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MICOTOSSINE 

 

Il termine micotossina deriva dal greco Mykes e toxicon, che significano rispet-

tivamente fungo e veleno, identifica metaboliti secondari di muffe a basso peso 

molecolare (generalmente al di sotto di 700Da). Questi possono contaminare 

alimenti utilizzati per l’alimentazione animale e umana tra cui un’ampia varietà 

di foraggi e cereali. I metaboliti secondari, a differenza di quelli primari che so-

no componenti essenziali della crescita fungina, possono essere prodotti du-

rante la fase finale di crescita della muffa (CAST, 2003). Ciò può avvenire, in 

presenza di determinate condizioni di umidità e temperatura, nelle diverse fasi 

di coltivazione, raccolta, conservazione e lavorazione. Il metabolismo seconda-

rio è inoltre associato ai processi di sporulazione.  

Tra le migliaia di specie di funghi note  circa 100 di queste, che appartengono 

ai generi Aspergillus, Penicillium e Fusarium,  producono  micotossine (Barrett, 

2000). Attualmente sono noti oltre 300 metaboliti fungini potenzialmente tossici 

per l’uomo e per gli animali (Atroshi et al 2002). I principali sono, il Deossiniva-

lenolo (Don o Vomitotossina), lo Zearalenone, la Tossina T-2 e le Fumonisine 

che sono prodotte dal genere Fusarium, le Aflatossine e le Ocratossine che 

sono prodotte rispettivamente da Aspergillus e Penicillium (S. Bouhet et al., 

2005). 

Nella produzione di micotossine sono coinvolti diversi fattori classificati come 

intrinseci ed estrinseci. I primi sono quelli legati alla capacità stessa del ceppo 

di produrre micotossine, i secondi sono dati dalle condizioni, ambientali e non, 

che favoriscono lo sviluppo fungino (Pietri, 1998; Huwig et al., 2001). 
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FATTORI INTRINSECI 

 

I fattori intrinseci sono: 

 

 potenziale tossigeno: ovvero la presenza di specie fungine potenzialmente 

tossigene che possono contaminare le derrate alimentari  

 

 specie fungina: la produzione di micotossine è strettamente connessa alle 

specie tossigene, ma non solo, spesso all’interno della medesima specie 

sono riconosciuti ceppi più o meno tossigeni. 

 

 livello iniziale di contaminazione: le micotossine possono essere presenti 

già in campo ed operazioni di raccolta e conservazione condotte in maniera 

scorretta o inadatta possono determinare la crescita fungina. 
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FATTORI ESTRINSECI 

 

I fattori estrinseci possono essere suddivisi in: 

 

1. FATTORI FISICI 

2. FATTORI CHIMICI 

3. FATTORI BIOLOGICI 

 

I FATTORI FISICI SONO: 

 

 Tensione di O2: Lo sviluppo della maggior parte dei funghi è favorito dal-

la presenza di ossigeno con una tensione di O2 del 3% . 

Valori di CO2 uguali o superiori a 0,2 %  inibiscono com-

pletamente la crescita del micelio (Ceruti et al. 1993; 

Zaghini e Lambertini, 1995). 

 

 Temperatura: La maggior parte delle muffe sono mesofile ossia germi-

nano e crescono in un intervallo di temperatura compresa 

fra + 10 e + 40 °C, con crescita ottimale fra i 25  e i 30 °C 

(Gerola et al., 1986) 

 

 Umidità o disponibilità di acqua libera: L’umidità del substrato è un fatto-

re di fondamentale importanza per la crescita fungina. 

Viene espressa come attività dell’acqua (aw), che indica la 

 5



disponibilità dell’acqua per le reazioni chimiche e per la 

crescita del microrganismo. La maggior parte delle specie 

prolifera a valori di aw da 0.80 ad 1 (Ominski et al, 1994). 

 

 pH: la crescita di funghi è favorita da valori vicino alla neutralità o leg-

germente acidi; il range ottimale è compreso fra 5 e 7. La 

produzione di micotossine sembra maggiore a pH acidi. 

(O’Callghan, et al., 2006). 

 

 Natura del substrato: La produzione di aflatossine è elevata se il fungo si 

sviluppa in presenza di glucosio, mannosio, fruttosio ed 

azoto in forma ammoniacale (Gerola et al., 1986). 

 

 Danni meccanici alle cariossidi: I danni alle cariossidi costituiscono una 

via d’ingresso preferenziale per i funghi responsabili della 

produzione di micotossine. 

L’azione di grandine, insetti, uccelli e roditori può deter-

minarne il danneggiamento e la rottura dei semi (Ceruti et 

al. 1993). 

 

 Condizioni atmosferiche: Le micotossine vengono prodotte in particolari 

condizioni atmosferiche, ad esempio flavus è stato isolato 

a tutte le latitudini. Una maggior frequenza è stata evi-

denziata in quelle comprese fra 16° a 35° (che rappresen-

tano principalmente climi tropicali, subtropicali e temperati 

umidi) e in climi desertici (Ominski et al, 1994).  
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FATTORI BIOLOGICI: 

 

 Presenza di altre specie fungine (azione competitiva): Le alterazioni deter-

minate dall’infestazione di molteplici specie fungine possono comportare 

modificazioni fisico-chimiche del substrato. La presenza di più infestanti può 

determinare un effetto sinergico. Dal punto di vista quantitativo è stata di-

mostrata una correlazione positiva tra infestazione da parte delle piante e 

produzione di micotossine; ad esempio, nelle granelle di mais, è stata di-

mostrata una correlazione fra A.flavus e  contenuto di AFB1 (Avantaggio e 

Visconti 2003). 

 

 Presenza d’insetti (come infestanti o vettori di spore): Gli insetti fungono da 

vettori animali per le spore fungine, contribuendo a disseminare le spore. 

L’incidenza di infezione da parte di alcune specie micotossigene quali fla-

vus, risulta essere significativamente più elevata nelle cariossidi danneggia-

te rispetto a quelle sane (Avantaggio e Visconti 2003). 

 

 Stress della pianta: È nota una stretta relazione fra presenza di micotossine 

e stress, come ad esempio può accadere per carenza d’acqua, che la pian-

ta può subire nel corso della vita (Bartolini, 2002). 

 

 Resistenza del substrato: La resistenza del substrato indica la resistenza 

genetica e  l’integrità della cariosside. 

 

FATTORI CHIMICI: 
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 l’utilizzo di fungicidi:  

Un appropriato utilizzo dei pesticidi durante il processo di produzione 

può essere utile nella riduzione dell’infezione fungina o dell’infestazione 

da parte d’insetti. Fungicidi quali l’intraconazolo e l’amfotericina B si so-

no dimostrati efficaci nel controllo delle specie di A.flavus che producono 

aflatossine.  
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Micotossine: Produzione e contaminazione 

 

Il genotipo, la siccità, la tipologia di suolo, lo stress e l’attività degli insetti sono 

fattori importanti nel determinare la contaminazione da parte di micotossine 

prima della raccolta; (Bruns et al., 2003; S. Bouhet et al., 2005; J.M.Wagacha 

et al.,2008) la temperatura, l’umidità e l’aerazione sono fondamentali durante 

l’essiccamento e la conservazione (Wagacha J.M.et al.,2008). Infatti, qualora 

un raccolto che sia stato infettato nel campo venga conservato in modo non i-

doneo, la crescita fungina anziché arrestarsi continua. 

Le micotossine sono mutageniche, cancerogene, embriotossiche, teratogene o 

possono avere effetti estrogenici sugli animali (Smith, J.E., et al 1995). A causa 

di queste loro proprietà tossiche e dell’alta stabilità ai trattamenti termici, quindi 

anche alla cottura, si ritrovano nella catena alimentare, costituendo così un 

problema di portata mondiale sia per la pericolosità nei confronti della salute 

umana e animale, sia per le derivanti ricadute economiche (WHO, 2006).  

Le micotossicosi, intossicazioni acute o croniche causate dalle micotossine, 

possono interessare diversi processi cellulari ed avere un ampio spettro di ef-

fetti tossicologici. Infatti queste tossine sono in grado di colpire i sistemi ripro-

duttivo, immunitario, ormonale nonchè specifici organi bersaglio (Richard, 

1991, Sharma 1993, CAST 2003, Kuiper-Goodman, 2004). Ciò si traduce in ri-

sposte soggettive e specie specifiche varie e complesse (Kuiper-Goodman, 

2004). 

Le sindromi cliniche causate dall’ingestione di moderate o alte dosi di micotos-

sine sono ampiamente studiate e possono avere effetti minori quali crescita ral-

lentata o ridotta capacità riproduttiva per giungere fino a mortalità  (S. Bouhet 

et al., 2005).  

I soggetti giovani sono più sensibili degli adulti alle diverse tossine, probabil-

mente a causa del loro peso corporeo, dell’alta attività metabolica, della bassa 
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attività di detossificazione, nonché dell’incompleto sviluppo di alcuni organi e 

tessuti quali il sistema nervoso centrale (WHO 1986, Sherif O. Sherif, 2009). 

L’esposizione alle micotossine avviene prevalentemente per via alimentare, 

tramite l’ingestione di cibi direttamente contaminati, ad esempio i cereali, o 

prodotti animali quali le uova, il latte e la carne (Avantaggio e Visconti, 2003). 

Sono stati altresì segnalati come vie di esposizione anche la via inalatoria ed il 

contatto diretto. 
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TABELLA 1: Principali micotossine e materie prime contaminate (S. Bouhet et al., 2005; Dragoni I, Cantoni C, Vallone 
L, Papa A, consiglio diritti genetici,www.consigliodirittigenetici.org). 
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Il rischio di una contaminazione da parte delle micotossine può essere ridotto 
operando su tre diversi fronti: 

 

1. Prevenzione dell’esposizione alle micotossine, 

2. Decontaminazione, 

3. Costante sorveglianza e monitoraggio delle muffe negli alimenti contamina-

ti. 

 

Prevenzione 

 

Premesso il necessario rispetto della normativa in materia, l’esposizione alle 

micotossine  può essere evitato adottando diversi accorgimenti durante le fasi 

di produzione, raccolta, conservazione, trasporto, distribuzione e processa-

mento dei prodotti.  

Le pratiche agricole rivestono un ruolo fondamentale nella tutela nei confronti 

della contaminazione da micotossine sul campo; ad esempio una raccolta pre-

coce riduce l’infezione fungina della coltura. 

Un’appropriata essiccazione, ovvero realizzata rapidamente e ad umidità infe-

riore al 10% crea condizioni  sfavorevoli per la crescita, la proliferazione fungi-

na e per l’infestazione da parte d’insetti. Questi ultimi possono aumentare il 

contenuto d’umidità a causa della loro respirazione (Lanyasunya et al., 2005; 

Turner et al., 2005, Wagacha et al., 2008). 

Uno studio condotto in Benin sulle aflatossine e sulle fumonisine ha dimostrato 

che la selezione, la spulatura, il lavaggio, la schiacciatura associata alla sepa-

razione della lopa dei chicci di mais sono metodi efficaci nel ridurre la quantità 

di micotossine presenti (Fandohan et al., 2005). 
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Alcune misure base di sanificazione quali la rimozione e la distruzione dei de-

triti prima della raccolta dei cereali, così come la pulitura dei magazzini prima 

del loro stoccaggio si sono rivelate utili ai fini della riduzione dei livelli di afla-

tossina. 

All’opposto altre metodologie quali la rotazione delle coltivazioni, il planting da-

te, il management dell’irrigazione e della fertilizzazione hanno dimostrato una  

minor efficacia nella riduzione dell’accumulo di micotossine (Champeil et 

al.,2004; Munkvold, 2003). 

 

Decontaminazione 

 

La decontaminazione del cibo può essere ottenuta avvalendosi di chemopro-

tettivi.  

La chemoprotezione si ottiene grazie all’utilizzo di composti che stimolano i 

processi di detossificazione prevenendo così la formazione dell’epossido (Ken-

sler  et al. 1994; Hayes  et al. 1998). La chemoprotezione nei confronti delle a-

flatossine è stata dimostrata per un ampio numero di sostanze tra queste 

l’Oltipraz e il Chlorophylin. Hanno inoltre dimostrato effetto chemoprotettivo al-

cuni integratori  dietetici. Tra questi vi sono i cavolini di Bruxels  ed il te verde 

che incrementano i processi di detossificazione negli animali (Kensler et al., 

2004) e/o prevengono la produzione di epossidi che causano danno cromoso-

mico (Hayes et al., 1998). 

L’oltipraz è in grado di inibire il metabolismo di AflatossinaB1 inibendo l’attività 

di alcuni enzimi citocromo P450 ed inducendo la glutatione-S-trasferasi (GST).  

Gli alluminiosilicati  sono invece degli agenti adsorbenti, caratterizzati da una 

forte capacità di legarsi alle micotossine in modo stabile riducendone 

l’assorbimento nel tratto intestinale. Possono adsorbire AflatossinaB1 in modo 

da prevenirne l’assorbimento a livello gastrointestinale.  
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Saggi in vitro con alluminosilicati suggeriscono che vi sia un adsorbimento di 

micronutrienti minimo. L’utilizzo di tali agenti adsorbenti in mangimi contaminati 

è efficace nel prevenire aflatossicosi in tacchini, polli, agnelli, bovini, suini, pe-

core, ratti e topi (Chung et al. 1990; Phillips  et al. 1995; Phillips  et al. 2002). 

Tale approccio è diffuso negli allevamenti zootecnici.  

Si stima inoltre che il 10% di tutte le derrate zootecniche sia costituito da allu-

miniosilicati. 

L’uso di Aflatossina marcata radioattivamente dimostra che l’aggiunta di argilla 

nella proporzione dello 0,5% del volume di mangime contaminato in polli riduce 

l’esposizione ad Aflatossina del 95% (Phillips  et al. 1995).  

 

Inoltre sono stati realizzati cereali geneticamente modificati contenenti alcuni 

geni per la resistenza nei confronti degli effetti fitotossici di certi trichoteceni e 

geni produttori di inibitori della crescita fungina. 

 

Costante sorveglianza e monitoraggio delle muffe negli alimenti contaminati 

 

Più di cento paesi al mondo, nell’intento di tutelare la salute umana e animale, 

si sono dotati di una specifica normativa per la regolamentazione e il monito-

raggio  delle muffe negli alimenti e nei mangimi. Di particolare importanza è la 

disciplina dettata dalla UE che verrà trattata analiticamente in un apposito capi-

tolo (Wagacha et al., 2008). 
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FIGURA 1: Contaminazione da micotossine (Miraglia, 2004) 
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Nel 1993, l’Agenzia Internazionale per la Ricerca sul Cancro 
(IARC) ha classificato l’Aflatossina B1 (AFB1) e le miscele di 
Aflatossine come Cancerogeni del Gruppo 1 (IARC,2002) men-
tre le Fumonisine e l’Ocratossina A come possibili cancerogeni  
(Cancerogeni del Gruppo 2B) (IARC,1993 a,b). 
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ASPERGILLUS 

 

Il genere Aspergillus appartiene al  phylum Ascomycota, ordine Eurotiales, fa-

miglia Trichocomaceae. 

I membri del genere Aspergillus sono descritti come ubiquitari, sia per la distri-

buzione geografica sia per l’utilizzo di substrati (A. flavus si ritrova in tutti i tipi 

di cibo; parasiticus nelle arachidi, pseudotamarii nella soia, bombycis nei bachi 

da seta; ochraceoroseus nella soia, australis nella soia e nelle arachidi). Infatti 

flavus sembra essere capace di adattarsi ad una notevole varietà di climi, 

habitat e substrati, quali tessuti di mammiferi, granaglie conservate e il suolo 

(Klich et al., 1992). È stato isolato a tutte le latitudini con frequenza maggiore 

nei climi desertici e a latitudini comprese fra 16° a 35° che rappresentano prin-

cipalmente climi tropicali, subtropicali e temperati umidi e, con un’attività 

d’acqua (umidità del suolo aw) compresa fra 0,6 e 0,9.  

Sono state identificate 185 diverse specie di Aspergillus, diverse sia per carat-

teristiche morfologiche che per colore. Di queste 20 sono documentate come 

agenti di patologie umane (Krishnan S., et al, 2009). 

I funghi del genere Aspergillus sono isolati  principalmente come contaminanti 

alimentari ma possono essere benefici o dannosi a seconda delle diverse spe-

cie e dell’utilizzo che se ne fa. Nell’industria alcune specie sono utilizzate nella 

produzione di acidi organici ed enzimi, per l’espressione di proteine estranee o 

per la fermentazione del cibo. Le specie patogene sono le più pericolose non 

tanto per il processo d’infezione e di colonizzazione ma soprattutto perché in 

grado di produrre metaboliti secondari tossici. Alcune delle più importanti spe-

cie del genere Aspergillus sono: fumigatus, agente causale delle aspergillosi 

nell’uomo,  niger, utilizzato per la produzione di acido citrico,  oryzae, utilizzato 

per la produzione di saki e salsa di soia, nidulans, modello per la genetica fun-
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gina, terreus, per applicazioni biotecnologiche, flavus, patogeno di animali, 

piante, insetti  e produttore di Aflatossina (Scheidegger and Payne, 2003). 

La diversità delle nicchie ecologiche occupate dai membri del genere Aspergil-

lus sottogenere flavi e la capacità di alcune specie  (flavus , parasiticus, no-

mius, pseudotamarii), di produrre aflatossina fanno si che questo gruppo di 

funghi sia tra quelli maggiormente studiati ( Peterson, 1995; Tamura et al., 

2000; Samson, 2003; Vaga et al., 2003). 

La maggior parte di Aspergillus si propaga tramite spore asessuali chiamate 

conidi (A. flavus e A. parassiticus), alcune specie producono sia conidi che 

spore sessuali definite ascospore (A. nidulans). I conidi sono formati in com-

plesse strutture specializzate chiamate conidiospore, mentre le ascospore 

all’interno di corpi fruttiferi sessuali sferici chiamati cleistoteci. I conidi nelle 

specie che sono patogeni opportunisti delle piante e degli animali servono co-

me fonte principale dell’inoculo. La maggior parte delle specie asessuali, inclu-

se A.flavus and A.parasiticus, formano delle strutture resistenti chiamati sclero-

zi. (Calvo A.M., 2002). 

A. parasiticus e A. flavus  producono entrambi aflatossina. A. flavus  produce 

aflatossina B1 e B2 e acido ciclopiazonico (CPA), anche se alcuni ceppi sono 

stati identificati come produttori di aflatossina G1 e G2. A. parasiticus produce 

tutte e quattro le aflatossine sopra menzionate ma non CPA (Scheidegger and 

Payne, 2003). 
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SPECIE COLORE DELLA COLONIA MORFOLOGIA 

A. fumigatus 
Verde con un bordo bianco Margini netti a superficie granulare, con abbondante 

produzione di spore pigmentate 

A. niger Bianco con punteggiatura nera (teste a-

spergillari) o colorazione pepe e sale 

Margini irregolari, abbondante micelio aereo fiocco-

so 

A. nidulans Verde o giallo-verde Margini irregolari, superficie fioccosa 

A. flavus Giallo Margini netti, abbondante micelio aereo fioccoso 

A. terreus Marrone Margini irregolari, micelio cotonoso 

TABELLA 2 : Caratteristiche macroscopiche dei principali Aspergilli di interesse medico (Aspergillusflavus.org) 

 

SPECIE VESCICOLE FIALIDI CONIDIOFORI 

A. fumigatus 
Clavate, fertili nei 2/3 distali Serie unica Lisci 

A. niger 
Sferiche, fertili su tutta la superficie Serie unica o duplice Lisci 

A. nidulans 
Emisferiche, fgertili sui 2/3 distali Serie duplice Lisci 

A. flavus 
Piriformi o sferiche Serie unica o duplice Rugosi 

 

A. terreus 
Emisferiche Serie duplice Lisci 

 

TABELLA 3: Caratteristiche microscopiche dei principali Aspergilli di interesse medico. (Aspergillusflavus.org) 
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PRINCIPALI CEPPI DI Aspergillus  
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TABELLA 4: principali ceppi di aspergillus e loro caratteristiche (M.T. Hedayati, 2007) 
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Aspergillus Flavus   

Come già detto A. flavus è stato isolato a tutte le latitudini ma con frequenza 

maggiore nei climi desertici e a latitudini comprese fra 16° e 35°, che rappre-

sentano climi tropicali, subtropicali e temperati umidi. La crescita ottimale si ha 

a temperature comprese fra i 36°C ed i 38 °C. (Scheidegger, Payne,2003). 

L’umidità e la concentrazione di ossigeno sono fattori importanti per la crescita 

di flavus; queste muffe possono crescere a valori compresi fra 13 e 18 RM e 

con una attività d’acqua (aw) maggiore di 0.73. 

Valori di CO2 superiori a 20% e una concentrazione di O2 inferiore a 10% inibi-

scono la crescita fungina mentre valori di O2 inferiori all’1% possono inibire 

completamente la crescita fungina.  

Un altro fattore importante nella crescita di flavus è lo sbilanciamento delle fer-

tilizzazioni con N, associato con stress da siccità (Jones, 1981; Santin, 2005). 

Flavus si presenta come una muffa dall’aspetto vellutato, gialla-verde o marro-

ne con il lato inferiore dorato rosso-marrone. 

È capace di adattarsi ad una notevole varietà di climi, habitat e substrati, quali 

ad esempio tessuti di mammiferi, granaglie conservate, suolo (Klich et al., 

1992). È noto per la sua aggressività sui raccolti, in particolare nei confronti di 

grano, semi di cotone, noccioline, noci, semi conservati e nelle granaglie in ge-

nerale.  

A.flavus sembra trascorrere la maggior parte della sua vita crescendo come 

saprofita al suolo. Componenti vegetali contaminate quali parti interne delle ca-

riossidi, pannocchie e foglie possono rimanere sul terreno come detriti e favori-

re la sopravvivenza del fungo fino alla stagione successiva quando si possono 

formare i conidi, e quindi produrre l’inoculo primario per il successivo ciclo d’ in-

fezione ( Smart et al., 1990; Payne, 1998; Scheidegger and Payne,2003). 

 22



I miceli fungini sono la struttura predominante ritrovata al suolo, possono esse-

re formati anche gli sclerozi che contribuiscono alla sopravvivenza a lungo ter-

mine del fungo. Gli sclerozi possono poi germinare e produrre ife o conidi         

(spore asessuali) che possono essere disperse nel suolo e nell’aria (Scheideg-

ger and Payne,2003). 

      

FIGURA 2: A.flavus (Ehso.com)  FIGURA 3: testa conidiale di A. flavus (Brera,2009, M.T.Hedayati, 

2007) 

 

 

FIGURA 4 e 5: contaminazione di mais e pistacchi da parte di A.flavus (Aspergillusflavus.org) 

Le ife sono settate, ialine e diramano ad angoli di 45°. La formazione delle co-

nidiospore inizia dalle ife di supporto e terminano in vescicole all’apice. Le co-

nidiospore (più di 800 μm di lunghezza e 15-20 μm larghezza) sono rugose, in-

colori e la vescicola (20-45μm) è globosa con dei prolungamenti radiali. Le fia-
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lidi possono essere uniseriate e attaccate direttamente alle vescicole o biseria-

te e attaccate alla vescicola grazie ad una cellula chiamata metula (8 x 5 μm). 

Le teste dei conidi sono tipicamente radiate, 400 nm in diametro, si spaccano a 

formare delle colonne staccate. I conidi sono di 2-5 μm, sono disposte in una 

catena radiale sopra la parte finale distale delle fialidi (Krishnan S., et al, 2009). 

Strutture microscopiche chiamate sclerozi possono essere identificate in flavus 

e sono di importanza fondamentale per la loro identificazione. In base alle ca-

ratteristiche degli sclerozi flavus può essere suddiviso in due classi fenotipiche: 

il ceppo S che produce numerosi piccoli sclerozi (diametro medio inferiore a 

400 μm); il ceppo L produce sclerozi più grandi  ma in quantità minore (Cotty, 

1989). 

All’interno del ceppo S il ceppo SB, che produce aflatosina B  e G. 
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Caratteristiche A. flavus 

Sclerozi nei tessuti Presenti 

Produzione di tossine Aflatossina produzione nei tessuti 

Crescita delle ife Crescita relativamente lenta 

Infezioni polmoni Poco comune, forme allergiche non riportate 

Infezione occhi Più comune in Sudan, India, Sri Lanka, Arabia Saudita 

Infezioni cutanee Primarie 

Emboli  Riportati 

Sistema immunitario Casi riportati di immunocompetenza 

TABELLA 5: Caratteristiche morfologiche ed epidemiologiche di A. flavus (Aspergillisflavus.org) 

 

La via principale d’infezione nell’uomo è l’inalazione di spore fungine. La di-

mensione delle spore di A. flavus, maggiori rispetto a fumigatus (25μm di dia-

metro rispetto ai 23 μm di A. fumigatus) favoriscono il loro deposito nelle alte 

vie respiratorie, determinando così sinusiti ed infezioni cutanee (Morrow, 

1980). Flavus infatti è l’agente causale di un ampio spettro di patologie umane 

che possono variare da reazioni d’ipersensibilità ad infezioni invasive associate 

ad angioinvasione; dopo fumigatus è la seconda causa di aspergillosi umane 

invasive e non (Denning, 1998; Morgan et al., 2005).  

Nei cereali, ed in particolare nel grano, l’infezione primaria è stata ampiamente 

descritta. Questa, poiché il fungo non possiede una fase sessuale, anche se 

recentemente è stata suggerita una fase sessuale (Horn B.W, et al, 2009), av-

viene grazie alla disseminazione e germinazione dei conidi, trasportati dal ven-

to e dagli insetti. Il fungo colonizza la barba del granoturco, cresce fino a rag-
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giungere le cariossidi dove può infettare anche le cariossidi che si stanno svi-

luppando (Widstrom, 1996). Il modo esatto d’entrata del fungo non è noto, pro-

babilmente invade le cellule a parete sottile nelle giunzioni fra le brattee e le 

rachille, nelle pannocchie all’interno delle spighe (Payne, 1998; Smart et al., 

1990). Lo stress da siccità e le ferite causate dagli insetti possono determinare 

la rottura dei chicchi favorendo così una più facile penetrazione da parte delle 

ife fungine (Scheidegger, Payne, 2003). Una volta che flavus ha infettato i tes-

suti, se questi sono impropriamente conservati, continua a crescere e a produr-

re aflatossina. 

 

FIGURA 6. Possibile meccanismo di infezione prima della raccolta di noccioline, cotone e grano da parte di  A. fla-

vus.(Scheidegger and Payne, 2003) 

 26



 

FIGURA 7: tratta da aspergillusflavus.org 

 

 

Per ridurre la contaminazione, la raccolta deve avvenire a contenuti di umidità 

comprese fra i 25.5 e 20.0%, l’essiccazione deve essere artificiale, entro le 48 
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ore dalla raccolta e ad una percentuale di umidità inferiore a 15.5 % (CAST, 

2003; Santin, 2005).  

 28



AFLATOSSINA 

Le aflatossine sono state isolate per la prima volta nel 1961 in farine di arachi-

di e noci brasiliane durante ricerche su una patologia  epizootica chiamata 

“Turkey X” che causò la morte di oltre 100.000 tacchini in Inghilterra (Blount, 

W.P. 1961).  

Queste sostanze sono derivati difuranocumarinici prodotti principalmente da 

sei specie di Aspergillus: flavus, parasiticus,  nomius, (una specie strettamente 

correlata a flavus ma che produce sclerozi piccoli e a forma di proiettili, flavus 

invece produce sclerozi larghi e sferici) bombici, pseudotamarii e tamari (Goto 

et al., 1996; Ito et al., 2001; Varga et al., 2003; Bennett and Klich., 2003,).  

I due ceppi produttori più importanti sono  A. flavus, e A. parasiticus; flavus è 

ubiquitario, preferisce le parti aeree delle piante (foglie e fiori) e produce afla-

tossina B; A. parasiticus si adatta maggiormente al suolo, ha una distribuzione 

più limitata e produce aflatossina B e G (EFSA, 2007).  

In natura esistono 4 tipi principali di aflatossina strutturalmente correlate: B1 

(AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1) e G2 (AFG2). Tale nomenclatura è basata sulla 

loro fluorescenza quando esposte alla luce ultravioletta B = fluorescenza blu, 

G= fluorescenza gialla-verde (Krishnan, 2009).  

Di queste l’aflatossina B1 è la più tossica e cancerogena (Eaton eand Groo-

pman, 1994). 

L’idrolizzazione dell’aflatossina B1 nell’uomo e negli animali determina la for-

mazione di aflatossina M1, principale prodotto metabolico, che si ritrova nel lat-

te o negli alimenti da esso derivati (EFSA, 2007). 

Le aflatossine sono composti lievemente solubili in soluzioni acquose, solubili 

in solventi organici moderatamente polari e insolubili in solventi non polari. So-

no instabili quando sono esposte ad agenti ossidanti, luce ultravioletta o solu-

zioni con pH inferiore a 3 e superiore a 10. Non vengono distrutte in condizioni 
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normali di cottura, mentre vengono completamente distrutte se trattate con de-

coloranti o in autoclave in presenza di ammonio. 

 

FIGURA 7: struttura chimica delle principali aflatossine (IARC,2002) 

 

 

I fattori che determinano la produzione di aflatossina, come già citato, sono: 

fattori fisici quali temperatura compresa fra i 25°C e i 30 °C e umidità superiore 

a valori di 0.85 aw, con  valore ottimale di 0.99 aw. Giorni et al. (2007) hanno 

dimostrato che per i ceppi italiani di flavus la temperatura ottimale di crescita è 

di 25°C; (Somapundo et al., 2007).  
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Un’ampia varietà di alimenti può essere contaminata da aflatossine, che si ri-

trovano prevalentemente in noci, arachidi, mandorle, fichi e frutta secca in ge-

nere, nelle spezie, oli vegetali crudi, semi di cacao, mais, riso, cereali, semi di 

cotone e coproa (polpa di noce di cocco essicata). 

I livelli maggiori di aflatossina sono prodotti quando il fungo invade gli embrioni 

dei semi, in cui gli  zuccheri semplici (glucosio e saccarosio) sono presenti in 

quantità elevata se confrontati con le altre parti del seme in cui sono predomi-

nanti i carboidrati. 

La  biosintesi dell’aflatossina è lunga e complessa, coinvolge approssimativa-

mente 25 enzimi codificati da parte di altrettanti geni che si trovano in una re-

gione di 70 Kb sul cromosoma 3 (Yu et al., 2004, Carbone et al., 2007). 

L’aflatossina è stato uno dei primi metaboliti secondari fungini in cui si è dimo-

strato che i geni coinvolti nella biosintesi sono raggruppati in un cluster. 

Le reazioni di biosintesi e i diversi componenti sono stati determinati grazie 

all’utilizzo di mutanti nella biosintesi, inibitori metabolici e precursori isotopi- o 

radioisotopi-marcati ottenendo così l’accumulo dei diversi componenti nei di-

versi passaggi (Trail et al.,1995). 

Per la sintesi dell’aflatossina ovvero la conversione dell’Acetil CoA nei suoi 

prodotti finali AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, sono necessarie 18 reazioni e più di 

10 molecole di NADPH. È pertanto un processo estremamente costoso in ter-

mini energetici. Esperimenti di microarray hanno dimostrato che la biosintesi 

dell’aflatossina è sempre associata all’espressione del gene aflR che codifica 

per una sequenza specifica zinc-finger DNA-binding che è richiesta per 

l’attivazione trascrizionale della maggior parte, se non di tutti, i geni strutturali 

dell’aflatossina. aflR si lega alla sequenza palindromica 5’-TCGN5CGA-3’ nella 

regione del promotore di 11 geni strutturali del cluster AF (Georgiana et al., 

2009).  
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In condizioni di  stress (20°C/0.99aw) la maggior parte dei geni del cluster vie-

ne indotta corrispondendo al fenotipo produzione di aflatossina (Schmidt-Heydt 

et al., 2009). 
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Figura 8: Biosintesi dell’aflatossina  (Bhatnagar, 2006) 

 

L’attività metabolica delle aflatossine è determinata principalmente dalla pre-

senza di un doppio legame alla posizione 8,9 della molecola che permette la 

 33



bioattivazione all’8,9-epossido reattivo, il quale si lega covalentemente al DNA 

con la formazione di un addotto voluminoso. Quest’addotto se non riparato può 

causare una mutazione sito specifica che viene riscontrata in tumori umani 

(Yabe K. et al., 2004). 

Il metabolismo dell’aflatossina è specie specifico, estremamente diverso non 

solo fra le varie specie ma anche fra i singoli individui.  

A causa del basso peso molecolare e delle sue proprietà lipofiliche il probabile 

meccanismo di assorbimento dell’aflatossina è la diffusione passiva; viene as-

sorbita prevalentemente a livello intestinale  e passa al torrente  circolatorio 

dove si lega alle albumine (Yiannikouris and Jouany, 2002). 

L’assorbimento nel tratto gastrointestinale è un processo estremamente rapi-

do, l’aflatossina raggiunge il fegato attraverso il sistema portale e viene meta-

bolizzata da parte delle mono-ossigenasi citocromo P450 (CYP)-dipendenti in 

reazioni che comportano l’incorporazione di un atomo o molecola di ossigeno 

nel substrato determinando un ulteriore incremento nella polarità che facilita i 

successivi processi metabolici e l’escrezione.  

Solo l’ AFB1, AFG1 e AFM1 possono essere bioattivate da CYPs (EFSA, 

2007). 

Esistono quattro vie metaboliche dell’AFB1: O-dealchilazione ad AFP1, la che-

toriduzione a AFL, l’epossidazione a AFB1-8,9-epossido (altamente tossico, 

mutagenico e cancerogeno), e l’idrossilazione a AFM1 (altamente tossica), 

AFP1, AFQ1 o AFB2a (tutti relativamente non tossici) (Wu et al., 2009). 

Le reazioni principali tuttavia sono l’idrossilazione, l’ossidazione e la demetila-

zione. 

Numerosi studi in vivo sono stati eseguiti per studiare il metabolismo 

dell’aflatossina. In uno di questi, eseguito da Roebuck and Wogan (1977) si è 

potuto osservare che AFL è il principale metabolita di AFB1 nel fegato delle 

anatre, mentre nelle scimmie e negli umani  viene convertito ad AFQ1 e AFP1.  
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La maggior parte dei metaboliti possono essere successivamente trasformati 

in altro metabolita, ad esempio  AFQ1 può essere trasformato in AFH1 nel fe-

gato. 

AFM1, AFQ1 e AFP1, essendo escreti nell’urina e nella bile sono ottimi indica-

tori dell’esposizione all’aflatossina (Groopman et al., 1985).  

Figura 9: rappresentazione schematica del metabolismo dell’AFB1 che sottolinea la formazione del prodotto critico 
AFB1-exo-8,9-epossido, il suo addotto col DNA e con le proteine e i principali metaboliti urinari. (Tiemersma et al., 
2001). 

 

Figura 10: vie principali del metabolismo dell’aflatossina B1 (Wild and Turner) 
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L’epossido 8,9 può essere in forma endo o exo, la forma exo è la più importan-

te perché si lega prevalentemente all’atomo N7 di guanina nel DNA, all’RNA e 

alle proteine. Il primo DNA-addotto formato a partire da 8,9-epossido è 8-9-

dihydro-8-(N7-guanyl)-9-hydroxy-AFB1 (AFB1-N7-Gua) che può essere con-

vertito in un sito apurinico (AP) oppure, in condizione di alcalinità, l’anello imi-

dazolo di AFB1-N7-Gua può essere aperto e formare AFB1-

formamidopyrimidine (AFB1-FAPY), più stabile biologicamente e chimicamen-

te. AFB1-N7-Gua conferisce proprietà mutageniche in tutti i sistemi biologici va-

lutati, la mutazione osservata più frequentemente è una  GC→TA (frequenza di 

circa 74%) transversione (Smela et al., 2002; Wild et al., 2002). Tuttavia si so-

no osservate anche mutazioni G→C (1-3%) e G→A(13-18%) (Wild et al., 

2002). Molti campioni di carcinoma epatocellulare di persone che vivono in a-

ree dove HBV è endemico presentano una mutazione hotspot G>T alla terza 

posizione nel codone 249 del gene di P53 (Bedard and Massey, 2006; Smela 

et al., 2001). 

I meccanismi di riparazione dei danni al DNA indotti dall’AFB1 non sono com-

pletamente chiariti. La riparazione per excisione dei nucleotidi (NER) gioca un 

ruolo fondamentale in E.Coli e nelle cellule umane. Tuttavia cellule umane de-

fettive di NER riparano ancora una considerevole quantità di lesioni AFB1-

DNA. L’excisione di basi e la riparazione sia a livello della ricombinazione che 

della post-replicazione sono state suggerite come possibili meccanismi per ri-

muovere danni al DNA (Bedard and Massey, 2006). 

Le forme reattive exo e endo-epossido sono detossificate da numerose vie 

metaboliche. La principale è la via della glutatione transferasi che riduce la 

forma exo e endo-epossido a coniugati exo e endo-eposido-GSH. (Yannikou-

ris, A. and Jouany, J. P. 2002). Il coniugato AFB1-GSH, formato grazie 

all’azione catalitica di una famiglia di isoenzimi, glutatione S-transferasi, è con-

siderato un prodotto di detossificazione e viene escreto nell’urina e nella bile. È 

interessante osservare che l’attività del GST è più alta di un fattore di 3-5 nelle 

specie animali resistenti alla cancerogenicità dell’aflatossina (es.topo) rispetto 
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alle specie animali suscettibili (es. ratti). L’uomo ha un’attività GST più bassa 

rispetto ai topi ed ai ratti, ciò suggerisce che gli umani sono meno capaci di de-

tossificare l’aflatossina-8,9-epossido (Krishnan, et al; 2009). 

 Gli epossidi exo e endo possono andare incontro ad una rapida idrolisi non 

enzimatica ad AFB1-8,9-diidrodiolo, che successivamente subisce una lenta 

apertura dell’anello a ione dialdeide fenolato (johnson et al., 1996,1997b).  

L’AFB1-8-9-dihydrodiolo, ha proprietà tossiche, è instabile e subisce dei riar-

rangiamenti base-catalysed a dialdeide reagendo con proteine, come le albu-

mine, ma non con il DNA. 

La formazione di macromolecole addotti di AFB1 dipendono dall’equilibrio tra la 

percentuale di produzione di AFB1-8-9-epossido, la presenza di altri metaboliti 

ossidativi e la percentuale di detossificazione dell’epossido stesso. L’idrolisi 

dell’AFB1 8,9-epossido avviene spontaneamente.  

Le aflatossine si possono anche legare alle proteine, quali ad esempio le al-

bumine; formando basi di Schiff con gruppi amminici primari quali le lisine. 

Questi addotti ritrovati nel siero e nell’urina, insieme ai metaboliti, sono biomar-

kers dell’esposizione all’aflatossina in studi epidemiologici (EFSA, 2007). 

L’ AFB1 e AFG1 dialdeidi non si legano al DNA ma formano basi di Schiff con 

gruppi amminici primari es lisina, per formare addotti proteici quali Aflatossina-

albumina (AF-alb) (Sabbioni e Wild,1991). 
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 AFLATOSSICOSI 

Le aflatossine sono epatotossiche, cancerogene, teratogene, e mutagene (Mil-

ler and Wilson, 1994), tra queste la B1 è quella considerata maggiormente pe-

ricolosa. L’azione cancerogena e citotossica di AFB1 è dovuta ai suoi epossi-

derivati, per l’effetto inibitorio della sintesi del DNA, con conseguente blocco 

della sintesi proteica, alterazione della crescita e della moltiplicazione cellulare. 

La sensibilità all’AFB1 è specie specifica, tuttavia dipende dall’età, dalla dose, 

dalla durata dell’esposizione e dallo stato nutrizionale.  

Quasi tutti i vertebrati sono sensibili all’azione tossica dell’aflatossina B1 (Ca-

bassi et al., 2006). 

Gli animali monogastrici sono generalmente più sensibili rispetto ai poligastrici. 

I pesci d’acqua dolce, ed in particolare la trota, sono in assoluto le specie ani-

mali più sensibili. A questi seguono volatili, anatre, tacchini, polli, conigli, ratti, 

cani e suini. I ruminanti sono generalmente meno sensibili rispetto ai non rumi-

nanti, in quanto  l’AFB1 viene detossificata dalla flora batterica ruminale in afla-

tossicolo.  

Somministrando AFB1 marcata con 14C  in ruminanti, galline ovaiole e polli 

(Sawhney et al., 1973, Harland e Cardeihac, 1975)  e sopprimendo gli animali 

dopo 120 ore, si è potuto osservare che il fegato è l’organo contenente la 

quantità maggiore di aflatossina marcata, seguito dai muscoli, dai reni, dal cuo-

re, dai polmoni e dalla milza. AFB1 marcata è stata riscontrata anche ad alte 

concentrazioni in campioni di latte, urine  e feci (Helferich W.G., et al 1986).  

Nei suini il bioaccumulo di AFB1 è stato dimostrato da Miller grazie all’HPLC. 

Campioni di fegato, rene e muscolo di animali alimentati con dosi di aflatossina 

di 1,2mg/kg di peso corporeo per 10 settimane, sono stati raccolti dopo 12, 24 

e 72 ore dall’ingestione. Dopo 12 ore la presenza di aflatossina si poteva anco-
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ra riscontrare nel fegato e nei reni ma non nei muscoli; dopo 24 ore solo nei 

muscoli e non negli altri organi per scomparire completamente a 72 ore. 

Si può concludere che la completa rimozione delle aflatossine e dei suoi deri-

vati dagli organi e dai tessuti si ha dopo 72 ore dalla somministrazione (Miller 

et al., 1982). 

 

Gli effetti dell’aflatossina negli animali possono essere classificati come: 

 

- aflatossicosi acuta  

- aflatossicosi cronica 

 

L’aflatossicosi acuta, comune negli animali d’allevamento, è causata 

dall’ingestione di abbondanti dosi di aflatossina. L’organo bersaglio principale è 

il fegato in cui si osservano steatosi, emorragie che portano alla necrosi. Ciò è 

dovuto principalmente ai metaboliti dell’aflatossina che reagiscono con le di-

verse proteine cellulari portando all’ inibizione del metabolismo dei carboidrati, 

dei lipidi e della sintesi proteica. Oltre al decremento della funzionalità epatica 

si osserva una diminuita funzionalità del complemento, incremento del tempo 

di coagulazione, aumentata fragilità capillare, pigmenti di sangue nell’urina, 

mucose itteriche ed emorragie. 

Dal punto di vista anatomo-patologico si osservano congestione ed emorragia 

epatica, (Yiannikouris e Jouany, 2002), necrosi periportale, proliferazione dei 

dotti biliari e iperplasia delle cellule ovali (Leeson et al., 1995). A livello renale e 

cardiaco accumulo di acidi grassi.   

 39



In animali da laboratorio l’AFB1 determina aplasia timica, ridotta  funzionalità e 

quantità dei linfociti, soppressione dell’attività fagocitaria e del complemento 

(Williams et al., 2004).  

Molti studi condotti in polli, suini e ratti dimostrano che l’esposizione 

all’aflatossina determina la soppressione della risposta immunitaria cellulo-

mediata (EFSA, 2007). Le azioni immunotossiche si possono riassumere in un 

processo di immunodepressione che coinvolge sia la risposta immunitaria cel-

lulare che quella umorale, con accelerazione involutiva del timo, perdita di ti-

mociti corticali, di linfociti TCD4, limitazione nella risposta cellulo-mediata, ridu-

zione dell’attività motoria e fagocitaria di monociti e di granulociti, indebolimen-

to della funzione del complemento (C4), minor produzione di γ-interferone, di 

IL-2 e di IgG e IgA ma non di IgM, decremento della risposta linfoproliferativa a 

fitogeni e scarsa efficienza nella produzione di anioni superossido dopo stimo-

lazione dei monociti (Cabassi et al., 2006, Williams et al., 2004; Pier 1986; 

Reddy et al. 1987; Richard et al. 1978). 

Studi epidemiologici, clinici e sperimentali hanno evidenziato che l’esposizione 

a dosi elevate di aflatossina può causare tossicità acuta e morte entro poche 

ore o giorni, a causa delle gravi lesioni epatiche (Yiannikouris e Jouany, 2002).  

L’esposizione a dosi basse o moderate di aflatossina per lungo tempo deter-

mina avvelenamento cronico da aflatossina e gli effetti sono riconducibili a 

danni epatici, immunosoppressione e cancerogenità (Groopmann et al., 1999).  

Il segno più evidente di aflatossicosi cronica è la ridotta percentuale di crescita 

degli animali giovani, anoressia, ittero, depressione, perdita di peso, riniti, infe-

zioni gastrointestinali, emorragie, ascite ed edema polmonare, rigonfiamento 

della cistifellea, proliferazione dei dotti biliari e lesioni renali, rilascio degli enzi-

mi aspartato-aminotransferasi (AST), gamma-glutamiltransferasi (GGT) e alca-

lino-fosfatasi (ALP) nel sangue.  
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In uccelli, trote, maiali e pecore l’esposizione a lungo termine a concentrazioni 

relativamente basse di AF determina fibrosi epatica ed epatocarcinomi (Ottin-

ger et al. 2000). 

Studi condotti in polli, maiali e ratti, mostrano anche una diminuzione della ri-

sposta immunitaria cellulo-mediata (Pier et al. 1985b; Silvotti, Cabassi et al. 

1997), involuzione della borsa di Fabrizio, soppressione della linfoblastogenesi 

( Dietert et al. 1985; Giambrone et al. 1978), una rapida diminuzione del nume-

ro di CD4 splenici (T helper) e produzione di interleuchina 2 (IL-2) (Hatori et al. 

1991).   

L’intossicazione cronica è più frequente in natura rispetto a quella acuta. 

La trota in assoluto è la specie più sensibile all’azione cancerogena, infatti la 

somministrazione di 0.004 ppm provoca lesioni cancerose a livello epatico in 5 

giorni.  

I ruminanti, come già detto, sono in grado di sopportare elevati livelli di AF ri-

spetto ai monogastrici, probabilmente grazie ad una maggiore efficacia dei si-

stemi di detossificazione GSH-dipendenti e alla parziale demolizione di AF da 

parte della flora ruminale; tuttavia, nel caso di dosaggi elevati o di bassi dosag-

gi assunti per lunghi periodi, possono comparire sintomi aspecifici. I sintomi 

segnalati nel caso di aflatossicosi nelle bovine sono: calo della produzione di 

latte, ridotta ingestione di alimento, alterazione della funzionalità ruminale, sin-

tomi gastroenterici, lesioni epatiche, patologie podali, pelo opaco (Cook et al. 

1986; Diekman et al. 1992) e riduzione delle difese immunitarie degli animali 

con conseguente minore resistenza nei confronti degli agenti patogeni e quindi 

maggior facilità nello sviluppare infezioni quali mastiti e metriti (Pier et al. 

1985a; Pier et al. 1986; Pier 1992).  

Nei ruminanti, la frazione di AFB1 assorbita viene metabolizzata nel fegato, 

trasformandosi prevalentemente in AFM1 che entra nella circolazione sistemica 

o, coniugata ad acido glucuronico, viene successivamente escreta con la bile. 

L’AFM1 circolante può essere escreta attraverso i reni o comparire nel latte. La 
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percentuale di passaggio (carry-over) dell’AFB1 che si ritrova nel latte è stata 

stimata in percentuali variabili dallo 0,3% al 6,2%; i valori più frequenti sono 1-

3%, con una notevole variabilità individuale influenzata giorno per giorno, da un 

prelievo di latte all’altro, dallo stato della lattazione (ad inizio lattazione il carry-

over può essere 3,5 volte superiore rispetto a quello di animali a fine lattazione) 

e dallo stato sanitario della mammella (in presenza di mastite la percentuale di 

carry-over aumenta) (Van Egmond, 1989). 

Prove sperimentali hanno verificato che nel bovino, in seguito a somministra-

zione unica di AFB1 nella razione, l’escrezione di AFM1 nel latte inizia circa 12 

ore dopo, raggiunge il massimo dopo circa 24-36 ore, successivamente inizia a 

decrescere fino ad azzerarsi dopo circa 4 giorni. L’ovino mostra una capacità di 

degradare l’AFB1 superiore rispetto al bovino: il carry-over appare più basso 

(0,11%) e l’escrezione di AFM1 nel latte si azzera in 3 giorni (96 ore dopo 

somministrazione unica di una dose elevata di AFB1) (Pietri,2003). 

  

La dose letale media di AFB1 in animali può differenziarsi anche di due ordini 

di grandezza; specie sensibili, come i conigli e le anatre, presentano una bassa 

dose letale media (0,3 mg/kg), mentre polli (18 mg/kg) e ratti sono caratterizzati 

da una maggiore tolleranza (EFSA, 2007). 

SPECIE DL50 espresso in mg/Kg per os 
per una singola somministrazio-
ne 

Coniglio 0,3 
Trota 0,3 
Anatroccolo 0,35 
Gatto 0,55 
Tacchino 0,4-0,6 
Cane 0,5-1 
Suini appena svezzati 0,62 
Pulcino 1-1,5 
Gallina ovaiola 0,2-1 
Ratto 5-8 

Tabella 6: DL50 in diverse specie  (Pompa, 1994) 
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Aflatossicosi nel suino 

 

La sintomatologia acuta non è molto frequente nel suino e la sua gravità è le-

gata alla durata dell’esposizione e all’età dell’animale. L’assorbimento e la ci-

netica dell’escrezione dell’aflatossina è simile alle altre specie. Luthy et al. 

(1980), esaminando l’assorbimento e la percentuale di escrezione dell’AFB1 a 

seguito della somministrazione orale di AFB1 marcata con 14C, hanno dimo-

strato che l’aflatossina viene completamente metabolizzata. L’escrezione feca-

le ammonta al 58% della dose dopo 9 giorni, la parte recuperata nell’urina risul-

ta inferiore al 15% della dose ingerita. La radioattività nei tessuti è principal-

mente  a livello del fegato e, in parte minore, dei reni (Trucksess et al. 1982). 

Negli animali alimentati con cibi contaminati fino alla macellazione l’AFB1 si ri-

trova nei tessuti. In particolare, AFB1 e AFM1 nel fegato, AFM1 nel rene e solo 

piccole tracce di AFB1 nei muscoli.  

Se gli animali, precedentemente alimentati con mangime contaminato, sono 

sottoposti ad una dieta priva di AF nelle 24 ore prima della macellazione non si 

ritrovano più AF nei muscoli (Trucksess et al. 1982). 

I sintomi più comuni associati all’intossicazione acuta o subacuta sono ano-

ressia, depressione, rifiuto del cibo, riduzione del peso corporeo, ittero e alte-

razione della coagulabilità del sangue (Zaghini A., 2005). 

Le lesioni principali osservate sono simili a quelle presentate dalle altre specie 

animali ossia danno epatico ed emorragie. Il fegato è l’ organo più colpito: a li-

vello macroscopico si presenta di colore nocciola chiaro con emorragie centro-

lobulari e perilobulari, necrosi prevalentemente centrolobulare, vacuolizzazio-

ne degli epatociti e degenerazione grassa, aumento di volume degli epatociti e 

dei loro nuclei,  fibrosi, iperplasia dei dotti biliari, accumulo di pigmento biliare 

negli epatociti. Se l’intossicazione progredisce il fegato assume un colore gial-
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lastro e sviluppa fibrosi. Nella sottomucosa intestinale si osservano emorragie 

petecchiali. (Harvey et al., 1988, Harvey et al., 1989).  

Nel rene si osserva steatosi e macrocariosi delle cellule epiteliali dei tubuli 

contorti distali. 

A basse dosi,  AFB1 non sembra avere effetti sui globuli rossi e sui linfociti né 

provocare alterazioni delle proteine ematiche ( albumina).  

A dosi elevate (280 ppb), tende ad alterare la performance del suino, con ridu-

zione del peso del 17% ed incremento della gamma-globulinemia (Marin et al. 

2002) e diminuzione delle risposte immunitarie soprattutto linfociti e macrofagi 

(Miller et al. 1981; Silvotti, Cabassi et al. 1997). In studi effettuati su suini svez-

zati di 6-7 kg, la somministrazione orale di AFB1,determina epatomegalia, con-

gestione e raramente emorragie petecchiali; negli animali sopravissuti oltre le 

24 ore si sono riscontrate ascite ed idrotorace. La cistifellea è risultata edema-

tosa e la mucosa presenta emorragie petecchiali. A livello microscopico nel fe-

gato si sono osservate necrosi centrolobulari, steatosi ed emorragie. Nei casi 

subacuti la necrosi degli epatociti è meno pronunciata e si osserva proliferazio-

ne dei dotti biliari. Dopo 28 giorni di esposizione a 385 o 867 ug AFB1/Kg di 

mangime suinetti di 3 settimane presentavano un basso ma non significativo 

decremento dell’aumento del peso corporeo rispetto ai suinetti controllo (rispet-

tivamente 90 % e 82%). I suinetti esposti a 1807 μg di AFB1/Kg di mangime, 

sempre di 3 settimane, hanno mostrato un aumento del peso corporeo signifi-

cativamente inferiore (53% del controllo). All’esame autoptico negli animali 

controllo e in quelli esposti a 385 μg AFB1/Kg di mangime il fegato si presenta-

va di colore rosso scuro. Il fegato di un suinetto esposto a 867 μg di AFB1/Kg 

di mangime all’esame macroscopico presentava una colorazione variegata. Il 

fegato di due suinetti esposti a 1807 μg di  AFB1/Kg di mangime mostrava una 

colorazione variegata e in altri tre animali fenomeni degenerativi con una colo-

razione giallastra del parenchima epatico e un pronunciato pattern lobulare.  

All’analisi istologica i fegati degli animali controllo e tre di quelli esposti a 385 

μg AFB1/Kg di alimento non evidenziavano aumento del connettivo interstiziale 
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ma presentavano una maggior quantità di glicogeno (figura11 A e B). In due 

animali esposti a 385 μg di AFB1/Kg di mangime, in tutti quelli esposti a 867 μg 

AFB1/Kg di alimento e in due esposti a 1807 μg di AFB1/Kg di mangime gli e-

patociti si presentavano rigonfi, con macrocariosi e vacuolizzazione delle cellu-

le macrofagiche fisse del parenchima epatico (figura 11 C). In tre animali ali-

mentati con 1807 μg di AFB1/Kg di mangime la tricromica di Masson evidenzia 

fibrosi soprattutto a livello di spazi periportali (figura 11, D) (Meissonnier G.M., 

2007).  

     

 

Figura 11:  (A) Fegato suinetto controllo, evidente sovraccarico di glicogeno,(Pas 10X); (B) Fegato suino esposto a 

385 μgAFB1/Kg mangime, il tessuto connettivo perilobulare appare nella norma ,  (tricromica di Masson 10X) (C): fega-

to di un suinetto esposto a 867 μg AFB1 /Kg di mangime: nelle zone periferiche del lobulo si osservano epatociti rigonfi 

con rarefazione del citoplasma (EE 10X). (D): fegato di un suinetto esposto a 1807 μg AFB1/Kg di mangime, fibrosi 

della zona periportale  e aumento del connettivo interstiziale (EE 10X) (Meissonnier G.M., 2007) 

 

In suinetti all'ingrasso nati da scrofe allevate in condizioni di aflatossicosi cro-

nica da AFB1 e AFG1, realizzata mediante contaminazione dei mangimi nei 

periodi di gestazione e lattazione, si sono osservate una minore velocità di cre-
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scita e un minore accrescimento ponderale. Si è osservata anche una diminu-

zione delle prestazioni produttive, più marcata a seguito di somministrazione 

contemporanea di AFB1 e AFG1 (Bonomi et al. 1997).  

In suinetti lattanti (circa 10 kg di peso) esposti a 140 ppb e  20 ppb  di AFB1 

per 4 settimane, la funzione immunitaria umorale e cellulare è risultata alterata, 

con riduzione della risposta immunitaria primaria e secondaria (Marin et al. 

2002). Gli effetti immusoppressivi di AFB1 si sono mostrati trasferibili attraver-

so la placenta suina arrivando ad interessare il feto (Pier et al. 1985b). 

E’ stata osservata una diminuzione dell’incremento ponderale “dose-

dipendente” in suinetti esposti a 140 e 280 ppb di AF (Marin et al. 2002; Shane 

1994).      

Bonomi et al. non hanno evidenziato comparsa di alterazioni cliniche in scrofe 

alimentate per 60 giorni dal parto, con mangime contaminato da aflatossine B1 

e G1 a dosaggi complessivi di 650 e 800 ppb, ma la tossicosi ha influenzato 

negativamente le prestazioni produttive degli animali, diminuendo l’incremento 

ponderale, il consumo di alimento, il numero di suinetti vivi rispetto a quelli nati 

morti ed il peso alla nascita. I suinetti nati  da scrofe trattate manifestavano al-

terazioni a livello epatico, renale e gastroenterico, con aumento del tasso di 

mortalità rispetto ai controlli (Bonomi, 1999). 

Ricerche condotte su scrofe gravide intossicate con AFB1 e AFG1 singolar-

mente impiegate (800ppb) o in associazione (400ppb AFB1 e 400ppb AFG1), 

hanno evidenziato alterazioni nei parametri immunitari. Nei suinetti nati da 

scrofe intossicate da AFB1si sono evidenziate deficienze di Zn plasmatico 

(Moccheggiani et al., 1998). In indagini sperimentali condotte su scrofe gravide 

per valutare la risposta immunitaria cellulo-mediata in corso di supplementa-

zione di vitamina A e E ad un mangime contaminato da 300 ppb di AFB1, 

somministrato durante la gravidanza e la lattazione  le scrofe intossicate, senza 

somministrazione vitaminica, presentavano un andamento decrescente dei lin-

fociti T helper, con un incremento della risposta al protrarsi dell’intossicazione, 

fenomeni di degenerazione vacuolare nel fegato, aumento del connettivo peri-
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lobulare, una moderata deplezione dei linfociti nei noduli linfatici splenici e lin-

fonodali. In suinetti nati da scrofe intossicate con aflatossine con e senza sup-

plementazione di vitamine A ed E in gravidanza e lattazione, non si sono os-

servate differenze significative nella risposta immunitaria, durante le prime set-

timane d’intossicazione. Con il  protrarsi dell’intossicazione si sono rilevati qua-

dri di significativa riduzione numerica e percentuale dei linfociti T CD4 e CD8, 

CD21 e CDγδ, dato dall’assunzione crescente di aflatossina M1 e M2, median-

te il latte materno contaminato, senza trarre alcun beneficio dalla supplementa-

zione vitaminica materna  (Luppi, et al., 2002). 

Le aflatossine diminuiscono anche la resistenza alle patologie batteriche, fun-

gine, virali e parassitarie nei suini, interferendo col sistema immunitario umora-

le e cellulo-mediato. In aggiunta le vaccinazioni nei confronti di diversi agenti 

patogeni sono meno efficienti nei suini esposti alle aflatossine (Diekman et al., 

1992). 

L'apparato respiratorio del suino mostra una sensibilità spiccata nei confronti 

di AFB1 e, in uno studio condotto in vitro, è stata dimostrata una maggior ca-

pacità della mucosa olfattiva e respiratoria di bioattivare AFB1, rispetto al fega-

to (Larsson et al. 1996).  
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SUINI Livello di tossina nel-
la razione (ppb) 

Sintomi clinici 

Accrescimento e finis-
saggio 

<100 ppb Nessun sintomo clinico; 
residui nel fegato 

 200-400 ppb Diminuzione 
dell’accrescimento e 
dell’efficienza alimentare; 
a volte immunosoppres-
sione 

 400-800 ppb Lesioni epatiche micro-
scopiche, colangioepati-
te; aumento del livello 
sierico di enzimi epatici,
immunosoppress

 
ione 

 800-1200 ppb Diminuzione 
dell’accrescimento e di-
minuzione del consumo 
di cibo; arruffamento del 
pelo; ittero; ipoproteine-
mia 

 1200-2000 ppb Ittero; coagulopatie; de-
pressione; anoressia; al-
cuni decessi 

 >2000 ppb Epatosi acuta; coagulo-
patia; morte in 3-10 giorni 

Scrofe in gestazione e 
scrofette 

500-750 ppb Nessuna conseguenza 
sul concepimento; nasci-
ta di suinetti normali; ral-
lentata crescita per as-
sunzione di aflatossina 
con il latte 

Tabella 7: Sintomi clinici da Aflatossicosi nel suino (Osweiler, 1999)
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Aflatossicosi umane 

 

La comparsa di aflatossicosi umane è stata recentemente osservata nelle zo-

ne quali il Kenia e l’Africa dell’est, dove la contaminazione e la successiva in-

gestione di cibo contaminato è elevata (Horn B.W, et al, 2009). 

In queste zone più del 50% dei carcinomi epatocellulari (HCC) sono caratteriz-

zati  da una specifica mutazione puntiforme AGG a AGT (arg→ser) nel codone 

249ser  del gene soppressore tumorale TP53 (codon 249ser mutation) (E-

FSA,2007; Wild C.P., 2009;). È stato suggerito che il cibo altamente contami-

nato con la micotossina AFB1, potente tossina epatica, cancerogena e muta-

gena in prove sperimentali, può essere una concausa del carcinoma (Denis-

senko et al., 1999).  

Numerosi studi condotti in Asia e Africa, in cui si sono utilizzati dei biomarkers 

( metaboliti dell’aflatossina nell’urina, addotti aflatossina-albumina nel sangue o 

mutazioni del codone 249ser ) hanno dimostrato una stretta correlazione AFB1 

e HCC.  

Numerosi studi, come riportato in tabella, mostrano una correlazione positiva 

fra l’esposizione all’aflatossina e la proporzione di HCC con la mutazione 249ser 

.  

In aree geoografiche dove l’esposizione all’aflatossina è alta, ad esempio in 

Cina, la mutazione 249 ser è stata osservata in più del 50% dei casi di HCC; in 

regioni in cui l’esposizione è bassa è del 10%, mentre in regioni geografiche 

dove l’esposizione è estremamente bassa (Europa e Nord America) è inferiore 

all’1% (Wild et al, 2009; Chen T, 2009). 
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Tabella 8: Correlazione fra HCC e mutazione 249ser (Wild and Turner) 

 

Studi sperimentali hanno evidenziato che a differenza  di HCC umano,  nelle 

anatre e nei ratti,  non si osserva la mutazione G→T nel codone 249 . I due li-

miti principali di questo confronto sono le differenze della sequenza del DNA 

nelle diverse specie e il numero molto limitato di tumori analizzati. Nelle anatre, 

ad esempio, nessuna mutazione si può osservare al codone 249, tuttavia se vi 

fosse, sarebbe una mutazione silente (Wild and Turner, 2009). 
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Tabella 9: mutazioni corrispondenti alla mutazione 249 ser (Wild and Turner) 

 

In molti paesi in via di sviluppo le epidemie da HBV e HCV possono interessa-

re circa il 20% della popolazione. Studi epidemiologici indicano che 

l’aflatossina B1 riveste un ruolo sinergico con il virus dell’epatite B nella forma-

zione di molti carcinomi epatocellulari.  

La carcenogenicità della tossina è mediata in parte dalle proprietà mutageni-

che dei suoi addotti AFB1-DNA. L’esposizione a HBV da solo, senza altri fattori 

di rischio,  incrementa la possibilità di sviluppare HCC (carcinoma epatocellula-

re); per individui positivi a HBV e ad alto rischio di esposizione all’aflatossina la 

probabilità di sviluppare HCC è maggiore. Alcuni studi testimoniano che perso-

ne che vivono in aree in cui la potenziale esposizione ad AFB1 è alta la possi-

bilità di sviluppare HCC è di 3 volte maggiore rispetto a persone che non si tro-

vano nella stessa condizione (Groopman 1994; Henry et al. 2002). 

In alcune aree geografiche dove la contaminazione da AF e infezione con HBV 

si manifestano insieme, gli epatomi risultano la forma prevalente di cancro, tan-

to che in Qidong (Cina) il 10% di tutte le morti di adulti risulta riferibile a HCC 

(Wang et al. 1996). Un fattore significavo determinante la maggiore tossicità di 

AF in pazienti HBV positivi è dato dal fatto che l’infezione virale riduce la capa-

cità individuale di detossificare AF (Allen et al. 1992). L’infezione cronica HBV 

da è considerata generalmente insufficiente a determinare la mutazione 249 ser.  

Le prove di immunosoppressione in vivo da parte di AF nell’uomo sono  limitate 

ed incerte. Gli studi disponibili di esposizione umana si basano generalmente 
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sulla determinazione della concentrazione di addotti AFB1-albumina, riflesso di 

un’esposizione a lungo termine.  In relazione alla tossicologia di AF e al recu-

pero dei processi cellulari entro pochi giorni dall’esposizione, tali addotti pos-

sono non essere rappresentativi  dell’esposizione per variazioni di funzioni im-

munitarie (Roebuck et al. 1994). Nel 93% di  bambini del Gambia sono state 

osservate alterazioni dell’immunità in funzione di addotti AFB1-albumina, la cui 

concentrazione risultava significativamente influenzata dal mese di campiona-

mento. In un’analisi multivariata, le IgAs sono risultate significativamente ridotte 

in bambini con concentrazioni determinabili di addotti AFB1-albumina rispetto a 

quelli con concentrazioni indeterminabili (Turner et al. 2003). In un precedente 

studio, sempre in Gambia, non è stata osservata  alcuna evidente relazione tra 

concentrazione di AF-albumina e risposte anticorpale o linfoproliferativa in vitro 

nei confronti di malaria (Allen et al. 1992). Tuttavia, utilizzando il modello topo-

Plasmodium berghei, è stato dimostrato che AF diminuisce la morbidità, a cau-

sa di un suo effetto diretto sul parassita (Young et al. 1988). Diverse compo-

nenti e funzioni del sistema immunitario cellulo-mediato risultano significativa-

mente depressi in abitanti Ganesi con concentrazioni di AF-albumina al di so-

pra della media (0,80 pmol/ mg) per la popolazione, rispetto a controlli al di sot-

to della media (Williams et al. 2004). 

L’ AFB1 può danneggiare l’integrità delle membrane cellulari grazie alla stimo-

lazione dei fosfolipidi A2 e perossidazione nelle cellule. Shen ed i suoi collabo-

ratori hanno anche dimostrato che l’ AFB1 può indurre  la formazione di specie 

reattive dell’ossigeno (ROS), la perossidazione lipidica e l’ossidazione del 

DNA, in vivo ed in vitro (Costa S., et al., 2006) 

L’aflatossina attraversa la placenta e gli addotti sono stati identificati nel cor-

done ombelicale dei bambini appena nati in Gambia. In questo contesto è inte-

ressante notare che CYP3A7 è il principale citocromo P450 nel fegato fetale 

umano. Nel Regno Unito, si è osservato che negli eroinomani l’ Aflatossina B1 

contenuta nell’eroina iniettata intravena bypassa i meccanismi di detossifica-

zione del fegato, risultando nell’esposizione sistemica diretta. Campioni di urina 

di eroinomani del Regno Unito e dell’Olanda hanno rivelato una proporzione 
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maggiore di campioni contaminati con aflatossine B1,B2,M1 e M2 e aflatossi-

colo (20%) rispetto a quelli di volontari adulti sani (2%). In particolare 

l’aflatossina B1 è stata trovata a concentrazioni più basse nel gruppo di volon-

tari sani. (Peraica, M., 1999). 
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LEGISLAZIONE 

 

Figura12: Paesi in cui è nota una regolamentazione delle micotossine nel cibo (gialli), in cui non si conosce se esiste 
una regolamentazione (verde), paesi in cui non esiste una regolamentazione (rossi) (FAO, 1997) 

 
Le micotossine sono un  problema di portata mondiale, l’Unione Europea si è 

dotata di una specifica legislazione per regolamentare la presenza di micotos-

sine negli alimenti.  

A partire dal 1 gennaio 1999, sono stati fissati livelli massimi di Aflatossina ne-

gli alimenti, stabiliti nell’Annex, Section 2 della Commission Regulatio (EC) No 

1881/2006 del 16 dicembre 2006 (EFSA, 2007).  

Le regolamentazioni per l’aflatossina nei diversi Paesi sono spesso dettagliate 

e specifiche per molte derrate alimentari; per quanto riguarda l’AFB1, i livelli 

accettati, nel cibo, a livello mondiale sono compresi in un range da 1 a 20 

μg/Kg (tabella 10). 
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Nel 2003 il limite massimo in vigore in Europa era di 2 μg/Kg, in continenti 

quali l’Africa, Asia/Oceania, America Latina era 5 μg/Kg. In altre aree geografi-

che, si veda ad esempio gli Stati Uniti ed il Canada, non erano previsti limiti 

massimi separati per AFB1. 

Sono stati fissati anche i livelli massimi per la presenza totale di più tipi di afla-

tossina, B1,B2,G1,G2 nelle arachidi, noci, frutta secca, diverse specie di spezie 

e cereali, inclusi grano saraceno e prodotti o ingredienti per il consumo umano. 

Per quanto riguarda la somma delle aflatossine B1,B2,G1 e G2, i livelli accet-

tati a livello mondiale sono compresi fra valori di 0 e 35  μg/Kg (tabella 11). 

Poiché l’AFB1 viene metabolizzata in AFM1 negli animali che hanno consuma-

to alimenti contaminati il Regolamento CE n. 466/2001 ha fissato un limite 

massimo ammissibile per l'aflatossina M1 nel latte paria a 0,05 microgram-

mi/litro (o kg) (per latte crudo, latte destinato alla fabbricazione di prodotti a ba-

se di latte e latte alimentare trattato termicamente). 

 Nei derivati del latte il tenore massimo e' quello indicato (0,05 microgrammi/kg) 

negli alimenti per la prima infanzia, la Circolare del Ministero della Sanità del 

09/06/1999 - pubblicata sulla GU 135/1999 - indica un valore limite per l'afla-

tossina M1 pari a 0,01 microgrammi/kg (tabella 9). 

La UE ha imposto dei limiti precisi anche negli alimenti animali (Direttiva 

2002/32/CE del 7 maggio 2002) (tabella 12). 
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LIMITE AFLATOSSINE NEI PRODOTTI CHE INTERESSANO I CEREALI 
 

MATRICE ALIMENTARE AFB1 

(µG/KG) 

AFBTOT 

(µG/KG) 

AFM1 

(µG/KG) 

Cereali non lavorati (compreso riso e grano sarace-

no) 

   

Cereali e relativi prodotti della lavorazione destinati 

al consumo umano diretto o all’impiego come ingre-

diente di derrate alimentari 

2,0 (a) 4,0 (a)  

Cereali (compreso grano saraceno, Fagopirum sp) 

destinato alla cernita o ad altri trattamenti fisici prima 

del consumo umano o dell’impiego quale ingrediente 

di derrate alimentari 

2,0 (a) 4,0 (a)  

Granoturco da essere sottoposto a cernita o ad altro 

trattamento fisico prima del consumo umano o 

dell’impiego quale ingrediente di derrate alimentari 

5,0 (a) 10,0 (a)  

Alimenti per l’infanzia e alimenti dietetici speciali 

(compreso il latte) 

0,10 (b) 0,1 (c) 0,1 (c), 

0,025 (b) 

Latte (latte crudo, latte destinato alla fabbricazione 

di prodotti a base di latte e latte trattato termicamen-

te) 

  0,05 (a) 

Tabella 10: limite aflatossine nei prodoti che interessano i cereali. (Regolamenti europei a= Reg. (CE) N.2174/2003 
del 12 dicembre 2003; b= Reg. (CE) N.683/2004 della commissione el 13 aprile 2004; d= G.U. n.135 del 11-06-1999 
Circiolare 9 giugno 1999, n.10.  
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Tabella11: legislazione in materia di Aflatossina (gazzetta ufficiale dell’Unione Europea, regolamento (CE) N. 
2174/2009 della Commissione del 12 dicembre 2003 che modifica il regolamento (CE) n. 466/2001 per quanto concer-
ne le aflatossine) 
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LIMITE AFB1 NELLE MATRICI ALIMENTARI DESTINATE ALL’ALIMENTAZIONE ANIMALE 

 

MATRICE AFB1 

(µG/KG) 

Materie prime per mangimi: arachidi, coproa, palmisti, semi di cotone, babassu, granoturco e loro 
derivati 

Altre 

20,0 

50,0 

Mangimi completi per bovini, ovini e caprini ad eccezione di: 

animali da latte 

vitelli e agnelli 

50,0 

5,0 

10,0 

Mangimi completi per suini e pollame (salvo animali giovani) 20,0 

Altri mangimi completi 10,0 

Mangimi complementari per bovini, ovini e caprini, ad eccezione di quelli per animali da latte, vitelli e 
agnelli 

50,0 

Mangimi complementari per suini e pollame (salvo animali giovani) 30,0 

Altri mangimi complementari 5,0 

Tabella 12: Limite AFB1 nelle matrici alimentari destinate all’alimentazione animale (D.M. 23 dicembre 202, n.317- 
Gazzetta Ufficiale n. 155 del 07-07-2003) 
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PROGETTO DI RICERCA 

Rilievi anatomoistopatologici in scrofe gravide, vaccinate con un vaccino 
anti AFB1 e alimentate con un mangime contaminato da aflatossina B1 e 

nella loro prole indirettamente esposta alla aflatossicosi.  

 

Il problema delle contaminazioni da micotossine negli alimenti di impiego zoo-

tecnico, connesso talora anche all’importazione di derrate da paesi a clima cal-

do e umido e degli eventuali residui  nei prodotti di origine animale, viene stu-

diato da vari anni senza che sia stata trovata una soluzione definitiva. Gli a-

spetti più preoccupanti di sicurezza alimentare sono legati all’ingestione diretta, 

attraverso il consumo di derrate contaminate, o indiretta, attraverso il consumo 

di prodotti carnei, di metaboliti di alcune specie di Penicillium e Fusarium, fra 

cui aflatossine e fumonisine. L’aflatossina B1 è l’epatocancerogeno attivo per 

os più potente che si conosca; durante il processo digestivo l’aflatossina viene 

in parte assorbita e trasportata al fegato, dove è metabolizzata, dando origine a 

diversi idrossi-derivati che vanno in circolo e che sono poi eliminati tramite le 

urine, la bile e il latte. 

L’Aflatossina B1 possiede un ampio spettro d’azione e può esplicare effetti le-

sivi di varia natura negli animali da laboratorio (cancerogenesi, mutagenesi, te-

ratogenesi, alterazioni del sistema immunitario, etc.), mentre nell’uomo e negli 

animali in produzione zootecnica (suino, pollo, cavallo) sono descritti soprattut-

to quadri epatotossici e nefropatici. Tra gli animali in produzione zootecnica, 

anche il suino manifesta sensibilità all’intossicazione da aflatossinaB1,  presen-

tando, oltre al danno epatico e renale, lesioni anche ad altri parenchimi . Un 

numero crescente di studi ha permesso di provare come l’intossicazione con 

aflatossina B1 interferisca a vario livello sull’efficienza della risposta immunita-

ria del topo, ratto e pollo nonché nel suino. 

Le strategie finora adottate per contenere gli effetti negativi da micotossine, 

una volta che sono state ingerite, si sono basate sul sequestro di tali composti 
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a livello di lume intestinale in modo da prevenirne l’assorbimento o sugli effetti 

protettivi di alcune molecole antiossidanti sugli organi bersaglio, principalmente 

rene e fegato, una volta che l’assorbimento è avvenuto. Tuttavia nessuna delle 

strategie in uso ha dimostrato univoci effetti nel contrastare la problematica. La 

pratica della vaccinazione risulta essere invece un approccio del tutto nuovo e 

ancora inesplorato, e come tale necessita di studi che ci si propone di affronta-

re con il presente progetto 

Il presente studio si è proposto di formulare un vaccino AFB1 e di valutarne 

l’eventuale effetto protettivo acquisito nei confronti di AFB1 in scrofe gravide 

immunizzate con costrutti in grado di indurre Ab sierici, in comparazione a 

scrofe di controllo, mediante loro alimentazione con mangime contaminato con 

quantità note di AFB1 e rilievo della micotossina (AFB1 e AFM1) con saggi 

specifici nel colostro e nel latte. Si sono valutate le possibili alterazioni morfo-

strutturali a livello di organi target dell’aflatossina B1 sia nelle scrofe immuniz-
zate con un vaccino AFB1-BSA (AFB1 coniugato alla BSA) e poi alimentate 

con un mangime naturalmente contaminato da 500ppb/kg di aflatossina B1 du-

rante l’ultimo periodo di gravidanza e durante l’allattamento sia nella loro prole, 
indirettamente esposta alla tossicosi, comparativamente a scrofe e sui-
netti di controllo.  
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MATERIALI E METODI 

Il protocollo sperimentale, approvato dal Comitato etico, ha previsto l’impiego di 

4 scrofe primipare e gravide da almeno 40 giorni, appartenenti alla stessa linea 

genetica (Ibridi commerciali), stabulate presso l’Istituto Zooprofilattico di Brescia 

e tenute nelle stesse condizioni ambientali e di alimentazione. 

Due scrofe  (contrassegnate con i numeri 18D e 5611) sono state immunizzate 

con quattro inoculi di AFB1-BSA (Sigma, A6655), mentre le restanti due (5D e 

5661) sono state immunizzate solo con BSA e considerate come gruppo con-
trollo. Ad ognuno degli animali immunizzati sono state iniettate i.m. quattro dosi 

(giorno 0, 14, 28 e 42) costituite da 500 µg di immunogeno addizionati di adiu-

vante di Freund completo (primo inoculo) o incompleto (3 inoculi successivi), in 

un volume finale di 1 ml in PBS pH 7.4. Prima, durante e al termine del periodo 

di immunizzazione, sono stati eseguiti prelievi di sangue al fine di verificare la 

presenza nei sieri di anticorpi specifici per AFB1. 

Aflatossina B1 coniugata a proteine carrier 
Al fine di valutare la potenzialità di immunogeni mimetici ricombinanti e genici 

nell’approccio vaccinale e di monitoraggio sierologico nei confronti di AF, sono 

stati utilizzati immunogeni convenzionali costituiti da AFB1 coniugata a proteine 

carrier.  
L’immunogeno convenzionale è costituito da AFB1 coniugata ad albumina sieri-

ca bovina (AFB1-BSA) (Sigma Aldrich, St. Louis, Mo). 

 

Al termine del protocollo di vaccinazione le scrofe hanno ricevuto, per il restante 

periodo di gravidanza e sino alla fine della lattazione un’alimentazione ad libi-

tum con mangime naturalmente contaminato da 500ppb di AFB1 e sono state 

seguite quotidianamente sotto l’aspetto clinico e comportamentale.  

Le scrofe 5D (Controllo) e 5611 (Vaccinata) hanno partorito il 3 e 4 agosto, 

mentre le scrofe 18D (Vaccinata) e 5661 (Controllo) in data 7 e 8 agosto.  
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Dopo tre giorni dal parto, da ogni scrofa sono stati scelti casualmente 5 suinetti 

( è stata applicata una marca auricolare per l’identificazione) dai quali sono stati 

prelevati campioni di sangue al 3°, al 28°  e al 50° giorno di vita.  

Saggi immunoenzimatici diretti per la valutazione di Ab specifici nei con-
fronti di AFB1 nel siero 

(I saggi immunoenzimatici per la valutazione di Ab specifici nei confronti di AFB1 sono 

stati effettuati presso il Dipartimento di Patologia e Medicina di Laboratorio Sezione di 

Microbiologia Università degli Studi di Parma) 

I pozzetti di piastre microtiter sono stati adsorbiti con 50 µl di siero diluiti 1:50 

in tampone carbonato pH 9,6, incubando una notte a 4°C in camera umida. 

Dopo 3 lavaggi con PBS1X contenente 0,05% Tween, saturati con 100 µl di 

PBS 1X contenente 1% gelatina per 90’ ed ulteriori 3 lavaggi, ad ogni pozzetto 

sono stati aggiunti 50 µl di una soluzione di AFB1 coniugata a perossidasi 

(AFB1-HRP, Abraxis) diluita 1:2 in PBS pH 7,4. Dopo 60’ a 37°C in camera u-

mida, AFB1-HRP legata è stata rilevata aggiungendo 50 µl di una soluzione di 

cromogeno (TMB, Sigma Aldrich) e substrato (0,02% H2O2).  La reazione è sta-

ta bloccata dopo 30’, aggiungendo 25 µl di H2SO4 1 N e l’assorbanza è stata 

letta a 650 e 450 nm in un lettore per micropiastre (Multiskan Ascent, Lab-

systems). 
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Protocollo sperimentale di immunizzazione delle scrofe  

4 scrofe gravide: immunizzazione intramuscolo (1ml) 

(ciascun inoculo) 

2 scrofe gravi-
de  

0.5 ml AFB1-BSA + 0.5 ml adiuvante di Freund completo 

per la prima immunizzazione, incompleto per le successive (Vaccinate, 

V) 

2 scrofe gravi-
de  

0.5 ml BSA + 0.5 ml adiuvante di Freund completo per la 

prima immunizzazione, incompleto per le successive (Controllo, C) 

Prelievo di campioni di sangue (siero) (10-20 ml)  

9 giugno-T0 1° inoculo: 2 scrofe immunizzate con AFB1-BSA (V)- 2 

scrofe immunizzate con BSA (C) 

Prelievo di campioni di sangue (siero) (10-20 ml)  

23 giugno-T1 2° inoculo: 2 scrofe con 2V (vaccinate)- 2 scrofe con 2C 

(controllo) 

Prelievo di campioni di sangue (siero) (10-20 ml)  

7 luglio-T2 3° inoculo: 2 scrofe con 3V (vaccinate)- 2 scrofe con 3C 

(controllo) 

Prelievo di campioni di sangue (siero) (10-20 ml)  

21 luglio-T3 4° inoculo: 2 scrofe con 4V (vaccinate)- 2 scrofe con 4C 

(controllo) 

28 luglio-T4 Prelievo di sangue (siero) su tutte le scrofe (10-20 ml) 
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Al termine del protocollo vaccinale è iniziata la somministrazione del man-

gime contaminato da AFB1 per tutte le scrofe, sia vaccinate con AFB1-BSA sia 

trattate solo con BSA, fino al parto e poi fino al termine dell’allattamento. 

Il mangime, naturalmente contaminato da AFB1, è stato fornito dall’Istituto di 

Scienze degli Alimenti e della Nutrizione dell’Università Cattolica del Sacro Cuo-

re di Piacenza diretto dal Prof. Piva Gianfranco. 

Dopo il parto  su tutte le scrofe sono stati effettuati i prelievo di colostro e di lat-

te al 10°, 17°, 24° giorno dopo il parto per valutare la presenza di residui di 

AFM1 o di anticorpi (tabella 30).  

 

Determinazione della concentrazione di AFB1 e AFM1 nei campioni di lat-
te 

(Le determinazioni della concentrazione di AFB1 e AM1 nei campioni di latte di scrofa 

sono state effettuate presso l’Istituto di Scienze degli Alimenti e della Nutrizione 

dell’Università Cattolica del Sacro Cuore di Piacenza diretto dal Prof. Piva Gianfranco) 

L’estrazione di AF dai campioni di latte è stata condotta secondo la tecnica 

dell’immunoaffinità (Bertuzzi, 2003).  

50 ml di latte scremato (ottenuto mediante centrifugazione a 7000 rpm, 10’, 

4°C) sono stati filtrati in carta da filtro Schleiche & Schuell 585 ½. Successiva-

mente, 20 ml di latte filtrato sono stati trasferiti in colonna di immunoaffinità (A-

flatoxin Easy-etract, Rhone Diagnostics) precedentemente lavata con 20 ml di 

PBS pH 7.4. Dopo aver lavato la colonna con 5 ml di acqua, le tossine legate 

alla colonna sono state eluite con 2,5 ml di metanolo. L’estratto è stato essicca-

to in flusso di azoto, ridissolto in 1 ml di una soluzione aceto nitrile:acqua 

(25:75) e filtrato (Millipore Corporation; HV 0.45 mm) prima dell’analisi HPLC, 

effettuata in un cromatografo LC Perkin Elmer (Perkin Elmer), collegato ad una 

pompa LC-200 e a un rivelatore a fluorescenza Jasco FP-1520 (Jasko). Il si-

stema e l’acquisizione dei dati sono stati controllati dal software Jasko Borwin 
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Chromatography PC. AFM1 è stata separata in colonna C18 a fase inversa Li-

Cospher 100 column (Merck; 5 mm particle size, 12534 mm i.d.) a temperatura 

ambiente, con fase mobile acqua: acetonitrile (75:25) e flusso 1 ml/min. Il rive-

latore a fluorescenza è stato impostato a una lunghezza d’onda di eccitazione 

365 nm e 440 nm di emissione. La concentrazione della soluzione di AFM1 

standard è stata verificata secondo il metodo AOAC 970.44, conservando la 

soluzione a -20°C quando non  utilizzata. (Bertuzzi, 2003) 

Al termine del periodo di lattazione le scrofe e dieci suinetti (5 figli delle scrofe 

vaccinate e 5 figli delle scrofe controllo) sono stati sacrificati. I restanti suinetti 

sono stati sacrificati a distanza di 30 giorni. 

Animali sperimentali  - Suinetti 

Gruppo A 5 suinetti figli delle scrofe vaccinate e 5 figli delle scrofe con-

trollo sacrificati al 28° giorno di vita 

Gruppo B 5 suinetti figli delle scrofe vaccinate e 5 figli delle scrofe con-

trollo sacrificati dopo 30 giorni di svezzamento 

 

I suinetti sono stati seguiti per la valutazione dei parametri clinici alla nascita, 

durante l’allattamento e lo svezzamento. 

Da ogni suinetto: prelievi di sangue al 3° 28° e 50° giorno di vita per la valu-

tazione di parametri immunitari e biochimici (PBMC, plasma e siero). 

Sul sangue prelevato (sia dalle scrofe sia dai suinetti) sono state effettuate valu-

tazioni ematologiche ed immunofenotipiche delle principali sottopopolazioni lin-

focitarie T (CD4, CD8, CDγδ, CD3), mediante analisi citofluorimetrica, seguendo 

metodiche già sperimentate in altre ricerche.  
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INDAGINI ANATOMOISTOPATOLOGICHE 

Le scrofe e dieci suinetti sono stati sacrificati al termine del periodo di lattazione 

(28 giorni di vita) mediante Tanax® (gruppo A) , mentre i restanti suinetti sono 

stati sacrificati dopo 30 giorni di svezzamento e durante questo periodo sono 

stati alimentati utilizzando un mangime commerciale non contaminato da afla-

tossine  (gruppo B). 

Tutti gli animali sperimentali (scrofe e suinetti) sono stati sottoposti  ad e-

sami necroscopici prelevando campioni di timo, milza, rene, fegato, pancreas, 

cuore, surrene, linfonodi bronchiali e meseraici, tiroide, encefalo, polmone, inte-

stino (tenue e crasso), nonché parti di altri organi o tessuti eventualmente lesi. 

I campioni tissutali sono stati fissati in formalina tamponata  (Bioptica) al 4% per 

24- 48 ore, tagliati in sezioni di 3-4 mm di spessore, disidratati in inclusore sot-

tovuoto  (Medite), inclusi in paraffina (con centralina di inclusione Medite), se-

zionati al microtomo (Leyca) in sezioni istologiche di 5 micron di spessore e co-

lorati con la colorazione di base dell’istologia ematossilina-eosina, con la tricro-

mica di Masson, per evidenziare sia in ambito epatico sia a livello renale  feno-

meni di fibrosi, e la PAS reazione, per evidenziare la presenza di glicogeno a 

livello epatico e per valutare le modificazioni morfostrutturali del  parenchima 

renale. 

Campioni di timo, di linfonodi bronchiali e meseraici, di  duodeno, digiuno e 

crasso sono stati congelati in isopentano preraffreddato in azoto liquido, per al-

lestire sezioni criostatiche ed effettuare colorazioni immunoistochimiche atte a 

fenotipizzare le popolazioni linfocitarie. 
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RISULTATI E DISCUSSIONE 

 

 

Durante le prove sperimentali non sono stati rilevati segni di sofferenza clinica o 

anomalie comportamentali tra le due scrofe vaccinate e le due di controllo, co-

me pure nell’ambito della rispettiva prole.  

All’esame necroscopico delle scrofe immunizzate con il vaccino AFB1-BSA non 

si sono osservate lesioni macroscopicamente evidenti, in comparazione alle 

scrofe vaccinate solo con l’adiuvante BSA.  

Anche nei suinetti non si sono osservate rilevanti modificazioni macroscopiche 

a livello degli organi indagati eccetto in due suinetti del gruppo A in cui si sono 

osservati quadri di onfalite e peritonite fibrino-purulenta (non sono stati inseriti 

nelle valutazioni ematologiche e anatomoistopatologiche). 

In questo lavoro abbiamo posto particolare attenzione agli organi considerati nel 

suino maggiormente sensibili all’azione tossica dell’aflatossina B1 e quindi ab-

biamo sottoposto ad indagini  istopatologiche il fegato, il rene, il timo, i linfonodi 

(bronchiali e meseraici) e la milza. 

l fenomeni lesivi sono stati classificati utilizzando uno score che prendeva in 

considerazione l’estensione e la gravità delle lesioni a livello di fegato (vedi ta-

bella n.13,15,16,17), rene (tabella n.14,18,19,20.), timo (tabella n. 25,26,27,28), 

linfonodi  (tabella n.29,30,31,32) e milza (tabella n.21,22,23,24). 

Score lesioni istologiche: 

(-) =  assenza di lesioni;  
(+/-) = lesioni rare  
(+) = lesioni lievi a carattere focale 
(++)=  lesioni moderate a carattere focale 
(+++)= lesioni gravi e diffuse
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Dalle indagini immunosierologiche  (figura n.68 ) non si è evidenziata la presen-

za significativa di anticorpi specifici nei confronti di AFB1; è venuto quindi a 

mancare l’effetto protettivo che doveva essere acquisito mediante la vaccina-

zione; tutti gli animali sperimentali, le scrofe vaccinate e  le scrofe di controllo 

con la loro prole, sono stati esposti, con l’assunzione di un mangime contamina-

to, all’azione lesiva dell’aflatossina B1 anche se presente nelle quantità massi-

me consentite dalla Direttiva CEE 2002/32/CE (0,005mg/Kg di alimento).  

Nelle tabelle abbiamo comunque differenziato con la sigla (V) le scrofe vacci-
nate e la loro prole e con la sigla (C) le scrofe immunizzate con solo il car-
rier proteico BSA e la loro prole. 

 

scrofe  

 FEGATO  
18D (V) 5611 (V)  5661 (C)  5D (C)  

Stasi biliare (-) (+) (+) (-) 
Pigmenti nelle cellule del kupffer (-) (+) (-) (-) 

Rigonfiamento torbido (-) (+) (+) (-) 
Degenerazione idropico-

vacuolare (+) (-) (-) (-) 

Steatosi (-/+) (-/+)   (-) (-/+) 
Necrosi epatocitaria  focale (+) (+) (+) (+) 

Rigenerazione epatociti  (+) (+) (-) (-) 
Proliferazione dotti biliari (+) (-) (+) (-) 

Infiltrati cellulari interstiziali (+) (+) (+) (+) 
Infiltrati cellulari intraparenchimali  (++) (+) (+) (+) 

Le
si

on
i 

Fibrosi (+) (-) (+) (-) 
Tabella 13:lesioni a carico del parenchima epatico delle scrofe vaccinate con vaccino AFB1-BSA (V) e vaccinate con 

sola BSA ( C) 
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scrofe  RENE  
18D (V) 5611 (V)  5661(C) 5D(C) 

Infiltrati infiammatori Interstiziali (-) (-) (-) (-) 
Rigonfiamento torbido (+) (+) (-) (+) 

Degenerazione vacuolare (-) (-) (-) (-) 
Steatosi  (+) (+) (+) (+) 

Rigenerazione epiteli tubulari (-) (-) (++) (-) 
Lesioni glomerulari (-) (-) (++) (-) 

Mitosi (+) (-) (-) (+) 
Macrocariosi (-) (-) (-) (-) 

Ectasia duttale , plasmorragia (-) (-) (-) (-) 

Le
si

on
i 

Fibrosi       ( + )         (+)         (+)         (+) 
Tabella 14: lesioni a carico del parenchima renale delle scrofe vaccinate con vaccino AFB1-BSA (V) e vaccinate con 

sola BSA ( C) 
 

Le scrofe esposte al mangime contaminato hanno presentato lievi fenomeni 

degenerativi a livello epatico (rigonfiamento torbido, steatosi a carattere focale, 

stasi biliare) modici infiltrati a focolaio intraparenchimali di linfociti e macrofagi, 

espressione di necrosi di singoli epatociti, lievi fenomeni di fibrosi intralobulare, 

di disorganizzazione delle filiere epatocitarie e di proliferazione di piccoli dotti 

biliari .  

Nei campioni istologici di parenchima epatico dei suinetti sia del gruppo A sia 

del gruppo B si osservano fenomeni regressivi di lieve o moderata entità a ca-

rattere focale o diffuso: rigonfiamento torbido e degenerazione idropica a carat-

tere diffuso; fenomeni di steatosi, necrosi di singoli epatociti con scarsi infiltrati 

infiammatori intraparenchimali; i dotti biliari sono spesso dilatati per la presenza 

di materiale eosinofilo e tappezzati da epitelio cilindrico. 

Nel gruppo A emergono in diversi soggetti anche aspetti di emopoiesi extra-

midollare. Raramente si riscontra  aumento del connettivo interstiziale o intra-

lobulare.  
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Suinetti gruppo A 
 FEGATO  

1 (V)  5 (V)  6 (V)  8 (V)  2 (C)  3 (C)  4 (C)  

Rigonfiamento torbido (-) (++) (-) (-) (+) (++) (+) 
Degenerazione idropico-

vacuolare (++) (+) (+) (++) (-) (-) (-) 

Steatosi  (+) (++) (+) (++) (+) (++) (-) 

Infiltrati interstiziali (-) (-) (+) (+) (-) (+) (+) 

Infiltrati cellulari intraparenchimali (-) (+) (+) (+) (+) (+) (+) 

Emopoiesi extramidollare (-) (-) (-) (-) (++) (+) (++) 

Le
si

on
i 

Fibrosi (-) (+) (-) (-) (-) (-) (-) 

Tabella 15: lesioni a carico del parenchima epatico dei suinetti del Gruppo A  

  (V) → suinetti figli delle scrofe vaccinate con AFB1-BSA 

  (C) →  suinetti figli delle scrofe vaccinate solo con BSA 

 

Suinetti gruppo B FEGATO  
97 (C)  61 (C) 62 (C) 94 (C) 95 (C) 

Rigonfiamento torbido (+) (+) (+) (+) (+) 
Degenerazione idropico-vacuolare (++) (++) (+++) (++) (++) 

Steatosi (-) (-) (-) (-) (-) 
Infiltrati interstiziali (++) (-) (+) (-) (+) 

Infiltrati cellulari intraparenchimali  (++) (-) (+) (-) (+) 
Emopoiesi extramidollare (-) (+) (-) (-) (-) 

Le
si

on
i 

Fibrosi (-) (-) (-) (-) (-) 

Tabella 16: lesioni a carico del parenchima epatico dei suinetti del Gruppo AB 

  (V) → suinetti figli delle scrofe vaccinate con AFB1-BSA 

  (C) →  suinetti figli delle scrofe vaccinate solo con BSA 

 

Suinetti gruppo B FEGATO  
98 (V)  96 (V)  63 (V)  100 (v) 99 (v) 

Rigonfiamento torbido (+) (+) (+) (+) (++) 
Degenerazione idropico-vacuolare (++) (++) (++) (++) (++) 

Steatosi (-) (-) (+) (-) (-) 
Infiltrati interstiziali (+) (+) (+) (+) (+) 

Infiltrati cellulari intraparenchimali  (-) (+) (+) (+) (+) 
Emopoiesi extramidollare (-) (-) (-) (-) (-) 

Le
si

on
i 

Fibrosi (-) (-) (-) (-) (-) 

Tabella 17: lesioni a carico del parenchima epatico dei suinetti del Gruppo B  

  (V) → suinetti figli delle scrofe vaccinate con AFB1-BSA 

  (C) →  suinetti figli delle scrofe vaccinate solo con BSA 
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Nel rene delle scrofe si osservano fenomeni di rigonfiamento torbido e di stea-

tosi a carattere focale a livello dei tubuli contorti prossimali e distali e di fibrosi 

sempre a carattere focale a livello della zona midollare; in un soggetto si evi-

denziano lesioni glomerulari e aspetti di rigenerazione degli epiteli tubulari.    

Nei preparati istologici di rene dei suinetti del gruppo A e B si osservano le-

sioni degenerative tubulari a carattere focale con coinvolgimento di segmenti 

tubulari diversi in una o più zone del parenchima renale: si rilevano aspetti di 

rigonfiamento torbido, steatosi degli epiteli dei tubuli contorti distali e prossima-

li,  fenomeni di megacariori o di picnosi degli epiteli tubulari e di rigenerazione 

epiteliale.  I corpuscoli glomerulari nei suinetti del gruppo A e B non evidenzia-

no fenomeni lesivi; nel gruppo A a livello subcapsulare sono presenti ancora 

numerosi glomeruli immaturi. 

 

Suinetti gruppo A 
RENE  

1 (V)  5 (V)  6 (V)  8 (V)  2 (C)  3 (C)  4 (C)  

Infiltrati interstiziali infiam-
matori  (-) (-) (-) (+) (+) (++) (-) 

Rigonfiamento torbido (+) (+) (-) (+) (+) (-) (+) 

Degenerazione vacuolare (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

Steatosi  (+) (+) (++) (+) (+) (+) (-) 

Lesioni glomerulari (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

Rigenerazione epiteliale (-) (+) (-) (-) (+) (+) (-) 

Mitosi (+) (-) (-) (+) (-) (+) (+) 

Le
si

on
i 

Ectasia duttale, plasmorra-
gia (+) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

 

Tabella 18: lesioni a carico del parenchima renale dei suinetti del Gruppo A  

  (V) → suinetti figli delle scrofe vaccinate con AFB1-BSA 

  (C) →  suinetti figli delle scrofe vaccinate solo con BSA 
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Suinetti gruppo B  RENE 
63 (V ) 100(V) 99(V) 62(C) 97(C) 

Infiltrati Interstiziali infiammatori  (-) (-) (-) (+) (-) 
Rigonfiamento torbido (+) (+) (-) (-) (-) 

Degenerazione vacuolare (-) (-) (-) (-) (-) 
Steatosi (-) (-) (+) (++) (+) 

Lesioni glomerulari (-) (- (-) (-) (-) 
Mitosi (-) (-) (-) (++) (-) 

Rigenerazione epiteliale (++) (+) (+) (+) (++) 

Le
si

on
i 

Ectasia duttale, plasmorragia (+) (+) (-) (-) (+) 
 
Tabella 19:  lesioni a carico del parenchima renale dei suinetti del Gruppo A  

  (V) → suinetti figli delle scrofe vaccinate con AFB1-BSA 

  (C) →  suinetti figli delle scrofe vaccinate solo con BSA 

 
 
 

Suinetti gruppo B  RENE 
98 (V ) 94 (C) 95 (C) 96 (V) 61(C) 

Infiltrati Interstiziali infiammatori  (-) (-) (-) (-) (-) 
Rigonfiamento torbido (+) (-) (+) (+) (-) 

Degenerazione vacuolare (-) (-) (-) (+) (-) 
Steatosi (tubuli cont. distali) (-) (-) (+) (-) (-) 

Lesioni glomerulari (-) (-) (-) (-) (-) 
Rigenerazione epiteliale (++) (+) (-) (+) (+) 

Mitosi (-) (+) (+) (-) (-) 

Le
si

on
i 

Ectasia duttale, plasmorragia (+) (+) (+) (-) (+) 
 
Tabella 20:  lesioni a carico del parenchima renale dei suinetti del Gruppo B  

  (V) → suinetti figli delle scrofe vaccinate con AFB1-BSA 

  (C) →  suinetti figli delle scrofe vaccinate solo con BSA 
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La milza non presenta in tutti gli animali sperimentali rilevanti fenomeni lesivi, i 

noduli linfatici appaiono per lo più non reattivi e nei suinetti del gruppo A ra-

ramente si presentano ipoplasici. 
 

scrofe  

 
MILZA 18D (V) 5611 (V)  5661 (C)  5D (C)  

Iperplasia folllicolare  (-) (-) (+) (-) 

Ipoplasia follicolare  (-) (-)  (-) (-) 

Iperplasia polpa rossa  (-)  (-) (-) (-) 

Emosiderosi  (-) (-)  (-) (-) Le
si

on
i 

Emopoiesi  (-) (-)  (-)  (-)  
 
Tabella 21: lesioni a carico della milza scrofe vaccinate con vaccino AFB1-BSA (V) e vaccinate con sola BSA ( C) 

 
 

Suinetti Gruppo A 
MILZA   

1 (V)  5 (V)  6 (V)  8 (V)  2 (C)  3 
(C)  4 (C)  

Iperplasia follicolare  (-) (-) (-) (-) (-) (+) (+) 

Ipoplasia follicolare (-) (+) (-) (-) (-) (-) (-) 

Iperplasia polpa rossa (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

Emosiderosi (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Le
si

on
i 

Emopoiesi (+) (+) (+) (-) (+) (+) (+) 
 

Tabella 22: lesioni a carico della milza suinetti del Gruppo A  

  (V) → suinetti figli delle scrofe vaccinate con AFB1-BSA 

  (C) →  suinetti figli delle scrofe vaccinate solo con BSA 
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Suinetti Gruppo B 

 MILZA  
97 (C)  61 (C) 62 (C) 63 (V)  100 (V) 

Iperplasia folllicolare  (-) (-) (-) (-) (-) 

Ipoplasia follicolare (-) (-) (-) (-) (-) 

Iperplasia polpa rossa (-) (-) (-) (-) (-) 

Emosiderosi (-) (-) (-) (-) (-) 

Le
si

on
i 

Emopoiesi (-) (-) (-) (-) (-) 
 

Tabella 23: lesioni a carico della milza suinetti del Gruppo B  

  (V) → suinetti figli delle scrofe vaccinate con AFB1-BSA 

  (C) →  suinetti figli delle scrofe vaccinate solo con BSA 

 
 

Suinetti Gruppo B  
  

 MILZA 98 (V)  99 (V) 94 (C) 95 (C) 96 (V)  

Iperplasia folllicolare  (-) (-) (-) (-) (-) 

Ipoplasia follicolare (-) (-) (-) (-) (-) 

Iperplasia polpa rossa (-) (-) (-) (-) (-) 

Emosiderosi (-) (-) (-) (-) (-) 

Le
si

on
i 

Emopoiesi (-) (-) (-) (-) (-) 
 

Tabella 24: lesioni a carico della milza dei suinetti del Gruppo B 

  (V) → suinetti figli delle scrofe vaccinate con AFB1-BSA 

  (C) →  suinetti figli delle scrofe vaccinate solo con BSA 

 

 
 

Nelle scrofe il timo, organo target dell’azione tossica delle aflatossine, presen-

ta fenomeni di involuzione e si osservano solo isolotti rudimentali dell’organo. 

In alcuni suinetti soprattutto del gruppo A  si osserva riduzione e rarefazione 

della corticale, mentre nella midollare si evidenzia aumento del numero dei 

corpuscoli timici che mostrano fenomeni di metaplasia squamosa. 
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scrofe  
TIMO  

18D (V) 5611 (V)  5661 (C)  5D (C)  

Atrofia corticale (-) (-) (-) (-) 

Atrofia midollare (-) (-) (-) (-) 

Involuzione (+) (+) (+) (+) Le
si

on
i 

Starry sky (-) (-) (-) (-) 
 
Tabella 25: lesioni a carico del timo scrofe vaccinate con vaccino AFB1-BSA (V) e vaccinate con sola BSA ( C) 
 
 

 
 

Suinetti Gruppo A 
TIMO  

1 (V)  5 (V)  6 (V)  8 (V)  2 (C)  3 (C)  4 (C)  

Atrofia corticale (+) (-) (-) (+) (-) (-) (-) 

Atrofia midollare (-) (-) (-) (+) (-) (+) (-) 

Involuzione (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Le
si

on
i 

Starry sky (+) (+) (-) (-) (+) (+) (+) 
 

Tabella 26: lesioni a carico del timo dei suinetti del Gruppo A 

  (V) → suinetti figli delle scrofe vaccinate con AFB1-BSA 

  (C) →  suinetti figli delle scrofe vaccinate solo con BSA 

 

Suinetti Gruppo B 
TIMO  

97 (C)  61 
(C) 62 (C) 63 (V)  100 (v) 

Atrofia corticale (-) (+) (-) (+) (-) 

Atrofia midollare (-) (-) (-) (-) (-) 

Involuzione (-) (-) (-) (-) (-) Le
si

on
i 

Starry sky (-) (+) (+) (+) (-) 
 

Tabella 27: lesioni a carico del timo dei suinetti del Gruppo B 

  (V) → suinetti figli delle scrofe vaccinate con AFB1-BSA 

  (C) →  suinetti figli delle scrofe vaccinate solo con BSA 
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Suinetti del Gruppo B 
TIMO  

98 (V)  99 (v) 94 (C) 95 (C) 96 (V)  

Atrofia corticale (-) (+) (-) (-) (-) 

Atrofia midollare (-) (+) (-) (-) (-) 

Involuzione (-) (+) (-) (-) (-) Le
si

on
i 

Starry sky (-) (+) (+) (-)  
(+) 

 

Tabella 28: lesioni a carico del timo dei suinetti del Gruppo B 

  (V) → suinetti figli delle scrofe vaccinate con AFB1-BSA 

  (C) →  suinetti figli delle scrofe vaccinate solo con BSA 

 
 
 
 
 
 
 
I rilievi istopatologici sui linfonodi hanno evidenziato in due scrofe (5611 e 

18D) lievi fenomeni di depauperamento dei noduli linfatici dei linfonodi mese-

raici , mentre nelle restanti scrofe si osservano moderati fenomeni di iperplasia 

follicolare aspecifica; anche nei suinetti del gruppo A e B si osserva iperplasia 

follicolare con lievi aspetti di rarefazione dei centri germinativi.   
 

scrofe 

LINFONODI  

 
18D (V) 5611 (V)  5661 (C)  5D (C)  

Iperplasia follicolare   (-) (-)  (+) (+) 

Ipoplasia follicolare  (-) (-)  (-) (-) 

Le
si

on
i 

Deplezione centri germinati-
vi  (+) (+)  (-) (-) 

 
 
Tabella 29:  lesioni a carico dei linfonodi scrofe vaccinate con vaccino AFB1-BSA (V) e vaccinate con sola BSA ( C) 
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Suinetti Gruppo A 
LINFONODI 

1 (V)  5 (V)  6 (V)  8 (V)  2 (C)  3 (C)  4 (C)  

Iperplasia follicolare  (+) (-) (+) (++) (+) (+) (+) 

Ipoplasia follicolare (-) (+) (-) (-) (+) (-) (+) 

Le
si

on
i 

Deplezione centri germi-
nativi (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

 
 

Tabella 30: lesioni a carico del linfonodo suinetti del Gruppo A 

  (V) → suinetti figli delle scrofe vaccinate con AFB1-BSA 

  (C) →  suinetti figli delle scrofe vaccinate solo con BSA 

 
 
 
 

 
Suinetti Gruppo B 

   LINFONODI 

97 (C)  61 (C) 62 (C) 63 (V)  100 (v) 

Iperplasia follicolare  (+)  (-)  (-)  (-)  (-) 

Ipoplasia follicolare (-)  (-)  (-)  (-)  (-) 

Le
si

on
i 

Deplezione centri germinativi (-)  (-)  (-)  (-)  (-) 
 
 

Tabella 31: lesioni a carico del linfonodoi suinetti del Gruppo B 

  (V) → suinetti figli delle scrofe vaccinate con AFB1-BSA 

  (C) →  suinetti figli delle scrofe vaccinate solo con BSA 

 
 
 
 

Suinetti Gruppo B 
  LINFONODI 

98 (V)  99 (v) 94 (C) 95 (C) 96 (V)  

Iperplasia follicolare  (+) (+) (++)  (-) (+) 

Ipoplasia follicolare (-) (-) (-)  (-) (-) 

Le
si

on
i 

Deplezione centri germina-
tivi (-) (-) (-)  (-) (-) 

 

Tabella 32: lesioni a carico del linfonodo suinetti del Gruppo B 

  (V) → suinetti figli delle scrofe vaccinate con AFB1-BSA 

  (C) → suinetti figli delle scrofe vaccinate solo con BSA 
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Figura 13: Scrofa 5611 (C ) fegato: infiltrati intraparenchimali a focolaio  
di linfociti (EE 10X) 

 

Figura 14: Scrofa 5D (C ) rene degenerazione degli epiteli tubulari e  
aspetti di picnosi   (EE 10X) 
 

 

Figura 15: Scrofa 5611 (C ) rene con steatosi epiteli tubulari (EE 10X) 
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Figura 16: Suinetto Gruppo A -8 (V )-  fegato steatosi e degenerazione  
vacuolare diffusa (EE 4X) 

 

Figura 17: Suinetto Gruppo A -5 (V)- fegato degenerazione idropica  
diffusa (EE 4X) 

 

Figura 18: Suinetto Gruppo A - 5 (V) -rene con rigenerazione epiteli  
tubulari (EE 10X) 
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Figura 19: Scrofa 5D (C)  rene fibrosi a livello della midollare(EE 4X)   

 

Figura 20: Scrofa 5D (C ) rene aspetti di fibrosi interstiziale (EE 10X)  

 

Figura 21: Scrofa 5D (C)  rene degenerazione epiteliale e aspetti  
di Fibrosi (EE 10X)  
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Figura 22: Suinetto Gruppo B - 98 (V)-  rene piccosi degli epiteli tubulari  
(PAS 10X)  

 
Figura 23: Suinetto Gruppo B - 98  (V)- rene steatosi e rigenerazione  

tubulare (PAS 20X) 

 

Figura 24:  Suinetto Gruppo B -100 (V)-  fegato scarsi infiltrati cellulari 
   periduttali  (EE 10X) 
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Figura 25:  Suinetto Gruppo B -100 (V)- dotto biliare con epitelio  
ipertrofico presenza di infiltrati periduttali  (EE 10X) 
 

 

Figura 26: Suinetto Gruppo B -100 (V)- fegato fibrosi Intralobulare (EE 10X) 

 

Figura 27: Suinetto Gruppo B -99 (V)-  fegato degenerazione idropica e  
Lievi fenomeni di fibrosi intralobulare (EE 20X) 
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Figura 28: Suinetto Gruppo B -99 (V)-  rene steatosi degli epiteli tubulari (EE 20X) 

 

Figura 29: Suinetto Gruppo B -99 (V)- rene con steatosi (EE 2X)  

 

Figura 30: Scrofa 5D (C ) linfonodo- aspetti di iperplasia follicolare (EE 4X) 
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Figura 31: Scrofa 18 D (V) fegato- aumento del connettivo interlobulare  
 (Tricromica di Masson 4X)   

 

Figura 32: Scrofa 18 D (V) fegato- Proliferazione di piccoli dotti biliari  
 (Tricromica di Masson 10X) 

 

Figura 33: Scrofa 18 D (V) fegato – aumento del connettivo interlobulare 
 (Tricromica di Masson 10X)  
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Figura 34: Scrofa 5661 (C) fegato  con fibrosi intralobulare  
(Tricromica  di Masson 4X)  

 

Figura 35: Suinetto  Gruppo A  - 8 (V ) -timo con lieve riduzione e 
 rarefazione della corticale (EE 4X) 

 

Figura 36: Suinetto Gruppo A - 8 ( V)-  timo atrofia della corticale  (EE 4X) 
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Figura 37: Suinetto Gruppo A  - 3 ( C)-  timo- aspetto a cielo stellato  
della corticale (Starry Sky) per fenomeni di apoptosi  (EE 10X)  

  

Figura 38: Suinetto Gruppo A - 3 (C )-  timo  (EE 4X) presenza di  
numerosi corpuscoli di Hassal 

 

Figura 39: Suinetto Gruppo A - 8 (V )-  Milza con atrofia dei  
noduli linfatici  (EE 10X) 
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Risultati valutazione dell’induzione di Ab specifici per AFB1 in scrofe 
immunizzate per via sistemica con AFB1-BSA o BSA.  

I saggi immunoenzimatici effettuati sui sieri delle scrofe vaccinate con AFB1-

BSA per verificare la presenza di Ab specifici nei confronti di AFB1, comparati-

vamente ai sieri pre-immuni ed ai sieri delle scrofe di controllo, non hanno evi-

denziato una significativa produzione di Ab specifici per AFB1 in nessuno dei 

campioni analizzati. (Il livello degli Ab rilevati è stato espresso come valori di 

OD registrati a 450 nm)   
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Figura  68 : Determinazione delle presenza di anticorpi antiAFB1 nel siero delle scrofe vaccinate e non 

(I sieri raccolti dopo la somministrazione dell’ultima dose di immunogeno (50° giorno 

post-immunizzazione AFB1-BSA) sono stati saggiati, mediante saggio immunoenzi-

matico diretto, comparativamente ai sieri raccolti il giorno 0 (pre-immunizzazione) e ai 

sieri del gruppo di controllo immunizzato secondo la stessa schedula con BSA (50° 

post-immunizzazione BSA). I punti in figura corrispondono ai valori netti di assorbanza 

a 450 nm letti per ciascun suino di ogni gruppo. Le linee mostrano il valore di assor-

banza medio per ogni gruppo).  
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Risultati della determinazione della concentrazione di AFM1 e AFB1 nei 
campioni di latte 

Scrofa 4/8 5/8 7/8 11/8 14/8 18/8 21/8 25/8 28/8 

5661   X  X  X  X 

18D   X  X  X  X 

5D  X  X  X  X  

5611  X   X  X    

Tabella n. 33   Date dei campioni di colostro/latte 

 

Nei campioni di colostro e latte prelevati all’inizio e durante il periodo di lattazione  

(tabella n.34) si sono riscontrate solo tracce di AFB1 e di AFM1: solo in tre cam-

pioni sono stati riscontrati livelli più significativi. La presenza di minimi residui di 

AFM1 nel latte delle scrofe può essere associato alla bassa concentrazione di 

AFB1 nel mangime (500ppb/kg) o a patologie mammarie o sistemiche (Bonomi 

et al.,1997).  

Latte scrofe  AFM1 ppt AFB1 ppt 

5D (C) 5/08/08 < 4 < 4 

5D (C) 1/08/08 < 4 < 4 

5D (C) 8/08/08 < 4 < 4 

5D (C) 5/08/08 < 4 < 4 

18D (V) 7/08/08 18 < 4 
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18D (V) 4/08/08 < 4 < 4 

18D (V) 1/08/08 < 4 < 4 

18D (V) 8/08/08 < 4 < 4 

5611(C) 04/08 < 4 < 4 

5611(C) 11/08 < 4 < 4 

5611 (C) 18/08 8 < 4 

5661 (V)  7/08 14 < 4 

5661 (V) 14/08 < 4 < 4 

5661 (V) 21/08 < 4 < 4 

5661 (V) 28/08 < 4 < 4 

Tabella n. 34: Presenza di AFB1 nei campioni di colostro/latte 

In un lavoro di Silvotti et al. emerge che la concentrazione di AFB1 e AFM1 nei 

nei campioni di latte, analizzati con liquid chromatography, di scrofe alimentate 

con mangime contaminato da AFB1, durante la gravidanza e la lattazione, è di 

circa 1000 volte più basso rispetto alla concentrazione nel mangime, ma au-

menta dopo 25 gg dal parto. I risultati di uno studio di Cabassi et al (1997) 

hanno suggerito che la contaminazione del latte di scrofe con 900 ppb di afla-

tossine non può determinare effetti immunotossici sui suinetti, se confrontati 

con i risultati di altri studi sperimentali (Panangala, 1986). È tuttavia possibile 

che l’esposizione prolungata all’aflatossina già in utero possa avere un ruolo 

fondamentale nel determinare effetti indiretti nel feto, dal momento che le afla-

tossine attraversano la barriera placentare (Silvotti L., 1997) 

In una indagine di Bertuzzi et al (2003), quattro scrofe (Large White) sono state 

alimentate per i primi 7 giorni di lattazione con mangime naturalmente conta-
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minato da aflatossine (AF) ad un livello di 6,4+/-0,5 e 0,67+/-0,5 µg/Kg di AFB1 

e AFB2. Campioni di colostro e latte (20-50 ml) sono stati prelevati quotidiana-

mente da ciascuna scrofa per 10 giorni dopo il parto allo scopo di valutare 

l’escrezione di AF. L’aflatossina è stata estratta con colonne di immunoaffinità 

e determinata con l’HPLC Nel latte sono stati rilevati livelli molto bassi di AFM1 

e AFM2 (0,35%). I campioni di latte hanno dimostrato concentrazioni molto 

basse di AFM1 e AFM2 (3.9 e 4.6 ng/l rispettivamente), ma anche una consi-

stente presenza di AFB1 (valore massimo 7.7 ng/l) più alta rispetto alla AFM1. 

L’escrezione di AFB1 può essere dovuta alla maggiore quantità di grassi (7-

8%) rispetto al latte della vacca poiché l’AFB1 è meno polare rispetto all’AFM1. 

Il pattern di escrezione sembra essere diverso fra le diverse AF: AFB1 rag-

giunge il livello massimo rapidamente entro 2 giorni e poi decresce, l’opposto 

avviene per AFM1 e AFM2, che crescono lentamente perché i meccanismi di 

detossificazione possono richiedere qualche giorno per essere attivi. L’AFB1 

carry-over  così come AFM1 nel latte è estremamente più basso nella scrofa 

rispetto alla vacca (1-3%) (Bertuzzi et al., 2003). Inoltre vi è una notevole va-

riabilità individuale nel carry-over influenzata giorno per giorno, da un prelievo 

di latte all’altro, dallo stato della lattazione (ad inizio lattazione il carry-over può 

essere 3,5 volte superiore rispetto a quello di animali a fine lattazione) e dallo 

stato sanitario della mammella, (in presenza di mastite la percentuale di carry-

over aumenta) (Van Egmond, 1989). 
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Conclusioni 

Il costrutto AFB1-BSA si è mostrato in grado di produrre anticorpi specifici nei 

confronti di AFB1 nel topo e nel coniglio, come riportato in bibliografia (Ga-

thumbi J.K., 2001, Guidi A., 2002), mentre nel suino limitatamente alla nostra 

indagine non è risultato immunogeno e non ha avuto l’effetto protettivo deside-

rato nei confronti dell’aflatossina B1 sia nelle due scrofe vaccinate e poi ali-

mentate con mangime contaminato da AFB1 sia nella loro prole indirettamente 

esposta alla micotossina. La scarsa immunogenicità del vaccino AFB1-BSA 

potrebbe essere imputabile ad una scarsa quantità di vaccino inoculato, alla via 

di somministrazione, alla proteina carrier utilizzata nel vaccino; infatti le Afla-

tossine, a causa del loro basso peso molecolare (c.a. 300 d),non sono in grado 

di stimolare una risposta immunitaria adeguata e per essere riconosciute dal 

sistema immunitario devono essere associate a proteine carrier. 

Presso il Dipartimento di Patologia e Medicina di Laboratorio Sezione di Micro-

biologia Università degli Studi di Parma sono già in corso diversi disegni speri-

mentali con l’intento di realizzare vaccini ricombinanti o genici da saggiare nel 

suino e in altre specie in allevamento zootecnico e poterne valutare il potere 

immunogeno e di protezione nei confronti delle micotossine. 

Nei campioni di colostro e latte prelevati all’inizio e durante il periodo di latta-

zione  (tabella n.34) si sono riscontrate solo tracce di AFB1 e di AFM1: solo in 

tre campioni sono stati riscontrati livelli più significativi. La presenza di minimi 

residui di AFM1 nel latte delle scrofe  è stata segnalata da altri autori e può es-

sere associata alle basse concentrazioni di AFB1 nel mangime (500ppb/kg), o 

a patologie sistemiche e mammarie (Bonomi et al.,1997).  

Le alterazioni morfostrutturali  osservate soprattutto a livello epatico e renale 

sia nelle scrofe sia nei suinetti  esposti per diverse settimane a bassi dosaggi di 

AFB1, appaiono di lieve entità e sono assimilabili alle lesioni descritte in biblio-

grafia in corso di aflatossicosi sub acute –croniche (Meissonnier G.M., 2007; 

Cabassi E., 2003; Newberne P., 1969) .  
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