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Summary - A simple and highly specific method that was developed for the determination of Ochratoxin A in infant milk products and in human breast milk described. The method involved the extraction of OA, clean-up with immunoaffinity columns having antibodies specific, and quantification by high performance liquid chromatography with fluorescence detection.
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INTRODUZIONE - L’Ocratossina A è una micotossina prodotta da Aspergillus ochraceus (1), Aspergillus niger (2), Aspergillus carbonarius, Penicillum verrucosum. L’uomo ingerisce piccole dosi di Ocratossina A con l’assunzione di diversi alimenti quali: caffè, cereali, riso, frutta secca, birra e vino (3, 4, 5, 6).

L’Agenzia Internazionale per la Ricerca sul Cancro considera l’Ocratossina A quale possibile cancerogeno per l’uomo inserendola nel gruppo 2B (7) e ne riconosce effetti teratogeni per alcune specie animali (8, 9).

La struttura chimica dell’Ocratossina A è costituita da un anello isocumarinico clorurato collegato con legame amminico ad una molecola di L-fenilalanina; l’Ocratossina A nell’organismo umano determina soppressione della sintesi proteica per inibizione degli enzimi responsabili della sintesi dell’RNA, perossidazione dei lipidi da parte dei processi ossidativi (10, 11), inibizione della gluconeogenesi per degradazione dell’m-RNA, che codifica per l’enzima carbossichinasi fosfoenolpiruvato.

L’Ocratossina A in circolo tende ad accumularsi nei reni e, a seconda delle dosi assunte induce effetti tossici acuti e lesioni croniche (12). Presenta attività mutagena, poiché induce alterazioni nella struttura del DNA, attività fetotossica ed immunodepressiva poiché provoca una riduzione delle IgG, delle IgM e provoca alterazioni dell’attività del complemento.

Anche se non ancora definitivamente dimostrato, si sospetta che l’Ocratossina A sia uno dei principali agenti eziologici della Nefropatia Endemica dei Balcani (BEN), malattia che determina una nefrite tubulo-interstiziale cronica (rene grinzo), e/o tumori del tratto urinario (13, 14).

Fino a qualche anno fa si riteneva che la fonte di contaminazione per l’uomo fosse rappresentata da alimenti di origine vegetale, quali mais, riso e cereali; recentemente l’Ocratossina A è stata rilevata anche in tessuti di suini ed in “organi bersaglio” quali rene e fegato (5).

Gli studi sulla valutazione del rischio legato all’assunzione di Ocratossina A hanno stabilito che l’assunzione massima tollerabile per l’uomo è di 16 ng/kg p.c.. La “virtually safe dose” (VSD ossia dose che virtualmente salva) tuttavia non deve superare i 5 ng/kg p.c. limite considerato valido anche dalla European Commission – Scientific Committe on Food Opinion on Ochratoxin A a Bruxelles nel 28.9.98.

In soggetti esposti l’Ocratossina A è stata ritrovata nel sangue, nelle urine e nel latte materno (15). L’eliminazione urinaria è considerata la principale via di escrezione dell’Ocratossina A dal corpo umano, tuttavia il controllo dell’assunzione di Ocratossina A attraverso il monitoraggio urinario non è clinicamente sfruttato perché le concentrazioni rilevabili con i metodi analitici attualmente a disposizione poco sensibili.
Il Regolamento CE n. 683/2004, che modifica il Regolamento CE n. 466/2001 stabilisce il limite massimo di Ocratossina A negli alimenti per lattanti e della prima infanzia che non deve superare 0.5 g/kg, limite già previsto dalla Circolare n. 10 del Ministero della Sanità italiano.
Attualmente i pediatri raccomandano l’allattamento al seno soprattutto nei primi mesi di vita del neonato per diverse motivazioni sia di ordine nutrizionale e funzionale che psicologiche. E’ opinione diffusa che il latte materno non contenga sostanze nocive, ma è necessario che anche il latte materno sia controllato in quanto può essere veicolo di diverse sostanze, soprattutto lipofile, che possono essere assunte con gli alimenti. 
La raccolta del latte materno non è un metodo invasivo ed il prelievo non riduce significativamente la quantità di nutrimento da fornire al lattante e non deve essere ripetuto costantemente durante l’allattamento; il latte materno è un interessante indice biologico di esposizione che consente la valutazione del rischio alimentare che potrebbe instaurarsi tra madre e neonato. Il controllo del latte materno permetterebbe di determinare contemporaneamente sia l’esposizione a contaminanti, sia, attraverso la misura di potenziali biomarker di effetto (es. Lisozima, α- Lattalbumina, Catepsina-D) gli effetti conseguenti all’esposizione.

Scopo del presente lavoro è quello di mettere a punto un metodo rapido per la ricerca quali-quantitativa di Ocratossina A da proporre per la valutazione della sicurezza del latte materno e delle diverse formulazioni del latte per la prima infanzia.
MATERIALI E METODI – Per la messa a punto del metodo è stato utilizzato un cromatografo liquido ad alta efficienza (Agilent Technologies Ltd) modello 1100, composto dal modulo di degassazione della fase mobile, dal modulo della pompa, dal modulo dell’autocampionatore in cui è alloggiato l’iniettore Rheodyne, con loop da 100 l e dal modulo di alloggiamento della colonna analitica per la termostatazione della stessa. La separazione cromatografica è stata eseguita su colonna analitica Restek RP-C18 (5 m, 250 mm x 4.6 mm diametro interno). Come rivelatore è stato utilizzato un detector a fluorescenza (Agilent Technologies Ltd Mod.1100) con gestione del segnale ottenuto con software BIORAD. L’eluizione isocratica è stata effettuata termostatando la colonna alla temperatura di 30 °C, con flusso di 1.2 ml/min. La fase mobile utilizzata è costituita da acqua:acetonitrile:acido acetico (99:99:2); il detector a fluorescenza è stato settato su una lunghezza d’onda di eccitazione a 333 nm e di emissione a 443 nm. 
Preparazione del campione
a) Latte materno: Un’ aliquota (50 ml) del campione di latte materno o di latte per l’infanzia è stato centrifugato a 4000 rpm per 15 minuti allo scopo di separare lo strato di grasso, che è stato eliminato. Il campione delipidizzato è stato filtrato su carta Whatman (n. 40). 10 ml di filtrato diluiti con 40 ml di tampone fosfato sono stati trasferiti su colonnina ad immunoaffinità (Ochra test Wide Bore Vicam). La colonnina è stata preventivamente trattata con 20 ml di acqua deionizzata mantenendo la velocità di eluizione a 2-3 gocce/secondo e asciugata fino a completo essiccamento. L’Ocratossina A è stata eluita lentamente dalla colonnina con 1.5 ml di metanolo. Il metanolo è stato tenuto a contatto con la resina per un tempo non inferiore a 60 secondi per assicurare la completa rimozione della tossina legata all’anticorpo; il flusso di eluizione è stato controllato attentamente. Successivamente è stato aggiunto 1 ml di acqua deionizzata. In alcuni casi l’eluato appariva lattescente, in questo caso si è provveduto alla sua filtrazione mediante filtri di acetato di cellulosa a porosità di m. Per l’analisi strumentale sono stati iniettati 100 l del filtrato. 
b) Latte formulato in polvere: A 10g di polvere vengono aggiunti 100 ml di acqua precedentemente riscaldata alla temperatura di 30-40 °C e si mescola fino alla completa dissoluzione della polvere. Si prelevano 50 ml che vengono sottoposti a centrifugazione a 4000 rpm per 15 minuti. Una volta allontanato lo strato di grasso si procede come descritto per i campioni di latte materno.

RISULTATI - I parametri statistici riferiti alla curva di calibrazione sono riportati in tabella 1: LOD, che rappresenta il limite inferiore per il quale un segnale analitico è statisticamente differente dai valori del fondo ed è pari a tre volte il rapporto segnale/rumore (S/N); LOQ, che rappresenta la minima concentrazione rilevabile con un errore accettabile ed è pari a dieci volte il rapporto segnale/rumore; R2, che indica la correlazione esistente tra due serie di dati (concentrazione/area del picco) e serve a stabilire che relazione c’è tra le due proprietà prese in considerazione. 
I valori ottenuti del “LOD” e “LOQ”, pertanto, risultano appropriati per gli accertamenti analitici, atti a quantificare la presenza di Ocratossina A anche a concentrazioni particolarmente basse.

Tabella 1: Parametri statistici delle curve di calibrazione e calcolo del LOD e del LOQ.

	
	LOD

ng/l
	LOQ

ng/l
	R2

	Ocratossina A
	5.86
	19.50
	0.9978


E’ stato necessario controllare i valori di LOD e LOQ in quanto l’azienda produttrice delle colonnine di immunoaffinità, non prevede il loro utilizzo per l’estrazione dell’ Ocratossina A dalla matrice latte. Il metodo di estrazione messo a punto per l’ Ocratossina A da latte materno e da latti formulati mostra recuperi ottimali, pari all’ 89-99% nel latte formulato (liquido ed in polvere) commerciale e tra il 94 ed il 104% nel latte materno.

CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI - I rischi per la salute dei bambini, associati all’esposizione prenatale e/o postnatale ai contaminanti ambientali sono un tema prioritario di intervento, come dimostra la recente Strategia Ambiente e Salute varata nel 2004 dalla Comunità Europea. In questo quadro, è importante la promozione di strategie mirate a ridurre l’esposizione delle donne in età fertile, sia ai contaminanti organici persistenti che ad altri xenobiotici potenzialmente avversi per la salute del feto e del neonato. Tra queste sostanze, le micotossine rappresentano un grave e diffuso problema, pertanto disporre di un metodo che consenta di determinare con rapidità, affidabilità e sensibilità la presenza di sostanze tossiche, come l’ocratossina A, risulta importante per fornire i dati necessari alle valutazioni epidemiologiche di diversa tipologia ma tutte strettamente collegabili alla sanità pubblica..
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