ALLA RICERCA DI ANTINFIAMMATORI
EMERGENTI:
APPLICAZIONE DELLA SPETTROMETRIA DI
| MASSA NELLANALISI DI ALIMENTI,

'\ﬁw MANGIMI E FLUIDI BIOLOGICI
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Argomenti che verranno trattati

» Ains e Cortisonici: concetti generali e normativa
di riferimento

» Metodi di analisi
» Positivita riscontrate negli ultimi anni

» Lo scandalo della carne di cavallo
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AINS

Farmaci antiifiammatori non steroidei, gruppo eterogeneo di sostanze che
agiscono bloccando l'azione delle prostaglandine attraverso l'inibizione delle
ciclossigenasi

Azione antipiretica Azione analgesica

Azione antiinfiammatoria

IMPIEGO TERAPEUTICO
MALATTIE INFIAMMATORIE MALATTIE DEGENERATIVE

PROCESSI INFETTIVI
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CHIMICA

Gli inibitori selettivi della COX-2, detti
anche coxib, hanno un’efficacia pari a
quella degli AINS tradizionali, in
quanto bloccano l'attivita della COX-2
e la sintesi di mediatori di
inflammazione e dolore, e una
tossicita decisamente inferiore perché

non inibiscono la COX-1 e Ila
produzione di sostanze
gastroprotettive.

AINS di nuova generazione

Chemical Structures of COX-2 Inhibitors

HC, o
B TR, o

Celecoxib y: Rofecoxib
(Celebrex) S {Vioxx)

Etoricoxib

(Arcoxia) -~ =
Valdecoxib
{Baxtra)

H
MF Walter, RF

Minori effetti collaterali a carico del sistema gastroenterico
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S Vit PR

Meloxicam (Metacam®)

Carprofene (Rymadil®)

Eltenac (Telzenac®)

Diclofenac (Reuflogin®)
Ketoprofene (Findol®, Vet-ketofen®)
Fenilbutazone (Bute®, Afibutazone®)
Vedaprofene (Quadrisol®)

Flunixina (Finadyne®, Flogend®,
Flunixin®, Meflosyl®, Niglumine®)
Ac. tolfenamico (Tolfedine®)

Lisina acetilsalicilato (Lysal®)
Piroxicam (Flogostil®)

Tepoxalin (Zubrin®)

|

Medicina umana »
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Acido acetilsalicilico (Aspirina®,
Aspro®, Aspirinetta®, Bufferin®,
Cardioaspirin®, Cemirit®, ecc)
Nimesulide (Antalgo®, Aulin®,
Biosal®, Mesulid®, Sulidamor®, ecc.)
Piroxicam (Feldene®, Oxicam?®,
Reumagil®, ecc.)

Ibuprofene (Algofen®, Brufen®,
Antalgil®, Cibalgina due fast®,
Momendol®, Synflex®, ecc.)

Diclofenac (Voltaren®, Novapirina®,
Fenadol®, ecc.)

Paracetamolo (Efferalgan®, Levadol®,
Panadol®, Tachipirina®, ecc.)

Rofecoxib (Arofexx®, Vioxx®)

Celecoxib (Artilog®, Celebrex®,
Solexa®)

Acido meclofenamico (Lenidor®,
Meclodol®)

Fenilbutazone (Kadol®)
Etodolac (Lodine®)

Ketorolac (Lixidol®, Tora-dol®,
Acular®)
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problema della presenza di residui negli alimenti

LMR

— Impiego nei cavalli da corsa

Impiego terapeutico o doping?

3.%«



1996L0023 — IT — 07.08.2009 — 005.002 — 2

DIRETTIVA 96/23/CE DEL CONSIGLIO
del 29 aprile 1996
concernente le misure di controlle su talune sostanze ¢ sui loro
residui negli animali vivi ¢ nei loro prodotti ¢ che abroga le
direitive 85/358/CEE e 36/469/CEE e le decisioni 8%/187/CEE e
921/664/CEE

Categoria Bz2e AINS

ALLEGATO

CATEGORIA A — Sosiane: a cfficiio anaboliceanic ¢ sosinnee non awioriz—

1)
2)
3
1)
5}
)

Fale
Siilbeni, loro derivati & loro sali ¢ esieri
Apentn antitirobde
Stercidi
Lattoni dellacido resorcilico (compreso bo seranolo)
fragonisti

Sostanze incluse nellfallegato IV del regolaments (CFEE) n. 237790 del
Consiglio, del 26 giugno 1990

CATEGORIA B — Medicinali veterinari (') ¢ agenti contaminanti

1
Z)

Al prodoili medicinali velernan

a) Antichintici

b) Coccl diosiatici, compresi | nitrommidazoli
) Carbammeti ¢ pirctroidi

d) Tranguillanti

&) _Aninfiammaton non steroidei (ATNSL

3)

N Alre sostanee esercitantl un‘atlivikl Bemacologica
Altre sostanze ¢ agenti conteminanti per 'embicnic
a) Composti erganockorumati, compresi i PCB

b} Composti orpanofosforati

) Elementi chinmici

d) Micobossine

e} Caolorunti

fi Alm




LMR farmacologicamente attiva che

REGOLAMENTO (CE) N. 470/2009 DEL PARLAMENTO EUROPEO E DEL CONSIGLIO
del 6 maggio 2009

che stabilisce procedure comunitarie per la determinazione di limiti di residui di sostanze

farmacologicamente attive negli alimenti di origine animale, abroga il regolamento (CEE)

n. 2377/90 del Consiglio e modifica la direttiva 2001/82/CE del Parlamento europeo e del
Consiglio e il regolamento (CE) n. 726/2004 del Parlamento europeo e del Consiglio

(Testo rilevante ai fini del SEE)

la concentrazione massima del
residuo di una sostanza

puo essere autorizzata negli
alimenti di origine animale
(«limite massimo di residui»)
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Fenilbut azone European Food Safety Authority

Dal 1997 non e consentito lutilizzo di
fenilbutazone per il trattamento di animali
destinati alla filiera alimentare
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Cortisonici

Cortisolo

Sostanze farmacologicamente attive di sintesi a struttura steroidea di largo
impiego in medicina veterinaria come antinfiammatori ed

IMmunNosSOppressori.
Derivano dal cortisolo: Corticosteroidi naturali: ormoni steroidei
modificazioni della struttura secreti dalle ghiandole surrenali e coinvolti in
chimica - maggiore attivita diversi processi fisiologici (risposta allo
antiinfiammatoria associata ad stress, inflammazione, funzione
un minor effetto sodio-ritentivo immunitaria, bilancio idroelettrolitico ecc.)
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CHIMIC

molecole piu utilizzate nell’allevamento bovino per il

» Desametasone | trattamento di affezioni dell'apparato locomotore e di
> Betametasone patologie metaboliche

Somministrazione: via parenterale, mediante
inoculo endovenoso (maggiore rapidita d’azione,
indispensabile in caso di shock) o intramuscolare
(azione prolungata dovuta al lento rilascio di
alcuni esteri).

Rapido assorbimento.

Metabolizzati a livello epatico tramite reazioni di
ossidazione e di coniugazione.

Eliminazione prevalentemente per via urinaria




Cortisonici

Uso illecito come promotori di crescita

» sia da soli, sia in associazione ad altri principi attivi non consentiti,
quali estrogeni, androgeni e/o -agonisti
» trattamenti prolungati a dosi sub-terapeutiche

EFFETTO DEI CORTISONICI

v’ accumulo di acqua nei tessuti

v aumento della massa magra

v’ stimolazione dell’'appetito

v’ generale sensazione di benessere

v schiarimento delle le carni

v aumento della tenerezza delle carni




Classificazione dei cortisonici

Dal 2012 migrati dal gruppo A3 al gruppo Baf

L'impiego negli animali allevati a fini produttivi, € normato
dalla Direttiva n. 97/2008/CE, che ne autorizza ['uso solo a

scopo terapeutico, alle dosi registrate e con l'osservanza dei
tempi di attesa prima della macellazione, al fine di
rispettare i limiti massimi di residui (LMR), stabiliti nelle

derrate alimentari di origine animale.

Dezametasone Drezametasone Bowvimni,
caprini, suimni,

equidi

0.75 pglkg
2 pglkg
0.75 pglkg

Muscolo INESSUMNA
Fegato

Rene

Bovini, caprini

0.3 pglkg

Latre

Corticoidi/Glucocorti-
coidi

Betametasone Betametasone Bovini, suini

0,75 pglkg
2,0 pglkg
0.75 pglkg

Muscolo NESSUMA
Fegarto

Rene

0.3 pgllkg

Latte

Corticoidi[Glucocorti-
coidi




Spesso impiegati ad alte dosi in animali a fine carriera per mascherare §°

TRATTAMENTO ILLECITO: I'utilizzo di sostanze o prodotti

non autorizzati, ovvero di sostanze o prodotti autorizzati a
fini o0 a condizioni diversi da quelli previsti dalle vigenti

disposizioni
> assenza di prescrizione;
> assenza di registrazione del trattamento;
> mancanza della registrazione del Veterinario
responsabile sul registro di scorta dei medicinali

veterinari in caso di trattamento;
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quanto previsto

stati patologici alla visita ante-mortem

I! L A IO
f‘?ﬁ( & P'{.r./i‘ 40




Biennio 2008-2009

Piano di controllo straordinario teso a
monitorare l'uso dei corticosteroidi
nelle vacche attraverso il prelievo di
urine in allevamento e al macello.

Incidenza di positivita anomala per il
prednisolone (72%).

La successiva ispezione veterinaria non
rilevo l'uso terapeutico di questa
molecola

Prednisolone nelle urine: molecola endogena o residuo di trattamento illecito?
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® Figura 1 - Struttura chimica di cortisolo, cortisone e prednisclone. La struttura del prednisalone
differisce da quella del cortisalo per la presenza di un doppio legame C1-2.
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22 maggio 2012 — Consiglio Superiore
di Sanita ha stabilito nuovo limite di
50 pg/l, al di sopra del quale
emettere un giudizio di non con-
formita e ammettendo quindi la
possibilita che questa molecola possa
essere di secrezione endogena

‘ Stress legato al trasporto e
alla macellazione

* Valutazione cortisolo/prednisolone
» Ulteriori verifiche in allevamento
» Indagine su organi target (fegato)
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COME AVVIENE IL CONTROLLO

.

» PIANI NAZIONALI DI CONTROLLO (PNR)
» PIANI REGIONALI DI CONTROLLO
» ALTRI PIANI DI MONITORAGGIO...

ke ]




3 Q

)
&

.

A \
il %
2.
S7 ] L N2
CHIMICA

Controllo nell'ambito del PNR

Il Piano Nazionale per la ricerca di Residui (PNR) & un
piano di sorveglianza del processo di allevamento degli

animali e di prima trasformazione dei prodotti di
origine animale
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Scopo del PNR

Svelare 1 casi di somministrazione illecita di sostanze
vietate o di somministrazione abusiva di sostanze
autorizzate ad attivita farmacologica

Verificare la conformita dei residui di medicinali veterinari
e di contaminanti ambientali con 1 Limiti Massimi

Residuali (LMR) o Limiti Massimi (LM) fissati dalla
normativa comunitaria e nazionale




Matrici




MACELLAZIONI D'URGENZA

REGOLAMENTO (UE) N. 218/2014 DELLA COMMISSIONE
del 7 marzo 2014
che modifica gli allegati dei regolamenti (CE) n. 853/2004 e (CE) n. 854/2004
del Parlamento europeo e del Consiglio e il regolamento (CE) n. 2074/2005
della Commissione
(Testo rilevante ai fini del SEE)

La macellazione di un animale che, a seguito di
un incidente o del verificarsi di una turba
metabolica-funzionale tali comunque da non
rendere le carni inadatte al consumo umano, per
considerazioni relative al suo benessere, venga
condotta al di fuori di un macello
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Nota del Ministero della Salute del 27 maggio 2014

ESElIIli di Laborato I‘iO 3. Controlli di laboratorio sulle carni e loro destino in base all’esito

In caso di esiti favorevole della visita post mortem il veterinario ufficiale procede al prelievo
sistematico, in singola aliquota, di un campione di muscolo per ’esame batteriologico e la

: la aliquota per esame ricerca di sostanze inibenti e di fegato per 1’esame batteriologico.
SlIlgO d q . p I prelievo di porzioni di muscolo al fine della conduzione degli esami batteriologici e per la
batterlologlco ricerca di sostanze inibenti rientra tra gli accertamenti necessari al fine dell’emanazione del

giudizio di idoneita delle carni al consumo, pertanto alle carni non potranno essere applicati i
bolli sanitari prima della conclusione, con esito favorevole, dei diversi esami tra cui quelli di

Porzioni di muscolo per inibenti laboratorio.
Nel caso in cui I’esame per la ricerca delle sostanze inibenti dia esito sfavorevole il

conformemente a quanto veterinario ufficiale provvede a un nuovo prelievo di muscolo per la ricerca di residui di sostanze
. farmacologicamente attive indicando sul verbale di prelievo che trattasi di un campione su
preV1sto nel PNR sospetto (tipologia di campionamento: clinico-anamnestico), e procedendo al sequestro della
carcassa. Le spese di queste ultime analisi sono a carico dell’OSA conformemente a quanto gia

previsto nel PNR.
In caso di riscontro di non conformitd devono essere condotti gli accertamenti e adottati i

provvedimenti previsti dal Piano Nazionale Residui.
Prelievo per ricerca di sostanze

farmacologlcamente attive > Pertanto per le carni di animali macellati d’urgenza, dichiarate idonee al consumo umano,

Campione su sospetto — non sussiste pit né I’obbligo di uno speciale bollo sanitario né la restrizione alla
.. . commercializzazione in ambito nazionale . L’articolo 4 del D.1.vo 6 novembre 2007, n. 193 & di
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CHIMICA

Con riferimento alla Determinazione 27 agosto 2014, n. G12150 "Macellazione d'urgenza - Aggiornamento
Procedure Operative.” (BURL n. 71 del 04/09/2014) si precisa quanto segue :

Nel paragrafo “controlli al macello”, il Veterinario Ufficiale del macello procede al prelievo dei
campioni per accertamenti analitici atti a valutare la presenza di eventuali contaminazioni batteriche nelle
masse muscolari profonde a seguito di batteriemie pre o post iugulazione e/o la presenza di residui di
sostanze ad azione inibente o antifiammatori steroidei e non (cortisonici e AINS).

Con nota regionale prot. 517791 del 19.09.14 sono state fornite alcune precisazioni in merito al

campionamento ufficiale in 5 aliquote da eseguirsi al macello per la ricerca di residui,

conformemente alle procedure del PNR ( campione su sospetto, tipologia clinico anamnestico) e
specificatamente:

ricerca antibiotici : muscolo
ricerca antiinfiammatori non steroidei (AINS) : muscolo
ricerca cortisonici : FEGATO

REGIONE LAZIO

| _"jl




METODO ANALITICO

COMMISSIONE

DECISIONE DELLA COMMISSIONE
del 12 agosto 2002

che attua la direttiva 96/23|/CE del Consiglio relativa al rendimento dei metodi analitici -
all'interpretazione dei risultaci

[notificata con il numero C(2002) 3044]

(Testo rilevante ai fini del SEE)

Tabella 1

Metodi di conferma adeguati per residui o contaminanti organici

Necessario identificare in maniera univoca le sostanze ed eventualmente
quantificarle al livello di interesse




LC-MS/MS e LC-HRMS

TOSCANA M. ALEANDRI

@5 ISTITUTO ZOOPROFILATTICO SPERIMENTALE DEL LAZIO E DELLA
DIREZIONE OPERATIVA CHIMICA

POS CHI 061 INT REV. 5 DEL 29/05/2017

ANTINFIAMMATORI NON STEROIDEL: KETOPROFENE, OSSIFENBUTAZONE, MELOSSICAM,
CARPROFENE, IBUPROFENE, ACIDO MEFENAMICO, VEDAPROFENE, NAPROSSENE, FLUNIXIN,
DICLOFENAC,  FENILBUTAZONE. ACIDO  NIFLUNICO. ACIDO  TOLFENAMICO
(LC-MS/MS) pag.1 di12

DIREZIONE OPERATIVA CHIMICA pag 1 di9
POS CHI 025 INT rev. 4 del 10/04/2013

CORTISONICT: BECLOMETASONE, BETAMETASONE, DESAMETASONE, FLUMETASONE,
METILPREDNISOLONE, PREDNISOLONE, PREDNISONE, TRIAMCINOLONE,

TRIAMCINOLONE ACETONIDE (LC-MS/MS)

in. B
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Procedura analitica

Omogeneizzazione e pesata del campione (campione da
analizzare, controllo positivo, controllo negativo)

Per la ricerca di cortisonici segue una fase di idrolisi enzimatica

ﬁ Estrazione con solvente organico

Purificazione mediante SPE
lavaggio con esano .,
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CORTISONICI

Condizioni Spettrometro di massa :
Ionizzazione: 1oni negativi
DP:-710V

Temperatura: 380 °C

Flusso N2: 60

Flusso Aria: 60

Analita lone precursore  Ione figlio(m/z) Energia di Dwell Time ms
(m/z) collisione (eV)

Flumetasone 379 305 30 50
325 25 50
Desametasone 361 307 30 50
325 25 50
Betametasone 361 307 30 50
325 25 50
Prednisolone 329 280 30 50
295 25 50
Triameinolone 345 310 30 50
325 28 50
Triameinolone 493 413 25 50
acetonide 375 20 50
Beclometasone 467 377 15 50
297 30 50
Prednisone 327 285 25 50
149 40 50
MetilPrednisolone 343 309 25 50
294 28 50
Fludrocortisone 349 295 30 50




CHIMIC

AINS

Triplo LC-MS ( Exactive

Condiziont Spettrometro di massa Condizioni Spettrometro di massa
lonizzazione: ESI negativ lonizzazione: ES] negativi
Voltaggio capillare: 400V Voltaggio captllare: 3000 V
Orifizio: 60V 8 lens: 30V

Temperatura TIS: 330 °C Captllary temperature: 300 °C
G845 Heater temperature: 320 °C

G82: 30

Triple LC-MS Q Exactive
Analita Ione Ione Energia di Massa esatta Frammento
precursore  figliolm/z) collisione (eV)
(m/z)

Ketoprofene 253 209 -9 2530870 2091
254 210 -10

Ossifenbutazone 323 2095 -20 323.1401 1340
134 -30

Melossicam 330 286 -20 350.0275 146.1
146 -45

Carprofene 272 228 -10 2720484 2281
226 -30

Tbuprofene 205 161 -9 2051234 1617
159 -9

Acido 240 196 -24 240.1030 196.17
Mefenamico 180 -35

Vedaprofene 281 237 -15 237.1645 22517
235 -25

Naprossene 229 185 -9 170.0728 1691
170 -20

Flunixin 295 251 -20 295.0699 2511
191 -42

Diclofenac 204 250 -15 294 0094 2500
296 252 -15

Fenilbutazone 307 279 -25 307.1452 1310
131 -30

Acid Niflunico 281 237 220 2810534 2371
177 -45

Acido 260 216 220 260.0484 216.1
Tolfenamico 180 -25

Flunixin D3 298 254 -20 298 0888 2541




CHIMIC

Verifica della procedura analitica:

v" controllo positivo  s/n = 3:1
v" assenza di segnali interferenti nel controllo negativo

Identificazione degli analiti: iniettare i campioni in esame e verificare la presenza
di picchi cromatografici al tempo di ritenzione atteso degli analiti ricercati.

La presenza dell’analita é confermata quando:

v’ corrispondenza del t, con tolleranza massima * 2,5%

v' s/n = 3:1 per ciascuno ione diagnostico (o transizione)

v' corrispondenza delle intensita ioniche relative (espresse come
percentuale del picco base) con una tolleranza massima

Tab.1 Tolleranze massime consentite per intensita di ioni relative

Intensita relativa LC-MS5-MS
{% del picco di base) (relativa)
> 50% + 20
= 20 % — 50 % +25

> 10 % — 20 % + 30
£10 % * 50




Analisi quantitativa

Concentrazioni di analita >LOD =
costruzione di una curva di taratura
1IN matrice

Almeno 5 livelli (compreso lo zero)
corrispondenti al LOD ed altri tre
punti, preferibilmente o.5 LMR, 1.0
LMR, 1.5 LMR.

La retta risulta valida quando il
coefficiente di correlazione & > 0.990
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Positivita riscontrate negli ultimi anni

Campioni | Campioni | Campioni | Campioni | Campioni | Campioni
Cortisonici| 2012 2013 2014 2015 2016 | 2017 fino
ad agosto

Tot 73 160 250 186 115 63

Non conformi 3 2 3 10 2 -
Campioni | Campioni | Campioni | Campioni | Campioni | Campioni
Ains 2012 2013 2014 2015 2016 | 2017 fino
ad agosto

Tot 8 237 216 339 367 254

Non conformi - - 7 3 2 3
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Campione Fegato Bovino positivo Desametasone

[ XIC of -MRM (17 pairs): 379.000/305.000 Da from Sample 22 (32538A) of 20apr15.wiff (Turbo Spray)

Max. 540.0 cps.

1.00e5
8.00e4
a; 6.00e4
£
~ 4.00e4
2.00e4
0.00M : : : 3.49 i 4.60 i i i i , i 1:!..52\ 1?.58\ 13.334.3.53]\ 15.0: ‘ 15.61 ‘15.92 17‘.02 17.75 18.78- ‘19.30
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 15.0 16.0 17.0 18.0 19.0
Time, min
B _MRM (17 pairs): 14.887 min from Sample 22 (32538A) of 20... Max. 1.0e5 cps.|Data List for " -MRM (17 pairs): 14.887 min from Sample 22 (32538A) of 20apr15.wiff (Turbo Spray)"
Q1 Mass (Da) Q3 Mass (Da) Intensity (cps) % Max. Intensity
1.00e5 1 379.0000 305.0000 40.0000 0.0397
2 379.0000 325.0000 0.0000 0.0000
§. 3 361.0000 307.0000 1.0074e5 100.0000
> 5.00e4 4 361.0000 325.0000 6.5120e4 64.6417
g 5 329.0000 280.0000 0.0000 0.0000
E 6 329.0000 295.0000 600.0000 0.5956
0.00) : | : : : : : : : 7 345.0000 310.0000 620.0000 0.6154
379.000/305.000 329.000/280.000 493.000/413.000 327.000/285.000 349.000/295.000 8 345.0000 325.0000 1520.0000 1.5088
361.000/307.000 345.000/310.000 467.000/377.000 343.000/309.000 9 293.0000 213.0000 60.0000 0.0596
Q1/Q3 Masses, Da
H  X|C of -MRM (17 pairs): 349.000/295.000 Da from Sample 2... Max. 1.2e4 cps.| H  X|C of -MRM (17 pairs): 361.000/307.000 Da from Sample 22... Max. 1.1e5 cps.
13.88 14.88
1.19e4 1.00e5
1.00e4 o
8.00e4
§ 8000.00 §
2 5. 6.00e4
%‘ 6000.00 %‘ ©
£ 4000.00 .S FLUDROCORTISONE g 4.00e4 DESAMETASONE
2000.00 2.00e4
0.00 T T T T T T T T T T T 0.00%r T T T T T T T T T T
12.0 12.5 13.0 13.5 14.0 14.5 15.0 15.5 16.0 16.5 17.0 12.5 13.0 13.5 14.0 14.5 15.0 15.5 16.0 16.5 17.0 17.5
Time, min Time, min




Sample Sam Sample File Analyte Analyte Peak Analyte |Standa| IS Peak IS I?eak Use | Record |Calculat accura
Name |Ple Type Name |Peak Area Height (cps) Cc_oncentr rd Area Height |Reco | podified| €d cy (%)
ID (counts) ation (na| Querv | (counts) (cps) rd Concen
1 std1.0ppb Standard | 10feb15. | 1.83e+004 |2.29e+003 1.00 N/A 9.83e+004 | 1.15e+004 111 111.
2 std0.5ppb Standard | 10feb15.|1.13e+004 | 1.31e+003 0.500 N/A 9.58e+004 |(1.13e+004 0.671 |134.
8 Met Unknown | 10feb15.|2.87e+002 |1.01e+002 N/A N/A 3.74e+001 |4.00e+001 48.7 N/A
4 agg5ppb Standard |20aprl5.|4.51e+004 |8.59e+003 5.00 N/A 6.01e+004 |1.02e+004 4.69 93.9
5 agg2ppb Standard |20aprl5.|2.38e+004 |5.38e+003 2.00 N/A 7.43e+004 | 9.40e+003 1.95 97.7
6 aggl5pp Standard |20april5.|2.26e+005 |3.37e+004 15.0 N/A 9.52e+004 | 1.16e+004 15.1 100.
7 |bianco -20eprS 3 STET00Z [G.456F00L WA |[NA | LOSCT005 S trer004 L <0 [NA
p 2538A Unknown | 20aprl5.|2.99e+005 |6.26e+004 N/A N/A  [6.19e+004 |1.21e+004 30.7  |NA~
9=l 32538B Unknown |20aprl5.|3.04e+005 |5.57e+004 N/A N/A 6.54e+004 |1.31e+004 29.5 ‘_NLA/’
10 AggDesa e @en Q051 200005 200 N/A 1 500005 2-03e=-00 ] ] 30.0 100.

DESAMETASONE 30.1 ug/Kg
LMR 2 pg/kg




Campione Muscolo Bovino positivo

Flunixin

CXcaliburt \CAMP-2_171004184842 10/04/17 18:50:07

RT: 0.00 - 15.01

|

100+ 891

a0

80

70-

40

Relative Abundance

20

10-

7.72
687 7.57 p 178 861 911 963 1012 1046 1144 1178

NL: 1.26E6

miz=

295 06851-295.07147
F:FTMS - p ESI Full ms
[100.0000-500.0000]
Ms

CAMP-2_171004184842

1245 1270 13.24
.

o

If 8 9 10 11 12
Time {min)

o

T
13

CAMP-2_171004184842 #1313 RT: 8.80 AV- 1 NL: 4 22E6
T: FTMS - p ESI Full ms [100.0000-500.0000]

4
&

3

295,0699

29507

Relative Abundance

18 289.09

285.09
28620

28719 288 00
5

20495 29515
204 18 296.07
| 29622

28715

209.19
|297.21

280 .00 30010

28427 28521 20021 29101 50553 292,94 299.01

.

305.02

300.22 30117 3p217 302,92

o 304.21 30522
;

296

284

285 286 287 288 289 280 291 202 203 204 205

miz.

297 298 299

300

305

301 302 303 304




[

B0 of-MARM (52 palrs | 253.000/209.000 Da T Ketoprofene from Sample 3 (49586A) of 15-gLi 7 w IV [Turbo Soray)

Max. 54000 ops.

Q1423 Masses, Da

84e3
5 0oF
s AV
o ki B 5. G258, S ' -uu"uh__,___'_':
0o 1.0 20 30 40 5.0 6.0 7.4 80 a1 100 110 120 130
Time, mn
W IC o1 R M (52 pake ) 208 000254000 D3 i0: FRALNDE Trom Samplke & [10586A) 0F 1517 Wit (1200 Spray) Wax. 845 opE
EWTE hES
5028
[.S FLUNIXIN d3
00 ; : : : ; ; ' ; : . : ; ;
0 10 20 3 40 5.4 6.0 70 a0 & 1010 110 120 134
FEy. I Ees s,
Z6RS nas
2005
1023 FLUNIXIN
a0 . . . ’ : ; ' . ' : ; ’ .
0.0 10 zn 20 40 5.0 E.0 70 810 . 100 110 120 130
Time, mh
W R (ST paks ) 6624 ik Trom Sampie 3 BOS56A) 01 W T 15T B Datm Listior ~ -MRM {52 pairs)-G 24 min Fom Sample 3 (4 535041 of 15-qiul 7 witf Turts Sor
i Mass [Da) 3 Mass [Os) Intensity (cps) % Rax . Intensity
Zged 14 2810000 A5 0000 00000 OO0
0= i5 225 D000 1850000 B00D00D 0078
e 16 730000 170 0000 2000000 TR
iT 295000 251 D000 2.6280e8 213278
241.000/2535.00829.000170.00295.000! 191 00296 000252 00607 000131000 |08 |295.0000 1310000 B.8500e4 81828
770.000/185 00095 000/251.00094 000/250 00ET A00/279 000 13 |F54.0000 250 0000 2000000 00235




Sa Analyte | Analyte | Anal Stand 15 Peak Use Calculate
sample | 22} Samble | L Narnel o s Pt | e wer| 'S PeakArea | (STask U2 | recom | Calouiate accur)
el Lomantsk Heimht L] Comass G el el Conoentr
1 |bisnco- Standard | 15giul7 wifl 547ez003 |1 oneeonalnon sl o resne LR 2ngsn0s D243 WA
3—_ Urknown | 15-giul 7 wif| 7.30e+005 | 2 58e+005] N/A hA 2 4Te+008 T.99e+005 288 MIA
Kﬁﬂﬂ_ Urknown | 15-giut7. wif| 8. 77e+D05 | 2 42e+D05] YA A, 2 40e+008 2. Z7e+l05 8.4 hA,
& apg-20pph- R I L L e e et B s il el st o e o 9E.7
5 Ago10ppb Standard | 15-giut 7. wif] 3.01e+005 | B 88e+D04] 10.0 WA, 2 87e+DDE B8 32e=+005 0.5 106,
8 Apgo20ppb Standard | 15-giul7.wif| 7.20e+D05 | 3.04e+D05] 300 M, 28 e+008 8. 7e+005 301 100,
Ei ApoSlppb Standard | 15-giul7.wif| 1.21=+006 | 4.86=+D05| 50.0 M, 2 444008 8. 27e+005 429 999

FLUNIXIN 29.1 pg/Kg
LMR 20 pg/kg
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Campione muscolo bovino positivo Carprofene

C:\Xcalibur\data\cortains\60455car 09/03/15 15:40:33

RT: 0.00 - 12.01

. NL: 4.16E6
100+ 6.84 k
3 m/z=
E 272.04456-
905 272.05000 F: FTMS
5 - p ESIFull ms
80— [150.00-550.00]
3 MS 60455car

70
g 607
2 B
2 3
& s
N
& 40
g 7

30

20

104

] 6.17 7.00
0 T T T T T AR T T T T T T Baa|
o} 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Time (min)
60455car #1332 RT: 6.87 AV: 1 NL: 4.63E6
T: FTMS - p ESI Full ms [150.00-550.00]
279.23

10

Relative Abundance
o\\\\?\\\\?\H\?\\H?\\\\$\\H?HH%‘HH%HH$HH?

D

260.05 2720484 309.17

4 267.11
272.05
3
280.24 308.22

2 262.05 305.02

255.23 281.25

259.04 274.05 ('
1 253.22 268.12 | 283.26 203.23
| 256.24 \ 263.05 265.15 | |, 2ries| | 275.17 277.22 | 285.17 287.22  200.21 293}'18 295.19 298.09 30120 “ 7 308.03
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T LAAARLRARANI
255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310

m/z




[ E X|C of -MRM (27 pairs): 253.000/209.000 Da from Sample 24 (60455) of 03ago15.wiff (Turbo Spray) Max. 4.7e5 cps.
1.7e7
1.5e7+
: 1.0e7+
i)
=
5.0e6
0.0 8.99
0.0 10 2.0 30 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 100 110 120 130 140 150 160 170 180  19.0
Time, min
B X|C of -MRM (27 pairs): 298.000/254.000 Da from Sample 2... Max. 1.7e7 cps.| H XIC of -MRM (27 pairs): 272.000/228.000 Da from Sample 24... Max. 1.0e7 cps.
9.68 9.56
1.7e7 1.00e7
1.5e7
8.00e6
8 &
.2—‘ 1.0e7 Z’ 6.00e6
E ou g a00es CARPROFENE
£ .S FLUNIXIN d3 £ ooes
0.0 T T T T T T T T 0.00 T T T T T T T T T
8.5 9.0 9.5 10.0 10.5 11.0 11.5 12.0 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0 10.5 11.0 11.5 12.0
Time, min Time, min
B _MRM (27 pairs): 9.581 min from Sample 24 (60455) of 03ag... Max. 7.4e6 cps.|Data List for " -MRM (27 pairs): 9.581 min from Sample 24 (60455) of 03ago15.wiff (Turbo Spray)"
Q1 Mass (Da) Q3 Mass (Da) Intensity (cps) % Max. Intensity
7.4e6 1 253.0000 209.0000 2340.0000 0.0316
6.066 2 254.0000 210.0000 920.0000 0.0124
2 3 323.0000 295.0000 40.0000 5.3979e-4
(5]
> 4.0e6 4 323.0000 134.0000 220.0000 2.9688e-3
@ 5 350.0000 286.0000 60.0000 8.0968e-4
Q
g 20e6 6 350.0000 146.0000 20.0000 2.6989e-4
0.0 7 272.0000 228.0000 7.4104e6 100.0000
.ob T : — T T . T T :
253.000/209.000272.000/228.000281.000/237.000294.000/250.000260.000/216.000 8 272.0000 226.0000 4.5333e6 61.1748
323.000/134.000205.000/159.000229.000/170.000307.000/131.000 9 205.0000 161.0000 220.0000 5667763
Q1/Q3 Masses, Da




Sample Name | S2MPl| Sample File Name | Analyte Peak | Analyte Peak Analyte Standard | ge |Recor| Calculated Accuracy (%)
p e ID Type Area (counts) | Height (cps) Concentration Query Record d - Concentration y 4
(na/mL) Status Modifi (na/mL)
1 BIANCO | Unknown .l 02360lbWifimt—t-Gae--006 -00e-+006: ALA 7l |<0 N/A
| 2——=B0T55A Unknown |03agol5.wiff | 1.75e+007 5.67e+006 N/A N/A 107. \-N‘LA\
604558 Unknown | 03agol5.wiff | 1.48e+007 4.13e+006 N/A N/A 93.5 MZ
4 STDO Standard | 0339015 wiff | -4.69e+006 0.00e+000 0.00 — = N/A
5 STD50 Standard | 03agol5.wiff | 7.15e+006 2.03e+006 50.0 N/A 55.4 111
6 STD100 Standard | 03agol5.wiff | 1.55e+007 4.40e+006 100. N/A 97.1 97.1
7 STD150 Standard | 03agol5.wiff |2.71e+007 7.98e+006 150. N/A 155. 103.
8 STD200 Standard | 03agol5.wiff | 3.53e+007 9.36e+006 200. N/A 196. 98.1
9 Aggl100 Unknown | 03agol5.wiff 1.63e+007 4.56e+006 N/A N/A 101. N/A

CARPROFENE 100 pg/Kg
LMR 500 pg/kg

Trattamento non dichiarato ¢

HO

I=

Cl




Campione muscolo bovino positivo Ketoprofene

I KIS of MR [SZ pais ) 250 000 209 000 D3 I Kelpndiens Tom Sampe o (452148 ) 01 20 MAS 1T Wi [ TUI00 Soay) WaK. 4 485 o0E
TTe5
£0e5
; T35
4de5
20e5
an o _— - k) ] e
0o 1.0 20 30 4.0 5.0 6.0 70 8.0 a0 100 110 120 130
Tine. mh
"I of MM (52 paits | 255 000209000 Da 1D; Kenprotens Mom Sample & (452 14/ ) 07 26 MAG 17 W [T0m0 Spiay ) WaEx. L des opa
735
4085
2 0e5
g r r : ' r ' : . : . ' r .
a.a 1.0 2.4 3.0 4.0 5.0 5.0 70 8.0 20 10.0 1110 120 1340
Time, mh
B R ST paE | 7 553 i e Semoe § ESI IR O WE LIET 208 [Datm Listior " MAM (52 pairs); T 353 min_fom Sample & {432144) of J6MAGTT wilf{Turbo Spfs
G Mass (Oa) 3 Mass [O=) Intensity {cps) %% Max . Intensity
40es i 2530000 IOrS DDe 4. 23505 00 D0
z 254 000D 210 D T.EFDDad 18,4138
20es 3 323 000D ZoE DD 00 000D D04TZ
| 4 3230000 124 DD JEREE GETPL B
o ; . . . . " . - . 200 S0 D000 00 000
253000209 0081 000/237 0088 1.0004 97 0@EED 200/316.10807.000/279.000 3 S S 0. o
272000225 00884 .000/250 00N 1 000/ 247 QOBHE 000210000 @ 350D 00D 48 000D 00000 00000
21423 Masses. O&
[ 2L PEIrs L h ERFR S T em >amp [x] WHT{Tuldo Spray) X T.FEa GDE
T7es Fa2
£0e5
4.0e5
2 0e5
aa . . : : . . . . . r . . .
g 1.0 24 3.0 +a 5.0 6.0 74 50 20 1.0 110 120 1340
Tine. mh




- ple | “Type Filelame| Peak | Peak | t= | fconmis) Height |Recor| podified| 9 e
[T Armra [con Heioht (c] Cone | Cosnr [rnsh i | Coneentral  — ° |

1 Bianco Urknown 280MAGTT. | 244e+00 [ 1.40e+003 | N/A | NUA 5.04e+008 1.27e+008 0.474 MU,

2 sta100ppb Standard 28MAGTT. | 4.43e+00 | 1.71e+005( 100, | MN/A 3.07e+D08 7.58=+D05 100. 100.

3 |stdSppb Standard 2EMAGIT |2 T1ex00 (9 1920035 LaE2gainf |2 ARe(08 5.2 104.
/kw Urknown 26MAGIT. | 1.277e+DD | 4 50e+005| NA  [W/A | 261e+DD8 6.894=+005 338 WA
\Si@a‘-‘lﬂ Urknown 280MAGTT. | 1.28e+00 | 488e+005 WA | N/A 2.58e+008 7.238=+005 243, MU, =>

8 aggoppb LR s i = gy o 2t ER R M SRR TR N T A SetnE . MU,

T agg100pp Urknown 280MAGTT. | 5.85e+00 [ 1.58e+005 WA | NU/A 4 10e+008 1.08=+008 993 MU,

& agg200pp Urknown 280MAGTT. | 1.30e+D0 | 5.28e+005 A | N/A 2.58e+008 6.7 3=+005 A2 MU,

9 apgs00pe Urknown 268MAGIT. | 218e+00 | 8. 28e+005 A WA | 2593e+DD8 8 45=+008 R10. WA

KETOPROFENE 341 pg/Kg
LMR non previsto

Trattamento non dichiarato
O CH,

OH

O




Lo scandalo della carne di cavallo

Febbraio 2013 in Irlanda, in
seguito a controlli si trovano
hamburger di bovino con carne di
cavallo.

Attivazione del sistema di Allerta

—

L'aumento dei controlli mette in evidenza la
presenza in hamburger, lasagne, ed altri
preparati, etichettati come prodotti a base di
carne bovina, carne di cavallo con percentuali
di trail 25 e il 60%
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CHIMIC

RACCOMANDAZIONE DELLA COMMISSIONE
del 19 febbraio 2013

relativa a un piano coordinato di controllo volto a stabilire la prevalenza di pratiche fraudolente
nella commercializzazione di determinati prodotti alimentari

(2013/99/UE)

19 febbraio attivita straordinaria di
controllo condotta su tutto il territorio
nazionale da concludersi il 31 marzo
2013, con lobiettivo & verificare Ia
presenza di carne di cavallo non
dichiarata sull'etichetta o contenente
fenilbutazone.




Tracce di fenilbutazone nella carne equina sono indice di
un'immissione illecita nella filiera alimentare di carcasse di cavalli
sportivi trattati con questa sostanza.

Crisi del settore ippico: diminuzione e
cessazione dell'attivita di numerosi
impianti sportivi > introduzione
illecita dei cavalli da corsa nella catena
alimentare umana.




6.329 controlli nei 23 Stati membri, 3.600 per
accertare la presenza di DNA di carne equina
e 3.115 per fenilbutazone. 167 di questi test (il
4,64%) hanno rilevato la presenza di tracce
di DNA di carne equina e 16 test (lo 0,51%)
hanno accertato la presenza di residui di
fenilbutazone




Filiera dei prodotti incriminati

| sette passaggi delle lasagne di cavallo in cinque Paesi

I percorso della commessa 3 1l percorso della came @dew

\ & Confezione delle perzioni surgelate ﬁ Dove sono state ritirate e confezion| Findus

Mattatoi in
Romania

Intermediari
Clpro ed Olanda 5 6 1) irader clandose teslerisce losdine d'scquisto

dalla Romania a prezzi molte coimpetiin
*_-“-_'__—h

. —'—-.____‘___‘__-
PAESIBASS|  gou,comiir~—

1 L T
1 Findus erdina le lasagne 3 :,.::‘;:“ ;,;“ :;:"; By
“alla sarne di manzo Comigel di Mstz o ordina o
Ia carn iresca afl Spanghero y
2%
2 Qul a Metz o trova Comigel, b
lazienda che confedona "\,_\

H ™ Iau_.'l_gm o cheds nlln_
FRANCIA sun filiak Tavols, che sl rd
trova in Lussemburgo,
di confezionare la porzions

Lavorazione
in Francia

4 4ﬂull Clnlhu.udu, i trova in'naneds. E'.pnnghlm {gruppa Poujsl,
eacparativa Lur Bei) ghe riceve gli approvsigicnament graic ROMANLA
- s 7 Ol mattaisd in Romanis
e la came di cava
dingtts alla S‘.pan]h«a
di Castelnaudary in Francia

5 & Clpro i rava il trader che subappalta [ordine
8 un airo medistors dei Pesnl Buasi

Grande
distribuzione

Fonta: AFP.LE MONDE
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In Italia

454 campioni - 93 positivi per la
presenza di carne equina non dichiarata

Comunicato stampa n. 87

Data comunicato: 15 aprile 2013

Carne equina: Italia trasmette dati finali a Commissione UE

Sono stati trasmessi questa sera dal Ministero della Salute alla Commissione europea, i fsultati delle attivita di controllo pregfposte in seguito alla Raccomandazione del 19 febbraio,
dopo la scoperta della presenza di came equina non dichiarata in prodotti a base di came. Il Ministero e intervenuto sia trfmite una capillare attivita straordinaria di controllo condotta
su tutto il territorio nazionale dai Carabinieri per la Tutela della Salute (NAS), sia attraverso la rete del Servizio Sanitario Jfazionale con un’intensificazione dell’ordinaria attivita di
vigilanza e controllo sulle carni di equidi di pravemenza namnale ed estera. L'attivita ha permessa di mdlwduare in pfodotti commermahzzau e/o etichettati come contenenti carni
bovine (es. carni macinate, prodotti aba : ; : : : : | aper ricercare fenilbutazone in carni equine. In
particolare sono stati prelevati dai Naj 454 campioni, di cui 93 risultati positivi per presenza di carne equina superiore all" 1% per cento] che doveva invece essere dichiarata.
Relativamente alla ricerca di fenilbutazone sono stati analizzaty323 campioni di muscolo equino e 51 campioni di sangue. In nessun campione e stato rinvenuto fenilbutazone,

La commissione UE domani pubblichera i risultati i tutti gli Stati membr.

323 muscolo e 51 di sangue-tutti negativi per fenilbutazone




7
CHIMICA

Nei mesi di febbraio e marzo 2013, il
laboratorio Residui & stato coinvolto
nella emergenza fenilbutazone nelle
carni equine attraverso l'analisi di 178
campioni per la ricerca di AINS e
cortisonici, nel muscolo e plasma di
equini su campioni provenienti da
diverse regioni Italiane coprendo circa il
40 % dei controlli totali italiani per tali
molecole

Nel corso dei controlli sono stati confermati 3 campioni di muscolo positivi
per desametasone in carne macinata equina
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Nuovo caso nel 2017

Nel corso del 2017, durante l'analisi di campioni
ufficiali, sono stati ritrovati 2 campioni di hamburger
di cavallo non conformi per la presenza di
fenilbutazone e del suo metabolita, 'ossifenbutazone.

Fenilbutazone: 16,3 pg/kg - 8,2 pg/kg 0 7

N
\
N—< >—OH
Ossifenbutazone: 8,8 ug/kg - 6,4 ng/kg \/\Ig
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Conclusioni

e Per tutelare la salute dei consumatori & importante monitorare la
presenza di eventuali residui di sostanze ad azione antinfiammatoria
nei prodotti di origine animale e verificare il rispetto dei LMR.

e Pur essendo autorizzato l'utilizzo di Ains e cortisonici a solo scopo
terapeutico, diversi sono i casi di trattamenti illeciti, pertanto e
fondamentate un'indagine continua negli animali destinanti alle
produzioni alimentari.

e La cromatografia liquida accoppiata alla spettrometria di massa,
combina elevata sensibilita e specificita per identificare in maniera
univoca gli analiti e quantificarli ai bassi livelli di interesse stabiliti
dalle normative di riferimento.

e
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GRUPPO RESIDUI
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