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Riassunto

Studio degli effetti tossici indotti dall’esposizime cronica a micotossine in ruminanti
d’interesse zootecnico, mediante metodi d’accertamo in vivo ed ex vivo.

Questa tesi descrive lo stato delle conoscenze difgtti tossici da micotossine su animali
d’allevamento, ed alcuni esperimenti condotti palutare gli effetti indotti da esposizione
cronica da micotossine sui ruminanti. Uno studstedo condotto su 15 aziende specializzate
in sistemi di produzione intensiva di carni bovisigate nel Nord Italia (province di Verona
e Mantova), con l'obiettivo di individuare i riscliesposizione a contaminazione da
micotossine. Alcuni metodi di laboratorio sono istaviluppati: un metodo per la
determinazione di ocratossina A (OTA) accumulatatgssuti e organi; Un metodo per
valutare gli effetti delle fumonisine sulla biosst delle basi sfingoidi sfingosina (So) e
sfinganina (Sa); Un metodo per rilevare l'addotté-Bi-albumina. La razione totale
mescolata (TMR) e risultata positiva alla AF e HBa i singoli alimenti, il mais e la semola
glutinata di mais sono stati i principali responbaiella contaminazione del TMR. Il livello
di contaminazione e positivamente correlato al@outo di umidita di mais. Il metodo per la
determinazione dellOTA nei tessuti ed organi hastraio un buon recupero medio.
L'analisi del rapporto Sa/So nel sangue non ha natostalcun effetto negativo delle
fumonisine sulla biosintesi lipidica. L'addotto Af-8lbumina é risultato positivo per il 18%

dei campioni totali di sangue.

Abstract

Study on toxic effects induced by chronic exposur® mycotoxin on ruminants by using

in vivo and ex vivomethods of assessment.

The thesis describes the state of knowledge almat effects of mycotoxins on farm

animals, and some experiments conducted to as#estsanduced by chronic exposure to
mycotoxins on ruminants. A field study for was @rout on 15 farms specialised for
intensive beef production system, located in Narthitaly (provinces of Verona and
Mantova), with the aim to identify risks of exposuio mycotoxins contamination. Some
laboratory methods were performed: a method fordaection of ochratoxin A (OTA)

concentration in tissues and organs; a method valuating the effects of fumonisin on

biosynthesis of the two sphingoid bases sfingo§8® and sphinganine (Sa); a method to



detect the AFB-albumin adduct. Total mixed rations (TMR) resulpasitive for AF and FB

contamination. Among single feedstuffs, corn andncgluten feed were the main
responsible for TMR contamination. Level of contaation was positively related to corn
moisture content. The method for the determinatb®TA in tissue and organ showed a
good mean recovery. The analysis of ration Sa/Ssdad did not show any negative effect
by fumonisin on the lipidic biosynthesis. The AF&8bumin adduct was positive on 18% of

total blood samples.
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Capitolo | - Funghi, micotossine e micotossicosi

| funghi producono numerosi metaboliti secondaritimaei quali hanno effetti nocivi sulla
salute degli animali e dell’'uomo. Tra queste sastad stata individuata una classe costituita
da diverse forme molecolari chiamate micotossine.nhicotossine sono sintetizzate nei
miceli dei funghi filamentosi e si possono ancheoviare nelle spore fungine (D’Mello e
Macdonald 1997). Gli effetti nocivi causati dallacotossine sono generalmente indicati
come micotossicosi (D’'Mello e Macdonald 1997). Igesizione alle micotossine puo
avvenire per ingestione ma anche per inalazionerecpntatto (Peraicat al, 1999). Le
maggiori specie fungine che causano micotossidasnsll’'uomo sia negli animali sono
guelle appartenenti ai generi: Aspergillus, Fusaridcremonium e Fomopsis (D’Mello e
Macdonald 1997).

| funghi patogeni ritrovati nelle colture sono s&uiddivisi in due gruppi principali (Miller
1995). Al primo gruppo vi appartengono i funghi dh&estano e producono tossine prima
della raccolta, mentre al secondo gruppo vi appgaeo i funghi che si sviluppano e
producono tossine dopo la fase della raccolta,eimege durante il periodo di stoccaggio.
All'interno di questi due gruppi si puo fare unaesessiva divisione dei funghi in quattro tipi
(Miller, 1995).

1) Funghi patogeni di piante €s. graminearum

2) Funghi che crescono su piante stressate o senesmaneF. moniliformee A.
flavus

3) Funghi che inizialmente colonizzano la piantopo la fase di raccolta

producono micotossine, &s. flavus

4) Funghi che si trovano nei suoli o in piante in fasedecomposizione, i quali
possono svilupparsi nei semi della pianta e suto@sgnte, in condizioni
favorevoli, proliferano nel periodo di stoccagges: Penicillium verrucosune A.

ochraceus



I.1. Fattori regolatori la distribuzione di speciefungine.

La distribuzione delle diverse specie fungine eledehicotossine prodotte € regolata

principalmente da fattori biologici, fisici, e chion(D’'Mello e Macdonald 1997).

[.1.1. Fattori biologici

| fattori biologici sono rappresentati dal ciclorgiroduzione e di sviluppo che lega la specie
fungina alla pianta, o meglio dall’interazione fongianta ospite (Miller, 1995). Questa
interazione sembra piu radicata nei casi in ctiicsiano delle simbiosi mutualistiche, dove
pianta e fungo ne traggono i maggiori benefici. é&gbmpio e stata evidenziata la forte
interazione mutualistica tra le piante di maed mais)e i funghi, dove la pianta ottiene il
maggior beneficio ottenendo acido fusarico comeabwita secondario sintetizzato dal
fungo (Wicklow, 1994). Tra le piante maggiormentgéeressate dal punto di vista della
produzione e della alimentazione sia per 'uomo ma gli animali, ricordiamo il mais,
grano, foraggi, riso, olio di semi, sorgo, arachedsemi di cotone (Marasas et. al., 1995;
Scott, 1989; Strange, 1991; Shotwell, 1991; Yosh&al991). Tra le specie fungine
maggiormente trovate in piante dea maisvanno citate le specie appartenenti ai generi
Aspergillus A. flavus A. Parasticuy e Fusarium K. culmorum F graminearum, F.
moniliforme, F. oxysporum, F. poae, F. proliferaiuf sporotrichioides)(Campbell e
White, 1995; Foley 1962; Scott et al., 1989; Scémaf et al., 1993).

In genere le micotossine sono distinguibili dalfese fungine prodotte, dalla struttura
chimica, e/o modo d’azione. Inoltre una singolacgpdungina puo produrre una o piu
micotossine, e una micotossina puo essere prodatfau specie fungine (Hussein e Brasel
2001). Ad esempio le aflatossine (AF) sono prodaiée molte specie fungine, hanno
numerose variazioni strutturali, ed hanno diversadmd’azione dipendenti dal tipo di
animale (Hussein e Brasel 2001; Eaton et al.,, 19%4)di su coltivazioni di mais
contaminate da micotossine, hanno evidenziatodagmza di correlazioni tra la produzione
specifica di una micotossina e la specie fungiriastante. Ad esempio alte produzioni di
aflatossina B (AFB;) sono state evidenziate in piante di mais infesti#A. flavus mentre
alti livelli di deossinivalenolo o vomitossina (DQNMono stati trovati in piante di mais
infestate daFusarium (Brown et. al., 1995; D'Mello et. al.,, 1997). lime, in casi
d’infezione da due o piu specie fungine la prodoeidelle micotossine e influenzata dalle

interazioni fungine che si instaurano (D’'Mello &it, 1993).



1.1.2. Fattori fisici

| fattori fisici come temperatura e umidita inflmmo la presenza di una o piu specie
fungine, determinando la contaminazione di unatbrpicotossine, sia in campo sia negli
ambienti di stoccaggio (D’Mello e Macdonald 199T). genere, possiamo dire che la
temperatura e la disponibilitd di acqua o attivdigll'acqua (aw) rappresentano i fattori
promotori della crescita per qualsiasi specie foag(Smith e Moss 1985). Le condizioni
ottimali di sviluppo delle specie fungine appartemnal genere Fusarium, infestanti piante di
cereali e soprattutto mais, € stata evidenziatgpaesi temperati. Per il genere Asperqgillus,
come per il Fusarium, sono richieste condizionsdiuppo legate alle temperature e alla
disponibilita di acqua e umidita ottimali (Scot®8B; Smith e Moss 1985). Inoltre all'interno
di ciascun genere si € riscontrata una diversailalizione geografica partendo da aree piu
calde sino ad aree piu fredde. Ad esempio la spEcigraminearume maggiormente
presente in regioni calde dove sono coltivati dexame Nord-America e Cina, mentre la
specieF. culmorume stata trovata in aree piu fredde come la Findarferancia, Polonia e
Paesi Bassi. (Miller 1994; Saur, 1991; Snijdersek&wski, 1990; Wang e Miller 1988). La
presenza di temperature e disponibilita di acqtienali per la produzione delle micotossine
differiscono nei diversi generi o all'interno deltessa specie. Ad esempio la spekie
parasiticusalla temperatura di 25-30°C ha la massima prodezitefie aflatossine, mentre il
genere Fusarium per produrre le fumonisine (FR$jede temperature ottimali di 20-30°C e
un’'umidita espressa dall’attivita di acqua di O(S®riano et al., 2004). | tricoteceni come il
deossinivalenolo (DON) e il nivalenolo (NIV) protiotlalla stessa specie. culmorum
richiedono una temperatura ottimale di 25°C e uspahibilita d’acqua aw 0,995 (DON) e
aw 0,981 (NIV) (Aldred e Magan, 2004).

Oltre alla temperatura e umidita anche la presehziasetti che danneggiano le colture
possono favorire 1o sviluppo di funghi e di micatioe (Farrar e Davis, 1991). Gli insetti
contribuiscono a facilitare le infezioni traspodane spore dei funghi nelle colture vegetali
o negli ambienti di stoccaggio. Ad esempio lo sfEggio Glishrichilus quadrisgnatus
trasporta spore dei funghi del genere Fusariumlitwio lo sviluppo di funghi e
micotossine negli ambienti di stoccaggio (AttwageBusch, 1983; Christensen e Schneider,
1950; Windels et al., 1976). L’attacco delle catwoni di mais da diverse specie di
lepidotteri appartenenti al genere Sesamia, com8ekamia nonagrioidee la Sesamia
cretica, oltre a provocare danni fisici al mais e la ridung della produzione, favoriscono
I'attacco di alcune specie fungine appartenentgjeadere Fusarium. In particolare una forte

correlazione e stata evidenziata tra lo sviluppspdicie fungine come la F. verticilloides e la
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F proliferatum e la presenza di Sesamia in coltlinmais. In questo caso € stata trovata la
presenza di FBe FB a valori alti nei campioni di mais danneggiati ldaBesamia

nonagrioidegAvantaggiato et al., 2002).

1.1.3. Fattori chimici

La conoscenza dei fattori chimici che influenzashluppo dei funghi, la sintesi delle
micotossine e la scoperta di composti organiciiedoganici leganti le micotossine hanno
assunto una notevole importanza nella lotta alltossine. Diversi studi sono stati eseguiti
per definire la capacita di alcuni fungicidi aldimli ridurre i rischi di infezione fungina e di
contaminazioni da micotossine (Badii e Moss, 1988reis e Ceynowa, 1994; D’Mello et
al., 1997). Dai risultati ottenuti sono state ewiziate situazioni in cui i livelli di sintesi delle
micotossine sono stati incrementati, e in altrii cgsostati verso la sintesi di una sola
micotossina. (Badii e Moss, 1988; Gareis e Ceynol@94). Ad esempio l'utilizzo del
fenpropimorf inA. parasiticusha incrementato la produzione di AFBAFG; e stato inoltre
possibile spostare la produzione delle micotossiexso la sola sintesi della AREBUnN
secondo esempio e dato dallimpiego di una solwiaostituita da tebuconazolo e
triadilmenolo impiegata per ridurre l'infestazioda Fusarium nelle farine, riportando un
notevole incremento di produzione di nivalenolor@gsme Ceynowa, 1994).

In alternativa ai fungicidi sono stati proposti quusti inorganici con capacita assorbenti
specifiche per le micotossine da aggiungere naltéone. Tra questi ricordiamo gli zeoliti
(Si0O4; AIO4), alluminosilicati di sodio e di calciHSCAS) e le argille contenenti
alluminosilicati (Davidson et al., 1987; Masimangjoal., 1978; Mumpton e Fishman, 1977,
Ramos e Hernandez, 1997; Huwing et al., 2001).ce#tas degli assorbenti € legata alla loro
specifica capacita di legarsi ad un tipo di micetos, ad esempio 'HSCAS forma un
legame forte e specifico con 'ARBmentre risulta meno efficace per lo ZEA, OTA e
completamente inefficiente per i tricoteceni (Balie®4; Bursian et al., 1992; Doerr 1989;
Huf et al., 1992; Kubena et al., 1988, 1990, 199®8; Patterson e Young 1993; Ramos e
Hernandez, 1996).

In genere nessun assorbente é stato, sino adfficace con piu di una micotossina, tuttavia
I'aggiunta di diversi assorbenti negli alimenti qoonta una forte riduzione d’assorbimento
delle micotossine (Bauer 1994; Huwing et al., 200ifjne € da prendere in considerazione
anche I'utilizzo di lieviti e soprattutto delle ménane cellulari di lieviti da aggiungere negli

alimenti contaminati da micotossine. In maiali @mmati con razioni contenenti lieviti si



ottenuta una lieve riduzione di OTA, in sangueg leilnei tessuti, mentre I'impiego delle sole
membrane cellulari dei lieviti hanno ridotto notéuente la concentrazione dellOTA. La
capacita di assorbimento delle membrane cellularili@viti € mediata da polisaccaridi,
proteine, e lipidi che formano legami di tipo iomj@d idrogeno ed interazioni idrofobiche
con le micotossine (Huwing et al., 2001). Questiltati spingono verso un maggior impiego

delle membrane dei lieviti nella riduzione dellecotbssine negli alimenti.



|.2. Micotossine

Le micotossine sono prodotti metabolici secondaietizzati da funghi filamentosi e che
non svolgono funzioni metaboliche importanti neilarmale crescita e sviluppo dei funghi
(Moss 1991). Esistono piu di 300 tipi di micotossprodotte da numerose specie fungine, e
ciascuna di esse puo essere prodotta da una sisigetée o da piu specie fungine (Betina
1984; Hussein et al., 2001). Le micotossine maggenite studiate ed importanti dal punto di
vista della salute pubblica e di quella della pmdoe degli animali da allevamento sono:
aflatossine (AF), ocratossine (OT), tricoteceniaraéenone (ZEA), fumonisine (FBs) e
tossine tremorgeniche (Shane 1994; Hussein é&Qf1; Vasanthi e Bhat, 1998).

1.2.1. Aflatossine

Le aflatotossine sono state inizialmente isolate 1960 in tacchini colpiti dalla malattia
nominata Turkey X, e sono prodotte in maggior pad#ée due principali specie fungine
Aspergillus flavuse Aspergillus parasiticugAsao et al., 1963; Asplin e Carnaghan 1961,
Butler 1974; Blount 1961; Michelle McLean e MichaB995; Hussein e Brasel, 2001).
Queste specie fungine se sottoposte a raggi Wtedlii emettono una caratteristica
fluorescenza di colore blu o verde secondo il tifpdossina prodotta (Sargeant 1963). Per
guesto motivo le aflatossine sono state suddivisguattro gruppi principali chiamati ARB
AFB,, di colore blu fluorescente e AEGAFG, di colore verde fluorescent&igura 1). La
sintesi delle aflatossine ha inizio partendo da precursore comune chiamato
sterigmatocistingFigura 1) formato da un gruppo xantone fuso ad un grupivafurano o
tetraidrofurano, ed ha effetti tossici e carcinag@mith et al.,, 1994). All'interno dello
stesso genere possiamo avere specie fungine disleessintetizzano tutte o soltanto alcune
delle quattro micotossine. Ad esempio la specieefgus flavus produce soltanto la AEB
la AFB; e I'acido ciclopiazonico, mentre la speéispergillus parasiticuproduce le AFB,
AFB; e le AFG e AFG (D'Mello e McDonald, 1997, Smith et al., 1985).okdine di
tossicita cronica ed acuta delle aflatossine é: AFB\FG;, > AFB, > AFG,; e rispecchia le
caratteristiche chimiche delle quattro molecoldatin nelle AFB e AFB; troviamo un
anello ciclopentatnone, mentre un anello lattomattexizza la minore reattivita delle AF@
AFG; (Wogan 1966).

Il fegato rappresenta I'organo principale di deifaszzione per le micotossine per opera di
sistemi enzimatici presenti nel citoplasma. Ad gsenil sistema delle mono-ossigenasi al

livello epatico é stato indicato come il principaésponsabile delle conversioni della AFB



nelle molecole polari AFQ AFM1, AFM, e AFR, (Figura 1). In particolare l'idrossilazione
della AFB, nelle posizioni 3 e 9 forma le aflatossing @QFQ:) e My (AFM3), mentre
I'idrossilazione della AFB produce la aflatossina MAFM,) (Dann et al., 1972; Eaton e
Groopman, 1994; Holzapfel et al.,, 1966; McLean ehdel, 1995; Sweeney e Dobson,
1999). La AFQ € generalmente considerato come un metabolitetdissificazione della
AFB1 a bassa tossicita, mutagenicita, e carcinegani(Coulombe et al., 1982; Gurtoo et
al., 1978; Hendricks et al., 1980; Hsich et al.74)9 Infine la reazione di O-Demetilazione
della AFB, produce un altro metabolita meno tossico e mutageella stessa ARB
denominato Aflatossina;RAFP;) (Dalezios et al., 1971; Wong e Hsich, 1980; Stabal.,
1972). Tutte queste molecole sono successivaméntmate dagli epatociti come molecole
pil 0 meno tossiche. In genere questi metabolioms@ari si ritrovano come prodotti di
detossificazione nelle urine e feci. Ad esempio AEM; e AFM, sono metaboliti
rintracciabili nelle urine, feci e anche nel ladtenei suoi derivati (Holzapfel et al., 1966;
Masri et al., 1967; Sweeney e Dobson, 1999). Lagmnza della AFM1 nel latte si riscontra
dopo alcune ore dall'assunzione e ritorna a livalllli solo dopo tre giorni con una
alimentazione priva di tossine (Frobish et al.,&)94 livello limite della M, nel latte e suoi
derivati previsto dalla FDA é stato fissato a Q9 pmentre I'Unione Europea fissa un limite
inferiore alla FDA pari a 0,05 ppb.

Tra le molecole maggiormente tossiche prodottei mggitociti gli addotti AFB-DNA sono
considerati i piu nocivi. In questo caso la AF8 convertita in AFB8,9-epossido dalla
reazione enzimatica delle mono-ossigenasi (Citoord50) in presenza del coenzima
NADPH e di una molecola di ossigeno (Lin et al.789Miller e Miller, 1977; Swenson et
al., 1974). Il legame epossido formato tra la AFRBgli acidi nucleici, come adotto 8,9-
diidro-8-(guanin-N7-yl)-9-hydroxy-AFB legato al carbonio nucleofilo C-8, conduce alla
formazione di fenomeni di carcinogenesi (Swensal.efi974; Michelle McLean e Michael,
1995).

L’AFB ; oltre che a legarsi alla molecola di DNA mostratenun’elevata affinita di legame
con le proteine, come dimostrato in alcuni lavamaotti su diverse specie animali (Sabbioni
et al., 1987; Skipper et al., 1985). In particoldae proteina sierica albumina si lega
all'epossido della AFBtramite un legame chimico con I'aminoacido Lis{Ad=B;-Lys). Il
rapporto di legame tra I'addotto ARBNA e AFB;-albumina in cellule epatiche é risultato
simile a basse dosi di contaminazione (Appletoal.et1982), mostrando una simile affinita
di legame della AFB1 per entrambe le molecole.ttapk stato evidenziato che in un tempo

di 24h, con una singola iniezione di AERirca I'1-3% della dose e presente sottoforma di



addotto AFB-albumina (Skipper et al., 1985; Wild et al., 198B)tre alla alboumina I'AFB

e stata ritrovata legata con I'emoglobina cararata da un’emivita maggiore della
albumina, ma con un’affinita di legame molto pits&a (Pereira e Chang, 1981; Tannebaum
e Skipper, 1984). Questi dati mostrano la possibilli impiegare l'albumina come
biomarker per evidenziare la presenza di contamonazia AFB, e rilevarne lo stato di
bioaccumulo e, dato il corrispondente rapportadame con il DNA, di valutare in maniera
indiretta i possibili effetti sul DNA.

Le AF, oltre a legarsi alle proteine, possono anesgere a lungo termine accumulate nei
tessuti ed organi sottoforma di molecola latentarohta aflatossicolo AFL (Wong e Hsich,
1980). In questo caso la reazione di riduzionegiappo 1-Keto della AFB catalizzata
dall’enzima citosolico riduttasi estratto da fegdigollo, produce il metabolita AFL (Chen
et al., 1981). La reazione di ossidazione ricorev€AFL in AFB; come dimostrato in vari
studi condotti su frazioni di fegato di varie sgeanimali (Loveland et al., 1977; Salhab e
Edwards, 1977; Wong et al., 1979). Oltre alle mossigenasi e agli enzimi citosolici del
fegato, anche il pH pud contribuire alla detosa#ione delle aflatossine. Ad esempio le
reazioni di idratazione dei doppi legami, situagilanello terminale delle AFBe AFG,
producono i due metaboliti meno tossici AEB AFG, (Figura 1). Questa reazione sembra
avvenire senza la presenza di enzimi ma in ambianigo tipico dello stomaco dopo
I'ingestione delle aflatossine (Pohland et al.,8)96

Per quanto concerne gli effetti su organi e tesswaimai accertato in numerosi studi che il
maggior organo colpito dalle aflatossine € il fegaha anche organi come rene, polmoni
sistema gastroenterico, nervoso e immunitario saltettanto sottoposti ad effetti di
citotossicita, mutagenesi e carcinogenesi (Chawbdllo et al., 1976; Croy e Wogan, 1981;
Cukrova et al., 1991; 1992a, b; Epstein et al.,91%Boerttler et al., 1980; Herrold 1969;
Jackson e Groopman, 1999; Merkow et al., 1973; Kladral., 1982; Newberne e Butler,
1969; Newberne e Rogers, 1973; Newberne e Suphak@irid; Petska e Bondy, 1990, 1994;
Pier 1973, 1986, 1992; Pier e McLoughlin, 1985;r R al., 1977, 1972; 1980, 1986,
Potchinsky e Bloom, 1993; Richard et al., 1978; deet al., 1987; Suphakarn et al., 1983;
Thurston et al., 1972; Wogan e Newberne, 1967).

Oltre ad effetti di carcinogenesi e mutageniciafatossine hanno capacita di ridurre la
sintesi di DNA, mRNA e delle proteine, agendo ppatmente sugli enzimi appartenenti
alla biosintesi molecolare (Akao e Wogan, 1981;niiknisi et al., 1974; Ch’ih et al., 1993;
Gelboin et al., 1966; Harley et al., 1969; HsieBZ;9rvin e Wogan, 1984; Kunimoto et al.,
1974; Lafarge e Frayssinet, 1970; Meneghini e Scloler, 1977; Michelle McLean e



Michael, 1995; Pong e Wogan, 1970; Roy 1968; Sasneeal., 1972; Sporn et al., 1966;
Terao e Ueno, 1978; Yu 1977, 1981, 1983).

Studi condotti in vivo e in vitro hanno evidenziatdla presenza di contaminazione da AF,
una forte riduzione della degradazione della cedlale una bassa produzione degli acidi
grassi volatili e ammoniaca (Mertens 1977). La aomhazione degli alimenti da aflatossine
influisce sul benessere animale causando divefsitiehegativi come: la perdita di peso,
ridotta appetibilita e produzione di latte. In paotare nei bovini sono state evidenziate
alterazioni delle funzioni del rumine come: la ithne della motilita del rumine (Cook et
al., 1986).

Per quanto riguarda la decontaminazione degli alihdalle aflatossine non ci sono molte
indicazioni utili e soprattutto efficaci. Infattie aflatossine presentano delle caratteristiche
chimico-fisiche che le rendono resistenti alle nalirprocedure di trattamento. Ad esempio,
le AF hanno un’elevata resistenza alle alte temperarendendole indistruttibili alla
temperatura di pastorizzazione o di cottura ddi ailantenendo cosi intatta la loro tossicita.
Inoltre hanno una bassa solubilita in solventi mablari come I'acqua, mentre sono piu
solubili in solventi debolmente polari come il aérmio ed il metanolo. Per la
detossificazione dei prodotti alimentari si utibzo in genere dei trattamenti con acidi (es:
acido propionico) (McLean e Michael, 1995). Ques#satteristiche rendono difficile la
decontaminazione degli alimenti dalle micotossinena@tre facilitano il passaggio delle

aflatossine dagli alimenti agli animali e da quedituomo.



Aflatossine
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Figura 1. Aflatossine: a sterigmocisteina, il precursore delle aflatossine b, ¢, d ed e (AFBy, AFB,,
AFG; e AFG,). In f e g (AFM1 e AFM,) sono rappresentati i metaboliti secondari della AFB; e
AFB,, mentre in h ed i (AFB,, e AFG,,) sono raffigurati i metaboliti secondari delle AFB, e AFG..
Infine da | a n sono rappresentati le AFQ;, AFP; e AFL derivati dalle reazioni enzimatiche della
AFB; con il sistema delle mono-ossigenasi (AFQ,, AFP,) o con I'enzima citosolico riduttasi (AFL).
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[.2.2. Fumonisine

Le fumonisine sono state isolate per la prima vaoléacolture di mais contaminate da
Fusarium moniliforme(Gelderblom et al., 1988). Successivamente alirohisine sono
state isolate da diverse specie appartenenti akrgeRusarium Kusarium verticillioide,
Fusarium proliferaturh e da altre specie com@ternaria alternatae la f.splycopersici
(Chen et al., 1992). Nel 1988 uno studio condatttasstruttura chimica delle fumonisine ha
permesso di definire la tipica formula chimica degta famiglia (Bezuidenhout et al., 1988).
La struttura della FB (Figura 2) e costituita da 2S-amino-12S,16R-dimetil-
3S,5R,10R,14S,15R-penta-idrossi-eicosano con ipgraossido in posizione C14 e C15
esterificati dal gruppo carbossile terminale deitid propano-1,2,3,tricarbossilico (TCA). Il
gruppo amminico libero della RBembra giocare un ruolo specifico nell'attivitlbgica
(Bolger et al., 2001). La fumonisina B2 (jBa struttura 10-deossi ;Bnentre la FB ha
struttura 5-deossi RBFigura 2). Un secondo gruppo appartenente alle fumonisigeetio
rappresentato dalle fumonisine C (FC), costitudtladFG, FG, FG, e FG mancanti del
gruppo metile in posizione;GFigura 2). Infine sottoponendo la RE trattamenti alcalini si
trasforma la FB nella forma idrolizzata FBchiamata aminopentolo (AP In breve la
soluzione alcalina rimuove le catene degli acigiatbossilici nelle posizioni C14 e C15
causata dall’elevato pH, producendo un metabdlitateanto tossico (Dombrink-Kurtzman e
Dvorak, 1999; Murphy et al., 1996).

Il principale prodotto tossico delle fumonisine @ IFB, promotore di tumori,
leucoencefalomalacia, edema polmonare, carcinogerggsoptosi in diverse specie animali
(Bucci et al., 1996; Brownie e Cullen, 1987; Butlak, 1979; Caramelli et al., 1993; Chu e
Li, 1994; De Lorenzi et al., 2005; Dombrink-Kurtzm&003; Domenech et al., 1984a, b;
Gelderblom et al., 1991, 1988; Harrison et al.,@39aschek et al., 2001; Howard et al.,
2002; Howert et al., 1989; Jones et al., 2001;d¢elhn et al., 1972 1990; Kim et al., 2001,
Laurent et al., 1989; Lim et al., 1996; Marasaalgt1976, 1988; Norred 1993; Pellegrin et
al., 1990; Pienar et al., 1981; Rheeder et al.21B@ss et al., 1991a, b, 1993; Schmelz et al.,
1998; Seefelder et al., 2003; Sharma et al., 198i&l et al., 1991; Tolleson et al., 19964, b;
Voss et al., 1989, 2002; Wang et al.,1996; Willkehsal., 1994; Wilson e Maronpot, 1971;
Wilson et al., 1971, 1973, 1985a, b, 1990, 1999219%Volf 1994).

L attivitd genotossica della fumonisina B1 é stbém evidenziata in uno studio condotto su
linfociti di bovino (De Lorenzi et al., 2005). Espendo i linfociti alla fumonisina Balla

concentrazione di M é stata rilevata la formazione di micronucleirauidotta capacita di
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riproduzione cellulare, mentre un’esposizione ddotiti a 10QM di FB; ha prodotto un
incremento di scambio dei cromatidi fratelli cormlatte capacita di divisione mitotica
linfocitaria.

Al livello cellulare, le fumonisine svolgono aziodi inibizione nella sintesi proteica e nel
DNA e sono causa anche di frammentazione del DND®k¢ et. al., 1995; Dombrink-
Kurtzman 1994; 2003; Gelderblom et al., 1995; Nobree al., 1990). Ad esempio, in cellule
di rene di primate sottoposte a trattamenti di diisFB; € stata evidenziata una netta
diminuzione della concentrazione della proteinanabi C, come dimostrato anche in altri
lavori (Hannun et al., 1986; Huang et al., 1999).riduzione della proteina chinasi C altera
la normale attivita della via di trasduzione dejrse, causando tra i possibili effetti nocivi
la formazione di fenomeni di carcinogenesi (Huahgle 1995). Infine la biotrasformazione
epatica per opera di enzimi epatici come la morigesasi P450, converte la F forme
molecolari piu tossiche (Spotti et al., 2001). bifda FB, pud essere parzialmente o
completamente idrolizzata tramite la rimozione diaudelle due catene di acidi
tricarbossilici. Da questa reazione enzimatica tengono due molecole parzialmente
idrolizzate chiamate aminopoliol 1, aminopoliol ,una molecola totalmente idrolizzata
chiamata aminopentolo 1 (AP Queste molecole presentano una maggiore capacita
citotossica della FB ma la perdita delle catene laterali degli acrdiarbossilici li rende
meno assimilabili al livello intestinale (Gelderbioet al., 1993; Hendrich et al., 1993;
Hopmans et al., 1997). Nel caso dei ruminanti ladnisine sono degradate dalla microflora
ruminale e al livello delle feci si ritrovano lerfoe parzialmente e/o totalmente idrolizzate
della FB (Caloni et al., 2000; Gurung et al., 1999; Preyusk al., 1996b; Rice e Ross,
1994). Uno studio condotto su microsomi epaticibdvino ha evidenziato la mancata
trasformazione della RBnei metaboliti idrolizzati dalla monoossigenasi5@4 Questo
risultato fa ipotizzare I'esistenza di un altroteimsa di trasformazione della FBelle forme
idrolizzate in altri organi, come l'intestino (Spoet al., 2001). Questi risultati richiedono

ulteriori studi per comprendere la biotrasformaeiolelle fumonisine nei ruminanti.
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Figura 2. Fumonisine: In a, b, e ¢ sono rappresentate le formule chimiche delle fumonisine B
(FB1, FB,, e FB3), mentre la struttura chimica delle fumonisine C & rappresentata dalle molecole
d, e, fedg (FCy, FC,, FCs, FCy). Le FCy4 differiscono dalle fumonisine B per la sostituzione del
gruppo metilico con un atomo di idrogeno nel carbonio C;.
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1.2.2.1. Effetti inibitori causati dalle fumonisirseilla biosintesi dei fosfolipidi

La biosintesi lipidica avviene nel reticolo endagptaatico rugoso (RER) e nell’apparato del

con la condensazione dellaminoacido L-serina eagido grasso (acil-CoA) come |l
palmitoil-CoA (Figura 3).

L-Serina + Palmitoil-CoA
LSF‘T
3-Chetosfinganina
LE-C-R{NADPH}
Gallatosilceramide-3-P - -
(Sulfatide) D-eritro-sfinganina
SULT l{ (Diidro)CS
Galattosil-ceramide Diidroceramide Sfingomielina
Glat.-t LDES SMS
SMasi
Ceramide
CRS c1pp
aes i Chase cK
Glicosilceramide Sfingosina Ceramide-1-P
¢GIic-TI 51F'Tl SK
Lactosilceramide Sfingosina-1-P
i st liasi
Y E lamina-1-P
. . tanolamina-1-
Glicosfingolipidi C,.-acil-aldeide

Figura 3. Biosintesi dei lipidi. In nero € indicata la biosintesi de-novo dei sfingolipidi, in verde
quella della sfingomielina, in rosa la sintesi dei sulfatidi, in blu & indicata la via dei
glicosfingolipidi e in color oro € indicata la sintesi della ceramide-1-P. Gli enzimi della biosintesi
sono indicati come: DES diidroceramide desaturasi; (Diidro)CS Diidroceramide sintasi o
sfinganina N-aciltransferasi; C1PP ceramide-1-fosfatofosfatasi; CK ceramide chinasi; Cs
ceramide sintasi; CDase ceramidasi; CRS cerebrosidasi; 3-C-R (NADPH) 3-chetosfinganina
reduttasi NADPH-dipendente; GalT galattosiltransferasi; GlicT | glicosil tranferasi I; GCS
glucosilceramide sintasi; SMasi sfingomielinasi; SMS sfingomielina sintasi; SULT sulfatide
transferasi; S1P sfingosina 1 fosfatasi; SK sfingosina chinasi; S1P liasi sfingosina-1-fosfato
liasi; SPT serina-palmitoil-transferasi.
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Il primo step della biosintesi € rappresentato adaleazione enzimatica catalizzata
dall’enzima serina-palmitoil-transferasi (SPT). Rakeazione di condensazione si libera una
molecola di CQe una molecola di acido grasso 3-chetosfinganimdloNtep successivo la
3-chetosfinganina € ridotta in D-eritro-sfinganira sfinganina (Sa) dallenzima 3-
chetosfinganina reduttasi NADPH-dipendente. Lagsfinina subisce un’acilazione con una
molecola acilCoA catalizzata dalla Sfinganina Nteamsferasi, producendo la D-eritro-
diidroceramide. Quest’ultima & convertita a ceramdthlla Diidroceramide desaturasi. La
ceramide cosi prodotta puO essere impiegata pevidsintesi delle sfingomieline, dei
glicosfingolipidi, dei sulfatidi, o dei sfingolipidosforilati come la sfingosina-1-fosfato (SP-
1-P). Questa reazione avviene in due fasi sucaashlella prima fase I'enzima cellulare
ceramidasi (CDase) per deacilazione della cerampidduce una molecola di sfingosina,
mentre nella seconda fase la fosforilazione ddilyssina catalizzata dall’enzima singosina
chinasi (SK) forma la SP-1-P. Quest'ultima pud essdconvertita ad sfingosina dalla
sfingosina-1-fosfato fosfatasi (S1P), oppure dsifiagosina-1-fosfato liasi (S1p liasi) la SP-
1-P e scissa in etanolamina-1-fosfato e in un agrdsso Gs-acil-aldeide. La ceramide oltre
che essere sintetizzata dalla sintesi de novo lipgfiza puo formarsi dalla ceramide 1P,
dalle sfingomieline, dai glicosfingolipidi e dailfatidi provenienti dalla biosintesi cellulare
o dalla alimentazione. Una caratteristica prin@pdélle fumonisine € la loro similitudine
molecolare con la sfingosina e la sfinganina (Shi@92). Durante la sintesi de-novo dei
sfingolipidi, regolata dall’enzima cellulare ceratmisintasi, la FBé scambiata con la base
sfingoide sfingosina (Riley et al., 1994a; Wang abt 1991). In presenza della FB
I'equilibrio tra le basi sfingoidi Sa e So si sposEerso un accumulo della Sa che non e piu
convertita in So. In uno studio in vitro condottoepatociti di ratto ha dimostrato che la;FB
ha effetto inibitorio sulla biosintesi dei sfingailili, importanti nella formazione delle
membrane e nella segnalazione cellulare (Wang.etl892). Lo stesso risultato e stato
ottenuto anche in colture cellulari di rene, epiteheuroni cerebellari e dell'ippocampo, e in
neuroblastomi di diverse specie animali (Harel éeffoan, 1993; Merrill et al., 1993a, b;
Norred et al.,, 1992b; Rother et al., 1992; Schwatzal., 1995; Yoo et al.,, 1992).
L’accumulo della sfinganina produce effetti di agauo di insulina e un incremento della
sintesi del DNA, evidenziando quindi una capacitinduzione tumorale ad opera della;FB
(Schroeder et al., 1994; Wolf 1994).
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1.2.3. Ocratossine

Le ocratossine Higura 4) sono metaboliti secondari prodotti dalle spegéispergillus
ochraceus A. niger var. nige,A. carbonarius e dalle speciennicilium verrucosum, P.
viridicantum e P. cyclopium(Abarca et al., 1994 D’Mello e MacDonald, 1997;ridal995;
Pitt 1993; Van der Merwe et al., 1965 a). Questngosti eterociclici hanno effetti tossici in
diversi animali, e sono nefrotossici e promotoriwinori nell’'uomo. (Carlton e Truite, 1997,
Krog 1978; Lanza et al., 1980; Manning e Wyatt, 4;.98Vannemacher et al., 1991).
I'Ocratossina A (OTA) e la molecola piu tossica delippo delle ocratossin&igura 4).
Questa tossina e stata isolata dalla specie furfgirchraceused € stata successivamente
ritrovata come metabolita secondario prodotto iouiaé¢ specie appartenenti al genere
Penicilium in climi temperati (Smith e Moss, 198&n der Merwe et al., 1965 a). A questa
famiglia vi appartengono altri derivati della oasgina A, come l'ocratossina B (OTB),
ocratossina C (OTC), ocratossina aliadTA), 4-idrossiocratossina (OTA-OH) e per ultima
I'ocratossina con l'anello lattone aperto (OP-OT&jutchinson et al.,, 1971; Steyn e
Holzapfel, 1967; Steyn 1971, 1984; van der Merval ¢t1965 a,b; Xiao et al., 1995, 1996).
Di questi metaboliti 'OTC ha la stessa tossicidlal OTA, 'OTB e 10 volte meno tossica
della OTA, mentre le-OTA e OTA-OH non mostrano effetti tossici. In fillemolecola piu
pericolosa della famiglia € rappresentata dallaGO® con un effetto tossico dieci volte
maggiore della OTA (Marquardt e Frohlich, 1992; &&t al., 1996).

In genere I'OTA ha effetti citotossici e genotossigendo nei seguenti modi:

a) Inibizione della catena respiratoria al livedlelle membrane mitocondriali, in particolare
inibizione della succinato deidrogenasi, citocro@ce della attivita intermembrana della
ATPasi.(Castegnaro et al., 1991; Marquardt e FebHl992; Wei et al., 1985; );

b) Inibizione della sintesi proteica agendo in jgafare su una inibizione della fenilalanin-
tRNA sintasi (Bunge et al., 1978; Creppy et al838, b; 1984);

c) Perossidazione lipidica delle membrane cellu{&illman et al.,1999; Hasinoff et al.,

1990; Hohler et al., 1996, 1997a, b; Hohler 19981aDet al., 1990; 1991; Rahimtula et al.,
1988);
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d) Alterazione strutturale e funzionale del sistemmunitario, come riduzione del timo, del

numero di cellule spleniche e del midollo osseasgsb concentrazioni delle interleuchine2
IL2. (Boorman 1989; Cooray 1984; Harvey et al., 2;99aubeck et al., 1981; Kanisawa et
al., 1977; Lea et al., 1989; Luster et al., 1981 Sisodia, 1982);

e) Effetti genotossici, come formazione di framnmentDNA in vivo e in vitro, formazione

di addotti del DNA, incremento degli scambi traroatidi fratelli, induzione alla formazione

dei micronuclei e incremento delle mutazioni celiulCreppy et al., 1985; Degene et el.,
1997; De Groene et al., 1996a, b; Ehrlich et &02 Follmann et al.,1995; Grosse et al.,
1995; Kamp et al., 2005; Kane et al., 1986; Maldvet al., 1994; Manolova et al., 1990;
Mori et al., 1984; Obrecht-Pflumio e Dirheimer, 2Q@fohl-Leszkowicz et al., 1993);

f) Stimolo della apoptosi sia in vivo sia in vit{@Gekle et al., 2000; Liuhe et al., 2003;
Schwerdt et al., 1999; Seegers et al., 1994);

g) Nefrotossicita in specie animali e nelluomo,gumest’'ultimo caso conosciuta anche come
Nefrotossicita Endemica dei Balcani (BEN). (Bachaak, 1993; Breitholz et al., 1991,
Breitholz-Emmanuelson et al., 1994; Castegnarol.et2800; Ceovi et al., 1991, 1992;
Creppy et al., 1995; Eko-Ebongue et al., 1994iFgtaal., 2002; Grosso et al., 2003; Golifiski
et al., 1984; Hald et al., 1991; Kalef et al., 1988q et al., 1992, 1979, 1977, 1976, 1988;
Kuiper-Goodman et al., 1993; Maaroufi et al., 199%5aPavlové et al., 1979; Peraica et al.,
1999; Petkova-Bocharova 1985, 1988; Pfohl-Lezkowid@2; PleStina et al., 1990; Puntari
et al., 2001; Rutqvist et al., 1978; Tanchev e Bsi®v, 1991; Tatu et al., 1998; Ueno et al.,
1998; Wafa et al., 1998; Zimmerli e Dick, 1995).
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Figura 4. Ocratossine. In a) Ocratossina A (OA); b) Ocratossina B (OB); c) Ocratossina C (OC). |
metaboliti secondari della ocratossina A Ocratossina sono rappresentati nelle rispettive figure d; e; f
ocratossina alfa (a-OA); deossiocratossina (OH-OA) ed infine 'OA ad anello aperto Ocratossina
anello lattone aperto (OP-OA).
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1.2.4. Tricoteceni

| tricoteceni sono metaboliti secondari prodotti dlgerse specie fungine appartenenti ai
generi Gibberella Gibberella intricans), Fusarium (F. colmorum F. equiseti, F.
graminearum F. poae F. sporotrichioidj), Myrotecium e Tricotecium (Lautraite et al.,
1997; Hussein e Brasel, 2001; Jones e Lowe, 19&OnT e Breitenstein, 1984). | tricoteceni
sono composti contenenti anelli del sesquiterpes@ne stati suddivisi in 4 gruppi principali
indicati come Tipo A, B, C e DF{gura 5). Al tipo A vi appartengono la tossina T-2 (T-8),
la tossina HT-2 (HT-2). Al tipo B vi appartengonaéossinivalenolo o vomitossina (DON),
il nivalenolo (NIV), il Fusarenone-X (Fus-X), la 3-Acetil-Deossinivalen@#&cDON) e la
15-Acetil-Deossinivalenolo (15AcDON). In fine ilptb C é caratterizzato dalla presenza di
un gruppo epossido in posizione {gCrotocina), o in posizione ¢go (bacarina), mentre |l
tipo D contiene un anello macrociclico in posiziddg;s (satratoxina e roridina) (Razzazi-
Fazeli et al., 2003; Hussein e Brasel, 2001; Suda@D3). | tricoteceni hanno caratteristiche
tossicologiche e chimico fisiche differenti allatho del gruppo, infatti la T-2 € la
micotossina piu tossica del gruppo ed e solubilsoiwenti non polari, mentre DON e NIV
sono solubili in solventi polari come gli alcoli r@hholm et al., 1986). La presenza del
gruppo epossido in posizione 3 conferisce una forte attivita tossicologica sdpitéd
nella inibizione della sintesi proteica. In partare la tossina T-2 puo inibire una delle tre
fasi di inizio, allungamento e termine della sinte®teica (Feinberg e McLaughlin, 1989;
Sudakin 2003; Ueno 1968; Wei e McLaughlin, 1974;rM/dHealt Organizzation, 1990).
Oltre all'inibizione proteica sono stati mesi inidgenza anche effetti di inibizione nella
sintesi del DNA e danni alle membrane cellulargiéando la variegata attivita tossica di
questo gruppo nelle normali attivita cellulari (Biem e Morris, 1988; Eriksen et al., 2004;
Rizzo et al., 1992; Rosenstein e Lafarge, 1983).

Numerosi studi sono stati condotti su gli effetisgicodinamici dei tricoteceni a danno del
sistema immunitario (Bondy e Pestka, 2000, Iharal.etL998; Islam et al., 1998; Nagata et
al., 2001; Petska e Dong, 1994; Thuvander et 889:1Zhou et al., 1999). | principali effetti
immunotossici attribuiti ai tricoteceni sono steicontrati principalmente in apoptosi dei
linfociti, della milza, timo e linfonodi mesenteti¢noltre si € evidenziata una forte riduzione
delle concentrazioni dei linfociti B e T, delle immmoglobuline 19G e IgM. Infine sono state
osservate azioni d’'induzione dipendente del mRNAgb®une citochinine come TNé-IL6,

IL1 beta (Cooray e Jhonsson, 1990; Hayes et é#80;1¥agadeesan et al., 1982; Paucod et al.,
1990; Rosenstein e Lafarge-Frayssinet, 1983; Thiesagt al., 1999; Yarom et al., 1984).
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Studi in vivo condotti su diverse specie animalmeoratti, maiali, ovini e bovini da latte
hanno evidenziato la presenza di microrganismistiriali e ruminali capaci di ridurre
I'anello epossido dei tricoteceni riducendo I'entévdi alcune tossine come la T-2 (meno di
30 minuti) e il DON (3-4 ore) (Kollarczik et al.994; Yagen e Bialer, 1993; Rotter et al.,
1996a; Swanson e Corley, 1989). Tramite questa&itattmicrobica i tricoteceni sono
trasformati nelle molecole meno attive e successerde rilasciate nelle urine e feci
(Eriksen et al. 2002; Kollarczik et al., 1994; Owii al., 1989; Swanson et al., 1988;
Yoshizawa et al., 1986; 1983). Inoltre una percaletali tricoteceni si puo ritrovare legata
alle proteine plasmatiche come dimostrato in diviensori (Mekey et al., 2003, Prelusky et
al., 1987; 1988). | risultati ottenuti da questiditevidenziando la capacita delle proteine
plasmatiche di legarsi al DON ingerito o iniett#811% )(Mekey et al., 2003, Prelusky et
al., 1987; 1988). Il coniugato DON-glucoronide seméssere il complesso tipico riscontrato
nel sangue umano e pud essere considerato un peolmlpotenziale biomarker per
identificare intossicazioni alimentari o esposizi@aie micotossine sia negli animali sia

nel’'uomo (Mekey et al., 2003).
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Figura 5. Principali micotossine appartenenti alla famiglia dei Tricoteceni. a) Deossinivalenolo
(DON), b) Nivalenolo (NIV), c) Tossina T-2 (T-2), d) Fusarenone-X (Fus-X), e) 3-Acetil-
Deossinivalenolo (3AcDON), f) 15-Acetil-Deossinivalenolo (15AcDON), g) Tossina-HT-2 (HT-2).
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|.2.5. Zearalenone

Lo Zearalenone (ZEA) é prodotto principalmente deerde specie fungine appartenenti al
genere Fusarium F@sarium culmorum, Fusarium graminearume Fusarium
sporotrichioide$, dove la specid-usarium graminearune indicata come la principale
responsabile degli effetti tossici ritrovati neghimali e in particolare nei maiali (Kuiper-
Goodman et al., 1987; Marasas et al., 1991; Treméiohl., 1985a; Hussein et al., 2001).
Dalla molecola dello zearalenone si producono i doeeria-zearalenolo o-ZOL) e -
zearalenolof{-ZOL) con un rapporto di produzione che varia decgpa specieHgura 6). |
due metaboliti sono stati ritrovati ad elevate @niazioni in colture di cereali contaminati
da Fusarium e in molti altri prodotti alimentaridfallico 1998; Kuiper-Goodman et al.,
1987; Muller et al., 1998; Scudamore e Patel, 2000)

Lo ZEA presente nei prodotti alimentari € ingertagli animali, assorbito dall'intestino e
trasportato dal sangue al fegato. Al livello dejd® lo zearalenone ZEA é convertito nelle
due formea-zearalenolo €-zearalenolo. Studi condotti su diverse specie alitmanno
messo in evidenza due tappe metaboliche che avmengella conversione dello ZEA nei
due metaboliti secondari. Nella prima tappa si Ina weazione di coniugazione tra lo
zearalenone e I'acido glucuronico, mentre nellaosda tappa si ha la reazione di riduzione
dello ZEA nei due metaboliti secondariZOL e 3-ZOL (Mirocha et al., 1977; 1981). Tra i
due metaboliti lx-zearalenolo € quello con maggiori attivita estregeanche se entrambe le
due forme causano alterazioni nel tratto riprosattinibizioni di fertilita, sviluppi anormali,
aborti, riduzione di produzione di latte nei rummtia e diarrea in varie specie animali
(Arukwe et al., 1999; Hagler et al., 1979; Kallel&talla, 1984; Khamis et al., 1986; Kuiper-
Goodman et al., 1987; Mirocha et al., 1968., 1Hdine et al., 1971; Smith et al., 1994;
Smith et al., 1995; Sprosen e Towers, 1995; Toweas., 19954, b).

L’azione dello ZEA avviene a livello dei recettalegli estrogeni come descritto da Hayes
(1994) e da Gentry (1986). Lo ZEA, una volta legatorecettori degli estrogeni, viene
trasportano verso il nucleo cellulare. Nel nucle@dppia recettore-ZEA si lega ai recettori
cromatinici attivandone la trascrizione di divelRINA. In particolare lo ZEA compete con
I'estradiolo B17 (E2) nel legame dei recettori plasmatici degli estrogeni, incrementando
I'attivita delle RNA polimerasi |, Il e un aumenttella sintesi proteica (Boyd e Wittliff,
1978; Kawabata et al., 1982). Il processo di atiimae genetico porta a diversi effetti
biochimici, come riduzione di assorbimento dellaage riduzione lipidica nei muscoli,

incremento della permeabilita uterina al glucosmuna riduzione della sintesi degli ormoni
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estrogenici. Molti degli effetti generati dagli meri dello ZEA sono stati studiati
soprattuttoin vitro (Kuiper-Goodman et al., 1987; Tiemann et al., 2008). Tra questi
ricordiamo gli effetti dei due isomeaZOL e B-ZOL su colture di cellule della granulosa
nella sintesi di Progesterone, un ormone ovaricgontante nel preparare il tratto
riproduttivo all'impianto dello zigote e al mantemnto dello stato riproduttivo (Tiemann et
al.,, 2003b). La sintesi del progesterone avviene Iz conversione del colesterolo in
pregnelonone catalizzata dalla citocromo P450 (Be&O0Il pregnelonone e successivamente
convertito in progesterone ad opera dell’enzirfadBossisteroide deidrogenasi/isomerasi (3
B-HSD). Le concentrazioni dei due enzimi sono a latta controllate dall’ormone follicolo
stimolante (FSH), che stimola la sintesi degli mRE\ due enzimi P450scc 3HSD. Gli
effetti dei due isome-ZOL e B-ZOL sulla produzione ed accumulo del pregnelorsom

da attribuire ad una azione inibitoria dell’attévitlel’FSH riducendo o bloccando la sintesi
del progesterone. Inoltre si ha una riduzione nicaetelle cellule aderenti a partire da basse
concentrazioni dei due isomeattZOL e B-ZOL. Oltre alla riduzione del progesterone, lo
ZEA ha anche effetti sulla normale secrezione detione luteinizzante (LH) e della
prolattina, evidenziando quindi una capacita dralte la normale attivita di secrezione della
ghiandola pituitaria (Elsasser et al., 1983; Bougimi 1983). Nei ruminanti lo ZEA e i suoi
metaboliti sono principalmente eliminati al livelttella bile ed escreti nelle urine e feci.
Questa attivita di eliminazione dello ZEA, in coméizione a quella svolta dai batteri nel
rumine, permette di avere un’elevata capacita dios$ficazione e resistenza alle
contaminazioni alimentari da ZEA (Biehl et al., B9Hidy et al., 1977; Kiessling et al.,
1984; Kuiper-Goodman et al., 1987; Olsen et alg619.
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Figura 6. In a e b le due principali micotossine Zearalenone (ZEA) e Zearalanone (ZAN) prodotti
da numerose specie del genere Fusarium. In ¢ e d sono rappresentati rispettivamente i metaboliti
secondari a-Zearalenolo (a-ZOL) e B-Zearalenolo (B-ZOL) prodotti dalla reazione di riduzione dello

Zearalenone.

24



Capitolo Il - Micotossine in tessuti ed organi in dverse specie

animali

La presenza di micotossine nei tessuti ad uso ateme come la carne e tutti i suoi derivati
(salumi, prosciutti) o negli organi come fegatotépdi fegato), & riconducibile alla presenza
contemporanea o non di due principali e comunagitni:
a) Somministrazione all’animale prima della macebb&® di alimenti contaminati da
funghi e micotossine;
b) Sviluppo di funghi presenti nellambiente deparazione e stoccaggio degli insaccati
e di tutti gli altri derivati delle carni.
In genere un ambiente con una attivita di acquagay<0.9 e un valore del pH <6.0 del
prodotto, favorisce la crescita delle muffe e detlieotossine (Hanssen 1995). Secondo un
altro studio la produzione delle micotossine aveisa sono presenti le seguenti condizioni:
presenza di ossigeno, temperature comprese t@ €4°40°C, pH 2,5-8, contenuto minimo
dell'attivita dell'acqua @ = 0,80, ed infine una concentrazione massima lgi dal 14%
(Mizakova et al., 2002; Ostry 2001).
Prodotti alimentari di origine animale contenenicotossine possono derivano da diverse
specie di interesse zootecnico. In questo capisaloo prese in esame sperimentazioni
eseguite in diverse specie animali, sottopostaliatentazioni contaminate naturalmente e/o
artificialmente da micotossine. Molte delle micatiog ed i loro effetti sono stati determinati
analizzando il contenuto di micotossine ed i melitibsecondari prodotti nelle reazioni di
detossificazione al livello epatico e analizzanttum@i biomarkers specifici in vari tessuti.
Ad esempio I'aflatossina ARBnel fegato € convertita ad epossido che si leGiNA e a
proteine come albumine e emoglobine. Mentre in chsintossicazione alimentare da
fumonisine si possono rilevare elevati valori diingdnina Sa e del rapporto

sfinganina:sfingosina (Sa/So), e una riduzionevdkri di sfingosina So nel sangue e urine.
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I1.1. Contaminazione da aflatossine: effetti e bioecumulo.

La presenza delle aflatossine in organi e tessuiata ben documentata in diversi studi
condotti su bovini, maiali, e polli (Furtado et,d979; Helfericich et al., 1985; Jacobson et
al., 1978; Rodricks e Stolof, 1977). In generedamo con la maggiore concentrazione di
aflatossine € il fegato, ma la presenza delle AREB, e AFM, € stata riscontrata anche in
altri organi, tessuti e prodotti alimentari cométdae formaggi (Allcroft e Roberts, 1968;
Battacone et al., 2003; Forbish et al., 1986; Fartat al., 1979; Helfericich et al., 1985;
Jacobson et al., 1978; Kiermeier e Buchner, 197nghini et al., 2000; Robert e Shotwell
1981; Rodricks e Stolof, 1977; Sassahara et a05;20rucksess et al., 1983). La quantita
minima di aflatossine riscontrabile nelle carni ie4dng/g. Questo basso valore richiede
quindi dei metodi di determinazione molto sensikmbn alti valori percentuali di recupero
(Robert et al., 1981, Trucksess M.W. and Stolofi279). L'accumulo delle aflatossine nei
tessuti dei ruminanti € stato documentato in divestsidi (Helfericich et al., 1985;
Hoogenboom et al., 2001; Trucksess et al., 1988)efempio in uno studio condotto su
bovini & stato somministrato nella dieta un pastdnarachidi contaminato da aflatossine
(3,5 mg/kg) contenenti carbonio radioattii8Q) per un periodo di 10 giorni. Al termine
della sperimentazione gli animali sono stati matelle gli organi ed i tessuti sono stati
prelevati e congelati (Hoogenboom et al., 2001anklisi della radioattivita dei residui di
aflatossina ([’C]JAFB,) distribuita nei vari tessuti ed organi ha permess valutare il
seguente pattern di contaminazione: fegato > repoknoni > milza > cuore > grasso >
muscolo. Infine alti livelli di aflatossine son@sttrovati in urine e feci.

Un secondo esempio che evidenzia il bioaccumulo effgtti nocivi causati dalla ingestione
di AFB1 é rappresentato da uno studio condottonswoci di bovini da carne Hereford-
Angus (Helferich et al., 1986a). In questo casovild da carne sono stati sottoposti ad una
alimentazione contaminata dF4G]JAFB; a diverse dosi (0, 60 300 e 600 ppb per razioae) p
un periodo di 155 giorni. All'analisi si e evideatm che il fegato € I'organo che ha subito
maggiori effetti nocivi e con i livelli di accumuldi [**C]JAFB; piul alti. Il bioaccumulo di
[*“C]AFB., oltre che nel fegato, & stato rilevato anchealmpni, cuore, rene e milza. Delle
tre concentrazioni soltanto quella a 600 ppb hatrats evidenti segni di intossicazione,
evidenziando alti livelli ematici di transaminasi Basse concentrazioni ematiche di
colesterolo e glucosio (Helferich et al., 1986a).

La flora batterica del rumine ha una grande impaadanei processi di detossificazione delle
micotossine. Uno studio condotto su bovini ha evaigo che la concentrazione delle

aflatossine accumulate nei tessuti dei ruminantiinfuenzata dalla capacita di
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detossificazione dei batteri e dai protozoi (Kiggglet al., 1984). Oltre all’attivita di
detossificazione dei microrganismi del rumine ecdasiderare anche la concentrazione di
micotossine presenti nell’alimento, eta e statbehessere dell'animale. La concentrazione
di 300-700 ppb di aflatossine e considerata tosgea gli animali, ma in condizioni
alimentari peggiori e/o di stress bastano solo ppb per avere gli stessi effetti tossici
(Applebaum et al., 1982; Garrett et al., 1968; @ath979; Masri et al., 1969; Patterson e
Anderson, 1982). In genere possiamo dire che irvalelle aflatossine oltre i quali si
possono considerare tossici per i bovini variartmsdo le seguenti situazioni:
a) Bovini in fase di gestazione e vitelli possono imge un contenuto massimo di
aflatossine di 25 ppb senza avere effetti tossici.
b) Bovini in fase finale di lattazione e in assenkatbss possono assumere non piu di
100 ppb di aflatossine negli alimenti.
c) Bovini che hanno subito stress possono assumecentenuto massimo di 20 ppb di
aflatossine.
Nei piccoli ruminanti il bioaccumulo di AFBe stato ben documentato in uno studio
condotto su capre in fase di lattazione (HelfeN¢lG. et al., 1986b). Radionuclidi di ARB
contenenti **C ([*"C]JAFB;) sono stati somministrati per via alimentare caapsule
gelatinose (contenenti 25&i/mol di [**C]AFB;) o tramite iniezioni intravena (18&i/mol
di [**C]AFB;). Dopo 120 ore dalla somministrazione gli aninsaiho stati macellati, sia gli
organi sia i tessuti sono stati prelevati e cortgdlaentrambi i metodi di somministrazione
il fegato & risultato contenere maggiori quantity*dC]JAFB; seguito da muscolo, reni,
cuore, polmoni e milza, mentre nessuna traccia@]AFB; & stata rilevata nel grasso.
Inoltre [**C]AFB; & stato ritrovato ad alte concentrazioni nei camipdi latte, urine e feci
raccolte durante le 120 ore. Infine soltanto glirali alimentati con capsule gelatinose
contenenti T*CJAFB; hanno prodotto latte contenete tracce di ABQAFL. Questo indica
che la maggior parte di ARBngerita & eliminata nei liquidi biologici (urire latte) e nelle
feci, mentre soltanto una piccola quantita di AEBaccumulata negli organi e nei tessuti.
L'impiego dei radionuclidi T'C]JAFB; é risultato efficace anche negli studi condotti su
galline ovaiole, dove € stato evidenziato un madeilbioaccumulo simile a quello riportato
nei ruminanti. Infatti i valori pit alti di'ffCJAFB; sono stati evidenziati nel fegato seguito da
muscolo, pancreas, cute, tessuto adiposo, polmarilza (Sawhney et al., 1973a, b). Questo
dato e stato confermato in un secondo studio cémdai polli alimentati sempre con
[**C]AFB; (Harland e Cardeihac, 1975). | risultati otterh&hno mostrato che il fegato, reni
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e midollo osseo accumulano le aflatossine a livéilliconcentrazione piu alti rispetto a
cervello, muscolo e tessuto adiposo (Harland e &llaad, 1975).

A differenza dei bovini e dei polli, il bioaccumuttelle AF nei tessuti ed organi di maiali &
stato determinato tramite I'analisi in HPLC (Millet al., 1982; Trucksess et al., 1982). In
guesto caso alcuni maiali sono stati alimentati dosi di aflatossine di 1,2 mg/kg peso
corporeo per 10 settimane e successivamente nta¢Mifler et al., 1982). | campioni di
fegato, rene e muscolo sono stati raccolti dopo 2&2,e 72 ore dall'ingestione delle
micotossine. Nelle prime 12 h e stata riscontratparesenza di aflatossine nel fegato e nei
reni, mentre nessuna traccia é stata rilevata mescali. A 24 h soltanto i muscoli hanno
accumulato aflatossine, mentre non ci sono regsiglifegato e nei reni. Infine a 72 ore
nessuna traccia di aflatossine é stata determimgitare campioni. Questi risultati hanno
quindi messo in evidenza un tempo di 72 ore perealgerimozione totale delle aflatossine e

dei suoi derivati da organi e tessuti.

I1.2. Contaminazione da fumonisine: effetti e bioacumulo

Il principale alimento della razione giornalierastieata agli animali da allevamento
contaminato da fumonisine e rappresentato dal reai) forma di insilati, granella e farine.
Tra queste forme, gli insilati di mais costituisoda componente base della alimentazione
giornaliera di molte aziende. La sua proporzionstittasce circa il 30-50% della razione
giornaliera, ma puo raggiungere anche I'80% neiriala carne (EFSA J. 2005). Parte della
degradazione delle Fumonisine presenti nel maisotecsembra avvenire nei sili ad opera
di microrganismi, seppure non e stata ben defilétasignificativa riduzione della
concentrazione delle fumonisine nei sili (Camiltak, 2000). Una aggiunta della granella di
mais nella porzione di concentrato fa si che uro &@0% di sostanza secca contaminata da
fumonisine sia somministrato alla razione giormalieln genere il mais costituisce la
componente base della dieta giornaliera per l'alpporto energetico in diverse specie
animali da allevamento come maiali, polli e tacchinfatti nella prima fase di ingrasso la
porzione di mais € somministrata ad alte conceiainaZcirca il 70%) e successivamente
ridotte alla fase di finissaggio al 20% (EFESAQ02).

L’assorbimento di fumonisine presenti negli alimeatil grado di accumulo in organi e
tessuti varia secondo le specie animali interessateninanti hanno un’elevata capacita di
resistenza ad alte dosi di fumonisine 400 ppm &RB30 ppm FB(Smith e Thakur, 1996).
Nei ruminanti la microflora batterica idrolizza EB; in metaboliti secondari. Questi

metaboliti sono meno tossici delle FBs e costitumgccirca il 60-90% delle fumonisine totali
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ingerite. Tuttavia, questi valori possono variaedenprove sperimentali dove la modalita di
assunzione delle fumonisine pud avvenire per inyesto per iniezione. Nel primo caso
circa '80% delle fumonisine assimilate sono stateate nelle feci e in basse tracce nelle
urine (Smith e Thakur, 1996; Norred et al., 1998¢l secondo caso, dopo 24 ore dalla
iniezione, il 66% delle fumonisine totali sono staitrovate nelle feci, il 32% nelle urine,
I'1% nel fegato e meno dell’l% nei reni. In alttudi condotti su bovini da latte e polli la
quantita di FB nel sangue e nei tessuti e risultata molto bask% (della dose) (Vudathala
et al., 1994; Prelusky et al., 1996b).

Numerosi effetti nocivi sono stati riscontrati iiversi studi condotti su bovini da latte. Ad
esempio in bovini da latte alimentati con 75 mgyJ/kg per 14 giorni si sono osservati
incrementi plasmatici di colesterobouna ridotta produzione di latte (Richard et 2996).
Inoltre in Bovini (manzi di Holstein) alimentati c094 mg FB/kg per 253 giorni hanno
mostrato un incremento delle attivita enzimatichéd8T e y-GT e indotto danni al livello
epatico e una iperplasia epiteliale (Baker e Rghtaus, 1999). L'incremento delle attivita
enzimatiche é stato riscontrato anche in uno stodi@otto su 59 bovini da latte, suddivisi
in un gruppo da 26 bovini alimentati con 105 mgA&) e un secondo gruppo di 33 bovini
sottoposti ad una dose di 148 mg/kg FiBer un periodo di 31 giorni (Osweilet al.,1992).

Un significativo incremento € stato evidenziatolanebncentrazione plasmatica di ASF,
GT, LDH, bilirubina e colesterolo a partire dal oleo giorno di trattamento sino al 31°
giorno, soprattutto per la dose a maggiore conaeiuine. Gli stessi risultati sono stati
ottenuti iniettando 1 mg/kg b.w. di FB1 a bovinildt&e per un perido di una settimana, dove
agli incrementi enzimatici al livello plasmaticorgostate evidenziate anche lesioni nei reni e
nel fegato (Mathuet al, 2001).

| primi esperimenti sugli effetti nocivi causati dantaminazione da fumonisine su polli in
allevamento hanno evidenziato i livelli (massinm@imi) e i periodi dove e possibile avere
degli effetti nocivi ben visibili. Tra questi vanmizordati: la variazione del peso corporeo ed
evidenti danni arrecati negli organi e tessuti.nfdntando per un periodo di 14 giorni dei
polli con FB (125 mg/kg e 274 mg/kg) si sono evidenziate ridozidegli incrementi
ponderali, con un effetto marcato piu nei pollivgioi rispetto a quelli adulti e con decessi
osservati soltanto nei polli con tre giorni di vittaved et al., 1993). In un secondo studio
(Ledouxet al.,1992) sono stati eseguiti esperimenti su polliltivamento alimentati con
dosi crescenti di Fumonising Ba 0, 100, 200, 300, a 400 mg/kgifr un periodo di tre
settimane. Anche in questo caso si sono regigegatmeni di riduzione del peso corporeo

con 'aumentare della dose giornaliera di ;FlBoltre sono state evidenziate lesioni a livello
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del fegato, incremento plasmatico dei livelli dicoa, colesterolo, e AST soprattutto nei polli
alimentati con dosi di 400 mg di FBkg di alimento. Infine I'utilizzo di fumonisineFgs,
FB;, e FB) ottenute da una coltura i moliniformea dosi che vanno da 33 a 627 mg/kg per
alimento ha permesso di determinare la dose efigtite che determina la riduzione di peso
ed effetti nocivi sui polli. In particolare sonoast evidenziati tre differenti effetti di
iperplasia epatica: moderato a dosi giornalier@3132 mg/kg, severo a dosi massime di
330 mg/kg e infine molto gravi a dosi di 429-627/kgg Questi valori sono stati utilizzati
dalla US-FDA 2001 dove sono stati definiti i livdlmite di contaminazione da fumonisine
ad un valore di 66 mg/kg negli alimenti destingpicdli e tacchini.

Il carry-over e la distribuzione di accumulo dellenonisine é stato determinata in studi
condotti su galline ovaiole sottoposte a sommiamtmi sia per via orale, sia per iniezione
FB, marcata cort’C (0,2 mg/kg bw). Dopo 24h dalla somministrazionecs stati trovati

bassi livelli di {“C]FB; nel fegato, rene, piccolo intestino e ceco (Vudkttet al., 1994).

I maiali a differenza dei polli e dei ruminanti muna maggiore sensibilita agli effetti
tossici delle fumonisine. Infatti soltanto 120 ppinFB; sono causa di edema polmonare,
mentre 50 ppm sono causa di danni al fegato dop® @giorni dall'ingestione (Colvin e
Harrison, 1992; Colvin et al., 1993).

Ricerche condotte su maiali, alimentati con dogedie di FB (30, 10 mg/kg per alimento),
hanno mostrato che circa I'80% della /8 ritrova nelle feci, mentre nelle urine é praésen
soltanto il 2,5% della dose ingerita (Dilkina et @&003). | valori di FB trovati nelle urine e
feci sono stati ottenuti e confermati anche in ecosdo studio, dove il fegato é stato
indicato come I'organo principale di accumulo pefumonisine (Prelusky et al., 1996b). La
presenza di FB1 e stata rilevata oltre che neltéeganche in altri organi come polmoni e
cuore a concentrazioni minori. Mentre i livelli eticadi aspartato aminotransferasi (AST),
alanina aminotransferasi (ALT), colesterolo (CHObjjrubina totale (BHBA) e proteine
totali (PT) hanno subito un incremento significativspetto ai valori di controllo (Dilkina et
al., 2003). Medesime alterazioni delle attivita ievatiche sono state trovate per le AST,
ALT, ALP, y-glutamil transferasiy¢GT), CHOL, BHBA, arginasi al livello plasmatico
impiegando diverse dosi di fumonisine in numerosdis(Motelin et al. 1994;Rotteret al.,
1996; Zomborsky-Kovacs et al., 2002a,b). Inoltendlisi del pattern di distribuzione delle
fumonisine mostra che la maggiore concentrazioneBdi e situata nel fegato e nei reni, e
una minore concentrazione € presente nei polmamgcreas e cuore (Haschek et al.,1992;
Osweiler et al., 1992; Smith et al., 2000). L'ingiedelle fumonisine radiomarcate ctic

ha permesso ulteriormente di definire il patterndditribuzione dei radionuclidi nei vari
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organi e tessuti e di determinare il tempo di defmszione. Nelle prime ore dalla
somministrazione la distribuzione dei radionuc[fC]FB; & risultata con i massimi valori
nel fegato seguita da rene, intestino grande, deryalmoni, cuore, ghiandole surrenali e
milza (Prelusky et al., 1994a; 1996), mentre a 72ahdose totale somministrata e

rintracciabile nelle feci, urine, e succhi biliari.

11.2.1. Determinazione della contaminazione alimemtre da fumonisine tramite analisi

del rapporto Sfinganina/Sfingosina (Sa/So).

Sebbene la FBe rilevabile in piccole concentrazioni soprattutkel fegato e rene sia nei
ruminanti sia nei polli, la presenza di una intoggione da fumonisine puo essere
evidenziata dalla analisi di alcuni biomarkersparticolare le basi sfingoidi sfinganina (Sa)
e sfingosina (So) sono i biomarkers specifici padenziare una intossicazione alimentare
da fumonisina B L’enzima ceramide sintasi (sfingosina [sfingahiMtaciltransferasi)
rappresenta il principale target della fumonisina (Bolfrizzo et al.,, 1997; Wang et al.,
1991). La similitudine della FBcon le basi sfingoidi gli permette di legarsi etizima con
una alta affinita e di bloccare la conversionedaeéllie basi sfingoidi (Merrill et al., 1993b;
Norred et al., 1992; Riley et al., 1994a; Wangletl®91). Questo effetto altera I'equilibrio
di sintesi e di degradazione dei lipidi di membraba cellule in questo modo iniziano ad
accumulare le sfinganine (Sa) e successivameril@saiarle nel sangue (Wang et al., 1992).
La concentrazione alterata delle due basi sfingoaisangue rappresenta un facile metodo
per la valutazione degli effetti tossici generaiile fumonisine.

Due esempi di studio in vivo su specie ruminantstramo come sia correlata la sintesi delle
basi sfingoidi Sa e So con la presenza di fumoaisnrodotte per via alimentare o per
iniezioni. Un primo esempio € dato dai vitelli dil4 giorni con peso vivo medio di 43+7 kg
(Mathur et al., 2001). Dieci vitelli sono stati divin due gruppi e trattati in maniera diversa.
Il primo gruppo € stato sottoposto ad iniezionramenose di una soluzione fisiologica allo
0,9 % di Nacl, mentre il secondo gruppo € stattoposto ad iniezioni di soluzioni da 1
mg/kg di FB1 per la durata di 7 giorni. Durant@driodo sperimentale sono state raccolte le
urine e al termine della sperimentazione sono stéatolti reni, fegato, cervello, polmoni,
cuore e muscolo. Le analisi delle basi sfingoidiriamostrato un pattern di distribuzione
delle due basi Sa e So con maggiore concentraniengseguenti organi e tessuti: polmone,
cervello, fegato, cuore, rene e muscolo. Inoltrevdaiazione del rapporto Sa/So e stata

rilevata nel gruppo sottoposto ad iniezioni di;FBnentre nessuna variazione € stata
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evidenziata nel controllo. Le analisi del sanguanmamostrato un incremento degli acidi
non esterificati (NEFA) e della concentrazione @el" nel gruppo trattato, mentre nessuna
variazione significativa e stata trovata per let@re totali (TP), albumina (ALB), sodio
(Na), potassio (K), cloro (CI) g-idrossibutirrato (BHOH).

In un secondo studio in vivo 8 capr&/anling angora)sono state sottoposte ad una
alimentazione contaminata con 95 mg/kg di FB1 g& diorni (Gurung et al., 1998). La
presenza di FBeé stata analizzata nelle feci, mentre le conceioina delle basi sfingoidi
sono state analizzate nel fegato, reni e cuoB2% delle fumonisine assimilate dalla dieta e
stato ritrovato nelle feci, mentre il restante 68%tato idrolizzato e secreto. Il contenuto di
sfingosina So ¢ il rapporto Sa/So nel fegato hateswm incremento di tre volte rispetto la
condizione normale, mentre quello della sfingar@ngsultato otto volte maggiore. Inoltre la
concentrazione maggiore di So e stata rilevataems, mentre quelle del fegato e cuore sono
risultate in minore concentrazione. Viceversa seaisidera la somma delle due basi
sfingoidi So e Sa, allora, la concentrazione magg@risultata presente nel fegato, seguita
da rene e cuore. Oltre alle concentrazioni delld bingoidi altri fattori ematici possono
essere aggiunti come ulteriori indicatori degliedtif nocivi generati dalle fumonisine su
fegato e rene. Nel siero prelevato nel periodo #aa2112 giorni dalla intossicazione
alimentare sono stati trovati alti livelli di asfso aminotransferasi (AST), colesterolo (Col),
lattico deidrogenasi (LDH) e-glutamil transpeptidasi (GGTP), indicando la presedi un
effetto nocivo delle fumonisine a carico del fegdt@zione nociva svolta dalle fumonisine
si ripercuote oltre che nel fegato anche sui remied dopo 56 giorni di alimentazione
contaminata da FB1, sono stati rilevati alti valtirurea e di creatinina. Questi dati indicano
la presenza di effetti citotossici che interessaltie il fegato anche il rene (Gurung et al.,
1998). | due esempi mostrano chiaramente qualiosgineffetti causati da intossicazioni
alimentari da FBe come influisce la FBnella biosintesi delle basi sfingoidi Sa e Sovaei
tessuti ed organi.

Diversamente dai ruminanti, i maiali hanno una n@aggsensibilita alle fumonisine. Infatti
nei maiali i livelli di sfinganina e sfingosina etith possono essere incrementati
sottoponendoli ad una dieta alimentare conteneofeardo 5 ppm di FB mentre
raddoppiando la dose a 10 ppm di;RBngono ad essere incrementati i valori Sa e $0 ne
fegato e nel rene (Motelin et al., 1994; Riley kbt 4993a; Rotter et al., 1996b). Diversi
esperimenti hanno mostrato una corrispettiva tistione di accumulo delle basi sfingoidi
nei tessuti ed organi nei maiali (Gumprecht et #98; Haschek et al., 1996; Riley et al.,

1993a; Smith et al., 1998). In particolare le b&fg1goidi si distribuiscono nella seguente

32



maniera: rene> fegato > cuore > polmoni >> altgsteéi come linfonodi e muscolo
scheletrico (Gumprecht et al., 1998; Haschek etl@06; Riley et al., 1993a; Smith et al.,
1999). Inoltre, I'esposizione alimentare a dosilymgate nel tempo di fumonisine porta ad
un maggior accumulo nei soli polmoni, reni e feg@Rotter et al., 1996b). In genere nei
suini il rene rappresenta I'organo piu sensibilé effetti di contaminazione alimentare da
fumonisine, con un maggior accumulo delle basigsfidi ed alterazione del rapporto Sa/So
(Solfrizzo et al., 2000; Riley et al., 1993a).

Allo stesso modo anche nei polli pud essere detertaiuna intossicazione alimentare da
fumonisine analizzando il contenuto delle basigdidi nel sangue. Diversi studi dimostrano
'importanza di questa analisi (Bermudez et al93,9~DA, 2001; Weibking et al.,1993a).
Ad esempio polli, alimentati con diete contamined@ diverse dosi di fumonisine (89, 190,
283, 289, 481, 592 e 681 mg/kg diHier alimento) per 3 settimane, sono stati sottibpds
analisi ematica delle basi sfingoidi. L'analisi agintenuto ematico del rapporto Sa/So ha
evidenziato un incremento significativo (Weibking a.,1993a; FDA, 2001a). Medesimo
risultato e stato ottenuto in anatre alimentatediete contenenti diverse dosi di F£8.20.5,
240.9 e 481.8 mg/kg HB per 3 settimane, dove € stato evidenziato unemento
statisticamente significativo del rapporto Sa/Sé fegato ed un aumento della attivita
enzimatica della gamma glutamiltransferasi GGT ifetez et al., 1995; FDA, 2001a).
Quindi un’analisi delle basi sfingoidi e di alcuparametri ematici permette di avere una
maggiore informazione della presenza e degli effeissicologici delle fumonisine in
qualsiasi specie animale. Questo puo esser fatzasgover ricorrere all’analisi diretta delle
fumonisine, spesso accumulate con concentraziopptr basse per evidenziare I'avvenuta

intossicazione alimentare.

11.3. Contaminazione da ocratossina A: effetti e maccumulo

La contaminazione da ocratossina A (OTA) negli orgatessuti animali pud avvenire da
una introduzione e successivo sviluppo dei funglwadte la fase di lavorazione o di
stoccaggio delle carni (Gareis M. 1996). Spessspezie, come ad esempio il pepe,
impiegate nella lavorazione delle carni possonaesmre OTA. Inoltre la contaminazione
delle carni puo derivare da tessuti ed organi chienb accumulato OTA presente nelle
razioni alimentari. In genere i ruminanti hanno unaggiore resistenza alle micotossine
grazie ad una fauna microbica presente nel runtiiogt et al., 1976). Questi microrganismi
metabolizzano le tossine producendo molecole messidhe e facilmente eliminabili nelle

feci e urine. Questa resistenza puo per0 esseebatith se si creano situazioni di mal
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nutrizione che determinano la riduzione o scompaesiamicrorganismi del rumine. Ad
esempio uno studio condotto su vacche da latterbmgsso di evidenziare quali fattori
possono modificare la presenza dei protozoi e glandro capacita di detossificazione delle
micotossine (Ozpinar H et al., 1999). In questalistisono state preparate quattro diete con
diverse razioni dMedicago Sativd00%, 80%, 50%, 40%) e di concentrato (0%, 20%,,50%
60%) tutte contaminate con OTA (2Qg/1). Il liquido ruminale & stato prelevato nei t@ndi

1, 4,12, 24, 32 e 48 ore dopo l'ingestione di dabe diverse razioni alimentari. Da questo
liquido e stata calcolata I'emivita dellOTA e delbcratossina- (OTA-a). | risultati hanno
evidenziato che la velocita di degradazione delO8 maggiore nelle diete costituite dal
40% di fibra e 60% di concentrato. Sebbene lo stessiltato sia stato confermato in un
altro studio (Mdller et al., 1995), in altre richec e stato dimostrato che la capacita di
degradazione dellOTA é bassa nelle diete riccheodicentrato, indicando una richiesta di
fibra-concentrato ottimale per i microrganismi peglio degradare I'OTA (Pettersson et al.,
1982; Xiao et al., 1991). Inoltre la presenza defiido nella dieta ha permesso di ridurre
I'emivita della OTA rispetto a quella ottenuta metliete prive di amido. Questi dati indicano
che la popolazione dei protozoi nel rumine e sigafivamente influenzata dalla
disponibilita di carboidrati fermentescibili comarhido (Abe e Iriki, 1978). La capacita di
degradazione del’lOTA dei protozoi € legata ad alore ottimale di pH compreso tra 6 e 7
(Abou Akkde e Howard, 1962). In genere 'amido ingenon &€ immediatamente assorbito
dai protozoi ma viene in parte fermentato ad adattico dai batteri presenti nel rumine.
Questa azione determina un abbassamento del plkhéi gma riduzione della capacita dei
protozoi a degradare I'OTA. In altri termini unana¢éntazione scorretta con ridotto apporto
di fibre, concentrato e un basso valore di pH oeline favorisce I'assimilazione dellOTA
ingerita. In genere l'ocratossina A e i suoi residon si ritrovano nei tessuti e organi dei
ruminanti perché 'OTA €& metabolizzata dagli enzidii protozoi e batteri (Galtier e
Alvinerie 1976; Hult et al.,1976, Patterson et &B81). In esperimenti condotti su bovini
alimentati con alte concentrazioni di OTA hannonpesso di defininire gli organi e i tessuti
di accumulo della OTA e dei suoi derivati. Ad es@mp residuo ocratossina-e stato
trovato nei reni e nel sangue alla concentraziornE)dig/kg di bovini alimentati con 300-
500 pg/kg di ocratossina A (Patterson et al., 1981)bdwini da latte, alimentati per 11
settimane con 317-112%g/kg di ocratossina A, sono stati trovati nei rénig/kg di OTA
accumulata, ma nessuna traccia della tossinaa& rigabntrata in altri organi e tessuti, tanto

meno I'ocratossina (Shreeve 1979).
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| maiali, a differenza dei ruminanti, mostrano unaggiore sensibilita agli effetti nocivi
causati da intossicazioni alimentari da OTA. In ahaidulti alimentati con razioni
contenenti 200-400 ppb di OTA per 3-4 mesi e diatontrata una riduzione della crescita,
un aumento di assunzione di acqua e la presenzacdiscopiche lesioni renali (Carlton e
Krogh, 1979). In suinetti una dose di 2500 ppb d@iACassunta per 35 giorni ha causato
come effetto tossico rilevante problemi di immuno@ssione (Harvey et al., 1992). II
pattern di distribuzione dellOTA accumulata negigani e tessuti e stato ben documentato
da diversi studi condotti su maiali (Curtui et &Q01; Gareis 1996; Krogh et al., 1974,
1976). Questo accumulo € riconducibile alla manaadizmicrorganismi che convertono
I'OTA in metaboliti meno tossici e piu facili daimlinare nelle feci e urine. L’'ocratossina nei
maiali si distribuisce secondo la seguente modahitasma > rene > fegato > muscolo >
grasso. Questo € anche facilitato dalla alta afidi legame della OTA a proteine come la
sieroalbumina del sangue, producendo cosi una woialéacile da accumulare nei tessuti ed
organi (Hagelberg et al., 1989). Inoltre se consaeo la produzione di salsicce contenenti
sangue e fegato si incrementano ulteriormente meattrazioni di OTA nel prodotto finale,
causando maggiori possibilita di intossicazionenahtare da micotossine per I'uomo
(Scheuer 1989; Lusky et al., 1994). Diversamenientdali e dai ruminanti, nei polli la
presenza di OTA in tessuti ed organi € risultata lte assente data la bassa emivita di
circa 3,5-4 ore, dimostrando anche in questo casofarte resistenza agli effetti nocivi
dellOTA (Hagelberg 1989; WHO/FAO 2001). Sebbene pwli si ha una forte resistenza
allOTA numerosi sono gli esperimenti in vivo checdmentano i possibili effetti nocivi in
diverse specie volatili. Ad esempio, pulcini con giorno di vita, alimentati con razioni
contenenti 200, 500, 800 e 1600 ppb di OTA, hanostrato in tutti i casi una riduzione del
peso corporeo rispetto a pulcini alimentati conted@rive di OTA. La dose di 1600 ppb ha
inoltre causato edema in pancreas, rene e fegacaumento delle dimensioni di tutti e tre
gli organi e riduzione della borsa del Fabrizioltre sono stati osservati decessi di pulcini
affetti da una marcata fragilita delle ossa e da titardo di formazione della protrombina.
Infine a dosi da 500 ppb di OTA assunte sono sttidenziati problemi di
immunosoppressione e una forte riduzione dl nurdetmfociti (Tucker e Hamilton, 1971;
Doerr et al., 1974; Huff et al.,, 1974, 1975; HuffHamilton, 1975; Chang et al., 1979;
Hamilton et al., 1982). Medesimi effetti sono stadicontrati in galline ovaiole alimentate
con razioni contenenti 300 500, 1000 e 4000 pp®TA. Anche in questo caso sono stati
osservati danni al livello di fegato e reni, min@gpetenza, un ridotto peso corporeo, un

riduzione della produzione di uova e del loro péSarlton e Krogh, 1979 ,Gimeno et al.,
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2003; Page et al., 1980). In ultimo, tacchini @ ¢iorni di vita, trattati con concentrazioni
crescenti di OTA da 1000 ppb a 8000 ppb di OTA,neamostrato un ridotto sviluppo, un
allargamento del proventricolo e una riduzionetuohed. A dosi maggiori di 4000 e 8000 ppb
sono stati provocati numerosi decessi, riduzionasdunzione di acqua e alti livelli di acido

urico nelle urine (Chang et al., 1981).

I1.4. Contaminazione da tricoteceni: effetti e bioacumulo

La presenza dei tricoteceni nella alimentazionerdgiinanti pud causare numerosi effetti
negativi, come inappetenza, perdita di peso, varsitm ad arrivare alla morte dell’animale.
In questo paragrafo sono elencati i principali #iftessici della T2 e DON in diverse specie

animali.

11.4.1. Tossina T2

Il primo caso di intossicazione da T2 presenteiradghenti alla concentrazione di 2 ppm é
stato nel 1972 con la morte di ben 7 bovini deelatt 35 in 5 mesi (Hsu et al., 1972). Per
meglio comprendere gli effetti causati dai triceteicin natura sono stati eseguiti vari studi
su animali alimentati con diverse concentraziotipedi tricoteceni. Tra questi va citato uno
studio condotto su bovini da latte alimentati casiddi 0,2 mg/kg peso corporeo di T2.
Dopo 11 giorni le vacche hanno mostrato perditepeso, inappetenza, debolezza, e
neutrofilia sino ad aggravarsi e ad arrivare akdso dell’animale (Patterson et al., 1979). La
presenza di tracce dei tricoteceni nei tessutruteinanti € stata analizzata su bovini da latte
(Yoshizawa et al., 1981). | bovini sono stati sptsti alla somministrazione di capsule
contenenti 180 mg/kg di tossina T2 aggiunti a 1@pdintossina triziata®H]T-2 per 3 giorni
(Tabella 1).
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Campioni [ *H]T-2 (ppb)
Bile 27,2
Fegato 18,5
Reni 13,9
Sangue 13,3
Ghiandole mammarie 11,3
Ovari 10,7
Plasma 10,2
Cuore 10,1
Milza 9,4
Muscoli 8,8
Grasso 4,7

Tabella 1. Concentrazioni [°H]T2 in tessuti di bovino da latte

Dopo tre giorni i tessuti e gli organi sono staelpvati e analizzati per determinare i livelli
di [*H]T-2 accumulati. | tessuti con maggior livelloaicumulo sono risultati la bile, fegato
e il rene (Yoshizawa et al., 1981). Inoltre tractie[?’H]T2 sono state trovate anche in:
sangue, ghiandole mammarie, cuore, milza, musedirasso. Infine si & stimato che dopo
72 h dalla somministrazione quasi tutta J8][-2 & eliminata nelle feci ed urine, mentre
soltanto lo 0,2% della dose totale € ancora riotedoile nel latte (Yoshizawa et al., 1981).

Il pattern di secrezione e di distribuzione della riei tessuti ed organiébella 29 é stato
ben documentato in maiali alimentati con dosi di®,0,4 mg/kg peso corporeo (Pace et al.,
1985; Robinson 1979a).

Campioni D,1 mg/kg [ *H]T2 0,4 mg/kg [ *H]T2
Reni 15,8 mg/kg 61,4 ug/kg
Fegato 13,8 mg/kg 37,7 ug/kg
Muscolo 3,1 mg/kg 11,5 pg/kg
Grasso 0,49 mg/kg -

Tabella 2. Dose [3H] T2 rilevata in rene, fegato, muscolo e grasso espressa in pug/kg bw in suini.
Per ciascuna dose somministrata € stata analizzata la radioattivita [3H] T2 dopo 18 ore dalla

somministrazione.

Tra le due dosi quella di 0.4 mg/kg € stata stincatae la dose maggiore da somministrare
senza avere fenomeni di emesi. Dopo 18 ore daftarsoistrazione di 0,1 mg/kg di T2 si

sono registrati i seguenti livelli di accumulo: eeh5,8 ppb, fegato 13,8 ppb, muscolo 3,1
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ppb, grasso 0,49 ppb. La dose maggiore di 0,4 mb&gnvece mostrato un livello dei
residui della T2 nel seguente modo: rene 61,4 fgdato 37,7 ppb, muscolo 11,5 ppb. Da
questo studio & stato calcolato che approssimagimgencirca il 25% della®H]T2 totale &
presente nelle feci alla dose di 0,1mg/kg, e cioc@,84% alla dose di 0,4 mg/kg. Mentre
nelle urine sono stati stimati circa il 21,6% &1,6% di recupero delle corrispettive dosi di
0,1 mg/kg, e 0,4 mg/kg somministrate.

La concentrazione delle T2 pu0 variare nei tessutielle urine al variare del tempo di
intossicazione ed inoltre l'elevata velocita di aimilizzazione ed escrezione riduce
ulteriormente le tracce di T2 ed HT2 nei tessutosghni. La modalita con cui & eliminata la
T2 pud essere evidenziata esaminaimivo la distribuzione della®H]T2 iniettata in
maialini d’india da zero sino a 72 ore dopo lin@®e. In questo caso maialini d’'india sono
stati sottoposti ad una iniezione intramuscolaré,@84 mg/kg b.w. di¥H]T-2 (Pace et al.,
1985). Dopo tre ore dalla somministrazione, laritiszione della H]T2 si accumula nei
tessuti con maggior concentrazione nel fegato segia reni, grasso, milza, polmoni,

muscoli, testicoli, ghiandole renali, cuore, eeish nervosoliabella 3.

Campioni 3h [*H]T-2 72h [PH]T-2
fegato 450 pgl/g 47 pglg
reni 400 pgl/g 43 pglg
grasso 290 ug/g 18 pg/g
milza 260 ugl/g 28 uglg
polmoni 230 ug/g 28 ug/g
muscoli 200 ug/g 24 ugl/g
testicoli 200 ug/g 19 ug/g
ghiandole renali 130 pg/g 23 ualg
cuore 110 pg/g 17 yglg
cervello 77 uglg 11 pg/g

Tabella 3. Concentrazioni [°H]T-2 espresse in pg/g peso umido rilevate nei vari tessuti ed
organi di maiali. Le analisi sono state eseguite dopo 3 e 72 ore dalla somministrazione di
1,04 mg/kg peso corporeo di [*H]T-2 3 e 72h.

A 12 ore dalla somministrazione I%H|]T2 misurata nel plasma é di 140 ug/L, mentreanell
bile arriva ad un massimo di 250.000 pg/L. Infin@2ah la distribuzione dell®H]T2 &
ancora maggiore nel fegato, seguito da rene, palmmoitza, muscolo, ghiandole renali,
testicoli, grasso, cuore e cervellBapella 3. In questo tempo la distribuzione delfai] T2

nel sangue e nella bile é stata stimata 41 pg/lplasma e 18000 pg/L nella bile (Pace et al.,
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1985), dimostrando che la via di secrezione praleiger la rimozione dei tricoteceni e
rappresentata dalla bile. Inoltre I'analisi del rgasver nelle vie principali di secrezione,
urine e feci, ha mostrato che in 5 giorni circ@5Pé della fH] T2 totale & eliminata, mentre
in 28 giorni totali circa il 99 % della dose ineth e eliminata nelle feci e urine (Pace et al.,
1985).

| polli, a differenza dei maiali e dei ruminantiarimo una maggiore resistenza all’azione
tossica della T2. Una dose di 400 ppb di T2 pepemodo di 49-63 giorni provoca lesioni
orali e perdita di peso corporeo, lo stesso risuleastato ottenuto alimentando i polli con
1000 ppb di T2 per un periodo piu breve di 21 gi¢@hi et al., 1977a; b). Impiegando dosi
maggiori di T2 da 4000 ppb, 8000 ppb sino ad arevea 16000 ppb per 21 giorni si sono
ottenuti maggiori effetti nocivi sino ad arrivard mcremento del numero di polli deceduti.
Inoltre delle tre dosi somministrate soltanto qu@l8000 ppb e 16000 ppb hanno provocato
un incremento del peso di milza e pancreas e umandzione in peso della borsa del
fabrizio (Chi et al., 1977b). Differenti dosi di T@a 500 ppb fino a 8000 ppb) per periodi
pit 0 meno lunghi causano nelle galline ovaiole ndazione dell’appetito, perdita di peso,
riduzione della produzione di uova e produzioneudva con gusci di ridotto spessore
(Tobias et al., 1992; Leeson 1995; Chi et al., B)7Anatre alimentate con dosi di T2 da
250, 500 e 1000 ppb per una settimana hanno nmmdeatoni orali, mentre con dosi
maggiori (2000 ppb) per un periodo di 9 giorni proano significative ulcerazioni ed
erosioni allesofago e all’apparato boccale (Shéoglld986; Neiger 1994). Infine la presenza
della T2 (1000 ppb) con diacetossiscirpenolo DAGOQLppb) provoca in tacchini giovani
lesioni orali e un moderato cambiamento morfologi® piccolo intestino, mentre non
mostra effetti se somministrato da solo (Sklan,300'impiego dei residui radio marcati di
[*H]T2 e PH]HT2 ha permesso di avere un’idea di come siibisiscano le T2 e HT2 nei
tessuti e come nel tempo vari la loro distribuzisime® alla completa eliminazione nei polli.
In questo caso pulcini di 6 settimane sono statbposti a una dose diH]T2 a 0,5 mg/kg
peso corporeo. Successivamente a tempi diversi Stat® analizzate le concentrazioni della
[*H]T2 accumulata nei vari organi e tessuti. | rigtilhanno evidenziato che dopo 4 ore dalla
somministrazione quasi tutti i tessuti sono rigultadiomarcati, mentre a 12 ore i massimi
valori di [PH]T2 sono stati trovati nei muscoli, cute e bilafine dopo 48 ore dalla
somministrazione sono stati riscontrati circa 3%pgli [°H]T2 nei muscoli e 40 pg/kg di
[*H]T2 nel fegato. Nello stesso tempo alti valoriadicumulo sono stati rilevati nella bile,
dimostrando che la bile e la via di eliminazionetdeoteceni di maggior importanza sia nei
polli sia nei maiali (Chi et al., 1978; Pace et A4985).
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[1.4.2. DON

A differenza della T2, il DON mostra una serie ffiei nocivi minori. Ad esempio, i
ruminanti mostrano una forte resistenza agli effeitivi del DON, principalmente legata
alla capacita dei microrganismi del rumine a meiabare il DON in 24 ore dopo avere
ingerito una dose di 10 ppm (King et al., 1984). dtesso risultato e stato osservato in
situazioni di intossicazione con 6,4 ppm per Greahe o con una dose maggiore di 66 ppm
per 5 giorni. In entrambi i casi nessun segno dessere € stato evidenziato (Trenholm et
al., 1985b; Co6té et al., 1986).

Diversamente dai ruminanti, nei maiali si sono emidati effetti di ridotta appetibilita
causata da una alimentazione contaminata naturtggnzen 2 ppm di DON (Trenholm et al.,
1984; Friend et al., 1982; Rotter et al., 1994).stesso risultato & stato osservato in suinetti
alimentati con 1,3 ppm, seguito da un totale wfigkell’alimento con dosi di 12 ppm e
fenomeni di emesi con solo 20 ppm di DON (Forsytale 1977; Abbas et al., 1986; Young
et al., 1983). Minori sono, invece, le informaziarguardanti 'accumulo del DON nei
tessuti dei maiali soprattutto per la mancanzatullische utilizzano DON radiomarcato.
Secondo Pollmann et al (1985), utilizzando il sisted’analisi HPLC, il DON risulta
accumulato principalmente nel rene, seguito datéegauore e milza L’accumulo sembra
regolato dalla dose ricevuta; infatti a basse cotmagioni (<1+1,2 mg/kg) la presenza di
DON nei tessuti € molto bassa o nulla, mentre a dascenti (2,2; 2,4; 4,2 mg/kg) si
accumula una maggiore quantita.

A differenza dei maiali i polli sembrano avere wlavata resistenza agli effetti tossici del
DON (Hamilton et al., 1985; Prelusky et al.,198®&®rgsjo et al., 1993). Questo dato &
confermato da numerosi lavori, dove sono stati massvidenza solo lievi effetti negativi
sulla crescita, sulla appetibilita degli aliments@la produzione di uova a diverse dosi di
DON (Moran et al.,, 1982a, b; Trenholm et al., 198gmilton et al., 1983; Hulan e
Proudfoot 1982;). In polli alimentati con DON a dds4-5 mg/kg per un periodo variabile
da 29 a 190 giorni, non sono stati evidenziatuendi di DON nei tessuti. In un altro studio
condotto in pulcini dal 1° giorno sino a 35° giordalla nascita, alimentati con farine
contenenti 0,9 e 18 mg/kg di DON non sono statelenziate lesioni e residui in
fegato,cuore, rene, e muscoli. Infine, in polln@ntati con maggiori quantita di tossine, sino
a superare 116 mg/kg, e stato registrato soloawe leffetto tossico del DON, ma nessuna
traccia di accumulo nei tessuti (Hulan e Proudfa882; Moran et al., 1982b; Hamilton et

al., 1983; 1985; Trenholm et al., 1984). Identisultato e stato osservato alimentando polli
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con razioni alimentari contenenti 15000 ppb di D& 42 giorni e 50000 ppb per 6 giorni
(Romer 1983; Halloran 1983). L'impiego di radiondclcostituiti da DON contenente
carbonio 14 ’C) ha permesso di analizzare il percorso e i tedipeliminazione del
[Y“CIDON (Prelusky et al., 1986). In questo caso 2,8 di [“C]IDON sono stati
somministrati a galline livornesi. A tempi diversiessuti ed organi sono stati prelevati ed
analizzati. Dopo 2-2,5 h dalla somministrazionenodesto picco radioattivo é stato rilevato
nel plasma corrispondente a circa I'1% della datalé¢. Tre ore dopo, la radioattivita del
[1“C]DON é stata rilevata in fegato, reni, cervellope, milza, proventricolo, ventriglio, e
piccolo intestino. Mentre a 6h ifC]DON & stato ritrovato anche in grasso, muscoli, e
ovidotti. Dai risultati ottenuti si & evidenziatbe la maggiore radioattivita € rilevabile nel
rene, fegato, e milza, con un valore medio delliéraidel [“C]DON nei tessuti di 16.83 +/-
8.2 hr (con un range di 7.7-33.3 h, dipendentetigal di tessuto). In conclusione i dati
indicano che la secrezione d&lG]DON avviene in maniera rapida con un recupero medio
di 78.6, 92.1, e 98.5% per le dosi somministrajgod?4, 48, e 72 ore.

11.4.3. Contaminazione da zearalenone: effetti e baccumulo

| ruminanti hanno una maggiore capacita di metabate lo zearalenone rispetto alle altre
specie animali (Coulombe et al., 1993). Questatieaistica € da attribuire alla presenza di
microrganismi del rumine che modificano gran pa#do ZEA ingerito in molecole meno
tossiche e piu facilmente eliminabili. L’attivitaiecnrobica permette di convertire circa il 90%
dello ZEA presente nel rumine nelle due isoforemmeearalenolo é-zearalenolo. Sia d-
zearalenolo sia lo ZEA sono idrogenati a loro vali@ microrganismi del rumine in
zeranolo, e in una molecola ormone-simile che dan crescita dellanimale (Kennedy et
al., 1998).

In genere la contaminazione da ZEA e di modestdaemsufficiente per causare dei seri
problemi nei ruminanti. Solo in casi di contamimadi ad elevate concentrazioni, come
segnalato da Towers e Sposen (1993), possono sgrgaslemi di infertilita sia nei bovini
che negli ovini. Alcuni studi hanno evidenziato peesenza di ulteriori effetti causati
dall'ingestione di ZEN nei bovini, come l'inibiziendi produzione del latte, sempre associati
a iperestrogenismo e infertilita (Diekman e Gre®#92). In altri lavori condotti su ovini
sono stati evidenziati aborti, vulvovaginiti e ipefia dell'utero (Radostits et al., 1994).
Infine I'assunzione di ZEN alle concentrazioni dil2 e 24 mg per 10 giorni consecutivi
causa negli ovini problemi di ovulazione e di inféa (Smith et al., 1986; 1990). Gli effetti

nocivi causati dallo ZEN possono evidenziarsi dapocaccumulo negli organi sia in casi di
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contaminazione alimentare prolungata a basse ctrazemi di ZEN, oppure con una sola
contaminazione contente alte dosi di ZEN (Agag 2004itilizzo di zearalenone marcato
con trizio PHT]ZEA ha permesso di determinare la distribuziolelo ZEA nei tessuti di
bovini (Baldwin et al., 1983). In questo caso, avini sono stati somministrati 36 mg di
[*HT]ZEA e dopo 45 giorni sono stati macellati. Ghgani e tessuti prelevati al macello
sono stati successivamente sottoposti ad una adella radioattivita acquisita. | risultati
ottenuti hanno mostrato un livello di 2 ppb di ZBécumulati nel fegato, mentre nel rene e
nel grasso il livello era di circa 1 ppb, ed infitieca 0.2 ppb sono stati calcolati nel muscolo
e nel plasma.

A differenza dei ruminanti i maiali mostrano unaggire sensibilita alle intossicazioni da
ZEA (Coulombe et al., 1993; Yiannikouris e Jouaf92, Vincelli e Paker, 2003). Una volta
ingerito lo ZEA é assorbito dall'intestino per @r¢80-85%. Successivamente lo ZEA e
trasportato dal sangue al fegato dove e ridottde nélie isoformea-zearalenolo eB-
zearalenolo. Nei maiali a differenza dei bovinsdforma predominante e rappresentata dalla
a-zearalenolo, mentre quella in minore concentraziénap-zearalenolo. L’emivita dello
ZEA e dei suoi metaboliti & stata calcolata utdizdo PH]ZEA iniettato o ingerito
dall’animale. Nel primo caso in sole 86.6 ore sidtotale eliminazione dello ZEA, mentre
nel secondo caso sono necessarie circa 3,34 huaatith maggiore dello ZEA é stata
riscontrata nella bile e nel sangue, dove lo zeamale € principalmente coniugato all’acido
glucuronico. Questa reazione sembra catalizzativello della mucosa intestinale dove
prima riduce lo ZEA nello zearalenolo, mentre iraw@conda reazione enzimatica produce il
coniugato glucoronide-ZEA (Bihel et al., 1993). Gizesituazione e stata confermata in un
altro esperimento dove alcuni maiali sono statmafitati con una dose di 8(ig
zearalenone/kg peso corporeo (Olseal1985). In questo caso € riportato che quasi totto |
zearalenone ed:zearalenol sono stati coniugati con I'acido glarico presente nel sangue
e nelle urine. Mentre soltanto il 10% dello ZEA4dletingerito era presente nel sangue e nelle
urine come forma libera.

| principali effetti tossici causati dall'ingestierdi ZEA nei maiali sono: prolasso vaginale,
ipertrofia vulvare e uterina, emorragie, atrofianea, infertilita, alta mortalita dei maialini e
mummificazione fetale (Chang et al., 1979; Miroehal., 1979; McNutt et al., 1928; Kurtz
e Mirocha, 1978).

Le specie avicole risultano relativamente piu tes®a alle contaminazioni da ZEA
(Coulombe et al., 1993; Jacobsen et al., 1993; nikamris e Jouany, 2002). Stud

vivo(Olsen et al., 1986), effettuati su tacchini dieBtismane sottoposti ad una alimentazione
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contenente ZEA (800 mg/kg) per un periodo di du#insane, hanno permesso di
evidenziare che i livelli maggiori di zearalenondi@-zearalenolo si riscontrano nel fegato;

a seguire, liquidi di secrezione, reni, sanguereopolmoni Tabella 4.

Campioni ZEA a-zearalenolo
Fegato 276 £ 54 ngl/g 2715 + 590 ng/g
Liquidi di secrezione | 182 + 33 mg/g 644 + 86 mg/g
Reni 122 + 25 ngl/g 477 £ 53 ng/g
Sangue 66 27 ng/ml 194 + 80 ng/ml
Cuore 57 40 ng/g 238 =121 ng/g
Polmoni 56 = 45ng/g 202 + 161 ng/g

Tabella 4. Concentrazioni ZEA e a-zearalenolo accumulate nei tessuti di
Tacchini di 3 settimane dopo una di alimentazione contaminata con 800
mg/kg di ZEA per 2 settimane. Le concentrazioni sono espresse come valori

medi con relative deviazioni standard.

A differenza della-zearalenolo, l'isoformg3-zearalenolo e stata determinata in piccole
tracce in sangue, liquidi fecali, e tessuti. Imolsia lo ZEA che l'a-zearalenolo sono stati
trovati legati principalmente all’acido glucuronjache nei liquidi di secrezione rappresenta
il 65% dello ZEA e delli-zearalenolo totale. Oltre all’acido glucuronicoche i gruppi
solfati delle proteine sono coniugati allo ZEA B@kzearalenolo, ed in particolar modo sono
presenti in alte concentrazioni nel sangue.

Numerosi studi hanno confermato l'estrema resistesto ZEA dei polli (Allen et al.,
1981a,b; Chi et al., 1980; Jacobsen et al., 1988san et al., 1995; Palyusik et al., 1975;
Vincelli e Parker, 2003). L’elevata resistenza aBA e stata testata alimentando per 21
giorni dei polli adulti con concentrazioni da 10npfino ad un massimo di 800 ppm. | dati
ottenuti non hanno riportato effetti nocivi a bassmcentrazioni di ZEA, mentre i polli
alimentati con la dose massima di 800 ppm hannotratosun’evidente ipertrofia degli
ovidotti (Chi et al., 1980). Medesimo risultatotate ottenuto somministrando a polli di 6-9
settimane alimenti contaminati da ZEA (50-800 ppdaye il confronto tra i polli trattati e i
polli di controllo non ha mostrato evidenti diffeee (Allen et al., 1981a). Ulteriore
conferma e stata ottenuta da altri studi eseguipdli adulti maschi e femmine nutriti con
alimenti contaminati da ZEA (>800 ppm). | risultaon hanno riportato effetti negativi
sull’appetibilita, sulla produzione delle uova,lsudimensioni e spessore dell’'uovo, sul peso
corporeo dell’animale e degli organi fegato e milRall'analisi degli organi post-mortem
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non e stato evidenziato nessun tipo di effettoitoksgico (Allen et al., 1981b; Leeson et al.,
1995). Infine gli stessi risultati sono stati ossd¢ir anche in tacchini e oche alimentati
rispettivamente con razioni contenenti 300 ppm @ gom di ZEA (Jacobsen et al., 1993;
Palyusik et al., 1975; Vincelli e Parker, 2003).
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Capitolo Ill - Quadro normativo per le micotossine

Tutta la normativa recente che disciplina i liveflassimi di micotossine ammissibili negli
alimenti, deriva dalla legislazione europea. Talime, in forma di direttive, sono state poi
recepite da ogni singolo Stato con delle proprggilela cui entrata in vigore e risultata
differente a seconda dei diversi iter legislati. seguito sono riportate tutte le normative
recenti che legiferano nell’ambito della contaminae da micotossine:

v/ 1998, Regolamento (CE) N. 1525/98 del 16/07/'98djfia il regolamento (CE) n°
194/97): stabilisce i tenori massimi ammissibilr pécuni contaminanti presenti nei
prodotti alimentari in particolare per Kflatossine presenti nelle arachidi, nella frutta
a guscio e frutta secca,cereali e latte;

v/ 1999, Direttiva 1999/29/CE del Consiglio del 22i@p1999: relativa alle sostanze ed
ai prodotti indesiderabili nell’alimentazione degiinimali, in particolare alle
Aflatossine contenute nelle materie prime destiafiteformulazioni di mangimi;

v' 1999, DMS del 21/5/'99 relativo all’Attuazione deltlirettive 97/8/CE e 98/60/CE
della Commissione, relative alle sostanze e ai gtod indesiderabili
nell'alimentazione degli animali;

v' 1999, Circolare 09/06/'99 N°10 (pubblicata sulldJG11/06/'99): stabilisce i valori
massimi ammissibili di micotossine nelle derratenahtari di origine nazionale,
comunitaria e Paesi terzi (Aflatossine Ocratosdraulina);

v/ 2000, DM 23 dicembre 2000 (pubblicato sulla G.U0Q201): Recepimento della
direttiva 98/53/CE della Commissione che fissa iadeper il prelievo di campioni e
metodi d’analisi per il controllo ufficiale dei ten massimi di taluni contaminanti nei
prodotti alimentari;

v’ 2001, Regolamento (CE) N°466/2001 della Commissiated’08/03/'01 che
stabilisce i tenori massimi di taluni contaminaptesenti nelle derrate alimentari
(Aflatossine);

v' 2002, Regolamento (CE) N°472/2002 del 12/03/02inge&fe i tenori massimi per le
Aflatossine nelle spezie e per I'Ocratossina Aaegeali e nella frutta secca,;

v’ 2002, Direttiva 2002/26/CE del 13/03/02: definisoeetodi di campionamento per la
ricerca di Ocratossina A nei cereal;

v’ 2003, DMS del 31/05/'03 (GU n°161 del 14/7/'03): d@pimento della direttiva
2002/27/CE della Commissione del 13/03/'02 recamtedifica della direttiva
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98/53/CE che fissa metodi per il prelievo di campie metodi d’analisi per il
controllo ufficiale dei tenori massimi di talueontaminanti nei prodotti alimentari
(tra gli altri Aflatossine);

v' 2003, Circolare 28 novembre 2003, N°6: recante adigoni relative sui valori
massimi ammissibili di Ocratossina A nel cacao;

v 2003, Regolamento (CE) N° 2174/2003 della Commissitel 12/12/03: modifica il
regolamento (CE) N°466/2001 per quanto concerdlossine;

v' 2006, Regolamento (CE) N° 401/2006 della Commissidel 23/02/2006 relativo ai
metodi di campionamento e di analisi per il comdroufficiale dei tenori di
micotossine nei prodotti alimentari;

v’ 2006, Raccomandazione (CE) N°576/2006 della Coniomss del 17/08/2006
relativa ai valori massimi ammissibili di Deossiaienolo, Ocratossina A,

Fumonisine (B+B,) e Zearalenone nei mangimi.

Il Regolamento N°2174/2003 (Tabella 7) fornisceigadioni sulle concentrazioni massime
di Aflatossine nei diversi prodotti alimentari, man da nessun tipo di indicazione per tutte
le altre micotossine (che, se si esclude 'OTA &&ulina, non risultano regolamentate

neanche dalle normative precedenti).
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Tenore massimo di Aflatossina (ug/kg) o ppb
Prodotto
B]_ Bl+Bz+G1+G2 I\/Il
Arachidi, frutta a
. 2,0 4.0 -
guscio e frutta secca
Cereali e prodotti
: 2,0 4,0 -
della lavorazione
Cereali destinati a
cernita o ad altri
. 2,0 4,0 i
trattamenti prima del
consumo
Mais 5,0 10,0 -
Mangimi zootecnici 20 - -
Latte crudo - - 0,05
Latte per lattanti - - 0,025

Tabella 1: Limiti AFB; previsti dal Regolamento N°2174/2003

Parlando di alimentazione animale e percio di mangnotiamo che nessuna normativa
stabilisce i tenori massimi di micotossine tolleliglad eccezione dell’AFB; tuttavia, oggi,

di fronte alla crescita esponenziale del problenotossine, si assiste all’utilizzo dei limiti
imposti per gli alimenti umani come punto di rifeento anche per i mangimi. Ovviamente
I'impiego di tali valori rappresenta solamente adicazione di quella che potrebbe essere la
contaminazione reale vista la mancanza di normejredi di limiti specifici per tali prodotti.

A parte i limiti per AFB negli alimenti per animali e per ARMel latte prodotto e destinato
al consumo umano, la normativa europea e naziamaleprevede al momento altri limiti
espressamente destinati al settore zootecnicoaviatte da considerarsi di riferimento, se
non altro ai fini della qualita dei prodotti, ilnlite imposto per I'Ocratossina A nelle carni
suine e insaccati che & fissato pglkg® sulla base della Circolare del Ministero dellaian
n. 10 del 1999. Per 'OTA non corrisponde un linper I'alimentazione del suino, né per le
materie prime né, tanto meno, per i mangimi comle¢ possa garantire il rispetto della
soglia sui prodotti. Sono tutt’ora in atto proceslper 'adozione di provvedimenti su scala
comunitaria per la regolamentazione di altri meliéiboingini oltre alle Aflatossine. Tra di

loro la normativa N°576/2006 stabilisce i limiti ssmi ammissibili per le materie prime
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destinate alla produzione di mangimi. Il quadroea@pdescritto € illustrato in TabellaQK

n°576/2008.
. . Prodotti destinati all’alimentazione Valori guida
Micotossina )
animale (mg/kg ppm)
Cereali e derivati tranne: 38
Deossinivalenolo v' Prodotti derivati dal mais 12
Mangimi complementari o completi tranne: S
v' Suini; 0,9
v Vitelli inferiori a 4 mesi, agnelli e 2
capretti
Cereali e prodotti derivati tranne:
v" Prodotti derivati dal mais
Zearalenone Mangimi complementari o completi per
v" Lattonzoli 0,1
v' Suini all'ingrasso e scrofe 0,25
v Vitelli, vacche da latte, ovini e caprini 0,5
Cereali e prodotti derivati; 0,25
Ocratossina Mangimi complementari o completi per:
v" Suini 0,05
v' Avicoli 0,1
Mais e prodotti derivati 60
Mangimi complementari o completi per:
v' Suini, equini, conigli e animali da 5
Fumonisine compagnia;
v" Pesci 10
v Avicoli, vitelli (< 4 mesi), agnelli e 20
capretti 50

v' Ruminanti adulti (> 4 mesi) e visoni

Tabella 2. valori guida proposti per 'alimentazione animale (CE N°576/2006).
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Capitolo IV - Parte sperimentale

V.1 OBIETTIVI:

Lo scopo di questa tesi e stato finalizzato allaemheinazione di contaminazioni da
micotossine in alimenti utilizzati presso 15 allenenti di bovini da carne del nord ltalia, e
all’analisi di alcuni biomarkers specifici dell'aspizione a micotossine. In particolare sono

stati sviluppati i seguenti elementi delle ricerca:

1. Analisi degli alimenti svolta alla ricerca delleupirequenti micotossine: aflatossine
(AF), fumonisine (FB), ocratossina A (OTA) zearaea (ZEA), deossinivalenolo
(DON) nelle razioni totali miscelate (TMR) e nellmaterie prime costituenti
(concentrati, polpe di barbabietola, insilato disngranella di mais, sfarinato di mais
semola glutinata di mais, ecc..). Inoltre sonoestadlutate le condizioni chimico-
fisiche che possono aver favorito lo sviluppo delieotossine nelle TMR e nelle

materie prime.

2. Sviluppare una metodica di estrazione e deternonazfluorimetrica in RP-HPLC
della ocrtaossina A (OTA) in organi e tessuti divino, valutando ['effettiva
applicabilita della metodica per la determinaziatiebioaccumulo dellOTA nei

prodotti carnei.

3. Sviluppare una metodica d’estrazione e successtexrdinazione del rapporto delle
basi sfingoidi sfinganina/sfingosina (Sa/So) in RPLC, al fine di valutare gli effetti
nocivi causati dalla fumonisina;Bsulla biosintesi lipidica. Sono stati considerati
quali elementi d'approfonimento specifico, il malamento dei processi di
estrazione delle basi sfingoidi da campioni di sengli bovino da carne, e la
valutazione della sensibilita e dei limiti di deténazione del rapporto Sa/So. Infine,
e stato determinato l'effettivo stato di benessamémale analizzando il rapporto

Sa/So dei campioni di sangue dei bovini allevatilsune aziende campione

4. Sviluppare una metodica d’estrazione e successiaisafluorimetrica in RP-HPLC
dell'addotto AFB-albumina, considerato un importante biomarkeranedilutazione
del bioaccumulo di AFBnei tessuti animali. Sulla base di quetsto biormag stata

valutata la percentuale di campioni di sangue cirbada carne risultati positivi ad
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un bioaccumulo di AFB presente nelle razioni giornaliere altre a vakitéa
possibilita di bioaccumulo di AFRBin condizioni di contaminazione alimentare
cronica a livelli inferiori a quelli previsti dalldegge (2g/kg, regolamento
N°2174/2003).
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V.2 Materiali e metodi

IV.2.1. Raccolta e campionamento degli alimenti.

La sperimentazione ha previsto la valutazione igelld di esposizione a micotossine di 15
allevamenti intensivi di bovini da carne affereatia Cooperativa Scaligera nel periodo
compreso tra maggio e ottobre 2005. Il piano dotawha previsto dei prelievi sperimentali
mensili per unifeed, foraggi (freschi ed insilatihangimi semplici e complementari. In
particolare, si € proceduto con il prelievo (da iognenda coinvolta nel progetto) di un
campione di 2 kg di unifeed al momento della distzione in mangiatoia (conservato poi in
congelatore), di un campione di 1 kg di mangime@m® o complementare conservato in
ambiente asciutto e protetto in apposito sacco,umn @ampione di 2 kg di foraggi insilati e
secchi conservati poi in congelatore (insilati ¢ty o in ambiente asciutto (foraggi secchi). |
capi bovini, allevati con sistema intensivo in bexano prevalentemente “broutard” francesi
importati ad un peso di circa 440 kg (Charolais®66 kg (Limousine) e sottoposti ad un
periodo di quarantena di circa 20 giorni (con ahtagione controllata) e ad una fase di
ingrasso e finissaggio di circa 5 mesi complessivi incrementi di peso medi giornalieri di
1,5 kg. Nella Tab. 1 é riportato il quadro complded campionamento di singoli alimenti e

la loro utilizzazione nelle aziende campione.

Unifeed |Insilato [Mangimi | Mais | Soia |Semola | Orzo | Polpe | Pastone di mais |Farine

N°campioni
prelevati 95 34 64 101 18 62 4 72 6 3
Maggio-Ottobre
N°Aziende che
utilizzano 15 12 10 15 4 11 2 13 3 1
I'alimento

Tabella 1. Quadro dei prelievi condotto su matrici alimentari provenienti da allevamenti di bovini da

carne.

IV.2.2. Il sitema di analisi RP-HPLC.

Tutte le micotossine sono state analizzate con siasso sistema di analisi, seppur con
relative variazioni per la determinazione al flmoeitro o all'ultravioletto. Lo stesso tipo di
sistema e stato impiegato per le analisi delle bfsgoidi D-eritrodeidro sfinganina Sa e
sfingosina So.

Il sistema di analisi RP-HPLC si compone di un MaouMembrane Degaser SCM1000

(Thermo Sparation Products, Riviera Beach, FL, USA) una pompa quaternaria
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SpectraSystem Gradient Pump P4000 (Thermo SeparBtioducts, Riviera Beach, FL,

USA), di una valvola d’iniezione a sei vie Rheodyfi25NS (Rheodyne, L.P. — Rohnert
Park, CA, USA) e di un autocampionatore termostatapectraSystem 3000 (Thermo
Finnigan, Product 355 river oaks parkway San JaseUSA). Per I'analisi fluorimetrica e

stato impiegato uno SpectraSystem FluorescencecioetéThermo Separation Products,
Riviera Beach, FL, USA), mentre per l'analisi UVstato impiegato uno SpectraSystem
UV6000LP Detector (Thermo Separation Products U8A). Per la gestione del sistema é
stato impiegato il pacchetto software ChromQUe&.0 (TermoQuest, Inc. San Jose CA,
USA) che gira su OS Windows NT Workstation 4.0 (fMd8oft Corporation, USA).

IV.2.3. Estrazione aflatossine

La presenza di aflatossine é stata determinataampmoni di unifeed, mais (granella,
sfarinati, semola glutinata di mais e insilati daig), polpe di barbabietola e mangimi.
L’estrazione delle aflatossine e stata eseguitargkx il protocollo di estrazione della
VICAM utilizzando colonnine di immunoaffinita Afla8st®wg (Watertown, Ma USA).
Inizialmente sono stati messi, in una beuta darB0®5 g di campione macinato, al quale
sono poi stati aggiunti 10 g di cloruro di sodioa®) e 100 ml di soluzione estraente
MetOH/H,O (80:20). Il campione e stato agitato per 30 miautemperatura ambiente e
successivamente 10 ml di estratto sono stati dibeih 40 ml di acqua ultrapura (ASTM
Type |) in falcon da 50 ml. Dopo I'agitazione ilmpione diluito & stato centrifugato a 3500
rpm alla temperatura di 4°C per 10 minuti. Alla téngazione e seguita una filtrazione su
fibra di vetro (Eurolab srl, Bologna). Un volume 4b ml della soluzione filtrata e stato
eluito in colonne d’immunoaffinita AflaTest@g (VICAM, USA) seguito da un lavaggio
con acqua ultrapura (ASTM Type |, 18,AXtm). Il recupero della tossina é stato effettuato
per eluizione della IAC con 1,5 ml di MetOH HPLC BBE. Successivamente 'eluato e
stato essiccato in un bagno termostatato a 45%0@ satflusso continuo di azoto N Al
termine dell’'essiccazione i campioni sono statitipodrigo alla temperatura di 4°C in attesa

di essere analizzati in HPLC.

IV.2.3.1 Determinazione delle aflatossine in RP-HPC.

Per l'analisi in RP-HPLC delle aflatossine sonatispaeparati gli standard della retta di
calibrazione. Il protocollo utilizzato prevede laeparazione degli standard a partire
dall’Aflatoxin Mix (AFB1 1 pg/ml, AFB2 0,3ug/ml AFG1 1ug/ml e AFG2 0,3ug/ml)
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(Supelco). 20Qul di soluzione Aflatoxin Mix diluiti (AFB1 40,4 nghl, AFB2 9,9 ng/ml
AFG1 40,2 ng/ml e AFG2 9,9 ng/ml) sono stati versatina vial per HPLC ed essiccati in
un bagno termostatato a 45°C sotto un flusso contith azoto. E’ stata quindi effettuata una
derivatizzazione degli standard con 2@0di acido trifluoroacetico (TFA, Sigma-Aldrich,
USA) per 15 minuti al buio. Alla derivatizzazioneseguita una essiccazione e successiva
risospensione degli standard derivatizzati in Jdnfhse mobile MetOH/ED (40:60). Infine
sono stati preparati 6 standard per diluizioni sgstve (in rapporto 1:2), versando 50@i
standard a concentrazione maggiore in una secorweetfa contenente 500l di fase
mobile. | campioni da analizzare sono stati deizzati in TFA per 15 minuti, essiccati e
successivamente risospesi in 500di fase mobile MetOH/LD 40:60. L'analisi in RP-
HPLC é stata eseguita facendo correre il campiendp mediante una colonna Synergi 4
Fusion-RP 80A 150 x 4,6 mm (Phenomenex, Chemteltyfioa, Bologna), impiegando una
fase mobile MetOH/BD (40:60). | tempi di ritenzione delle quattro &dlssine derivatizzate
sono stati di 4,5’ per 'AFG1, 6,2’ per 'AFB1, 7,per 'AFG2 e 11,6’ per 'AFB2.

| campioni analizzati sono stati mantenuti alla peratura di 0°C per ridurre il tempo di
decadimento dell’addotto aflatossina-TFA, impieganoh autocampionatore termostatato.
Le aflatossine derivatizzate sono state rilevate fagorimetro settato con una lunghezza di

eccitazioné\ex 360nm e quella di emissioien 440 nm.

IV.2.4. Estrazione fumonisine.

La presenza delle fumonisine e stata analizzateampioni di unifeed, mais (granella,
sfarinati, semola glutinata di mais e insilati daig), polpe di barbabietola e mangimi. Il
protocollo di estrazione VICAM (Watertown, Ma USA)stato impiegato per le analisi delle
fumonisine. 25 g di campione e 10 g di cloruroatlis (NaCl) sono stati messi in una beuta
da 300 ml nella quale sono stati poi aggiunti 1d0dmsoluzione estraente MetOH/M@
(80:20). I campioni sono stati inseriti in uno skiale sottoposti a forte agitazione per 30
minuti. In seguito, 10 ml della soluzione estraestao stati versati in una falcon contenete
40 ml di PBs 0,1M. La soluzione diluita e statatd@rgata a 3500 rpm alla temperatura di
4°C per 10 minuti. Successivamente la soluziorntata §ltrata su fibra di vetro (Eurolab srl,
Bologna). Un volume di 45 ml del filtrato & stattui® in colonne d'immunoaffinita
FumonisinTest®yg (VICAM, USA), seguito da un lavaggio in PBS 0,1 Mrecupero della
tossina é stato effettuato eluendo le IAC con 1l5imMetOH HPLC GRADE e raccolto
nelle vial per HPLC. L'eluato e stato sottopostoeadiccazione in un bagno termostatato a

53



45°C sotto un flusso continuo di azoto. Al termaofel’essiccazione i campioni sono stati
posti in frigo alla temperatura di 4°C in attes&skere analizzati in RP-HPLC.

IV.2.4.1 Determinazione delle fumonisine in RP-HPLC

Gli standard FB 1 mg/ml (Sigma-Aldrich, USA)e FBO0,5 mg/ml (Sigma-Aldrich, USA)
sono stati miscelati alle concentrazioni finalil@,5 ng/ml (FB) e 25 ng/ml (FB). Da questa
soluzione sono stati preparati 6 standard per tta @i calibrazione tramite una serie di
diluizioni successive (rapporto 1:2) versando 0Qdella soluzione standard a maggior
concentrazione in una eppendorf contenente B0l fase mobile MetOH/0,1N NaiRO,
(70:30). Successivamente € stata preparata unzieodudi o-Ftalaldeide OPA, costituita da
5ml di sodio-tetraborato 0,1 M (R&0;), 1 ml di metanolo, 5@l di 2-mercaptoetanolo e
40mg di OPA (Sigma-Aldrich, USA). Sia i campionagili standard sono stati fatti reagire
con L'OPA per 15’ al buio. L’addotto formato OPA-FB OPA-FB permette di rilevare al
fluorimetro le fumonisine nei campioni e negli stards.

L’analisi in RP-HPLC delle fumonisine e stata esegimpiegando una colonna Synergi 4
Fusion-RP 80A 150 x 4,6 mm (Phenomenex, Chemtekyfica, Bologna), e una fase
mobile MetOH/NaHPQO, 0,1 N pH 3,35 (70:30). |l flusso e stato settaigGml/min, mentre
la temperatura della colonna e stata settata a.30t&@npi di ritenzione delle fumonisine
sono risultati di 7,03 minuti per la £ 5,6 minuti per la FB | campioni analizzati sono
stati mantenuti alla temperatura di 0°C per ridutreempo di decadimento dell’addotto
OPA-FB, e OPA-FB, impiegando un autocampionatore termostatato. ddad
ortoftalaldeide-fumonisine (OPA-FBs) e stato rilevaal fluorimetro settando le due

lunghezze di emissionem 335 nm e di eccitazioriex 440 nm.

IV.2.5. Estrazione ocratossina A (OTA).

L’estrazione delle ocratossine e stata eseguitaspioni di unifeed pesando 25 grammi di
campione e aggiungendo 10 g di sale NaCl e 100i sbldzione estraente metanolo/acqua
(MetOH/H,O) 80:20. L’'estrazione e stata eseguita su shaggigaralo i campioni con la
soluzione estraente per 30 minuti. Successivansamte stati prelevati 10 ml della soluzione
e versati in una falcon da 50 ml contenete 40 mhafjua distillata (ASTM IlI). Alla
diluizione del campione e seguita una filtraziomefira di vetro (Eurolab srl, Bologna),
raccogliendo 45 ml di soluzione estraente. Le ossahe contenute nell’estratto sono state

eluite in colonne d'immunoaffinita OcraTest® (VICAM, USA), a cui € seguito un
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lavaggio con 10 ml di Mycotoxin washer 1X (25 gr@a5 gr NaHCQ 5,75 gr
NaHCQ*H,0), 0,1 ml Tween20 acqua ultrapura (ASTM, Type8,21MQ*cm) al volume
finale di 1L. Infine le ocratossine sono statetelwion 1,5 ml di MetOH e raccolte in vial per
RP-HPLC. L'essicazione € stata eseguita in un bagmoostatato a 45°C e sotto un flusso
continuo di azoto. Al termine dell’essiccazioneampioni sono stati mantenuti in frigo alla

temperatura di 4°C in attesa di essere analizz&H-HPLC.

IV.2.5.1 Determinazione della ocratossina A (OTA)n RP-HPLC

Gli standards per la retta di calibrazione sont ptaparati diluendo I'ocratossina A (OTA)
50 pg/ml (Sigma-Aldrich, USA) alla concentrazione pidatta all'analisi (2,5u0g/ml). Gli
altri quattro standard sono stati preparati pecassive diluizioni (rapporto 1:2) versando
500 ul di standard a maggiore concentrazione in unargkreial contenente 504 di fase
mobile acqua/acetonitrile H20/MetCN (43:56:1). Ingaoni sono stati ricostituiti con la
stessa fase mobile impiegata nelle corse in RP-HRleCcondizioni di analisi della RP-
HPLC sono state settate utilizzando una Colonnzdvery® C18 150 x 4,6 mm,udn
(Supelco, USA) mantenuta alla temperatura di 35°Con fase mobile
MetCN/H,O/MetCOOH (43:56:1). La corsa e stata settata peiempo di 20 minuti ad un
flusso di 0,9 ml/min, con un tempo di ritenzioneg POTA di 9,5 minuti. Il fluorimetro é

stato settato per le lunghezze d’onda di lavdge334 nm é\em 460 Nm.

IV.2.6. Estrazione tricoteceni (DON)

L’analisi degli unifeed per la determinazione deicdteceni, in particolare del
deossinvalenolo (DON) e stata eseguita utilizzandprotocollo di estrazione VICAM
(Watertown, Ma USA). Gli unifeed sono stati essicaoa stufa a 65°C, successivamente
sono stati pesati 25 g di campione e 5 g di ptdietglicole 8000 (PEG) e messi in una beuta
da 300 ml. Nella beuta sono stati aggiunti 100 naadjua distillata (ASTM 1l1). | campioni
sono stati agitati per 30 minuti al buio. Dopo itagione, 2 ml di estratto e stato caricato su
colonnine DONTest®yp (VICAM, USA) seguito da un lavaggio con 10 ml di acqua
ultrapura (ASTM Type |, 18,2 Ka*cm). Successivamente 1,5 ml di MetOH HPLC GRADE
e stato fluito nella colonnina e recuperato neldd per RP-HPLC. Infine i campioni sono
stati essiccati in un bagno termostatato a 45°@ am flusso continuo di azoto. Dopo
essiccazione i campioni sono stati conservatiigofa 4°C in attesa di essere analizzati in
RP-HPLC.
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IV.2.6.1 Determinazione del deossinivalenolo (DONip RP-HPLC

Gli standards per la retta di calibrazione sont ptaparati partendo da uno standard di 5mg
di deossinivalenolo DON (Sigma-aldrich, USA). Ciegstandard alle concentrazioni finali
di 25 pug/ml, 12,5ug/ml, 6,25ug/ml e 3,13ug/ml di DON sono stati preparati per la retta di
calibrazione. Sia gli standards che i campioni sstati diluiti utilizzando la fase mobile
acetonitrile/acqua MetCNAQ (10:90).

L’analisi al’lRP-HPLC e stata eseguita utilizzanglma colonna Discovery® C18 150 x 4,6
mm, 4um (Supelco, USA) mantenuta alla temperatura di 3Q&fase mobile é costituita da
una soluzione di MetCNA® (10:90). La corsa € stata settata per un temf0 dainuti con

un flusso di 1,10 mi/min. Il detecetor UV6000LPtats settato impiegando una lunghezza
d'onda di lavoro di:Aabs 218 nm,. Il segnale del Don é stato rilevato adtempo di

ritenzione di 4,3 minuti.

IV.2.7. Estrazione zearalenone

| campioni di unifeed sono stati analizzati peredgeiinare la presenza di contaminazione da
zearalenone ZEN. Il protocollo VICAM prevede l'inggio di solventi organici per
I'estrazione dello ZEN e successiva eluizione sloroine ZearalaTest®g (VICAM,
USA). Alla bilancia 25 g di campione e 10 g di Na&Gho stati pesati e messi in una beuta da
300 ml. Nella beuta sono stati versati 100 ml dlusone estraente costituita da
acetonitrile/acqua (MetCNA® 90:10). | campioni sono stati agitati per 30 ntini
agitatore in assenza di luce. 1 ml di soluzioneaeste e stata diluita in 49 ml di acqua
distillata (ASTM Ill) e successivamente filtrata sarta da filtro tipo W4 (Whatman,
Germany). La soluzione diluita & stata eluita slormoina ZearalaTest&g € successivo
lavaggio con 10 ml di acqua ultrpura (ASTM Typd 8,2 MQ*cm). Lo zearalenone e stato
recuperato nelle vial da RP-HPLC versando 1,5 miM@itOH HPLC GRADE nella
colonnina. Le eppendorf sono state messe in undosggmostatato a 45°C sotto un flusso
continuo di azoto. Dopo essiccazione i campionopsstati conservati in frigo a 4°C in attesa

di essere analizzati in RP-HPLC.

IV.2.7.1 Determinazione dello zearalenone (ZEN) iRP-HPLC

La retta di calibrazione per la determinazione elelbncentrazione dello zearalenone nei
campioni analizzati & stata preparata diluendotdndard ZEN (50g/ml, Sigma-Aldrich,
USA) alla concentrazione finale di 100 ng/ml. Arstandards a concentrazioni di 50 ng/ml,
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25 ng/ml, 12,5 ng/ml e 6,25 ng/ml 3,13 ng/ml di ZEbno stati preparati per diluizioni
successive partendo dai 500di Zen (100 ng/ml). La RP-HPLC é stata settataljamalisi
dello Zen utilizzando una colonna Discovery® C1&® 34,6 mm, 4um (Supelco, USA)
mantenuta alla temperatura di 30°C. La corsa anituti in HPLC e stata settata utilizzando
una fase mobile costituita da MetCN/MetOHIH (46:8:46), con flusso di 1,2 min/ml. I
fluorimetro e stato settato per le lunghezze d’odideccitazioné\ex 440 nme di emissione
Aem 274 nm. Il tempo di ritenzione dello zearalenorstado di 4,8 minuti. | campioni sono

stati ricostituiti dopo I'essiccazione in 5Q0di fase mobile e analizzati in RP-HPLC.

IV.2.8. Estrazione della Ocratossina A (OTA) in tesuti ed organi di bovino da carne

Campioni di muscolo fegato e rene sono stati méooaa tritacarne, successivamente sono
stati fortificati 25 g di campione (374 ng/ml (egaienti a 14,96 ng/g)) di Ocratossina A
(OTA). L'estrazione dellOTA é stata eseguita attando 100 ml di MetOH-sodio
bicarbonato 1%, (70:30). Dopo 30 minuti di agitazione il campionestato centrifugato a
3500 rpm per 15 minuti alla temperatura di 4°Guitnatante e stato filtrato su carta da filtro
Whatman n.4 (Eurolab srl, Bologna). Un volume di 20 e 45 ml di estratto e stato diluito
rispettivamente in 40, 30 e 20 ml di PBS-Tween-201% e filtrato su fibra di vetro
(Eurolab srl, Bologna). La soluzione filtrata étataluita in colonne d'immunoaffinita
OcraTest®wg (VICAM, USA), seguita da due lavaggi rispettivarteeiin PBS-Tween-20
0,01% e in acqua ultrapura (ASTM Type |, 18,21m). Il recupero e stato effettuato con
1,5 ml di MetOH. Successivamente I'eluato é stakiogato in un bagno termostatato a 45°C
e sotto un flusso continuo di azoto. Dopo risosppesin volume noto di fase mobile, i

campioni sono stati sottoposti ad analisi in HPLC.

IV.2.8.1 Analisi e condizioni RP-HPLC per OTA estrdta da organi ed tessuti di bovino.

Le analisi dei campioni contaminati con spike drabassina (OTA) sono stati analizzati
utilizzando una colonna Synergi 4usion-RP 80A 150 x 4,6 mm (Phenomenex, Chemtek
Analytica, Bologna).
La fase mobile per l'analisi del’OTA e costituitia una soluzione di acetonitrile (AcN),
acqua (HO) e acido acetico (AcOH) (43:56:1). Il flusso atetsettato alla velocita di 1,3
ml/min e la colonna termostatata alla temperaturds8C. Dopo alcune prove preliminari,
l'intera corsa €& stata settata per un tempo di 1&utin(in tali condizioni il tempo di
ritenzione della OTA & compreso tra 11 e 12 midatl'inizio della corsa). Il fluorimetro e
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stato settato con una lunghezza d’onda di ecciteziex 330 nm. ed una lunghezza d’onda

di emission&\¢m 460 nm.

IV.2.9. Estrazione basi sfingoidi da campioni di sague di bovino.

| campioni di sangue bovino sono stati sottopadtestrazione con solventi organici., quindi
500l di campione sono stati trasferiti in tubi da 1Daontenenti 1ml di metanolo (MetOH)
grado HPLC, 1,5 ml di cloruro di potassio (KCI) @& 50ul di idrossido di potassio (KOH)
1M. Alla soluzione campione sono stati aggiunti Udimacetato di etile grado HPLC (EtAC)
come estraente. La soluzione é stata posta inzagi@per 30 minuti a temperatura ambiente
(RT). Dopo la fase d’agitazione le provette soratestentrifugate a 3500 rpm per 15 minuti
a RT. La fase surnatante contenente le basi stingostata trasferita in provette da 3,5 ml e
successivamente essiccata in un bagno termostata#b°C in corrente di azoto.
Parallelamente al trattamento dei campioni tal €uabno state allestite prove per la
determinazione dei recuperi percentuali su campionificati con Sa e So a 4 ng/ml, 2

ng/ml e 1 ng/ml.

IV.2.9.1 Determinazione delle basi sfingoidi sfingana (Sa) e sfingosina (So) in RP-
HPLC

Per il duplice scopo di sviluppo del metodo in RPHE (analisi recupero e verifica del
decadimento degli addotti OPA-Sa, OPA-So) e ddlllian di campioni tal quale, e stato
necessario effettuare una doppia calibrazionersgerdifferenti. Per la prima calibrazione, la
preparazione degli standards e stata eseguitangartgalle basi sfingoidi D-eritrodeidro
sfingosina o sfinganina 4 mg/ml in MetOH (Sigma-#dti, Milano), e sfingosina 2 mg/ml in
MetOH (Sigma-Aldrich, Milano) ad ottenere cinquarstards alla concentrazione finale, per
base sfingoide, di 0,625 ng/ml, 1,25 ng/ml, 2,5mig5 ng/ml e 10 ng/ml. L'analisi dei
decadimenti & stata eseguita mantenendo gli ad@&th-Sa e OPA-So alla temperatura
costante di 0°C con autocampionatore termostatd®er I'analisi dei rapporti
sfinganina/sfingosina nei campioni di sangue bovsuno stati preparati 4 standards alla
concentrazione, per base sfingoide, di 0,0325 n@@625 ng/ml, 0,125 ng/ml e 0,25 ng/ml.
Gli standard, gli spike e i campioni sono statiizzati utilizzando una soluzione @rto-
ftalaldeide OPA (Sigma-Aldrich, Milano) con un rap derivatizzante/campione 7:1. Il
sistema RP-HPLC é stato settato impiegando unancal®ynergi @ Fusion-RP 80A 150 x

4,6 mm (Phenomenex, Chemtek Analytica, Bolognamdstatata a 32°C. Come fase mobile
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e stata impiegata una miscela metanolo (MetOH)ea¢HO) in rapporto 90:10. La corsa
e stata eseguita in isocratica per i primi 13 mjragiguita da un gradiente di 2 minuti fino a
MetOH 100% e terminata con un secondo gradient® peinuti fino a MetOH/KO 90:10,

per un tempo totale di 20 minuti. Le lunghezze dardi eccitazione ed emissione del
detector fluorimetrico impiegato (SpectraSYSTEM B0B, Riviera Beach, FL, USA) sono

state settate &ex 364 nm e\ey, 440 Nm rispettivamente.

IV.2.10. Digestione enzimatica ed estrazione delbdotto aflatossina Bl1-lisina (AFB1-
Lys) negli standard e nei campioni di sangue di bawo.

Uno standard di 5 mg AREBSA alla concentrazione di 9,77 moli/moli BSA (Big-
Aldrich) e stato diluito con 2,5 ml di soluzioneffaun sodio fosfato (PBS 0,1M, pH=7.4) in
un tubo da 10 ml. Successivamente sono stati pB8atng di proteasi E da 47500 U/g
(Sigma-Aldrich, USA) e disciolti nella soluzioneffar contenete lo standard ARBSA. |
campioni di siero di bovino sono stati preparasgrelo 200 mg di proteasi E (47500 U/qg)
(Sigma-Aldrich, USA), sciogliendoli successivamemtelO ml di soluzione di buffer sodio
fosfato (PBS 0,1M, pH=7.4). Alla soluzione sondisaggiunti 400ul di siero di bovino. Sia
nello standard che nei campioni, la concentraziemema/AFB-BSA ottenuta e stata di
5300 U/g. Dopo una centrifugazione a 1000 rpm a gé€1 minuto, sia gli standard sia i
campioni sono stati messi in un agitatore termagiadlla temperatura di 37°C per 12-15h
per far avvenire lidrolisi enzimatica ed ottendtaddotto AFBi-Lys. Al termine della
digestione i campioni sono stati tolti dal termésta alla soluzione é stato aggiunto NaCl ad
una percentuale finale dello 0,9% p/v. Successiwdnecampioni sono stati centrifugati a
1100 rpm a 4°C per 1 minuto. Le soluzioni dellmgird e dei campioni sono state eluite su
colonnine per immunoaffinita AflaTest®@g (VICAM, USA), con successivo lavaggio con
10 ml di una soluzione buffer sodio fosfato (PB$M), pH=7.4). Il recupero dell’addotto
AFB;-Lys é stato effettuato per eluizione della IAC chf ml di MetOH HPLC GRADE.
Infine I'eluato e stato essiccato in un bagno testa@ato a 45°C sotto un flusso continuo di
azoto (N). Al termine dell’essiccazione i campioni e lorgtard sono stati posti in frigo alla

temperatura di 4°C in attesa di essere analizzé&®H-HPLC.

IV.2.10.1 Determinazione dell’addotto AFB-Lys in RP-HPLC in campioni di plasma.

Lo standard da 5mg AREBSA ottenuto dalla digestione enzimatica e stdilizzato per
ottenere una retta di calibrazione contenente tee@atrazioni AFB-Lys di 9,77 moli/moli,
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4,88 moli/moli; 2,44 moli/moli e 1,22 moli/moli. kBhalisi al’lRP-HPLC e stata eseguita
utilizzando una colonna Lichosphere® 100 RP-18uf%), 150 x 4,6 mm SuM (Merk,
Germany) mantenuta alla temperatura di 37°C. La fasbile e costituita da una isocratica
costituita da MetOH 5% e PBS 0,02M pH 7.2 95% perimi 22 minuti, seguita da un
gradiente lineare di MetOH 60% e PBS 0,02M pH 702b4per 11 minuti e successivo
raggiungimento dell'isocratica di partenza ottenog¢a 7 minuti finali, ottenendo una corsa
totale di 40 minuti con un flusso di 1.0 ml/min. lenghezze d’onda di eccitazione ed
emissione del detector fluorimetrico impiegato (S@SYSTEM FL3000, Riviera Beach,
FL, USA), sono state settateAa, 405 nm elAem 470 nm rispettivamente. Il tempo di

ritenzione dell’'addotto AFBLYys é stato di circa 25 min.

IV.2.11. Analisi statistica.

| valori di tutte le variabili misurate sono stahalizzati come misure ripetute impiegando la
procedura GLM del SAS (SAS, Institute, 1999). lldetho comprende, come effetti fissi, la
razza (Charolaisee, Limousinee), il mese del cangpento (1,..3), I'azienda (1,..15) e
I'errore. Le medie dei minimi quadrati sono staparate con la procedura del PDIFF del
SAS. |l coefficiente di correlazione é stato detieato tramite la procedura CORR del SAS.

La significativita e stata definita per P<0.05.
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IV.3. Risultati

| metodi d’analisi sono stati sottoposti a contrpkr la determinazione del recupero medio
percentuale e per definire il limite di determirmam (LOD) per ciascuna micotossina
analizzata. | controlli sono stati eseguiti impiega materiali di riferimento certificati e/o
matrici contaminate da spike di micotossine a cotragione nota. Il recupero medio ottenuto
per le AF é stato di 78%, mentre per lo ZEN é stdtenuto un recupero medio percentuale del
102%. | limiti di determinazione LOD ottenuti sostati di 0.12 ppb per AF, 9.1 ppb e 2.0 ppb
per FB1 e FB2, 16.9 ppb per DON, 1.1 ppb per Z@r28 ppb per 'OTA.

L’analisi delle principali micotossine in RP-HPL@ bvidenziato la presenza in tutti gli unifeed
di aflatossine e fumonisine, mentre non é statvaih la presenza di deossinivalenolo DON,
ocratossina A (OTA) e di zearalenone (ZEN). Dellatene prime impiegate nella razione
alimentare delle razze Charolaise e Limousine, aisne la semola glutinata di mais sono
risultati i soli alimenti positivi alle aflatossine fumonisine e negativi per le restanti
micotossine DON, OTA e ZEN. Di seguito sono rapengsti i valori di contaminazione e la
distribuzione delle aflatossine e delle fumonisire# campioni di unifeed analizzati e nelle

materie prime mais e semola glutinata di mais.

IV.3.1. Analisi contaminazioni degli unifeed da afhtossine.

La concentrazione delle aflatossine rilevata nenmiani di unifeed e stata determinata
sommando i valori delle quattro aflatossine AFBFB,, AFG, e AFG determinate in RP-
HPLC. Il contenuto massimo di ArBonsentito dal Regolamento CE N°2174/2003 ¢ di
0,02 mg/kg (U 12%) o 2 g/kg (U 12%) e dud/kg inteso come somma di tutte le aflatossine
nei cereali. Tali limiti sono pero riferiti in maeria specifica all’'uso alimentare umano, ma si
adottano anche per l'uso alimentare negli animalialevamento (bovini, ovini, suini e
avicoli). Sebbene i valori di aflatossine riscotitia tutti i campioni siano al di sotto del
limite di legge, la contaminazione degli unifeed aftossine é risultata sistematicamente
presente nel periodo di controllo in tutte le aden

La concentrazione media di aflatossine determimetiatre periodi di Maggio-Giugno,
Luglio-Agosto e Settembre-Ottobre é rappresentakgura 1, dove i valori medi crescono
da maggio in poi raggiungendo i valori piu alti pariodo Settembre-Ottobre. | periodi di
maggio-giugno e luglio-agosto mostrano una vaii@bilelevata che rende difficile

evidenziare la variazione temporale delle contamara da AF.
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Plot of Means and Conf. Intervals (95,00%)
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Figura. 1. Plot delle concentrazioni medie e intervallo di confidenza al 95% delle aflatossine
(ppb) riscontrate nei campioni di unifeed nei tre periodi di Maggio-Giugno, Luglio-Agosto e
Settembre-Ottobre.

IV.3.1.1 Analisi della varianza (ANOVA) e Newman-Kels per le aflatossine in campioni
di unifeed.

L’analisi della varianza ANOVA é risultata statstmente non significativa come mostrato
in Tabella 1

Micotossine | Maggio-Giugno | Luglio-Agosto | Settembre-Ottobre F P

AF (ppb) 1,11 1,23 1,91 2,84[0,07

Tabella 1. Analisi della varianza (ANOVA) tra gli unifeed contaminati da aflatossine nelle 15
aziende.

| dati ottenuti mostrano una probabilita P = 0,Qipegiore alla probabilita P <0,05
considerata statisticamente significativa. Questo gotrebbe risentire della grande varianza
riscontrata soprattutto nei mesi di luglio-agostsettembre-ottobre minimizzando cosi la

differenza significativa di contaminazione da afsine nei periodi analizzati.
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L’analisi statistica di Newman-Keuls applicata aticbttenuti permette di evidenziare quali
sono i mesi con i valori medi di contaminazione gignificativi (Tabella 2.

Maggio-Giugno  Luglio-Agosto  Settembre-Ottobre

Maggio-Giugno - 0,90 0,096
Luglio-Agosto 0,90 - 0,051
Settembre-Ottobre 0,096 0,051 -

Tabella 2. Newman-Keuls test applicato ai campioni di unifeed contaminati da aflatossine nei tre
periodi di Maggio-Giugno, Luglio-Agosto e Settembre-Ottobre.

Il test non e risultato significativo per tuttire t periodi, anche se il confronto tra le epoche
Luglio-Agosto e Settembre-Ottobre mostra una difiea di poco non significativa (P
<0,051). L’alta varianza dei campioni analizzateed in maniera sensibile i dati rendendo
difficile I'identificazione dei periodi di maggioreontaminazione, come gia evidenziato nella
ANOVA.

IV.3.2. Analisi delle contaminazioni degli unifeedda fumonisine.

| campioni di unifeed analizzati in RP-HPLC mostrama contaminazione da Fumonisine
in tutte le 15 aziende in tutti i periodi consider&lonostante cio, in nessun caso e stato
superato il limite di concentrazione delle fumonéscalcolato come somma delle;FBFB.

Il limite massimo per le fumonisine definito daf®A € di 30 ppm per i ruminanti da tre
mesi di vita destinati alla macellazione. La Racandazione (CE) N. 576/2006 prevede una
quantitd massima di 60 mgkger il totale di fumonisine B1, B2 e B3 nel maisli tenori,
pur essendo specifici per le derrate alimentanpsadottati anche per i foraggi e le materie
prime destinate all'alimentazione animale (bovaniini, suini, polli, ecc..) poiché mancano
dei limiti comunitari precisi nell'ambito zootecwic La distribuzione dei valori di
contaminazione nelle 15 aziende presenta una V@&dabei tre periodi analizzati. La
concentrazione media delle fumonisine determinatle nire epoche e rappresentata in
Figura 2, dove il periodo di luglio-agosto sembra esserglgicon il piu alto valore medio
di contaminazione. | mesi di settembre-ottobreoprattutto di maggio-giugno, mostrano

valori medi piu bassi.
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Plot of Means and Conf. Intervals (95,00%)
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Figura 2. Plot delle concentrazioni medie e intervallo di confidenza al 95% delle
fumonisine (ppm) riscontrate nei campioni di unifeed nei mesi di maggio, luglio ed ottobre.

IV.3.2.1 Analisi della varianza (ANOVA) e Test Newran-Keuls per le fumonisine in
campioni di unifeed.

L’analisi della varianza (ANOVA) applicata ai datitenuti dall’analisi in RP-HPLC mostra
e conferma che i valori medi di contaminazione wiadnisine riscontrati nelle 15 aziende

nei tre periodi di analisi, sono statisticamengm#icativi (Tabella 3).

Tabella 3. Analisi della varianza (ANOVA) tra gli unifeed contaminati da fumonisine nelle 15 aziende.

Micotossina | Maggio-Giugno |Luglio-Agosto | Settembre-Ottobre F P

FB (ppm) 1,59 2,25 1,83 3,65]0,03

L'analisi & stata fatta confrontando i periodi di Maggio-Giugno, Luglio-Agosto e Settembre-Ottobre. | tre
mesi mostrano una variabilita significativa nella contaminazione da fumonisine nelle 15 aziende con una
P <0,05.

Il test di Newman-Keuls mostra una differenza statamente significativa tra i periodi di

luglio-agosto e maggio-giugno, mentre settembrebo&t sembra essere piu simile a luglio-
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agosto e meno a maggio-giugno, anche se statigitammon significativo in entrambi i casi
(Tabella 4).

Maggio-Giugno |Luglio-Agosto Settembre-Ottobre

Maggio-Giugno - 0,027 0,327
Luglio-Agosto 0,027 - 0,098
Settembre-Ottobre 0,327 0,098 -

Tabella 4. Analisi statistica delle concentrazioni delle fumonisine determinate negli unifeed nei tre
mesi. | valori marcati in grassetto sono significativi per p < 0,05.

In generale I'epoca settembre-ottobre sembra @orva@rso i valori intermedi di maggio-
giugno e luglio-agosto a causa probabilmente deffditti climatici negativisulla crescita
delle micotossine. Dai dati statistici ottenutignése di luglio-agosto risulta essere il periodo
di contaminazione di maggior importanza. Anche $eaelli di tolleranza sono bassi per
poter essere rilevati nelle carni e negli organhedegato e reni, un effetto negativo puo
manifestarsi con la riduzione dell’appetibilita @ geso dell'animale. Particolare attenzione
va quindi mostrata durante il periodo di luglio-afgnai bovini pronti per il macellgoiché

la concentrazione di micotossine negli alimentiaggiore.

IV.3.3. Contaminazione da micotossine in campioni idgranella, sfarinato e semola
glutinata di mais.

Per evidenziare I'esistenza di un incremento dedlecentrazioni delle micotossine con la
condizione di umidita dei campioni di mais e sengllatinata di mais, sono stati messi in
relazione i valori di umidita e le concentrazionaflatossine e fumonisineTébella 5a, b, ¢
d).
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Mais
Y = -4,1449+0,5201*

Concentrazione Aflatossine (ppb)

fuori della retta sono indicati dalle frecce.

Tabella 5a. Correlazione tra la concentrazione
di aflatossine (ug/kg) e umidita % in campioni di

granella e sfarinato di mais. | campioni risultati

Mais
Y = 2,3646+0,0146*x

Concentrazione Fumonisine (ppm)
~
o
L

U%

Tabella 5b. Correlazione tra la
concentrazione delle fumonisine (mg/kg)
e umidita % in campioni di granella e
sfarinato di mais. | campioni risultati fuori
della retta sono indicati dalle frecce.

Semola glutinata di mais
Y= -19,0375+2,9603*x
35

L

) \
25

20

15 =

-

Concentrazione Aflatossine (ppb)
\

Tabella 5c. Correlazione tra la
concentrazione delle aflatossine (ug/kg) e
umidita % in campioni di semola glutinata
di mais. | campioni risultati fuori della retta
sono indicati dalle frecce.

Semola glutinata di mais
Y = 6,0129-0,3029*x

6
£ \
% 3 ®
R .
g 4 B R RN R R
g ° °
z 3%\5\
© R
E S ° . o STTe-o -~
g2 Tesel
gt =l
08,4 8,6 8,8 9,0 9,2 9,4 9,6 9,8 10,0 10,2
U%
Tabella  5d. Correlazione tra la

concentrazione delle fumonisine (mg/kg) e
umidita % in campioni di semola glutinata di
mais. | campioni risultati fuori della retta
sono indicati dalle frecce.

| dati ottenuti mostrano una correlazione positieaail contenuto di aflatossine e I'umidita
percentuale riscontrata nei campioni di mais (P <0,05), mentre una ridotta positivita
e stata rilevata nella correlazione tra aflatossirsmmola glutinata di mais. La correlazione
tra il contenuto di fumonisine e l'umidita dei caimm di mais e semola glutinata di mais
non é risultata positiva. La contaminazione daagnbe le micotossine messe in relazione
mostra una maggiore concentrazione delle fumonisisigetto alle aflatossine nel mais

analizzato Tabella 6a), mentre nei campioni di semola glutinata le coneabni delle

aflatossine e fumonisine sembrano meglio corrleabella 6b).
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Mais Semola glutinata di mais

Y = 2,5771+7,7788* Y= 2,3284+156,7313*
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1
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012 0,014
Concentrazione Aflatossine ppb

Ofg,om 0,000 0001 0002 0003 0004 0005 0006 0007 0,008
Concentrazione Aflatossine ppb
Tabella 6a. Confronto concentrazioni delle | Tabella 6b. Confronto tra concentrazioni di

fumonisine (mg/kg) e aflatossine (ug/kg) in | fumonisine (mg/kg) e aflatossine (ug/kg) in
campioni di granella e sfarinato di mais. campioni di semola glutinata di mais.

Data la correlazione positiva tra le aflatossinimidita dei campioni di mais e di semola
glutinata di mais, si € proposta una suddivisioae campioni in 3 classi. La scelta delle
classi é stata fatta in funzione dei valori pergahtdi umidita determinata all'analisi
(Tabella.7a,b.
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Tabella 7a

25%

Ripartizione percentuale dei campioni di granella e
funzione del tenore di umidita

sfarinati di mais in

39%

O Ottimale <13%U
W Subottimale 13-15%U
M Critica >15%U

Tabella 7b

5% 5%

90%

Ripartizione percentuale dei campioni di semola glutinata di mais
in funzione del tenore di umidita

O Ottimale <13%U
W Subottimale 13-15%U
M Critica >15%U

| campioni sono stati suddivisi nelle seguenti sitasttimale, per i campioni con umidita
inferiore a 13%, subottimale, per i campioni conidith compresa tra 13% e 15%, infine
una terza classe, definita critica, che compremdke it campioni con umidita superiore al
15%. Il 36% dei campioni di granella e sfarinatordiis analizzati € risultato appartenere ad
una classe critica, il 25% cade nella classe suhaii, mentre il 39% é considerato ottimale.
Dalla valutazione delle umidita dei campioni di séanglutinata di mais € emerso che

soltanto il 5% presenta un livello critico di comiaazione, il 5% dei campioni analizzati e

risultato subottimale, mentre il 90% appartieneiad classe ottimald @bella 7a, b.
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| risultati evidenziano che il maggior apporto dintaminazione degli unifeed per le
aflatossine e le fumonisine € dato dal mais e stan piccolo contributo € dato dalla
semola glutinata di mais. L'analisi della variamadica che la contaminazione da aflatossine
nei campioni di mais e statisticamente correlata lkeopercentuale di umidita riscontrata
nelle tre classi (P<0,03), mentre le fumonisine moasentano una correlazione con la

percentuale di umidita delle tre clastabella 8a, b.

AF(ppb) e U% mais classi FB (ppm) e U% mais classi
Current effect: F(2, 20)=4,2111, p=,02977 Current effect: F(2, 20)=,29162, p=,75017
Effective hypothesis decomposition Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

12 4,0
10 35 —
8
3.0
.'-'
6 BRI
5 L T 251 T
a .- s
4 < a
L -
< P 2 20
2 CiamemameemmtTT
15
0
2 1,0
4 0,5
<13% 13-15% >15% <13% 13-15% >15%
U% U%

Tabella 8a. Analisi della varianza tra|Tabella 8b. Analisi della varianza tra
concentrazioni AF(ug/kg) e percentuale di|concentrazioni FB (mg/kg) e percentuale di
umidita U% del mais suddiviso nelle tre classi di | umidita U% del mais suddiviso nelle tre classi di
appartenenza. appartenenza.

I campioni di mais sono stati suddivisi success®at®a in quattro categorie basate sulle
dimensioni del mais macinato: granella di maisingardi mais, mais sbriciolato e mais
spezzato. Per ciascun gruppo sono stati determinalori medi e deviazione standard

dell’'umidita percentuale e delle concentrazionAHi(Tabella 9).

Tipi di mais Umidita, % AF, ppb

Granella di mais 10+£2 2.62 +£0.30
Farina di mais 11+1 0.94 +0.77
Mais sbriciolato 14 +2 2.38 +2.86
Mais spezzato 17+3 6.41 + 6.88

Tabella 9: valori medi di umidita e concentrazione di AF per le diverse tipologie di
mais.

| valori di umidita percentuali riscontrati nei 4ugpi sono per la granella 10%, per la farina
di mais 11%, per il mais sbriciolato 14% e per disnspezzato 17%. Anche in questo caso

sono stati proposti tre livelli con valori critidi umidita, ottimale <13%, subcritico 13+15%,
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critico >15%. | risultati mostrano quindi che il ma&pezzato € mal conservato e con un’alta
variabilita di contaminazione da AF (6.41 * 6.88). mais sbriciolato mostra una
contaminazione da AF meno evidente, ma sempre ooalta variabilita (2.38 + 2.86).
Infine, le granelle (2.62 £ 0.30) e le farine diim#&.94 = 0.77) rappresentano i gruppi

meglio conservati con minore variabilita di contaazione.

IV.3.4. Analisi del’OTA in organi e tessuti di bano.
Il protocollo di estrazione impiegato e la successinalisi in RP-HPLC hanno permesso di

valutare la capacita di estrazione e di otteneswelteti in tempi brevi dalla analisi in RP-
HPLC. Inoltre e stata valutata I'efficacia dellatodologia applicata a tre campioni diversi. |
cromatogrammi ottenuti per muscolo, fegato e reraizzati hanno dato un segnale pulito
privo da impurezze in prossimita del picco di enoise dellOTA. Figure 3, 4 e 5, inoltre i

tempi di ritenzione dei campioni sono risultati sgpponibili a quelli ottenuti dagli standard.

—— FL3000-460nm
mV Name oTA mV
Fegato
0,00025 0,00025
0,00020 0,00020
0,00015 0,00015
0,00010 0,00010
0,00005 0,00005
0,00000 0,00000
0 2 4 6 8 10 12 14
Minutes

Figura 3. Cromatogramma relativo alla ocratossina (OTA) estratta da campioni di fegato
contaminato da spike di 375 ng/ml. 50 pl di campione sono stati iniettati, il segnale € stato rilevato ad
un tempo di ritenzione di 11 minuti. Nessun segnale interferente € stato rilevato in prossimita del
tempo di ritenzione dell'ocratossina (OTA).
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0,00025 FL3000-260nm 0,00025
Name
OTA
0,00020 MUSCOIO 0,00020
0,00015 0,00015
0,00010 0,00010
0,00005 0,00005
0,00000 0,00000
mV mv
0 2 4 6 8 10 12 14

Minutes

Figura 4. Cromatogramma relativo alla ocratossina (OTA) estratta da campioni di muscolo
contaminato da spike di 375 ng/ml. 50 pl di campione sono stati iniettati, anche in questo caso |l
segnale e stato rilevato ad un tempo di ritenzione di 11 minuti e privo disegnali di impurezze nel
medesimo o in vicinanza tempo di ritenzione.

mV  { ——— FL3000-460nm Bl
E Name OTA -
Rene -
0,0005 | ~0,0005
0,0004 | ~ 0,0004
0,0003 | 0,0003
0,0002 0,0002
0,0001 | 0,0001
0,0000 0,0000
T T T T T T T T T LA L T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
Minutes

Figura 5. Cromatogramma relativo alla ocratossina (OTA) estratta da campioni di rene
contaminato da spike di 375 ng/ml. 50 pl di campione sono stati iniettati, il segnale e stato rilevato
ad un tempo di ritenzione di 11 minuti. Segnali di impurezze sono stati rilevati a 2 e a 5,2 minuti.
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Le concentrazioni OTA dei campioni analizzati s@tate valutate impiegando una retta di
calibrazione che comprende 5 standard (@6nl; 1,25ug/ml; 0,625ug/ml; 0,312ug/ml;
0,156ug/ml), come indicato in figura 6.

700000
| y = 237998 - 368,86
600000 R - 09999
500000 -
< 400000 -
e
< 300000 -
200000 -
100000 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
OTA (ug/ml)

Figura 6 . Retta di calibrazione OTA. In ordinate sono indicati i valori
dell’area di integrazione di ogni standard, mentre in ascissa € indicata
la concentrazione OTA espressa in ug/ml.

IV.3.4.1 Determinazione dei recuperi medi percentuadegli spike di OTA in organi e

tessuti.

Al fine di valutare i recuperi degli spike di OTAeguiti su fegato, rene e muscoli sono state
eseguite analisi di recupero percentuale utilizeangeguenti volumi di estrazione: 10, 20 e
45 ml (Tabella 10. | campioni di fegato, rene e muscolo eluiti ®loane OcraTests (10

ml di volume fluito in IAC) hanno dato un valore die di recupero del 63,8% per il rene,
59,2% per il muscolo e del 51,4% per il fegatonmpiego di 20 ml di estratto chiarificato di
fegato, rene e muscolo eluiti su colonne OcraTgshanno dato un recupero medio di
45,0% per il fegato, il 71,1% per il rene e I'88,p#r il muscolo. Infine con 45 ml di estratto
chiarificato per fegato rene e muscolo sono st&nati i corrispettivi valori 56,7% 88,8% e
I'88,9%. Delle tre soluzioni estraenti quella da m0 ha prodotto bassi recuperi, mentre
percentuali di recupero maggiori e simili tra l@@no state ottenute per i volumi da 20 e 45
ml. Inoltre il fegato in tutti i casi ha mostratemspre bassi livelli di recupero, mentre rene e
muscolo hanno mostrato livelli maggiori. Il mantaento delle attivita enzimatiche nei
campioni di fegato possono aver modificato I'OTAneertendola ad esempio in OTA-e

riducendo i valori di recupero. Per evitare talehjjema € necessario quindi inattivare le
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reazioni enzimatiche. Il metodo ha pertanto mostrat'efficace capacita di estrazione di

OTA e quindi ha indicato la possibilita di impiegda metodica per valutare la presenza di
residui di OTA in tessuti ed organi di ruminantiteposti ad un’alimentazione contaminata
da OTA.

Campione | N |Soluzione estraente (ml) Recupero medio (%) RSD
Fegato 2 10 51,5 2,0
Rene 2 10 63,9 4,6
Muscolo | 2 10 59,3 2,8
Fegato 2 20 45,0 2,6
Rene 2 20 71,1 3,1
Muscolo | 2 20 87,7 6,9
Fegato 2 45 56,7 11,7
Rene 2 45 88,8 8,2
Muscolo | 2 45 88,9 10,3

Tabella 10. Recuperi medi percentuali e RSD ottenuti con spike da 14,96 ng/g su fegato,
rene e muscolo. | recuperi sono stati valutati impiegando tre diversi volumi di estraente (10,
20 e 45ml).
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IV.3.5. Analisi sfinganina (Sa) Sfingosina (So): tapi di decadimento e recuperi

percentuali in campioni di sangue di bovino.

Nella fase sperimentale, per la determinazioneedbdlsi sfingoidi sfingosina So e D-
eritrodeidro sfingosina o Sfinganina (Sa), sontestestate le condizioni di analisi in HPLC
e una colonna diversa da quella utilizzata nelrab riferimento (Castegnaro et al., 1998).
| risultati ottenuti in numerose prove hanno senga® esito positivo e costantédura. 7).
Infatti sono stati rilevati due picchi a 7,4 minper la sfingosina (So) e 8,9 minuti per la
sfinganina (Sa). | picchi rilevati per le basi gfdi sono risultati simmetrici ben risolti,
mentre |'utilizzo di altre colonne compresa unadviery C18 25cm x 4,6mm ID, pm

(Supelco) ha mostrato picchi asimmetrici e conlepaterali (dati non mostrati).

mv

mv

Figura. 7. Cromatogramma relativo alle basi sfingosina (So) sfinganina (Sa) entrambe alla
concentrazione di 5 ng/ml. In ordine d'eluizione, la prima base sfingoide sfingosina (So)
presenta un tempo di ritenzione di 7,3 minuti, mentre la base sfinganina (Sa) rappresenta un
tempo di ritenzione di 8,8 minuti. Entrambi i picchi sono ben separati e simmetrici.

Le percentuali di decadimento sono state analizpartendo da un campione Sa e un
campione SoKigura. 8). Entro l'intervallo 0-240 min’ dalla derivatizziane con OPA, i
risultati delle concentrazioni e dei corrispettintervalli di tempo sono stati utilizzati per
costruire una curva di decadimento. Il decadimémtpercentuale al tempo di 240 minuti €
risultato modesto: 4% per OPA-So e 6% per OPA-Spetio al segnale degli addotti al

tempo zero, mostrando un’alta capacita di mantemiondéel segnale delle basi sfingoidi alla
temperatura di 0° C.
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Decadimento OPA-Sfingosina ( OPA-S0)
OPA-sfinganina (OPA-Sa)
Ln Conc
1
y = 0,9989¢ %%
0,98 - R?=0,9998
0,96 -
0,94 - ¢ OPA-So
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Figura 8 . Decadimento dei derivatizzati OPA-sfinganina (OPA-Sa), OPA-sfingosina (OPA-So0).

Infine la funzione di decadimento & stata stim#fiaeadi confrontare i valori osservati con

quelli attesi Figura 9).

Valori attesi ed osservati So
2,72
2,70 A
2,68 - \ y =-0,0005x + 2,7142
2,66 - R?=1
2,64
2,62
2,60 -
2,58

Conc So (ng/ml)

So ossservata

0 50 100 150 200 250 A Soattesa
Lineare (So attesa)

Tempo (min)

Lineare ( So ossservata)

Valori attesi ed osservati Sa

2,64
2,62
2,60 -
2,58
2,56
2,54
2,52
2,50 -
2,48 *
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Tempo (min)

y =-0,0007x + 2,6439
R2=1

y =-0,0008x + 2,6543
R? =0,9807

Conc Sa (ng/ml)

& Saosservata
A Saattesa

Lineare (Sa attesa)

Lineare (Sa osservata)

Figura 9. Curve di decadimento osservata ed attesa per le due basi sfingoidi Sa e So. In ordinata per
le basi sfingoidi sono indicate le concentrazioni (ng/ml), mentre in ascissa € indicato il tempo (min.).
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Le due rette, attese ed osservate, mostrano unaabsovrapposizione, indicando la
possibilita di utilizzare tali equazioni delle etper valutare i tempi massimi e quindi il
numero di campioni da analizzare con un autocanapome garantendo una perdita di
segnale entro la soglia del 10%. In genere possipotzzare che in 4 ore possono essere
analizzati ben 12 campioni mantenendo il decadimentro il 96% per 'OPA-So e il 94%
per 'OPA-Sa.

Le analisi di recupero delle basi sfingoidi Sa e isaampioni di sangue bovino hanno
mostrato valori medi di recupero accettabili perei spike da 4 ng/ml, 2 ng/ml e 1 ng/ml
come Sa e SoT@bella 11). In particolare gli spike da 1ng/ml mostrano unaggiore
percentuale di recupero sui 50Ddi sangue di bovino analizzato, mentre i recupen gli
spike da 4 ng/ml e 2 ng/ml sono risultati esseferiori. Il metodo di estrazione ha mostrato
che le percentuali di recupero delle singole basgsidi Sa e So non sono sempre uguali,

ma possono differire da un minimo del 3% ad un masslel 10%.

Campione [Spike | Tempo Recupero So (%) | Recupero Sa (%
Plasma 4 ng/ml 30 74 69
Plasma 4 ng/ml 30 75 76
Plasma 2ng/mf 30 73 66
Plasma 2ng/mf 30 60 65
Plasma 1 ng/m| 30 90 80
Plasma 1 ng/m’ 30’ 97 94

Tabella 11. Recuperi percentuali delle basi sfingoidi sfingosina (So) e sfinganina (Sa) per
diverso livello di fortificazione (durata dell’estrazione 30 min.).

IV.3.5.1 Determinazione delle basi sfingoidi Sa eoSn campioni di sangue bovino.

L’analisi dei campioni di sangue di bovino per Eafminazione delle basi sfingoidi Sa e So
e stata valutata sulla base della calibrazioneSzee So nel range 0,0325 — 0,25 ng/ml
(Figure 10a e b.
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Figura 10a. Retta di calibrazione della base sfingoide
sfingosina So.

Figura 10b. Retta di calibrazione della base sfingoide
sfinganina Sa.

Dati i bassi valori di concentrazione di Sa ed Bevati nei campioni di sangue bovino
(Figura. 11b), la loro rivelazione € stata possibile solo autaedo la sensibilita del detector

(aumentando i valori di PMT voltage da 700 a 900.mv

Analisi Sa e So in campioni di sangue di bovino

—
-
AN

‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘

Figura 1la. Standard sfingosina|Figura 11b. Campione di sangue | Figura 11c. Cromatogrammi
So a sinistra e Sfinganina Sa a|di bovino. | picchi So (0,098 ng/ml) | sovrapposti di  Standard e
destra (1ng/ml). e Sa (0,040 ng/ml) sono indicati | campione a indicare la

dalle frecce. corrispondenza di posizione per

Sa e So.

IV.3.5.2. Analisi della Varianza (ANOVA) del rappto Sa/So in campioni di
sangue di bovino.

L’analisi della ANOVA dei rapporti Sa/So ottenuailfanalisi in RP-HPLC ha permesso di
evidenziare la presenza di differenze significatredle 4 aziendeT@bella 12).
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Azienda 1 |Azienda 2 | Azienda 3 | Azienda 4 | Azienda 4 E P
Ch Ch Lim Ch Lim
Sa/So0|0,070+0,075|0,025+0,026 | 0,197+0,250 | 0,045+0,031 | 0,048+0,053 | 4,24 | 0,004
n 16 13 14 14 12

Tabella 12. Analisi della varianza (ANOVA) in campioni di sangue di bovino nelle 4 aziende
analizzate. Il rapporto medio Sa/So differisce nelle 4 aziende in maniera significativa, individuando

I'azienda 3 con il valore medio piu alto, Ch= Charolaise, Lim= Limousine.

| valori piu alti di Sa/So sono stati ottenuti medizienda 3 a cui seguono le aziende 4, 1 e 2.

IV.3.5.3 Test post-hoc LSD dei rapporti Sa/So in capioni di sangue di bovino da carne.

Il test LSD ha permesso di confrontare ed evideadmaziende che presentano un rapporto
Sa/So statisticamente significativo e di indivicubr aziende che possono essere considerate
a maggior rischio per gli effetti nocivi causati dantaminazione da FBs sulla biosintesi
lipidica (Tabella 13.

Azienda 1 |Azienda 2 | Azienda 3 | Azienda 4 | Azienda 4
(Ch) (Ch) (Lim) (Ch) (Lim)

Azienda 1 ] 0,3426 0,0070 0.6263 0,6286
(Ch)

Azienda 2 0,3426 ; 0,0006 0,7004 0,7004
(Ch)

Azienda 3 0,0070 0,0006 ] 0,0044 0,0019
(Lim)

Azienda 4 0,6263 0,7004 0,0044 ; 0,9566
(Ch)

Azienda 4 0,6286 0,6273 0,0019 0,9566 ]
(Lim)

Tabella 13. Test LSD applicato ai valori Sa/So in campioni di sangue di bovino proveniente dalle
quattro aziende. | valori indicati in grassetto indicano significative differenze tra le aziende. In
parentesi sono indicate le razze allevate nelle aziende Ch= Charolaise, Lim = Limousine.

Il test post-Hoc LSD in tabella 13 evidenzia qudifferenze significative esistono tra le 4
aziende mettendo a confronto i valori Sa/So otteadlianalisi in RP-HPLC. Le aziende 1, 2
e 4 hanno mostrato i valori medi di Sa/So piu basstatisticamente non differiscono tra di
loro. A differenza delle altre aziende, si é evidato che I'azienda 3 mostra i valori Sa/So
piu alti mostrando un differenza statisticamengmigicativa in tutti i casi messi a confronto.

| dati mostrano che I'azienda 3 ha una maggioréaividita di risentire degli effetti negativi
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della FB nella sintesi lipidica, mentre i bassi valori @&/So nelle restanti aziende mostrano
una situazione a minor rischio. Lo stato di benessgei bovini, la presenza di stress piu o
meno intensi e il tipo di razionamento possono awkwuenzato il metabolismo degli acidi

grassi modificando la concentrazione degli acidsgr e delle basi sfingoidi nei campioni di

sangue di bovino provenienti dalle 4 aziende.

IV.3.6. Analisi dell’addotto AFB1-Lys in campioni di sangue di bovino.

L’analisi in RP-HPLC ha permesso di valutare laspreza e i livelli di AFB-Lys nel sangue

di bovino partendo da uno standard di AREs (Figura 12).

mv

Figura 12. Standard AFB;-BSA (4,88 moli/moli). In
ascissa € indicato il tempo (minuti), mentre in ordinata &
indicato il valore del segnale rilevato dal fluorimetro (mV).
L'adotto AFB;-Lys € indicato dalla freccia con un tempo di
ritenzione di 25 min.

Da una concentrazione iniziale di 9,77 moli/moliAfB;-BSA sono stati ricavati quattro
standard (stl 9,77 ; st2 4,885; st3 2,44; st4 1¢hiAmoli AFB,1-BSA) utilizzati per la retta di

calibrazione Figura 13).
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Figura 13. Retta di calibrazione AFB;-Lys.

Dalla retta sono state determinate le concentragioAFB;-Lys nei campioni di sangue di
bovino Figura 14).
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Figura 14. AFB;-Lys in un campione di sangue bovino e standard. Figura 14a. Cromatogramma
Standard AFB,-Lys. Figura 14b. Cromatogramma AFB;-Lys in campione di sangue bovino (AFB;-
Lys 1,41 moli). Figura 14c. Cromatogramma AFB;-Lys standard e campione di sangue bovino.
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L’addotto AFB-Lys ottenuto dalla digestione enzimatica della B&A I'enzima PronaseE
e stato evidenziato in alcuni dei campioni di sangiu bovino analizzati. In figura 10 &
evidenziato il picco dello standard AFBys in sovrapposizione con il picco Al-Rys
ottenuto da un campione di sangue analizzato, tnamibi i casi il picco ottenuto e
simmetrico, ben risolto e ha un tempo di ritenzidn@5 min. La presenza del picco indica
un accumulo di AFBlegato come addotto alla albumina sierica (MBEBA) di alcuni sieri

di bovino raccolti alla macellazione. La contamioae alimentare di AFBriscontrata negli
unifeed ha quindi portato ad un bioaccumulo di A#F sangue di alcuni bovini. Il 18% dei
campioni analizzati é risultato positivo alla AFBSA, mentre il 82% e risultato negativo
(Figura 15a). Dei campioni positivi alla AFBBSA, il 77% ha una concentrazione compresa
tra 0,1-0,5 moli/moli, il 15% tra 0,5-1,0 moli/madi il restante 8% e risultato compreso tra
1,0-1,5 moli/moli Figura 15b).

AFB1-BSA in campioni di sangue di Distribuzione percentuale della AFB  1-BSA

bovino
8%

18% 15%

7%
82%

— 000,1-0,5 moli/moli AFB1-BSA
BINegativi AFB1-BSA 00.5-1.0 moli/moli AFB1-BSA
B Positivi AFB1-BSA B 1.0-1.5 moli/moli AFB1-BSA

Figura 15a Percentuale di campioni positivi e | Figura 15b Distribuzione percentuale dei campioni
negativi alla AFB1-BSA. positivi alla AFB1-BSA

Figura 15. Campioni di sangue di bovino contenenti AFB;-BSA.

IV.3.6.1 Analisi della Varianza (ANOVA) e test posthoc LSD in campioni di sangue
contenenti AFB;-BSA.

La diversa concentrazione di AFBSA, espressa ipg/ml, riscontrata in alcuni campioni di
sangue provenienti dalle 4 aziende, € risultatdisstamente significativa (p<0,05) alla
ANOVA. Il test post-hoc LSD ha evidenziato nellamzda 3 il livello di concentrazione
media AFB-BSA (ug/ml) piu alto, mentre le restanti aziende non leammostrato
significative differenzeTabella 14).
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Aziendal | Azienda 2 Azienda 3 Azienda 4 Azienda 4
(Ch) (Ch) (Lim) (Ch) (Lim)
AFB1-BSA | 7357+6,00° | 82,56+18,44% | 316,02+86,85" | 101,18+17,04% | 103,06+41,31°
(mug/ml)
a, b=p<0,05

Tabella 14. Concentrazione media AFBSA (ug/ml) in campioni di sangue bovino

prelevati nelle 4 aziende. Ch= Charolaise, Lim= d&ursine.
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IV.4. Discussioni

IV.4.1. Contaminazione alimentare da micotossine g allevamenti di bovino da carne.

La contaminazione da micotossine avviene di fretpuém molte varieta alimentari come
mais, cereali, semi di cotone, foraggi ecc.. (Bretral., 2004; Camilo et al., 2000; EFSA,
2005; Kim et al., 2004; Marasas 1995; Scott 198%d8more et al., 1997; 1998; Shotwell
1991; Strange 1991; Yoshizawa 1991). Queste contaiuni presenti nella razione
giornaliera dei bovini portano a un ridotto beneees dell’animale, ad una minore
efficienza riproduttiva e una ridotta produziond=@A, 2005). Nei sistemi di produzione
intensivi dei bovini da carne, il mais (insilatiersole glutinate di mais e granelle)
rappresenta la fonte energetica di maggiore imppaa allo stesso tempo la fonte principale
di intossicazione da micotossine. negli unifeedgs#in e Brasel, 2001; EFSA, 2005). Gli
insilati di mais rappresentano la componente bafle chzioni alimentari destinate ai bovini
e costituisce il 30-50% della razione giornaliargentre la percentuale di insilato di mais
nella razione giornaliera di bovini da carne caosgtite circa '80% della razione totale
(EFSA, 2005). Inoltre un 20% del concentrato imptegella razione giornaliera e costituito
da granella di mais. Questa situazione esponeinbda carne ad una maggiore probabilita
di contaminazione alimentare facilitando I'assuneiodelle micotossine presenti nelle
razioni alimentari ingerite. Inoltre, la mancanzasdfficienti dati e studi su allevamenti di
bovini da carne non permette di avere una comm@dt@saustiva conoscenza degli effetti
nocivi, delle perdite produttive e riproduttive sate da intossicazioni alimentari da
micotossine.

Questa situazione ci ha spinti ad eseguire unatatenalisi delle micotossine presenti nelle
razioni alimentari destinate a bovini da carnezieade appartenenti ad una cooperativa del
nord Italia. Le analisi hanno rilevato una contasmione da aflatossine e fumonisine in tutti i
campioni di unifeed e mais (insilati, granella enséa glutinata di mais). La divisione nelle
tre classi (ottimale <13%; subottimale 13-15%;icait>15%) di contaminazione del mais
proposta, rappresenta le tre condizioni dove ei gere lo sviluppo delle micotossine nel
mais. Infatti, come confermato anche in altri layal di sotto del 12-13% si ha una presenza
limitata di micotossine o un blocco del loro, alsdipra del 13% si considera I'umidita ad un
livello critico per lo sviluppo di esse e, infinal, 15-17%, o secondo altri sino al 20%, si
determinano le condizioni ottimali di sviluppo (Beh et. al., 1978; Oberheul e Dabbert,
2001; Salunkhe et al., 1987; Stanlei 2007; Krasaseskal., 2006).
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IV.4.2. Considerazioni sulle capacita estrattive deprotocollo di estrazione ed analisi in
RP-HPLC dellOTA in confronto con altre metodiche.

Le Ocratossine possono essere estratte da saregseitito organi animali utilizzando
soluzioni estraenti costituite da acqua e solvpatio polari. Inoltre il valore del pH della
soluzione estraente svolge una funzione importahteesempio solventi come l'acqua a
valori di Ph <7,0 diventa miscibile con il clorofoio, mentre in condizioni neutre o alcaline
si ottiene una soluzione in forma dissociata. SPEESTA puo trovarsi legata a metaboliti o
proteine che rendo I'estrazione difficile. Ad esémnip tessuti come il sangue piu del 99% di
OTA e legato a proteine plasmatiche, formando war® di tipo ionico con la siero
albumina ad un pH compreso tra 4,0 e 6,0 (Marquetrdl., 1992; Galtier 1991; Uchiyama
et al., 1985). Questo legame pud essere indebalitazando soluzioni con forte potere
ilonico e aumentando il volume di metanolo. Il valoel pH raccomandato per ottenere una
completa e ottimale estrazione di OTA deve essem@mn di 2,0 (Valenta 1998). L'OTA
sottoposta a reazioni enzimatiche puo trovarsoBmtina di alternativi metaboliti del’OTA,
come ocratossinaa (Oa), 4-R-idrossiocratossina A, 4-S-idrossiocratossiAa 10-
idrossiocratossina A, e recentemente anche I'ogsata lattone, trovati tutti in animali e
cellule animali (Xiao et al., 1995).

Infine, un‘altra forma metabolizzata al livello digato da includere tra i metaboliti
dellOTA, é rappresentata dalla Tiroxina-OA. In gem questi metaboliti dell’ocratossina
sono prodotti da reazioni enzimatiche cellularieadmpio L'@. & prodotta dalla reazione di
idrolisi della OTA catalizzata dallenzima carbgesptidasi (Valenta 1998; Kuiper-
Goodman 1991). In numerosi studi I'estrazione diAQJa sangue e tessuti animali € stata
ottenuta utilizzando cloroformio come estraenteadapidificazione con acido cloridrico e
cloruro di magnesio a pH 2,0 o0 a pH <2,5 (Baual¢t1984; Baumann e Zimmerli, 1988;
Beker e Radic, 1991; Breitholtz-Emanuelsson et1893; Hult et al., 1982; Kiuhn 1993;
Scheuer et al., 1997; Unglaub et al., 1990). Laifume del cloruro di magnesio, piu che di
incrementare la forza ionica della soluzione, h&ufezione di eliminare alcune sostanze di
interferenza e impurezze varie (Hult et al., 19TQ)esta tecnica é stata confrontata con un
secondo metodo dove sono stati sostituiti il clordr magnesio e I'acido cloridrico con
acido fosforico e una soluzione 2 M di cloruro dd® (NaCl), ottenendo un valore medio di
recupero maggiore del 40% (Zimmerli e Dick, 1998)successivi studi sono state utilizzate
soluzioni estraenti con maggiori concentrazioniMiCl, aumentando la resa media, ma
anche in questo caso, I'estrazione con acido fusfar 2 M NaCl porta a migliori risultati.
(Bauer et al., 1984; Kihn 1993; Scheuer et al.,719hglaub et al., 1990; Valenta 1998).

84



Queste soluzioni estraenti possono pero ometterso I'di alcuni prodotti per ottenere
migliori risultati che variano a seconda del tipoodgano o tessuto analizzato. Infatti in
alcuni studi I'estrazione delle OTA in rene e statgenuta utilizzando solo cloroformio e
acido fosforico (Bichman e Hald, 1985; Nesheiml.etl@92; Paulsch et al., 1982; Sharman
M. 1992), oppure utilizzando GBl,. Infine nelle estrazioni di OTA nel latte sonotsta
impiegate soluzioni estraenti costituite da dictoetano (CHCI,), acido citrico e aggiunta
di metanolo (Breitholtz-Emanuelsson et al., 1993reis et al., 1988; Orti et al., 1986;
Castegnaro et al.,, 1990; Valenta et al., 1993; Male Goll, 1996). La maggior parte di
queste soluzioni sono costituite da estraenti came solventi alogenati che rendono le
tecniche pericolose per chi esegue le estrazionn@tre costituiscono un problema nella
fase di eliminazione potendo dare luogo a facilintaminazioni ambientali. In
considerazione di cio, sino ad ora, consideranidoplego sempre pit comune di clean-UP
con colonne per immunoaffinita, soltanto le estrazicon cloroformio risultano essere le
migliori (Valenta 1998).

Diverse metodologie sono state impiegate sostitmdadoluzioni contenenti il cloroformio
(Clarke J.R. et al., 1994; Kuiper-Goodman 1991;dsmth W. et al., 1991; Marley et al.,
1995; Miraglia et al., 1995; Sreemannarayana £1888; Takeda et al., 1991; Wilken et al.,
1985). Ad esempio in estrazioni di OTA da rene sstabi impiegati acetato di etile e acido
fosforico (Clarke et al., 1994; Wilken et al., 1985oluzioni di acetato di etile in presenza di
cloruro di magnesio e acido cloridrico sono staibzmate per estrazioni di OTA in latte
umano (Miraglia et al., 1995). In altri casi conmed plasma € stato impiegato solo metanolo,
0 in alternativa sono state eseguiti Clean-UP sance ad immunoaffinitd combinata con
cartucce C18 con precedentemente acidificaziorestgumetodologia e stata applicata anche
su urine (Kuiper-Goodman 1991; Langseth et al.,119reemannarayana et al., 1988;
Takeda et al., 1991). Infine soluzioni di metanel®BS (1:1, V/V) sono stati impiegati per
estrazioni in rene di maiale recuperando soltamtalO% (Marley et al., 1995). La
determinazione delle OTA in tessuti e fluidi orgard oggi sempre piu legata all'utilizzo di
colonnine per immunoaffinita seguite da una sepanazinversa su colonne per HPLC
(Chiavaro et al., 2002; Curtui et al.,, 2001; Grosdoal., 2003; Jiménez et al., 2001;
Jargensen e Petersen, 2002; Nesheim et al., 1882c® et al., 1999; Sklan 2003; Sharman
et al., 1992; Tarin et al., 2004; Valenta 1998;oxé al., 1996; Zimmerli e Dick, 1995).
Questa tecnica ha una maggiore sensibilita nelleermdénazione dellOTA a basse
concentrazioni grazie all'utilizzo di detector siilg inoltre il metodo ha una grande

riproducibilitd e puo essere automatizzato perralisi di numerosi campioni. Infine la
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capacita di migliorare la sensibilita del detedliorimetrico ha permesso di ottenere una
maggiore sensibilita a basse concentrazioni di @TAlimenti e tessuti umani ed animali.
Infatti il miglioramento delle condizioni di anali;m HPLC ha portato ad ottenere bassi
valori del limite di determinazione LOD per 'OTAd esempio il LOD ha livelli di 0,01
ng/ml OTA in latte umano e di bovino e di 0,02 ngifmplasma umano (Valenta 1998).
L’utilizzo della soluzione estraente utilizzataguesto lavoro (MetOH-sodio bicarbonato 1%
ov  70:30) permette di sostituire le soluzioni contesaiventi alogenati come cloroformio
(Bichman e Hald, 1985; Nesheim et al., 1992; Phuktcal., 1982; Valenta 1998) o il
diclorometano (ChkLCl,) (Breitholtz-Emanuelsson et al., 1993; Gariesl.et1l&88; Orti et al.,
1986; Castegnaro et al., 1990; Jgrgensen e Pet@@@p; Valenta et al., 1993; 1996). La
metodica applicata ha quindi il pregio di consentin facile smaltimento dei solventi, con
minori rischi di intossicazione per I'operatore & ermesso di ottenere dei buoni recuperi
per rene e muscoli (meno per il fegato).

In particolare l'utilizzo di 20 e 45 ml di volumeniarificato ha permesso di ottenere alte
perecntuali di recupero sia per il rene (71,1% 20nml e 88,8% con 45 ml) sia per |l
muscolo (88,7% con 20 ml e 88,9% con 45 ml). L&aéinza di recupero del rene di bovino
ottenuta con questa metodica estrattiva risultalesianquella ottenuta in altri lavori condotti
su rene di maiale, con un range di recupero corapresil 70 e il 100% (Entwisle et al.,
1997; Jargensen et al., 2002). Il recupero medenoto nel muscolo di bovino é risultato
migliore rispetto a quello ottenuto in muscolo din®, dove é stato ottenuto un recupero
medio del 53% (Jgrgensen et al., 2002), mentrsudtato leggermente superiore al recupero
medio dell’'83% ottenuto in prosciutti di maiale (@aro et al., 2002). Infine i recuperi medi
del fegato di bovino ottenuti (45% con 20 ml diradb e 57% con 45 ml), sono risultati
inferiori se comparati con il recupero medio dd&|B % verificatosi con estrazioni in
acetonitrile al 60% eseguite su fegato di maidreddez et al., 2001).

La metodica ha quindi permesso di ottenere ottigultati e potrebbe essere applicata per
valutare il bioaccumolo in tessuti ed organi di inoalimentati con razioni contaminate da
OTA.

IV.4.3. Considerazioni sul rapporto sfinganina/sfigosina come biomarker in campioni

di sangue bovini in presenza di contaminazione craca alle fumonisine.

Diversi studi in vitro hanno evidenziato I'effettioibitorio delle fumonisine sulla biosintesi
degli sfingolipidi (Gelderblom et al., 1995; Rileyal., 1993b 1994a; Wang et al., 1991). Tra

questi, le basi sfingoidi sfinganina e sfingosinane influenzate dalla presenza delle
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fumonisine che ne alterano il normale rapportogefmna/sfingosina (Gelderblom et al.,
1995; Riley et al., 1993b 1994a; Wang et al., 199)merosi lavori condotti su uomo e
animali hanno evidenziato un incremento del ragp8d/So causato dall’aumento della Sa e
una decrescita della So dopo ingestione o iniezebrfamonisine (Gumprecht et al., 1995;
Prelusky et al., 1995; Riley et al., 1993a; Shegledral., 1996; Shephard and Westhuizen
1998; Wang et al., 1992; Weibking et al., 1993 jndtemento del rapporto delle basi
sfingoidi sfinganina/sfingosina €& stato propostovda autori come biomarker specifico per
valutare una intossicazione alimentare da fumoai¢®astegnaro et al., Goel et al., 1996;
1998; Riley et al., 1993a, b; 1994a; b; c; 1997g@lard et al., 1996; Shephard and
Westhuizen 1998; Solfrizzo et al., 1997; Westhuztesl., 2001).

Sebbene i ruminanti abbiano una forte resisteniigetigti nocivi delle fumonisine rispetto
ad altri animali, & stato evidenziato in essi ueremento del rapporto Sa/So con una dose
intravena di soli 0,20 mg/kg somministrata a bodailatte di razza Holstein (Prelusky et al.,
1995). Questo incremento e dovuto principalmentaradumento delle concentrazioni di Sa
nel sangue, mentre nessuna alterazione signifec@tistata evidenziata per la So. Lo stesso
risultato e stato ottenuto in un secondo lavorodotio su bovini da latte sottoposti ad una
dose intravena di 1mg/kg wt di fumonisina B1 (Mathtal., 2001). Oltre a questi lavori non
ci sono informazioni sugli effetti del rapporto Sa/causati dalle fumonisine in situazioni di
intossicazioni alimentari a dosi minori e per tempmlungati.

| campioni di sangue di bovino raccolti in quesiadg sono provenienti da un allevamento
dove e stata riscontrata una contaminazione cratadamonisine, sebbene i livelli medi di
queste (1,59-2,25 ppm) non siano mai risultati iafudri dei limiti di legge ((CE) N.
576/2006).

Al fine di valutare al meglio le variazioni del @@to Sa/So, € necessario avere una
soluzione organica con elevata efficacia di estrazi come il cloroformio impiegato in
diversi studi (Solfrizzo et al., 1997; Mathur et, &001; Gurung et al., 1998; Merrill et al.,
1988; Shephard and Westhuizen 1998). L’enorme velwaincloroformio impiegato per
queste analisi ha perd0 mostrato una maggiore difficdi eliminazione e soprattutto
un’elevata tossicita per chi lo utilizza. La sastibne dell'acetato di etile grado HPLC
(EtAC) con il cloroformio ha dato luogo ad un’' altapacita di estrazione per le basi
sfingoidi Sa e So e ha diminuito allo stesso temhpgchio d’'intossicazione per I'operatore
(Castegnaro et al., 1998; Weisthuzen et al., 2001).

Gli ottimi recuperi ottenuti in questo studio handimostrato che I'EtAC ha un’efficace

capacita di estrazione delle basi sfingoidi Sa eathe in campioni di sangue di bovino,
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soprattutto per i livelli piu bassi delle due ba$ingoidi Sa e So (1 ng/ml). Inoltre le
condizioni di analisi del’lRP-HPLC sono state migéite ottenendo una maggiore sensibilita
di risposta alle basse concentrazioni di Sa e $aarapioni di sangue analizzati. Infine,
I'impiego dell’autocampionatore con temperature teante a 0°C ha consentito di avere un
mantenimento della risposta OPA-Sa e OPA-So pepitemghi, permettendo di analizzare
un sufficiente numero di campioni con una perdeébsgégnale inferiore al 10%.

Per quanto riguarda le analisi delle quattro azendn e stato rilevato alcun incremento del
rapporto Sa/So che indichi un effetto nocivo deestgpne da fumonisine. Sebbene non sia
stato mai riscontrato un incremento del rapportts&anaggiore di 1, in una azienda e stato
evidenziato un rapporto medio Sa/So maggiore tigpalle altre tre. Questa differenza
potrebbe essere influenzata da altri fattori do tgeimentare o ambientale che potrebbero
agire sulla biosintesi lipidica. Per questo motisono necessarie ulteriori indagini per
comprendere come questi fattori, insiemme allagmes di intossicazione da fumonisine,
influenzino la biosintesi lipidica. La mancanzaifiormazioni e di studi sull'impiego del
rapporto Sa/So in allevamenti di bovino da carrghiede senza dubbio un maggior
approfondimento e necessita di ulteriori dati. lpiego futuro di queste informazioni
potranno essere di aiuto per meglio comprenderk gjtigazioni siano presenti nelle aziende
di allevamento e di valutare lo stato di benesdetkanimale in presenza di contaminazione

alimentare da FB

IV.4.4. Considerazioni sull'analisi dell’addotto AFB;-Lys in campioni di sangue bovino

in presenza di contaminazione cronica da aflatossin

In numerosi studi & stato dimostrato che la ABERepossido rappresenta la molecola a
maggiore attivita carcinogena, generalmente otéenddé una reazione enzimatica di
epossidazione della ARBel fegato (Gamer et al., 1972; Schoental etlalf0; Swenson et
al., 1974). Questa molecola, una volta formatasiega con il DNA formando I'addotto
AFB;- N’-guanina al gruppo nucleofico C8 (Essigmann et #77). Inoltre & stato
dimostrato che la molecola ha capacita di formardegame con I'aminoacido lisina delle
proteine del sangue (Dalezios et al.,, 1971; Pereiral., 1981; Skipper et al., 1985;
Tannenbaum et al., 1984; Wild et al., 1986). Digjegela siero albumina e I'emoglobina
rappresentato i target di maggiore importanza.drtigolare la AFB-8-9 epossido ha una

maggiore affinita di legame per la siero albumingntre mostra una bassa capacita di
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legame con 'emoglobina (Dalezios et al., 1971;ekaret al., 1981; Skipper et al., 1985;
Tannenbaum et al., 1984; Wild et al., 1986;).

Inoltre in studi eseguiti su uomo e stato evidetozizhe I'emivita dell’albumina si aggira
intorno ai 14-20 giorni consentendo un accumuldymgato degli addotti AFBalbumina,
mentre in ratti & stata individuata una emivitdal&lFB1-albumina di un solo giorno (Enger
et al., 1995; Skipper et al., 1990; Waldman 1971dWt al., 1986). Questi risultati hanno
ampiamente dimostrato che I'addotto AFBbumina puo essere impiegato come biomarker
per evidenziare una esposizione ad aflatossine;Alegli uomini e negli animali (Enger et
al., 1995; Skipper et al., 1990; Waldman 1977; Véilcl., 1986).

Diversi lavori hanno dimostrato [l'utilizzazione dire diverse metodiche: saggio
radioimmunologicqRIA), saggio di immunoassorbimento con enzima ogetio (ELISA) e
cromatografia liquida ad alta prestazione in faseeisa (RP-HPLC) (Chen et al., 2001,
Cupid et al., 2004; Frank et al., 1998; Sabbiomalet1987; 1990; Sabbioni e Wild, 1991,
Sheabar et al., 1993; Wang et al., 1996; Turnat.e1998; Wild et al., 1990; 1996). Queste
tecniche sono risultate estremamente utili pertaadul’esposizione e 'accumulo di Ak
campioni di sangue umano e animale.

In particolare lI'analisi in RP-HPLC utilizza una todica di estrazione che prevede una
digestione enzimatica seguita da una eluizioneokonaine per immunoaffinita AflaTest®
we (VICAM, USA) e successiva analisi fluorimetricalltieldotto AFB;-Lys. La stessa
metodica di analisi &€ stata applicata in questdaistwttenendo buoni risultati nella
determinazione dello standard e delladdotto AERs trovato in alcuni dei campioni di
sangue analizzati.

| risultati evidenziano e confermano I'effettivopiego della metodica anche in campioni di
sangue di bovino da carne sino ad ora mai impiedadopositivita alla AFB-albumina,
evidenziata nel 18% dei campioni analizzati, hanemso di constatare che in situazioni di
esposizione cronica a basi livelli di contaminaei@imentare da AFBi bovini accumulano

la AFB;-albumina nel sangue. La mancanza di studi eseguitiovini non ci permette di
poter confrontare i risultati ottenuti, pertantgasao necessari ulteriori studi ed analisi per
meglio comprendere le relazioni tra le concentmdizi@FB1 ingerite, le condizioni di

benessere dell'animale e 'accumulo della Afdbumina nel sangue di bovino.
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IV.5. Conclusioni

IV.5.1. Valutazione dei livelli di micotossine corgnuti nelle razioni alimentari destinati

ai bovini da carne.

| risultati ottenuti in questo studio evidenziamomaniera chiara un stato di conservazione
degli alimenti che ha favorito il mantenimento e daluppo di una contaminazione da
micotossine. Tale contaminazione, pud essere rattancsia a fattori ambientali di pre- e
post-raccolta (umidita, temperatura), sia a fattegati alla dinamica di commercio delle
materie prime.

Nonostante i livelli di micotossine riscontrati negriodo di controllo siano risultati inferiori
ai limiti di legge, si & evidenziata una sistemegccontinua esposizione dei bovini da carne
ad aflatossine e fumonisine. Tale esposizione,alegsere attentamente valutata al fine di
comprendere eventuali effetti da tossicita crorsado stato di salute e sulle prestazioni
produttive degli animali allevati. Possono essdil al tale scopo, studn vivo ed ex vivo
relativi alla valutazione degli effetti sul metalsoho ossidativo e sulla funzionalita del
sistema immunitario. Dovranno inoltre essere véula prestazioni produttive derivanti da
situazioni diverse d’esposizione cronica a micatesgperché sono segnalati possibili effetti
negativi sugli incrementi ponderali.

Ai fini della prevenzione delle contaminazioniyisiene necessario che le aziende mettano in
atto un sistema di controllo e tracciabilita deflerniture mangimistiche. Particolare
attenzione dovra essere posta alla granella di enaisuoi derivati, in relazione alla elevata
e sistematica contaminazione riscontrata. Le paditgranella e derivati di mais dovranno
essere valutati preventivamente al momento dellistgq con strumenti rapidi, ad esempio
con lampade U.V., ed eventualmente con sistemiitemaliretti. Attenzione dovra essere
posta al controllo del tenore d’umidita delle meteprime, poiché € stata chiaramente
dimostrata una stretta relazione tra tenore d’usielilivello di contaminazione, cosi come a

garantire idonee condizioni di conservazione aaénd
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IV.5.2. Valutazione del protocollo d’analisi in RPHPLC dell’OTA in tessuti ed organi

di bovino da carne.

Lo sviluppo dei protocolli d’analisi per L'OTA inessuti ed organi di bovino da carne ha
permesso, sebbene nessuna contaminazione alimamastata evidenziata nelle razioni
analizzate, di ottenere ottimi valori di recupeergentuale. La metodica puo essere quindi
utilizzata in situazioni dove bovini da carne, aimati con razioni contaminate da OTA,
hanno accumulato OTA nei vari organi e tessutimetodica, di facile applicazione e con
tempi di risposta in RP-HPLC molto brevi, presgmead problemi di recupero dellOTA per
il fegato, dove le attivita enzimatiche riduconolivelli d’accumulo e il limite di
determinabilita LOD. Ulteriori modifiche possonorpessere proposte ed applicate al fine di
bloccare le attivitd enzimatiche che riducono I@énza della metodica. L'utilizzo di una
fase estraente meno pericolosa del cloroformio pa#erdi poter operare in condizioni di
maggior sicurezza, inoltre presenta un’estremalittacd’esecuzione. Un suggerimento
particolare alle aziende, e quello di sottoporredme a controlli di bioaccumulo di OTA nei
muscoli, permettendo di ottenere una maggiore emaa sul prodotto finale e sulla salute
umana. Tale condizione € maggiormente richiestguigle situazioni dove si riscontra una
contaminazione alimentare da OTA negli allevaméaivini, dove vanno considerati gli
stessi livelli limite di OTA valutati per le carsiiine e insaccati fissati aufj kg* (Circolare
del Ministero della Sanita n. 10 del 1999).

IV.5.3. Valutazione del rapporto sfinganina/sfingoma (Sa/So) come indicatore di

esposizione e da effetto alla Fumonisina;B

| risultati ottenuti in questo lavoro indicano upassibilita applicativa del metodo per
I'analisi del rapporto Sa/So, al fine di valutafeetti dell’esposizione cronica di ruminanti a
fumonisine. La capacita di estrazione del metodgdrmesso di valutare la possibilita di
ottenere un buon recupero per valori bassi di Sa €fino a 1 ng/ml). La metodica é stata
applicata su campioni di sangue di bovini da carwenienti da 4 aziende, dove e stata
evidenziata una contaminazione alimentare da KB tutto il periodo d’allevamento
dell’animale. In nessun caso si sono ottenuti vafl®l rapporto Sa/So maggiori di 1,
situazione in cui sono evidenti gli effetti negatdella FB sulla biosintesi lipidica. Da

gueste considerazioni si € potuto valutare positeate I'efficacia e la applicabilita della
metodologia e dare risposte alle aziende sul beresi bovini da carne.
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Lo stato di benessere dell’'animale e I'alimentagigeguita nelle 4 aziende rappresentano i
fattori importanti che influenzano il livello dellbasi sfingoidi nel sangue. Sono quindi
necessarie ulteriori indagini per meglio comprerdmme valutare ed inserire questi fattori
nelle analisi delle basi sfingoidi per meglio coenmere se le variazioni di Sa/So siano
dovute dalla sola FB dallo stato di alimentazione o da entrambe. E®df sinergico di
queste informazioni, saranno d’utile impiego peghaevalutare gli effetti nocivi della FB

in situazioni di contaminazione cronica a basllivdi micotossine. Normalmente soltanto
quando il rapporto Sa/So € maggiore di 1 si e ia oandizione di contaminazione da
fumonisine dove gli effetti nocivi sono gia in at® importante valutare in maniera diversa
un valore limite, al quale si possono definire inpreffetti nocivi della FB sulla biosintesi
lipidica senza ad arrivare al rapporto Sa/So >hweste perdite produttive. In ogni modo,
I'impiego di quest’analisi € importante per le axle al fine di valutare lo stato di benessere
dellanimale, avere la certezza di una maggioreligualel prodotto finale e un’alta
produlttivita.

IV.5.4. Determinazione dell’addotto AFB1-Lisina incampioni di sangue di bovino.

La metodica di digestione enzimatica, impiegatalpedeterminazione dell’addotto ArB
Lysina, ha permesso di rilevare la presenza didoimaulo con I'albumina sierica (ARB
BSA) in alcuni dei campioni di sangue di bovino.edti dati riscontrati evidenziano una
condizione di benessere non ottimale che ha famlitassunzione dell AFBpresente nelle
razioni alimentari. La contaminazione d’aflatossimontrata nel TMR, seppure a livelli
inferiori a quelli definiti dalla legge, dimostrde in alcuni casi si ha un bioaccumulo di
AFB; sottoforma d’addotto AFBBSA nel sangue. Questa condizione mette a risgzhahe
'uomo, rappresentante I'anello terminale dellgefé, al momento dell’acquisto delle carni.
Si ritiene opportuno eseguire future ricerche pefintte quali siano i livelli minimi di
contaminazione delle TMR, che favoriscono l'assazibne delle AF nelle carni di bovino.
Inoltre, puo essere importante valutare la presehmaa correlazione tra il livello di ARB
BSA e la ridotta crescita del peso corporeo delee in situazioni di contaminazione
cronica da aflatossine (AF). Per le aziende che suteressate ad una migliore produttivita e
commercializzazione di carni di alta qualita sigergsce di: applicare tutti gli accorgimenti
per limitare la contaminazione alimentare da missitte in fase di pre- e post-raccolta; nel
caso d’intossicazioni da AF di eseguire analisiatioratorio per valutare la presenza di
AFB:-BSA accumulata nei bovini.
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Dal punto di vista scientifico, questo lavoro hampesso di impiegare I'addotto AF-HBSA
come biomarker specifico nel valutare lo stato adintaminazione da AF in allevamenti
intensivi di bovino da carne. La mancanza di studbovini da carne ci spinge a continuare i
nostri lavori e a impiegare i nostri risultati pgslmare le numerose lacune incontrate in

guesto studio.
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