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Presenza di Ocratossina in fegati di galline ovaioli® Umbria

Presence of Ochratoxin in livers of hens in Umbria Bgion (Italy)

Pecorelli I., Bibi R., Pelli S., Lattanzio V., So#fzo M., Sonaglia L., Cenci T.

Abstract. This research studies micotoxins, secondary métab of microscopic fungi, known for their toxigito
humans and animals. this paper outlines the restitissampling carried out in a stock farm of layimens in Umbria
(Italy) that were fed with poultry-feed contamirctey Ochratoxin A (OTA). The livers of four hens neanalysed by
HPLC with fluorescence detection. To confirm theules obtained, livers were extracted again, padifind analyzed
by LC-MSMS with ESI operating in negative ions mod@iae presence of OTA was confirmed in all fouetiextracts.
The presence of OTA in tissue and animal organ kmpmsed for human consumption may representkatois
consumers. Furthermore, according to the reportracdmmendations of the European Food Safety Aityh@EFSA)
additional data on the presence of OTA in aninsslue in relation to human and animal health nede tacquired.

Riassunta In questa ricerca sono studiate le micotossiretaboliti secondari di funghi microscopici, note feloro
tossicita per 'uomo e gli animali. Questo lavoesdrive i risultati di un campionamento effettustain allevamento di
galline ovaiole umbro nel quale erano stati somstiati mangimi contaminati con Ocratossina A (OTAJegati di
guattro galline sono stati analizzati mediante HRD@ rivelatore a fluorescenza. Per la confermaigdeltati ottenuti, i
fegati sono stati riestratti, purificati ed anaéiizmediante HPLC-MS/MS con interfaccia ESI opesadntioni negativi.
La presenza di OTA é stata confermata in tutti &tgo gli estratti di fegato. La presenza di OTAcampioni di tessulti
e organi di animali destinati al consumo umano mpgpresentare una fonte di assunzione da parteodslmatore.
Anche in relazione a quanto stabilito dall'Autoetdropea per la sicurezza alimentare (EFSA) sara@ssario acquisire
ulteriori dati sulla presenza di OTA nei tessuinaali sia in relazione alla salute degli stessi altesposizione umana.
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Introduzione

Le micotossine sono metaboliti secondari di funghcroscopici note per la loro tossicita per
'uomo e gli animali. Tra le piu conosciute ricaadio I'ocratossina A (OTA) prodotta da varie
specie di funghi quali Penicillum verrucosum, Agpkus ochraceus e A. carbonarius. L'OTA € in
grado di contaminare molte derrate alimentari goaileali e derivati (birra), uve e derivati (mosto,
vino), frutta secca e caffe. A causa delle suenosoiute proprieta cancerogene, nefrotossiche,
teratogene, immunotossiche e probabilmente newiotesi tenori massimi di questa micotossina
nelle derrate alimentari sono fissati dal Regolam€GE) 123/2005 che modifica il Regolamento
(CE) 466/2001.
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Al fine di tutelare la salute degli animali e, aintempo, garantire la salubritd degli alimenti
attraverso tutta la filiera produttiva € stata régemente emanata la Raccomandazione della
Commissione del 17 agosto 2006 che indica agli st@mbri i tenori massimi di OTA negli
alimenti ad uso zootecnico. Precedentemente, anctetazione ai recenti casi di importazione di
ingenti quantita di cereali contaminate con la siidd micotossina, il legislatore nazionale ha
provveduto a normare i livelli di OTA nei mangimiegiante il Decreto del Ministero della Salute
del 15 maggio 2006 che fissa in 50 pg/kg il temmgessimo di OTA nei mangimi per pollame e
suini.

Nonostante sia noto dalla letteratura che 'OTAsaosontaminare i tessuti di animali monogastrici,
guali suini e pollame, alimentati con mangimi cowteti la micotossina, non esistono dati esaustivi
sulla sua diffusione e sul suo metabolismo.

Questo lavoro descrive i risultati di un campionantae effettuato in un allevamento di galline
ovaiole umbro nel quale erano stati somministraangimi contaminati con OTA.

Figura 1. aspetto dei campioni di fegato analizzati

Materiali e metodi

| fegati di quattro galline sono stati analizzaihaun metodo analitico specifico (Monaci L., et al,
2005) che prevede l'estrazione cosPi, 1M ed etile acetato, la purificazione degli esiratl
colonne di immunoaffinita e la determinazione d@WA mediante HPLC con rivelatore a
fluorescenza (FLD)Xex 334 nm;Aem 460 Nm) utilizzando una colonna RP C18 Phenoménea
(250 x 3,0 mm, 5 pm), Flusso 0,4 ml/min, Volumeettato 20 pl. Eluizione isocratica (fase mobile
ACN/AcOH 4% 50/50).

Per la conferma dei risultati ottenuti, i fegatnecstati riestratti, purificati ed analizzati meta
HPLC-MS/MS con interfaccia ESI operante in ioni atdg. Per le analisi HPLC-MS/MS e stata
utilizzata una colonna RP C18 Phenomenex Synergirddy150 x 2,0 mm, 4 pum) , Flusso
0,2ml/min, Volume iniettato 20 pl. Eluizione in giante (fase mobile ACN/A®/0.1% AcOH).

OTA e OTuo sono state determinate monitorando le transizi@hcate in Tabella 1
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Tabella 1: Analisi LC-MSMS: Transizioni monitorate
[Condizioni MS: Sorgente Electrospray (ESI); Rivedae in loni
Negativi; Multiple Reaction Monitorirlg

Micotossina lone Precursore lone Figlio
(Q1, m/z) (Q3, m/z)

402.0 358.1

OTA 402.0 210.5

402.0 167.0

255.0 211.0

OTa 255.0 167.1

255.0 122.9

Risultati e discussione

La presenza di OTA é stata confermata in tutti attgol gli estratti di fegato a livelli riportati in
Tabella 2:

Tabella 2 [OTA] in ug/Kg

Campione 1| Campione 2| Campione 3| Campione 4

0.685 0.124 0.074 0.171

Dall'indagine in HPLC/FLD e HPLC-MS/MS risulta, ilice, la presenza, nei quattro campioni
analizzati, di OTa un metabolita prodotto dall’iisbenzimatica dellO.

Conclusioni

La presenza di OTA in campioni di tessuti e orgdinanimali destinati al consumo umano puo
rappresentare una fonte di assunzione da parmdsumatore. Attualmente solamente in due paesi
il livello di OTA in tessuti animali € normato (FAQO003); (Danimarca - rene suino - 25 pg/Kg ed
Estonia - fegato suino - 10 pg/Kg) mentre in lt@gste una circolare ministeriale (Ministero della
Salute, 1999) che indica un livello massimo di Ofiélla carne di suino pari a 1 pg/Kg. Inoltre
alcuni paesi, tra i quali Svezia e Slovenia, inolal nei loro piani di controllo la OTA tra le
micotossine da ricercare negli alimenti di origamemale.

Anche in relazione a quanto stabilito dall'Autorgaropea per la sicurezza alimentare (EFSA)
(EFSA Journal, 2004) é necessario acquisire utietati sulla presenza di OTA nei tessuti animali
sia in relazione alla salute degli stessi che gisizione umana implementando studi sulla
presenza di questa sostanza nei tessuti animalilero sottoprodotti.
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Figura 2: analisi OTA mediante HPLC-FLD
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Figura 3: analisi OTA e G mediante HPLC-MS/MS
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