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Abstract

The experiments that have been done so far regarding the incidence of mycotoxicoses
have shown that all animal species are susceptible to being intoxicated with deoxynivalenol.
Still, the degree of susceptibility varies according to each species, the differences being
tracked down to differences in absorption, distribution, metabolism and elimination to the
respective mycotoxin. Our experiments were based on creating a mycotoxicological profile
which resided in investigating the degree of contamination with deoxynivalenol of the
foddered given to animals and its transition into the animal serum. The determination of the
levels of deoxynivalenol, both in the fodder and the serum, was done through the method of
high-performance liquid chromatography (HPLC — UV detection; PDA detector), with the
purification of the immuno-affinity column.

The concentration of deoxynivalenol determined in food was 41.54 pg/Kg, the maximum
limit suggested by the EU Commission (The Codex Alimentarius Commission) being 1.25
mg/kg of unprocessed cereal, which means that the degree of contamination of feed does not
exceed the stated legal limit.
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INTRODUCERE

Contaminarea cerealelor, cafelei, condimentelor, arahidelor si a produselor
derivate din acestea cu fusariotoxine a fost descrisd pe larg in literatura de
specialitate, datoritd implicatiilor acestora asupra sanatatii animale $i umane.
Omul este expus acestor riscuri atat prin consumul de produse vegetale
contaminate, cat si prin consumul unor produse provenite de la animale care au
consumat hrand contaminatd. Deoarece acest risc alimentar este considerat o
problema de sandtate publica, se acordd o importantd din ce In ce mai mare
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problematicii cu privire la cdile de metabolizare a micotoxinelor in organismul
animal si cel uman.

Deoxinivalenolul este fusariotoxina cu cea mai mare raspandire in cereale si
in produsele derivate din acestea. Prin mecanisme ca inducerea apoptozei la
celulele hematopoetice si imunitare, alterarea imunoglobulinelor si prin impac-
tul asupra sintezei proteice, deoxinivalenolul are efect hematotoxic, imunomo-
dulator sau de inducere a unei toxicitdti cutanate. La rumegatoare, desi efectele
sunt mai putin toxice, studiile au asociat deoxinivalenolul cu reducerea consu-
mului de hrand (T r e h o 1 m, 1985) sau cu pierderea productiei de lapte
(Whitlow, 1991). Rezultate stiintifice recente au demonstrat ca administrarea
deoxinivalenolului, la oaie, produce modificari ale parametrilor sangvini si ale
activitatii enzimelor hepatice (Busuricu si Zamfiescu,2007).

Mecanismele de transfer al fusariotoxinelor in organismul animal §i uman
raman insa Inca neclare. Hed man (1997) considera ca ratele de absorbtie si
cialigti M e k y, 2003; C a v r e t, 2006) au considerat ca fusariotoxinele sunt
rapid absorbite in intestinul subtire si se elimina in primele 24 de ore de la in-
gestie, urmata de o excretie 1n cantitati mici. Totusi, in produsele animaliere se
gasesc urme ale fusariotoxinelor si a derivatelor lor. De aici apare nevoia unor
studii avansate privind mecanismele implicate Tn metabolismul micotoxinelor si
a neutralizarii activitatii lor inainte de a evalua riscul asupra sanatatii omului.

Deoarece cantitatea de deoxinivalenol prezentd in sangele si tesuturile de
origine animala Tn urma intoxicatiei cu fusariotoxine este foarte mica, de ordinul
ppm, se impune folosirea unor metode de analiza adecvata, cu limite de detectie
in acest interval. Desi pentru analiza deoxinivalenolului se folosesc in general
metode gaz cromatografice, si metoda cromatografiei de lichide de inaltd per-
formanta (HPLC) oferd performante analitice similare, cu conditia unei puri-
ficari riguroase a probei.

Obiectivul acestui studiu a fost acela de a determina incidenta contaminarii
cu deoxinivalenol a furajelor administrate animalelor din loturile experimentale
ale laboratorului si determinarea gradului de transmitere a acestuia in sange la
ovine in conditiile unei intoxicatii acute sau cronice.

MATERIALUL SI METODA DE CERCETARE
Metode de analiza

Experientele s-au desfasurat la 1.C.D.C.O.C. Palas-Constanta, in perioada
2007-2008, in baza unui proiect CEEX, finantat de la buget iar institutia
conducatoare, care a si asigurat furajul contaminat, a fost LN.C.D.A. Fundulea.

Furajul a fost contaminat artificial prin injectarea fanului de lucerna sub
forma de baloti infoliati cu filtratul de cultura al cipercii Fusarium medicaginis
(un litru de filtrat/ balot de 20 kg), iar furajul de triticale a fost infestat artificial
cu miceliu de Fusarium graminearum furnizat de Institutul de Cercetare-
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Dezvoltare pentru Protectia Plantelor si Dezvoltare Rurald - Bucuresti (izolatul
a fost crescut pe mediu din seminte de triticale, in flacoane de 500 g).

Pentru realizarea intoxicatiei cronice, fiecare animal (n=30) a primit pe
timpul iernii, zilnic, timp de 4 luni, 0,5 kg din amestecul mécinat de cereale si
lucerna. In intoxicatia acutd, animalele (n=20) au primit 0,5 kg/zi, timp de 10
zile, amestec de cereale §i lucernd contaminate cu o concentratic mai mare de
ciuperci din genul Fusarium.

Determinarea deoxinivalenolului din furaje si ser s-a facut prin metoda
cromatografiei de lichide de inaltd performantd (HPLC) - detectie in UV
(detector PDA), cu purificare pe coloana de imunoafinitate si prin tehnica
ELISA. Analizele cromatografice au fost efectuate la Universitatea Napoli,
Dipartimento di Scienza degli Alimenti, laborator condus de prof. univ. dr.
Alberto Ritieni, iar analizele de imunochimie s-au realizat in cadrul Labo-
ratorului de Imunologie din 1.C.D.C.O.C. Palas-Constanta.

Probe de ser. Probele de ser au fost recoltate de la cele doud loturi de cite
30, respectiv, 20 ovine din rasa Merinos de Palas, la terminarea perioadei de
administrare a furajului contaminat, de 4 luni, respectiv, 10 zile. Lotul a fost
constituit din animale apropiate ca varsta si greutate corporala (42 + 2 kg). De
la fiecare animal au fost colectate probe de sange integral. Ulterior sangele a
fost incubat timp de doud ore la 37°C si centrifugat timp de 10 min. la 3000
rpm pentru obtinerea serului utilizat pentru determinarea micotoxinei.

Reactivi. Standardul de deoxinivalenol provine de la firma R-Biopharm
Rhone LTD. Pudra a fost reconstituitd intr-o solutie de acetonitril care a fost
conservatd la —20°C péna la prepararea standardelor de lucru. Solventii folositi
pentru extractie §i ca fazd mobild (apa distilatd, metanol, acetonitril) au puritate
grad HPLC. Enzima folositd in procesul de extractie a deoxinivalenolului din
ser este B-glucuronidaza arilsulfataza extrasa din Helix pomatia.

Pentru determinarea micotoxinei din furaje si ser prin tehnica ELISA s-au
folosit truse DON RIDASCREEN.

Metoda HPLC pentru determinarea deoxinivalenolului din concentratul
de cereale

Extractia micotoxinei s-a efectuat prin omogenizarea a 25 g amestec conta-
minat macinat in 200 ml apa distilata si agitare timp de 30 min. la temperatura
camerei. Imediat dupa terminarea agitarii, cel putin 20 ml din extract s-a filtrat
prin hartie de filtru Whatman nr. 113.

Pentru purificarea probelor s-au folosit coloane de imunoafinitate DONPREP.
S-a utilizat procesul de ,backflushing” (inversarea fluxului eluantilor pentru
completa denaturare a anticorpilor) de 3 ori §i apoi s-a trecut aer prin coloana.

Proba purificata, recuperatd in metanol, a fost evaporata la sec sub un curent
de azot. Ulterior aceasta a fost reluatd in 1,0 ml faza mobild si amestecata
viguros timp de 30 sec. folosind un vortex. Aceastd etapa are rolul atit de a
concentra proba, tindnd cont de cantitdtile mici de analit, cat si pentru a obtine
rezultate reproductibile, prin reluarea intr-un volum fix de fazd mobila. Din
proba s-a injectat in sistemul HPLC un volum de 100 pl.
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Conditii cromatografice

Faza mobild a fost constituitd dintr-un amestec apa : metanol : acetonitril
(94 : 3 : 3 v/v/v); elutia s-a realizat timp de 15 minute la un debit de 1,0 ml/min.
la temperatura coloanei de 30°C.

Pregatirea standardelor si pregitirea curbei standard. Pudra cristalina de
DON se reconstituie cu 10 ml acetonitril 100% pentru a obtine o solutie stoc cu
concentratia de 100 pg/ml DON. Din aceasta s-au preparat solutii seriate in faza
mobila (10 pg/ml, 5 pg/ml, 2 pg/ml, 1 pg/ml, 0,5 pg/ml) si s-a injectat 100 pl
din fiecare solutie seriatd de standard in sistemul HPLC.

Metoda HPLC pentru determinarea deoxinivalenolului din serul ovin

Extractia deoxinivalenolului din probele de ser s-a facut dupd metoda
descrisa de L an g (2006). Probe de 2,0 ml de ser au fost incubate peste noapte,
la temperatura camerei, cu cate 3,0 ml tampon fosfat (pH 6,8) si 80 pl f-
glucuronidaza arilsulfataza extrasd din Helix pomatia. Cei 5,0 ml de ser,
incubati, au fost purificati ulterior prin coloane de imunoafinitate DONPREP.
Principiul de purificare este acelasi ca pentru probele de cereale, difera doar
solventii folositi. Coloanele de imunoafinitate au fost spalate o datd cu 14,0 ml
PBS si de doua ori cu cate 2,0 ml apa distilata. Elutia s-a facut cu 2,0 x 2,0 ml
metanol. Probele obtinute s-au concentrat la sec sub azot si au fost reconstituite
in 150 pl faza mobila (aceeasi ca pentru probele de cereale), in vederea analizei
HPLC. Conditiile cromatografice au ramas aceleasi: s-a injectat cate 100 pl din
fiecare proba; debitul a fost de 1,0 ml/min. Elutia s-a realizat timp de 15 minute,
iar deoxinivalenolul a fost detectat la 218 nm.

REZULTATE SI DISCUTII
1. Intoxicatia cronica

Rezultatele determinarilor concentratiei de DON din probele de furaje.
Analiza serului sangvin poate da informatii pretioase privind expunerea la
diferite concentratii de micotoxine. Probele biologice, de genul serului, sunt
matrici complexe, In care un numar mare de produsi pot interfera in analiza
micotoxinelor si prezintd avantajul ca pot fi colectate fara mari eforturi.

Metoda HPLC pentru determinarea micotoxinei DON din diferite matrice
este o metodd cantitativa, de referintd, care conferd o acuratete sporitd anali-
zelor, insa necesitd o purificare riguroasad a probelor. Purificarea se poate face
prin mai multe metode, insd metoda cea mai folosita in prezent este purificarea
prin coloane de imunoafinitate (IAC) (Krska si Welzig, 2001). Prin
purificarea probelor cu ajutorul coloanelor de imunoafinitate se Tmbunatatesc
atat selectivitatea, cat si sensibilitatea metodei. Acest lucru permite o mai bund
detectie a micotoxinei, chiar §i atunci cand aceasta se afla in cantitati foarte
mici, de genul probelor de ser, si elimina interferentele legate de produsii
acetilati ai deoxinivalenolului (3-AcDON si 15-Ac-DON).
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Coloanele de imunoafinitate contin un anticorp monoclonal specific pentru
DON care poate purifica DON-ul din probe. DON-ul prezent in proba se leaga
de anticorpul din coloani, care este apoi spalatd pentru indepartarea interfe-
rentelor; toxina este eliberatd ulterior prin eluare cu metanol.

Desi extractia din cereale sau alte produse derivate este mai eficientd in
cazul folosirii unui amestec de apa si acetonitril (Bennett si K1ich,2003;
Krska si Welzig, 2001), in cazul nostru extractia deoxinivalenolului din
probele de amestec de furaj s-a facut numai in apa datorita purificarii ulterioare
a extractelor prin coloane de imunoafinitate. In cazul purificrii prin coloane de
imunoafinitate se pot folosi numai extracte obtinute in apa, solventii organici
denaturand anticorpii.

Micotoxina DON a fost detectatd la lungimea de unda de 218 nm, avand
timpul de retentie in conditiile date de ~7,5 min. Cuantificarea DON-ul s-a ficut
prin compararea ariei picurilor probei cu cele ale standardelor, cu ajutorul softu-
lui de achizitie si prelucrarea datelor Chromeleon (Dionex). Curba de calibrare
pentru detectia deoxinivalenolului din furaje (figura 1) este dreapta si porneste
din origine; coeficientul de linearitate obtinut a fost de 0,996.
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" _Area [mAU*min]
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0,50
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0,00 T T ‘ T T ‘ T ‘
0,0 25,0 50,0 80,0
No. |Ret.Time Peak Name Cal.Type Points Coeff.Det. Offset Slope Curve
min %
1 143 na n.a n.a. n.a n.a na na
2 201 na n.a na. n.a n.a n.a na
3 235 na na na. n.a n.a n.a n.a
4 292 na na na n.a na na na
6 319 na na na n.a na n.a n.a
6 384 na n.a n.a. n.a n.a. na. na
T 7.39 DON Lin 3 99,5894 0,0000 0,0104 0,0000
Average: 99,5894 0,0000 0,0104 0,0000

Fig. 1 —Curba de calibrare pentru deoxinivalenol
(Calibration curve of the deoxynivalenol)

Rezultatul analizelor probelor de furaje contaminate a evidentiat prezenta
micotoxinei DON (figura 2).
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min mAU  mAU*min %
1 2,02 na 5158 0,889 2775 n.a. BMB
2 2,93 n.a. 5,069 0,266 8,31 n.a. BMB
3 3,84 n.a. 5,263 1,091 34,07 na BMB
4 7,46 DON 5,558 0,957 29,88 70,375 BMB
Total: 21,048 3,203 100,00 70,375

Fig. 2 —Cromatograma DON - furaj contaminat
(DON chromatogram — contaminated forage)

Concentratia medie inregistratd a fost de 41,54 micrograme/kg, cu variatii
cuprinse intre 41,11 si 41,86 micrograme/kg (tabelul 1), in amestecul 1 (HPLC)
si 3,45 mg, cu limite intre 3,11-3,75 in amestecul 2 (ELISA); LD fiind de 18,5 mg.

Tabelul 1
Concentratie de DON inregistrata in probele de furaje
(DON concentration from the forage samples)

Nr. Concentratie DON
Amestec 1 (HPLC) Amestec 2 (ELISA)
crt.
ng/kg mg/ kg
1 41,86 3,11
2 41,52 3,21
3 41,68 3,52
4 41,11 3,65
5 41,56 3,75
Medie 41,55 3,45
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Probele de furaj administrate in cazul intoxicatiei acute au avut o concen-
tratie medie de DON, analizata prin tehnica ELISA, de 3,45 mg/kg (tabelul 1).

Concentratia de DON nu depagseste norma legald admisa (1250 pg/kg pentru
cereale neprocesate) stabilite de Comisia UE (Comisia Codex Alimentarius)
(tabelul 2) pentru gradul de contaminare cu deoxinivalenol in cazul amestecului
utilizat in inducereea intoxicatiei cronice, dar il depaseste in cazul furajelor
administrate in intoxicatia acuta.

Tabelul 2
Limitele maxime stabilite de Uniunea Europeana privind concentratia DON
din diferite matrice
(Maxim limits fixed by the European Union regarding DON concentrations in different matrices)

Produs Nivel maxim
(ng/kg)
Cereale neprocesate, altele decat grau, ovaz si porumb 1250
Grau, oviz, porumb neprocesate 1750
Porumb neprocesat 1750
Faina de cereale incluzind si malai 750
Péine, biscuiti, cereale pentru mic dejun 500
Paste fiinoase 750
Cereale procesate pentru hrana sugarilor si copiilor mici 200

Rezultatele determinirilor concentratiei de DON din probele de ser

Pentru extractia deoxinivalenolului din ser s-au incubat mai Intai probele cu
enzima [3-glucuronidaza arilsulfataza extrasa din Helix pomatia, deoarece la
rumegatoare principalul metabolit in plasmd este conjugatul glucuronidat
(Prelusky sicolab., 1986, 1987, 1997). Prezenta metabolitilor glucuroni-
dati a fost pusa in evidentd prin cresterea ratei de recuperare a DON dupa
tratamentul cu B-glucuronidaza arilsulfataza. Studiile au aratat cd dupa admi-
nistrarea orald a deoxinivalenolului proportia de DON glucuronid conjugat in
plasma este de 73% (P re 1 u s k y si colab., 1986). Desi studiile arata ca glu-
curonid DON este mai putin toxic, timpul sdu de injumatatire este mai mare
comparativ cu cel al DON-ului liber.

Analiza cromatograficd a tuturor probelor de ser recoltate de la animalele
supuse intoxicatiei cronice a condus la obtinerea unor rezultate nesemnificative
de intoxicare, la toate animalele din experientd, care ar putea fi explicate prin
cantitatea mica ingeratd, sub limita dozei zilnice tolerate (TDI); mentionam ca
pentru DON doza minima este de 1,0 ug/kg greutate corporala. Este important
sa ludm in calcul si faptul cad rumegatoarele, comparativ cu animalele mono-
gastrice, sunt mai rezistente la actiunea majoritatii micotoxinelor, fapt datorat
probabil, unei detoxificari la nivel ruminal.

In cazul animalelor intoxicate timp de 10 zile cu un furaj cu o concentratie
crescutd de DON, analiza serurilor recoltate la sfarsitul perioadei de contami-
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nare a demonstrat trecerea deoxinivalenolului in sdnge la un numar de 10
animale, Intr-o concentratie medie de 37,10 pg/ I (tabelul 3).

Tabelul 3
Concentratia de DON din ser (tehnica ELISA)
[DON concentration from serum (method ELISA)]

Nr. Concentratie DON
crt. pg/l
1 11
2 35
3 74
4 34
5 25
6 46
7 15
8 63
9 55
10 13
Medie 37,10

CONCLUZII

U Gradul de contaminare cu deoxinivalenol a amestecului de furaj nu a fost
foarte mare (41,54 pg/kg ) in conditiile primului amestec testat.

U Administrarea de durata (4 luni) a unei ratii de 0,5 kg din acest amestec
(cantitatea medie de DON ingerata a fost de 500 ng/kg greutate corporald) la
ovine nu conduce la detectarea In ser a acestei micotoxine.

U Absenta deoxinivalenolului din probele de ser semnifica faptul ca la
aceastd concentratie, acesta este fie eliminat rapid, fie transformat in alti produsi
de metabolism.

O Administrarea unui furaj cu o cantitate de DON crescuta (3,45 mg/kg) a
condus la trecerea acestuia in sdnge in proportie de 50%, prezenta micotoxinei
in ser avand valoarea medie de 37,1 pg/l.

U La rumegatoare s-au realizat mai putine studii cu privire la efectul
tricotecenelor, iar rezultatele sunt destul de contradictorii. Ca urmare, studiile
ulterioare trebuie si determine daca la alte concentratii de DON are loc transmi-
terea acestuia in ser.
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