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Riassunto. — La tossicosi da fluore pill frequentemente osservata neghi
animali & quella di tipo cronico. Tale fluorosi pud derivare da eccessiva
ingestione di composti del fluoro e, per questa ragione, & stato determinato
il contenuto in fluore in diversi tipi di mangimi. Sia col metodo spettro-
_ fotometrico che con quelle potenziometrico, il campione viene mineralizzato
a secco, fuso con NaOH e quindi distillate in corrente di vapore a 140 °C.
Sono state determinate e caleolate le percentuali di recupere di fluore. I ri-
sultati ottemuti, confrontabili tra loro, rientrano nei limiti previsti per il
flaoro dalla Direttiva CEE. Tutti e due i metodi presentano buona sen-
sibilitd e riproducibiliti, nondimeno la teenica potenziometrica ¢ pil rapids
e di pill facile esecuzione, oltre a presentare un coefficiente di variazione leg-
germente inferiore rispetto alla tecnica spettrofotometrica.

Summary (A4nimal fluoresis and fluoride content in feed: analytical
determination and evaluastion of methods employed). — Chronic fluoride toxicosis
is the type of fluoride poisoning most often observed in livestock. Animal
fluerosis can he the result of excessive fluoride ingestion; for this reasom
fluoride content in several feeds was determined. Using both spectro-
photometric and potentiometric method, sample was dry ashed, melted
with"NaQOH and then steam distilled at 140 °C. Recoveries of fluoride were
determined and computed. Obtained results were compared between them-
selves and all are falling within limit values of CEE instructions.

Sensitivity and reproducibility are good for hoth methods nevertheless
potentiometric method is more rapid and simple to carry out and presents
a coefficient of variation slightly lower than spectrophotometric method.

Ann. Ist, Seper. Sanité (1981) 17, 199-212
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La tossicosi da fluore negli animali sta assumendo. in molte parti del
mondo, 1 caratteri di un verv e proprio problema tossicologice, sopratintto
per i} moltiplicarsi delle installazioni di complessi industrieli che immet-
tono quantitd rilevanti di fluoro nell’atmosfera di zone di habitat animale.
Con la normale dieta, gli animali assumono bassi livelli di fluoro che risultano
utili per il fatto che favoriscono la mineralizzazione di alcani 1essuti organici
(ossa, denti)[1-3]. Quantita eccessive di fluore assunto, invece, inducono
stati morbosi dovuti essenzialmente a fenomeni di accumulo in quegh. stessi
tessuti che beneficiano delle piccole gquantita.

La tossicosi crenica da fluore, denominata in gencre fluorosti, ¢ lo
stato morbosv osscrvato pitt frequentemente nel bestiame destinato alla
alimentazione umana, piuttosto che la tossicosi acuta, Llinizio e lo sviluppo
della condizione croniea & di solito graduale, data la varieta di tempo di
intervallo esistente tra l'ingestione di fluoro e la manifestazione dei segni
clinici di cronieita. L’eccessivo fluoro assunto dall’animale diviene pidt o
meno nocivo in dipendenza di vari fattori quali la quantita ¢ la durata
delingestione, la solubilita del composto del fluoro, la fluttuazione dei livelli
assunti, la specie animale, I'etd ¢ 1o stato nutrizionale, i fattori di stress ¢
la risposta biologica individuale [4].

E per queste ragioni che la tossicosi apimale da fluoro deve essere es-
senzialmente prevenuta e, unitamente al controlle della quantita di fluoro
presente nell’atmosfera, anche la dieta deve esserc controllata cosi da con-
tenere tanto fluoro da prommovere gli effetti utili e non guelli nocivi. Uno
degli accorgimenti piu efficaci & stato quello di porre limiti legislativi per
il fluoro nei mangimi e nei loro integratori. Tali kimiti, diversi a seconda del
tipo di mangime e della specic animale cui & destinato, sono stati stabiliti
anche dalla Comuniti Economica Europea, oltre che dalla normativa sanitaria
nazionale.

Nella Tab. 1 sono riportati i himiti per il flvore negli alimenti per ani-
mali, stabiliti dalla CEE.

La determinazione analitica del fluero & stata oggetto di molte ricerche
in questi ultimi anni, con risultati piit 0 meno soddisfacenti. Il metodo pit
sperimentato & siato quello spettrofotometrico [5-7]; pitr recente & il metodo
potenziometrico con eleitrodo specifico per lo ione fluoruro. '

Scopo del presente lavoro & stato quello di conoscere il contenuto di F~
nei mangimi del commercio e di mettere a confronto le due metodiche di
determinazione tenendo presente che per il fluoro, come per ogni altro ele-
mento contenuto in tracce nei mangimi, tale determinazione & resa diffi-
cohtosa dalla costituzione chimica, essenzialmenie organica, del mangime
stesso. Il primo problema analitico, infatti, & stato il proceso di mineraliz-
zazione di mangimi di compesizione la pit varia, destinati a specie animali
diverse (pollame, conigli, suini, bovini).

s Ist. Super. Senitn (19813 17, 299-212
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Limiti per il fluore negli alimenti per animali
(dalla Gezzetts Upiciale delle Comunita Furopee N. L 38/34)
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TABELLA 1

Contenute massimo
ALIMENTI PER GLI ANIMALI in mg/K,
{ppm) &
Alimenti semplici . . . . . . .. ..o 0 00 150
ad eccezione di:
~ alimenti di origine apimale . . . . . . . . . .. Ce e e 500
~fosfati. . . . . . L L e e e e e e e e 2.000
Alimenti completi . . . . . . . . . . ... 0L 000 150
ad eccezione di:
- alimenti completi per bovini, ovini, caprini:
~ durante Pallattamento . . . . . . . . . . . . . . . ... 3o
i —alemdd L L L e 50
~ alimenti completi per suini . . . . . . . . ... L 100
~ alimenti completi per pollame . . . . . . . . .. ... L. 350
~ alimenti completi per puleini . . . . . . . . .. ... 250
Composti minsrali per bovini, ovini ¢ caprini . . . . . . . . . .. 2.000

PARTE SPERIMENTALE

1. Reattivi

L1,  Reattivi per la preparazione del campione.
L11. Acqua distillata.

11.2. ldrosside di sodie in pasticche p. a.

113, H,S80, conc.

1.1.4. H,80, 1 N.

1.1.5. H,80, 24 N,

1.1.6. Fe80,. 7 H,0 p. a.

117, AgS0; p.a.

dnet, Tslo Suger, Napita {1081y 17, 193-212



1.1.9.
1.2.

1.2.1.
1.2.2.
1.2.3,
1.2.4.,
1.2.5,
1.2.6.
1.2.7.
1.2.8.

1.2.9.

1.2.10.

1.2.11.

1.2.12,

s
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Acida solforico contenente solfato di argento: mettere in capsula
di porcellana 10 g di 1.1.6, T g di L.1.5. ¢ 10 m} di 1.1.3. Riscaldare
fino a svolgimento di fumi di SO,: riscaldarc ancora per 10 min.
Lasciar rafifreddare, travasare in un becher della capacita di 1000 ml
ed aggiungere 500 ml di 1.1.5. Riscaldare agitanto con una bacchetta
di vetro fine a che la soluziene diventi limpida.
Acetato di isoamile p.p.a. (p. e. 140 — 142 0C),
Reatiivi per la determinazione spettrofotometrica.
Acqua distllata.

Acido acetico glaciale,

Acetone p. a.

Ldrossido di ammonio (D : 0,91).

Acetato di sodio, CH,CO0Na, 3H,0.

Fluornre di sedio, NaF. p. a.

Nitrato di lantanio, La(N{y),.6H,0 p. a.

Acido N alizarin-3-metilammino-N diacetico (biidrato) (alizarina
complesso).

Reattivo misto alizarina-lantanio: in tre becher, della rispettiva
capacita di ml 150, 200 ¢ 100, preparare le seguenti soluzioniz o) pe-
sare 192 mg di alizarina complesso 1.2.8. e sospenderli in circa 100 mi
di acqua, Agpiungere 1 ml di NH,OH 1.2.4 ¢, a dissoluzione avvenuta,
aggiungere 1 ml di acido acetico 1.2.2, b) pesare 34 g di acetato di
sodio 1.2.5 e seioglierli in 150 ml di acqua. Aggiungere 15 ml di acido
acetico 1.2.2. ¢) pesare 433 mg di nitrato di lantanie 1.2.7 ¢ scioglierhi
in 100 ml di acqua.

In matraceio tarato da 1000 ml, versare nell’ordine le tre soluzioni
a), b) e ¢} lavando con acqua. Aggiungere 250 ml di acetone 1.2.3
¢ portare a volume con acqua. Il reattivo ha la durata di 14 giorni
se mantenuto al buio. Usarlo dopo 24 h dalla sua preparazione.
Soluzione standard di fluore (1000 ppm F7): pesare g 2,2105 di fluoruro
di sodio 1,2.6. collocarli in matraccio tarato della capacita di 1000 ml
¢ portare & volume con acqua.

Soluziane standard diluita di fluore (10 ppm F7): prelevare 1¢ ml del-
la soluzione standard 1.2.10 ¢ diluirli a 1000 ml con acqua distilata.
Soluzioni per la costruzione della curva di riferimento: in matracel
tarati della capacita di 100 ml, collocare ml 0.5-1,0-2,0-3,0-
4,0 ¢ 5,0 dellas soluzione standard diluita 1.2.11. Portare a volume

con acgua. Queste soluzioni contengono rispettivamente 0,05 - 0.1 -

0.2-03-04e G5 ppm F-,

Awe. Isto Nuper. Sanita (1921 17, 19%-212



1.3.

13.1.
1.3.2.
1.3.3.
1.3.4.
1.3.5.
1.3.6.
13.7.

1.3.8.

1.3.9.

1.3.10.
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Reattivi per la determinazione potenziometrica.

Acqua distillata,

Fluorure di sodio, NaF p.a.

Clorure di sodio, Na(l p. a.

Idrossido di sodic 5 M.

Acido tetracetico N,N,N°,N’-1,2-diammino-cicloesane (CDTA).
Acido acetico glaciale.

Soluzione decomplessante e regolatrice deila forza .ionica: a circa
500 ml di acqua, posti in un becher da 1000 m!l, aggiungere 57 mi
di acido acetico glaciale 1.3.6, 58 g di NaCl 1.3.3 e 4 g di CDTA 1.3.5.
Agitare per facilitare la dissoluzione e quindi portare a volume con
acqua. Questa soluzione & anche reperibile in commercio.

Soluzione standard di fluoro (1000 ppm F~): pesare g 2,2105 di NFa
1.3.2., collocarli in matraccio tarato da 1000 mi e portare a volume
con acgua,

Soluzivne standard diluita di fluoro (10 ppm F~): prelevare 10 ml
nella soluzione standard di fluoro 1.3.8, collocarli in matraccio tarato
da 1000 ml e portare a volume con acqua.

Soluzioni per la costruzione della curva di riferimento: prelevare
0,2-05-10-2,0-3,0-5,0-20,0e 50,0 ml della soluzione standard
diluita 1.3.9 e collocarli in altrettanti matracci tarati della capaciti
di 100 ml. Portare a volume con acqua. Queste soluzioni conten-
gone rispettivamente 0,02-0,056-0,1-02-03~-05-1,0-2,0 e
50 ppm F—. :

2. Apparecchiaturs

Capsule di nichel (¢ cm 8 circa).

Forno a muffola riscaldato elettricamente, a temperatura e tempi
programmabili.

Distillatore per fluoro (Fig. 1): costituito essenzialmente della cal-
daia 1 per la produzione di vapore acqueo, di un recipiente 2 conte-
nente acetato di isoamile, riscaldato elettricamente come la caldaia 1,
nel quale & immerso il recipiente 3 che accoglie il campione versato
attraverso I'imbuto 5, di un regolatore del livello dell’acqua di ali-
mentazione 4, delle serpentine di raffreddamento 6 e 7, e del ma-
traceio 8 per raccogliere il distillato.

Spettrofotometro UY-VIS a doppio raggio 552 Perkin Elmer, con
celle di quarzo di 5 cm di percorso ottico.

Jtan. Tst. Super. Sanitd (1981) 17, 199212
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¥ig. 1. — Schema delapparecchiatura di distillazione:
1) Caldaia per la produzione del vapore acqueo. - 2) Bagno termostatico (ace-
tato di isoamile). - 3) Recipiente per il campione. — 4) Regolatore di livello,
5} Imbuto. - 6 ¢ T) Refrigeranti, - 8) Matraccio tarate di raccelta.

2. 5. Registratore 561 Perkin Elmer.

2. 6. Potengiometro 901 Orjon.

2, 7. Elettrodo specifico per i1 fluoro singelo o combinato.
2. 8. Elettrodo di riferimento.

2. 9.  Elettrodo a vetro.

2,10, Agitatore magnetica,
2.11.  Ancorctte di teflon.

2.12. VYetreria varia.

Awa. s, Swper. Nepite (1981) 17, 1W-212
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3. Preparazione del campione

Dopo aver reso omogeneo il campione polverizzato in un muline a
palle, pesarne 10 g e metterli in capsula di nichel 2.1. Incenerire in muffola
2.2 per 24 h a 550 oC. Quando la capsula si sara raffreddata, fondere le ceneri
con 5 g di NaOH 1.1.2 con fiamma ossidante, Lasciar raffreddare e quindi
pertare in soluzione col minor quantitativo possibile di acqua, aiutandesi
con una baechetta di vetro. Per facilitare 1a dissoluzione del campione rima-
sto aderente alla capsula, usare piccoli quantitativi di H;8S0; 1 N L.14 e
lavare subito coni acqua. Versare la soluzione nell’appesite vecipiente del
distillatore 2.3 ed aggiungere 10 ml di una soluzione al 20 %, di FeSO,.7H,0
1.1.6, preparata al momento e a freddo. Aggiungere con cautela 60 ml di
H.80, contepente Ag,50, 1.1.8. Distillare usando Paccorgimento di por-
tare prima all’ebollizione 'acetato di iscamile del recipiente 2 del distilla-
tore al fine di innalzare la temperatura del campione contenuto nel reci-
piente 3, e poi immettervi la corrente di vapore acqueo. La temperatura
di distillazione di 140 °C & 20 C viene raggiunta mediante ebollizione del-
I’zcetato di isoamile nel quale & immerso il recipiente contenente il cam-
pione. In matraccio tarato raccogliere 1000 ml di distillate.

4. Determinazione spettrofotometrica

In matracci tarati da 100 ml, pipettare rispettivamente 50 ml delle
soluzioni di riferimento 1.2.12, aggiungere a ciascuno 10 ml di acetone 1.2.3
e 10 ml di reattivo misto 1.2,9. Agitare, lasciare svanire la schiuma eventual-
mente formatasi e portare al volume con acqua. Queste soluzioni contengono
rispettivamente 0,025 - 0,05-0,1-0,15-0,2 e 0,25 ppm F~. Preparare la
soluzione del campione e la soluzione del bianco pipettando, per la prima,
50 ml di distillato e, per la seconda, 50 ml di acqua distillata. Aggiungere
ad entrambi I'acetone ed il reattivo miste (10 ml 4 10 ml) e portare al vo-
lume di 100 ml con acqua.

Azzerare lo spettrofotometro con le due celle contenenti la soluzione
del bianco. Eseguire le letture delle soluzioni standard e del campione alla
lunghezza d’onda di 617 nm, contro il bianco.

Riportare su grafico le letture eseguite e costruire la curva di riferimento
ponendo in ascisse le concentrazioni di ¥~ espresse in ppm, ¢ in ordinate
P’asserbanza,

a4, Calcolare il contenuto in F~ del campione iniziale usando la formula

. ¢e-2.V
Cf =~ —
P
dove: ¢ = concentrazione in fluoro secondo la lettura spettrofotometrica,

ricavata dalla curva di riferimento;

Jnme f=b Swper. Sandtd (1981 17, 199-112
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2 = fattore di diluizione:
= volume del distillato;

p = peso del campione in g.

5. Determinazione potenziometrica
Misura diretta.

Calibrare il potenziometro con due soluzioni standard la cui édncen-
trazione abbracci 'ambite enire cui @ compresa la presumibile concentra-
zione in fluoro del campione. Per la calibrazione dell’apparecchio, st rimanda
al manuale di istruzioni.

Eseguire la misura diretta della concentrazione in fluoro del campione.
A quesio proposito, prelevare 10 ml del distillate e cellocarli in un becher
da 50 ml nel quale & stata posta un’ancoretta di teflon 2.11. Aggiungere
1 ml della soluziene 1.3.7., mettere il beeher sull’agitatore magnetico 2.10,
immergere nella soluzione I'elettrodo combinato o i due elettrodi, singolo e
di riferimento, attendere che la lettura si stabilizzi ¢ quindi prendere nota
della concentrazione in fluoro del campione.

Misura indiretta (mediante costruzione della curva di riferimento).

In becher da 50 ml, contenenti ciascune un’ancoretta di teflon, collo-
care 10 ml delle soluzioni preparate secondo 1.3.10. Ad ogni becher aggiun-
gere 1 ml della soluzione 1.3.7. Allo stesso modo, preparare la soluzione del
campione e del bianco, '

Predisporre il potenziometro per la lettura in millivolt ed eseguire le
misure delle soluzioni standard, del bianco e del campione. Tutte le soluzioni
devono avere la stessa temperatura, Mediante I'agitatore magnetico 2.10,
mantenere le soluzioni in costante agitazione durante le letture.

Per costruire la curva di riferimento (Fig. 2), riportare su carta semi-
logaritmica, in ascisse, le concentrazioni di fluoro espresse in ppm e, in ordi-
nate, i millivolt registrati. Per incrementi di 10 volte della concentrazione
di fluore delle soluzioni standard, si deve ottenere una differenza di poten-
ziale di circa 57 millivolt, operando a temperatura costante,

Caleolare il contenuto in F~ del campione facende uso della seguente
formula:

dove: © = concentrazione del fluoro nella soluzione secondo la lettura
potenziometrica, ricavata dalla curva di riferimento;

V = volume del distillato;

p = peso del campione in g.

Ann. Ist. Super. Sunitd (1981) 17, 199-212
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Fig. 2. ~— Curva di riferimento costruita su cartz semilogaritmica. Sull’asse lineare sono
riportati i potenziali di soluziomi standard, su quello logaritmico le loro con-
centrazioni.

RISULTATI E DISCUSSIONE

1 campioni di mangimi esaminati relativamente al loro contenuto in
fluore, provengono dal commercio. 7 di essi sono destinati all’alimentazione
di pollame, 3 all’alimentazione di conigli, 9 a quella di suini e i rimanenti 7
sono destinati ai bovini, Aleuni sono in polvere, altri in granuli duri. Come
riportato dalle rispettive etichette, tutti i mangimi contengono farina di
mais e di soja e sono addizionati di NaCl, CaHPO,, Fe, Cu, Zn, Mn, Co ¢ 1,
Nei mangimi per pollame sono sempre presenti farina di pesce ¢ farina di
carne, in quelli per soini farina di pesce, farina di lino e latte in polvere.
Altri componenti presenti in modo vario sono orzo, grano, avena, siero di
latte, farina di erba medica, manioca, polvere di vinaccioli, di girasole, sego,
melassa, La percentuale di ogni componente differisce da mangime a
mangime.

Come risulta dalla Tab. 2, il quantitativo di fluero nei mangimi esaminati
& inferiore ai limiti per il fluoro previsti dalla vigente normativa. La deter-
minazione del F~, eseguita con i due metodi, fornisce risultati che, al con-

Ann. I, Super. Nanitd (1081) 17, 199-212
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PABELLA

Contenuto in fluoro in mangimi destinati
all’alimentazione di varie specie di animali

N,
i It
CAMPIUNE,

[

21 W G b3

-

-1

|

|16
N
[ 12
Lo13
P14
| 15
I 16
|17
I 18
19

20
21

13
-

23
24
23
26 .
27 .

fronto tra di Joro, si prescatano pressocché uguali, indipendentemente dal
contenuto in fluore del mangime ¢ dalla sua composizione totale.

La Tab. 3 riguarda il recupero di fluore ottenuto distillando soluzioni
standard a diversa concentrazione di F - ¢ raccngliendn volumi diversi di
distillato. A tale proposito, sono stati distillati 20 nl di ogni soluziene standard
che, nel contenitore del distillatore, sono stati addizionati di 60 ml di selu-
zione 1.1.8 e i 10 ml di soluzione al 20 Y% A1 1.1.6. Il confronto dei risultati
ottenuti dimostra che occorre raceogliere 1000 ml di distillato perché 1l
recupero del F~ sia totale: raccogliendo 500 ml di distillato, il recupero &

del 70 9 circa.

|

'

Animule cui [
¢ destinato
[ il myngime

gallina
gallina
puicino
puleino
puicing
pulcino
coniglio
conighio
coniglio
suino
suino
suine
suino
suino
suing
suine
suing
suing
snino
vitello
virello
vitello
vitello
vitello
vitello
vitellu
vitello

Ana,

19.2

it

|
|

Nuper,

W

Metoda Metod:
Ppetirofote- potenziome.
welrico | LU
ppm FT | pram =
— -
8.7 515
58.8 | 56.0
20,0 | 30.9
36,71 33.6
7,0 E 27,0
24,5 | 24.7
34,91 33.4
3.4 1 31,9
33.6 | 34,0
24,7 ' 25,90
39.0 | 37,9
41,91 42,0
35,0 | 33,0
21,0 ' 20,0
25.9 ‘ 26,0
26,4 ' 99,7
32,9 325
1,7 29,0
32,4 | 33,6
18,5 | 14,9
20,9 ' 21,2 |
26,0 27,5
3.4 [ 30,9
20.4 I‘ 19,9
18,5 | 19.1
29,9 [ 30.6
i 18,7

Kewite (usl) 1T
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TABELLA 3

Confronto del recupero di F~ - in volumi diversi
di distillato ottenuto da soluzioni standard.

I 1 11t w v
10 0,40 0,28 0,20 0,21
15 0,60 0,42 0,30 0,30
20 0,80 0,64 0,40 0,39

1) Comcentrazione di F —, eapresse in ppm, deile selusiond standard
(velume distiliato; 28 ml),

II ¢ IV) Concentrazioni teoriche di F—, eapresse in ppm, in 5060
e 1000 ml di distitlato.

III ¢ ¥) Concentragioni di F™, espresse in ppm, trovate rispet.
tivamente nei 500 ¢ nei 1000 ml distiliati.

La Tab. 4 riporta i dati comparativi dei recuperi di fluore ottenuti
aggiungendone quantitd differenti (come NaF) a diversi tipi di mangimi in
polvere, prima del loro incenerimento in muffola. Tali dati dimostrane che
la percentuale di recupero del fluoro & buona sia operando col metodo spet-
trofotometrico che con quello potenziometrico, a prescindere dalla eompo-
sizione dell’alimento e dalla quantiti di NaF aggiunto.

Prove eseguite variando i quantitativi di acetone e di reattive misto
da aggiungere alle soluzioni standard ed ai campioni per la determinazione
spettrofotometrica del fluoro, hanno consentito di migliorarne le prestazioni.
Infatti (Fig. 3), quantitativi di acetone e di reattivo misto di 20 ml ciascuno
{curva a} o rispettivamente di 10 ml e di 20 ml {curva b}, forniscono letture
non sufficientemente stabili; le curve che ne derivano appaiono lineari dato
che, per la loro costruzione, & state tenuto conto della media di pii letture.
Tavece, le letture spettrofotometriche eseguite dopo aggiunta alle soluzioni
in esame di 10 ml di acetone e di 10 ml di reattive misto (curva c) sono stahili
€ permettono di costruire curve di riferimento lineari, passanti per lo zero,

Per quante riguarda la determinazione del F~ mediante il metodo po-
tenziometrico, 1’apparecchiatura 2.6 impiegata ha consentito di eseguire
tetture di soluzioni standard e di campioni a concentrazione molto bassa
di F apportando le opportune rettifiche di slope. In questo caso la curva
di riferimento deve essere costruita con soluzioni standard aventi concen-
trazioni di F~ molte piu ravvicinate tra loro.

E stato anche possibile applicare il metodo delle aggiunte per i cam-
pioni a bassa concentrazione di F~. Per |’esecuzione del metodo delle aggiun-
te, si rimanda al manuale di istruzioni dell’apparecchiatura 2.6.

Anm, et Super. Sanitd {1831) 17, 199-212
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TABELLA 1

Confronto delle percentuali di recupero di F - determinate con i due metodi

MBTD]!U SPETTROFUOTOMETRICU Ml.r(sllu POTENZIOMETRICO l

_ - ~ B _ - [

N. CAMPIONE ¥ ¥ ¥ v ¥ F F o "

contenutn; aggiunte [ trevato eontenuto | agginnie | trevate '

ppm PPK“ PP"] reu“pu:n PI"’U I ppm PP“‘ .ncupcru J

| |
i 48,7 30 98,0 99,3 51,5 50 | 100,0 98,5
5 .. .., 27,0 25 49,5 95,2 27,0 25 50,6 97,3
1¢ 24,7 20 46,0 | 102,9 25,9 20 45,7 99,6
14 21,0 0] 29,5 95,2 20,0 10| 29,0 96,7
4 ... 20,4 ]| 30,00 98,7 19,9 ’ 10 i 30,0 | 100,3

L
CONCLUSIONI

I metodi spettrofotometrico e potenziometrico presentati per la deter-
minazione del flucro, posseggono le seguenti peculiarita:

1) Poiché per entrambi & necessario che il campione sia sottoposto a
distillazione, i due metodi sono esenti da qualsiasi interferenza.

2) La distillazione protratta fino a raccogliere 1000 ml di distillato
consente di recuperare un’ottima percentuale del fluoro presente nel campione.

3) L’applicazione del metode delle aggiunte e la possibilita di rettifica
dello slope fanne si che il metodo potenziometrico sia idoneo alla determina-
zione anche di basse concentrazioni di fluoro.

4) Il metodo potenziometrico & di esecuzione piit rapida rispetto a
quello spettrofotometrico non solo perché la lettura potenziometrica pud
essere effettuata non appena terminata la distillazione, ma anche perché
pud essere eseguita la misura diretta (concentrazione di F ) senza dover
procedere alla costruzione della curva di riferimento. Inoltre, per il fatto
che necessita di piad scarse manipolazioni, il metodo potenziometrico com-
porta minore coefficiente di variazione (4 5 %) rispetto al metodo spettro-
fotometrico (4 7 %).

5) Tutti e due i metodi presentano buona sensibilita e riproducibilita.
I risultati che si ottengono sono quindi confrontabili tra loro.

Anp, ol Nuper. Sunita (1941) 17. 199-212
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Fig. 3. — o) Curva di riferimento ottenuta aggiungendo alle solugzioni standard 20 ml
di acetone e 20 ml di reattivo misto. b) Curva di riferimento ottenuta aggiun-
gendo alle soluzioni standard 10 ml di acetone ¢ 20 ml di reattivo misto.
¢) Curva di riferimento ottenuta aggiungendo alle soluzioni standard 10 ml
di acetone e 10 ml di reattivo misto.
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Fig. 4. — Tracciati ottenuti per registrazione dell’assorbanza di soluzioni standard di F—
{curva a: 0,2 ppm F~; curva b: 0,1 ppm F; 10 ml di acetone + 10 ml di reat-
tivo misto; velocitd di scansione: 120 nm/min).
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0) Entrambi i metodi presentati possone cssere applicat per la de-
terminazione del fluoro in altre sostanze. diverse daj mangimi. Cid sara
oggeito di uleriore studio.

Riceruro it 10 gennaio 1981,
Accettate il 22 genuaio 1941,
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Emoglobina glicosilata: caratterizzazione di un metodo
di dosaggio applicabile a screening di medicina preventiva

TEopoRA MACCHIA, Mants Luisa FIANI (*) e Givo MORISI

Laboratorio di Tecnologie BRiomediche, Istituto Superiore di Sanitd

Riassunte. Viene descritto un metodo microcromatografico semplice,
preciso ed economico per il dosaggio della emoglobina glicosilata (G-Hb).
Una aliquota di sangue emolizzato con acqua distillata viene sottoposta a
processo cromatografico su una colonna di resina (0,8 + 2,5 cm) Bio—Rex 79,
termostatata. 1l processo analitico viene sottoposto ad un controllo di qualita
interno attraverso il dosaggio di campioni di un pool di sangue conservato
a — 80 oC,

E stata studiata I'influenza della temperatura di eluizione, la modalit)
di preparazione della resina, 'affidabilita e la praticabilita del metodo. La
precisione del metodo (SD pooled = 0,09, CV = 1,2 %) & stata saggiata
allinterno deila corsa su diversi campioni (SD = 0,13-0,22; CV = 1,7-2,6 %)
Si riportanoe i risultati relativi ad uno studio comparativo tra i dati da noi
ottenuti sulla affidabilita e quelli riferiti dalla letteratura a due metodi
microcromatografici di uso corrente,

La variabilita fra corse riscontrata & soddisfacente (SD mediana = 0,13;
CV mediano = 1,8 %,).

E stato effettuato uno studio in parallelo analizzande 60 campioni, in
duplicate, con il metodo da noi proposto ¢ con un altro metodo comunemente
usato: il confronto dei risultati ha messo in evidenza una differenza significa-
tiva di precisione a vantaggio del metodo proposto.

La valutazione della praticabilita ha portato a definire i seguenti aspetti:
velocita di analisi: 30 campioni/h; costo: 250 lire/saggio; estrema facilita
di esecuzione essendo state facilitate al massimo le fasi critiche della procedura.

Infine il metodo proposto & risultato proficuamente utilizzabile in pro-
grammi di screening di medicina preventiva.

(*} Ospite del Laboratorio di Tecnologie Biomediche.

Ara, I, Super. Sanitd (L9813 17, 213-230
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Summary (A microchromatographic method for G-Hb determination). —
A simple, precise and not expensive microchromatographic method for GHL
determination is reported. An aliquot of blood water emnlizate was chromato-
graphed on thermostated Bio-Rex 70 resin columns (0.8 - 2.5 cm). This
assay procedure was controlled by means of an internal quality control
sample preserved in liguid nitrogen. Elution temperature, resin preparatmn
affidability and practicability of the method were studied. )

Precision of the methad (SD pooled = 0.09; CV = 1.2 9) was detected
within run on several samples (SD = 0.13-0.22; CV = 1.7-2.6 9,). Results
of comparative study between literature data - referred to twe commonly
used procedures —and our own data, are reported. Run—to-run variahility
of the proposed assay procedurc was seen to fall in acceptable values (median
SD = 0.13; median CV = 1.8 %).

60 samples were assayed in duplicate by using the propoesed proce-
dure {a) as wellas a commonly used method (b); results were compared
and showed significative precision differences (S (a) = 0.09; SD {b) = 6.20;
P<{21x107%). Practicability evaluation of the proposed procedure,
according to 1FCC recommandations indicated an analysis rate of 30
samples/h and a cost of Lit. 250/analysis. Particularly experienced analyst
was not required.

The proposed procedure is useful for G-Hb {HbA,) assay in screening
programs for preventive medicine.

INTRODUZIONE

Recentemente & stata messa in cvidenza una relagione tra velocita di
sintesi delle frazioni glicosilate dell’emoglobina (G-Hb), in particolare della
emoglobina A, (HLA,} ¢ i livelli del glucose nel sangue [1, 2]. Sulla base
di tale premessa. & state proposto di prendere in considerazione la deter-
minazione della HbA, o, per il pit semplice procedimento di dosaggio,
della G-11b per la valutazione del grado di compenso metabolico del diabetico.
Questo test permette, attraverso una unica determinazione ripetuta a di-
stanza di mesi, di avere utili informazioni sullo stato di ricambio glicemico
del diabete nel corso di un prolungate periodo dl tempo antecedente
I'esame [3-6].

Tra i metodi proposti per il dosaggio globale della G-Hb [7-11}, il piu
usate & senz'altro quello microeromatografice, derivato da una semplifica-
zione del metodo originale di Trivelli [12]. Alla diffusione di guesto tipo di
precedimento ha notevelmente contribuite la disponibilita commerciale di
materiali proati per Vvso,

I} nostro lavoro di messa a punte di un metodo (nel corso del testo indi-
cato ceme « metodo IS8 »), basato sulla separazione mierocromatografica

Ann, Fat. Soper. Senita {Losly 17, 213-230
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della G-Hb, ha teso 2 migliorare la affidabilita e la praticabilita di un proce-
dimento analitico gid da aliri & da noi collaudato.

Usando materiali preparati in laboratorio in maniera standerdizzata,
agevolando la manualitd con semplici accorgimenti, controllande il fattore
critico temperatara (che molto pesava sulla variabilitd dei risultati nell’'uso
di materiali commerciali), tenendo sotto controlle il metodo e limitando il
costoe del singolo saggio, abbiamo cercato di meglio adattare il metodo alla
routine, alle esigenze del follow—up continue (per la correzione delle alte-
razioni del metabolismo) ed alle ¢sigenze della medicina preventiva, esigenze
queste ultime che, accanto alla numerosita dei campioni da analizzare,
richiedono una spesa contenuta ed un date affidabile.

11 controllo di quality & stato effettuato con Vausilio di campioni reali
{pool} preparati in laboratorio ¢ opportunamente conservati a temperatura
molto hassa (— 80 °C), in mancanza di idonei controlli reperibili in com-
mercio,

Il presente studio metodologico & stato eseguito in previsione di una
ricerca sui livelli della G-Hb e delle sue correlazioni con la glicemia di base,
da carico e con alcuni fattori di rischio coronarico in un esteso campione di
popolazione generale.

PARTE SPERIMENTALE

Materiali

Resina: Bio-Rex 70 analytical grade, 200-400 mesh (Bio—Rad Laborato-
ries, n. cat. 142-5852),

Microcolanne cromatografiche: tips per Macro-set 5 ml, n. cat. 814, Bio-
Chemia.

Tampone di lavaggio: NaH,POQ, . H,0 0,033 M, Na,HPQ, . 12 H.,0 0,0083
M. KCN 0,01 M; pH = 6,70.

Tampone eluente: NaH,PO, . H,0 0,033 M, Na,HPO, . 12 H,0 0.0083 M,
2KCN 0,01 M; pH = 6,80.

Kit Bio-Rad Hemoglobin A, by column test (Bio-Rad Lahoratories,
n. cat. 191-7001).

Campioni di sangue intero eparinizzato: di soggetti adulti maschi, di eta
compresa fra 49 e 70 anni, sottoposti ad esame nell’ambito del Progetto
Romene di Prevenzione della Cardiopatia Coronarica [13].

Ann Ist Super, Sanite (1081) [7, 213-230
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Controlli: poel di sangue umano vparinizzato. cunservato a — 86 0(:
G-Hb Quik Column Control (Helena Lahoratorivs, n. cat. 5334): Hemaglobin
A, Contrel (Biv-Rad Laboratories. n. cat. 191-7024),

Apparecchiatura

Termostato: CEAST UT 68 (CEAST - Torino).

Dispesitivi per la termostatazione delle microcolonne, rispetiivamente gt
metodo ISS e Bio-Rad, progettati ¢ costruiti nel lahoratorio (Figg. 1. 2).

Spettrofotometro: Beckman med. 25 (Beckman Instruments).

pl-Metro: Mod. PHMO02. Radiemeter,

Diluitore: Micromedic automatic pipette, Mod. 25002 (Micromedic
Systems Inel),

Fig. 1. .— Dispositive per la termostatazione dellc microcolonne cromatografiche usate
col metodo ISS. E costittito de una camera in plexiglass a forma di parallele-
pipedo. Sulle due basi maggiori fori concentrici, con sedi per e-rings. assicurano
la tenuta quando lo microcolonne (30} seno in site. La camera & collegata alla
circolazione esterna dell’acqua del termostato. If dispositive & pesto su un sup-
porto dotate di apposite alieggiamento per le provette di raccelta delleluato,

Awn. It Super. Surita (1981) 17, 213-230
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Fig. 2. — Dispositivo per la termostatazione delle microcolonne Bio-Rad. In un blacco
di accizio sono state sagomate le sedi per 18 colonnine cromatografiche. Paral-
lelamente alle basi, negli spazi laterali e fra le file delle sedi, una rete a scacchiera
di canali ricavati all'interno del bloceo, fra loro opportunamente comunicanti,
permette la circolaziome forzata deli’acqua di un termostato a cui il blocco & col-
legato. 1] blocco viene tutt’intorno protetto ds vna camicia di materiale isolante
termico. 11 dispasitivo & posto su un supporto dotato di apposito alloggianiento
per le provette di raccolta dell’elnato.

Metodi
Metoda ISS.

Preparazione della resina. — (1) Sospendere il contenuto di una confezione
{1 libbra) di resina Bio-Rex 70, in 2,5 1 di tampone di lavaggio; {2) aggiun-
»+ gere alla sospensione, mantenuta mediante blanda agitazione magnetica,
HCI' 1 N fino a raggiungere un pH 6,70; (3) lasciare depositare la resina e
togliere il sovranatante. Ripetere le operazioni (1) e (2) diverse volte (circa
5 valte) fino a che il pH della sospensione della resina (senza ulteriori aggiunte
i acido) risulti pell’intervallo 6,68-6,72. La quantiti di resina cosi preparata

¢ sufficiente per circa 100 determinazioni.

ian. fd. Swper. Senilg (1931l) 17, 213-230
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Preparazione delle colonne micro-
cromatografiche, — Dopo aver inserito

e stretto, con L'uso di una bacchet- Colonna

tina di vetro, sul fonde del tip uwn
batuffolo di cotone idrofilu, riempire
la colonnina con la resina preceden-
temente termosiata ¢ risospesa. A '
sedimentazione avvenuta (altezza
della colonna di resina. ecirca 2.5
cm), porre sulla sua superficie un

dischetto di carta Wathman n. 1
(Fig. 3). Disco
. . di carta T Celonna
Preparazione del campione. - 11 ‘/di resing

campione di sangue intero, epariniz-

i
zato, conservato a] massimo per 3

giorni a - 49C, viene emolizzato
con aegua itridistillata (10 vel. di Strate

: . di cotone
acqua per 1 vol. di sangue), agi- 7,
tando su vortex per I minute ¢ Y
lasciando a riposo per 10 minuti, Al

termine della fase di emolisi gli stro- )
Fig. 3. — Microcolonna usata

mt vengono sedimentati per centrifu-
b4 pere nel metodo 1585,

gazione di 10 minuti a 3000 giri e il
sovranatante utilizzato per il saggio,

Come il campione reale, viene trattato il campione di controllo interno
{pool}, di volia in volta inserito nella serie analitica.

Allestimenta del saggio. — 140 ul di emolizzato, prelevati con una pipetta
automatica regolabile, vengono intredotti sulla colonnina di resina appena
preparata e posta nella camera termostatata {Fig. 1}). 11 dischetto di carta
sulla superficie libera della resina facilita questa operazione, favorendo la
distribuzione omogenea del campione su tutta la superficie. Dopo cirea
5 minuti vengono aggiunti 5 ml di tampone eluente: ora il dischetto di carta
impedisce la deformazione della superficie libera della resina e I'operazione
pud essere eseguita in breve tempo. A percolamento quasi ultimato, vengono
aggiunti altri 5 ml di tampone eluente.

II tempo totale della eluizione & di circa 45 minuti.

Contemporancamente al processo cromatografico, si diluiscono 20 ul
del campione in 10 ml di tampone eluvente usando il diluitore: su questo
preparate verrd effettuato il dosaggio della emoglobina totale.

L.a misura della assorbanza dell’eluato che contiene la G-Hb e che viene
raccolto nell’apposita provetta sottostante alla colonmina cromatografica

Anw. laf Super. Senitae {(198]) 17, 213-230
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(Fig. 1) e della assorbanza del preparato diluito per il dosaggio dell’emoglobina
totale, viene effettuata contro tampone, a 415 nm.
Il calcolo della G-Hb in 9, della Hb totale si effettua dal rapporto:

assorbanza eluato

100

assorbanza preparato diluite X 7

Metodo Bio—Rad.

11 saggio viene effettuato secondo le indicazioni della Ditta produt-
trice dei materiali occorrenti, contenute in un apposito manuale di istruzio-
ne [14], termostatando perd le colonnine cromatografiche a 23 oC per mezzo
del dispositivo mestrato in Fig. 2.

RISULTATI

Scelte operative

Prima di intraprendere lo studio della affidabilita del metodo ISS, ab-
biamo ritenuto necessario affrontare il problema controverso della tempera-
tara di lavoro, adettando il criterio della termostazione dei reagenti e delle
colonnine durante tutto il processo cromategrafico.

Esperimenti sono stati condotti allo scopo su diversi campioni a tem-
perature rigorosamente controllate e comprese tra 19,5 ¢ 25,5 °C e la Fig. 4
riporta alcuni risultati. Sulla base dei risultati ottenuti abbiame scelto di
operare alla temperatura di 23 °C.

Per valutare Ia variabilita della resina da lotto a lotto di preparazione,
pill campioni sono stati processati contemporaneamente, ciascuno in quine

L// ¥ T Y T T T T T T
0 19,5 20,5 21,5 225 23,5 24,5 255 26,5 27,5
TeC

Fig. 4. — Valori di G-Hb %, e relative dispersioni, verificati a diverse temperature di eluizione.
4 B p

Ann. fsl. Super. Swnitd (1081) 17, 213-230
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tuplo, con resine separatamente preparate secondo la procedura standar-
dizzata descritta. La differenza osservata all’analisi statistica dei dati era
inferiore a mezza unita (0,43 unita) pari a 5,7 9.

Curatterizzazione ¢ confronto del metodo 1SS

Per valutare la precisione del metoda sono state effettuate determinazioni
su 60 campioni di sangue intero emolizzato analizzati in doppio. Parallela-
mente gli stessi campioni sono stati analizzati in doppio con il metodo Bio—
Rad. I risultati, elaborati secondo un protocollo assemblato ed usato nel
nostro lahoratorio (15] seno riportati in Tab. 1.

TaBELLA 1

Caratterizzazione dei due metodi messi a confronte.
Lo stesso campione & stato analizzato in doppio
con ciascan metedo

Meropo
185 ’ Bio-Rad
!
N. campioni . . . . . . ., ., ., 60 60 ’
XG-Hp% .. ........ 7,53 7,17;
) 0 JN S S 0,09 0.20
CVamato %or v oo o] 12 2.8 |

{a) p« 00! {p < 2,18 » 10—~7).

Il test F, per le varianze, indica una differenze significativa di preci-
sione tra le due procedure (p <7 0, ciod p << 2,13 x 107%). Dai dati osservati
81 pud stimare un incremento di precisione, nel caso 1SS, pari a circa un fat-
tore 2. In ambedue le metodiche, per i campioni e Pintervallo di concentra-
zioni da nei esaminati, le caratteristiche di precisione non sembrano influen-
zate dalla quantitd di analita presente come dimostra I'analisi dell’anda-
mento delle SD e dei CV dei replicati (Tab. 1) vs. la concetrazione degli stessi.

L’analisi dei parametri della regressione (Fig. 5) effettuata sugli stessi
campioni, indica una buona linearita e correlazione (r = 0,943), ma non
spiega I'l1 %, della variabilitd osservata tra le metodiche.

L'intercetta e la pendenza non risultano significativamente diverse
da 0 & da 1. Questo risultate ci ha indotti ad eseguire una regressione for-
vate da cui risulta una pendenza pari a 1,050 significativamente diversa
dall’'unitd (p «0,001).

Ansi. Tal. Suwper. Sanita (1981) 17, 213-230
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Q14+ "
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v
L A
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0 2 4 6 8 10 12 & 16 18 20
BIO-RAD % G-Hb

Fig. 5, — Correlazione dei risultati ottenuti con i due metodi messi a confronto.
N = 60; y = 0,155 4 1,029 x; r == 0,943; r?= 0,890.

Si pud quindi affermare che i valori IS8 ed i valori Bio-Rad sono in
relazione lineare tra loro con un crrore sistematico proporzionale del 5 9,
Per quanto riguarda gli errori casuali, la concordanza tra i due metodi &
valutabile entro circa 0,8 unita (2 SD).

L.a buona precisione del metodo 1SS emersa da questo confronte & con-
fortata dalla valutazione di tale caratteristica nella corza e tra corse, Tale
misura, all’'interno della corsa, ¢ stata effettuata eseguendo 15 replicati su
ciascuno dei campioni reali processati (Tab. 2). Dall’analisi dei dati riportati
nella tabefla possiame considerare molto buona la coerenza interna dei re-

TABELLA 2

Metodo IS8: precisione nella corsa

i ' CAMProx e
l ! e e R
! I T R A T N
!____ - o R,,__g__ !A_.,.,___.g'},,,ﬁ_, R |
o T ; : | |
| | | | | | | ‘

i N. replicat S EE R LA £ ‘ 13 15 13 15

I I i -
| X G-Hb o . : i 8,11 ] 7.33 l 7.21 1 10,30 | ?.14) 7.63 | 8,51
| " i H 1 i i |
SD S 009 008 0.6 0,22 i 0,15 | 0.13 1 017"
| i ) ; .
€V e, D23 loz6 |2 o2 | 22 LT ] 20 |

| !

Awr. [ef Nuper. Nanite (1981 ) 17, 213-230
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plicati e la loro fluttuazione attorno al valore medio con deviazione standard
¢ coefficienti di variazione oseillanti nell’intervallo di 0,13-0,22 ¢ 1,7-2.6
unita rispettivamente,

!

; ! t ! ' '
) ) i
0,6*‘ ! ' : ' r'
! t ' . i
! I e I . ' 0 €
0, | | ‘ | ’ J
- 1 ! | 1 1
o ° ® } } | ; )
; t ! i
CJ. . I } I | t 4
Vi 04+ ! ! / n CoX
] | 1 '
g ! .e : ; I {
3 0,3{ x ®% x| 4 o
i |
= ! | § .t ) i 1
® 1 4 X ka X } i
i 1
® ] t !
0.2+ ® 0k Zoxk o R
I I g0 00} | !
01do i :O OOOr v i !
. o] | { [ {
4 h [+] 0: h : ‘ '
, O i | [ 1 !
0 ; ) ! , |

56 6&+~7 7-8 f~9 810 10+~11
intervalli di concentrazione G-Hb %

Fig. 6. — Precisione nella corsa. Deviasioni standard medie relative a diverss campioni
analizzati con metodo ISS (o), Bio-Rad (x) ¢ C. Erha (Helena) (@) pes classi
di concentrazione di G-Hb %,. I dati relativi agli ultimi 2 metodi sono riferit
dalle rispettive Ditte fornitrici dei materiali.

TABELLA 3

Numerosita dei campioni utilizzati
per la valutazione della precisione
pella corsa riferita a tre diversi metodi

;
b METODO J

INTERVALLO DI ™, G-Hb carte & !‘
. rie Erba

153 ’ Bio-Rad (‘HElen:) ‘

\ | I

f —

| |

5.0- 5.9 ... .. 1 - 2|
6,0 - 6,9 . 5| 3 5 [
7,0 - 1,9 . 9 i 10 2 E
8,0 - 8,9 . . 9 - | — (
9,0- 99 .....0 — — 1{
10,0 - 10,9 . . . . . 1 1 — Z
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Allinterno dell'intervallo di concentrazione dei campioni utilizzati
nelle prove di precisione nella corsa, 'analisi effettuata con il test di Bartlets,
sulle varianze dei replicati, non mette in evidenza alcuna eterogeneitd
(p < 0,59).

Questo risultato conferma quanto osservato in precedenza nello stu-
dio delle caratteristiche del metedo con Panalisi della regressione (SD e CV
v8. concentrazione), e, dato il pumere di campioni utilizzati ed il numero di
prove effettuate, riteniamo di poter concludere che tale precisione deila
metodica atilizzata non debba variare sensibilmente néll’intervallo di con-
centrazione studiate.

Questi risulfati paiono incoraggiare la utilizzabilitd del metodo (88,
per la precisione, anche alla luce di una valutazione effettuata sui nostri
valori e su dati indicati da ditte produttrici di materiali per metodi micro-
cromatografici analoghi (Fig. 6 e Tab, 3) relativi a campioni con simile con-
tenuto in G-Hb,

La Fig. 6 riporta i valori di deviazione standard relativi a campioni
analizzati con metodo 1SS, Bio-Rad ed Helena riferiti a classi di concentra-

8,0+

7,5... /"\_.\" 1 SD:OJS
CV% =20

7.0
751

50D=0,10
7’0_‘ ./"\“‘-‘ 2CV"‘.— "

6,5-
7,07

8,5- '_,,_o\‘\‘ 3 3020,0
6.0 V%= 1,5
7,57
§ 50= 015

7,04 ——o—e—_ . gl
6,5-
7,5

704 —*—— o o S$0=0,12
Scvy= s
§,5-
65"

6,0 '\‘.\‘*_. g SD=015
CV'h= 25

i@ b 5‘ 5

e G-Hb

T T T

1 2 3 4 Corse

Fig. 7. — Precisione tra serie relativa al metodo IS8. Si riporta I'andamento di 6 cam-
pioni analizzati in quintuplicato in 4 giorni diversi con D e CV %, medi riscontrati.
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zione di G-Hh?%, L’esame della figura rivela « ad occhin » una stratificazione
in fasce ben distinguibili.

Per la precisione tra corsc, sei campioni reali sono stati analizzati in
cinque replicati per quatire corse diverse (Tahb. 4).

TABELLA 4

v F
Metodo ISS: precisione tra corse. In ogni corsa e per ogni campione
sono stati effettuati 5 replicati

Consa
CAMPIGNE I ;
1+ | an | 34 4
. b ) | J
| !
! l
o |
X LT ‘“ 7,64 7,52 7,32
1< sp . | %k 0 0,11 0,13
Cv o \ 2.0 2.7 1,5 1.8
X I ‘ 7.32 6,96 6,86
2:sp . o s 0,05 0,11
L CV 9% |- | .8 0.8 1.7 |
Fx L 6,580 6,68 6,56 6,30
3{sn . L0, | 0.08 0,09 0,07
L cvoy, I 23 13 1.4 1,1
(% L7zt 10 708 6,92
44 sD | 0,18 ‘| 0,07 0,16 0,18
LGV % Lons Lo 2.3 2.6
X I sz 706 696 6,88
54 S ool 0,15 0,09 0,11
L CV u, i 1.6 ) 2.1 1,3 1.6
S B 29 € 5,96 5,84 5,82
6{sp ... IS 0.2] 0,13
[ CV Y, P25 | 1,9 3,6 2,2

Analizzando i risultati, abbiamo trovato una variabilitad tra giorni
non significativamente diversa, dal pupte di vista statistico, da guella ri-
scontrata all'interno del saggio (Tab. 2). La Fig. 7 rappresenta 'andamento
per ciascun campione nelle diverse corse e riporta, a fianeo, le relative SD
e CV 9, medi riscontraii,

Riassumendo: i valori globali riscontrati per le mediane relative a 8D
¢ CV 9 rispettivamente risultano essere pari a 0,13 ¢ 1.8,
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Nella caratterizzazione del metodo ISS non si poteva prescindere dal
considerare e valutare i parametri cosidetti di « praticabiliti» di cui la
Tab. 5 da un quadro riassuntivo,

TABELEA §

Parametri di praticabilita del metodo ISS (secondo le indicazioni della TFCC)

|

: Velocity di esecuzione : 30 campionifh.
l Caosto : 250 lire/analisi.
Abilita tecnica richiesta : nessuna particolare manualitha
Sicurezza : non s deve pipettare con la bocca; Tutte le
operazioni debbono essere effettuate sotto cappa,

Controllo di qualité

La affidabilitd in termini di accuratezza & stata valutata con il criterio
della media di tutti i campieni reali non patologici [16, 17] che giornalmente
pervenivano sl nostro laboratorio. Esaminande 'andamento neila carta di
controlio allestita (Fig. 8), si nota una soddisfacente stabilita del metodo
in questione. Nella stessa figura sono riportati anche i valori medi giornalieri
relativi agli stessi campioni analizzati col metodo Bio-Rad.

3
. 7I5._ ® . 9 e [ L N ] ®
= . * o « *
D 7,0” o8 [ o ® o o%e [
Tes{ O
0 1
1>
- 2] -
T b T T ) T
0 5 10 15 20 25 30
Giorni
Fig, 8. — Accuratezza. Carta di comtrollo con la media giornaliera di GHb ¢, di cam-

pioni reali non patologici, analizzati cortemporaneamente con metodo IS8 (@)
¢ Bio-Rad (o).
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226 TECNICHE F METODOLOGIE
Durante tutta la durata del lavore il metodo & stato monitorato inse-
rendo, casualmente, nelle serie analitiche, un controllo preparato in labo-
ratorio ¢ rivelatosi stabile. Tale controllo era costituito da un pool di sangue
intere di pazienti eparinizzato, frazionato e conservato a — 80 °C non emo-

lizzato né addizionato di conservanti,

L
70- L) .......... ..

-
AR A RE S P P el o) e

16 23 37 55 106 145

Fig. 9. — Carta di contrello di qualita allestiia su un campione reale {pool di sangue epa-
rinizzato, frazionato £ conservato u —— 80 @C) inserito in ogni serie analitica e
analizzato nell’arco di circa & mest.

Esaminando la carta di controlle (Fig. 9) appositamente allestita, que-
sto «campione » mostra una huona stability, almeno per il periedo di tempo
da noi esaminato, senza particolari andamenti. Questi risultati cf incorag-
giano a pensare di poter utilizzare, anche per le G-Hb %,. sc pur selo come
controllo interno. un sistema di questo tipo, gid peraltro da noi con buen
esito utilizzato per alcuni parametri sierologici [18].

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

I risultati analizzati mettono in luce alcuni aspetti interessanti del

metodo proposto. In particolare:

La temperatura di eluizione e sua standardazzazione tramite termosta-
tazione, La scelta di operare a 23 oC si basa su risuliati di nostre esperienze
(Fig. 4) che indicano, comc pih idonee, temperature comprese tra 22,5 e

Ann. lot. Super. Sawité (1881} 17, 213-24¢
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23,59C. E stato riscontrate un ineremento di G—-Hb all’aumentare della
temperatura in accerdo con la letteratura[19], come pure un incremento
della imprecisione con la distanza dalla zona ottimale di temperatura.

La variabilita tra lotti di vesina, altro aspetto critico del problema [20],
stimata, come diffcrenza tra diverse preparazioni, intorno al 5,7 %, (0,43
unita) pare essere accettabile dal momento che non sembra avere un grosso
peso sulla variabilita del centrollo inserito nelle serie analitiche nell’arco di
pit mesi (utiliZzando quindi diverse preparazioni di resina) come risulta al-
Vesame della Fig. 9.

Buona & risultata la precisione del metodo I8S (SD pooled == 0,09) che
non pare influenzata dalla quantita di analita presente anche in rapporto
al metode di confronto avendo I’analisi delle varianze evidengiato un inere-
mento di precisione per il metodo ISS di un fattore 2. I valori ottenuti cen
i due metodi mesei a confronto sono comundgue in relazione lineare tra loro
con un errore sistematico proporzionale del 5 9%, e concordanti entro circa
0,8 unita (2 SD).

Buona & risultata anche la precisione nella corsa e tra corse: la diffe-
renza tra queste precisioni non & risultata sigoificativa,

Recenti lavori [19] ¢ 'esperienza acquisita nel nostro laboratorio (Fig. 10)
hanno mostratoe che 'uso di campioni di controlle’ commerciali pud presentare
diversi problemi in termini di accuratezza.

Per gquesta ragione abbiamo ritenuto opportuno valutare 'accuratez-
za (relativa) del nostro metodo sia utilizzando la media giornaliera dei nor-
mali[12, 13] sia costruendo un peol di sangue intero eparinizzato che, op-
portunamente frazionato, e conservato a —— 80 °C, era introdotte in ogni serie
apalitica.

I risultati relativi alla media giornaliera nen mestrane presenza di
trend (la pendenza non & statisticamente diversa da 0 al test t di Student:
(8 =05 1 = 0,513; p<C0,25),

Egualmente i valori ottenuti per il psol non mosirano una dipendenza
della concentrazione dal tempo (B = 0; t = 0,296; p < 0,356). Tutto questo
ci permette di valutare, apparende stabilc la concentrazione del peol nel
tempo, la precisione del metodo tra giorni in termini di deviazione standard
delle misure ottenute in ogni giornata sulla media delle due frazioni di
ool introdotte.

Lo studio dei risultati di cui sopra fornisce per il pool in questione un
coefficiente di variazione pari a 2,4 %, che rappresenta dunque una stima
della variabilith tra giorni del metodo proposta.

infine & opportuno fare alcune considerazioni sulla praticability del
metodo. E vero che la procedura di preparazione in laboratorie della resina
non sembra incoraggiare a prima vista la adozione del metodo nella routine,
ma & neccssario inquadtare il tutto alla Juce della non trascurahile agevola-

M
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A
100
90
|
.11 g |
| . e
Campione reale Contralla BIO-RAD Controlla C.ERBA {HELENA )
7 8% di GHb 7 2.8% di GHb  : atteso 236-992% di GHE  : afteso
12 5% :trovato 13,2%, D trovato
.
—_— m’m'_m—_'_f“
0 45 0 45
Tempo (min)
Fig. 1f. — Campioni di controllo per G-Hb: profili cromatografici relativi ad un posl di

campioni reali e a 2 campioni commerciali,

zione dal punto di vista della manualita, cesto, affidabilita, riproducibilita
e quindi utilizzabilita del dato a medio e lungo termine.

Alla luce di questa analisi c¢i sembra &i poter concludere che la pro-
cedura analitica, proposta come « metodo ISS », possiede buone caratteri-
stiche di affidabilitd e praticabilith rispetto ad altre attualmente in uso,
e che sia di interesse una sua applicazione nella routine e in programmi di
screening per la medicina preventiva.

In una prossima nota verrannmo esposti i risultati relativi alla deter-
minazione delle G~Hb in un esteso campione di soggetti esaminato nell’ambito
di un progetto di prevenzione della cardiopatia coroparica,

Ricevuto il 20 gennaic 1981,
Accettate il 31 gennaio 1981,
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