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1. INTRODUZIONE

1.1 Gli Steroidi

Gli steroidi (dal grecsteres = solido) costituiscono un gruppo di composti tmaliffusi

in natura che, dal punto di vista chimico strutigireontengono un sistema tetraciclico di
atomi di carbonio (ciclopentanoperidrofenantrerfa@yra 1). Per convenzione gli anelli
della struttura base degli steroidi si indicano t®nettere A, B, C, D: i primi tre sono
anelli cicloesanici, il quarto e un ciclopentandj gtomi di carbonio hanno una
numerazione specifica (Figura 2).

A parte le piccole, ma sostanziali, differenze utevalla presenza di sostituenti nel nucleo
ed al grado di insaturazione, i diversi tipi di quusti si differenziano soprattutto per i
gruppi R, R" e R™ (Figura 1).

Il gruppo R' puo essere assente quando I'anelléoABee aromatico. | sostituenti R' e R"
possono essere atomi di idrogeno o gruppi metdioghe se a volte, in tali posizioni, si
possono trovare residui parzialmente o completéenessidati: CHOH, CHO, COOH.

La catena laterale in posizione 17 (R™) pu0 &sassente oppure puo contenere 2, 4, 5, 8,
9, 10 o 11 atomi di carbonio e talvolta pud essm®ociata ad atomi di ossigeno o piu
raramente di azoto. La sostituzione dei due atamdrdgeno in posizione 4 e 14 con
gruppi metilici porta ad un vasto gruppo di compoke viene denominato come 4, 4, 14
trimetilsteroidi o trimetilsteroli, presenti in nat sia nel regno animale che vegetale [].
Quasi tutti gli steroidi naturali possiedono in igame 3 un ossidrile (OH) o un gruppo

chetonico (C=0).
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Figura 1. Struttura Generale degli Steroidi



Figura 2. Numerazione degli atomi di carbonio negl&teroidi

Gli steroidi vengono comunemente classificati trépidi, poiché sono presenti nella
frazione non saponificabile dei grassi, ossia natemale insolubile in acqua, ma solubile
in etere, che resta come residuo dopo la sapomrifica di un grasso animale o vegetale.
Tale classificazione, pero, non si addice a tditsggroidi. Le differenze fra i vari tipi di
steroidi sono determinate da molteplici fattorustterali: la natura, il numero e la posizione
dei doppi legami, ma soprattutto la disposizionazege dei gruppi sostituenti nonché
degli anelli A, B, C e D.

Gli steroidi si possono suddividere in nove clgssncipali: steroli, acidi biliari,_ormoni
sessualiormoni corticosurrenalici, glucosidi cardiaci adliconi, saponine e sapogenine,

ecdisoni, vitamina D, trimetilsteroli.

1.1.1 Ormoni sessuali steroidei

Gli ormoni prodotti dalle gonadi, tutti di naturdesidea, svolgono azioni multiple
sull’organismo, ma soprattutto sugli organi sedsa@tessori, condizionando lo sviluppo
dei caratteri sessuali secondari. Le gonadi masehfemminili producono un numero
limitato di steroidi che agiscono sul comportamesgssuale in particolare e sulla funzione
riproduttiva in generale. La corteccia surrenalpex contro, di norma, € in grado di

produrre molti steroidi a diversa attivita biologic



Nel 1923 Edgar Allen fu il primo a mettere in evida I'azione degli estrogeni utilizzando
la tecnica dello striscio vaginale seguita dallégsnento dell’estrone, dall’urina di donna.
Gli esperimenti condotti negli anni a seguire peserd di isolare altri ormoni e di
determinarne la configurazione steroidea. Gli orimsgssuali steroidei possono essere
suddivisi in tre classi: Estrogeni e Gestageni ¢estinici) nella femmina, Androgeni nel

maschio come riportato nella tabella che segue [I].

Tabella 1. Classificazione degli ormoni sessualiesbidei

Estrogeni Gestageni Androgeni
178-Estradiolo Pregnenolone Testosterone
Estrone Progesterone Androstenedione

Estriolo (170-idrossi-ProgesteroneDeidroepiandrosterone

Diidrotestosterone

1.2 Steroidi Androgeni Anabolizzanti

Gli anabolizzanti sono sostanze in grado di stimeola sintesi e 'accumulo di sostanze
necessarie per la crescita cellulare e tissutafgeando preminentemente azione proteico-
sintetica a livello della muscolatura scheletrieasi possono essere classificati in base alla
loro struttura chimica o alla loro origine in:

» ormoni sessuali endogeni (vedi Tabella 1);

» composti steroidei non endogeni (sintetici);

e composti non endogeni non steroidei ;

* ormoni polipeptidici
Gli steroidi sintetici hanno la struttura base tbdtosterone umano (Figura 3) e ad essa
sono legati sia l'effetto anabolizzante (aumenttladenassa muscolare) che [l'effetto
androgeno (mascolinizzazione). Fisiologicamentad dffetti non possono essere separati
perché, quando I'ormone si lega con i recettorivdgi tessuti, lo stesso tipo di recettore

produce effetti anabolici ed androgeni a secondla garti del corpo cui lo stesso si lega.
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Figura 3. Struttura del testosterone

1.2.1 Meccanismo d’azione

I meccanismo d’azione degli steroidi anabolizzamtdrogeni, si esplica con I'attivazione
dei recettori di superficie localizzati sulla memba, connessi a secondi messaggeri
intracellulari, oppure con il superamento della rbeamna e I'attivazione di recettori interni.
In entrambi i casi si ottiene la modificazione deeccanismi di trascrizione del DNA
mediante attivazione o recessione della trascriztirspecifiche sequenze geniche. Molte
cellule del corpo, inclusi i muscoli scheletricipgsiedono dei recettori per legare il
testosterone od ormoni simili. La formazione diaomplesso steroide-recettore induce la
produzione degli enzimi responsabili dell’attivamodella sintesi proteica in primis, I’
RNA-polimerasi, perché e in grado di attivare latesi ed il metabolismo cellulare delle
proteine, promuovendo l'azione anabolica che coedaitaumento dei muscoli, della
massa corporea e quindi allo sviluppo di una maggieotenza fisica. Gli steroidi
anabolizzanti agiscono anche attraverso altri deecamismi oltre a quello sopra citato e

SOono:

» Anticatabolicq contrastando il catabolismo che porta alla desgishe proteica

durante episodi di stress, come l'attivita fisiceemsa. Durante episodi di stress il
corpo rilascia glucocorticoidi, che hanno un effettatabolico sui tessuti; gli
steroidi si legano ai siti specifici per i glucotiooidi, limitandone gli effetti

catabolici. Il risultato e l'inibizione della degliazione proteica.



e Sull'equilibrio dell'azotppromuovendo la ritenzione dell'azoto ed uno sposhto

dell'equilibrio dell'azoto verso un utilizzo dellstesso per la formazione delle

proteine.

1.3 Stanozololo

Lo Stanozololo € uno steroide androgeno anaboliezsintetizzato da Clinton et Al. nel
1959 aventeformula bruta GH3:N2o0, chimicamente e Bfidrossi-17-metil-B-andro-
stano-[3,2-c]-pirazolo. La sua struttura € moltmikd a quella del metiltestosterone dal
quale differisce per la presenza di un anello piiea al posto del gruppo chetonico in
posizione 3 (Fig. 4) e contiene inoltre, un gruppetilico (CHs) legato all’atomo di
carbonio 17. L’introduzione di questo gruppo metilirende la molecola resistente al
primo stadio metabolico a livello del fegato e legenza dello stesso in posizione 17,
come per tutti i casi similari nel campo degli stdi, rende la molecola dannosa per il
fegato, soprattutto se utilizzata in modo impropdon dosaggi elevati e periodi di

trattamento prolungati [I].
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Figura 4. Strutture dello Stanozololo (sinistra) edel Metiltestosterone (destra)

Lo stanozololo ha la capacita di stimolare la sinfgoteica (effetto anabolico) tanto da
essere utilizzato sia in campo veterinario che wnaome promotore della crescita
muscolare. Questo composto, nonostante la suaiporib dalla Commissione Olimpica
Internazionale dal 1974, é stato spesso utilizdaigli atleti e nelle corse dei cavalli per
aumentarne le prestazioni. A differenza degli Stdtiti dove, alcuni composti

anabolizzanti naturali o sintetici, possono essesa&ti come promotori di crescita negli



animali da produzione della carne, I'Unione europg®aibisce I'uso delle sostanze
anabolizzanti dalla fine degli anni ottanta. Le smudli cid sono riconducibili ai potenziali
effetti negativi per la salute umana. La distritmuna dei residui dei promotori di crescita
anabolizzanti di tipo ormonale dipende dalle lorodalita di metabolismo ed escrezione.
Gli studi sul metabolismo dello stanozololo nei imbvhanno mostrato la presenza nelle
urine degli animali trattati, di stanozololo e delo metabolita I&idrossistanozololo, in
caso di somministrazione orale. | metaboliti idilasis 16B-idrossistanozololo e 4,16-
diidrossistanozololo sono invece presenti in casocsamministrazione sottocutanea.
Queste molecole non vengono eliminate naturalmeonee tali nelle urine perché hanno
una natura lipofila , ma sotto forma di glicuronitiamite una reazione di coniugazione
con acido glicuronico, che le trasforma in sostamm®solubili e polari facilmente

eliminabili.

1.3.1 Utilizzo nell'uomo (doping)

Lo stanozololo trova utilizzo per le sue propri@dabolizzanti particolarmente mirate
all'accrescimento della forza muscolare. E’ patacmente gradito da parte degli atleti che
si sottopongono a pratiche dopanti perché non sverbe metabolicamente in estrogeni e
pertanto non ha effetto androgino, né provocazitere di liquidi o incremento ponderale.
Viene utilizzato in modo ciclico, soprattutto durarle fasi di allenamento, alternando
periodi di assunzione con intervalli di “washingtouCome gia precedentemente
accennato, il gruppo metile legato all’'atomo dibcanio 17 fa si che questo steroide sia
tossico per il fegato, soprattutto quando vienkzatito a dosaggi elevati e ripetuti. Inoltre
accresce il rischio delle malattie cardiovascopeiché agisce sul colesterolo aumentando
la concentrazione di quello dannoso (low densitylesterol - LDL) e diminuendo quello
buono (high density cholesterol - HDL). Nelle donm#d avere effetto mascolinizzante
(irsutismo, abbassamento del tono della voce, @tarjodo direttamente proporzionale ai

dosaggi ed ai tempi di utilizzo.



2. IL CONTROLLO DEI RESIDUI NEGLI ALIMENTI DI ORIGI  NE
ANIMALE

2.1 Premessa

Un fattore chiave per la salute umana e rapprefgedta una corretta alimentazione che,
intesa in senso ampio, pud essere compromessalwdaserrate abitudini nutrizionali del
singolo individuo, ma anche da fattori da lui irglgenti e non sempre facilmente
controllabili e gestibili, quali I'intervento delfomo produttore-venditore di alimenti. Fin
dall’'antichita i governanti hanno stabilito regqer proteggere i “consumatori” contro le
pratiche fraudolente associate al commercio dieiitn Nell’'antica Grecia si compivano
ispezioni per accertare la purezza ed il buonm datla birra e del vino, e gia in epoca
romana, fu creato un sistema statale per tuteleiteadini da frodi o da prodotti di qualita
scadente. E solo nel XIX secolo tuttavia che i pawth relativi alla sicurezza alimentare
diventano un impegno costante e crescente pereargb\wRisalgono, infatti, alla seconda
meta del XIX secolo le prime leggi sugli alimenti ger verificare che queste fossero
rispettate, s'istituirono dei sistemi di controllca chimica degli alimenti diventa cosi una
vera e propria disciplina scientifica e la deterazione della purezza dei cibi comincio a

basarsi principalmente su parametri analitici relatlla loro composizione [II].

2.1.1 Il Piano Nazionale Residui

L’alimentazione dei paesi industrializzati si bas@rattutto sui prodotti di origine animale,
come carne, latte e uova. La sempre crescenteesiehdi alimenti proteici ha stimolato e
condizionato lo sviluppo della zootecnia, sia a#trao la selezione genetica ed |l
miglioramento delle tecniche di produzione, trasfazione e conservazione di mangimi e
foraggi, sia attraverso il ricorso alla somminigiome in allevamento di sostanze diverse
da quelle alimentari, quali farmaci, additivi, omioecc. Le molecole maggiormente
utilizzate per incrementare il rendimento delleduzioni zootecniche sono state e sono i
prodotti ad azione ormonale ed antiormonafeagonisti, il cui impiego, purtroppo, non &
esente da rischi igienico-sanitari sulla salute ctmhsumatore. Per questo motivo tali
sostanze sono vietate in tutto il territorio déJihione europea (UE). D’altro canto negli

allevamenti, per la prevenzione e per la cura deligattie, vengono impiegati farmaci



veterinari costituiti da una serie di molecole auatate (antibiotici, antielmintici,
anticoccidici, etc.) per le quali € stato fissatoLimite Massimo di Residuo (LMR).

Il problema del controllo dei residui nelle derrat@nentari di origine animale si € cosi
intensificato con il passare del tempo, anche 'pehzione e l'interesse sempre maggiori
che il consumatore ha rivolto a questa tematicalti@' parte, la preoccupazione &, come
abbiamo visto, in parte giustificata dal fatto alm®@ numero crescente di farmaci viene
impiegato nelle produzioni animali e cio, potenziahte, espone il cittadino all'assunzione
di residui di xenobiotici, se pur in piccole quaatiper la durata di tutta una vita. Di
conseguenza negli ultimi decenni il legislatore, isiambito comunitario che nazionale, si
e fortemente impegnato ad emanare una serie diatiwenatte a migliorare gli aspetti
inerenti alla sicurezza alimentare. A tale propmsra detto che il nostro Paese era stato tra
i primi dell'Unione europea ad adottare normativ@tmsevere relativamente all'impiego
di sostanze ormonali come fattori di crescita. Riz@o infatti ai primi anni sessanta i
divieti in tal senso: Legge del 3 Febbraio 196& Decreto Ministeriale del 15 Gennaio
1969%. Nell'allora Comunita Europea (CE) il problema desidui delle sostanze ad
azione anabolizzante utilizzate in zootecnica vealiee ribalta nel 1981 con la Direttiva
81/602/CEE¥®. Con questa Direttiva gli Stati membri decidevanb wuietare la
somministrazione agli animali in allevamento ditaoge ad azione tireostatica, estrogena,
androgena e gestagena e conseguentemente, I'immassul mercato di animali ai quali
fossero state somministrate dette sostanze. Aliida 4 la Direttiva permetteva, tuttavia,
I'utilizzo al solo scopo terapeutico, di alcune exale ad azione ormonale, autorizzate in
conformita alle direttive concernenti i medicinaleterinari. Infine, la possibilita di
impiegare cinque ormoni in allevamento a scopagrdsso, rimaneva ancora oggetto di
studi ulteriori allo scopo di determinarne la pelisita per la salute pubblica e I'eventuale

autorizzazione in futuro.

@ Legge 3 febbraio 1961, n. 4: “Divieto dell'impiegoestrogeni come fattore di crescita o di
neutralizzazione sessuali negli animali.

@ Decreto Ministeriale 15 gennaio 1969: “Divieto jpéirallevatori di detenere o somministrare agjlinaati
sostanze ad attivita ormonale ed antiormonale”.

® per dare attuazione alle politiche in materiaiclirezza e qualita degli alimenti, la Comunita Hatato
principalmente due tipi di strumenti normativi: €g§olamenti e le Direttive. | primi non necessitalno
normative particolari di recepimento da parte d&ggiti membri, mentre le Direttive possono contersedo
principi generali della disciplina delle materteecvanno a regolare e sono rivolte ai singoli Stegmbri,
che devono attuarle con proprie leggi ordinarie.

@ Direttiva 81/602/ CEE del Consiglio, del 31 lugli®81, concernente il divieto di talune sostanze ad
azione ormonica e delle sostanze ad azione titigzst&.U.C.E. 7 Agosto 1981 n. L 222. Recepithafia
con il Decreto: Decreto Ministeriale 3 novembre 1:98Divieto di vendita di medicinali (specialita d
medicinali o galenici) per uso veterinario contenstilbenici e tireostatici”.



A seguito di questo provvedimento, la CE, con laefliva 86/469/CEE), decise di
istituire dei piani annuali di controllo degli aratne delle carni fresche per la presenza di
residui di medicinali veterinari e di altri contamanti ritenuti un rischio per la salute del
consumatore, oltre che un danno per la qualitéededirni. Fino ad allora, infatti, le
modalita di controllo, la frequenza dei campionathen le concentrazioni massime
consentite dei vari residui di farmaci erano dibegie in maniera profondamente
eterogenea nei vari Stati membri. Cio comportasa]'éltro, notevoli ostacoli agli scambi
intracomunitari ed una distorsione delle condizidintconcorrenza tra produzioni. Pertanto
fu necessario trovare una soluzione globale e tm#oper I'effettuazione dei controlli
allinterno della Comunita per la ricerca di residegli animali di allevamento, nelle carni
e nei prodotti a base di carne, sia che questigtticssero destinati al mercato nazionale
degli Stati membri, oppure agli scambi intracomamitVenne, quindi, stabilito che gli
Stati membri avrebbero dovuto elaborare un piamuale di controllo tenendo conto della
propria specifica situazione: tale piano, effetbuahcora oggi e va sotto il nome di Piano
Nazionale Residui (PNR) [Il].

La Direttiva 86/469/CEE sanciva, inoltre, che mgaonamenti fossero eseguiti in modo
ufficiale secondo criteri comuni per le diverseecmlrie di sostanze interessate e che i
campioni venissero analizzati in laboratori uffimiante autorizzati. Qualora una
determinazione analitica avesse rilevato la preseinzesidui di sostanze non consentite o
di sostanze consentite in concentrazione superbrmite ammesso (campione non
conforme), si imponeva l'adozione di misure comutese ad accertarne la causa e ad
eliminare il problema. Inoltre i prodotti coinvottovevano essere esclusi dal consumo.
Ciascun paese membro doveva, quindi, provvederech# la ricerca dei residui negli
animali, nei loro escrementi e liquidi biologici mthé nei tessuti e nelle carni fresche
venisse eseguita conformemente alle prescriziottatde dalla Direttiva 86/469/CEE.
Inoltre, i singoli paesi della Comunita europeadaffano ad un servizio o organismo
centrale il compito di coordinare I'esecuzioneamitrolli previsti. Tale organismo doveva
coordinare le attivita dei servizi regionali effeimente incaricati di effettuare i controlli,
raccogliere i risultati e le informazioni da tragteee alla Commissione europea, ed infine,
e di primaria importanza, elaborare annualmem&io stesso.

L’approvazione dei singoli piani nazionali venidgcisa dalla Commissione europea

previa verifica della loro conformita ai requisitella Direttiva CEE 86/469; in caso di

®) Direttiva 86/469/CEE del 16 settembre 1986 coremtenil controllo degli animali e delle carni frascper
la presenza di residui.
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mancata approvazione lo Stato Membro avrebbe dowottificare e/o completare il piano
proposto.

A partire dal 1988, quindi, anche ['ltalia attuapitoprio PNR che ha subito nel tempo
modifiche derivanti dalla necessita di adeguamaifionuove problematiche, nell’ambito
dei residui, che negli anni si sono presentate.t&f@po I'enorme progresso delle tecniche
analitiche e i vari allarmi susseguitesi nell’arobidlella sicurezza alimentare, hanno
portato, ad esempio, all'introduzione della ricerda diossine, dei metaboliti dei
nitrofuranici o di alcune molecole ad azione gesteg Inoltre, nuovi settori produttivi
sSono stati progressivamente coinvolti nei campiocgranprogrammati tanto che i controlli
che, inizialmente, riguardavano prevalentementseitore bovino (1988), attualmente
prevedono il settore suinicolo, ovi-caprino, equiawicolo, della selvaggina allevata e
dell’acquacoltura. Inoltre sono effettuati ancheligvi di alimenti quali il latte, miele e
uova. Nel 1998 furono emanate due fondamentali Direttive promugaal Consiglio
d’Europa (96/22/CE e 96/23/CE) che regolano anggi ta disciplina dei piani nazionali
per il controllo dei residui. Queste due Direttiferono recepite nell’ordinamento
nazionale solo qualche anno piu tardi con il Decreegislativo n. 336 del 4 agosto
1999". Tra le novita salienti, la Direttiva 96/23/CE ceontava una riclassificazione delle
sostanze da ricercare come riportato nelle Taklee 3. Come si pud osservare, nella
Categoria A sono incluse le sostanze vietate imigueonsiderate fonte di gravi rischi per
la salute pubblica e per le quali non &, quindsgiale fissare un LMR. Tra queste vi
sono, ad esempio, gli steroidi che appartengonio splecifico alla categoria A3. Nella
Categoria B, invece, si collocano i farmaci vetarinpermessi provvisti di LMR ed i

contaminanti ambientali (metalli pesanti, micotassipesticidi etc.).

© Direttiva 96/22/CE del 29 aprile 1996: “concerreittivieto di utilizzazione di talune sostanzeaaibne
ormonica, tireostatica e delle sostanze beta-atgonédle produzioni animali e che abroga le divetti
81/602/CEE, 88/146/CEE”". G.U.C.E. 23 Maggio 1996 425.

Direttiva 96/23/CE del 29 aprile 1996: “concerneletenisure di controllo su talune sostanze e swi lo
residui negli animali vivi e nei loro prodotti”. @.C.E. 23 Maggio 1996 n. L 125

() Decreto Legislativo n. 336 del 4 agosto 1999: tiattione delle direttive 96/22/CE e 96/23/CE coneetin
il divieto di utilizzazione di talune sostanze aiibae ormonica, tireostatica e delle sostanze bgtatiste
nelle produzioni di animali e le misure di contoodlu talune sostanze e sui loro residui negli alniviva e

nei loro prodotti”. G.U.C.E. 30 Settembre n. L 230.
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Tabella 2. Classificazione delle sostanze come indto nell’Allegato | della Direttiva
96/23/CEE: Categoria A — Sostanze ad effetto analzante e non autorizzate

categoria A, 1

stilbeni, loro derivati e loro sali ed esteri

categoria A, 2

agenti antitiroidei

categoria A, 3

Steroidi

categoria A, 4

lattoni dell’acido resorcilico (compreso lo zeramol

categoria A, 5

beta-agonisti

categoria A, 6

sostanze incluse nell’allegato VI del regolamer@&E) n. 2377/9(
del Consiglio, del 26 giugno 1990

& Con l'abolizione del Regolamento 2377/90 quesiintai veterinari sono attualmente inclusi nella Tiabe
2 dell’Allegato del Regolamento (UE) n. 37/2010la€ommissione del 22 Dicembre 2009

Tabella 3. Classificazione delle sostanze come indio nell’Allegato | della Direttiva
96/23/CEE: Categoria B — Farmaci veterinafte contaminanti ambientali

categoria B, 1

sostanze antibatteriche, compresi sulfamidi chimolo

categoria B, 2

altri prodotti medicinali veterinari:

B, 2a antielmintici

B, 2b Coccidiostatici, compresi i nitroimidazoli

B, 2c Carbammati e piretroidi

B, 2d Tranquillanti

B, 2e Antinflammatori non steroidei (AINS)

B, 2f Altre sostanze esercitanti un’ attivita farmacobagi
categoria B, 3 altre sostanze e agenti contaminanti per 'ambiente

B, 3a composti organoclorurati,compresi i PCB

B, 3b composti organofosforati

B, 3c elementi chimici

B, 3d micotossine

B, 3e coloranti

B, 3f Altri

& Comprese le sostanze non registrate utilizzabflnaveterinari
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In seqguito alle indicazioni derivanti dai risultatinalitici dei controlli effettuati, la

determinazione dei residui si stanozololo e 16k#tastanozololo (Cat. A3) entra per la
prima volta nel PNR del 2000 nella matrice urinavidelli e vitelloni con un limite di

azione di 1 pg/L. Nel 2001 il controllo viene esteanche ai settori suinicolo ed ovi-
caprino con un aumento del limite di azione a A pijel 2007 la ricerca delle sostanze di
categoria A3 nei campioni di urina ovi-caprini, melimitata al solo trenbolone e ai suoi
metaboliti, escludendo quindi lo stanozololo. R&07 il controllo € effettuato nelle urine
di vitelli e vitelloni in allevamento e di suini dagrasso in allevamento e in macello, con

un limite di azione di 2 pg/L.

2.2 | Controlli Analitici

L’istituzione dei Piani Nazionali di controllo corogiava l'esistenza di un sistema di
laboratori in grado di garantire un’adeguata qaatiel dato anche per determinazioni
analitiche complesse come quelle riguardanti Isgea di sostanze in tracce. Negli anni,
quindi 'UE si e apprestata ad una intensa attikataslativa riguardante i criteri di qualita
in conformita ai quali i laboratori incaricati dellsvolgimento delle analisi ufficiali dei
residui devono operare. Ogni Stato membro, dal dvembre 1998, era in sostanza
obbligato a prendere i provvedimenti necessameifié:
e i laboratori fossero conformi ai criteri genersiabiliti dalla norma europea UNI
CEI EN 45001, ovvero fossero accreditati;
« fossero designati gli organismi responsabili delutazione e del riconoscimento
dei laboratori preposti al controllo ufficiale. Talrganismi dovevano soddisfare i
criteri generali stabiliti dalla norma europea UBDEI EN 45003;
* la valutazione dei laboratori di prova doveva avwkeeapplicando requisiti stabiliti
dalla norma UNI CEI EN 45002.
In ltalia, nel novembre 1998, solo alcune strutiperavano in conformita alla norma EN
45001 o erano in attesa di ricevere glidit (verifiche ispettive) da parte dell’'unico
organismo operante sul territorio nazionale in oomita alla UNI CEI EN 45003: il
SINAL (Sistema Nazionale per I’Accreditamento dabbratori di prova).
Nel frattempo la Direttiva 96/23/CE cerco di mighee I'efficacia dei piani di sorveglianza
messi in opera ogni anno degli Stati membri, asareula comparabilita dei risultati

ottenuti ed armonizzare le modalita di applicazipaeil campionamento.
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A tal fine, venne emanata la Decisione 98/17%/0& quale, all'articolo 1, stabiliva che le
analisi dei campioni dovevano essere effettuatéugsamente presso laboratori per il
controllo ufficiale dei residui riconosciuti dallieorita competente, ribadendo la necessita
di assicurare la qualita e la comparabilita deultéi analitici. | laboratori autorizzati
erano, quindi, tenuti a partecipare a un prograngsterno, riconosciuto sul piano
internazionale, di valutazione qualitativa e diraditamento. Tale obiettivo doveva essere
conseguito attraverso I'accreditamento (da ottengrsna del 1° gennaio 2002) e la
partecipazione degli stessi a circuiti interlaboriat (proficiency testing schemgs
organizzati dai Laboratori Nazionali di Riferimer(tdNR) o dai Laboratori Comunitari di
Riferimento (LCR) [IV].

Con la Decisione 98/179/CE si richiedeva dunque atpartire dal 2002, i laboratori per il
controllo ufficiale dovessero essere accreditatoedo la UNI CEI EN ISO/IEC 17025
che, dal 2000, ha sostituito la EN 45001.

La norma UNI CEI EN ISO/IEC 17025 ¢ di tipo oriztale e, quindi piuttosto generica,
non essendo indirizzata ad un settore analitiquamicolare. Da questa considerazione, si
sviluppa dunque un punto fondamentale della stiatdgl’UE, che richiede ai propri
laboratori ufficiali ulteriori requisiti di qualitaconsiderando I'ambito analitico nei quali
questi operano, ovvero la ricerca di sostanzeaicct (residui).

Prima del 1993, i criteri analitici da applicarena¢todi di riferimento erano riportati nella
Decisione 89/610/CER.

Dal 1993 entrarono poi in vigore la Decisione 98/ZE"? e la Decisione 93/257/C®.

Nel 2002 dopo una serie di rivisitazioni viene plidztia la Decisione 2002/657/E8 che
abroga sia la Decisione 93/256/CEE che la 93/25F/@Eall'articolo 5, ribadisce che:
“Gli Stati membri garantiscono la qualita dei risdil delle analisi dei campioni prelevati a
norma della Direttiva 96/23/CE, in particolare aerso la sorveglianza delle analisi e/o la

calibrazione dei risultati in ossequio al capitbl® della ISO 17025” [V].

® 98/179/CE: Decisione della Commissione del 23 ffeioh1998 recante modalita d’applicazione per il
prelievo ufficiale di campioni al fine della sordigza su talune sostanze e sui loro residui raginali vivi

e nei prodotti di origine animale

) 89/610/CEE: Decisione della Commissione, del ventbre 1989, che stabilisce i metodi di riferimeato
la lista dei laboratori nazionali da impiegare lgericerca dei residui.

(19 93/256/CE: Decisione della Commissione, del 14@f©93, che stabilisce i metodi da impiegarelaer
ricerca dei residui di sostanze ad azione ormoaidesostanze ad azione tireostatica.

(1 93/257/CE Decisione della Commissione, del 15l@f893, che stabilisce i metodi di riferimento e
I'elenco dei laboratori di riferimento nazionalirdea ricerca dei residui.

122002/657/CE: decisione della Commissione, del I&&g2002, che attua la Direttiva 96/23/CE del
Consiglio relativa al rendimento dei metodi analié all'interpretazione dei risultati (GUCE L221d8l
17.08.2002). Precedentemente, con il nome di SANGE&%/2000, era stata diffusa una bozza di revisione
della Decisione 93/256/CE.
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La Decisione 2002/657/CE [VI] si configura come pmnovvedimento completo e
complesso specifico per le determinazioni in tradoe rappresenta un punto di riferimento
sia per i laboratori ufficiali che non, all'interrtzI’'UE e anche al di fuori dei suoi confini.
Infatti, oltre a indicare i parametri di prestazoche devono essere determinati e i loro
limiti di accettabilita, essa descrive anche ilnmasperimentale per ottenerli. Indica,
inoltre, i criteri da seguire nell'interpretaziomiei risultati, modulando le prescrizioni
anche in funzione della categoria delle sostanzdizmate (sostanze vietate appartenenti
alla categoria A o permesse della categoria B).

La Decisione supera, inoltre, la precedente digime tra i metodi diroutine e di
riferimento, distinzione riportata nella stessaelliva 96/23/CE (art. 15), lasciando solo la
differenziazione tra metodi gcreeninge diconfermgVI].

| metodi discreeningsono usati per determinare la presenza di un araliti una classe di
analiti al di sopra o al di sotto del livello ditemesse (LMR, presenza, etc..). Sono
caratterizzati dalla capacita di analizzare un gnamero di campioni allo scopo di
individuare quelli sospetti da processare, suceasgnte, con un metodo di conferma.
Sono, quindi, sostanzialmente concepiti per evitaempioni falsi negativi (falsi
conformi). L'utilizzo di un metodo dscreeningnon € ovviamente obbligatorio. Tuttavia,
quando disponibili, essi permettono di ottenere maggiore produttivita a costi contenuti.
| metodi diconferma invece, devono fornire informazioni strutturatiivoche e definitive
per lidentificazione e, se necessario, per il dgsa dell'analita al livello d’interesse.
Proprio per garantire questo, al contrario dellesging per cui non esistono prescrizioni
particolari, la Decisione stabilisce che, per uanes di conferma, possano essere utilizzate
solo determinate tecniche strumentali.

Con la 2002/657/CE I'obiettivo della Commissionst&to quello di garantire I'adozione di
procedure analitiche con performances prestabéditeontrollate gerformances-based
approach). La filosofia perseguita dallUE si configura qdi, da un lato, come molto
flessibile dal punto di vista delle scelte di ciasdaboratorio che adottano protocolli
analitici interni, ma dall’altro come estremamentgda sui criteri minimi di qualita da
rispettare affinché un metodo di prova sia da aersirsi adeguato per il controllo ufficiale
dei residui negli alimenti. Tutto cio si & reso esgario anche per il fatto che l'utilizzo di
metodi standardizzati ufficialmente riconosciuti (derimento), che costituirebbe gia di
per sé una garanzia di confrontabilitd del datolide@® si era dimostrata una strada
inadatta in virtu del continuo progresso tecnicestifico di questo settore della chimica

analitica. Inoltre la strategia dell'Unione perneetina maggiore flessibilita rispetto alle
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varie allerte planetarie che via via sono presenttche su analiti/matrici inusuali
nellambito della sicurezza alimentare. In conadng, anche se molta strada rimane
ancora da percorrere nelllarmonizzazione e neliapsiéicazione delle norme che fissano i
requisiti tecnici riguardanti gli obblighi dei latadori, I'impegnativa strategia comunitaria
ha comunque fatto registrare imponenti miglioramextlimostrazione di cio, un esempio
per tutti € rappresentato dall'abbassamento deililimedi di controllo per le sostanze

vietate di oltre un ordine di grandezza dall'istitne dei piani nazionali (1988) ad oggi.

2.3 | metodi analitici di screening: Validazione & ecniche

La normativa europea vigente, riguardo gherformancesdei metodi analitici per la
ricerca di residui negli animali vivi e nei loroqatotti (Decisione 2002/657/CE), prevede
espressamente l'utilizzo di metodi dcreening Tecnicamente i metodi di conferma,
generalmente piu sofisticati e costosi, possoneressitilizzati anche come primo
approccio analitico e, nel caso in cui non siargpdinibili adeguati metodi dicreening
questo avviene sistematicamente. Tuttavia, quangmssibile, € conveniente avere a
disposizione procedure dcreeningche permettano di ottenere una maggiore produttivit
e costi piu contenuti in tempi piu brevi.

Sostanzialmente il flusso dei campioni puo essehersatizzato come in Figura 5, dove
per conventional analytical processsi intende il metodo di conferma attuato
prevalentemente con tecniche cromatografiche (HBLGC). Il ruolo del metodo di
screeningg quindi quello di selezionare, tra la massa deiptani in arrivo, quelli sospetti

che poi verranno rianalizzati con una idonea procedi conferma.
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o —> END

Figura 5. Flusso dei campioni in laboratorio: metoddi screening e di conferma

Per i metodi di conferma, la Decisione 2002/657ft&ede I'utilizzo solo di determinate
tecniche analitiche strumentali elencate nella Taldedella stessa Decisione: tali tecniche
sono quelle in grado di fornire adeguate garanzigicnoscimento strutturale delle
molecole da determinare, come ad esempio, l'utilidella spettrometria di massa. Per lo
screening invece, non € prevista alcuna restrizione datqupanto di vista, ma sono
altresi richieste rigidperformancesnetodologiche che sono solo meno numerose rispetto
alla conferma, come si evince dalla Tabella 4 (Tak@ della Decisione 2002/657/CE).
Essendo spesso di tipo qualitativo, i metodi diesomg non necessitano di
approfondimenti sulle caratteristiche che sono d¢evéondamentali per le procedure
quantitative (es. esattezza e precisione).

Tabella 4. Classificazione di metodi analitici in bhse alle caratteristiche di rendimento
che devono essere determinate nella validazioneuwh metodo

Applicabilita/
CCp | CCa | Esattezzal/ | Preci- | Selettivita/ | Robustezza/
Recupero | sione | Specificita Stabilita
Metodi S| + _ _ _ + +
qualitativi cl = " - - " "
Metodi S| + _ _ + + +
quantitativi C ¥ ¥ + ; ¥ ;
S = metodi di screening; C = metodi di confermas tleterminazione obbligatoria; - = determinazione
facoltativa.
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Lo screeninge un test a risposta binaria (negativo/sospettie) quindi, non presenta le

problematiche legate ad un esito quantitativo, ejugliello ottenuto con i metodi di

conferma.

Riguardo ai parametri della Tabella 4, essi devesgere determinati durante lo studio di
validazione. La validazione di un metodo € la “@nfa attraverso I'esame e I'apporto di
evidenza oggettiva che i requisiti particolari petilizzazione prevista siano soddisfatti”.

Le definizioni dei parametri dperformancesimportanti per un metodo di Screening

qualitativo sono riportati di seguito.

* Limite di decisione (CCu = Critical Concentration a): limite al quale e oltre il quale é
possibile concludere con una probabilita di errpegi ad a che un campione € non
conforme. L'errore alfa rappresenta la probabith@ il campione sottoposto ad analisi sia
conforme, sebbene sia stata ottenuta una misuraconforme (decisione di falsa non
conformita o falsa positivita). Come si vede in &idd 4 il CGy non € un parametro
obbligatorio per lo screening qualitativo. Tuttgvi@me vedremo, esso e utile per definire
il cut-off del metodo.

» Capacita di rilevazione (C@ = Critical Concentration B): e il contenuto piu piccolo
della sostanza che é possibile rilevare, identifiao quantificare in un campione con la
probabilita di un error@. L'errore p rappresenta la probabilita che il campione sotttupos
ad analisi sia effettivamente non conforme, seblsémetata ottenuta una misura conforme
(decisione di falsa conformita o falsa negativiQuesto parametro € fondamentale per i
metodi di screening in quanto, se una decisiorsafpbsitiva comporta un’analisi “inutile”
di un campione con un metodo di conferma, diversdenana decisione falsa negativa ha
come ripercussione la commercializzazione di altnpotenzialmente contaminati. La
massima percentuale di errore beta che viene amnantledls Decisione 2002/657/CE é il
5%. Per metodi qualitativi, la verifica di tale pentuale € generalmente effettuata sulla
base dei risultati ottenuti dall’analisi di almewenti bianchi-campione e di almeno venti
fortificati al livello di interesse.

* Robustezza é la capacita posseduta da un metodo di non esssdluenzato
significativamente, in termini di risultati finalda variazioni deliberatamente introdotte
nelle sue fasi di effettuazione. Questo parametreesa qualificare I'affidabilitd di una
procedura durante il suo utilizzo routinario o tsgibilita di riprodurre il metodo analitico

in differenti laboratori e in tempi diversi, senanaa differenza significativa nei risultati.
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Sperimentalmente la valutazione della robustezza psgsere ottimizzata mediante
I'utilizzo di tecniche di disegno sperimentale, @rsuggerito dalla stessa Decisione
2002/657/CE (schema dioude.

» Specificita él'abilita di un metodo di rilevare solo quello cleende rilevare, ovvero la
sua capacita di non risentire della presenza @ifertenti o di altri componenti diversi
dagli analiti in esame. La mancanza di specifisitépercuote sulla presenza di campioni
falsi positivi e falsi negativi. Se per i falsi ratyi, come abbiamo visto, la Decisione
2002/657/CE impone una percentuale massima delils@ontrollo della percentuale dei
falsi positivi € importante ai fini della gestiodella prova stessa. Infatti, per lo screening
una percentuale elevata di falsi positivi, vanificdilita della prova stessa, costringendo a

rianalizzare inutilmente i campioni con un metodcahferma.

Tra le tecniche di screening piu utilizzate, saptét nel settore della ricerca di sostanze
ad azione anabolizzante (estrogeni, androgeni,-dggiaisti etc...) ci sono i metodi
immunoenzimatici e, in particolare, 'ELISA.

La tabella che segue riporta nello specifico qsaino le tecniche di screening e di
conferma per la ricerca di stanozololo e dei suialmaiti nelle urine bovine e suine cosi

come riportato nel PNR.

Tabella 5. Tecniche di Screening e Conferma per kicerca di Stanozololo (PNR)

Tecniche | Tecniche Limite
Categoria| Molecola | Matrice di di CCp di Categorie
residui screening| conferma | (screening)| azione | animali

A3 Stanozololo URINA | ELISA fgl\'\ﬂ"ss/l\'\/l"ss 2.0 ug/L | presenza Bovinie
e metaboliti i suini
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2.3.1 Preparazione del campione

Prima di essere analizzati, i campioni biologicsgano essere purificati allo scopo di
rimuovere i potenziali interferenti ed aumentarendula selettivita e la sensibilita del

metodo.

La purificazione con il metodo SPE (solid phaseawtion) € un metodo di preparazione
del campione messo a punto a meta degli anni '7fhecapproccio alternativo

all'estrazione liquido-liquido. La SPE concentrpwgifica gli analiti in soluzione mediante

adsorbimento su cartucce usa e getta ed eluiziom@deguati solventi. Le caratteristiche

di una generica colonnina SPE sono schematizz&igura 6.

=zerbatoio

disco poroso superiore

materiale di impaccamento

disco poroso Inferiore

\\” P punta di eluizione

Figura 6. Schematizzazione di una Colonnina SPE

L'estrazione per adsorbimento € il processo fisit@ s'instaura tra una fase solida
(stazionaria) e una fase liquida (mobile), la @sef solida (impaccata in una colonnina) ha
un’affinita maggiore per il composto da isolarepeo al solvente in cui lo stesso
composto é disciolto. Il campione da analizzarattofpercolare attraverso la fase solida e
gli analiti sono trattenuti sulla superficie del terdale adsorbente mentre molti altri
composti co-presenti nel campione eluiscono. Cattgne grazie ad interazioni specifiche
tra i gruppi funzionali dei composti e la fase daliSuccessivamente, gli analiti sono eluiti
con un opportuno solvente in grado di scinderegamei tra sostanza ed adsorberite.
risultato e la purificazione e la concentraziondledesostanze isolate dal materiale
adsorbente. La purificazione puo essere effettsetando due differenti meccanismi, che

si basano sullaitensivita e sullanon ritensivitadegli analiti nei confronti della fase
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stazionaria. Nel primo caso gli analiti vengonottémauti in seguito alle interazioni
chimiche che si instaurano con i gruppi funzionigila fase stazionaria, nel secondo caso
invece gli analiti interagiscono con la fase staara in maniera piu’ blanda e di
conseguenza non vengono trattenuti dalla faseast&sgistinguono tre tipi principali di

fase stazionaria:

» fase direttache sfrutta una fase stazionaria polare ed uranfaxbile apolare;
» fase inversaostituito da una fase stazionaria apolare e ddase mobile polare;
e scambio ionicoche comporta lo scambio di un soluto organicocedni con un

solvente polare o apolare con un adsorbente diacapposta.

2.3.2 | test immunoenzimatici ELISA

ELISA é l'acronimo dell’espressione Enzyme LinkedniunoSorbent Assay. Si tratta di
una tecnica di analisi immunologica, usata pewaite I'eventuale presenza di un dato
antigene in un campione, oppure per misurare laamnazione di anticorpi nel plasma
sanguigno, come ad esempio nei test per I'AIDS.

L’ELISA unisce la specificita della reazione antigeanticorpo (reazione immunologica)
con la sensibilita di un semplice dosaggio speaidtahetrico di un enzima. Nell’ambito dei
vari metodi immunoenzimatici, la denominazione EAISI riferisce esclusivamente ai
sistemi in fase eterogenea, sistemi in cui anticorantigeni sono adsorbiti o legati ad un
substrato solido [VII]. LAntigene € una molecola che pud legarsi ad una specifico
anticorpo, grazie ad una struttura specifica dgpitopo. Una singola molecola di antigene
puo contenere diversi epitopi riconosciuti da apc differenti.

L'anticorpo (o immunoglobulina) € una glicoproteina del sistema immunitario anfardi

"Y" con funzione di eliminare elementi estranei @wirus e batteri, che sono in grado di
riconoscere ogni antigene legato al patogeno comebersaglio. Gli anticorpi sono
tetrameri, cioé costituiti da proteine formate daatene: 2 corte (leggere) e 2 lunghe
(pesanti). Ogni catena possiede una parte variehilea fissa. La parte costante (dominio
effettore) avvia la reazione di difesa immunitad&l'anticorpo, mentre la catena variabile
(dominio legante) € la parte dove risiede il sit@ambinazione con l'antigene e pertanto
ne determina la specificita. L'ELISA ha un’elevaglettivita nei confronti degli analiti da
determinare. L’anticorpo, infatti, € in grado diohoscere specificamente I'antigene che ha

portato alla sua formazione. La costante di afiiniter la formazione dei complessi
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antigene-anticorpo € estremamente elevata e, bdacreazione sia di tipo reversibile,
I'equilibrio & di gran lunga spostato verso la fazione dei complessi antigene-anticorpo.
La tecnica si basa sul fatto che, con adatti prioocexdti, € possibile coniugare gli anticorpi
di un siero con alcuni enzimi (perossidasi, fosat@calina, beta-galattosidasi) senza
alterarne la capacita di combinazione con gli amigorrispondenti. Gli enzimi utilizzati
sono in grado di catalizzare una reazione su umedosubstrato (ad esempio la
tetrametilbenzidina) con la formazione di un preddaérminale colorato che permette cosi
di evidenziare la quantita di antigene presente. fllenati commerciali (Figura 7) le
reazioni vengono, di norma, eseguite allinternopdizzetti di polivinile o polistirene
(micropiastre da 12 strip da 8 pozzetti ciascumaymetotale di 96 pozzetti) su cui sono
adesi, a seconda dei casi, gli anticorpi specgmi I'antigene di interesse o l'antigene

stesso.
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Figura 7. Formato commerciale con micropiastra a 9@ozzetti di un Kit ELISA

All'interno dei pozzetti vengono incubati i campioda analizzare (plasma, siero,
omogenati tissutali, latte etc.) e gli opportunagenti intervallati da lavaggi atti a
rimuovere I'eccesso. Per ultimo si aggiunge il $t#e che da origine al prodotto colorato.
La positivita € valutata analizzando la comparsaemo del colore, in seguito alla reazione
catalizzata dall’enzima sul substrato. La tecnimoanunoenzimatica puo essere impiegata

per la ricerca sia di antigeni che anticorpi ergispa a numerose variazioni per altrettante
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applicazioni diverse. | test ELISA possono essanétti, di tipo competitivo o non

competitivo (sandwich). (Figura 8)

Capture/Sandwich Direct
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Figura 8. Rappresentazione schematica di un sagdid ISA tipo sandwich

(non competitivo) e competitivo diretto

| saggi tiposandwichsono generalmente utilizzati per la ricerca di roole ad alto peso
molecolare, come ad esempio, le proteine. Quandecen gli antigeni sono molecole a
basso peso molecolare, come nel caso della ricknesidui di farmaci o ormoni, i saggi
sono sempre di tipo competitivo e possono ess@mavolta ulteriormente classificati in
diretti e indiretti. Per testcompetitivi, maggiore e la concentrazione di amtgjeminore
sara il numero di immunocomplessi rilevabili pei, awontrariamente a quanto avviene
generalmente in chimica analitica, esiste una pwpoalita inversa tra il segnale

registrato (assorbanza) e concentrazione.
2.3.2.1 ELISA competitivo di tipo diretto

L’anticorpo specifico per l'analita & adsorbito laulsuperficie dei pozzetti della
micropiastra. Il campione in esame, nel quale sed#eterminare la presenza dell'analita
(antigene libero), e una quantita prefissata diiuggato (antigene legato all’enzima)
vengono depositati nei vari pozzetti. Durante kefdi incubazione, I'antigene coniugato

compete con l'antigene libero, eventualmente pteseal campione, per i siti di legame
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degli anticorpi adesi nei pozzetti. Quindi, il ntéée non reagito viene rimosso grazie ad
opportuni lavaggi e la quantita di analita coningd¢gata dagli anticorpi immobilizzati, €
quantificata mediante I'aggiunta di un substrate dhrma un prodotto colorato. La
reazione viene arrestata mediante I'aggiunta di solazione acidasfop solutioh e la

lettura spettrofotometrica e effettuata a 450 niall(®.

2.3.2.2. ELISA competitivo di tipo indiretto

In questo caso é I'analita, generalmente legataredproteina carrier come I'albumina di
siero bovino, ad essere adsorbito sulla superfage pozzetti. || campione viene
addizionato nei pozzetti e successivamente si aggiuna quantita prefissata di anticorpo
specifico per l'analita. Durante la fase di incubae, gli anticorpi in soluzione si
ripartiscono tra I'analita libero, eventualmentegente nel campione in analisi, e I'analita
immobilizzato sulla superficie solida del pozzeffatto cio che non ha reagito durante
I'incubazione viene successivamente rimosso meglilvaggi e la quantita di anticorpo
legato all’analita specifico nel pozzetto viene mpifecata mediante aggiunta di un secondo
anticorpo enzima-coniugato che si lega al primo.séguito ad una seconda fase di
incubazione e ai lavaggi, si aggiunge il substrat@rresta la reazione e si procede alla
lettura. Anche in questo caso, la quantita di @lseviluppatosi risultera inversamente
proporzionale alla quantita di analita libero neinpione. Sempre nei saggi competitivi di
tipo indiretto, in alcuni casi, nella superficiei d@zzetti sono adesi, invece che gli
antigeni, degli anticorpi in grado di legare antgi@anti-antigene. Durante I'esecuzione del
test si aggiunge la soluzione contenente gli anticanpii-antigene che si legano agli
anticorpi adesi. Con I'aggiunta simultanea del agato e del campione (in cui puo essere
eventualmente presente I'analita libero si origiaaeazione di competizione per i siti
anticorpali gia vista sopra. Si procede infine aidggi e all’aggiunta del substrato. La
reazione viene arrestata mediante una soluziod &top solutiol, che muta il colore da

blu a giallo e la lettura spettrofotometrica e tffata a 450 nm.
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2.4 1l Controllo di Qualita dei Metodi Analitici

Terminata la prima fase (ottimizzazione) e la sdeofvalidazione), il metodo puo essere
finalmente inserito tra quelli utilizzati dal lalaorio nelle analisi diroutine per il
controllo ufficiale (PNR).

Lo scopo del controllo di qualita (CQ) €, in linganerale, quello di documentare la
variabilita nel tempo delle osservazioni di deteraté grandezze. Attuato su scala
sistematica allhternodel laboratorio (ICQ), il controllo di qualita cqrende i sistemi ed i
metodi adottati al fine di individuare tempestivartee un qualunque evento che
pregiudichi l'accuratezza (esattezza e precisiate) metodo analitico, correntemente
utilizzato, rispetto a ciascun analita d’'interesiecontrollo di qualitaesterno(ECQ),
d’altra parte, si concretizza principalmente metdiala partecipazione del laboratorio a
Studi Collaborativi ing tes), in cui si confrontano le prestazioni di laborattiversi.
L’adozione di procedure di CQ nel laboratorio camee pertanto, di monitorare i risultati
prodotti nell'attivita analitica di routine del lakatorio, garantendo che essi siano sotto

controllo statistico e affidabili nel tempo.

2.4.1 1l controllo di qualita interno (ICQ)

Il controllo di qualita interno (ICQ) € un aspettmdamentale per i laboratori accreditati, e
deve essere regolato da specifiche procedure. &ssanesso, in qualche modo, alla fase
di validazione in quanto, permette di valutare iodm esaustivo la robustezza del metodo
nel tempo, registrando le prestazioni della procagher i vari operatori, strumenti, lotti di
reagenti e per una gamma molto piu rappresentdtivaatrici reali. Questi fattori, infatti,
non possono essere valutati nell’esperimento distdzza (schema di Youden) in quanto
ossevabili solo dopo un lungo periodo di tempo.

Gli elementi fondanti del ICQ sono generalmentgrapentati dai campioni per il CQ e

dalle carte di controllo.

| campioni di controllo possono includere:
1) bianchi reagentisono campioni costituiti dall'insieme dei reagestttoposti all'intero
processo analitico (a partire dall'estrazione)engfésse condizioni e con gli stessi materiali

impiegati per I'analisi dei campioni reali, in asza della matrice oggetto di esame;
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2) bianchi campionesono campioni ottenuti dall'applicazione del @eso analitico su

una matrice in cui I'analita € assente;

3) campioni di controllo a concentrazione nota di atal sono campioni ottenuti

dall'applicazione del processo analitico su unarim&tin cui € contenuto I'analita in

concentrazione nota. Questi ultimi possono compexdn particolare:

materiali di riferimento certificati : sono campioni contenenti I'analita in
concentrazione nota e certificata da organismrimgzionali (NIST, BCR etc.)
materiali di riferimento non certificato: rappresentati da una matrice a
composizione molto simile alla matrice d’interessecui I'analita & presente in
concentrazione nota, mediante determinazione caneindo validato, ma senza la
relativa stima dell'incertezza ad un livello di ¢iolenza indicato;

matrici addizionate (campione addizionato o fortificato): sono campiottenuti
dall'applicazione del processo analitico ad unarivatidentica a quella oggetto di
analisi, ma priva dell’analita di interesse (biancampione), alla quale viene
addizionato in laboratorio lanalita di interesse iconcentrazione nota,
generalmente prossima al valore del parametro itoppsr legge. Il ricorso alla
matrice addizionata si giustifica nel caso di diffia di reperimento o di esiguita
dei quantitativi di materiali di riferimento ceititi e non;

campioni di laboratorio a concentrazione nota di aalita: sono campioni
conservati da precedenti analisi effettuate in datmsio contenenti I'analita in

concentrazione nota.

Le carte di controllo sono uno degli strumenti piu usati per monitorareoetrollare le

analisi di routine all'interno di un laboratorio iotico. La carta piu nota € sicuramente

quella di Shewhart: si tratta di un grafico bidimiemale in cui sull'asse delle ordinate

sono riportati i risultati delle misure consecutigdenute a ogni seduta da una certa

procedura analitica applicata ad un campione ditrobo del tipo di quelli

precedentemente descritti. Sull'asse delle ass@se invece riportati i tempi successivi in

cui le misure sono state effettuate, oppure il manoedinale della seduta. Generalmente, i

dati ottenuti durante la validazione servono anofredefinire gli intervalli di accettabilita

dei parametri monitorati dalla carta di controlNel grafico la linea central& rappresenta

il valore medio (segnali o concentrazioni) ottendtwante lo studio di validazione ed "s"
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rappresenta lo scarto tipo (deviazione standarltile @lla linea centrale sono presenti altre
due coppie di linee orizzontali: una coppia cowisge ai valori di "x + 2s" definiti Limiti

di Attenzione Superiore (UWL) e Limite di Attenzerinferiore (LWL) e l'altra coppia
corrisponde ai valori di 'x + 3s" definiti Limite di Controllo Superiore (UGle Limite di
Controllo Inferiore (LCL). Le regioni esterne edtdme ai due Limiti di Controllo
identificano, rispettivamente, i "valori non attesii "valori attesi” in base alla variabilita,
per cosi dire, naturale del processo. L'andamemtotd dal grafico e quindi uno strumento
importante per stabilire quando un processo abdm@ato, per la grandezza d'interesse, un
valore anomalo (fuori controllo). Sebbene la cada fornisca, com’e owvio, le cause che
hanno generato [I'elemento fuori controllo, indicazi utili possono derivare
dall'interpretazione dell'landamento nel tempo dsdow riportati sulla carta (Figura 9).
Essa consente, in ogni caso, di segnalare in teggle eventuali anomalie consentendo al
responsabile del laboratorio di non procedere examiente a emettere gli esiti analitici
per i campioni incogniti appartenenti a qumtch Infine va sottolineato che se molta
letteratura esiste sulle carte di controllo nelb@m dei tradizionali metodi quantitativi
(HPLC, GC, AAS etc), molto meno € stato scritto penetodi qualitativi biochimici.
L'importanza assunta da queste tecniche, tuttaviehe nell'ambito delle analisi ufficiali

comporta l'adozione di adeguate procedure pemnirotbo di qualita interno.
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Figura 9. Esempio di carta di controllo di Shewhartper un metodo analitico
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2.4.2 1l controllo di qualita esterno (ECQ)

Il controllo di qualita (ECQ) si attua mediantepartecipazione a circuiti interlaboratorio,
che rappresentano uno strumento indispensabil@apaiutazione esterna nell’affidabilita
dei risultati analitici e per il miglioramento dellprestazioni di un laboratorio. La
partecipazione ai circuiti interlaboratorio € unapdalita indicata della norma 1SO
17025/2005. Tali circuiti si possono utilizzare peolteplici scopi: per la validazione dei
metodi di prova, per l'assicurazione della quali#d dati e per la valutazione della
competenza del personale. La partecipazione a gurogr collaborativi agevola, inoltre,

I'individuazione di eventuali problemi di tipo amtado, difficilmente evidenziabili con le

prove intralaboratorio, stimolando il miglioramentmntinuo delle prestazioni. Nei
campioni inviati ai laboratori partecipanti, la pemza dell’analita/i € generalmente
incurred ovvero naturale. Cio e importante in quanto,loumi casi, la validazione viene
effettuata mediante matrici fortificate in modo ifestale, non garantendo cosi le
prestazioni del metodo per campioni in cui le swstada ricercare siano invece
naturalmente presenti e che, quindi hanno subiiméessi metabolici dell’animale a cui
sono state somministrate.

Il controllo di qualita esterno non potendo essatiiato in maniera sistematica per
disponibilita e costi, non pud comunque sostitlérgprocedure di ICQ atte a garantire,

piuttosto, I'affidabilita dei risultati giorno peiorno.
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3. SCOPO DEL LAVORO

Il mio lavoro di tesi & stato svolto presso il “laxbtorio Residui” dell’Area di Sicurezza
Alimenti dell’lstituto Zooprofilattico Sperimentaléel’Umbria e delle Marche con sede a
Perugia.

Lo scopo é stato quello di ottimizzare il protooddi preparazione del campione, effettuare
la validazione del metodo e implementare gli stmatinger il controllo di qualita interno di
un test ELISA qualitativo per la ricerca simultartkatanozololo e del suo metabolita 16-
beta-idrossi-stanozololo nelle urine bovine e suiredeterminazione di queste molecole é
quella richiesta dal controllo ufficiale dei residuegli animali vivi e nei loro prodotti
[XV]. A questo scopo inizialmente sono stati messiconfronto un protocollo di
preparazione del campione suggerito dal produtieiekit (metodo diretto) e una doppia
purificazione mediante colonnine SPE C18 e SPE NH2.

Dopo aver messo a punto il metodo, si & passai \allidazione dello stesso. Per lo
stanozololo il livello di controllo per lo screegiprevisto dal PNR € paria 2 pg/L.

La validazione del metodo é stata effettuata imet con la Decisione 2002/657/CE.
Anche se gli obiettivi riguardano il metodo spemfiqui indagato, gli aspetti trattati sono
di carattere generale e applicabili a qualsivogliaeeningbiochimico da utilizzare nel
controllo ufficiale di sostanze vietate negli almiedi origine animale e nei loro fluidi
biologici. Infatti, se a livello tecnico e normativie indicazioni per i tradizionali metodi
analitici quantitativi di tipo chimico-fisico sonmen definite, esistono scarse informazioni
in tal senso riguardo alla strategia da seguirei pesiddetti test di screening. La stessa
Decisione 2002/657/CE ¢ di fatto prevalentemeintita ai metodi di conferma tanto che
di recente i Laboratori Comunitari di Riferiment@KL) hanno pubblicato una Linea

Guida, per chiarire gli aspetti pratici legati al@idazione e alla gestione degli screening.
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4. MATERIALI E METODI

4.1 Preparazione del Campione

Durante la prima fase di ottimizzazione del metdddérattamento del campione, si sono
messe a confronto urine, bovine e suine, tratt@aedcie diversi protocolli di esecuzione:

* metodo diretto (suggerito dal produttore del Kit);

* metodo con doppia purificazione SPE C18-NH2;
Si sono eseguite quindi prove ripetute in parallsio bianchi-campione e gli stessi
fortificati a 2 pg/L con 1@-idrossistanozololo.
Qui di seguito vengono riportati i reagenti, i matk e le apparecchiature utilizzati in

entrambi i protocolli.

4.1.1 Reagenti

Acido acetico 1 M

e Acqua grado MilliQ

e Dilution buffer “10 X” fornito dal kit (diluire 1a 10 con acqua)
* Enzima Beta-glucuronidasi da Helix Pomatia (Sigmmea.@376)

* Etanolo assoluto (EtOH)

» Etileacetato

e Metanolo (MeOH)

» Tampone sodio acetato 0.2 M pH 5.2

4.1.2. Materiali di Riferimento

e Standard di 16-beta-idrossistanozololo (per la g@r@pone del campione di

controllo positivo)

4.1.2.1. Soluzioni Madre del Materiale di Riferimeto

La soluzione madre € conservata a — 20°C per no an

* Soluzione Madre di 16-beta-idrossistanozololo aglmb. in etanolo assoluto
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4.1.2.2. Soluzione Intermedia del Materiale di Rifémento

La soluzione madre é conservata a — 20°C per s&i me
* Soluzione intermedia del Materiale di RiferimentdGapg/mL in etanolo assoluto
Porre in un matraccio tarato da 10 mL 100 pL dstimzione madre e portare a volume

con etanolo assoluto

4.1.2.3. Soluzione di Lavoro dei Materiali di Rifeimento

La soluzione di Lavoro € conservata a — 20°C pemssi
* Soluzione di lavoro del Materiale di Riferiment@.4 pg/mL in etanolo assoluto
Porre in un matraccio tarato da 10 mL 100 pL dsbéuzione intermedia e portare a

volume con etanolo assoluto.

4.1.3. Materiali

e Cartina indicatrice di pH

e Colonnine NH2 (100 mg / 3-6 mL) IST (cod. 470-0(8.0-470-0010-C)

e Colonnine SPE C18-U Strata (200 mg / 3mL) Phenoméoed. 8B-S002-FBJ)
oppure C18 (100 mg / 3 mL) Varian (cod. 12102099)

« Kit immunoenzimatico Europroxima (cod. ED46)

* Micropipette

e Pipette graduate da 1,2, 5,10 mL

* Provette Falcon da 15 e 50 mL

* Puntali per micropipette

4.1.4. Apparecchiature

» Bilancia analitica (sensibilita 0.1 mg)

» Bilancia tecnica (sensibilita 0.01 g )

» Centrifuga

» Evaporatore termostatato a flusso di azoto
» Frigorifero (+ 4°C = 2°C)
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» Lettore di micropiastre
*  pH-metro

» Stazione da vuoto

» Stufa termostatata

* Vortex

4.2 Metodo Diretto

e Diluire 200 pL di urina centrifugata con 800 pLdilution buffer “10x” fornito dal
kit.
» Vortexare e misurare il valore di pH (7.0 £ 0.5).

» Dispensare 50 pL direttamente nel test ELISA.

4.3 Metodo con doppia Purificazione SPE C18-NH2

4.3.1 Estrazione

* Prelevare 1 mL di urina centrifugata e aggiungerelL6di tampone acetato 0.2 M
pH 5.2
e Addizionare 20 pL di enzima beta-glucoronidasi

* Incubare per l'idrolisi a 55°C per 2 ore o perdut notte a 37°C

4.3.2 Purificazione C18-NH2

* Condizionare la colonnina C18 (100 mg/3 mL) in ss@qa con 3 mL di Metanolo
e 3 mL di acqua MilliQ

e Caricare 3.5 mL di campione idrolizzato e lasciarcplare

* Lavare la colonnina SPE con 3 mL di acqua MilliQneL di Metanolo al 45%

» Asciugare la colonnina con il vuoto per circa 2 atin

» Condizionare le colonnine NH100 mg / 6mL) con 3 mL di Metanolo

» Raccordare la colonnina C18 sopra la colonnina NH
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» Eluire gli analiti con 2 mL di etilacetato per 2w (2x2 mL) in provette tipo
Falcon da 15 mL

» Evaporare sotto flusso d’azoto a 40°C

* Riprendere con 2 mL dDilution Buffer 10x” fornito dal kit (1:10)

* Vortexare

« Dispensare in doppio 50 pL di ciascun campionegoegketti della piastra (4.4.2)

4.4 Reazione Immunoenzimatica (saggio ELISA)

4.4.1 Operazioni preliminari

e Estrarre il kit dal frigorifero almeno un’ora pringell’esecuzione del saggio e
porre a temperatura ambiente

e Prelevare il numero di pozzetti necessari alla @geae del saggio considerando
una semina in doppio sia degli standard che depeam

e Diluire il “dilution buffer” 1:10 (1 mL di buffer oncentrato e 9 mL di acqua
distillata, da preparare di fresco prima dell’'uso)

e Diluire il “rinsing buffer” 1:20 (2 mL di rinsing bffer concentrato e 38 mL di
acqua distillata, da preparare di fresco primauia)

e Diluire il coniugato concentrato: 10 pL di coniuga 990 pL di “dilution buffer”,
da preparare di fresco al momento dell’'uso. Il nerae coniugato concentrato va
conservato in frigorifero a +4°C, quello diluito eanservato a — 20°C

* Ricostituire I'anticorpo liofilizzato con 4 mL didilution buffer” diluito come
sopra indicato. Suddividere in aliquote e stoceare20°C.

e Diluire la soluzione standard madre fornita dalekil pg/mL con il dilution buffer

diluito per ottenere gli standards alla concentiagidesiderata come segue:

- Standard da 10 ng/mL: prelevare 10 pL dello steshdla 1 pg/mL in
990 pL di “dilution buffer” diluito

- Standard da 2 ng/mL: prelevare 200 pL dello steshdla 10 ng/mL in
800 pL di dilution buffer diluito

- Standard da 1 ng/mL prelevare 200 pL dello stahda 10 ng/mL in
1800 pL di dilution buffer diluito
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4.4.2

- Standard da 0.5 ng/mL: prelevare 500 pL dellodtad da 1 ng/mL in
500 pL di dilution buffer diluito
- Standard da 0.2 ng/mL: prelevare 200 pL delloddad da 1 ng/mL in
800 pL di dilution buffer diluito
- Standard da 0.1 ng/mL: prelevare 100 pL dellodtad da 1 ng/mL in
900 pL di dilution buffer diluito
- Standard da 0.05 ng/mL: prelevare 50 pL dellod#iad da 1 ng/mL in
950 pL di dilution buffer diluito

Esecuzione del saggio

Dispensare in doppio 100 pL di dilution buffer (a)

Dispensare in doppio 50 pL di dilution buffer (salg massimo, §

Dispensare in doppio 50 puL degli standard di staloba
preparati come sopra indicato

Dispensare in doppio 50 pL di ciascun campione

Aggiungere 25 pL di enzima coniugato diluito intitippozzetti tranne in quelli del
bianco

Aggiungere 25 pL di anticorpo in tutti i pozzetine in quelli del bianco
Agitare dolcemente la piastra con un movimentotooi@

Incubare per 30 minuti a temperatura ambiente-2B0C)

Scaricare il contenuto dei pozzetti e lavare pesolte, eliminando ogni volta i
residui capovolgendo energicamente la piastra ke aasorbente

Addizionare 100 pL di substrato/cromogeno in typibzzetti e agitare

Incubare per 15 minuti a temperatura ambiente ZEO€C) al buio

Aggiungere 100 pL di soluzione di arresto (stougoh) in tutti i pozzetti

Leggere le assorbanze immediatamente a 450 nm
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4.5 Interpretazione dei dati

Alla media delle assorbanze (optical density, O&)istrate per un campione 0 per uno
standard e sottratta la media delle assorbanze del biascottiene cosi una quantita
indicata con “B”. Analogamente, alla media dellsaabanze registrate per il segnale
massimo (standard zero) e sottratta la media deflerbanze del bianco: si ottiene cosi una
quantita indicata con “g.

Quindi si procede ad effettuare il rapporto tra Bpenoltiplicando per 100:

E%: ODstardard/campione_OQ)iancoElo(
B, OD

Segnalanassimo O I:%ianco

Successivamente, tramite la curva di taratura mptme fornita dal kit, per ciascun
campione vengono calcolate le concentrazioni qmundenti, considerando il fattore di
diluizione adottato durante la preparazione delmame. Per il metodo diretto il fattore di
diluizione € pari a 5, mentre per il metodo conplappurificazione SPE C18-NH2 ¢é pari a
4.

4.6 Studio di Validazione

La prima parte dello studio di validazione/ottimazone del metodo, come
precedentemente accennato, e stata condotta ilefmrapplicando le due diverse
procedure (metodo diretto e con purificazione SPIB-8H2). Il confronto tra i valori
ottenuti ha permesso di scegliere il metodo piicafe. La validazione e stata percio
completata utilizzando esclusivamente il protocatigliore. Lo studio di validazione e
stato eseguito in conformita ai criteri della Demie della Commissione 2002/657/CE per
metodi discreeninggualitativi.

Le caratteristiche di performance considerate sstate, quindi, le seguenti: capacita di
rilevazione (C@), specificita e robustezza.
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4.6.1 Capacita di rilevazione (C@)

Scelta del livello di fortificazione

Poiché per lo stanozololo non e stato mai fissatbuello minimo di rendimento (MRPL),

il livello di fortificazione e stato scelto in baaklivello minimo richiesto dal PNR italiano,
ovvero trattasi di un MRPL nazionale (NMRPL). Ciérida dal livello fissato pari a 2
png/L dal Documento del CRL (Community Reference drabories) che si esprime in
materia di sostanze per le quali non é fissato MR Lin quanto potenzialmente dannose ad
ogni livello.

Scelta della molecola per la fortificazione

Poiché in base a quanto dichiarato dal produttoteambe le molecole (stanozololo e 16-
B-idrossistanozololo) hanno una cross-reattivitd pafl00% non e possibile individuare,
neanche in via indicativa, la molecola, per cose,dpiu sfavorita da utilizzare negli
esperimenti di fortificazione. Inoltre, per quamimncerne il metodo con doppia colonnina
SPE, € necessario considerare anche eventualigerdiante il trattamento dell’urina per
effetto di un recupero non quantitativo. A questop® si sono effettuati esperimenti
preliminari di fortificazione in parallelo aggiunggo separatamente lo stanozololo e il suo
metabolita entrambi a 2 pg/L. Come si vedra nehga@fo 5.1, la molecola piu sfavorita &
risultata il 16-beta idrossistanozololo che quirsdira utilizzata in tutto lo studio di
validazione.

Sono stati analizzati quindi almeno venti bianciirpione sicuramente esenti dagli analiti
e, in parallelo, questi stessi campioni fortificadin il 1@-idrossistanozololo ad un livello

di concentrazione di 2 pg/L, applicando entrametodi di preparazione del campione.

4.6.2 Specificita

Composti endogeni

Dall’esperimento effettuato per la determinazior@&Qvedi paragrafo precedente) durante
I'analisi del gruppo dei bianchi-campioni e deitfiicati € possibile anche verificare la
specificita del metodo rispetto ai composti natmette presenti nelle urine (endogeni) che
potrebbero portare a risultati sia falsi positiiemegativi.

Composti esogeni

In aggiunta all’esperimento sopracitato, e statgesa I'analisi fortificando un’urina con

guattro steroidi (etinilestradiolo, alfa-nortestrsine, alfa-trenbolone e beta-boldenone) in
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assenza e in presenza dipdérossistanozololo. Tale esperimento serve a icari la
specificita del metodo (C18-NH2) rispetto a moleceksogene strutturalmente simili agli

analiti e che potrebbero essere potenzialmenteptiaselle urine.

4.6.3 Robustezza

Per il test di robustezza sono state identificateuree variabili (fattori) ritenute
potenzialmente critiche. Su queste sono statedatte deliberatamente lievi cambiamenti
corrispondenti a piccole variazioni generalmenseantrabili nei laboratori. Le prove di
robustezza sono state condotte applicando lo sclsperamentale proposto da Youden e
riportato anche dalla Decisione 2002/657/CE. Stdrdi un disegno sperimentale di tipo
fattoriale frazionario, che permette di valutamagitaneamente I'effetto di un massimo di

sette variabili con otto esperimenti come indigatio schema sottostante (tabella 6).

Tabella 6. Piano sperimentale per gli studi di robstezza (schema di Youden)

Variabile Esperimento N°
selezionata 1 2 3 4 5 6 7 8

1 A A A A a a a a
2 B B b b B B b b
3 C C C C C C C C
4 D D d d d d D D
5 E e E e e E e E
6 F f f F F f f F
7 G g g G g G G g

Risultato

ottenuto S t u v w X y z

Lo schema di Youden prevede due diversi livelli pea stessa variabile. Uno dei due
livelli pud corrispondere al valore normalmente tasénon variato) nella procedura, il
cosiddetto valore nominale. La lettera maiuscolaiggonde generalmente al valore di
quella variabile mantenuta in condizioni nominak,vero non alterate, viceversa per la
lettera minuscola. | risultati di ciascun esperitoesono indicati come S-Z.

L'idea che sottende I'utilizzo di tale schema dlgud non effettuare un cambiamento alla
volta, ma introdurre piu variazioni contemporaneataepermettendo di ottimizzare |l

numero degli esperimenti, riducendolo al minimo.
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L'approccio di Youden non consente di rilevarenteiazioni tra i differenti fattori scelti
per cui pud essere attuato a condizione che twrdmioni siano trascurabili (variabili
indipendenti tra loro).

L’effetto di una certa variabile & calcolato sattmdo dalla media dei risultati con la
variabile al “livello nominale” la media dei risati con la variabile al “livello alterato”.
Per ogni variabile, la differenza calcolata e iaticcon D.

Ad esempio, volendo calcolare l'effetto della vhiia 1 Al/a, esso sara dato dalla
differenza in valore assoluto fra la media deistltati delle prove in cui questa variabile €
al livello “A” (S, T, U, V) e la media dei 4 risw@ti con la variabile al livello “a” (W, X, Y,
Z). Quindi :

_ | S+T+U+V) (W+X+Y +2)
DA—|A—al—| ). . I

Analogamente si procede per calcolare gli altettfhelle altre sei variabili dagoa D

Ds =[B-b{= S+T+W+X) (U+V+Y +2)|

4 4 |

Dc:|C—o|: S+U+W+Y) (T+V+X+2Z)
4 4

DD:|D_d|:|(S+T+Y+Z)_(U+V+W+X)|

4 4 |

De=|E-d= S+U+X+7Z) (T+V+W+Y)
4 4

Dr = [F~f| = (S+V-;W+Z)_(T+U-;X+Y)

Dalla valutazione delle differenze cosi ottenutsubito possibile individuare i fattori che
potrebbero essere piu critici. Si calcola, quirdi,scarto tipo delle differenze;¥Sy;)

mediante la formula:
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Se Si risulta essere significativamente maggiore dellaad#one standards (ottenuta

in condizioni di riproducibilita intralaboratoricep il metodo effettuato icondizioni
nominali, ovvero senza deliberate variazioni),@icdude che almeno umei fattori
individuati influenza il risultato finale. In questaso € possibile determinare esattamente
quali, tra fattori scelti, siano effettivamenteticiiutilizzando unt-test. Ad esempio per la

variabile i-esima:

Ny
V2 By,

Dove:
-D; = i-esima differenza calcolata per una delle \mlisndagate
-n = numero di esperimenti effettuati a ogni lieghler ciascun fattore (4)
-Srw = scarto tipo di riproducibilita intralaboratorio
Se il't osservato € maggiore dekritico a due code tabulato per il numero di grdidi
liberta (n) con cui & stato ottenutgws(livello di confidenza 95% ovvero a=0.05), sigodi

che la variabile indagata € critica e quindi datersotto controllo.

In questo lavoro di tesi, per la robustezza delosh@tsi sono eseguite due prove,
considerando per ciascuna esperimenti in doppiottsualiquote della stessa urina suina
fortificate con 2 pg/L di 1@-idrossistanozololo. Le variabili e i livelli indag sono
riportati nella tabella 7 e sono relativi al tratiento del campione che prevede 'uso delle
colonnine SPE C18 e NH2. In questo esperimentadagaura di esecuzione del saggio
ELISA é stata condotta in condizioni nominali. Qomesperimento di Youden si possono
valutare fino a sette variabili (tabella 8) magimesto caso, ne sono state individuate solo

cinque potenzialmente critiche. Quindi due fatsamo fittizi.
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Tabella 7. Variabili e livelli indagati nel test dirobustezza preparativa campione

N° VALORE LIVELLO 1 LIVELLO 2
VARIABILE NOMINALE @ maiuscola Minuscola
(nominale) (alterato)
1 Tipo di colonnina SPE C18§ VARIAN VARIAN OASIS HLB
(200 mg/3mL) (100 mg/3mL) (30 mg/1ml)
2 MeOH mix lavaggio (%) 45 45 55
3 Asciugatura colonnina SPE
C18 prima dell’eluizione Si Si No
4 Tempo evaporazione A secco A secco A secco + 5 min
5 Temperatura evaporaziong
(°C) 40 40 40
&valore / specifica utilizzata come descritta naltpcollo di trattamento
Tabella 8. Piano sperimentale per gli studi di robstezza
Esperimento
Variabile individuata 1] 2| 3,4 5| 6| 7 8
Tipo di colonnina SPE C18 A|lA]|A |A| a a| aj/ a
MeOH mix lavaggio (%) B|B| b|b|l B| B| b| b
Asciugatura colonnina SPE C18 prima dell’eluizioneC c C|l c| C cl Cc
Tempo evaporazione D|D|d|d| d d| D D
Temperatura evaporazione (°C) E e E| e e E| e B
Variabile fittizia F f f |F| F f| f|F
Variabile fittizia G|l gl 9|G g|G|G|g
Risultati ottenuti S t u|v| w| X |yl z

4.7 Controllo di qualita interno (ICQ)

Durante I'esecuzione del metodo in routine, insiemeampioni da analizzare (incogniti),

si inseriscono due campioni aggiuntivi ad esitoon@QCneg (urina esente dagli analiti) e

QC pos (urina addizionata con 2 pg/L dif#&drossi-stanozololo). L'inserimento di questi

campioni di controllo permette di evidenziare gse,fase di applicazione del metodo

analitico, i risultati prodotti siano 0 meno sottntrollo statistico.
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5. RISULTATI E DISCUSSIONE

La Decisione 2002/657/CE indica le caratteristidn@erformances da determinare per i
metodi da impiegarsi per la ricerca dei residusdstanze ad azione anabolizzante e di
medicinali veterinari negli alimenti di origine amale. Insieme con la norma ISO 17025
essa garantisce la qualita dei risultati mediaotabligo di impiego di metodi validati e di
procedure definite, sia per I'esecuzione dei metbhddrova che per il loro controllo di
qualita durante I'esecuzione in routine. Affincheésultati delle misurazioni possano essere
accettati come validi dalle parti interessate,tinfee misurazioni analitiche devono essere
affidabili e I'affidabilita valutata su basi ogget e rigorose, senza le quali non sarebbe
attuabile il mutuo riconoscimento di risultati erature a livello internazionale. Cio
premesso, gli step che un analista deve generatnadinbntare nellimplementazione di un
nuovo metodo analitico sono:

1) definizione e ottimizzazione

2) validazione

3) controllo di qualita in continuo durante I'utilizao routine
Ottimizzazione e validazione sono due momenti tsineénte interconnessi, poiché é solo
durante serie di prove ripetute che si possonotamdun profondita le caratteristiche di
performances della procedura che si sta cercandwttithizzare e se questa sia
effettivamente adeguata allo scofib for purpos@. | parametri stabiliti durante lo studio
di validazione vengono poi utilizzati come critdriaccettabilita per il controllo di qualita

(CQ) attuato nelle terza fase.

5.1 Scelta dell’Analita

Allorquando si affronta un metodo multiresiduo inmoenzimatico, prima di procedere
alla sua ottimizzazione e validazione e necessadividuare l'analita che risulta piu
sfavorito tra tutti quelli determinati da utilizeamegli esperimenti di fortificazione.
Maggiormente sfavorito €& quell’analita che per #ffesia della cross-reattivita
dell'anticorpo sia della strategia di purificaziodel campione viene rilevato nel modo
peggiore dal metodo in studio. In altri termini @favorito € quell’analita per il quale il
metodo risulta meno sensibile. Nel nostro caso @djunecessario scegliere tra lo

stanozololo e il 1f-idrossistanozololo. In tabella 9 sono riportate ci®ss-reattivita
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dichiarate dal produttore del kit. Per cross-rea#ti s'intende la possibilita (da parte
dell’'anticorpo di un kit immunochimico) di identifare piu di una sostanza nel fluido
biologico in esame (urina). Esistono test specgai una sola molecola e test specifici per
classi di molecole strutturalmente simili, appaetetn alla stessa classe farmaceutica. Una

cross-reattivita indesiderata puo essere all’oéglnfalsi positivi.

Tabella 9. Cross-reattivita riportate dal produttore del kit stanozololo (Europroxima)

Molecola Cross-Reattivita (%)
Stanozololo 100
16p-idrossistanozololo 100
4B-idrossistanozololo 0.30
3’-idrossistanozololo <0.01
Metiltestosterone <0.01
Testosterone <0.01

Non essendo note le condizioni in cui tali crossttr@ita siano state determinate e poiché il
metodo di preparazione del campione puo influenkmanésposta relativa del kit ELISA
attraverso i recuperi, sono stati condotti due gpti in sei urine bovine e suine bianche
e fortificate in parallelo con entrambi gli anal{tivello d’aggiunta 2 pg/L). | risultati
riportati nelle tabelle 10 e 11 dimostrano che lalenola piu sfavorita (sia in termini di
segnale, B/B che in termini di concentrazione, pug/L) é il metith. A questo punto é
importante ricordare che nel caso dei test ELISApetitivi esiste una proporzionalita
inversa tra il segnale registrato (assorbanza) @tecentrazione dell’antigene. Quindi il
16B-idrossistanozololo viene utilizzato in tutti glsgerimenti successivi quale molecola

per la fortificazione.
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Tabella 10. Segnali (B/B %) ottenuti con il protocollo di purificazione C18-NH2
fortificando in parallelo con stanozololo e il suanetabolita a 2 pg/L

FORTIFICATI con 16 -

URINE | (@58 % | STANOZOLOLO (BBges | PROSSISTANOZOLOLO
1 70.21 38.93 51.67
2 78.37 39.98 56.08
3 79.02 37.80 20.63
2 7114 2475 51.26
5 60.84 32.49 52.55
6 7371 38.39 55.82
Media 72.21 38.72 51.34
DS 6.65 3.9 5.64

Tabella 11. Concentrazioni(ug/L) ottenute con il protocollo di purificazione C18-
NH2 fortificando in parallelo con stanozololo e isuo metabolita a 2 pg/L

| emcocmeone | EIECATeN[| FomEcAL e iet
con (pg/L) (na/L)
1 1.42 3.70 2.62
2 1.03 3.60 2.32
3 1.00 3.81 3.53
4 1.37 3.16 2.65
5 2.04 5.52 2.56
6 1.23 3.75 2.34
Media 1.35 3.92 2.67
DS 0.38 0.82 0.44

5.2 Ottimizzazione e validazione del metodo

5.2.1 Capacita di rilevazione (C@)

Per le sostanze vietate di categoria A non esisteimite Massimo Residuale (LMR) in
quanto esse rappresentano un rischio per la galliglica a qualsiasi concentrazione. Per
tali motivi & importante mettere a punto metodgnado di rilevare la concentrazione piu
bassa possibile. In particolare la Commissione praaaccomanda che il BGovrebbe

essere “as low as reasonably achievable” (ALARA).
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A tale scopo nella prima fase di questo lavoroedi sono stati messi a confronto due
diversi protocolli di preparazione del campione fode direttovs metodo C18-NH2).
Poiché la validazione di un metodo analitico ett&treente legata allo sviluppo dello
stesso, il confronto é stato fatto valutando prelarmente in parallelo alcune delle
caratteristiche diperformancesrichieste. Il parametro fondamentale per un test di
screeninge la capacita di rilevazione o @Qvedi paragrafo 2.3) definita in funzione
dell’errore falso negativo. Intuitivamente, nel cakei metodi immunoenzimatici, tanto piu
esiste una netta differenziazione tra i segnaleatrazione dei bianchi-campione e dei
relativi fortificati, tanto minore sara la perceake di falsi negativi [X]. Per procedere al
calcolo della percentuale di falsi negativi (errdmeta) sui risultati relativi ai campioni
fortificati, tuttavia, € necessario introdurre walore soglia (altrimenti detto Cut-off).

Per le sostanze vietate nel caso in cui si lavelricampo delle concentrazioni, tale valore
soglia puo essere efficacemente rappresentato @al (Gedi paragrafo 2.3) stabilito a
partire dai dati ottenuti per i bianchi campionelir@@i, sebbene la Decisione 2002/657/CE
nella validazione degli screening non preveda tkrd@nare obbligatoriamente il limite di
decisione (LD), in questo lavoro di tesi esso ésséimato in quanto si presta ad essere il
Cut-off ideale in base al quale interpretare iltegu

Questa apparente contraddizione si spiega anchi fatto che la Decisione 2002/657/CE
approfondisce soprattutto gli aspetti relativi atodi di conferma quantitativi, mentre gli
screening qualitativi sono si introdotti, ma tratsolo superficialmente. Uno dei punti
dove si parla di metodi qualitativi € nel paragrdf@.2.6. della Decisione dove si discute
delle tre possibili modalita operative per detemnénla capacita di rilevazione (B Una

di queste e cosi formulata: “Quando non sono digdorisultati quantitativi la capacita di
rilevazione puo essere determinata dallo studiovdgkriale bianco fortificato al limite di
decisione e oltre. In questo caso il livello di centrazione, dove rimangono sa&l® % di
falsi risultati conformi, equivale alla capacita dievazione del metodo. Al fine di
garantire una base affidabile per tale determimezisi devono pertanto eseguire almeno
20 studi per almeno un livello di concentrazional.di la della traduzione italiana del
documento ufficiale non sempre brillante, € da tuearagrafo che si evince il numero
minimo di 20 prove da effettuare e la strategiatiadi® per la validazione degli screening
(20 bianchi e 20 fortificati).

L'utilizzo del CCa come Cut-Off non e pero universale tanto che naaitori determinano

il valore soglia, ad esempio, a partire dai datiederine fortificate cosi come anche

suggerito dalla Linea Guida dei CRL (“Guidelines ttee Validation of Screening Methods
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for Residues of Veterinary Medicines”) [VIII]. Bigoa essere tuttavia consapevoli che se
si stabilisce il Cut-Off a partire dai bianchi-caionme la prova viene utilizzata alla sua
massima sensibilita. Diversamente, se il Cut-Oftténato sulla base dei campioni
fortificati, si accetta di utilizzare il metodo, peosi dire, alla sensibilita di interesse.

Per determinare il limite di decisione (&G possiamo quindi applicare la seguente

formula:

CCu="Co+kxSg 1)
dove Cyp e So sono rispettivamente la concentrazione mediasedoto tipo ottenuti per i
bianchi-campione (almeno venti). k che &€ una costanmerica il cui valore determina la
percentuale di errore alfa (falsi positivi) cherdende accettare, tenendo conto dei gradi di
liberta del sistema (v-1, dove n € il numero di prove eseguite). La scd#lla costante
moltiplicativa k ha un preciso significato, sebbéméetteratura si trovino applicati svariati
valori numerici (2, 2.33 e 3) la cui scelta semébbe piu legata ad alcune consuetudini
dei chimici analitici che ad una riflessione subssignificato. k infatti assume i valori
pertinenti alla distribuzioné di Student ad una coda. Quindi, se, ad esempisprsd
eseguite 20 prove (19 gradi di liberta), l'utilizeld un k=2.33 [XI] [XII], comporta un
errore a uguale al 1.5 %. Se, invece, si applictatiare k pari a 3, si avra un errore pari a
0.35%. Al crescere del valore di k, dunque, dinsoaila percentuale accettata di errore
falso positivo. Per stabilire il GC[XIII] dei metodi di conferma per le sostanze waigt la
Decisione 2002/657/CE indica un fattore pari a Z&8qui il suo utilizzo da parte di molti
autori anche nel calcolo del limite di decisiong pe test di screening) che dovrebbe
corrispondere, ad un errosepari all’'l%. E cosi sarebbe se si effettuassercmumero
molto elevato di prove visto che 2.33 e il valosdlat di Student ad una coda per un
numero infinito di gradi di liberta. Per questo mot considerando le 20 prove classiche
dei test di screening, I'errore alfa accettato eeadta piu alto dell’1% (circa 1.5%).
Una volta stabilito il valore soglia, ovvero il GCse, ad esempio, tra i venti segnali dei
fortificati solo uno risultasse inferiore a taldor®, quel campione sarebbe giudicato come
falso negativo e il tasso di errore beta pari agatnte al 5% (1/20).
Lo stesso ragionamento pud essere applicato inareaxiel tutto analoga riscrivendo la
relazione (1) nel campo dei segnali (%, §/Bnvece che in quello delle concentrazioni,
tenendo conto della relazione di proporzionalitéensa tra le due grandezze nel caso dei

test ELISA di tipo competitivo:
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Scan = Sox k- S0 (2)

dove S e so sono rispettivamente la media e lo scarto tiposdgjnali ottenuti per i
bianchi-campione.
Una stima approssimativa non sperimentale def @@0 poi essere calcolata tramite la

formula (3):

COB=CCu+K - So 3)

dove K e sempre una costante riferita alla distribuziboé Student ad una coda legato
pero in questo caso alla % di err@rehe si intende accettare (5%).

Di seguito sono riportati i risultati, sia in setmé&%b, B/B) che in concentrazione (ug/L),
dei bianchi campione di urina e degli stessi fmifi con 16-beta-idrossistanozololo
ottenuti applicando sia il metodo diretto (Tabdl® che il metodo con purificazione C18-
NH2 (Tabella 13).

Il calcolo del CG@ é stato effettuato utilizzando un k pari a 2.38 cma percentuale di
errore falso positivoa), come detto, solo approssimativamente pari all’1%

Osservando i risultati ottenuti con il metodo dweper i 33 campioni di urina bovina e
suina si evidenzia la presenza di numerosi camgdalei negativi (urine evidenziate in
Tabella 12 ): 16 in termini di segnale (BJE® 2 in concentrazione (ug/L).

La percentuale di falsi negativi € quindi sicurateemaggiore del 5%. Per il metodo di
purificazione C18-NH2 (Tabella 13), invece, nomiscontra tra le urine fortificate nessun
falso negativo. Si conclude, quindi, che solo dqu#sho protocollo analitico &€ da
considerarsi adatto allo scopo in base alla nokmatomunitaria. D’altra parte, anche ad
una osservazione superficiale, la stima dep@Gn grado di testimoniare immediatamente
'inadeguatezza del metodo diretto a rilevareviélio d’interesse paria 2 pg/L .
Osservando i risultati dei bianchi-campione norristontrano falsi positivi né per |l

metodo diretto, né per quello con la doppia puaiione SPE.
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Tabella 12. Metodo diretto: risultati delle prove s1 bianchi-campione e relativi fortificati con
16--idrossistanozololo a 2 pug/L

Bianchi- Bianchi- e L.
hgé'gg?g CAMPIONI Campione Campione Fcert'/fg: :;m F?;g?f?at :
(B/Bo) (ngl/L) °
1 50.81 2.02 21.15 9.89
2 72.94 0.84 31.08 5.39
| 3 67.41 1.12 28.54 6.29
4 86.21 0.38 32.04 5.08
5 59.92 1.46 21.15 9.89
6 75.35 0.69 31.80¢° 5.16
7 75.02 0.78 29.80° 4.29
8 78.47 0.68 34.03 3.46
9 50.35 1.81 20.51 7.71
' 10 56.62 1.48 23.89 6.10
11 80.40 0.63 27.83 4.73
12 60.10 1.32 23.05 6.47
13 77.90 0.69 26.87 4.98
14 54.43 1.59 21.50 7.20
15 78.11 0.69 32.23 3.79
m 16 78.47 0.68 29.03 4.46
17 73.68 0.82 27.62 4.78
18 73.36 0.83 27.48 4.82
19 94.59 0.31 36.33 4.43
20 93.43 0.34 37.0P 4.35
21 40.95 3.92 19.63 10.00
22 77.65 1.09 30.44 5.41
23 41.61 3.85 19.89 10.00
v 24 76.70 1.13 3262 4.88
25 46.26 3.41 19.16 10.00
26 54.37 2.75 23.28 8.46
27 4553 3.47 22.23 9.03
28 43.10 3.70 18.48 10.00
29 40.74 2.49 13.99 10.00
30 54.29 1.56 21.76 5.29
v 31 42.98 2.30 14.36 10.00
32 48.48 1.91 19.33 7.28
33 55.74 1.49 21.07 5.79
media 63.82 1.58 25.43 6.65
scarto tipo 16.19 1.09 6.12 2.27
LD (k=2.33) 26.10 4.11
CCB (k'= 1.64) =5.90

2 campioni che leggevano fuori curva (> 10 pg/Liestati posti pari a 10 pg/E Campione falso negativo
(falso conforme)
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Tabella 13. Metodo C18-NH2: risultati delle prove 8 bianchi-campione e relativi fortificati

Bianchi- Bianchi- I e
'\éLé'\éE?g CAMPIONI Campione Campione FO(rBt'/fg ‘;m F?Eglli?tl
(B/Bo) (gl/L) °

1 68.60 0.74 39.64 1.90

2 78.85 0.53 45.04 1.59

| 3 79.93 0.51 40.74 1.71

4 87.97 0.52 40.92 3.02

5 71.57 0.79 42.39 2.02

6 81.82 0.56 47.54 1.70

7 67.39 0.91 42.41 2.01

8 64.96 0.76 40.09 1.70

9 70.40 0.63 27.69 3.17

10 54.95 1.05 23.42 423

L 11 58.25 0.94 30.01 2.75

12 67.25 0.70 27.36 3.24

13 76.11 0.52 28.82 2.96

14 79.02 1.00 40.63 3.53

15 64.02 0.76 34.32 2.56

M 16 60.73 0.86 46.08 1.53

17 78.17 0.51 36.31 2.32

18 61.98 0.82 38.04 2.14

19 60.61 0.86 31.52 2.93

20 73.77 0.56 33.32 2.24

21 73.84 0.56 31.04 2.58

IV 22 57.32 0.97 26.16 3.49

23 57.52 0.97 30.08 2.74

24 71.13 0.61 35.44 1.98

25 67.15 0.70 34.26 211

media 69.33 0.73 35.73 2.49

scarto tipo 8.78 0.18 6.70 0.71
LD (k=2.33) 48.87 1.14
CCB (k'= 1.64) =1.44

Il risultato ottenuto & quello sperato in quantatitoduzione di una purificazione con due
colonnine SPE permette di rimuovere gli interferatdlla matrice urina in modo piu
efficace.

Le due colonnine SPE utilizzate sono: C18 ed NH2 diverse caratteristiche. La
colonnina SPE C18 e costituita da una fase invedsailizza un meccanismo ritensivo. La
prima fase della purificazione e rappresentatdatallazione della colonna con metanolo
e acqua per preparare le catene alchiliche alexamioni con gli analiti. In questa fase e
molto importante non lasciare andare a secco lenoahe per evitare che le catene, una
volta attivate e “stirate”, si disattivino. Il coztbnamento successivo con acqua permette

di riprodurre lo stesso ambiente dell’'urina. A gogsunto il campione viene caricato sulla
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colonnina e viene lasciato percolare. Si effettugmodi dei lavaggi con diverse soluzioni,
in modo tale che le sostanze interferenti preseealia matrice non vengono trattenute
perché, incapaci di instaurare un legame speciicquindi sono eliminate attraverso la
colonnina con il resto della soluzione acquosa.ctlnnina NH2, a fase diretta, viene
utilizzata per una semplice filtrazione degli anathe vengono eluiti con l'etilacetato
mentre gli interferenti rimangono “legati” alla &asstazionaria della colonnangn
ritensivg. Le due colonnine utilizzate vengono raccordateerie. La fase finale di questa
doppia purificazione prevede I'eluizione degli amahdagati con un solvente polare (etile
acetato). Questo solvente deve essere in gradovalgese una doppia funzione:
“sciogliere” gli analiti rompendo le interazioni @gri che si sono formate con le catene
alchiliche della colonna C18 e trasportare le makeénalterate lungo la colonnina a fase
diretta NH2.

5.2.2 Specificita

Nel paragrafo 3.1.1.1 della Decisione 2002/657/GE verifica sperimentale della
specificita viene fatta con due approcci: nel primame si € accennato, I'esperimento per
la determinazione della capacita di rilevazione mhettodo permette di fare anche una
parziale verifica della specificita. Infatti, secomposti naturalmente presenti nell’'urina
(endogeni) fossero in grado di interferire con latedminazione degli analiti, si
produrrebbero sia risultati falsi positivi nei bdda-campione che falsi negativi nei
fortificati. Il secondo approccio per la verificaelth specificita € quello che prevede
'aggiunta di steroidi esogeni. In tabella 14 spartano i risultati dell’esperimento di
fortificazione con quattro molecole di steroidi clpetrebbero essere potenzialmente
presenti. Come si vede il limite di decisione poEsgemente stabilito e il parametro
chiave per interpretare i dati permettendo di damegiudizio oggettivo sull’esito del
saggio. Si evince che il metodo é specifico inngoal risultato ottenuto non € influenzato
dagli altri steroidi sia in presenza (errore fals®gativo) che in assenza (errore falso

positivo) di 1@-idrossistanozololo (2 pg/L).
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Tabella 14. Risultati dell’esperimento di specifida eseguito addizionando quattro
steroidi esogeni

Livello di
Molecola fortificazione Segnali Concentrazione Interpretazione del
(ug/L) (%B/B ) (ug/L) risultato #
Bianco-campione 0 86.90 0.38 Non rilevato (<2ug/L
Bianco-campione 0 91.78 0.25 Non rilevato (<2ug/L
a-Trenbolone 2 84.88 0.42 Non rilevato (<2ug/L
a-Trenbolone 2
16-$-OH-stanozololo 2 44.21 1.24 Sospetto
a-Nortestosterone 2 84.74 0.42 Non rilevato (<2ug/L
a-Nortestosterone 2
16-$-OH-stanozololo 2 48.00 1.53 Sospetto
p-Boldenone 2 80.78 0.49 Non rilevato (<2pg/L
B-Boldenone 2
16-$-OH-stanozololo 2 45.53 1.68 Sospetto
17-a-Etinilestradiolo 2 89.30 0.31 Non rilevato (<2pg/L
17-a-Etinilestradiolo 2
16-$-OH-stanozololo 2 41.96 191 Sospetto

aL’interpretazione e effettuata considerando il temdi decisione (=1.14 pg/L) stimato durante I'espento

precedente. Se il valore di concentrazione letto p€urina € <1.14 pg/L, il campione & considerato
negativo; viceversa l'urina & sospetta.

5.2.3 Robustezza

variabili relative alla preparazione del campioneudna, secondo lo schema di Youden.

Y

Per la robustezza del metodo € stato effettuatcegperimento considerando cinque

L’esperimento e stato ripetuto per due volte a fith corroborare i risultati. L’elaborazione

dei dati e riportata nelle tabelle 15 e 16.

L’analisi dei dati & stata eseguita sia sui segraistrati (B/B) che sulle concentrazioni

(ng/L) ricavate tramite la curva di taratura.
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Tabella 15. Elaborazione dati dell'esperimento di Yuden per la robustezza (I prova)

Segnali Concentrazioni
N° Variabile D Di
(B/Bo) (ng/L)
1 Tipo di colonnina C18 1.495 0.245
2 MeOH mix lavaggio (%) 4.665 0.660
Asciugatura colonnina C18 prima
dell’eluizione 1.375 0.240
Tempo di evaporazione 0.650 0.210
Temperatura evaporazione (°C) 9.090 0.860
So 6.612 0.739
Srw 7.048 0.760

Tabella 16. Elaborazione dati dell’esperimento di Yuden per la robustezza (Il prova)

Segnali Concentrazioni
N° Variabile D; D;
(B/Bo) (ng/L)
1 Tipo di colonnina C18 2.545 0.233
2 MeOH mix lavaggio (%) 4.630 0.443
Asciugatura colonnina C18 prima
dell’eluizione 5.075 0.508
Tempo di evaporazione 2.280 0.113
Temperatura evaporazione (°C) 4.195 0.343
So 6.264 0.563
Srw 7.048 0.760

Confrontando lo scarto tipo delle differenzepifSe quello ottenuto in condizioni di
riproducibilita intra-laboratorio (&) sia per i segnali che per le concentrazioniaibve

Spi @ sempre minore rispetto al valorewSE cosi possibile stabilire che, le cinque
variabili e i livelli scelti non influenzano il nidtato finale. Si conclude quindi che il

metodo con purificazione C18-NH2 risulta essereistd.
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5.3 Controllo di qualita

II Controllo di Qualitd e anch’esso in qualche mochnnesso alla fase precedente in
quanto permette di valutare esaustivamente la tebzs di una procedura nel tempo,
registrando le prestazioni per i vari operatoniystenti, lotti di reagenti e kit e per una
gamma molto rappresentativa di matrici reali. Quaspetti, infatti, non possono essere
completamente valutati durante il periodo ristrétt@ui si completa la validazione. Come
si é detto, al contrario che per i metodi chimimef di tipo quantitativo, non esistono
indicazioni consolidate rispetto alla costruzioralal carte di controllo nell’ambito dei
metodi qualitativi. Nelle Figure 10 e 11 sono ride le due carte di controllo costruite,
rispettivamente, per il monitoraggio in continuolleleconcentrazioni misurate per i
campioni di urina denominati Qgge QGos

Le carte sono state costruite utilizzando i dafedealidazione (Tabella 13).

MOULO QUALITA MOD.0.043
CONTROLLO DI QUALITA' DEI METODI DI PROVA Rev. 001/ Pag. 2di 2
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Figura 10. Carta di controllo per I'urina esente dali analiti (QC neg)
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Figura 11. Carta di controllo per I'urina fortifica ta con 2 pg/L di 16-idrossi-
stanozololo (QGos)

Il campione QGeg tiene sotto controllo i falsi positivi, mentre @Cyos i falsi negativi
[XIV]. Inizialmente le carte erano state costruitananiera piu semplice monitorando che
il QCreq € il QGyos avessero una concentrazione, rispettivamenterionéee superiore al
valore soglia stabilito nella validazione del metgoari a 1.14ug/L (CCa o limite di
decisione). Tuttavia, successivamente, si € prdoeall una revisione della struttura delle
carte impostandole esattamente come quelle deidingt@ntitativi con I'aggiunta della
linea corrispondente al valore del &(Senza la presenza di limiti di Attenzione (UWL e
LWL) e di Controllo (UCL e LCL) non era infatti psibile evidenziare chiaramente
eventuali problemi, soprattutto nel monitoraggié Q€,,s Ad esempio, se per un errore
dell'operatore la quantita di f§idrossi-stanozololo con cui si era fortificatdiiC,os fosse
stata maggiore di quella stabilita, una carta po tbinario (sopra/sotto la soglia) non
avrebbe fornito nessun allarme in quanto il valdreconcentrazione letto per il Q&
sarebbe stato comunque maggiore del limite di aews E chiaro che la mancanza di
adeguati materiali di riferimento certificati (e mjodeve costringere ad un ICQ molto

rigoroso. In aggiunta relativamente al saggio ELIS&no monitorati: il segnale massimo

53



(Bo) e due standard intermedi della curva in tampo@d a& 1 ng/mL. Un esempio di carta
di controllo per lo standard in tampone a 1 ng/miipértato in Figura 12. La costruzione
di queste tre carte e stata approntata elaborandtatii in Tabella 17, acquisiti

progressivamente durante le sedute analitiche feska di ottimizzazione/validazione del
metodo. Essi sono stati anche confrontati con éeifiphe del produttore del kit, le quali

pero in genere sono meno restrittive.

ISTITUTG 206FREMLATTIC S SPERIHENTALE DELLUHERIAT MOULO QUALITA' MOD.Q.043
CONTROLLO DI QUALITA* DEI METODI DI PROVA Rev. 001 Pag 2 di 2
SCHEDA DELLA CARTA DI CONTROLLO ! CONTROLLO SEDUTA ANALITICA
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Figura 12. Carta di controllo per lo standard a 1 @/mL della curva in tampone

L’insieme dei parametri monitorati consente di a@formazioni complete su tutte le fasi
del metodo: preparazione del campione, esecuziehsagjgio ELISA e qualita del lotto
del kit diagnostico. In questo modo viene faciitain caso di anomalia, I'analisi delle
cause che I'hanno prodotta (errore umano, qualigd Idtto del kit commerciale,

degradazione dello standard aggiunto...).
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Tabella 17. Dati raccolti per la costruzione dellearte di controllo per due degli
standard in tampone

DATA SEDUTA 0.1 ng/mL 1 ng/mL
ANALITICA (%) (%)
09/06/2010 87.90 23.20
06/10/2010 88.60 21.80
12/10/2010 85.52 21.99
14/10/2010 92.84 32.79
20/10/2010 91.84 25.53
25/10/2010 82.85 19.57
15/12/2010 83.63 23.94
28/12/2009 79.27 32.30
12/01/2010 86.31 26.74
14/01/2010 86.85 31.70
19/04/2010 88.33 22.20
26/08/2010 88.74 22.51
14/12/2010 82.11 24.76
MEDIA 86.52 25.31
DS 3.85 4.36
MEDIA -2DS 78.83 16.59
MEDIA +2DS 94.22 34.03




6. CONCLUSIONI

Questo lavoro di tesi riporta un esempio di ottmawzone, validazione e sviluppo di
procedure per il controllo di qualitd interno di uest di screening qualitativo
immunoenzimatico in accordo ai criteri stabilitildanorme comunitarie per i metodi
analitici utilizzati nel controllo ufficiale dei sedui negli alimenti di origine animale.
L’interesse nella descrizione di un approccio sisteco e oggettivo alle tre fasi di cui
sopra € un risultato importante in quanto, per tiagiebiochimici qualitativi, sia gli aspetti
normativi che la letteratura tecnico-scientificangomeno sviluppati e chiari che per i
tradizionali metodi analitici chimico-fisici quatdtivi.

Per quanto riguarda I'applicazione specifica gportata, ovvero la ricerca di stanozololo e
dei suoi metaboliti nelle urine bovine e suine,pimmo luogo si sono confrontati due
diversi approcci al trattamento del campione: um@gEe metodo diretto suggerito dal
produttore del kit ELISA e un protocollo di purifizione che prevede I'utilizzo in tandem
di due colonnine SPE di tipo C18 e NH2. L’aspetédl’dttimizzazione &€ fondamentale
soprattutto nella determinazione di residui di apsé vietate come in questo caso. Lo
sviluppo di un metodo interno, infatti, dovrebbdzialmente sempre prevedere una
valutazione sulla possibilita di migliorare e/o @idee le fasi operative in modo da poter
non solo avere a disposizione una procedura addtiascopo, ma anche in grado di
garantire i piu bassi livelli di controllo.

Si e cosi dimostrato che il protocollo che prevediv purificazione mediante colonnine
SPE (C18-NH2) non solo ¢ in grado di garantire igliori caratteristiche di performances
cosi come ci si poteva aspettare, ma &€ anche duhét due a essere adatto allo scopo al
livello richiesto dal controllo ufficiale (2 pg/LEra quindi scelto per il prosieguo delle fasi
successive. Cio & nettamente evidenziato dal valella capacita di rilevazione (Gf
parametro chiave nella validazione per i saggictgeening: 1.44 ug/L per il metodo con
C18-NH2 contro 5.90 pg/L per il metodo diretto. Sessivamente il completamento dello
studio di validazione con la valutazione della rsteaza e della specificita ha confermato
in via definitiva 'adeguatezza della proceduraltsce

Infine la progettazione del controllo di qualitdemo mediante I'inserimento di campioni
di controllo (QGege QGog in 0gni batch analitico e la costruzione di cdip@® Shewhart

opportunamente modificate per il tipo di applicamdodescritta permette di avere a
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disposizione strumenti puntuali per il monitoragdio continuo dei risultati durante

I'utilizzo del saggio nelle attivita di routine.
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