dei canali del Na". Quando i sintomi vanno dal blando al moderato
il recupero da una intossicazione da STX ¢ di solito completo. Nei casi fatali la paralisi
respiratoria avviene tra le 2 e le12 ore dopo 1’assunzione del cibo contaminato.

L’EFSA nel 2009 ha usato i dati disponibili su intossicazioni umane dovuti a STX di
fitoplankton marino comprendenti piu di 500 individui, per calcolare un LOAEL (Lowest
Adverse Effect Level) per la tossicita acuta pari a 1,5 pg STXeq/kg pc. Poiché molti individui
non mostrarono effetti avversi ad intake piu alti si € pensato che questo valore fosse vicino alla
soglia degli effetti per gli individui piu sensibili e fosse percio considerabile come un LOAEL.
Percido I’EFSA ha deciso di applicare un ulteriore fattore 3 di incertezza nella valutazione del
rischio (74).

Recentemente si ¢ andato diffondendo nei Paesi industrializzati 1’'uso come integratori
alimentari di estratti di alghe verde-azzurre (Blue Green Algae Supplements, BGAS),
principalmente a base di Aphanizomenon flos-aquae e Spirulina spp., in passato diffuse in Paesi
orientali come Cina e India (75). Di solito sono ottenuti per raccolta in ambienti naturali, dove
potenzialmente sono presenti anche cianobatteri tossici e in effetti sono stati riportati molti
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lavori che dimostrano una contaminazione da parte di vari congeneri di MC, inclusa la MC-LR,
a livelli molto variabili fino a 35 pg/g di peso secco (76-79).

Gli integratori vengono consumati per le loro presunte attivita di migliorare 1’umore, aiutare
nella perdita di peso durante diete ipocaloriche e come fonte energetica (80) e sono anche
somministrati a bambini in etd scolare che soffrono di disturbi dell’attenzione e iperattivita
(sindrome dell’Attention Deficit Hyperactivity Disorder, ADHD) come terapia alternativa.
L’assunzione ¢ strettamente dipendente da scelte individuali e pud difficilmente essere
controllata per la valutazione della esposizione.

E stato pubblicato un caso di decesso in una donna 34enne per tossicita epatica. Sebbene una
diretta relazione causa-effetto non sia ancora stata stabilita con certezza, la morte ¢ stata
correlata all’assunzione cronica di BGAS, di cui la paziente era abituale consumatrice, dal
momento che: 1) i prodotti in suo possesso sono risultati contaminati da MC (2,62-4,06 ug MC-
LReqg/g di peso secco); ii) sezioni epatiche della paziente sono risultate positive ad analisi
immunoistochimiche con anticorpi anti-MC; e iii) i danni epatici non sono risultati compatibili
con cirrosi da consumo di alcol, ma tipici degli effetti prodotti da MC (81).

A3.6. Un caso particolare: cianotossine
e malattie neurodegenerative

Un cluster di alta incidenza della malattia neurodegenerativa atipica definita “complesso
Sclerosi Laterale Amiotrofica-Parkinson Demenza” (SLA-PDC) ¢ rappresentato dalla
popolazione Chamorro dell’isola di Guam, dove I’insorgenza della patologia ¢ stata messa in
relazione al consumo di pipistrelli capaci di bioaccumulare 1’aminoacido potenzialmente
neurotossico B-metilamminoalanina (BMAA) (82). Questa molecola ¢ prodotta da cianobatteri
del genere Nostoc, simbionti delle radici della Cycas circinalis, dei cui semi si nutrono i
pipistrelli e in letteratura sono disponibili altri esempi che indicano che pur essendo
generalmente autotrofi, i cianobatteri possono comportarsi come eterotrofi € simbionti con vari
organismi. Tuttavia altri autori criticano 1’ipotesi del ruolo della BMAA nella SLA/PDC e
nell’ Alzheimer a causa della alte dosi che devono essere somministrate ai primati per indurre
effetti degenerativi e che corrispondono ad un consumo non realistico di cibo contaminato
nell’'uvomo. In aggiunta la somministrazione di BMAA non ¢ stata associata con effetti
neurotossici in vivo nel topo (83) e inoltre per indurre morte neuronale in vitro sono necessarie
alte concentrazioni di BMAA (1-3 mM) (84) (vedi capitolo A2.2.6).

E stata anche formulata una ipotesi alternativa che lega la SLA ai cianobatteri, basata sulla
osservazione che alcuni studi in ambito neuro-epidemiologico hanno mostrato un’incidenza
della SLA piu alta tra agricoltori e allevatori e individui soggetti a prolungato esercizio
fisico/traumi, come i giocatori di baseball e football negli USA e i calciatori in Italia (85). Uno
dei fattori che sembra accomunare queste categorie ¢ il manto erboso: considerando che
I’irrigazione dei campi di calcio (e non solo) viene effettuata spesso con acque superficiali, che
possono essere interessate dalla presenza di cianobatteri.Questi ultimi potrebbero essere
‘internalizzati’ attraverso varie vie infettando soggetti esposti geneticamente o
immunologicamente sensibili, spiegando il comportamento epidemiologico della SLA (86).
Questa ipotesi, per il momento né smentita né confermata, sembra avere una plausibilita,
considerando che recentemente ¢ stata dimostrata la capacita per un ceppo di M. aeruginosa di
sopravvivere e crescere mantenendo le caratteristiche genetiche per la produzione della tossina
in condizioni che mimano alcune caratteristiche del microambiente del lume gastro-intestinale
(87).
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11 dibattito a livello scientifico ¢ ancora aperto, con produzione di molti dati discordanti tra
loro, anche attribuibili a problemi di tipo metodologico nella determinazione delle tossine in
matrici complesse (88,89). La presenza di BMAA fino a 6 ng/g in encefali di pazienti affetti da
SLA-PDC e demenza di Alzheimer (90) in Canada, quindi lontano da Guam, 1’assenza in
campioni di pazienti deceduti per altre malattie neurodegerative strettamente ereditarie come
I’Huntington (89) e la possibilita che la BMAA possa essere prodotta da vari cianobatteri, hanno
supportato I’ipotesi che I’esposizione a questa tossina, ma anche altre cianotossine dotate di
attivita neurotossica (inclusi alcuni congeneri di MC tra cui la MC-LR e la MC-LF), possa avere
un ruolo nella eziopatogenesi della SLA. A supporto di questa ipotesi € stato dimostrato che la
BMAA viene erroneamente incorporata nelle proteine neuronali attraverso il sistema L-serina t-
RNA-sintetasi (92,93); sono stati descritti cluster di SLA in zone soggette a fioriture di
cianobatteri in varie regioni del mondo (942); ¢ stato riportato un aumento significativo di
incidenza di SLA (2,3 volte) in soggetti residenti entro mezzo miglio da un lago del New
Hampshire affetto da forti fioriture (95) ed ¢ stata ipotizzata nei veterani della Guerra del Golfo
una associazione tra SLA ed esposizione a BMAA prodotta dai cianobatteri nella polvere del
deserto (96).

Molto recentemente ¢ stato utilizzato un approccio di modellistica eco-epidemiologica per
caratterizzare la relazione spaziale tra alcune aree del New England, in cui I’incidenza di SLA ¢
piu elevato dell’atteso, e la qualita delle acque lacustri delle stesse zone (circa 6 ettari),
attraverso remote sensing (considerando parametri generici di qualita delle acque come:
clorofilla-a, trasparenza con disco di Secchi e azoto totale). Gli autori concludono che una
scarsa qualitd delle acque ¢ significativamente associata all’aumento dell’incidenza di SLA
della zona, anche se la semplice qualita delle acque non puo essere direttamente e unicamente
associata alla presenza di cianobatteri ¢ cianotossine (94).

A3.7. Conclusioni

Per quanto riguarda il rischio associato alle attivita ricreative in acque di balneazione,
sembra opportuno premettere che in Paesi temperati, come il nostro, la stagione balneare ¢
limitata ai 4-5 mesi piu caldi dell’anno. Questo tipo di esposizione, legato anche alla
stagionalita delle fioriture, ha pertanto le caratteristiche necessarie per prefigurare un rischio
subcronico, piuttosto che una esposizione continuativa per tutta la vita. Tuttavia, considerando
la possibilita di svolgere attivita sportive e/o professionali anche al di fuori della balneazione in
corpi idrici potenzialmente interessati da fioriture di cianobatteri diversi nei vari periodi
dell’anno, la possibilita di avere specifiche esposizioni prolungate, dovute all’uso ricreativo
delle acque, non puo essere esclusa, anche se la stagionalita delle fioriture ne limita fortemente
la probabilita.

I dati epidemiologici disponibili danno spesso quantificazioni dell’esposizione insufficienti
alla identificazione di valori di riferimento, anche perché spesso come categorie espositive
vengono indicate quelle definite nelle linee guida dell’OMS (27) (vedi capitolo A4). Tuttavia
I’analisi dei sintomi indica chiaramente che tutte e tre le vie di esposizione (cutanea, orale e
inalatoria) sono rilevanti; in particolare la via inalatoria pud esserlo anche per coloro che
risiedono nei pressi del corpo idrico e svolgono attivita senza avere contatto diretto con I’acqua.
Relativamente a quest’ultima via, molti dei sintomi descritti possono essere attribuiti ad un
effetto locale sulla mucosa delle vie aeree superiori. Al momento non si conosce la dinamica di
formazione dell’aerosol (es. condizioni ambientali e climatiche o attivita da svolgere in acqua
necessarie perché si abbia formazione significativa di aerosol), anche se puo essere ipotizzato
che vento forte e elevato idrodinamismo, sia dovuto alle condizioni climatiche che alla presenza
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di navigazione di imbarcazioni a motore e ad attivita sportive come sci d’acqua e canoa, che
comportano un notevole spostamento di masse d’acqua, possano essere condizioni in grado di
favorire formazione di aerosol. D’altro canto, non ¢ nota nemmeno 1’eventuale biodisponibilita
delle tossine a dar luogo ad effetti sistemici dopo inalazione. Considerando 1’estrapolazione di
uno studio recente (vedi paragrafo A3.2) (31), sulla base della TDI ¢ possibile stabilire un valore
limite per le MCs nell’aerosol di 4,58 ng MC-LR/m’ al di sotto del quale non si hanno rischi per
la salute da inalazione cronica.

I dati nel loro insieme sembrano confermare che fino a 100.000 cell/mL (secondo le linee
guida dell’OMS) (51) gli effetti eventualmente prodotti sono reversibili e di lieve entita, dovuti
ad effetti locali (pelle, occhi e mucosa gastrointestinale e delle vie aeree superiori) tali da non
richiedere il ricorso a cure mediche. E inoltre evidente dal Report dei CDC (33) che il gruppo
maggiormente a rischio ¢ costituito da bambini e adolescenti (eta inferiore ai 19 anni), per i
quali € necessaria un’attenzione specifica. Le linee guida OMS danno come corrispondenza di
100.000 cell/mL con 20 pg di MCeq/L: ¢ importante notare che per gli effetti locali al punto di
contatto (che corrispondono ai sintomi sia dermatologici, che GI e respiratori descritti) le MC
non sembrano avere un ruolo determinante, dal momento che studi specifici indicano attivita
irritanti/infiammatorie/allergizzanti) a componenti cellulari diversi dalle tossine. Queste ultime
sono invece il parametro piu rilevante per gli effetti sistemici a seguito di ingestione
involontaria di acqua contaminata. Non si hanno al momento informazioni utili per la via
respiratoria. E in effetti, al superamento del suddetto limite si sono invece verificati anche casi
pitl gravi, che hanno necessitato di ospedalizzazione. E importante che non ci si riferisca solo al
numero delle cellule perché ad esempio quando le fioriture sono in fase di decadimento ¢
possibile che le concentrazioni di tossine disciolte siano piuttosto elevate (97,98) a fronte di un
numero di cellule basso. Il fenomeno ¢ comunque limitato nel tempo a causa della forte
diluizione all’interno del corpo idrico, del rimescolamento operato dal vento e da fenomeni di
adsorbimento ai sedimenti e di (bio)degradazione.

In quei casi nei quali acque interessate da fioriture di cianobatteri in corpi idrici superficiali
siano utilizzate a scopo potabile, pud configurarsi un rischio da esposizione cronica alle
cianotossine. Tuttavia i trattamenti di potabilizzazione ai quali sono sottoposte le acque
superficiali prima della loro distribuzione dovrebbero essere condotti in modo da ottenere una
forte riduzione dei livelli delle cellule dei cianobatteri e delle cianotossine disciolte. Ovviamente
dovrebbero essere evitate le condizioni, come ad esempio 1’uso di alcuni disinfettanti, in grado
di causare la lisi cellulare con il conseguente rilascio delle tossine. I trattamenti di
potabilizzazione sono oggi in grado di rimuovere >99% delle cellule e delle cianotossine
disciolte nelle acque grezze, ma dovrebbero comunque essere calibrati sulla base delle
conoscenze sul corpo idrico e in relazione al contenuto delle cianotossine totali e di quelle
disciolte in acqua, per evitare di superare il valore identificato dalle linee guida dell’OMS per le
acque potabili, e di conseguenza i possibili rischi per la salute umana che lo studio in Serbia ha
mostrato.

La possibilita di avere esposizioni continuate non solo attraverso la via orale da varie fonti
(acqua potabile, dieta nei suoi vari componenti ¢ ingestione involontaria durante le attivita
ricreative), ma anche attraverso le altre vie, in particolare quella inalatoria, sottolinea pero la
necessita di procedere alla valutazione di esposizioni cumulative specialmente per alcuni gruppi
di popolazione potenzialmente piu esposti (bambini e adolescenti, esposti professionalmente,
residenti nei pressi del corpo idrico che consumano prodotti locali). Al momento tuttavia, esiste
ancora un notevole margine di incertezza e sono necessarie ricerche specifiche che possano
supportare con una solida base scientifica le varie valutazioni di rischio.
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