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Criteri per la valutazione delle deviazioni
dai principi di buona pratica di laboratorio

Alberto MANTOVANI

Laboratorio di Tossicologia Comparata ed Ecotossicologia, Istituto Superiore di Sanita, Roma

Riassunto. - La verifica della applicazione dei principi di buona pratica di laboratorio (BPL) richiede
I’integrazione delle diverse osservazioni in una val utazione complessiva dell’ adeguatezza del Centro di saggio.
Vengono esaminate alcune tipologie di deviazioni cui andrebbe attribuito un particolare rilievo in quanto esse
possono compromettere |’ attendibilita dei dati. Esempi di cid sono: a) deviazioni, anche se come tali poco
appariscenti, cheindicano unainadeguatacomprensionedei principi di BPL (ad esempio, insufficiente attenzione
all’ aggiornamento del personale); b) inadeguata applicazione dei principi di BPL a procedure /o strutture di
base (ad esempio, interfacce sporco-pulito nello stabulario); c) insufficienze riguardanti specifici tipi di studi.
L’ elaborazione di nuove linee guidaimplicaladefinizione di nuovi requisiti di qualita e punti critici, come nel
caso dello sviluppo di saggi per I'identificazione di effetti endocrini che comporta la necessita di strutture e
personale adeguati per I’esame dei parametri seminologici od ormonali.

Parole chiave: tossicologia, effetti endocrini, qualita, ispezione.

Summary (Criteria to evaluate the deviations from the principles of good laboratory practice). - The
assessment of compliancewith the principlesof good laboratory practice (GLP) requiresthat different observations
be integrated in a comprehensive assessment of the adequacy of the test facility inspected. The major types of
deviationsare examined in detail, sincethey might jeopardize the scientific quality of data. Theseare: a) deviations,
even though seemingly minor ones, which could signal an inadequate understanding of the GLP principles (e.g.,
insufficient attention to personnel training); b) inadequate application of the GLP principlesto basic procedures
and/or structures (e.g., clean-dirty interfacesin the laboratory animal unit); c) inadequacies concerning specific
study types. The elaboration of new guidelines leads to the definition of new quality requirements and critical
points. One such case is the development of teststo identify endocrine effects which in turn triggers the need of
structures and personnel adequate to examine seminological or hormonal parameters.
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Introduzione

Lelinee guidaper la conduzione delle ispezioni per
laverificadellaconformitaa principi di buona pratica
di laboratorio (BPL) [1] danno, giustamente, molto
rilievo alla raccolta di osservazioni sulle strutture,
procedure ed attivita del Centro di saggio (CdS). Tale
raccolta deve essere, ovviamente, accurata, dettagliata
e completa. Essa deve seguire I’intero processo di
produzione di uno studio e valutare le attrezzature ed i
locali utilizzati, le attivitd in corso e, attraverso le
audizioni degli studi, quelle gia effettuate. Inoltre,
I’esame delle attivita contribuisce ad effettuare, pit in
generale, I’analisi delle strutture operative del CdS
direttamente o indirettamente coinvolte nella applica
zione dei principi di BPL, con particolare riguardo
all’ unitadi assicurazione dellaqualita(UAQ). LaUAQ,

testimone e garante dell’ applicazionedei principi di BPL,
e normalmente |’interlocutore principale del Gruppo
ispettivo (Gl); tuttavia, caso per caso, il Gl potra avere
interazioni di fondamentale importanza con altrefigure
del CdS, ad esempio con i direttori di studio, a seconda
degli specifici compiti e responsabilita.

Per quanto dettagliato ed impegnativo, |’esame di
strutture, procedure ed attivita rappresenta una parte del
compito del Gl e, piu in generale, della verifica della
conformitaai principi di BPL. Infatti, unavoltaraccolte
le osservazioni, e pur tenendo conto delle specifiche
caratteristiche del CdS (quali il numero e la tipologia
dei saggi effettuati, le sue dimensioni, ecc.) occorre:

a) “pesad’ lagravitaddlespecifichedeviazioni rilevate;

b) integrare le diverse osservazioni in una
valutazione complessiva della capacita del CdS di
operarein accordo ai principi di BPL.
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E quindi necessario che il Gl utilizzi dei criteri di
giudizio necessariamente flessibili, ma al tempo stesso
in grado di porrein rilievo con adeguata severita quelle
deviazioni che rischiano di inficiare nella sostanza la
qualitadel dato sperimentale.

L’ esperienza ispettiva mostra che, in qualche caso,
Si osservano ancora deviazioni grossolane quali, ad
esempio, il mancato controllo dell’ accesso all’ archivio,
o rilevanti discrepanze fra dati grezzi e rapporti finali
(variazioni ingpiegabili riguardanti lapurezzaol’identita
della sostanza in esame, il numero o la mortalita di
animali impiegati in un saggio, ecc.). E chiaro che queste
deviazioni vengono facilmenteidentificate daunavisita
ispettiva effettuata correttamente; € atrettanto evidente
che la valutazione dell’ adeguatezza del CdS non potra
cheessere severa, in quantotali deviazioni indicano come
i principi basilari dellaBPL venganoignorati o trascuréti.
Tuttavia, nelle gran maggioranzadei casi, le deviazioni
osservate hanno un carattere diverso, piu sottile: questo,
perd, non implicachetali deviazioni non possano avere
un impatto significativo sulla effettiva applicazione dei
principi di BPL. In questo lavoro si vuole fornire un
contributo al miglioramento dei criteri di valutazione
nell’ambito della BPL . A tale scopo vengono esaminate
alcune tipologie di deviazioni cui dovrebbe venire
attribuito un particolare rilievo a prescindere dalle
specifiche caratteristiche dei CdS.

Indicatori di una insufficiente attenzione
nei confronti dei principi di BPL

Si trattadi unatipologiadi deviazioni particolarmente
importante, che possono venire osservate in un contesto
di corretta applicazione formale dei principi di BPL.
Inoltre, si tratta sovente di deviazioni poco appariscenti
come tali. Esse tuttavia assumono rilievo in quanto
indicatori di unainsufficiente comprensionedei principi
di BPL €/o, piu in particolare, di una insufficiente
attenzione da parte della UAQ. Alcuni esempi possibili
sono:

a) i curricula del personale indicano una scarsa
preoccupazione per laformazione e’ aggiornamento. |1
Gl dovraporre attenzione a questo punto fondamentae
per | effettiva applicazione dei principi di BPL ed in
particolare allaformazione degli operatori non lauresti.
Un personale tecnico di laboratorio ben addestrato e
coinvolto nella promozione della qualita & un e emento
portante dellaBPL. Un possibileindicatorein tal senso
e la partecipazione a corsi (siainterni che esterni) ed a
convegni. Tuttavia, I’ attenzione per la formazione non
develimitarsi ai soli operatori di laboratorio. All’interno
del personaledi segreteriasono ben identificabili alcune
funzioni con compiti importanti nelle attivitain regime
di BPL. Esempi di questo tipo sono gli operatori che
partecipano ala gestione dell’ archivio o ala ricezione
dei campioni. Sara quindi importante verificare che
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questefigure abbiano ricevuto unapreparazione adeguata
sullaBPL, in modo da essere informate circale proprie
responsabilita e partecipare attivamente ai loro compiti;

b) laricezione dei campioni € un punto importante
per |I'attivita dei CdS che operano per conto terzi. Un
indicatore utile pud essere il tipo di etichettatura
effettuato sui campioni in arrivo: essadovraessere fatta
su moduli uniformi, essere completa, leggibile e
comprensibile e dovra contenere informazioni quali il
contenuto, il numero di partita, la data di arrivo e le
eventuali precauzioni per la manipolazione;

¢) I'esamedelleprocedure operative standard (POS)
e uno degli elementi chiave delle visite ispettive. Oltre
ad essere importanti di per se stesse, le POS possono
essere validi indicatori della efficienza della UAQ €/o
ddI’ effettivo coinvolgimento del personaledd CdSnella
BPL. Segnali importanti di problemi in tale senso
possono essere la presenza consistente di POS non
aggiornate (quindi probabilmente sostituite daprocedure
“verbali ) e/o con aggiunte e correzioni amano. Anche
in questo caso, oltre a farerilievi specifici, il Gl dovra
porre particolare attenzione ad eventuali problemi nella
gestione della qualita da parte del direttore del CdS e/o
nell’ attivita della UAQ;

d) operaresistemi informatici inaccordo ai principi
di BPL € un aspetto relativamente nuovo, su cui e
possibile riscontrare problemi. Oltre a connotazioni piu
evidenti di efficaciaed efficienzanellagestione dei dati,
il Gl dovra valutare accuratamente se vi sia una
sufficiente attenzione verso gli aspetti di sicurezza e
confidenzialitade dati nei sistemi informatici utilizzati.
Trai possibili indicatori intaleambito si possono citare:
1) laquantitaelaperiodicitadelleispezioni dellaUAQ;
2) I’esistenza e la qualita delle POS relativamente alla
autorizzazione di cambiamenti nei piani di studio, ala
registrazione delle modifiche effettuate, al back-up, ala
archiviazione e recupero dei documenti, ecc.; 3) le
garanzie sul rispetto della confidenzialita dei dati
contenute nel contratto di fornituradi servizi da parte di
terzi in merito alla gestione del sistema.

Inadeguata applicazione dei principi di BPL
a procedure di base

Un CdS pud mostrare un livello tecnico di tutto
rispetto nella programmazione ed esecuzione delle
attivita sperimentali, ma nonostante ci0 presentare
inadeguatezze nell’ applicazione dei principi di BPL a
procedure e/o strutture di base. Il Gl dovra prestare
particolare attenzione a tali deviazioni in quanto, pur
non avendo un impatto diretto sugli studi, esse possono
compromettere la qualita di interi settori di attivita del
CdS. Due semplici esempi possono aiutare a chiarire
I'importanza di una corretta comprensione ed applica-
zione dei principi di BPL oltre le attivita propriamente
sperimentali:
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a) nell’ispezionarele proceduredi puliziaelavaggio
dellavetreria, il Gl dovraverificarne lareale compren-
sione ed applicabilita da parte degli addetti, tenendo
conto che sovente atali mansioni Sono assegnati operatori
non specializzati, con mansioni ausiliarie. Va inoltre
verificata, tramite ad esempio lapresenzaelaqualitadi
apposite POS, I’ esistenza di una adeguata attenzione a
specifici problemi, quali quelli di decontaminazione, che
potrebbero avere un impatto significativo, ad esempio,
sullaqualitadi saggi chimico-fisici e di residui;

b) negli ultimi decenni vi € stato sicuramente un
grande miglioramento nellagestione degli stabulari, sia
dal punto di vista del benessere animale che da quello
dellaqualitaed uniformitadegli animali come garanzia
e presupposto della qualita del risultati sperimentali in
vivo, che, infine, da quello della preparazione degli
operatori. La promozione del benessere animale e della
qualitadeleattivitasperimentali richiedono unacontinua
attenzione a punti critici quali la adeguatezza delle
strutture e procedure adottate per separare |o stabulario
dall’ambiente esterno e per mantenere la pulizia e la
distinzionefraareasporcaed areapulitaal’internodello
stabulario.

A taeproposito, il Gl potraesaminareindicatori quali
I’ effettivatenutadi interfacce critiche, comele porteche
danno verso |"esterno ed il locale per il lavaggio delle
gabbie, dove vengono a contatto diretto I’ area sporca e
I’ areapulitadello stabulario; al’ interno dello stabulario
per lapresenza, ad esempio, di disomogeneitaed angoli
vivi cherendono difficile una perfetta pulizia. Vainfine
ricordato che, come per il lavaggio della vetreria, ala
puliziadello stabulario possono venire addetti operatori
a bassa qualificazione: va quindi verificata la effettiva
comprensione ed applicabilita delle POS loro destinate.

Insufficienze riguardanti specifici tipi di studi

E infine possibile che un CdS operi nel suo complesso
ad un livello sufficientemente adeguato e che tuttavia
presenti delle gravi insufficienze riguardo specifici tipi
di studi. Lapresenzadi esperti nel Gl édi estremadutilita
per rilevare adeguatamente tali carenze; esse possono
compromettereirrimediabilmentel’ attendibilitadei dati
sperimentali e, generalmente, derivano dall’ignoraregli
sviluppi e gli aggiornamenti delle linee guida
internazionali, quali quelle elaboratein sede OECD [2].
Il Gl dovra prestare particolare attenzione a quelle
tipologie di studi che richiedono competenze
specialistiche e/o attrezzature specifiche. Ad esempio,
nell’ ambito dellatossicologiain vivo vasottolineato che:

a) gli studi di tossicitaprenatale (lineaguida OECD
414) comportano un esame dettagliato delle anomalie
scheletriche e dei tessuti molli di ogni singolo feto.
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Pertanto, & necessario avere a disposizione un congruo
numero di operatori che abbiano seguito un addestra-
mento adeguato [2];

b) gli studi di tossicitainaatoria(linee guidaOECD
403, 412, 413) [2] richiedono un costante controllo dei
parametri di esposizione (flusso dinamico, misuradelle
particelle, concentrazione reale dellasostanzadi saggio).
Ne consegue che, oltre dl’ addestramento degli operatori,
é necessaria la disponibilita di un’ attrezzatura adegua-
tamente calibrata e funzionante.

Nuovi studi, nuovi punti critici: I’esempio
della identificazione degli effetti endocrini

L’emergere di nuovi problemi nella valutazione di
sicurezzadelle sostanze chimiche portaallaelaborazione
di nuovetipologie di studi elinee guidain rispostadle
modificate esigenzeregolatorie. L' aggiornamentointale
$enso é importante sia per i ricercatori dei CdS che per
oli ispettori: infatti, i nuovi saggi possono avererequisiti
specifici dal punto di vistadellaapplicabilitadel principi
di BPL, che occorrerapreventivamenteidentificare. Tra
i numerosi, possibili esempi di sviluppi in corsoin campo
tossicologico qui viene illustrato quello dello studio di
effetti endocrini, per I attualita e la rilevanza sanitaria
ed ambientale del problema.

Gli endocrine disrupters (ED) sono un insieme
eterogeneo di sostanze (contaminanti alogenati
persistenti come le diossine, svariati pesticidi, biocidi e
composti industriali) caratterizzate dalla capacita
(identificata prevalentemente su sistemi sperimentali) di
interferire con il funzionamento del sistema endocrino
ed, inparticolare, con gli steroidi sessuali econlatiroide
[4]. Le agenzie internazionali stanno segnalando con
crescente attenzione le ricadute sanitarie delle
esposizioni agli ED, specialmente riguardo alla
riproduzioneeallo sviluppo pre- e postnatal e riconosci uti
come le fasi biologiche piu vulnerabili [5, 6]. Un
problema importante per la valutazione del rischio &
la eterogeneita degli ED dal punto di vista dei
meccanismi di azione e quindi della identificazione
di un ampio spettro di possibili effetti, soprattutto a
lungo termine (ad esempio, disturbi della fertilita
nell’ organismo adulto in seguito a trattamenti nelle
fasi intrauterinae/o neonatale). Per contro, gli attuali
saggi tossicologici non assicurano un’adeguata
identificazione degli svariati e molteplici effetti degli
ED. L’ approntamento di adeguate strategie di studio,
in primo luogo per la hazard identification viene
affrontato a livello OECD nel Joint NCA/RAAB
Working group on endocrine disrupters testing and
assessment con i seguenti obiettivi [7]:
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1) identificazione di specifiche attivita endocrine,
per mirare successivi studi alungo termine. Cio include
tanto lavalidazione di nuovi saggi (uterotrophic test per
gli effetti estrogenici ed antiestrogenici, Hershberger test
per gli effetti androgenici ed antiandrogenici) [8, 9],
quanto larevisione del protocollo dello studio sul ratto
a 28 giorni (linea guida OECD 407) [10];

2) larevisione del protocollo dello studio a due
generazioni (linea guida OECD 416) [3]. Opportuna
mente aggiornato ed integrato, questo protocollo
rappresentera lo strumento migliore per lo studio degli
effetti di ED sullo sviluppo pre- e postnatale fino ala
maturita sessuale.

L’ elaborazione, prevista per I'imminente futuro, di
linee guida per saggi che dovranno essere applicati su
larga scala richiedera attenzione a punti critici per la
qualita specifici per questi tipi di prove. L'elenco che
segue € un riassunto, certo non completo, di tali
potenziali punti critici:

- necessitadi caratterizzarein manieraadeguatai ceppi
di animdi utilizzati dal punto di vistadei parametri dello
sviluppo eddlefunzionditaendocrine eriproduttive. Ove
possibile, sara di estrema utilitala messa a punto di serie
di dati storici per i ceppi utilizzati dai singoli CdS;

- opportunita, dataladelicatezza di acuni parametri
(fertilita, ciclo estrale, sviluppo comportamentale e
riproduttivo), di un elevato livello di attenzione verso
tutti quel fattori ambientali (luce, rumore, alimentazione,
manipolazione) che nello stabulario possono esserefonte
di disagio per gli animali e possono pertanto alterarei
risultati sperimentali;

- indispensabilitd, in particolare, di un controllo della
composizione della dieta, soprattutto riguardo al
contenuto di fitoestrogeni ed altri composti naturali ad
azione ormonale od antiormonale. Pertanto, i CdS
dovranno richiedere certificati alle ditte produttrici di
mangimi e, ove necessario, dovranno essere in grado di
eseguire tali controlli in proprio;

- rilevazione, comerichiesto dallarevisionedellelinee
guida407 e 416, di svariati parametri aggiuntivi, specifici
per gli effetti endocrini. Esempi a questo proposito sono
lamisurazionedi livelli plasmatici ormonali edel parametri
seminologici (concentrazione, motilita, morfologia degli
spermatozoi). Tali parametri, oltre ad un addestramento
ad hoc degli operatori, richiedono la presenza di valide
POS e la disponibilita da parte del CdS di attrezzature
calibrate ed in piena efficienza;

- possibilita, come richiesto da taluni protocolli di
somministrazione parenterale ad animali immaturi
(uterotrophic test) 0 pretrattamenti chirurgici
(Hershberger test suanimali adulti castrati) [8, 9]. Sara
indispensabilecheil CdS organizzi queste manipolazioni
sperimentali in manieratale daminimizzarele sofferenze
per gli animali e da garantire la precisione dei risultati
sperimentali. Anche in questo caso sara fondamentale
curare sia |'addestramento degli operatori che la
disponibilitadi strutture adeguate.
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Conclusioni

La valutazione delle singole deviazioni e, ancor di
piu, I'integrazione delle singole deviazioni in una
valutazione complessiva delle prestazioni del CdS sono
sicuramente unadelle attivitapit importanti dellapratica
ispettiva per laverificadell’ applicazione dei principi di
BPL. Tuttavia, questa & anche una delle attivita meno
facilmente codificabili in una linea guida. L’ imposta-
zione migliore appare essere quella di una valutazione
caso per caso, né puo essere escluso il rischio di
arbitrarieta ed incongruenze che tale comportamento
implica. Per tali motivi, laval utazione caso per caso deve
essere guidata da specifici criteri. Va infatti dato
particolare rilievo a quelle deviazioni che potrebbero
segnalare un’ attenzi one sostanzial menteinadeguataalla
qgualita o che potrebbero inficiare la attendibilita
scientificadei dati. Infine, evidenziando deviazioni anche
singolarmente non particolarmente importanti, ma tali
dasegnalare problemi di atranatura, il Gl pud esercitare
unapressionepositivaverso lapromozionedelle qualita
da parte del CdS, pur nel piu rigoroso rispetto dei
rispettivi compiti. Infine, va ricordato che le scienze
tossicologiche sono un work in progress, i cui sviluppi
hanno necessariamente ricadute sulle strategie
regolatorie. La elaborazione di linee guida per nuovi
saggi comporta quindi la necessita di un costante
aggiornamento culturale e tecnico da parte tanto dei
ricercatori dei CdS quanto degli ispettori.
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