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Summary- Aflatoxin contamination of milk was an emerging problem in Italy in Autumn 2003 and has represented an important risk factor for consumers. The European Union (EU) has established regulatory limits of the presence of AfM1 in milk and has suggested the methods of control: immunoassay tests (ELISA) for screening and high performance liquid chromatography (HPLC) for confirmation. Hence the importance to constantly control the performances of analytical methods. The aim of this research was to evaluate the performances of two ELISA kits, produced by different suppliers, on naturally contaminated raw milk in a range from 10 to 85 ng/L. The samples were previously analysed by HPLC to determine the level of AfM1. Results showed good responses in both kits in terms of precision. In addition to that some trials have been conduced to investigate the possible influence of time on the response of kits ELISA.
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INTRODUZIONE - Le aflatossine sono un gruppo di micotossine ad elevata tossicità ed azione cancerogena, che si ritrovano in svariati tipi di alimenti e foraggi. Le aflatossine che più frequentemente si ritrovano nei prodotti di origine vegetale sono le aflatossine B1, B2, G1 e G2 (1). Parte della aflatossina B1 ingerita dai bovini alimentati con prodotti contaminati viene trasformata a livello epatico in un metabolita tossico, l’aflatossina M1 (AfM1), ed eliminata per via mammaria, andando a costituire una possibile fonte di intossicazione per l’uomo (2). Per quanto riguarda l’aflatossina M1 nel latte la Comunità Europea ha fissato il limite di legge in 50 ng/L (3); inoltre, tramite il CEN (Comité Européen de Normalisation), sono state emanate anche norme specifiche sulle caratteristiche dei metodi analitici da utilizzare per tali determinazioni (4). Più in particolare, nella messa a punto dei metodi per la determinazione di AfM1 nel latte, l’intervallo di contaminazione suggerito è tra 40 e 100 ng/L, le percentuali di recupero devono essere comprese tra il 70 e il 110% mentre il valore di deviazione standard relativa di ripetibilità (RSDr) deve essere ≤ 20% (5). Dopo svariati passaggi legislativi la comunità Europea ha emanato il Regolamento CE n. 882/2004 (6) e il Regolamento CE n. 401/2006 (7) in cui le norme elaborate dal CEN vengono prese come riferimento per quanto concerne i metodi di campionamento e di analisi.

In Italia, in particolare dopo l’emergenza micotossine insorta al seguito dell’intensa proliferazione delle specie fungine del genere Aspergillus favorita dal clima caldo e secco dell’estate 2003 (8), il Ministero della Salute ha esortato ad utilizzare la metodica immunoenzimatica (ELISA) come metodo di screening. Data però la scarsa attendibilità dei dati ottenuti mediante l’utilizzo di tali kit nel corso di alcuni campionamenti, è emersa la necessità di verificare l’affidabilità delle risposte immunoenzimatiche.

Scopo del presente lavoro è stato proprio quello di confrontare kit ELISA prodotti da due Ditte differenti e due kit ELISA prodotti dalla stessa Ditta ma appartenenti a lotti diversi, nell’analisi di campioni di latte naturalmente contaminato, per approfondire una ricerca avviata in precedenza su campioni fortificati artificialmente (9). Infine, alla luce dell’impossibilità di standardizzare il tempo che intercorre tra la mungitura e l’esecuzione dei test negli stabilimenti di raccolta, si è pensato di dedicare una parte della sperimentazione alla valutazione di un possibile “effetto tempo” sulla risposta analitica. 

MATERIALI E METODI - Otto campioni di latte crudo naturalmente contaminato da AfM1 in un range tra 10 e 85 ng/L (ppt) sono stati prelevati direttamente allo stabilimento di raccolta del latte e il loro livello di contaminazione è stato rilevato mediante analisi HPLC-FL. Questi campioni sono stati analizzati mediante saggi immunoenzimatici di due Ditte differenti (kit A e kit B) seguendo le indicazioni fornite dalle Ditte stesse. Per quanto riguarda la Ditta A è stato possibile effettuare anche il confronto tra due differenti lotti di prodotto (Kit A lotto 1 e Kit A lotto2). Tutti i campioni sono stati valutati in quintuplicato e gli standard forniti dalla Ditta produttrice in triplicato. 

Per valutare l’effetto tempo si è deciso di utilizzare sei campioni di latte ottenuti diluendo un latte naturalmente contaminato con un alto valore di aflatossina M1 (circa 80 ng/L) con un latte a bassa concentrazione (circa 9-10 ng/L). In questo modo è stato possibile effettuare le diluizioni nello stesso momento, in modo da allineare tutti i campioni al tempo zero, cosa che non si sarebbe potuta ottenere volendoli collezionare singolarmente a livelli di contaminazione naturale diversi. Questi campioni sono stati quindi sottoposti ad analisi immunoenzimatica in due tempi successivi (T1 = 0 giorni dall’arrivo allo stabilimento, T2 = dopo  4 giorni) utilizzando due kit ELISA prodotti da due Ditte diverse (kit A e kit B). Tutti i campioni sono stati valutati in triplicato e gli standard in duplicato. Per simulare la temperatura che può verificarsi durante il trasporto si è deciso di conservare i campioni di latte a 6 °C. 

Tutte le letture spettrofotometriche sono state realizzate con Multiscan EX Labsytem misurando l'assorbanza alla lunghezza d'onda di 450 nm.

RISULTATI - Tutti i risultati ottenuti sono riportati in Tabella 1.

Confronto tra i kit A (lotto1) e kit B: nella Figura 1 vengono riportate le medie delle cinque determinazioni ottenute con ciascun kit con i valori medi misurati mediante HPLC-FL e relative deviazioni standard. 
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Fig.1. Confronto tra le medie delle misure ELISA ed  HPLC-FL espresse in ng/L (ppt).

Tabella 1. Riassunto delle misure ottenute (ng/L)
	
	HPLC-FL
	Kit A lotto 1
	Kit A lotto 2
	Kit B

	Campioni
	Media

± SD
	Media

± SD
	Recupero % 

(RSD)
	Media

± SD
	Recupero% 

(RSD)
	Media

± SD
	Recupero% 

(RSD)

	1
	10±2
	14 ± 2
	143,9 (12,5)
	12 ± 1
	121,0 (11,0)
	11 ± 2
	110,8 (16,5)

	2
	22±2
	16 ± 2
	74,4  (9,9)
	15 ± 2
	67,5 (13,5)
	19 ± 3
	85,1 (13,0)

	3
	35±4
	16 ± 5
	46,9 (28,1)
	17 ± 3
	49,9 (15,0)
	30 ± 1
	87,6 (3,8)

	4
	46±8
	34 ± 8
	73,1 (24,1)
	29 ± 5
	62,7 (17,3)
	49 ± 2
	106,7 (4,1)

	5
	51±2
	45 ± 5
	87,4 (11,7)
	36 ± 2
	70,3 (4,9)
	51 ± 2
	99,6 (3,0)

	6
	60±2
	65 ± 4
	108,3 (6,6)
	69 ± 9
	115,0 (12,5)
	53 ± 2
	88,3 (4,4)

	7
	69±3
	75 ± 5
	108,7 (7,1)
	77 ± 10
	111,6 (12,9)
	70 ± 4
	101,4 (6,1)

	8
	85±4
	96 ± 9
	113,3 (9,1)
	102 ± 3
	120,0 (2,8)
	69 ± 6
	80,7 (8,1)

	Totale
	
	
	94,5 (13,6)
	
	89,7 (11,2)
	
	95,0 (7,4)


SD 
Deviazione standard

RSD 
Deviazione standard relativa (percentuale)

La Figura 2 mette a diretto confronto le risposte misurate sugli stessi campioni dai due kit.
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Fig.2. Confronto tra le medie delle misure ottenute con il kit A e con il kit B.

Confronto tra due lotti della Ditta A: la Figura 3 mette a confronto le risposte misurate sugli stessi campioni dai due kit di lotti differenti. 
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Fig.3. Confronto tra le medie delle misure ottenute con il kit A lotto 1 e con il kit A lotto 2.

Valutazione dell’effetto tempo: nella Tabella 2 sono riportati i valori medi ottenuti dai saggi immunoenzimatici condotti ai tempi T1 e T2. 

Tabella 2. Misure (ng/L) e deviazioni standard (SD) dei kit A e B ai tempi T1 e T2.
	Campioni
	Contaminazione
	Kit  A
	Kit  B

	
	
	Tempo 1 

(Media ± SD)
	Tempo 2

(Media ± SD)
	Tempo 1

(Media ± SD)
	Tempo 2

(Media ± SD)

	1
	10
	17 ± 7,2
	7 ±1,4
	15 ± 3,0
	13 ± 1,6

	2
	25
	40 ± 10,8
	23 ± 4,0
	40 ± 5,2
	33 ± 2,2

	3
	40
	70 ± 7,7
	47 ± 4,2
	58 ± 3,5
	55 ± 5,0

	4
	50
	87 ± 9,1
	50 ± 7,8
	68 ± 5,2
	72 ± 3,6

	5
	65
	94 ± 6,8
	70 ± 6,0
	77 ± 2,8
	75 ± 2,5

	6
	80
	102 ± 3,1
	104 ± 5,5
	80 ± 3,7
	69 ± 6,6


CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI - Osservando i dati riportati in Tabella 1 risulta evidente una sostanziale corrispondenza delle misure ottenute con entrambi i kit e quelle determinate mediante HPLC-FL. Il kit B, per i primi 5 campioni a contaminazione più bassa, mostra una migliore corrispondenza con i dati HPLC-FL. Per gli stessi campioni il kit A mette in evidenza una tendenza alla sottostima. Il kit B conferma la tendenza, già dimostrata nelle prove con latte fortificato, a sottostimare i valori più elevati (9). Dal confronto diretto tra i due kits (Fig. 2) si può notare una migliore precisione del kit B. Questo costituisce un notevole miglioramento ed un'inversione del comportamento rispetto a quanto ottenuto nelle prove effettuate con latte fortificato (9).

Dal confronto tra lotti diversi della Ditta A è emersa una buona riproducibilità di comportamento, che conferma la tendenza a sottostimare i primi 5 campioni a contaminazione più bassa. 

I dati di precisione, espressi come deviazione standard relativa (RSD), hanno fornito un valore totale soddisfacente (attorno all' 11%) in quanto inferiore al 20%, come indicato dal CEN (4), mentre in relazione ai singoli livelli di contaminazione, alcune RSD, relative alle concentrazioni più basse (<50 ng/L), hanno superato di poco il predetto limite.

Per quanto riguarda l'accuratezza, le differenze emerse tra le due Ditte nella prima prova, condotta su campioni di latte fortificato, sono risultate meno evidenti quando sono stati impiegati campioni di latte naturalmente contaminato. Probabilmente le interazioni che si vengono a determinare tra matrice e contaminante introdotto “naturalmente” sono differenti da quelle che si realizzano tra matrice e contaminante introdotto “artificialmente”, e questo evidenzia il problema delle matrici di riferimento da utilizzare per la validazione delle metodiche analitiche. Nell’indagine per la valutazione di un possibile “effetto tempo” sulla risposta analitica, si può notare come entrambi i kit confermino il comportamento sopra evidenziato e mostrino una tendenza a fornire valori medi di contaminazione inferiori al tempo T2 rispetto al tempo T1. E’ necessario però sottolineare la preliminarietà di questo test e la necessità di effettuare ulteriori studi.
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		Fig. 1  TECNA 1 vs HPLC

				HPLC				Kita A

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		10		2		14		2

		2		22		2		16		2

		3		35		4		16		5

		4		46		8		34		8

		5		51		2		45		5

		6		60		2		75		5

		7		69		3		65		4

		8		85		4		96		9

		Fig. 2  R-Bio vs HPLC

				HPLC				Kit B

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		10		2		11		2

		2		22		2		19		3

		3		35		4		30		1

		4		46		8		49		2

		5		51		2		51		2

		6		60		2		70		4

		7		69		3		53		2

		8		85		4		69		6

		Fig. 4  TECNA 2 vs HPLC

				HPLC				Tecna 2

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		10		2		12		1

		2		22		2		15		2

		3		35		4		17		3

		4		46		8		29		5

		5		51		2		36		2

		6		60		2		77		10

		7		69		3		69		9

		8		85		4		102		3

		Fig. 3  TECNA 1 vs R-Bio

				Tecna 1				R-Bio

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		14		2		11		2

		2		16		2		19		3

		3		16		5		30		1

		4		34		8		49		2

		5		45		5		51		2

		6		75		5		70		4

		7		65		4		53		2

		8		96		9		69		6

		Fig. 5  TECNA 1 vs TECNA 2
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		Campioni		Media		SD		Media		SD
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		3		16		5		17		3

		4		34		8		29		5

		5		45		5		36		2

		6		75		5		77		10

		7		65		4		69		9

		8		96		9		102		3

		Fig. 8  TECNA 1 vs TECNA 1bis

				Tecna 1				Tecna 1 bis

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		14		2		10		1

		2		16		2		17		2

		3		16		5		29		1

		4		34		8		35		1

		5		45		5		39		4

		6		75		5		65		8

		7		65		4		57		5

		8		96		9		90		4

		Fig. 9  TECNA 2 vs TECNA 2bis

				Tecna 2				Tecna 2 bis

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		12		1		11		2

		2		15		2		17		2

		3		17		3		28		2

		4		29		5		35		2
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		7		69		9		53		1

		8		102		3		94		3

		Fig. 6  TECNA 1bis vs HPLC

				Tecna 1 bis				HPLC

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		10		1		10		2

		2		17		2		22		2

		3		29		1		35		4

		4		35		1		46		8

		5		39		4		51		2

		6		65		8		60		2

		7		57		5		69		3

		8		90		4		85		4

		Fig. 7  TECNA 2 bis vs HPLC

				Tecna 2 bis				HPLC

		Campioni		Media		SD		Media		SD
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		4		35		2		46		8
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		8		94		3		85		4
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Foglio1

		Fig. 1  TECNA 1 vs HPLC
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		1		10		2		14		2

		2		22		2		16		2

		3		35		4		16		5

		4		46		8		34		8

		5		51		2		45		5

		6		60		2		75		5
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		8		85		4		96		9

		Fig. 2  R-Bio vs HPLC

				HPLC				Kit B

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		10		2		11		2

		2		22		2		19		3

		3		35		4		30		1

		4		46		8		49		2

		5		51		2		51		2

		6		60		2		70		4

		7		69		3		53		2

		8		85		4		69		6

		Fig. 4  TECNA 2 vs HPLC

				HPLC				Tecna 2

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		10		2		12		1

		2		22		2		15		2

		3		35		4		17		3

		4		46		8		29		5

		5		51		2		36		2

		6		60		2		77		10

		7		69		3		69		9

		8		85		4		102		3

		Fig. 3  TECNA 1 vs R-Bio

				Kit A				Kit B

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		14		2		11		2

		2		16		2		19		3

		3		16		5		30		1

		4		34		8		49		2

		5		45		5		51		2

		6		75		5		70		4

		7		65		4		53		2

		8		96		9		69		6

		Fig. 5  TECNA 1 vs TECNA 2

				Tecna 1				Tecna 2

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		14		2		12		1

		2		16		2		15		2

		3		16		5		17		3

		4		34		8		29		5

		5		45		5		36		2

		6		75		5		77		10

		7		65		4		69		9

		8		96		9		102		3

		Fig. 8  TECNA 1 vs TECNA 1bis

				Tecna 1				Tecna 1 bis

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		14		2		10		1
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		4		34		8		35		1

		5		45		5		39		4

		6		75		5		65		8

		7		65		4		57		5

		8		96		9		90		4

		Fig. 9  TECNA 2 vs TECNA 2bis
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		Fig. 6  TECNA 1bis vs HPLC

				Tecna 1 bis				HPLC
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		6		65		8		60		2

		7		57		5		69		3

		8		90		4		85		4

		Fig. 7  TECNA 2 bis vs HPLC

				Tecna 2 bis				HPLC
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Foglio1

		Fig. 1  TECNA 1 vs HPLC

				HPLC				Kita A

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		10		2		14		2

		2		22		2		16		2

		3		35		4		16		5

		4		46		8		34		8

		5		51		2		45		5

		6		60		2		75		5

		7		69		3		65		4

		8		85		4		96		9

		Fig. 2  R-Bio vs HPLC

				HPLC				Kit B

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		10		2		11		2

		2		22		2		19		3

		3		35		4		30		1

		4		46		8		49		2

		5		51		2		51		2

		6		60		2		70		4

		7		69		3		53		2

		8		85		4		69		6

		Fig. 4  TECNA 2 vs HPLC

				HPLC				Tecna 2

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		10		2		12		1

		2		22		2		15		2

		3		35		4		17		3

		4		46		8		29		5

		5		51		2		36		2

		6		60		2		77		10

		7		69		3		69		9

		8		85		4		102		3

		Fig. 3  TECNA 1 vs R-Bio

				Kit A				Kit B

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		14		2		11		2

		2		16		2		19		3

		3		16		5		30		1

		4		34		8		49		2

		5		45		5		51		2

		6		75		5		70		4

		7		65		4		53		2

		8		96		9		69		6

		Fig. 5  TECNA 1 vs TECNA 2

				Tecna 1				Tecna 2

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		14		2		12		1

		2		16		2		15		2

		3		16		5		17		3

		4		34		8		29		5

		5		45		5		36		2

		6		75		5		77		10

		7		65		4		69		9

		8		96		9		102		3

		Fig. 8  TECNA 1 vs TECNA 1bis

				Tecna 1				Tecna 1 bis

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		14		2		10		1

		2		16		2		17		2

		3		16		5		29		1

		4		34		8		35		1

		5		45		5		39		4

		6		75		5		65		8

		7		65		4		57		5

		8		96		9		90		4

		Fig. 9  TECNA 2 vs TECNA 2bis

				Tecna 2				Tecna 2 bis

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		12		1		11		2

		2		15		2		17		2

		3		17		3		28		2

		4		29		5		35		2

		5		36		2		38		1

		6		77		10		69		1

		7		69		9		53		1

		8		102		3		94		3

		Fig. 6  TECNA 1bis vs HPLC

				Tecna 1 bis				HPLC

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		10		1		10		2

		2		17		2		22		2

		3		29		1		35		4

		4		35		1		46		8

		5		39		4		51		2

		6		65		8		60		2

		7		57		5		69		3

		8		90		4		85		4

		Fig. 7  TECNA 2 bis vs HPLC

				Tecna 2 bis				HPLC

		Campioni		Media		SD		Media		SD
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Foglio1

		Fig. 1  TECNA 1 vs HPLC

				HPLC				Kita A

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		10		2		14		2

		2		22		2		16		2

		3		35		4		16		5

		4		46		8		34		8

		5		51		2		45		5

		6		60		2		75		5

		7		69		3		65		4

		8		85		4		96		9

		Fig. 2  R-Bio vs HPLC

				HPLC				Kit B

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		10		2		11		2

		2		22		2		19		3

		3		35		4		30		1

		4		46		8		49		2

		5		51		2		51		2

		6		60		2		70		4

		7		69		3		53		2

		8		85		4		69		6

		Fig. 4  TECNA 2 vs HPLC

				HPLC				Tecna 2

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		10		2		12		1

		2		22		2		15		2

		3		35		4		17		3

		4		46		8		29		5

		5		51		2		36		2

		6		60		2		77		10

		7		69		3		69		9

		8		85		4		102		3

		Fig. 3  TECNA 1 vs R-Bio

				Tecna 1				R-Bio

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		14		2		11		2

		2		16		2		19		3

		3		16		5		30		1

		4		34		8		49		2

		5		45		5		51		2

		6		75		5		70		4

		7		65		4		53		2

		8		96		9		69		6

		Fig. 5  TECNA 1 vs TECNA 2

				Tecna 1				Tecna 2

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		14		2		12		1

		2		16		2		15		2

		3		16		5		17		3

		4		34		8		29		5

		5		45		5		36		2

		6		75		5		77		10

		7		65		4		69		9

		8		96		9		102		3

		Fig. 8  TECNA 1 vs TECNA 1bis

				Tecna 1				Tecna 1 bis

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		14		2		10		1

		2		16		2		17		2

		3		16		5		29		1

		4		34		8		35		1

		5		45		5		39		4

		6		75		5		65		8

		7		65		4		57		5

		8		96		9		90		4

		Fig. 9  TECNA 2 vs TECNA 2bis

				Tecna 2				Tecna 2 bis

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		12		1		11		2

		2		15		2		17		2

		3		17		3		28		2

		4		29		5		35		2

		5		36		2		38		1

		6		77		10		69		1

		7		69		9		53		1

		8		102		3		94		3

		Fig. 6  TECNA 1bis vs HPLC

				Tecna 1 bis				HPLC

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		10		1		10		2

		2		17		2		22		2

		3		29		1		35		4

		4		35		1		46		8

		5		39		4		51		2

		6		65		8		60		2

		7		57		5		69		3

		8		90		4		85		4

		Fig. 7  TECNA 2 bis vs HPLC

				Tecna 2 bis				HPLC

		Campioni		Media		SD		Media		SD

		1		11		2		10		2

		2		17		2		22		2

		3		28		2		35		4

		4		35		2		46		8

		5		38		1		51		2

		6		69		1		60		2

		7		53		1		69		3

		8		94		3		85		4
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