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Summary: Ochratoxins are fungal secondary metabolites that contaminate grains, legumes, coffee, dried fruits, beer, wine and meat. Ochratoxins are considered powerful nephrotoxins, carcinogens, teratogens, and immunotoxins in rats and likely in humans. In 2006/2007 during a pilot program of HACCP in Apulian region, Southern Italy, OA was detected in commercial feed for laying hens in two farms. OA-contaminated feed had been administered to animals and we have collected four layer hens and by HPLC-FL analysis of the tissues and we have observed that OA was detected only in kidney (4,1 μg/kg) and liver (3,6 μg/kg). In these animals we have constantly evidenced gross and microscopical lesions. At the same time we have prepared and compared an experimental method.
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INTRODUZIONE

La produzione di ocratossina A (OA), quale metabolita secondario di miceti in grado di contaminare grano, legumi, caffé, frutta, birra, vino e carni, prodotto da Aspergillus ochraceus, è nota da tempo (11, 12).
I mangimi destinati agli animali da reddito risultano spesso contaminati da micotossine, soprattutto se conservati in condizioni di elevata temperatura ed umidità relativa.
Il maggiore interesse, riscontrato recentemente in ambito scientifico per il controllo dell’OA nei mangimi è da ricercarsi sia nell’adempimento della valutazione del rischio nella filiera produttiva, sia nella consapevolezza dell’elevata tossicità acuta e cronica per gli animali e per l’uomo.

Livelli di OA pari a 0,3-1 ppb, se presenti nell’alimentazione per avicoli, sono sufficienti a causare la comparsa di gravi lesioni renali. Le manifestazioni cliniche indotte da OA negli avicoli sono diverse e comprendono stress, arresto della crescita, disidratazione, depressione dell’ematopoiesi, calo dell’ovodeposizione e disfunzione del sistema immunitario (4). Le lesioni istologiche più rappresentative sono a carico di rene, fegato, borsa di Fabrizio, timo, milza ed intestino (5, 6).

La presente indagine, inserita in un programma di monitoraggio delle caratteristiche qualitative dei mangimi destinati agli animali da reddito attuato nel 2006/2007 nella provincia di Bari, si propone di valutare la presenza di OA nei mangimi utilizzati negli allevamenti avicoli e di controllare la produzione di carne attraverso il riconoscimento di specifiche lesioni riconducibili alla presenza di OA in parenchimi e tessuti. 
Contestualmente all’esperienza di campo abbiamo allestito un modello sperimentale di intossicazione finalizzata ad una più accurata valutazione dei quadri lesivi indotti dall’eventuale ingestione di OA.
MATERIALI E METODI

1) Esperienza di campo. Sono stati analizzati 10 campioni di mangime per avicoli prelevati, in tempi diversi, da due allevamenti della provincia di Bari ed è stata controllata, con metodo cromatografico ad alta risoluzione HPLC-FLD previa estrazione su colonnine di immunoaffinità (1), la presenza di OA.
Sono state prese in esame 8 galline ovaiole (Isa Brown) provenienti dagli allevamenti da cui sono stati prelevati i mangimi e da ciascuna di esse, dopo attento esame ispettivo, sono stati prelevati rene, fegato e tessuto muscolare.

A fronte di un attento esame ispettivo macroscopico, gli organi che presentavano lesioni evidenti sono stati sottoposti ad esame citologico ed istologico e da essi è stata effettuata, previa estrazione, la determinazione di OA con metodo HPLC-FLD (1).

2) Modello sperimentale. Sono stati acquistati 21 broilers di 20 giorni di età e sono stati suddivisi in 3 gruppi costituiti ciascuno da 5 animali e 1 un gruppo di controllo formato da 6 soggetti. I gruppi sono stati collocati in 4 gabbie, fornite di mangiatoia e abbeveratoio, contrassegnate con i numeri da 1 a 3 e dalla lettera C per il gruppo di controllo.
Per l’alimentazione dei broilers, oggetto della sperimentazione è stato utilizzato un mangime completo controllato mediante HPLC, per valutare la contaminazione da OA che è risultata essere del tutto trascurabile (1,3 ppb).
Nel gruppo 1 è stata somministrata una quantità di OA inferiore ai limiti previsti dalla normativa (3), nel gruppo 2 una quantità pari al limite di legge e nel gruppo 3 una quantità pari al doppio del limite previsto.

E’ stata allestita una soluzione madre di OA (500 μg/l) in metanolo/acqua (50:50) e da questa sono state effettuate le diluizioni in acqua per ottenere le seguenti soluzioni di lavoro: 5, 7.5, 10, 15 e 20 μg/l.
E’ stata prevista una sperimentazione della durata di 40 giorni e quotidianamente sono stati somministrati 0,5 ml di ciascuna diluizione direttamente nell’esofago degli animali, per ottenere la somministrazione giornaliera riportata in tabella 1.
Al 10°, 20°, 30° e 40° giorno di sperimentazione è stato sacrificato un soggetto per gruppo compreso il controllo e sono stati prelevati: rene, fegato, timo, borsa di Fabrizio, milza e tessuto muscolare.
Tutti i campioni, sono stati sottoposti ad esami istologici e chimici (HPLC-FLD) (2, 8, 9, 10).
Tabella 1: Quantità di OA somministrata quotidianamente a ciascun gruppo di broilers.
	Gruppi
	10° giorno
	20° giorno
	30° giorno
	40° giorno

	Gruppo 1
	5 ppb
	5 ppb
	*7,5 ppb
	*7,5 ppb

	Gruppo 2
	7.5 ppb
	7.5 ppb
	*10 ppb
	*10 ppb

	Gruppo 3
	15 ppb
	15 ppb
	*20 ppb
	*20 ppb


* Il dosaggio di OA è stato aumentato al 30° e al 40° giorno di sperimentazione in relazione all’incremento di mangime somministrato ai broilers quotidianamente.

RISULTATI
I risultati dell’indagine chimica svolti sui campioni di mangime prelevati negli allevamenti di galline hanno evidenziato concentrazioni di OA variabili fra 160 e 332 μg/kg e pertanto sono risultati superiori al limite di 100 μg/kg previsto dalla normativa (3).
All’esame ispettivo le 8 galline provenienti dagli allevamenti di Bari presentavano reni lievemente aumentati di volume e la porzione corticale con evidenti segni di iniezione vasale che giustificava l’edema perirenale. La lesione indotta da intossicazione da OA più caratteristica è stata riscontrata a carico dei tubuli prossimali che si presentavano dilatati e occlusi da cellule epiteliali.

Il fegato si presentava con diffuso colorito giallastro, piccoli focolai di necrosi ed aree emorragiche; inoltre è stata messa in evidenza anche un’area di flogosi localizzata a livello del dotto biliare lungo un’area di modesta fibrosi focale, quadri patologici già descritti da Lee et al. in sperimentazioni condotte sui topi (7) e da Birò et al. sui pulcini (1).

L’indagine chimica eseguita su rene e fegato ha evidenziato la presenza di OA, con valori medi per il rene di 4,1 μg/kg, per il fegato di 3,6 μg/kg e per il muscolo di 1,3 μg/kg.
La sperimentazione dopo 10, 20, 30 e 40 giorni di somministrazione di OA ha consentito di evidenziare lesioni sovrapponibili all’esperienza di campo, condotta su campioni provenienti da galline ovaiole, soprattutto nel gruppo 3, al quale era stato somministrato un valore di OA pari al doppio rispetto al valore soglia previsto dalla normativa vigente (3).
Le lesioni più significative, a carico del rene e del fegato, sono state osservate al 10° e al 20° giorno di sperimentazione; infatti negli ultimi due steps del modello sperimentale (30° e 40° giorno) iniziavano ad essere evidenti i quadri di riparazione.
All’esame ispettivo prima ed istologico poi è stato possibile osservare che i reni erano aumentati di volume, con presenza di iniezione vasale e che il danno renale era evidente soprattutto a carico dei tubuli prossimali, che si presentavano uniformemente dilatati, con cellule allungate e vacuolizzate. Il fegato presentava steatosi ed in alcuni casi infiammazione perivascolare ed infiltrazione linfoide. La Borsa di Fabrizio presentava deplezione delle cellule linfoidi dai follicoli e proliferazione connettivale. A carico del timo microscopicamente si rilevavano aree emorragiche puntiformi e microscopicamente era possibile osservare fenomeni congestizio emorragici. La milza non mostrava alterazioni. 
La ricerca con metodo HPLC-FLD sui tessuti provenienti dai soggetti sacrificati nel 1°, nel 2°, nel 3° e nel 4° periodo di sperimentazione del 3° gruppo hanno rispettivamente confermato la presenza di OA nei seguenti organi e tessuti: fegato (2,7-1,6-0,6-0,3 μg/kg) nel rene (4,9-3,3-1,8-0,5 μg/kg), nella milza (2,2-1,5-0,7-0,4 μg/kg), nel timo (1,3-0,9-0,4-0,2 μg/kg), nella Borsa di Fabrizio (1,8-1,4-0,7-0,3 μg/kg) e nel muscolo (0,9-0,7-0,1-0,1 μg/kg).
Questo decremento dei valori di OA rinvenuti nei diversi parenchimi trova conferma in bibliografia e negli studi tossicologici relativi a molecole somministrate in mezzo liquido (1).
CONCLUSIONI

La nostra indagine permette di poter asserire quanto siano necessarie innovazioni diagnostiche da utilizzare alla visita ispettiva post mortem e che consentano l’evidenziazione di problematiche legate all’eventuale presenza di residui di sostanze tossiche nei tessuti edibili e non.
Le lesioni macroscopiche evidenziate sul parenchima renale ed epatico all’ispezione post mortem non consentono di diagnosticare con certezza una intossicazione da OA. Pertanto solo approfondite indagini istologiche e chimiche permettono la corretta valutazione del rischio ed il riconoscimento del pericolo.
Poiché i valori di OA riscontrati nei mangimi somministrati agli animali erano più elevati del limite previsto dalla normativa (100 μg/kg) (3), la ricerca ha evidenziato come non sia ancora diffuso tra gli allevatori l’accertamento della rispondenza dei mangimi acquistati, ai requisiti di legge. La scelta dei fornitori di alimenti per animali da reddito è effettuata dagli allevatori su basi non sempre corrette e consapevoli e ciò comporta che questo importante anello della filiera risulti ancora molto debole e può comportare problemi sanitari a tutta la produzione ed al consumatore.

Nell’attuale visione della sicurezza alimentare, pertanto, non possono essere considerate a rischio solo le fasi di trasformazione e distribuzione di un alimento, ma particolare attenzione deve essere posta nella produzione primaria e nell’attuazione corretta e consapevole del Piano Nazionale di Vigilanza e Controlli Sanitari sull’Alimentazione Animale (PNAA). 
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