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INTRODUZIONE

La produzione di ocratossina A (OTA), quale metabolita secondario di miceti in grado di contaminare grano, legumi, caffé, frutta, birra, vino e carni, prodotto da  (2, 15) Aspergillus ochraceus, è nota da tempo; più recentemente diversi studi hanno dimostrato come questo metabolita secondario venga prodotto anche da molte altre specie di funghi appartenenti alla sezione Circumdati, quali Aspergillus mellius, Aspergillus estianus, Aspergillus petrakii, Aspergillus salirotiorum ed Aspergillus sulphureus (13), Aspergillus alberitensis ed Aspergillus euricomus (9) e da alcune specie del genere Penicillium come P. politans, P. comune, P. variabile, P. purpurescins, P. eyclopium, P. chirisogenum e P. viridicatum (20).

I mangimi destinati agli animali da reddito risultano spesso contaminati da micotossine, soprattutto se conservati in condizioni di elevata temperatura ed umidità relativa, che determina una facile moltiplicazione dei miceti.

Il maggiore interesse che si è riscontrato in ambito scientifico per il controllo dell’OTA nei mangimi è da ricercarsi sia nell’adempimento della valutazione del rischio nella filiera produttiva, sia nella consapevolezza dell’elevata tossicità cronica ed acuta per gli animali e per l’uomo.

Non tutte le specie animali sono sensibili allo stesso modo all’azione dell’OTA; il suino sembra essere l’animale da reddito che subisce i maggiori danni per ingestione di mangime contaminato; per questo animale viene infatti descritta una nefropatia micotossica (5, 19).

Nei suini appena svezzati viene descritta una ocratossicosi di tipo acuto associata al consumo di mangime che mediamente presenta 4000 ppb di tossina. La forma acuta si manifesta con edema sottocutaneo, atassia ed inarcamento del dorso. All’esame post mortem l’edema perirenale accompagnato da nefrosi e necrosi tubulare, è da considerare una lesione patognomonica. (5, 6).

La tossicità cronica, invece, si riscontra quasi esclusivamente in suini pesanti posti all’ingrasso per tempi prolungati (oltre 12 mesi). La forma cronica si associa alla somministrazione di mangimi  che contengono quantità variabili (200-1000 ppb) di OTA. La sintomatologia dell’intossicazione cronica si presenta con riduzione dell’appetito, polidipsia e poliuria; all’esame ispettivo post mortem i reni si presentano lievemente ingrossati, mostrano colorito da normale a pallido, con piccoli focolai miliari di fibrosi corticale (1, 14, 18).
Istologicamente sul parenchima renale sono presenti lesioni atrofico-degenerative degli epiteli dei tubuli prossimali, che appaiono dilatati, fibrosi interstiziale ed è possibile osservare anche ialinosi glomerulare (1, 14, 17). Nonostante tali quadri anatomo-patologici ed istopatologici siano così ben descritti non sono stati finora sufficienti per poter asserire che il danno sia stato causato da OTA.

Nell’uomo l’ingestione di alimenti contaminati da OTA comporta gravi patologie a livello renale ed epatico, dati dall’accumulo di queste sostanze che portano a fibrosi renale e carcinomi (7).

Le micotossine e in particolare l’OTA sono attualmente considerate potenti distruttori chimici endocrini (EDC) e hanno anche effetti embriotossici.

Attualmente per poter gestire il rischio chimico nelle filiere produttive della carne è necessario avanzare delle ipotesi per poter allontanare il riconosciuto pericolo e pertanto è necessario poter stabilire un nesso oggettivo che correli il quadro ispettivo anatomopatologico, ctopatologico ed istopatologico con l’ingestione da parte dell’animale di un determinato tossico.

La nostra indagine, inserita in un  programma di monitoraggio delle caratteristiche qualitative dei mangimi per consumo animale attuato contestualmente al Piano Nazionale di Vigilanza del 2005 e del 2006 nella provincia di Bari, si è proposto pertanto di ricercare l’OTA nei mangimi utilizzati in  allevamenti di suini di razza Large White, di controllarne la presenza anche nei tessuti target e di correlare le lesioni dei parenchimi e tessuti all’ingestione di OTA.

MATERIALI E METODI

Da diversi allevamenti della provincia di Bari sono stati prelevati 20 campioni di mangime che si presupponeva avessero un certo quantitativo di OTA, poiché composto da farinaccio proveniente in gran parte dalla molitura della partita di grano contaminata giunta nel porto di Bari alla fine del 2005. Tale mangime era stato somministrato agli animali per un periodo non inferiore ai 3 mesi. I campioni di mangime prevalenti sono stati sottoposti ad analisi cromatografia (HPLC-FLD) per la ricerca di OTA.

Gli animali sono stati controllati in vita per evidenziare eventuali segni clinici riconducibili a patologia acuta o cronica indotta da assunzione da OTA. I suini giunti a 10 mesi di età alla visita ante mortem non presentavano alcun segno clinico di patologia in atto e pertanto sono stati avviati alla macellazione in un mattatoio riconosciuto ai sensi del Dl 286/1994.

Da 15 carcasse di suini provenienti da diversi allevamenti sono stati prelevati rene, vescica, intestino, stomaco, fegato, linfonodi e tessuto muscolare, per un totale di 35 campioni.

Su ciascun organo per valutare la presenza di lesioni è stato effettuato: controllo ispettivo post mortem; per l’esame citologico sono state eseguite impronte e strisci; sia per l’esame istologico sia per la determinazione di OTA in  HPLC sono state prelevate aliquote di tessuto.

Esame Ispettivo:
Il veterinario ispettore ha effettuato l’esame ispettivo sull’intera carcassa come da regolamento, eseguendo un esame visivo, di palpazione ed ove necessario l’incisione.
Su rene, vescica, intestino, stomaco, fegato, linfonodi e tessuto muscolare è stato eseguito l’esame visivo; in un secondo step il fegato ed i linfonodi sono stati sottoposti a palpazione. L’incisione è stata eseguita solo su rene, fegato e linfonodi.
Gli organi target sono stati prelevati al termine dell’esame ispettivo per effettuare ulteriori approfondimenti in altra sede come da regolamento.
Allestimento dei prelievi citologici:

I prelievi citologici sono stati effettuati tramite ago-aspirazione. Per ogni lesione sono stati allestiti 3 vetrini, fissati con alcool etilico 95° immediatamente dopo l’esecuzione dello striscio.

Tutti i vetrini sono stati colorati con May Grunwald Giemsa prima dell’osservazione.

Allestimento dei prelievi istologici:

Il prelievo per l’indagine istologica è stato effettuato in prossimità del sito di prelievo individuato per l’esame citologico. L’analisi istologica ha pertanto avuto una funzione di controllo dell’esame citologico in quanto ogni lesione è stata valutata in doppio. Tutti i prelievi sono stati fissati in formalina tamponata al 4% ed inclusi in paraffina. Sezioni di 4μ sono state effettuate con microtomo a slitta e colorate con Ematossilina Eosina.

Analisi HPLC:

La ricerca e quantificazione di OTA nei mangimi e nei tessuti è stata eseguita con HPLC-FLD, previa estrazione su colonnine di immunoaffinità, secondo il metodo descritto in bibliografia (9, 10, 11).

RISULTATI

Nei diversi campioni di mangimi prelevati sono state riscontrate concentrazioni di OTA variabili (149 - 327 ppb). La nostra maggiore attenzione è stata pertanto rivolta ai 5 soggetti provenienti dall’allevamento dove era stato riscontrato il mangime con la più alta concentrazione di OTA (327 ppb). 
Le indagini istologiche e citologiche sui tessuti considerati hanno mostrato quadri compromessi soprattutto nei reni e nella vescica urinaria.

All’esame ispettivo i reni si presentavano aumentati di volume, con edema perirenale e colorito pallido; al taglio è stato evidenziato il bacinetto renale slargato e un notevole assottigliamento della zona midollare mentre la porzione della zona corticale mostrava evidenti segni di iniezione vasale (fig. 1). 

L’esame citologico ha evidenziato cellule plurinucleate con citoplasma molto vacuolizzato come mostrato nella figura 2. 

L’esame istologico, che è stato condotto con la sola finalità di controllo, ha permesso la completa descrizione del quadro patologico. La lesione più caratteristica è stata riscontrata a carico dell’epitelio dei tubuli prossimali (fig. 3), che in alcuni casi si sono presentati occlusi da cellule epiteliali, con aree di fibrosi interstiziale e focale, sclerosi glomerulare e atrofia tubulare (fig. 4). 

La vescica urinaria all’esame ispettivo si presentava notevolmente ispessita, con arrossamento diffuso ed aspetto tumido della mucosa e lievi emorragie puntiformi (fig. 5). L’urina aveva aspetto torbido e quindi indicativo di un danno renale. 

L’esame citologico ha messo in luce fenomeni di carioressi, cellule plurinucleate e vacuolizzazione del citoplasma (fig. 6). 

L’esame istologico ha consentito l’evidenziazione dello scompaginamento dell’architettura della vescica, mostrando aree di proliferazione connettivale ed ipertrofia della muscolare, che giustificavano l’ispessimento della parete, apprezzabile anche  macroscopicamente (fig. 7). 

I tessuti prelevati dalle altre carcasse non presentavano importanti lesioni all’esame post mortem e pertanto non sono stati oggetto di ulteriori ricerche. 

La ricerca con metodo HPLC–FLD di tali campioni nelle 5 carcasse prese in esame ha confermato la presenza di OTA in concentrazioni significative, con valori  medi compresi fra 23,9 e 27,5 ppb nel rene; fra 9,8 e 11,5 ppb nella vescica urinaria e fra 3,2 e 5,3 nel fegato, mentre negli altri tessuti in esame, compreso il tessuto muscolare, non è stata riscontrata la presenza della micotossina.

CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI

Poiché i valori di OTA riscontrati nei mangimi somministrati agli animali erano più elevati del limite previsto dalla normativa Europea (50 ppb) (2), 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 corrette e consapevoli e pertanto questo importante anello della filiera risulta ancora molto debole e può creare problemi sanitari a tutta la produzione ed al consumatore.

Il Reg. 178/02 (3), sottolinea come la qualità dei mangimi sia l’anello più importante da considerare nelle produzioni alimentari. Uno scrupoloso controllo dell’autocontrollo negli allevamenti è dunque auspicabile per minimizzare la possibilità che si verifichi il “carry over”, ossia una contaminazione “indiretta” degli alimenti di origine animale, causa di svariate patologie, acute o croniche, per l’uomo. 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) da parte del Dipartimento della Prevenzione delle ASL, area C.

Le lesioni evidenziate sul parenchima renale, epatico e sulla vescica urinaria dall’ispezione post mortem non consentono di dichiarare con precisione quale tossico l’animale abbia ingerito e consentono al veterinario ispettore solo l’esclusione/distruzione degli organi. In tal modo non si può avviare la rintracciabilità di filiera per ovviare ad una ripetizione del pericolo.

L’indagine istologica e citologica, supportata dalla determinazione chimica, invece consentono una valutazione del rischio e il riconoscimento del pericolo.

La nostra indagine, pertanto, consente di poter asserire quanto siano necessari innovazioni diagnostiche contestuali alla visita ispettiva post mortem al mattatoio, che consentano l’evidenziazione di problematiche legate alla eventuale presenza di residui di sostanze tossiche nei tessuti edibili e non.
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