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�Ains e Cortisonici: concetti generali e normativa 
di riferimento

�Metodi di analisi

�Positività riscontrate negli ultimi anni

� Lo scandalo della carne di cavallo

Argomenti che verranno trattati



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
PROCESSI INFETTIVI

MALATTIE DEGENERATIVE



AINS di nuova generazione
Gli inibitori selettivi della COX-2, detti
anche coxib, hanno un’efficacia pari a
quella degli AINS tradizionali, in
quanto bloccano l’attività della COX-2
e la sintesi di mediatori di
infiammazione e dolore, e una
tossicità decisamente inferiore perché
non inibiscono la COX-1 e la
produzione di sostanze
gastroprotettive.

Minori effetti collaterali a carico del sistema gastroenterico



� 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®)

� 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®)

Medicina umana

Medicina veterinaria





Impiego negli animali allevati a scopi produttivi

Impiego nei cavalli da corsa 

problema della presenza di residui negli alimenti

LMR

Impiego terapeutico o doping?



Categoria B2e AINS



LMR

la concentrazione massima del
residuo di una sostanza
farmacologicamente attiva che
può essere autorizzata negli
alimenti di origine animale
(«limite massimo di residui»)





Fenilbutazone

Dal 1997 non è consentito l’utilizzo di
fenilbutazone per il trattamento di animali
destinati alla filiera alimentare



Cortisonici

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

immunosoppressori.

Corticosteroidi naturali: ormoni steroidei
secreti dalle ghiandole surrenali e coinvolti in
diversi processi fisiologici (risposta allo
stress, infiammazione, funzione
immunitaria, bilancio idroelettrolitico ecc.)

Derivano dal cortisolo:
modificazioni della struttura
chimica � maggiore attività
antiinfiammatoria associata ad
un minor effetto sodio-ritentivo



� Desametasone
� Betametasone

molecole più utilizzate nell’allevamento bovino per il 
trattamento di affezioni dell’apparato locomotore e di 
patologie metaboliche

Somministrazione: via parenterale, mediante
inoculo endovenoso (maggiore rapidità 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

EFFETTO DEI CORTISONICI

� accumulo di acqua nei tessuti
� aumento della massa magra
� stimolazione dell’appetito
� generale sensazione di benessere
� schiarimento delle le carni
� aumento della tenerezza delle carni

Uso illecito come promotori di crescita

� sia da soli, sia in associazione ad altri principi attivi non consentiti,
quali estrogeni, androgeni e/o β-agonisti

� trattamenti prolungati a dosi sub-terapeutiche



Dal 2012 migrati dal gruppo A3 al gruppo B2f

Classificazione dei cortisonici 

L’impiego negli animali allevati a fini produttivi, è normato
dalla Direttiva n. 97/2008/CE, che ne autorizza l’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.



TRATTAMENTO ILLECITO: l'utilizzo di sostanze o prodotti
non autorizzati, ovvero di sostanze o prodotti autorizzati a
fini o 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;

� modalità di somministrazione diverse rispetto a

quanto previsto

Spesso impiegati ad alte dosi in animali a fine carriera per mascherare
stati patologici alla visita ante-mortem



Prednisolone nelle urine: molecola endogena o residuo di trattamento illecito? 

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 positività anomala per il
prednisolone (72%).

La successiva ispezione veterinaria non
rilevò l’uso terapeutico di questa
molecola



22 maggio 2012 – Consiglio Superiore
di Sanità ha stabilito nuovo limite di
5,0 μg/l, al di sopra del quale
emettere un giudizio di non con-
formità e ammettendo quindi la
possibilità 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)



COME AVVIENE IL CONTROLLO

�PIANI NAZIONALI DI CONTROLLO (PNR)
�PIANI REGIONALI DI CONTROLLO
�ALTRI PIANI DI MONITORAGGIO…



Controllo nell’ambito del PNR

Il Piano Nazionale per la ricerca di Residui (PNR) è un
piano di sorveglianza del processo di allevamento degli
animali e di prima trasformazione dei prodotti di
origine animale



Scopo del PNR

• Svelare i casi di somministrazione illecita di sostanze
vietate o di somministrazione abusiva di sostanze
autorizzate ad attività farmacologica

• Verificare la conformità dei residui di medicinali veterinari
e di contaminanti ambientali con i Limiti Massimi
Residuali (LMR) o Limiti Massimi (LM) fissati dalla
normativa comunitaria e nazionale



Matrici



MACELLAZIONI D’URGENZA

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

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) 



Nota  del Ministero della Salute del 27 maggio 2014

Esami di Laboratorio

Singola aliquota  per esame 
batteriologico

Porzioni di muscolo per inibenti
conformemente a quanto 

previsto nel PNR

Prelievo per ricerca di sostanze
farmacologicamente attive �

campione su sospetto –
clinico-anamnestico



REGIONE LAZIO



METODO ANALITICO

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



LC-MS/MS e LC-HRMS



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

Estrazione con solvente organico

Purificazione mediante SPE 
lavaggio con esano 



CORTISONICI



AINS



Verifica della procedura analitica:

� controllo positivo s/n ≥ 3:1
� 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 è confermata quando:

� corrispondenza del tr con tolleranza massima± 2,5%
� s/n ≥ 3:1 per ciascuno ione diagnostico (o transizione)

� corrispondenza delle intensità ioniche relative (espresse come
percentuale del picco base) con una tolleranza massima



Concentrazioni di analita >LOD �

costruzione di una curva di taratura
in matrice

Almeno 5 livelli (compreso lo zero)
corrispondenti al LOD ed altri tre
punti, preferibilmente 0.5 LMR, 1.0
LMR, 1.5 LMR.

La retta risulta valida quando il
coefficiente di correlazione è > 0.990

Analisi quantitativa



Positività riscontrate negli ultimi anni

Cortisonici
Campioni 

2012
Campioni 

2013
Campioni 

2014
Campioni 

2015
Campioni 

2016
Campioni 
2017 fino 
ad agosto

Tot 73 160 250 186 115 63

Non conformi 3 2 3 10 2 -

Ains
Campioni 

2012
Campioni 

2013
Campioni 

2014
Campioni 

2015
Campioni 

2016
Campioni 
2017 fino 
ad agosto

Tot 8 237 216 339 367 254

Non conformi - - 7 3 2 3



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.
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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

1 379.0000 305.0000 40.0000 0.0397

2 379.0000 325.0000 0.0000 0.0000

3 361.0000 307.0000 1.0074e5 100.0000

4 361.0000 325.0000 6.5120e4 64.6417

5 329.0000 280.0000 0.0000 0.0000

6 329.0000 295.0000 600.0000 0.5956

7 345.0000 310.0000 620.0000 0.6154

8 345.0000 325.0000 1520.0000 1.5088

9 493.0000 413.0000 60.0000 0.0596

XIC of -MRM (17 pairs): 349.000/295.000 Da  from Sample 2... Max. 1.2e4 cps.
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XIC of -MRM (17 pairs): 361.000/307.000 Da  from Sample 22... Max. 1.1e5 cps.
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I.S FLUDROCORTISONE DESAMETASONE



Sample 
Name

Sam
ple 
ID

Sample 
Type

File 
Name

Analyte 
Peak Area 

(counts)

Analyte Peak 
Height (cps)

Analyte 
Concentr
ation (ng

Standa
rd 

Query 

IS Peak 
Area 

(counts)

IS Peak 
Height 
(cps)

Use 
Reco

rd

Record 
Modified

Calculat
ed 

Concen

Accura
cy (%)

1 std1.0ppb Standard 10feb15. 1.83e+004 2.29e+003 1.00 N/A 9.83e+004 1.15e+004 1.11 111.

2 std0.5ppb Standard 10feb15. 1.13e+004 1.31e+003 0.500 N/A 9.58e+004 1.13e+004 0.671 134.

3 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 20apr15. 4.51e+004 8.59e+003 5.00 N/A 6.01e+004 1.02e+004 4.69 93.9

5 agg2ppb Standard 20apr15. 2.38e+004 5.38e+003 2.00 N/A 7.43e+004 9.40e+003 1.95 97.7

6 agg15pp Standard 20apr15. 2.26e+005 3.37e+004 15.0 N/A 9.52e+004 1.16e+004 15.1 100.

7 bianco Unknown 20apr15. 3.37e+002 6.45e+001 N/A N/A 1.63e+005 3.17e+004 < 0 N/A

8 32538A Unknown 20apr15. 2.99e+005 6.26e+004 N/A N/A 6.19e+004 1.21e+004 30.7 N/A

9 32538B Unknown 20apr15. 3.04e+005 5.57e+004 N/A N/A 6.54e+004 1.31e+004 29.5 N/A

10 AggDesa Standard 20apr15. 7.11e+005 1.30e+005 30.0 N/A 1.50e+005 2.93e+004 30.0 100.

DESAMETASONE 30.1 µg/Kg
LMR 2 µg/kg



Campione Muscolo Bovino positivo Flunixin

295,0699



I.S FLUNIXIN d3

FLUNIXIN



FLUNIXIN 29.1 µg/Kg
LMR 20 µg/kg



C:\Xcalibur\data\cortains\60455car 09/03/15 15:40:33
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Campione muscolo bovino positivo Carprofene



XIC of -MRM (27 pairs): 253.000/209.000 Da  from Sample 24 (60455) of 03ago15.wiff (Turbo Spray) Max. 4.7e5 cps.
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XIC of -MRM (27 pairs): 298.000/254.000 Da  from Sample 2... Max. 1.7e7 cps.
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XIC of -MRM (27 pairs): 272.000/228.000 Da  from Sample 24... Max. 1.0e7 cps.
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 -MRM (27 pairs): 9.581 min from Sample 24 (60455) of 03ag... Max. 7.4e6 cps.
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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

1 253.0000 209.0000 2340.0000 0.0316

2 254.0000 210.0000 920.0000 0.0124

3 323.0000 295.0000 40.0000 5.3979e-4

4 323.0000 134.0000 220.0000 2.9688e-3

5 350.0000 286.0000 60.0000 8.0968e-4

6 350.0000 146.0000 20.0000 2.6989e-4

7 272.0000 228.0000 7.4104e6 100.0000

8 272.0000 226.0000 4.5333e6 61.1748

9 205.0000 161.0000 420.0000 5.6677e-3

CARPROFENE
I.S FLUNIXIN d3



Sample Name
Sampl

e ID
Sample 

Type File Name
Analyte Peak 
Area (counts)

Analyte Peak 
Height (cps)

Analyte 
Concentration 

(ng/mL)

Standard 
Query 
Status

Use 
Record

Recor
d 

Modifi

Calculated 
Concentration 

(ng/mL)
Accuracy (%)

1 BIANCO Unknown 03ago15.wiff -6.63e+006 0.00e+000 N/A N/A < 0 N/A

2 60455A Unknown 03ago15.wiff 1.75e+007 5.67e+006 N/A N/A 107. N/A

3 60455B Unknown 03ago15.wiff 1.48e+007 4.13e+006 N/A N/A 93.5 N/A

4 STD0 Standard 03ago15.wiff -4.69e+006 0.00e+000 0.00 N/A < 0 N/A

5 STD50 Standard 03ago15.wiff 7.15e+006 2.03e+006 50.0 N/A 55.4 111.

6 STD100 Standard 03ago15.wiff 1.55e+007 4.40e+006 100. N/A 97.1 97.1

7 STD150 Standard 03ago15.wiff 2.71e+007 7.98e+006 150. N/A 155. 103.

8 STD200 Standard 03ago15.wiff 3.53e+007 9.36e+006 200. N/A 196. 98.1

9 Agg100 Unknown 03ago15.wiff 1.63e+007 4.56e+006 N/A N/A 101. N/A

CARPROFENE 100 µg/Kg
LMR 500 µg/kg

Trattamento non dichiarato



Campione muscolo bovino positivo Ketoprofene



KETOPROFENE 341 µg/Kg
LMR non previsto

Trattamento non dichiarato



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 tra il 25 e il 60%



19 febbraio attività straordinaria di
controllo condotta su tutto il territorio
nazionale da concludersi il 31 marzo
2013, con l’obiettivo è verificare la
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'attività 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

Mattatoi in 
Romania

Intermediari 
Cipro ed Olanda

Lavorazione 
in Francia

Grande 
distribuzione



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

323 muscolo e 51 di sangue tutti negativi per fenilbutazone

In Italia



Nei mesi di febbraio e marzo 2013, il
laboratorio Residui è 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



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, l’ossifenbutazone.

Fenilbutazone: 16,3 µg/kg – 8,2 µg/kg 

Ossifenbutazone: 8,8 µg/kg – 6,4 µg/kg 

Allerta finita?



Conclusioni

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

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

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



GRUPPO RESIDUI




