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PREMESSA

Il crescente livello di internazionalizzazione deliormative e dei regolamenti europei, tra cui il
REACH (regolamento CEE nr. 1907 del 2006), la MSiMarine Strategy Framework Directive),
nonché la Direttiva Quadro sulle acque (2000/60/®@HmErola sempre piu I'adempimento delle stesse
e la trasmissione dei dati in sede comunitaria ¢a Bolo) alle procedure di accreditamento,
principalmente in accordo alla Norma UNI CEI EN /T 17025:2005"Requisiti generali per la
competenza dei laboratori di prova e taraturatjuale garanzia di qualita e standardizzazionelate

da parte del soggetto produttore delle informazioni

Tuttavia, sebbene i percorsi e le procedure difioazione e accreditamento siano abbastanza tfini
e consolidate nel campo della chimica analiticasita, nulla & attualmente disponibile per le prove
ecotossicologiche, sebbene esse siano ormai ptetgante di normative nazionali e comunitarie.

Considerato il ruolo svolto da ISPRA nello svilupmiandardizzazione e applicazione di saggi
biologici a matrici ambientali, la necessita diir@hrsi ai requisiti delle normative europee come
strategica, quanto strumentale, esigenza di ppe®&cine ai tavoli tecnici nazionali e internazidnal
crescente domanda di regole nel settore ecotosgicol da parte di soggetti pubblici e privati, ha
indotto I'ISPRA ad intraprendere questa iniziatigayiando con il presente documento, un percorso
che possa inquadrare la problematica dell’'accnenditeio delle prove eseguite mediante i saggi
biologici su matrici ambientali.

Nel febbraio del 2011 si & costituito un Gruppd.aVvoro, composto da esperti provenienti dal mondo
industriale (Associazione Nazionale Garanzia déllalita —ANGQ), scientifico accademico (CNR-
ISMAR) e dal settore pubblico (ISPRA, ARPA Piemgmi&PA Marche), con I'obiettivo di proporre
una discussione sui problemi di accreditamenta gaggi ecotossicologici, da pubblicare sul sito di
ISPRA nella collanal“manuali di ecotossicologia

La convergenza di punti di vista ed esperienzei agarse, dal mondo della ricerca, a quella del
laboratorio analitico, a quella dei soggetti istitiali deputati al controllo, ha consentito dibeleare

un primo contributo, sulla base del quale potdiuppiare regole specifiche per I'accreditamentoedell
prove ecotossicologiche, che tengano conto deltiligeita e delle caratteristiche intrinseche di
queste tipologie di analisi di laboratorio che,lizeando modelli biologici, si distinguono
profondamente e necessariamente dai metodi chifNich possiamo, infatti, non evidenziare le
difficolta riscontrate nel tentativo di mutuaregdf@occio chimico delle procedure di accreditamento
guello prevalentemente biologico dei metodi ecatodsgici, a partire dalle stesse definizioni. &t t
senso occorre infatti sottolineare, consideratarégcente necessita di valutare gli effetti di foatr
ambientali sugli organismi viventi nel contesto inaale, la valenza ecologica del saggio biologico
(bioassay), cosi come tradizionalmente utilizzaispetto a quella meramente tossicologica della
prova.

Questo documento, frutto dell’attivita finora swegltcostituisce un primo passo con un obiettivo
minimale di inquadramento della problematica eigblge alle figure (addetti e consulenti) che
operano presso i laboratori di analisi e di ricatemondo pubblico e privato, fornendo elemerili ut
ai fini della predisposizione della documentaziomeessaria a richiedere I'accreditamento di saggi
ecotossicologici.

La proposta deve essere considerata uno strumelawodo; per una stesura pit ampia e completa in
merito alla tematica dell’accreditamento, infattene richiesto un contributo alla comunita sciigcHi
nazionale e a tutti gli utilizzatori che vorranrgufruirne.

GLI AUTORI



CAPITOLO 1:
INTRODUZIONE

L’accreditamento e stato fortemente voluto dallte Europea per assicurare che i prodotti che
beneficiano della libera circolazione dei beniialérno della Comunita soddisfino requisiti che
offrano un grado elevato di protezione di intergssiblici come la salute e la sicurezza in genglale
salute e la sicurezza sul luogo di lavoro, nonchépilotezione dei consumatori, la protezione
dellambiente e la sicurezza pubblica, assicuracide la libera circolazione dei prodotti non sia
limitata in misura maggiore di quanto consentito s@nsi della normativa comunitaria di
armonizzazione o altre norme comunitarie in materia

Pertanto & stato emesso il Regolamento (CE) n.2068/ che definisce I'accreditamento come:
“attestazione da parte di un organismo nazionalaadreditamento che certifica che un determinato
organismo di valutazione della conformita soddisferiteri stabiliti da norme armonizzate e, ove
appropriato, ogni altro requisito supplementare,ngmesi quelli definiti nei rilevanti programmi
settoriali, per svolgere una specifica attivitavdilutazione della conformita”.

| Laboratori che si vogliono accreditare devono afitrare di essere conformi alla UNI CEl EN
ISO/IEC 17025:2005, norma internazionale che specii requisiti generali di competenza per
eseguire prove e/o tarature, compreso il campionsmattraverso gqualunque metodo di prova
(normalizzato, non normalizzato o sviluppato d&iolatori stessi). Tale dimostrazione deve essere
fornita attraverso una valutazione di conformitdol&s da una parte terza (Organismo di
accreditamento), per garantire credibilita e fiduei tutte le parti interessate della competenza e
dellimparzialitd dei laboratori di prova. ACCREDIA I'Ente unico nazionale di accreditamento
designato dal Governo italiano, ossia l'unico eictenosciuto in Italia ad attestare che gli orgamidi
certificazione ed ispezione, i laboratori di prosagche per la sicurezza alimentare, e quelli dittiaa
abbiano le competenze per valutare la conformitgmelotti, dei processi e dei sistemi agli staddar
di riferimento. Pertanto, I'accreditamento dimodad@ompetenza tecnica del laboratorio ad effedtuar
le prove indicate nello scopo dell'accreditamento.

| requisiti che un laboratorio di prova deve rispet per dimostrare che opera secondo un sistema di
gestione, che é tecnicamente competente ed € dio giiagenerare risultati tecnicamente validi sono
stabiliti dalla norma UNI CEIl EN ISO/IEC 17025:2008uesta norma incorpora tutti quei requisiti
della norma ISO 9001 che sono significativi pes¢opo e campo di applicazione dei servizi di prova
coperti dal sistema di gestione del laboratoridtala, i laboratori di prova conformi alla Norm&U

CEI EN ISO/IEC 17025:2005 non necessariamente sfaddi tutti i requisiti della Norma 1ISO 9001 e

al tempo stesso, la certificazione al sistema dtigee 1ISO 9001 non dimostra necessariamente la
competenza del laboratorio a produrre dati tecnecaenvalidi.

ACCREDIA nel suo ruolo istituzionale di accreditartee ha emesso diversi documenti (regolamenti,
rapporti tecnici procedure e moduli e guide di ag@zione). In particolare tra questi si cita il Rafgo
Tecnico RT-08 che stabilisce i requisiti per I'smtitamento dei laboratori di prova. In questo
documento sono riportate prescrizioni integrativen in contrasto con quelle della UNI CEl EN
ISO/IEC 17025, ma utili per la sua applicazionehe,cper lo scopo dell’accreditamento, hanno
priorita sulla norma stessa (cfr. 2.2. RT-08).



1.1 Scopo e campo di applicazione

Il presente documento € rivolto ai laboratori diya che intendono accreditare metodi di prova sui
saggi ecotossicologici in conformita alla norma UWNEI EN ISO/IEC 17025:2005.

Fatte salve le disposizioni generali di tale Norns&, intende approfondire la problematica
dell'accreditamento nel caso specifico dei saggtassicologici bioassay, cioé dei saggi utilizzati
per valutare se qualche componente (anche ignab)ampione di prova determina wffetto
biologico misurabile. Se tale effetto comporta wwmseguenza negativa e/o indesiderata per gli
organismi utilizzati nel saggio, I'effetto indicana tossicita del campione ed il saggio viene
denominatsaggio di tossicita

Questi saggi presentano caratteristiche peculidie@ d& differenziano dai saggi chimici e
microbiologici, in quanto I'effetto biologico, ciok determinandg € interamente dipendente dal
metodo utilizzato. Per questo, saggi biologici diveche stimano la tossicita utilizzando modelli
biologici e procedure diverse, ottengono risultatipiamente variabili. Secondo le definizione della
EURACHEM/CITAC CG 4:2012, i saggi ecotossicologyaissono essere consideragtodi empiricj
con risultati espressi con riferimento al metodon orretti per qualsiadiias intrinseco al metodo
stesso.

| saggi ecotossicologici vengono applicati a campth composizione chimica nota (soluzioni di uno
0 piu composti chimici), campioni di composiziort@mica solo parzialmente nota (ad esempio, per
composti chimici commerciali), oppure a campioniunali (di composizione spesso sconosciuta o
solo parzialmente caratterizzati) e solitamentevgmeno di osservare, sunodelli biologici
(biomolecole, frazioni subcellulari, cellule, teisorgani, organismi, popolazioni, comunitd) egpos
al campione di prova, eventuali differenze rispettmodelli biologici del tutto simili, esposti peadl

un controllo negativo Le differenze possono essere di vario tipo, a&cdn tipo quantale (es.
mortalita: alla fine del saggio gli organismi sowei 0 morti), altre di tipo continuo (es. densita
cellulare, bioluminescenza, ecc.).

Il saggio puo prevedere il semplice confronto impione di prova e controllo negativo, nel quabcas

i risultati possono essere espressi come valaiivehl controllo negativo. Sia campione di praree
controllo negativo vengono saggiati con piu remicad € quindi possibile calcolare media e scarto
tipo sia per il campione, sia per il controllo.

Piu frequentemente, il saggio viene effettuatoreotthe sul campione ambientale tal quale e sul
controllo negativo, su opportune diluizioni del gaome, in modo tale da consentire di calcolare la
relazione concentrazione — effetto. Si procede diwah calcolo della concentrazione efficace (ECx)
per la percentuale (x) voluta rispetto al modelioldgico saggiato (es.: EC50 — concentrazione
efficace per il 50 % degli organismi saggiati), gdrassociati limiti fiduciali della stima di ECx.

Per I'accreditamento di un saggio ecotossicologiadi fondamentale importanza la disponibilita di
una documentazione comprovante la regolare esewuzlel saggio in tutte le sue fasi, incluse la
preparazione di campioni di prova e dei modellildgeci da utilizzare per il saggio, nonché la
redazione del rapporto di prova finale.

Si ricorda che, se il metodo di prova da accregitapn prevede esplicitamente un trattamento
sequenziale nella preparazione/esecuzione/leteiraainpioni, la statistica richiede che tutte geest
operazioni vengano effettuate in modo randomizzato.

Nel seguito verranno descritti alcuni elementii @tilpercorso di accreditamento di un saggio dvaro
Per una loro corretta applicazione, si precisae&h@ispensabile una approfondita conoscenza della
Norma UNI CEI EN ISO/IEC 17025:2005, nonché deiwdnenti esplicativi prodotti da ACCREDIA.



1.2 Definizioni

Nei documenti ai quali si fa riferimento spesso parmno termini che si possono prestare ad
interpretazioni differenti. Pertanto, si ritienepoptuno riportare in questa sezione le definizidgi
termini utilizzati, precisando che tali definizionsono in gran parte tratte dal sito
https://cdb.iso.org/cdb/search.actidPoiché tale sito pud a volte riportare, per lessb termine,
definizioni diverse, di volta in volta & stata mefa quella piu consona all'argomento trattatiancio
peraltro il documento ISO di origine.

Alcuni termini, che necessitano di una trattazipneapprofondita, sono invece definiti direttamente
nel testo ove vengono richiamati per la prima volta

Accuratezza(ISO3534-2: 2006) grado di concordanza tra un risultato di una proeadi una
misurazione ed il suo valore convenzionalmente.vero

Note: Il termine "accuratezza", quando applicato @d insieme di risultati di una prova o di una
misurazione, implica una combinazione di elemeasiuali e un errore sistematico comune o un
componente di bias. Il termine "accuratezza sirisf®2 ad una combinazione di giustezza e
precisione.

Esprime un concetto qualitativo. Essendo le prax@assicologiche di natura empirica, i risultati
ottenuti sono riferibili solo al protocollo del noefo impiegato e non a riferimentsterni. Quindi,
non é possibile valutare questo parametro.

Bias (scostamentofISO 3534-2:2006)differenza tra un risultato atteso di una provaiauda misura
e un valore vero

Bioassay (BiotestingfISO 6107-2:2006)(saggio biologico}ecnica per la valutazione qualitativa o
quantitativa di uneffetto biologicodi sostanze in acqua tramite i cambiamenti di watgvita
biologica specificata.

Campione di provamatrice ambientale da sottoporre a saggio biologico
ConcentraziongISO/TS 20281:2006)juantita del materiale di prova nell'ambiente dopa

Essa puo essere espressa, per esempio, comeamiligrper litro in acqua e come milligrammi per
chilogrammo per suolo, sedimento e cibo. La comegittne e dose si riferiscono entrambe alla
guantita del materiale di prova alla quale e saistpl'organismo di prova.

Concentrazione efficace continuglSO/TS 20281:2006)concentrazione del materiale di prova
nell'acqua, suolo, o sedimento che induce una zamg x % nella dimensione dell’'endpoint durante
uno specificato intervallo di tempo

Essa pud essere espressa, ad esempio, in milligraemlitro o milligrammi per chilogrammo.
Questo parametro viene stimato anche sulla basedilli dose — risposta.

Concentrazione efficace quantal@dSO/TS 20281:2006)concentrazione del materiale di prova
nellacqua, suolo, o sedimento che induce una zame x% nella risposta durante uno specificato
intervallo di tempo.

Essa puo essere espressa, ad esempio, in milligraemiitro o milligrammi per chilogrammo. I
cambiamento x % nella risposta corrisponde alt&ffprevisto sul x % di organismi di prova per una
data concentrazione. Questo parametro viene sticoatonodelli concentrazione — risposta.

Concentrazione con il piu basso effetto osservlt®EC) (ISO/TS 20281:2006)a concentrazione
minore tra quelle saggiate per la quale viene ossr una differenza statisticamente significativa
rispetto al gruppo di controllo

La LOEC viene ottenuta tramite test delle ipotesi.



Concentrazione con nessun effetto osservdddOEC) (ISO/TS 20281:2006)a concentrazione
saggiata immediatamente inferiore alla LOEC

La NOEC viene ottenuta tramite test delle ipotesi.

Concentrazione di non effettdNEC) (ISO/TS 20281:2006): parametro che, quarsdtaunei modelli
concentrazione - risposta, viene interpretato clanp@u alta concentrazione per la quale il mateeial
in prova non influenza I'endpoiranche dopo un tempo molto lungo di esposizione.

Il valore di NEC No Observed Concentratipequivale a Ega tempo infinito.

Controllo negativo (ISO 5667-16:1998)qualsiasi materiale o sostanza, ben caratterizzatoe,
quando saggiato con una specifica procedura, diraokaffidabilitd della procedura per fornire
risposte riproducibili, appropriatamente negativen reattive 0 minime nel sistema di prova

In pratica si tratta dell’acqua di diluizione serzanpione di prova (ISO, 2004).

Controllo positivo (ISO 5667-16:1998)qgualsiasi materiale o sostanza, ben caratterizzatoe,
qguando saggiato con una specifica procedura, diraoBaffidabilita della procedura per fornire
risposte riproducibili, appropriatamente positiveenttive nel sistema di prova

Dati quantali o binari (ISO/TS 20281:2006)dati generati quando si registra una particolare
proprieta presente od assente in ciascun individuo.

Un individuo presenta l'effetto o non lo preseftartanto, questi dati possono esibire solo due stat
Tipicamente i dati quantali vengono presentati cdmamero di individui che presentano la proprieta
(ad es. mortalita) sul totale di individui ossernmatciascuna unita sperimentale. Sebbene questsapo
essere espresso come frazione, va ricordato chputoassere omesso il numero totale di individui.

Dati continui (ISO/TS 20281:20064ati che (teoricamente) possono assumere qualsidgre in un
intervallo aperto, ad esempio qualsiasi numero fpasi(es: misura della lunghezza o della massa
corporea).

Per ragioni pratiche, la risoluzione della misuiigedde dalla qualita dello strumento di misura. Ad
esempio, se le unita di prova vengono osservatevaltea al giorno, allora iltempo alla schiusapuo
essere registrato solo per giorni interi; tuttava,distribuzione sottesa detefnpo di schiusaé
continua.

Tipicamente, i dati continui hanno una dimensiateds., grammi, moli/litro).
Dati discreti(ISO/TS 20281:2006Hati che hanno un numero finito o enumerabile dora

Ci sono tre classi di dati discreti: nominali, ordi e per intervalli. | dati nominali esprimondraguti
qualitativi che non seguono un ordine naturalegsd colori). | dati ordinali riflettono la grandesz
relativa dal minore al maggiore (ad es., un indigippud presentare nessun effetto, effetto minimo,
effetto moderato o effetto elevato). Questi dati possono essere interpretati con riferimento ad un
scala relativa (ad es., una variabile ordinale oonvalore pari a 4 pud essere interpretata come
maggiore di un valore di 2, ma non come pari alptmp | dati ordinali possono spesso essere ridotti
dati quantali. Dati per intervalli (ad es., nhumatiouova o neonati per genitore) permettono un
ordinamento per ranghi delle caratteristiche migumle differenze tra individui e gruppi possono
essere quantificate. Spesso i dati per intervalBspno essere analizzati come se i dati fossero
continui.

Effetto (ISO/TS 20281:2006) cambiamento della risposta della variabil¢endpoin} in
considerazione nel campione di prova, confrontata ke risposta per la stessa variabile meintrollo
negativo

Per endpoint quantali, un effetto & solitamentecritts come cambiamento della percentuale di
individui interessati, mentre per endpoint contiregso € tipicamente descritto come cambiamento
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percentuale del valore medio dell'endpoint, ma ps8ere descritto anche come cambiamento
assoluto.

Endpoint (0 Risposta della variabile) (ISO/TS 20281:2006arametro biologico osservates.,
sopravvivenza, numero di uova, dimensioni o crastitello enzimatico).

Un saggio ecotossicologico pud avere uno o piu @ntlp

Errore casuale (UNI CEI ENV 13005:2000):risultato di una misurazione meno la media che
risulterebbe da un numero infinito di misurazioeild stesso misurando effettuate sotto condizioni d
ripetibilitd. Sono errori in genere imprevedibdidi modesta entita, che determinano una dispeesio
in piu e in meno dei valori misurati attorno al ga¢é medio (imprecisione della misura).

Errore sistematicolUNI CElI ENV 13005:2000)media che risulterebbe da un numero infinito di
misurazioni dello stesso misurando, effettuateosmindizioni di ripetibilitd, meno un valore vereld
misurando. Comportano uno scostamento (bias) defeanisurato rispetto al valore vero nel senso
di un suo aumento o di una sua diminuzione (inaateaza della misura).

Giustezza(UNI ISO5725:2004)grado di concordanza tra il valore medio di un gd@nnumero di
risultati di prova ed un valore di riferimento adtao.

La misura della giustezza é solitamente espresgarnmni dibias La giustezza é stata citata come
“accuratezza della mediaQuesto uso non é raccomandato

Spesso il termine esatezza e stato utilizzato ipr@mente in luogo di giustezza.

Incertezza di misura(UNI CEI ENV 13005:2000):parametro associato al risultato di una
misurazione che caratterizza la dispersione desrvahgionevolmente attribuibili al misurando.

Incertezza tipo(UNI CEl ENV 13005:2000)incertezza del risultato di una misurazione esgaes
come scarto tipo.

Incertezza tipo compostdUNI CElI ENV 13005:2000):incertezza tipo del risultato di una
misurazione allorquando il risultato € ottenuto ri@gde i valori di un certo numero di altre
grandezze. Essa é uguale alla radice quadrata ipasiti una somma di termini, che sono le varianze
o le covarianze di quelle grandezze, pesate sectangariazione del risultato della misurazione al

variare di esse;

Incertezza estes@JNI CEI ENV 13005:2000)grandezza che definisce, intorno al risultato dau
misurazione, un intervallo che ci si aspetta compege una frazione rilevante della distribuzione di
valori ragionevolmente attribuibili al misurando.

Modello biologico entita biologica(es., biomolecole, frazioni subcellulari, cellutessuti, organi,
organismi, popolazioni, comunitéhe viene esposta al campione di prova in un sagjgiossicita

Ormesi(ISO/TS 20281:2006)ffetto dove la sostanza di prova é stimolante ssbaoncentrazioni,
ma inibitrice alle alte concentrazioni, risultanie una relazione concentrazione — risposta di tipo
bifasico(o ad U).

L'effetto stimolante osservato puo essere dovuld sdbstanza di prova, ma anche ad un artefatto
sperimentale (ad es., effetto del solvente, attitme non casuale dei trattamenti tra le unita
sperimentali, errore sperimentale).

Precisione (1ISO3534-2:2006):grado di concordanzatra risultati di prova o di misurazione
indipendenti ottenuti in condizioni prestabilite

La precisione dipende solo dalla distribuzione abesdegli errori e non € in relazione con il valore
vero o specificato. La misura della precisione Etesnente espressa in termini di imprecisione e
calcolata come scarto tipo dei risultati della prow della misurazione. Una precisione minore
rispecchia uno scarto tipo maggiore. Le misure tiigive di precisione dipendono criticamente dalle
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condizioni prestabilite. Le condizioni dpetibilita e riproducibilita costituiscono insiemi particolari
delle condizioni prestabilite estreme.

| "Risultati indipendenti del saggio” sono ottenutimodo tale da non essere influenzati da nessun
risultato precedente sullo stesso o simile oggistia prova.

Prova di tossicita(ISO 6107-3:1993/Amd 1:2001)prova nella quale una sostanza con una
concentrazione prefissata viene portata a contatin organismi specificati per stimarne gli effetti
tossici su quegli organismi

Ai fini di questo documento, il termineofganismi viene ampliato per includere loro parti o
associazioni ed e quindi sostituito daddello biologicé.
Ripetibilita (1ISO3534-2:2006)precisione sotto la condizione di ripetibilita

La ripetibilita puo essere espressa quantitativaenen termini di caratteristiche di dispersione dei
risultati.

Condizioni di ripetibilita (ISO3534-2:2008) Condizioni osservate quando i risultati indipentdedi
una prova o di una misurazione sono ottenuti constesso metodo sugli stessi oggetti di
misura/prova, dallo stesso operatore, con le stemmgarecchiature entro un breve intervallo di
tempo.

Le condizioni di ripetibilita comprendono:

« la stessa procedura di misura o prova;

« lo stesso operatore;

« le stesse apparecchiature di prova o di misurizzgtie nelle stesse condizioni;
« lo stesso luogo;

« ripetizioni in un breve intervallo di tempo.

Riproducibilita (1ISO3534-2:2006)precisione sotto condizioni di riproducibilita
La riproducibilita pud essere espressa in termioadatteristiche di dispersione dei risultati.

Condizioni di riproducibilita (1ISO3534-2:2006)Condizioni osservate quando i risultati indipentlen
di una prova o di una misurazione sono ottenuti loostesso metodo sugli stessi oggetti di prova con
diversi operatori usando diverse apparecchiature.

Risposta(ISO/TS 20281:2006)alore osservato di un dasndpoint

RobustezzgISO/TS 20281:2006)insensibilita di un metodo analitico a piccoli caiamenti nella
procedura

Saggio biologico nel testo, utilizzato come traduzione del terminglese bioassay (ISO 6107-
2:2006).
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CAPITOLO 2:
METODI DI PROVA

2.1 Classificazione dei metodi di prova

| criteri di scelta del metodo da accreditare s@mecisati dalla Norma UNI CEI EN ISO/IEC
17025:2005, al paragrafo 5.4.2 e dal documento AEMR RT-08 Rev. 02, al corrispondente
paragrafo. Il documento ACCREDIA stabilisce cHe laboratorio deve, ove possibile, utilizzare
metodi ufficiali in vigore, metodi definiti da relgctecnichéo normé”.

Lo stesso documento ACCREDIA specifica €hee applicabile a tutti i laboratori che effettuano
servizio di prova. Vengono presi in consideraziosia i laboratori indipendenti sul piano
organizzativo e commerciale, sia quelli dipendetaiuna organizzazione piu vasta (come aziende
manifatturiere, organizzazioni pubbliche o privatentri di ricerca, ecc.)'e che"...i requisiti
riportati in questo documento (i.e. RT-08) sonadrger qualunque settore e tipo di prove”

La scelta del metodo di prova deve essere owiamgifietttuata dal laboratorio, tenendo conto delle
esigenze del cliente/utente, della finalita delialsi, della disponibilita di strumentazione, mietk e
modelli biologici, delle competenze degli operatdi eventuali considerazioni economiche.

Se il cliente non specifica il metodo da utilizzdee scelta e responsabilita del laboratorio, obeed
motivare tale scelta ed informarne il cliente, @assindone l'applicabilita e la rispondenza con le
esigenze del cliente stesso. Al contrario, quaridmeatodo richiesto dal cliente viene ritenuto
inappropriato o obsoleto, il laboratorio € tenuttoaunicarlo al cliente, eventualmente proponendo e
motivando una scelta alternativa. In ogni cas@inadell'accreditamento in funzione dei requisiélla
ISO/IEC 17025 e delle definizioni ACCREDIA, si digjuono quattro tipologie di metodi di prova:

1. ufficiali, ovvero riportati o richiamati in documenti norimatogenti e/o pubblicati su Gazzetta
Ufficiale Italiana (GU) o dell'Unione Europea (GUCE comunque richiamati o riportati in un
documento emesso da una autorita quale RegionénBiay ecc. La qualifica “ufficiale” € una
proprieta trasversale, indipendente dal grado dussvita dei contenuti. Un metodo ufficiale

puo essere “normalizzato” o “non normalizzato”.

2. normalizzati, quando i metodi sono emessi da organismi di nziona nazionali, europei 0
internazionali (es. UNI, CEl, 1ISO, UNICHIM, AOACce.);

3. non normalizzati, quando i metodi sono emessi da organizzaziomidee nazionali o
internazionali (es. metodi pubblicati su rivisteadRorti ISTISAN, ecc.), sviluppati da
laboratori/centri di riferimento nazionali o comtari o da centri di referenza nazionali
accreditati. Elemento discriminante € che la resabitita dei dati forniti e riferita non
all’'organizzazione che lo ha emesso, ma ai siraydbri;

4. interni, quando i metodi di prova sono sviluppati, mespuato o adottati da un laboratorio
sulla base di conoscenze desunte dalla letteraitismtifica e/o dall’esperienza pratica. |l
metodo interno pud essere sia un metodo interanseittgpato dal laboratorio, sia un metodo
(normalizzato o non) che é stato sostanzialmentifioato a seguito di particolari esigenze del
laboratorio).

! Regola tecnica: documento, emanato da una aytohigriporta requisiti tecnici obbligatori o dianente o
tramite riferimenti, oppure incorporando il contemdi una Norma.

2 Norma: documento prodotto mediante consenso eegar da un organismo riconosciuto che fornisceupe
comuni e ripetuti, regole, linee guida o carattaiie relative a determinate attivita o ai loraultati, al fine di
ottenere il miglior ordine in un determinato combedNorma di prova: Norma che stabilisce e desarimetodi
di prova, talvolta accompagnati da disposizioratieé alle attivita di prova, quali: campionatusap di metodi
statistici, sequenze di prova.
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Nei seguenti casi particolari (espressi da ACCREDIA

* progetti di norma;

 edizioni non piu in vigore di norme o metodi di yaoufficiali (fanno eccezione le edizioni
superate di norme ed i progetti di norma quando sahiamati da disposizioni cogenti o da
norme per la certificazione di prodotto, in vigooejchiesti da organismi notificati);

« metodi (hon normalizzati) riportati in articoli polizati su riviste o su istruzioni dei fornitori
delle apparecchiature (ad eccezione di quando soh@amati espressamente dalla normativa
cogente);

« metodi normalizzati (o ufficiali) che sono stati dificati sostanzialmente (es. eliminando fasi
di prova, impiegando apparecchiature con prestaméeriori a quelle previste o che si basano
su principi differenti, applicando materiali o patti non indicati nel campo di applicazione del
metodo stesso);

si procede trasformandoli in metodi interni e paidaalla loro validazione.

In ogni caso non é discriminante |'organizzaziohe ba emesso un determinato metodo, ma se questo
e stato o meno validato, per stabilire le eventaalbni di validazione necessarie. | metodi non
normalizzati, quelli sviluppati dal laboratorio enietodi normalizzati che sono stati sostanzialmente
modificati devono essere validati. E necessariglsre con attenzione i metodi che si intendono
accreditare per evitare ove possibile complesseepoe di validazione.

Una volta stabiliti i metodi di prova che si intemd utilizzare e accreditare il laboratorio deve
verificare se tali metodi sono ben documentatrjraéinti deve predisporre opportune “procedure di
dettaglio” (per esempio, per definire le condizistiumentali ottimali per le proprie apparecchiejur
Tali documenti aggiuntivi, contenenti dettagli slgopentari per garantire la corretta applicazione de
metodi scelti, definiti da ACCREDIA "procedure dropa", devono contenere almeno tutti gli
elementi indicati nella nota al punto 5.4.4 delldIWCEI EN ISO/IEC 17025:2005, se non gia presenti
nel metodo.

2.2 Metodo di prova ufficiale e/o normalizzato

| metodi ufficiali e/o normalizzati sono descritti protocolli ben definiti in cui sono riportatilimiti
degli intervalli in cui devono essere compresiloviadi quasi tutti i parametri di interesse e, laace
non sempre, i dati dei parametripiecisionericavati dalla validazione del soggetto che ligmaessi
(ad esempio prove interlaboratorio per uno o p&3ito di riferimento).

Quando il laboratorio dichiara di seguire tali ntkétaleve distinguere tra quelli che riportano disi
parametri di precisioneripetibilita e riproducibilitd) e quelli che non li riportano, per stabilire le
modalita da attuare al fine di dimostrare la pragapacita (competenza) ad eseguirli. Nel primo cas
e sufficiente ottenere dati della propripetibilitd, da confrontare con quelli disponibili dal metodo
(verifica del limite di ripetibilita). Nel secondeaso, € necessario produrre sperimentalmente idati d
ripetibilitd intermedia a cui attribuire I'indicame di “ripetibilita del metodo” e confrontarla codati

di ripetibilita stretta del laboratorio stesso

Laddove il metodo ufficiale ammetta un certo numergossibilita, il laboratorio deve riportare le
proprie scelte nella relativa procedura di prova leh predisposto.

Il laboratorio deve sempre utilizzare l'ultima edie valida del metodo scelto (documento cogente o
norma), a meno che questa non sia appropriata siagossibile; pertanto, nel caso sia accreditato
metodo e questo sia modificato dal soggetto chedinesso, il laboratorio deve ottenere la conferma
dell'accreditamento per la versione modificata.

In generale, I'accreditamento secondo una Norma metodo ufficiale prevede che siano rispettati e
documentati tutti i parametri normativi (prescrétvincolanti); per i parametri informativi (Appeaod
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informative), se non vengono puntualmente segaitppportuno motivare I'eventuale difformita.
Quando il metodo prevede I'applicazione a piu nialiedi prova, I'accreditamento viene concesso per
tutti quelli specificati da quel metodo, anche lsgocumento riporta evidenze sperimentali rifedite
uno solo dei materiali di prova indicati.

Un caso particolare é costituito da metodi norrzalizall'estero, quali i protocolli USEPA o ASTM,
nei quali vengono indicate specie non presentgilial In tal caso, il laboratorio pud essere atitago

per il metodo di prova, ma rimane a carico del fatwio la procedura di validazione del metodoiper
parametri che dovessero essere modificati per adsigalle esigenze della specie di organismi
effettivamente utilizzabili nella prova ed appreyei per I'area geografica nella quale la prova deve
essere eseguita.

Sul sito www.accredia.if sezione “Metodi”, viene poi dettagliato un redfoisspecifico per
l'accreditamento di Metodi miniaturizzatil kit miniaturizzati per le analisi microbiologieh e
chimiche sono accettabili se accompagnati da deatif di validazione rilasciati da enti accreditati
(AFNOR), da organizzazioni tecniche nazionali enmazionali (AOAC, Nordval, ecc.), o se inseriti e
richiamati in metodi ufficiali o normalizzati (edetodi UNICHIM). In questi casi il metodo sara
riportato in elenco prove con i riferimenti all'@entesponsabile della validazione"

Con gli opportuni adattamenti si puo dunque ritenehe anche per i saggi ecotossicologici sia
ammesso I'uso di metodi miniaturizzati (solitamedgeominati Toxkit).

“ACCREDIA non riconosce come metodi normati articoubblicati su riviste o istruzioni dei
fornitori delle apparecchiature; in tali casi e goga il laboratorio applichi un metodo normato al d
fuori del campo di applicazione (matrice/materigledotto) definito, richiedera l'accreditamento
mediante lI'emissione di un metodo intern&.questo proposito, viene precisato ajie articoli
pubblicati su riviste (es. pubblicati sul JournaDAC, Bollettino dei Chimici Igienisti, ecc.) non
possono essere considerati metodi ufficiali, inrgada responsabilita del metodo é degli autori, e
non dell’editore.

2.3 Metodi interni (non normalizzati e/o sviluppati dal laboratorio)

Si considerano metodi di prova non normalizzatillggenessi da organizzazioni tecniche nazionali o
internazionali (ad es. metodi AOAC, Rapporti ISTNSAQuaderni IRSA, Metodi ISPRA, ecc.),
norme di prova prodotte da industrie, istruziorigleduttore.

Sono definiti metodi di prova interni i metodi diopa non normalizzati 0 messi a punto o adottati da
un laboratorio sulla base di conoscenze desunii ldtteratura scientifica e/o dall’esperienzaipeat

Sono classificati inoltre tra i metodi di provadmti anché'...le edizioni non piu in vigore di norme o
metodi di prova ufficiali, insieme con i progettibrma non ancora nella forma sottoposta al voto
finale. Fanno eccezione le edizioni superate dimmed i progetti di norma quando sono richiamati
da disposizioni cogenti o da norme per la certificae di prodotto, in vigore, o richiesti da orgami
notificati" (ACCREDIA RT-08 Rev. 02).

Infine, i metodi di prova normati o ufficiali cheorso stati modificati dal laboratorio sono metodi
interni; nel caso di modifiche apportate ad un metaifficiale/normato/non normato, tali da

migliorarne le prestazioni senza snaturarne ilgypino (es. impiego di apparecchiatura con migliore
risoluzione e stabilita, materiali di riferimenta@agenti di piu elevata purezza), il metodo novede

essere validato.

| metodi interni, in particolare quelli sviluppatal laboratorio, richiedono un maggiore impegno da
parte dello stesso, poiché devono essere validati.
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Pertanto, il laboratorio deve progettare iI metquanificando un protocollo che riporti senza
ambiguita le diverse fasi della sperimentazionetadilésca i limiti degli intervalli dei parametri
necessari.

Sul sito www.accredia.it, sezione “Metodi”, viengaramente specificato che,.nel caso un metodo
sviluppato definisca la determinazione di piu amalon € possibile richiedere I'accreditamento solo
per una parte di questi"

Quindi, in funzione degli obiettivi, si deve innamztto stabilire se si tratta di una validaziomanaria

0 secondaria.

2.3.1Validazione primaria

La validazione primaria (UNI ENV ISO 13843:2003)ug processo sperimentale atto a stabilire i
limiti operativi e le prestazioni (performance) aeristiche di un nuovo protocollo metodologico
modificato o altrimenti inadeguatamente carattatizzl fine di dimostrare che tale metodo (con quei
limiti e prestazioni) & adeguato all'utilizzaziopeevista/concordata.

Un apposito documento descrivera dettagliatamehia emodo non ambiguo i risultati numerici della
sperimentazione, le eventuali modifiche apportdiee @rocedura di prova, nonché tutto quanto puo
influenzare le prestazioni del metodo.

Per i metodi chimici e microbiologici la validazeprimaria generalmente prevede anche il confronto
con altri metodi normalizzati in uso, secondo gaaindicato dalla norma UNI CElI EN ISO/IEC
17025:2005, o per confronto con una precisioneidagpredefinita per lo scopo ed il campo di
applicazione previsto.

Per i saggi ecotossicologicil ‘tonfronto dei risultati ottenuti con altri metbdormalizzati o noth
non & perod proponibile, in quanto per definizionaatta di metodi empirici. E, invece, necessalrio
confronto con lgrecisionepredefinita, se riportata dal metodo.

2.3.2Validazione secondaria

La validazione secondaria detta anche di verifigidl(ENV 1ISO 13843:2003) e richiesta per i metodi
sviluppati e validati (validazione primaria) darie{metodi normalizzati e/o ufficiali) e dimostraeil
laboratorio e in grado di applicare un metodo \&tidconformemente alle specifiche stabilite nella
validazione primaria.

A tale scopo € necessario documentare le prestad@nmetodo a lungo termine (ad esempio,
predisponendo apposite carte di controllo).

Per i metodi normalizzati o ufficiali che non doses riportare tutte le specifiche richieste dalla
validazione primaria, perché ad esempio non sospodibili i dati diriproducibilita, la validazione
secondaria puo essere completata con la parteaifgaaicircuiti esterni di assicurazione della daali

In ecotossicologia sono attualmente disponibiBpao in via di sviluppo, metodi rapidi miniaturidiza
(kit) che consentono di evitare l'allevamento oclaltura di organismi da destinare ai saggi. Se
I'organizzazione che li produce e/o commercialinpa ha gia provveduto a validarli ed a certificare
la rispondenza con il metodo normalizzato di nfemnto, anche i metodi rapidi dovranno essere
validati a livello primario e secondario.

In figura 1 & riassunto lo schema di validazionardmetodo ecotossicologico.
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Validazione
metodo
ecotossicologico

Metodo interno Metodo
e/o non normalizzato o
normalizzato ufficiale

Specifiche
incomplete e/o
modificate

Validazione Specifiche
primaria complete

Prove integrative

(ripetibilita,
incertezza,
robustezza)

Validazione
secondaria

Figura 1 - Schema di validazione di un metodo ecotossicolc

In sintesi, per validazione primaria si deve intnediavalidazione del metodanentre la validazion
secondaria € la con@a del processo di esecuzione della prova, tdfezi vincoli imposti dal metod
(validazione del procesko
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CAPITOLO 3:
VALIDAZIONE PRIMARIA DEI METODI DI PROVA INTERNI
(NON NORMALIZZATI E/O SVILUPPATI DAL LABORATORIO)

3.1 Definizione

Il termine validazione necessita di un chiarimentsto che la ISO stessa, nei suoi vari documesti,
fornisce ben 82 definizioni diverse. Pertantojmdntano quelle riprese dai due documenti ritepitti
importanti:

1. Conferma, sostenuta da evidenze oggettive (3éh#)i requisiti (3.1.2) relativi ad un utilizzo
o ad un’applicazione specifici previsti sono statddisfatti(ISO 9000:2005).

2. Conferma attraverso esame e l'apporto di eviderggettiva che i requisiti particolari per
I'utilizzazione prevista sono soddisfg#tiINI CEl EN ISO/IEC 17025:2005)

Occorre anche ricordare che, secondo la Guida 13CH& (2008), il percorso che porta alla
normalizzazione di un metodo deve necessariamaetegere la sua validazione in due tappe: la
prima prevede la verifica delleobustezzadel metodo (solitamente effettuata da un laboi@tor
altamente competente e con precedente esperienzeetelo in esame); nella seconda si procede alla
stima dellaripetibilitd e riproducibilita mediante confronti interlaboratorio. La stessa C&dide
13:2008 precisa che la procedura di validaziort@esta al laboratorio in accreditamento é diveesa d
quella prevista per la normalizzazione del metadisI(CEI EN ISO/IEC 17025:2005).

Quindi, se il metodo che viene portato in accredi#ato € un metodo normalizzato, si deve ritenere
che sia gia validato ai sensi della CEN Guide 0882

La Norma UNI CEI EN ISO/IEC 17025:2005 precisa ploe il laboratorio deve validare metodi non
normalizzati, i metodi sviluppati/progettati dabtaatorio, i metodi normalizzati utilizzati al didri

del proprio scopo e campo di applicazione prefissabsi come estensioni e modifiche di metodi
normalizzati, per confermare che i metodi siandtadd utilizzazione prevista. La validazione deve
essere estesa in modo da soddisfare le esigenzw diata applicazione o campo di applicazione. Il
laboratorio pertanto deve registrare i risultatentiti, le procedure utilizzate per la validaziocesi
come una dichiarazione circa l'idoneita del metpdol'utilizzo previsto.

Una validazione pud comunque essere necessaria apticaso il metodo non specifichi 'ambito di
variabilita tollerato per ciascuno dei paramettenuti rilevanti (tempo, temperatura, ecc.). Poiché
nella pratica questi parametri hanno un naturaleitandi variabilitd (nessun termostato puo garentir
che una data temperatura, ad esempio 25 °C, veagiamente mantenuta senza variazioni per tutta la
durata del saggio), il laboratorio dovra verificaygale tolleranza sia accettabile (con la propria
strumentazione), cioé entro quale ambito di valitalli effetti sulla misura finale siano traschila

Cio significa che, per i parametri per i quali larma non specifica un ambito di tolleranza e che
hanno un significativo impatto sul risultato finalemetodo dovra essere validato come discusso nel
seguito.

La Norma UNI CEI EN ISO/IEC 17025:2005 precisa @dlote che la validazione pud comprendere
delle procedure per il campionamento, la manipofazied il trasporto. Inoltre, le tecniche utilizzat
per la determinazione della prestazione di un neetlmrebbero essere una, o una combinazione delle
seguenti:

» taratura, utilizzando campioni o materiali di rifeento;

+ confronto dei risultati ottenuti con altri metodi;

« confronti interlaboratorio;

* valutazione sistematica dei fattori che influenzamisultato;
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« stima dell'incertezza dei risultati sulla base dawonoscenza scientifica dei principi teorici
del metodo e di un’esperienza pratica.

Quando sono effettuati dei cambiamenti nei metamh normalizzati validati, l'influenza di tali

cambiamenti dovrebbe essere documentata e, sesagoesiovrebbe essere effettuata una nuova

validazione.

In funzione dello sviluppo del metodo, dovrebbessese eseguiti riesami regolari per verificarelehe
esigenze del cliente continuino ad essere soddisf@ualsiasi variazione dei requisiti, che richied
modifiche al piano di sviluppo, dovrebbe essere@mia ed autorizzata.

La validazione &€ sempre un bilancio fra costi,hiigcpossibilita tecniche. Vi sono molti casi in tau

gamma e l'incertezza dei valori (per esempio: iitlirdi rivelazione, la selettivita, la linearitaa |
ripetibilita, la riproducibilita, la robustezza a kensibilita incrociata alle interferenze) puoeess
fornita unicamente in modo semplificato a causaalcanza di informazioni.

Proposta per lo sviluppo di un percorso di riconosmento specifico per enti di ricerca ed
istituzionali.

Un Ente Pubblico di ricerca ha il compito istituzide di sviluppare nuovi metodi e metterli a dispiosie della
comunita (laboratori pubblici e privati), ma ad oggnza alcun “controllo di qualita” del procesSarebbe
pertanto auspicabile definire un percorso di aaldne per gli enti di ricerca intenzionati allolgppo di nuovi
saggi ecotossicologici in modo tale da riconosceliavoro e garantirne la qualita. Il percorso dehbe
prevedere una forma di abilitazione/riconoscimesiie garantisca sia I'organizzazione che sviluppaetodo,
sia i relativi metodi sviluppati nell’ottica di kihciare le risorse (materiali umane ed economicbegssarie.

A titolo esemplificativo, nell’ambito della revisie del D.D. del 25.12.2002 (oggi abrogato dal D.
25.02.2011) relativo all'idoneita all'impiego in meadi prodotti assorbenti e disperdenti per la ficanidalla
contaminazioni da idrocarburi, sono stati sviluppadlidati € normati alcuni metodi biologici suiostacei da
laboratori pubblici di ricerca e di controllo pridi qualsiasi abilitazione, pur essendo gli autdella
metodologia.

Il sistema attuale, inoltre, penalizza gli Enti Ricerca che sviluppano saggi di tossicita (progeiail
protocollo metodologico, validandolo e infine nordalo), in quanto non riconosce il valore scieatfidel
risultato e il suo potenziale utilizzo nel mercd#oparte dei laboratori con le relative ricaduteneeniche.

Al contrario, un laboratorio in grado di finanziatepercorso di accreditamento e di sviluppare,ddisttura
semplicemente utilizzare e vendere un nuovo sagglappato da altri, riceve un maggiore riconosaitnea
fronte dell’accreditamento stesso piuttosto chéadgdranzia scientifica del lavoro svolto.

Sarebbe quindi auspicabile definire questa nuovdatita di abilitazione/riconoscimento per il persordi
ricerca e sviluppo dei saggi ecotossicologici (cosap la fase di confronto interlaboratorio), setmlo pero
requisiti specifici per gli enti di ricerca che Viogo dedicarsi a tale attivita.

In via preliminare e propositiva gli autori hanremcordato di prevedere i seguenti steps:
1. Determinare i prerequisiti di partecipazioneldbbratori di ricerca a questo tipo di attivita;
2. Determinare le procedure utilizzate per la deex lo sviluppo dei saggi;

3. Determinare i metodi di controllo delle procesldr sviluppo utilizzate (incluso il processo diigazione);

4. Individuare I'Ente terzo (pubblico o privato)gnado di rilasciare tale abilitazione/riconoscitoen

18



5. Stabilire uno schema di abilitazione dedicale atrutture di ricerca interessate allo sviluppcsaggi di

tossicita.

6. Eseguire I'abilitazione secondo lo schema pteyis
7. Istituire un “albo” di laboratori di ricerca &ikati a questo scopo.

Si tratta pertanto di una sorta di “accreditamentalto ad abilitare/riconoscere i laboratori claho interesse
a sviluppare, validare e normare una nuova metastiotossicologica e che ne consenta la diffusiontliezo
in caso di richieste istituzionali (e/o di riceraplicata).

3.2 Progettazione e pianificazione della sperimentazi@n

In generale, il processo di validazione di un metddhiede una appropriata pianificazione che, dopo
aver definito i requisiti da soddisfare, descrivdacamente il metodo da validare e stabilisce un
programma che indichi:

3.2.1 Prima valutazione dei parametri di validazione

le informazioni deducibili da fonti esistenti (insi norme e leggi);

le richieste dei clienti e/o vincoli legislativi;

il campo di applicazione;

il modello biologico;

i parametri che si intendono valutare per la vaiiolae;

gli esperimenti che si intendono eseguire;

la registrazione dei risultati;

una verifica finale rispetto agli obiettivi;

una dichiarazione di validita del metodo all'interthel campo di applicazione stabilito.

Per la stima dei parametri di validazione di ungsa@cotossicologico, puo essere utile un confronto
con le indicazioni fornite dalle linee guida penétodi chimici (UNICHIM, 179/0:1999; UNICHIM,

179/1:2011) e microbiologici (UNI ENV ISO 13843:&)0

Per un metodo chimico i parametri tecnici di vatidae che occorre valutare in relazione al metodo
in oggetto sono:

selettivita;

specificita;

sensibilita;

intervallo di lavoro;
intervallo di linearita
limite di rilevabilita;
limite di quantificazione;
precisione (ripetibilita e riproducibilita);
accuratezza;
robustezza;

recupero;

incertezza,

giustezza (esattezza).
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Per i metodi microbiologici i parametri da consater(UNI ENV I1ISO 13843:2003) sono:

» scopo e campo di applicazione (elenco delle sitwa= tipi di campioni in cui sia applicabile il
metodo);

» precisione (ripetibilita e riproducibilita);

e linearita;

* recupero;

* limiti operativi (in termini di numero piu bass@gl alto di colonie);

* selettivita;

« specificitd;

* robustezza.
Come si pud notare, metodi chimici e metodi mioptdmici hanno in comune alcuni di questi
parametri tecnici di validazione, con piccole diffieze nelle relative definizioni, comunque derivate
dalla statistica. Si puo quindi ritenere che vatganche per i saggi ecotossicologici i parametnits
precisione (ripetibilita e riproducibilitd); accteaza; robustezza; incertezza; esattezza.

Per altri parametri sono necessarie alcune preécisaZAd esempio, selettivita e specificita sono a
volte utilizzate come sinonimi (Desimoni e Brune2©04). Inoltre, secondo la Guida EA-4/16 rev.0 ,
si tratta di concetti qualitativi che non contrbcono direttamente a fornire informazioni
sull’incertezza (anche se lo studio dell'influerdieeffetti interferenti puo in linea di principicgere
utilizzata nella valutazione dell'incertezza).

Selettivita

E la “proprieta di un metodo di rispondere esclusivameile caratteristica o all’analita che deve
essere misurato, o grado con il quale un metodoquantificare accuratamente quella caratteristica
0 analita in presenza di interferenti.

Come principio generale, la selettivita e suffiteenente buona da ignorare qualsiasi interfereate; |
selettivita contribuisce all’esattezza.

In realtd, un saggio ecotossicologico misura lpassa di unmodello biologicoall’esposizione ad un
campione di prova. Tale risposta, sia essa la cwrazone di un parametro biochimico, il numero di
cellule o la sopravvivenza di organismi, € influsiazcontemporaneamente da tutte le caratteristiche
(fisiche, chimiche, biologiche) del campione, cobi la misura esprime il bilancio tra influenze
negative e positive. Pertanto, se la procedurasdeggiio identifica e descrive chiarameriteffetto
biologico da osservare nel prescrittwodello biologico un adeguato sistema di misura € in grado di
quantificare la risposta con estrema selettivitgha se non puo pero identificare il o gli ageatisali

che inducono la risposta rilevata.

Specificita
Per specificita si intende Igfoprieta di un metodo di rispondere esclusivametite caratteristica o

analita sotto esame”e la ‘capacita di riconoscere esclusivamente il bersaglia rivelare,
distinguendolo da sostanze simili e dalle impurita”

Per i saggi ecotossicologici la specificita &€ deteata dal tipo dmisurandoe dal sistema di misura:
per alcuni, la specificitd deihdpointé molto elevata, ad esempio quando si debbanardesffetti
guantali (es., vivi — morti); in altri, € meno ed¢& (es., quantificazione del livello di un enzima,
quando enzimi simili costituiscono una possibikeiferenza).

Se il saggio ammettendpointmultipli, oppure sistemi di misura diversi perdtesso endpoint, la
specificita pud essere diversa. E il caso ad esewnhgi conteggio algale per il quale la norma 1SO
8692: 2012 ammette che possa essere effettuato:

e con un contaparticelle, in grado di contare pdidcgeriche nel campo dimensionale tra 2y
e 25um;
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e per conta diretta al microscopio;
¢ con un fluorimetro;

e con un turbidimetro;

* con uno spettrometro ottico.

Ciascuno di questi metodi di misura € soggettonéerferenze, anche se a diverso livello, quali la
presenza di cellule algali di specie diverse ddlgu prova, di particelle di altra natura, di sowe
colorate.

Y

Per molti saggi ecotossicologici € particolarmemtportante leffetto matrice “influenza di una
proprieta del campione, diversa dal misurando,autlisura del misurando secondo una procedura di
misura specificata e quindi sul suo valore di masur

Y

Il ruolo dei possibili interferenti & solitamenteinimizzato in saggi corcontrolli positivi (che
utilizzano sostanze di riferimento, raccomandatemortunamente scelte, disciolte nell’appropriato
mezzo di prova), mentre tende ad aumentare pericangmbientali naturali.

Nell’esempio citato del saggio algale, nei campioaiurali possono essere presenti cellule algali di
altre specie, materiale particolato organico odganico, sostanze variamente colorate. In questo ca
e possibile valutare il grado di interferenza e¢ff@hdo in parallelo anche un saggio nel quale, al
campione di prova, viene aggiunta una quantita diotea sostanza di riferimento (fortificazionea L
risposta ottenuta viene poi confrontata con gudillan saggio con ugontrollo positivoalla stessa
concentrazione, ma con il solo mezzo di prova.

Sensibilita

Per sensibilita di un sistema di misura si intefiflequoziente tra cambiamento di un sistema di
misura e corrispondente cambiamento del valorendi guantita che va misurata”.

La sensibilita di un sistema di misura dipendeadallantita da misurare.

Il cambiamento misurato nel valore di una quamt#amisurare deve essere grande in confronto con la
risoluzione.

In termini statistici (ISO 16820:2004)a"sensibilita di una prova é definita dai valoiid, S e pd. g

e la probabilitd di una risposta corretta quandonnesiste una differenza percettibile. pd é la
proporzione di valutazioni nella quale viene rivalaina differenza percettibile tra due prodott.&

la probabilita di una risposta corretta quando ¢sigffettivamente una differenza percettibile”.

In chimica la“sensibilita indica la capacita di registrare urgccola variazione nella concentrazione
di una sostanza nel materiale di prova”.

In questo contesto, la sensibilita solitamentet@&san come la piu piccola quantita o concentrazitbne
un analita che puo essere realmente distinta tiadevdi fondo.

Secondo un’altra definizione ancora, sempre in aiptindica il cambiamento piu piccolo nella
concentrazione che pud essere misurato da una guoaeanalitica”. Una Nota precisa perola’
sensibilitd e calcolata come rapporto della var@s della risposta del metodo alla variazione della
concentrazione dell'analita”.Poiché questo & solitamente arbitrario, dipendestalte condizioni
strumentali, non & utile nella validazione. Tuttayud essere utile nelle procedure di assicurazion
della qualita per stabilire se uno strumento hatpmioni consistenti e soddisfacenti rispetto aol un

standard.

Se la sensibilita indica (UNI ISO 5725-2:2004) tambiamento nella risposta diviso per il
corrispondente cambiamento di una curva standaedattira)”, corrisponde alla pendenza della
relativa curva.

In microbiologia e stata preferita la definiziongN] ENV ISO 13843:2003): ftazione del numero
totale di colture o colonie positive correttameassegnate nella ispezione presunta”
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Nessuna di queste definizioni sembra direttameppdicabile ai saggi ecotossicologici, per i quali |
sensibilitd potrebbe essere invece definita cooagdcita di registrare una piccola variazione nella
risposta di un modello biologico dopo esposiziodaia materiale di prova’lnoltre, per analogia con
la Norma ISO 21572:2013, si pu0 precisata: sensibilitd & la piu piccola risposta di un mtde
biologico che puod essere realmente distinta daipasta del controllo negativo”.

Per ogni saggio ecotossicologico, dunque, € nedesstabilire qual € la differenza minima tra
campione di prova e controllo negativo statisticatmesignificativa rivelabile. Per ogni coppia di
risultati controllo negative- saggio di prova, la differenza minima signifieat(Minimum Significant
Difference o MSD), espressa in percentuale delrobbatnegativo, si puo calcolare in funzione delle
varianze e del numero di dati del controllo negatwdel trattato con la seguente equazione (Thursby
et al, 1997):

2
MSD: tcritico i +
n

o |I\Snm

dovet.iico € il valore di t alla probabilita 0,05 per gli appriati gradi di liberta.

Sulla base di una lunga serie MSD (variabili, inZiwne dei valori relativi delle varianze e del rerm

di dati, entro un certo intervallo), & possibildcotare un valore soglia (Threshold Value TV),
corrispondente al 90° percentile, che identificadignificativita rilevabile”, cioé una proprietaet
metodo utilizzato. Ovviamente, la scelta del petiter{75°, 80°, 90°, ecc.) da usare come soglia
prevede il calcolo della curva di potenza.

La differenza minima statisticamente significatieelabile assume quindi un significato simile a
quello di limite di rivelabilita: Valore della quantita misurata, ottenuto tramiteawtata procedura di
misura, per il quale la probabilita di erroneamemtighiarare assente un componente in un materiale
e pari af, data una probabilitar di dichiararlo presente erroneamente IUPAC raccomanda come
default per e valori pari a 0,05.

Talvolta e usata I'abbreviazione LOD.
Viene sconsigliato l'utilizzo del termine “sensitél’ per “limite di rilevabilita”.

Si noti che, almeno per alcuni saggi, € possilébikre due diverse differenze minime statisticatae
significative. Infatti, solitamente la risposta dabdello biologicoall’esposizione ad un tossico e
peggiore che nafontrollo negativpma per alcunéndpoint alle concentrazioni piu basse, il modello
biologico pu0 rispondere meglio che nel controllegativo frmes). Questo caso si verifica
frequentemente ad esempio nei saggi algali: quémdmncentrazione del tossico nel materiale di
prova e sufficientemente elevata, la crescita algalinferiore a quella del controllo negativo; a
concentrazioni inferiori del tossico, pero, la cigsalgale pud essere superiore a quella del atmtr
negativo. Nel primo caso, si parlatdssicitg nel secondo, ddiostimolazionelLe differenze minime
significative possono essere diverse per le dudotye di risposta e quindi € necessario calcolarle
separatamente per i saggi per i quali la possilditla biostimolazione € gia stata riscontrata.

Intervallo di lavoro

L’intervallo di lavoro pud essere definito comé ¢ampo tra il valore minimo e massimo del
determinando per il quale sono state effettuate@nmer stabilire precisione e bias”

Per i saggi ecotossicologici, l'intervallo di lawotipicamente si estende dalla assenza di risposta
(corrispondente a quella debntrollo negativoo, in caso diormesj alla risposta massima di
biostimolazione) alla risposta massima meldello biologicoPer quest’ultima, non esiste in teoria un
valore massimo assoluto, ma solo il valore mas®ffeitivamente osservato nella casistica di quel
saggio.
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Per ognuno degli estremi dell'intervallo di lavagopossibile ricavare su basi statistiche i valori d
precisione(intra- ed inter-laboratorio) attraverso la paezione a confronti interlaboratorio.

Intervallo di linearita

In chimica, per intervallo di linearita si intendimtervallo di concentrazione in cui il segnaleriza
linearmente con la concentrazione.

In ecotossicologia, invece, la tipica relazione eddsposta non e lineare, ma sigmoide (ISO/TS
20281:2006), ed & descritta dagli opportuni modglbgit, Probit, Weibull, ecc.), piuttosto che
dallequazione di una retta. Pertanto, anche se pamtge della curva dose — risposta puo essere
approssimata da un segmento di retta, I'intenillinearita non pud essere considerato un parametr
tecnico di interesse per la validazione di un saggbtossicologico.

Infine, per i saggi ecotossicologici non é possibiilizzare il parametro tecnicecupero(ISO 5667-
14:1998): frazione di una quantita nota del determinando agta ad un campione che puo essere
misurata da un sistema analitico”.

Il recupero viene calcolato dalla differenza traisultati ottenuti tra una aliquota fortificata del
campione ed una non fortificato ed é solitamenpeesso come percentuale (ISO/TS 13530:2009).

Poiché ildeterminand@ uneffetto biologiconon & possibile fortificare il campione e quindicolare

il recupero Tuttavia, se il saggio lo prevede e riportasuliato atteso per un determinato tossico di
riferimento, saggiando opportunamente aomtrollo positivoé possibile verificare se la risposta e
conforme alle attese per la specifica sostanzafetimento e lo specificanodello biologiconelle
condizioni del saggio.

3.2.2Identificazione delle fonti di incertezza

Per lo sviluppo di un metodo tipicamente le fonti pignificative di incertezza vengono dapprima
identificate con uno studio preliminare e l'inceda stimata da un laboratorio per un determinato
metodo puo essere successivamente applicata,enzasdi modifiche procedurali, ai risultati otténut
con lo stesso metodo in quel laboratorio e quindin nrichiede ulteriori dimostrazioni
(EURACHEMI/CITAC Guide CG 4: 2012).

Per un saggio biologico, lo studio preliminare dgvendere in considerazione le seguenti fonti di
incertezza:

=

il campionamento;

la conservazione del campione;

il pretrattamento del campione;

gli effetti dovuti alla strumentazione utilizzatse(richiesta dal metodo);
la purezza dei reagenti;

la variabilita biologica intrinseca degli organisatilizzati;

le condizioni di misura;

i fattori di confusione;

© 0o N o g bk~ 0D

gli effetti dovuti alla matrice del campione;
10gli effetti del tipo di calcolo;
11la correzione per il controllo negativo;

12 gli effetti dovuti all'operatore;
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13 gli effetti casuali.

3.2.3Quantificazione delle incertezze

La Guida EURACHEM/CITAC CG 4:2012 richiama la diglione tra errore e incertezza: I'errore € la
differenza tra un risultato individuale ed il vadotvero” del misurando (in pratica, tra il valore

osservato ed un valore di riferimento) e quindirewvalore singolo associato a ciascuna misura,;
l'incertezza, invece, assume la forma di un rangatervallo che, una volta stimata per un dato
protocollo metodologico e tipologia di campioneagplica a tutte le determinazioni dello stesso.tip

L'incertezza di misura comprende dunque molti congmdi e varia in funzione delle condizioni nelle
quali viene attribuito un valore al misurando.

Campionamento

L'accreditamento della prova, se la norma relatea richiede specificatamente di coprire questa
fonte di incertezza, puo ignorare il campionamemtme fattore di variabilita.

Se la norma contempla le prescrizioni relative almpionamento, ma il campione viene
indipendentemente raccolto dal committente e sempiente consegnato al laboratorio, l'incertezza
relativa al campionamento, ed in particolare la sygpresentativitad, non pud essere stimata dal
laboratorio. Pertanto, se il laboratorio che eff@tia prova non e lo stesso soggetto che si oadeipa
campionamento, € possibile richiedere I'accreditémesolo per la parte relativa all'esecuzione del
saggio di tossicita. In questo caso, il laborataligorova e tenuto pero ad informare il clientdesul
indicazioni per il campionamento, trattamento eseowazione dei campioni; piu precisamente, il
cliente dovrebbe essere informato, ma cid non tapthe chi riceve il campione prelevato dal cliente
debba assicurarsi che le indicazioni siano stageitee Il laboratorio di prova € comunque tenuto a
verificare che le condizioni del campione al moret¢| conferimento siano adeguate alle istruzioni
date. Il rapporto di prova dovra comunqgue indicgri@ramente che la fase di campionamento non é
accreditata né eseguita dal laboratorio di prova.

Se la norma prevede una specifica modalita di camapnento e questo viene effettivamente eseguito
a cura del laboratorio di prova, il laboratorio pe@munque richiedere il solo accreditamento della
procedura di prova (ACCREDIA RT08 Rev. 02purché sia esplicitata I'esclusione del
campionamento dall'accreditamento e tale esclussaeiportata anche nei rapporti di prova

Infine, se la Norma prevede una specifica modalitaampionamento ed il laboratorio richiede un
accreditamento che include anche questa fase, alanostrare la conformita ai requisiti della
Norma, si dovrebbe procedere alla stima dell'irezzd legata al campionamento.

Le indicazioni relative alle modalita di campionarttesi possono reperire nelle diverse parti della
Norma ISO 5667 (Water quality — Sampling).

| dettagli relativi alla stima statistica dell'imtezza di campionamento vengono approfonditamente
discussi in Eurachem Guide, 2007 (First editiddge of uncertainty information in compliance
assessment

Conservazione dei campioni

Nella stima della tossicita le modalita di conservae dei campioni e, in particolare, il tempo
massimo della loro conservazione prima dell’esemezidel saggio sono fattori critici.

Se non specificati dalla procedura di prova, inegale si deve fare riferimento alla Norma 1SO 5667-
16:1998

La conformita con le specifiche del metodo di proveon tale norma dovrebbe garantire che questa
fonte di incertezza non influenzi significativameiitrisultato finale.
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Pretrattamento del campione

Se richiesto, il pretrattamento del campione éepategrante del metodo di norma. Cio significa che
il suo effetto & stato studiato in precedenzamdeedure indicate sono risultate essere idones@er

il pretrattamento non abbia effetti significativill&ncertezza complessiva. Pertanto, se le presori
sono integralmente rispettate, non € necessariaere in considerazione questo fattore nel calcolo
dell'incertezza (EURACHEM/CITAC CG 4:2012)

Effetti dovuti alla strumentazione

Nella maggior parte dei casi si tratta di inceréedz categoria B (ACCREDIA DT-0002 rev.1) che
possono essere desunte dalle specifiche della esttazione utilizzata (bilance, pipette, spettrometr
molecolare, ecc.). Solitamente 'ordine di grandedizquesto tipo di incertezza & molto inferiora al
variabilita biologica intrinseca degli organismianto da poter essere trascurata nel calcolo
dell'incertezza composta.

Purezza dei reagenti

Il saggio puo richiedere I'uso di reagenti, ad gsienper preparare soluzioni del tossico di rifenitoe
0 per preparare il mezzo artificiale impiegato ipgntrolli negativi.

La purezza dei reagenti e solitamente dichiardtardduttore.

Anche questo tipo di incertezza, di categoria B @REDIA DT-0002:Rev.1), potrebbe essere
trascurata nel calcolo dell'incertezza compostachpe sicuramente inferiore di almeno un ordine di
grandezza rispetto alla variabilita biologica ins&ca degli organismi.

Variabilita biologica intrinseca degli organismi

E indubbiamente la fonte di incertezza pill rileeamipud essere distinta in due parti: la primayatée
alla variabilitd dovuta alla eventuale raccoltaldegganismi in campo, se la norma ne prevede |l
campionamento in ambiente opportuno, oppure atlagmenza e al metodo di coltura/allevamento in
laboratorio degli organismi capostipite; la secodgsende dalla variabilita intrinseca tra organismi
(raccolti in campo o provenienti dalla stessa calallevamento di laboratorio).

La prima fonte di incertezza e discussa nel pafagtala Riferibilita delle misure.

La seconda fonte di incertezza (variabilita intoalatorio) pud essere stimata sulla base delléchepl
previste dal saggio, solitamente 3 o 4, che simgsseguano una distribuzione normale (assunzione
difficile da verificare, data I'esiguita delle régie; comunque, se € noto che i risultati non segua
distribuzione normale, si pud operare una trasfarome logaritmica od altro tipo di trasformazione
appropriata).

Come evidenziato da numerosi circuiti interlabaiatper molti organismi e protocolli differenti, la
ripetibilita solitamente & 5 % e la riproducibilitez 12 % (Tabella 1). Essa, inoltre, indica molto
chiaramente che, per lo stesso protocollo, rigééibe riproducibilita possono essere anche molto
diverse cambiando tossico, modello biologico o emtp

Per il singolo laboratorio la ripetibilita potreblessere stimata sulla base di carte di controligi de
scarti tipo dei controlli negativi.
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Tabella 1 — Dati di variabilita intra- ed interlaboratoriportati in alcune Norme 1SO.

Norma Tossico Scarto tipo ripetibilita  Scarto tipo riproducibilita
CV % CV %
UNI EN ISO 6341: 1999 K¥Cr,0O; 5 50
TPBS (1) 14,4 30
TPBS(2) 12 35
2,4,5-T sale di K 8,3 35,9
ISO 14669: 1999 3,5-diclorofenolo 23 58
36 48
K2Cr,0; 23 42
22 a7
UNI EN I1SO 20079: 2006 3,5-diclorofenolo 15,8 20,7
12,6 19,4
9,4 12,3
16,8 16,0
13,9 13,6
12,2 15,9
12,4 20,8
8,5 13,5
7,6 9,3
UNI EN I1SO 16712: 2007 Bioban 7,9 24,2
Ivermectin — 1° round 6,7 28
Ivermectin — 2° round 8,8 20,2
UNI EN I1SO 15088: 2009 3,4-dicloroanilina 8,7 13,8
25 35
ISO 14380: 2011 ¥Cr,0O; 9,74 23,74
ISO 14371: 2012 CuSebH,0 11,91 30,88

In questo caso, assumendo che i risultati seguadsiribuzione normale, come criterio di controllo
dei risultati si potrebbe utilizzare la distribuaéchi-quadro:

dove:

stp e il valore sperimentale della variabile chi-quadxl numeratore la somma al quadrato degli
scarti dei risultati rispetto al valore medio; @ndminatore il valore della varianza del metodo di
prova (ricavato dalla carta di controllo degli sicpo). Il valore sperimentale deve essere mirmre
uguale al valore tabulato del chi-quadro per lababdita desideratg e per i gradi di libertav
(numeron degli addendi al numeratore meno 1).

Allo stesso modo, per saggi biologici che prevedaltrd tipi di distribuzione (Poisson, binomialé) s
potrebbero applicare le relative formule.

In alternativa, poiché molti metodi normalizzatieyedono come criterio di validita del saggio il
rispetto di un valore prefissato dei controlli nidgae possibile stimare I'incertezza “biologicalilla
base di questo valore. Ad esempio, per la norma@341:2012 tra i criteri di validita dei risultai
specifica che la percentuale di immobilizzazioniecdetrolli di Daphnia magnaia inferiore o uguale

26



al 10 %. Si potrebbe quindi concludere che e tati(efaccettata) una variabilita di £ 10 % sui awliitr
negativi e, per analogia, sui campioni.

Condizioni di misura

In riferimento alle condizioni ambientali del laltorio di prova, quando il metodo da accreditamr no
precisa i requisiti che i locali devono rispettasedeve far riferimento al paragrafo 5.3 della iNar
UNI CEI EN ISO/IEC 17025:2005. In particolare, dbloratorio dovrebbe monitorare, controllare e
registrare le condizioni ambientali che possonluarfzare la qualita dei risultati.

A questo proposito, come indicazioni generali, msSere utile consultare la Norma ISO 5667-
16:1998. Sebbene principalmente rivolta ai critiercampionamento, pretrattamento e conservazione
dei campioni acquosi destinati ai saggi ecotossgiol, questa Norma riporta utili indicazioni
sull’utilizzo di contenitori, apparecchiature e pedure specifiche.

La Norma UNI CEI EN ISO/IEC 17025 definisce i regjtiigenerali per la gestione e la conferma
metrologica delle apparecchiature del laborat@iisegnalano anche le indicazioni fornite dalladgui
Eurachem AML 2013 Accreditation for Microbiologidahboratories.

I metodo di prova da accreditare non sempre descdettagliatamente le caratteristiche di
apparecchiature di uso comune in laboratorio (vettarata, bilance, ecc.), oppure si limita areita
“vetreria tarata di classe A ovvero B”, “bilancichica ovvero analitica”. Sono invece solitamente
dettagliate le caratteristiche di apparecchiatwe ocorrentemente disponibili e/o necessarie per la
specifica procedura di prova. Ovviamente, in qu#sno caso e indispensabile garantire il rispetto
dei parametri normativi.

Quando la Norma non prevede le specifiche di furaieento degli strumenti di normale dotazione
del laboratorio (per pesare, pipettare, portarelame, ecc.), non é sufficiente indicare le spekéi
indicate dal produttore. Bisogna, infatti, rendedsponibile la documentazione relativa alla
valutazione di materiali (es. vetreria tarata dissk A, taratura delle micro pipette) e strumenti d
laboratorio. Tale documentazione non é relativanatodo, ma al laboratorio e si puo, quindi,
precisare nella procedura di prova.

Pertanto, tutte le attrezzature (micropipette,esttdrmometri, termostati, bilance, ecc.) necesgsi
'esecuzione della prova, anche quando non esphente richiamate dal metodo di prova, devono
essere sottoposti a taratura periodica.

Le modalita di controllo devono ovviamente essigrertate nel Manuale della Qualita.

BN

Solitamente I'ambito di variabilita tollerato € pigato nel metodo di norma per ciascuna delle
condizioni ritenute rilevanti (tempo, temperatuesc.). Cio significa che i loro effetti sono stati
studiati in precedenza e, entro il campo permesmu) risultati essere insignificanti. Pertantolese
prescrizioni sono integralmente rispettate, noreéessario prenderle in considerazione nel calcolo
dell'incertezza (EURACHEM/CITAC CG 4:2012).

Per i saggi ecotossicologici la variabilita acdgiteadi alcuni parametri & solitamente indicatalalal
norma. In tal caso, la robustezza del metodo pelrmprametro non é da verificare/dimostrare, perché
si assume sia gia stata provata dallestensora delima. E il caso ad esempio della Norma 1SO
8692:2012 che stabilisce che il saggio algale femdurata di 72 h £ 2 h. Poiché e esplicitamente
prevista una tolleranza di £ 2 h, il laboratoric@tanto tenuto a provare, con le registrazioni dei
rapporti dei saggi, di aver effettuato le letturéeanpi previsti e rispettata la tolleranza indécat

In alcuni casi, anche se il protocollo da accrediteon lo richiede esplicitamente, é invece neciEssa
valutare sperimentalmente i margini di tolleranzx p parametri che potrebbero influire sulla
determinazione finale (pH, temperatura, pesateywpldurata del saggio, ecc.).

Ad esempio, I&NormalSO 6341:2012 stabilisce cheAt'the end of the test period of 24 h (and where
appropriate 48 h), count the mobile Daphnia magnaach container...”.
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Poiché e impossibile garantire che tutte le letuanegano effettuate esattamente alla scadenzatadic
(24 o 48 h), il laboratorio dovrebbe verificare mmentalmente quale tolleranza della durata del
saggio non modifica significativamente i risultfiiali. In pratica, una serie di prove in parallelo
dovrebbero essere “lette” a tempi diversi (in pitiremeno rispetto alla durata stabilita, per genega
stabilire se una tolleranza, ad esempio (24 + tisblta accettabile.

La decisione di effettuare questa convalida speriate va pero lasciata all’operatore che, sulla&ebas
della sua esperienza o di evidenze bibliograficttabilisce quando é effettivamente necessario
convalidare la variabilita accettabile di un partnmeln mancanza di evidenze contrarie, si puo
assumere che la tolleranza accettabile sia lefjataignificativita dell’'unita di misura. Ad esenapise

per la durata del saggio la cifra significativdunita (240 48, si pud ammettere che possa variare di
una unita, e quindi che il campo tra 23-25 ore 7648 ore) definisca la variabilita tollerabile dell

durata del saggio.

Per la temperatura, parametro spesso piu critioichp la velocitd delle risposte biologiche e
direttamente influenzata da questo parametro, & wpiilizzare il criterio dell’approssimazione
numerica: ad esempio, se la temperatura indicatia2& °C, il campo tra 24,51 °C e 25,49 °C puo
essere ritenuto conforme, in quanto tali valorr, @gprossimazione alla cifra significativa, risalia
appunto pari, in entrambi i casi, a 25 °C, cioeadbre indicato dalla norma.

Analogamente a quanto piu volte evidenziato pempreve microbiologiche, anche per i saggi
ecotossicologici spesso si pone il problema chepézifiche di alcune norme siano troppo restrittive
rispetto alle caratteristiche dei termostati utgitz.

UNICHIM ha fornito alcuni chiarimenti in meritd'é possibile mantenere la temperatura di un
normale termostato (ad acqua) entro l'intervallo #i0,2°C; un normale armadio termostatico
dovrebbe essere in grado di garantire una stabitltat 1°C; la valutazione dell'ampiezza reale di
oscillazione della temperatura effettuata direttaweenei contenitori posti a incubare, o comunque in
sistemi che garantiscono una inerzia termica mininmagenere rivela escursioni piu ristrette di
quanto non sia verificato in parallelo con sondéeomometri posti in aria libera. Un controllo cosi
impostato permette di essere piu realistici nelrdef I'intervallo di accettabilita per la taraturali un
termostato’'

Matrice del campione

Si noti che il misurando tossicita intende proprigificare I'insieme degli effetti simultanei dittui
componenti presenti nel campione, noti e non, sodletio biologico utilizzato per il saggio. La
variabilita tra un campione e l'altro, quindi, nea intesa come fonte di incertezza, perché esgame
differente risposta del modello biologico alla carsizione dei campioni.

Fattori di confusione

Per ciascuno dei fattori che possono costituire sorgente di confusione ed indurre falsi positivi,
quali la presenza di solfuri e ammoniaca, dovreddmere stimato sperimentalmente I'intervallo di
tolleranza “biologica” che non provoca scostamsignificativi dal controllo negativo e che quindi
non condizionano la precisione della prova.

Effetti del tipo di calcolo

Quando il calcolo e relativamente semplice, ad es®iih risultato finale prevede solo di calcolare
I'effetto relativo tra campione e controllo negativentrambi rilevati visivamente (conta diretta ldeg

organismi che presentano una determinata caréttari@d es. mobili od immobili), l'incertezza é

legata solo allo strumento utilizzato per il catcétalcolatrice, computer) e comporta una incegezz
probabilmente trascurabile.

In molti casi e perd previsto di stimare una relagi concentrazione effetto. Solitamente, per cateol
I'ECx dalla relazione concentrazione — effetto sdreponibili algoritmi diversi che potrebbero quind
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portare a risultati differenti. Tuttavia, questat®di incertezza non é rilevante se il metodcattalo

e precisato dal metodo di prova normalizzato e cwmue se viene consistentemente utilizzato lo
stesso algoritmo per tutti i risultati. In questasa, l'unico “errore” e quello computazionale
(calcolatrice, computer).

Quando il risultato finale viene misurato con utrareentazione che richiede una calibrazione, l'uso
di algoritmi diversi di calibrazione potrebbe poeta risultati differenti. Ma se viene consistergais
utilizzato lo stesso algoritmo per tutti i risuitBincertezza di calcolo non contribuisce all'imtezza
composta.

I documento ACCREDIA RT-08 Rev.02, al punto 5.2.%precisa‘... Con riferimento all'utilizzo di
fogli elettronici o di altri programmi di calcolo anmerciali, le applicazioni sviluppate dal
laboratorio (formule, macro) devono essere docuaten¢ validate. Si rammenta inoltre che é stato
accertato che alcune versioni di fogli elettronfoirniscono funzioni che utilizzano algoritmi non
corretti, o che arrotondano i risultati in modo noarretto”.

Quindi, se per I'espressione e l'analisi statistiga dati si usano software commerciali, questi si
considerano convalidati solo dal produttore.

Se si utilizzano invece programmi autoprodotti ¢agmpio, basati su fogli elettronici), questi devon
essere convalidati, riproducendo il calcolo con calgolatrice o con un altro software convalidato;
fogli di calcolo possono essere validati ancherarsdo dati noti con risultati noti.

L'utilizzo di strumentazione dedicata, che consetiteottenere i risultati richiesti attraverso una
elaborazione statistica automatica delle lettutesdggio, comporta la richiesta ed il rilascio,pdate
del produttore dello strumento, di una dichiaragiatalla quale risulti che il sistema di calcolo é
validato.

Ad esempio, per la Norma ISO 11348-3:2@6éommercialmente disponibile una strumentaziore ch
consente di effettuare il saggio mediaMibrio fischeri ed ottenere un rapporto di prova, con la
relativa elaborazione statistica. |l laboratorice afichiede I'accreditamento di tale saggio conalett
strumentazione dovra esibire il certificato di daliione del software, oppure validare il calcola co
un altro software validato o riproducendo il catcobn una calcolatrice.

Correzione per il controllo negativo

Praticamente tutti i saggi biologici prevedono liesti relativi alla risposta dei controlli negativi
Poiché i saggi vengono effettuati su un certo nonaerrepliche (solitamente 2, 3, o 4), tanto per il
campione che per il controllo negativo, entramigultati (medi) hanno associato uno scarto tip. P
saggi biologici che prevedono misure in singolmckrtezza del risultato va calcolata sulla badle de
incertezze attribuite a tutte le sue fonti.

Effetti dovuti all’operatore

Questa fonte di incertezza puo essere abbastdazante, soprattutto a causa della manipolazione
degli organismi e/o alla preparazione delle diluizidel campione. Limitatamente ai laboratori nei

quali piu operatori effettuano lo stesso tipo dggabiologici, potrebbe essere organizzato un
confronto intralaboratorio (tra operatori) per cddece una riproducibilita intralaboratorio.

Ovviamente, questa fonte di incertezza € comprebla riproducibilita interlaboratorio (indicata dal
metodo normalizzato o ricavata da circuiti intedligiorio).

Effetti casuali

Gli effetti random dovrebbero essere inclusi auticamente in qualsiasi lista delle fonti di
incertezza.
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3.3 Stima definitiva dei parametri di validazione

Le tecniche utilizzate per la determinazione dpliestazione di un metodo (UNI CEI EN ISO/IEC
17025:2005n0ta 2) dovrebbero essere una combinazione dajleesti:

« taratura della strumentazione e verifica periodiebbuon funzionamento, utilizzando campioni
o materiali di riferimento;

» confronto dei risultati ottenuti con altri metodirmalizzati o non;

« confronti interlaboratorio;

* valutazione sistematica dei fattori che influenzEnmisura e il risultato finale;

« controllo del processo analitico mediante I'elabior@e di apposite carte di controllo;

» stima dell'incertezza associata ai risultati sbldsse della conoscenza scientifica dei principi
teorici del metodo e dell'esperienza pratica.

Piu in dettaglio, in ambito chimico le procedure stmuire, in accordo con la norma UNI CEl EN
ISO/IEC 17025:2005, sono descritte in UNICHIM (109% 179/1). Si segnalano, inoltre, la
pubblicazione di ARPA Emilia Romagna a cura di Tgiaaet al. (2002) e, per le prove
microbiologiche, la norma UNI ENV ISO 13843:2003

Non sono invece attualmente disponibili Linee gydala validazione di metodi ecotossicologici.

La validazione di un metodo ecotossicologico, intasquantificare I'effetto biologico di una o piu
componenti, note od ignote, presenti nel campiopevede una prova documentata che,
nell’applicazione “routinaria” di laboratorio, dirsti che le caratteristiche operative del metodwso
mantenute entro limiti specificati.

In tutti i casi, la sperimentazione deve esserettefita nelle condizioni che riflettono quelle rekl
saggio da accreditare, in particolare per quantzceme ilmodello biologicogli endpoint la matrice
e soprattutto la sua possibile modifica nel tempoesgsario per completare il saggio stesso.

3.3.1 Stima della ripetibilita

La ripetibilita dovrebbe essere stimata attraveusm studio della dispersione dei risultati di
misurazione ripetute in condizioni “estreme stfetbe realta in alcuni casi € necessario stimara un
ripetibilita intermedia con condizioni (di ripetilbd) meno restrittive. Il trattamento statisticei diati e
possibile quando il risultato della prova & esprésgermini quantitativi.

La differenza tra le due ripetibilita & data dalleerse condizioni nelle quali viene valutata lantéo
dell'accordo tra i risultati di misurazioni succegsdello stesso misurando: per la ripetibilitaett,
previsto lo stesso laboratorio, stesso operattgsss strumento, stesso campione (0 stessi canga@oni
a piu livelli di concentrazione di analita), stessedizioni operative, breve intervallo di tempey &
ripetibilita intermedia & previsto lo stesso lalor@, ma operatore o strumento 0 campione/i o
condizioni operative o intervallo di tempo diffetien

Secondo il Documento Accredia DT-0002/6 REV. 0,il"limite di ripetibilita & espresso in termini di
scarto tipo di ripetibilita al livello considerate deve essere determinato mediante un sufficiente
numero di ripetizioni della prova. Il limite di rgtibilitd deve essere valutato a diversi livelli
all'incirca equidistanti nell'intervallo di applicaione di un metodo

In pratica, la prassi sperimentale che il laboratdeve seguire prevede un primo momento dedicato
ad effettuare alcune prove utilizzando, per quassibile, le condizioni indicate o ritenute ottlima

in modo da stabilire i valori dipetibilita stretta Naturalmente, ogni prova dovrebbe essere condotta
con diverse unita ((4 o 5 o piu contenitori) pgelio di tossico considerato.
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Per una normale prova dpetibilita € necessario allestire e condurre parallelameintrsg unita
(contenitori) indipendenti per ogni livello del s3s0 da saggiare, ognuna di esse preparata
rigorosamente (per quanto possibile) nelle stessdizioni ottimali.

Secondo la EURACHEM/CITAC Guide CG 4:201% is important to recognise that not all of the
components will make a significant contributiortie combined uncertainty; indeed, in practice it is
likely that only a small number will. Unless théea large number of them, components that are less
than one third of the largest need not be evaluatatktail. A preliminary estimate of the contritourt

of each component or combination of componentidauncertainty should be made and those that
are not significant eliminated”.

Come in microbiologia, i saggi ecotossicologici gemente ricadono nella categoria delle prove per
le quali non & realizzabile un calcolo dellinceda di misura rigoroso, metrologicamente e
statisticamente valido. La stima dell'incertezziitamente si basa dunque sui soli datiigetibilita e
riproducibilita, idealmente comprendenti ibias ad esempio ricavabili da prove valutative

(proficiency test).

Le componenti individuali dell'incertezza dovrebbeessere identificate e provate essere sotto
controllo, con una stima del loro contributo relatsulla variabilita dei risultati. Alcune componien
quali le pipettate, le pesate o le diluizioni, dev@ssere misurate per dimostrare che il loro ot

sia trascurabile. Altre componenti, ad esempiotddikta del campione e la sua preparazione, non
possono essere misurate direttamente, né statigite valutate, ma la loro importanza deve
comungue essere studiata.

Seguendo questo approccio, le fonti significativieckertezza nei saggi ecotossicologici sarebbero 4

1. la variabilita biologica intrinseca dei modelli kigici;
2. la correzione per il controllo negativo;

3. gli effetti dovuti all'operatore;

4. gli effetti casuali.

Attribuire una stima a queste incertezze e obgattiente piuttosto difficile, se non impossibile,laul
base di considerazioni teoriche, oppure di verifisherimentali appositamente progettate.

Per i saggi ecotossicologici & particolarmentevaifge il paragrafo 5.4.6.2 della Norma UNI CEI EN
ISO/IEC 17025:2005, poichélaboratori di prova devono avere e devono applicdedle procedure

per stimare l'incertezza di misura. In certi caginatura dei metodi di prova pud escludere il cldco
rigoroso dell'incertezza di misura, valido dal pardi vista metrologico e statistico. In questi cési
laboratorio deve almeno tentare di identificaretéue componenti dell'incertezza e fornire una atim
ragionevole, e deve assicurare che I'espressioreridegltato non fornisca un’impressione errata
dell'incertezza. Una stima ragionevole deve esbasata sulla conoscenza del metodo e sullo scopo
della misurazione e deve far uso, per esempiog d=perienze precedenti e della validazione dei
dati.”.

3.3.2 Stima della robustezza

La convalidadei metodi spesso prevede di valutare il parantetnicorobustezzacioé il grado di
insensibilita dei risultati a piccole variazioniposte ad alcuni parametri e ritenute capaci duirg]
sui risultati stessi. A tale scopo, dovrebbero reseffettuate delle prove utilizzando gli intervaléi
valori delle condizioni previste dall'estensoreaimhitati dal laboratorio per i suoi scopi e rigdanti

i parametri di maggior interesse. Piu precisamepés, i parametri che si ritengono importanti,
verranno utilizzati i valori estremi dell'intervalindicato dal protocollo metodologico per stabilge
la ripetibilita strettasia o0 no compatibile con il valore ricavato ingedenza nelle condizioni ottimali.
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Per saggiare leobustezzalel metodo rispetto ad alcuni parametri ritenuiportanti, le diverse unita,
invece di essere in condizioni di partenza ideetiddovranno essere preparate secondo uno schema
definito. Ad esempio, nella tabella 2 é riportate piano sperimentale condotto con 8 diverse
combinazioni di 7 parametri, identificati con lerpe 7 lettere dell’alfabeto. Per ciascun paramé#ro,
lettera maiuscola indica il limite superiore edttdra minuscola il limite inferiore dell'intervallper

quel parametro. Ad esempio, se il parametro A mdiéctemperatura ed il protocollo ammette una
variazione di 25 °C £ 2 °C, cohA si intende il limite superiore, 27 °C, e caril limite inferiore, 23

°C.

Tabella 2 - Otto combinazioni di sette parametri per veafe la robustezza di un metodo analitico
secondo Youden e Steiner (1975).

Parametri Combinazioni
1 2 3 4 5 6 7 8

Ala A A A A a a a a
B/b B B b b B B b b
Clc C c C c C c C c
D/d D D d d d d D D
E/e E e E e e E e E
F/f F f f F F f f F
Glg G g g G g G G g

Risultati S t u % w X y z

E dunque previsto di effettuare contemporaneam8énpgove in singolo, una per ciascuna delle
combinazioni (da 1 a 8) di parametri indicate el 2.

Quindi, il primo saggio verra effettuato con la dimione A per il parametro A/a, la condizione B per
il parametro B/b, la condizione C per il parame@h, ecc. Il secondo saggio sara basato sulla
combinazione 2, e quindi con la condizione A pgraifametro A/a, la condizione B per il parametro
B/b, la condizione c¢ per il parametro C/c, ecc.tldeo saggio, con la combinazione 8, avra la
condizione a per il parametro A/a, la condiziongdy il parametro B/b, la condizione c per il
parametro C/c, e cosi via. Si otterranno cosi8tas (qui denominati con le lettere s, t, u, v,xyy,

2).

Se la norma prevede di calcolare una ECX, intetpalai saggi eseguiti a varie concentrazioni,
verranno effettuati 8 saggi, in singolo, con le borazioni da 1 a 8, per ciascuna delle concentnazio
previste. Infine, applicando I'opportuno algoritnsbptterranno 8 risultati (da s a z) anche peE@i.

Con gli opportuni strumenti statistici, si calcaleno poi ad ogni livello i valori dello scarto tipld
ripetibilitd in queste condizioni.

Un primo confronto tra questo scarto tipo e quedfrolato in precedenza con 8 saggi con i parametri
considerati nelle condizioni ottimali potra forningateria per giudicare se vi siano state variazioni
significative nellaprecisione Successivamente, con un calcolo semplice si pidtare I'effetto da
imputare alla variazione di ciascun parametro. bimfronto di tali effetti rispetto ad un valore arit
facilmente definibile permette di stabilire se unpiu di essi devono essere considerati inaccéteabi
quindi per ridefinire gli intervalli dei parametentro i quali il metodo puo essere ritenuto
sufficientemente robusto.
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Quella descritta & la modalita teorica piu semptieevalutare la robustezza del metodo nei corifront
di 7 parametri; naturalmente, esistono schemi pimpdici per 3 parametri con 4 unita e schemi piu
complessi per 11 parametri con 12 unita

Esempio applicativo di sviluppo e normazione di umetodo.

E stato redatto da parte di ISMAR-CNR di Genovarapato dal Gruppo di Lavoro UNICHIM e normalizzdto
il seguente metodoQualita dellacqua - Determinazione dellinibizionedella mobilita di naupli di
Amphibalanus (= Balanus) amphitrite (Darwin, 1854) (Crustacea: Cirripedia) dopo 24M&h di esposizione
(M.U. 2245: 12).

Il metodo descrive le modalita di esecuzione disaggio ecotossicologico per la determinazione deftgiti
tossici a breve termine (24 h e 48 h) sulla faseala di un organismo marino (nauplii Aimphibalanus
(=Balanus ) amphitriteal 11° stadio di crescita).

Le norme di riferimento che contengono indicaziealide per il metodo sviluppato sono: UNI EN 1SC636
1:2007; UNI EN ISO 5667-16:2001 (Qualita dellacqua Campionamento), UNI ISO 5725-2:2004
(Accuratezza, esattezza e precisione dei risultati)

La stesura del metodo ha posto le sue basi suadiitgtrittura accurata del protocollo di esecueidel saggio
che fino a quel momento rappresentava semplicememtmetodo interno, scritto ad uso degli operadivr,
laboratorio.

I modello seguito nella fase di ristesura & statello di alcuni protocolli ufficiali gia normatiuali ad esempid
UNI EN ISO 6341:1999 (Determinazione dell'inibizondella mobilita dellaDaphnia magna Straus
(Cladocera, Crustacea) Prova di tossicita acuta) o UNI EN ISO 10253&@8aggio di inibizione della
crescita di alghe marine c&keletonema costatuePhaeodactylum tricornutum

E stato, quindi, seguito il medesimo schema pentquaguarda la terminologia utilizzata e la sudslone in
paragrafi. Tale lavoro ha ovviamente previsto [@sifdi revisione da parte dei componenti del Grudp
Lavoro.

O

In parallelo, alla fase di stesura sono state éteguove di calibrazione intra- ed inter-laboraiorLa
calibrazione intra-laboratorio ha previsto 10 ripieni del saggio da parte del laboratorio-guiddMAR-CNR
Genova), eseguite in tempi diversi (da Luglio 2@08ovembre 2008), utilizzando come tossico diinfiento il
Cadmio Nitrato.

La fase di intercalibrazione ha previsto la papazione di 9 laboratori presenti sul territoridi#tao (ARPA —
Ferrara, ARPA — La Spezia, ARPA — Macerata, ISPR%Ino, ISMAR CNR Genova, IAMC CNR Tarantp,
Universita di Genova, Universita di Napoli, ShaneliCoop. Trieste).

Tale esercizio ha previsto in primo luogo una fds#rasferimento delle conoscenze da parte delréboo
guida (ISMAR CNR Genova), consistente in due giterdi training durante le quali il personale coitwda
appreso la metodica di ottenimento delle larve esgicuzione del saggio. A seguito di tale fase, ARMCNR
Genova ha fornito a tutti i laboratori partecipahthateriale necessario per l'allestimento di eottura larvale
presso la propria sede e per I'esecuzione del satjgiossicita sul medesimo tossico di riferime(@admio
Nitrato).

Ogni laboratorio ha pertanto eseguito il saggi@aomamente, eseguendo tre ripetizioni.

| risultati conseguiti mediante intra- e intercedibione sono risultati confrontabili e utili a defe la bonta de
metodo proposto. | valori di Egmedi per le 10 ripetizioni del saggio (intra-cadibione) hanno portato &l
calcolo di un coefficiente di variazione (CV) paril5,8% e 16,9%, rispettivamente dopo 24 e 48taliejalori
rientrano nel range del 14 - 30% definito dal’'UBAcome “accettabile” per la variabilita delle peontra-
laboratorio con diversi organismi modello (US ERAQO0).
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Anche i valori di CV ottenuti a seguito della intalibrazione (pari a 37,0 e 35,4% dopo 24 e 48

rispettivamente) non sono risultati essere maggiericoefficiente di variazione pari al 50% delt@rma ISO
6341:1991, seppur su un maggior numero di labdrpsotecipanti, per la precisione interlaboratate test di
tossicita acuta sDaphnia magnaISO 6341:1996). E stato inoltre calcolato il vala-score un indicatore di
qualita comunemente proposto nelle prove di intdnezione (AOAC & ISO & IUPAC,1987), ottenendo U
valore compreso tra +2 e -2, classificato secoatiodriterio come “soddisfacente” ai fini della wi@zione della
qualita del dato.

Tutta la parte sperimentale eseguita ai fini datbamazione del metodo (comprendente le prove da-ired
intercalibrazione) € pubblicata in Piaztaal, 2012.

In conclusione, il percorso seguito da ISMAR CNRn®e che ha portato alla trasformazione di un neet
interno in norma UNICHIM ha richiesto un notevahepegno in termini di tempo e di personale coinvelticha

presentato alcune difficolta, soprattutto di carattformale” durante la stesura del protocollovetalo adattare

il linguaggio di laboratorio pil comune, con cuingeno normalmente scritti i protocolli interni, &
terminologia ed alle definizioni piu rigide impostai protocolli normativi ufficiali.
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CAPITOLO 4:
VALIDAZIONE SECONDARIA DEI METODI DI PROVA
NORMALIZZATI

La validazione secondaria é la verifica della capati esecuzione della prova da parte del labdmato
rispetto ai vincoli imposti dal metodo (validaziotkel processo).

Il documento ACCREDIA RT-08 Rev. 02, che riporta Reescrizioni per l'accreditamento dei
laboratori di prova specifica:* Quando un metodo normalizzato o ufficiale indicarifgetibilita e
I'esattezza, il laboratorio e tenuto a verificarbe; in condizioni di ripetibilita, le prestazionied
laboratorio siano compatibili con quelle indicateve manchino tali informazioni, il laboratorio deve
determinare la propria ripetibilita e I'esattezzaverificare di mantenerla nel tempo

Quindi, oltre alla determinazione della proprieetipilitd, € necessaria una assicurazione delléitgua
dei dati, la partecipazione a eventuali confronteilaboratorio, nonché la documentazione delle
prestazioni del metodo a lungo termine, ad eserppéalisponendo apposite carte di controllo.

4.1 Determinazione della ripetibilita

Nel documento Accredia DT-0002/6 Rev. 0 sono brergmriportate le modalita (e degli esempi) per
la stima della ripetibilita di un laboratorio pen wato metodo e la sua verifica nel tempo.
L’esecuzione dellprova in doppioviene richiesta dalla norma, per verificare chegatibilita di una
prova rientri nel limite di ripetibilita dichiaratdal laboratorio o indicato dalla norma pertinente.

Infatti, ACCREDIA richiede che}...nelle visite di valutazione si richiede di aliestle prove in
doppio, confrontando i risultati con il limite dipetibilita riportato nel metodo, o con quello che
laboratorio stesso ha determinato a seguito di spentazioni. Per quanto riguarda i rapporti di
prova emessi al termine della verifica, i laboratsono tenuti a compilarli come per prove di roetin
(una sola misura) indicando lincertezza di miswame solitamente stimata, in modo da dare
evidenza di quella che e la prassi quotidiana”

I Documento Accredia DT-0002/6 Rev. O illustra podettagli del calcolo, ponendo particolare
attenzione sulla necessita di verificare ad eseripipo di distribuzione statistica, la presenza d
eventuali outlier, in modo da poter successivamapf#icare le formule statistiche appropriate per i
tipo di dati in esame.

Se i risultati richiesti dalla normativa o dal die derivano da calcoli non specificatamente ptievis
e/o descritti dal metodo normato accreditato, ACOREStabilisce che per stimare la riproducibilita
del laboratorio e per ricavarne l'incerteZzanon & necessario che il laboratorio emetta unochet
interno, ma e sufficiente che abbia una procedurdettaglio con le istruzioni per i suddetti calcol
Un esempio appropriato e quello della Norma ISOLGA.2 a proposito ddaphnia magnaessa non
contempla la possibilitd di calcolare una percdntdaeffetto, mentre il DIgs 152/2006, per le aequ

reflue urbane ed industriali, richiede proprio léssuna della percentuale di organismi immobili. E
dunqgue un calcolo extra Norma, ma non richiede deetaterno.

Ancora, il documento ACCREDIA RT-08 Rev. 02, alggrafo 5.10.3.1. relativo ai Rapporti di prova,
riporta proprio un esempio relativo ad un saggiot@ssicologico:‘In alcuni casi I'incertezza puo
essere espressa come intervallo di fiducia (linmferiore e superiore), come, per esempio, nella
determinazione della tossicita nell’acqua secondoUNI EN ISO 6341, la ISO 8199 per la
determinazione dei microrganismi nelle acque eangditerminazione dell’amianto secondo I'allegato
2 del DM 06/09/1994. Con riferimento al documentd-4&16, sul rapporto di prova deve essere
riportata una dichiarazione relativa al livello fiducia ed al fattore di copertura utilizzato”.
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Essa specifica ulteriormentéSi rammenta che i risultati di prova devono esseredati dalle
relative incertezze quando queste influenzano llatazione della conformita con i limiti”.

Quindi, se il saggio ecotossicologico prevede ilmatdella ECx e dei relativi limiti fiduciali, ques
informazioni esprimono l'incertezza di misura. Nedunque indispensabile calcolare 'incertezza tipo
composta e l'incertezza estesa (Accredia DT-0002A re

La Guida EURACHEM/CITAC CG 4:2012, riporta infattesempio del calcolo dell'incertezza
standard dai limiti fiduciali: per un intervallo & al livello di probabilita del 95 %, poiché per la
distribuzione normale si hat = 1,96, I'incerteztandard & pari a a/1,96; assumendo una distrieizio
triangolare, sara invece\@ e per una distribuzione triangolare saxa/

Permane tuttavia I'obbligo di dimostrare che, agngsio, I'errore delle pipettate o delle pesate & di
entita talmente ridotta, rispetto alla variabiliél saggio, da risultare ininfluente e quindi traabile.

In Ecotossicologia & possibile stimare lincerteaziacategoria A (valutazione dell'incertezza perzeo®
dell'analisi statistica di una serie di osservadiomentre risulta difficile, se non impossibilejnsare una
incertezza di categoria B (incertezza stimata cemzindiversi dall’analisi statistica di serie dsesvazioni).

In particolare, quando sono disponibili delle relpdi di una misura, & possibile calcolare l'inceréetipo
(incertezza del risultato di una misurazione \easpressa come scarto tipo, altrimenti detta dievig
standard).

La Norma UNI CEIl ENV 13005:2000 (“Guida all’espriesge dell'incertezza di misura”) definisce poi calere
incertezze:

- incertezza estesa € la grandezza che definigoeno al risultato di una misurazione un intelwathe ci s
aspetta comprendere una frazione rilevante del&drillizione di valori ragionevolmente attribuibiil
misurando;

- l'incertezza tipo composta o combinata € I'ineera di un misurando Y che non viene misurato tdimente
ma € determinato mediante una funzione di altredgzze, ognuna affetta da una incertezza.

Ma il documento Accredia DT-0002 (Guida per lautarione e la espressione dell'incertezza delle
misurazioni) raccomanda di riportare solo il valde#incertezza estesa.

L’incertezza estesa U si ottiene moltiplicandodéntezza tipo per un opportuno fattore di coperéudefinisce
un intervallo intorno al risultato della misurazéofym - U(y); ym + U(y)] che ci si aspetti comprengran part
della distribuzione di valori che possono essegtorevolmente assunti dal misurando. | limiti siper ed
inferiore dell'intervallo sono quindi Gly=Ym + U ; CLin = Ym—U.

D

Se il misurando y e I'EGCs, in pratica l'incertezza estesa U corrispondeeahisntervallo fiduciale, cioé U
(CLsup— EGp) (oppure U = (EGy CLinr)

Per definizione, in statistica i limiti fiducialuperiore ed inferiore al 95 % sono dati da:

Clsyp=EGo+ thos%

Clint = EGo—Hos%

S =

S
N

dove sgindica I'errore standard della media.

Ne consegue che U 5t s
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Per calcolare U non & necessario conosegggstperché:
Clsuyp- Chyi= (EGso + th,05%) — (EGo— 05 %)

Clsup- Chni= EGyo+ th0sS— EGo + lh05 &

Clsyp- Chi=2bos%

U = (Claup- CLin)/2

Poiché i limiti fiduciali associati ad una ECx gealenente sono noti (o ricavabili, in funzione debdello di
calcolo del’lECx) € molto semplice ottenere l'inteiza estesa U.

E perd necessario verificare prima quale modelo stato utilizzato. La Guida EURACHEM/CITAC GG
4:2012, nell’Appendice statistica E.4, riporta thelicazioni per ricavare l'incertezza utilizzandarietodo deji

minimi quadrati per un modello lineare (approccidizzato ad esempio per la calibrazione di un rde
analitico). Tuttavia, la maggior parte, se nonitutinetodi ecotossicologici raccomandano, peralcolo dellg
ECx, di utilizzare un modello non lineare, in quata relazione concentrazione — risposta solitaensegue un
distribuzione curvilinea. La stessa Guida conferch&, nel caso di evidente scostamento dalla lige
I'approccio tradizionale comporta differenze andfilevanti nella stima della incertezza e pertantm re
appropriato.

Uno dei modelli frequentemente utilizzato in ecetcslogia € quello logit, che prevede una trasfaioree
logaritmica dei dati di input. | limiti fiducialiestituiti dal modello sulla scala originale deiideultano pertant
non simmetrici, mentre lo sono come logaritmi. @ijirse i limiti fiduciali associati alla stima dnUECx sond
simmetrici, I'incertezza estesa U & semplicementemiintervallo fiduciale. Se i limiti non sonargnetrici, il
calcolo va modificato calcolando il log della ECre relativi limiti fiduciali e quindi:

Log U = (logClsyp— 10gCL)/2

U= 10°
s.=U/2
s=5VN

Esempio: Assumendo che il laboratorio abbia ot®rau una scansione di 6 concentrazioni:
ECso = 8,29 mg/L

CLsyp= 10,29 mg/L (semiintervallo 2,00)

CL;ys = 6,68 mg/L (semiintervallo 1,61)

Limiti non simmetrici !

Passando ai logaritmi:

Log EG; = 0,918554531 mg/L

Log CLg,p=1,012415375 mg/L (semiintervallo 0,093860844)
Log CLi,s = 0,824693686 mg/L (semiintervallo 0,093860844)
Limiti simmetrici !

Quindi si ricava che:

Log U = (logClLs,p— logCLiy)/2 = 0,093860844

U =1,241254524

s = U/2 =0,620627262

s=5VN =1,520220112
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CV % = 100*s/media = 18,34

Se il calcolo della ECx € invece basato sul mod&tobit, anche passando ai logaritmi i limiti fidhlc
rimangono asimmetrici, perché il calcolo si basarsudliverso algoritmo. In questo caso, i calcoliso

I = ECso— Clins

S = Clap— EGo
Log U = (logl + logS)/2
U = 1g°e

Esempio: Assumendo che il laboratorio abbia otensti una scansione di 5 concentrazioni, con il atho
Probit, una Eg pari a 0,50 mg/L :

CLsy= 0,54 mg/L (semintervallo S = 0,04)
CLin= 0,47 mg/L (semintervallo 1 =0,03)
Quindi limiti non simmetrici.

Passando ai logaritmi:

Log EGy= - 0,301029995 mg/L

Log Cls, - 0,26760624 mg/L (semintervallo 0,033423755)
Log CLi,= - 0,327902142 mg/L (semintervallo 0,026872147
Limiti ancora non simmetrici.

Allora:

Log U = (logl + logS)/2 = (log 0,03 + log 0,04)/2(<4,522878745 -1,397940009)/2 = -1,460409377
U =0,034641016

s = U/2 =0,017320508

s = s VN =0,038729833

CV % = 100*s/media = 7,75

Se il modello di calcolo della ECx prevede un attpm di trasformazione dei dati, sara necessaiiizzare lg
opportune correzioni.

Se il modello non é noto, si pud optare per un deetwon parametrico, basato sulla disuguaglianzd eV
(Oswer, 2002), se I'asimmetria dei dati non € esigasente elevata.

La disuguaglianza prevede che:

CLgy, = media + ’% -1 (\%)

(CLgyp — media)VN

S =

Se = \/_N

U=2s

Esempio: su 31 concentrazioni, si € ottenuto ung &®,59 mg/L ed un Cly, (e = 0,05) di 16,7.
In base alle formule sopra indicate, si ottiene:

s =9,081835833 CV% = 94,70

S = 1,631145868
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U = 3,262291736

L’equazione U = 2 gpermette di stimare l'incertezza estesa anché nigrltati di un singolo saggio di tossicita,

sulla base dei valori ottenuti per le diverse i

Per dati di tipo continuo, quali ad esempio quettenuti con un saggio di tossicita, € sufficientdcolare

I'errore standard della media, pari alla deviazistendard s delle repliche, diviso la radice quaddal numerp

delle repliche N, e moltiplicare per 2.

Esempio: in un saggio algale, su 6 repliche (N =si6§ ottenuta una percentuale di inibizione mehtita
crescita algale 1% pari al 19,72 %, con una dewiazistandard s = 7,32.

L’errore standard della media é:
s=s/IN=299
U=25=5,98

U % = 100 U/I% = 30,32

Per dati di tipo quantale, ad esempio il saggiongdinobilizzazione co®aphnia, si possono avere solo mobili pd

immobili. Il risultato di un saggio € espresso aalfoporzione p = numero immobili/numero totalestosti n.

Si deve quindi utilizzare la distribuzione binoreiathe & caratterizzata da una speranza matenfspieaso

indicata come media o valore medio) E = np e davamianza’s= npq, dove q =1 —p.
Quindi, s =Vs* = Vnpq.

Esempio: in un saggio cdvaphnia, con 4 repliche, si ottengono 7 immobili su urakedi 20 esposti.

p = 7/20 = 0,35
q=1-p=0,65
E=np=7

s = npq = 4,55
s=Vs"=2,13
s.=V(pg/n) = 0,11
U=25=0,21

U % =100 U/E = 3,05

Infine, la Guida EURACHEM / CITAC CG 4 (2012) rigaruna procedura di stima dell'incertezza basdta
simulazione di Monte Carlo, che utilizza un algmat per generare una serie di stime della ECx cheos® |
distribuzione di probabilitd che si suppone abld@ardlazione concentrazione — risposta da indadaas
deviazione standard di tutti i risultati cosi sttntarrisponde all'incertezza standard.
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4.2 Assicurazione della Qualita dei dati

La norma UNI CEI EN ISO/IEC 17025 prevede procediireontrollo della qualita del risultato per
monitorare la validita delle prove effettuate. Betd il Laboratorio dovrebbe pianificare il tipo di
controlli e la relativa frequenza che intende adetiper monitorare i propri risultati, in funziodel
tipo e del volume delle attivita svolte attraveusm o piu dei seguenti approcci:

e l'utilizzo regolare di materiali di riferimento déicati e/o la tenuta sotto controllo della
qualita interna nell’utilizzo di materiali di rifenento secondari;

» la partecipazione a programmi di confronti inted@torio o prove valutative;

e laripetizione di prove utilizzando metodi identicdifferenti;

» |'effettuazione di nuove prove sugli oggetti conser,

* la correlazione di risultati fra caratteristicheeatise di un oggetto.

Tale controllo esteso nel tempo produce una sédatdche trattati attraverso strumenti statisés.
carte di controllo) consentano di evidenziare eva@ntendenze significative. Qualora i risultatitalii
monitoraggi non siano conformi ai criteri di acaéttita stabiliti il laboratorio dovrebbe valutale
cause e stabilire azioni correttive per prevenire siano riportati risultati non corretti.

Per i saggi ecotossicologici le misure devono rssreEmente essere riferite ad organismi
precisamente identificati (classificazione tassoeajned in condizioni vitali spesso precisate dalle
Norme stesse per quanto concerne eta, sesso, ioomdizalimentazione ed allevamento, ecc.

Ad esempio, la Norma UNI EN ISO 16712:2005, al puil.3 (Source) stabilisceAll amphipods
used in a test shall be derived from the same atipul and source. Test organisms can be either
recently collected from an area in which contamisaare at or below background levels, or
organisms can be cultured in a laboratory [11], [LR18]".

Per organismi raccolti in campo occorre, dunquegr un registro che documenti la data di raccolta,
I'area di provenienza e, soprattutto, una caraizadione dei sedimenti nativi che dimostri la ieéat
assenza di impatto antropico. Se gli organismivdeo invece da allevamenti (o colture) di
laboratorio € necessario documentare, tramite utaighiarazione, la descrizione della metodologia
seguita per I'allevamento/coltura, precisando gjoré dei capostipiti degli organismi. Se questicson
stati raccolti in campo, valgono le indicazionicdi al periodo precedente; se, al contrario, sdai S
ottenuti od acquistati da un fornitore, la docuragine dovrebbe includere anche una dichiarazione
dello stesso fornitore.

In alcuni casi é la stessa norma ad indicare alpassibili fornitori (ISO 8692:2012): si tratta per
soltanto di una indicazione intesa a facilitarereperimento degli organismi capostipite, non
vincolante. Infatti, tali organismi possono essettenuti anche da altri fornitori qualificati, pime
guesti siano in grado di documentare la conforrait&equisiti della Norma per quanto concerne
I'identificazione tassonomica e, se previsto, stata, sesso, ecc.

Per quanto concerne le condizioni di allevamentos@no prescritte come vincolanti dalla Norma,
ovviamente devono essere rispettate in tutti iipecht registri di laboratorio devono documentaxe |
conformitad. Se, invece, non sono vincolanti ma geamente indicate, ad esempio rimandando a
pubblicazioni specifiche, la procedura effettivateeseguita dal laboratorio deve essere chiaramente
descritta, documentando gli elementi caratterizzgatl esempio la misura del fotoperiodo e
dell'illuminazione, specificando la variabilita aressa, la frequenza di verifica, ecc.).

Eventuali difformita dalla procedura consigliatavoieo essere opportunamente motivate, ad esempio
con riferimento a pubblicazioni piu recenti di daetonsigliata che dimostrino come la variazione
introdotta comporti un miglioramento (tecnico, eoonco, temporale) e dimostrando che gli
organismi ottenuti rispondono comunque ai requigitievisti dalla Norma proposta per
I'accreditamento.
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4.2.1 Procedure di controllo

Nell’ambito delle procedure di controllo da consate troviamo la regolamentazione sull’'utilizzo di
materiali di riferimento (certificati); il confronttra tecniche indipendenti; la partecipazioneturnlisdi
sviluppo/validazione di metodi o di caratterizzamali materiali di riferimento; I'uso di misureénte

di controllo della qualita; altri confronti intemtralaboratorio (ad esempio analisi di campionclaip

Nel caso dei saggi ecotossicologici non esistoriemnadi di riferimento per il misurando tossicitaa
e possibile stimare ripetibilita e riproducibiliger tossici di riferimento specifici, indicati daletodo
normalizzato o ricavati da circuiti interlaboratorPer quest’ultimo aspetto occorre evidenziare iche
assenza di enti accreditati per la realizzaziongrduiti interlaboratorio per il misurando tossigila
questione di quali circuiti possano essere ritemettittabili/leggittimi, rimane aperta.

A titolo informativo si ricorda che un rilievo dion conformita pud dipendere anche da una non
corretta gestione dei materiali di riferimento (redso di saggi ecotossicologici, i tossici di
riferimento). Ad esempio, il laboratorio deve canfare che il materiale di riferimento viene
utilizzato per i saggi ecotossicologici e non déar acopi.

Per quanto concerne il confronto tra tecniche iewlifenti, essendo i saggi di tossicita metodi egipiri
questo criterio non puo essere applicato.

L'uso di misure interne di controllo della quaktaertamente un modo molto efficace di garantire la
bonta delle prestazioni del laboratorio ed & spgssuisto dalle norme. Ad esempio, per la nuova
edizione della Norma ISO 6341:2012, la sensibilieggli organismi deve essere sistematicamente
verificata determinando la EC50 a 24 h con il wsgli riferimento dicromato di potassio. Questa
verifica va necessariamente effettuata entro urerda'esecuzione dei saggi su campioni di prava. |
pratica, quindi, il laboratorio che effettua il gim su basi routinarie avra a disposizione molti da
(controllo di qualita interno) e di conseguenzadgg@roporre una ridotta frequenza di partecipazéne
confronti interlaboratorio.

La partecipazione in studi di sviluppo/validaziotiemetodi o di caratterizzazione di materiali di
riferimento e l'uso di misure interne di contradlella qualitd sono importanti elementi per dimastra
l'esperienza del laboratorio.

Nei confronti interlaboratorio viene talvolta dibtiito un campione cieco (naturale o artificiale) s
guale i laboratori partecipanti determinano laitigssecondo il protocollo metodologico specifecat
dagli organizzatori del circuito. La corretta detarazione della tossicita di un campione cieco € un
altro importante elemento per garantire le capatgtdaboratorio.

4.3 Partecipazione a confronti interlaboratorio

Tra i requisiti previsti dalla UNI CEI EN ISO/IEC7025:2005 per il controllo delle qualita del dato é
previsto (ove applicabile) che il laboratorio paipe a prove valutative interlaboratorio (Proficogn
Testing PT).

La Norma UNI CEl EN ISO/IEC 17043:2010 ed il documee ACCREDIA RT-08 Rev. 02, a
proposito dell'Assicurazione della qualita dei It di prova e taratura, stabiliscono che:

"Il laboratorio deve, ove possibile, rivolgersi adganizzazioni di confronti interlaboratorio che
operino in conformita alla norma UNI CEI EN ISO/IEC/043 (per esempio rivolgendosi ad
organizzazioni accreditate per tale attivita oppurke dichiarino di operare in conformita alla
suddetta norma). | laboratori devono comunicareACICREDIA la loro partecipazione a confronti
interlaboratorio, tenendo a disposizione degli ispe, ed inviando su richiesta di ACCREDIA una
sintesi dei risultati forniti, i valori di riferimeto ed i criteri di valutazione dell'organismo
organizzatore del circuite vedi RT-24ev. Q
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La partecipazione a circuiti interlaboratorio pudsere richiesta da ACCREDIA a laboratori in corso
di accreditamento o gia accreditati come elementovdlutazione per la concessione o |l
mantenimento dello stesso".

La citata Norma UNI CEI EN ISO/IEC 17043:2010 edrRégolamento ACCREDIA RT-27: rev. 0,
definiscono il confronto interlaboratorio comeé:..organizzazione, prestazione e valutazione di
misurazioni o prove sugli stessi materiali o su enali simili, da parte di due o piu laboratori in
conformita a condizioni prestabilite

| risultati dei confronti interlaboratorio e delfmove con materiali di riferimento devono essere
sistematicamente riportati in apposite carte diratio.

L'organizzazione dei confronti interlaboratorio debbe tener conto delle indicazioni fornite dalla
Norma UNICEI EN ISO/IEC 17043:2010 e dalla ISO 13528:200%articolare, va sottolineato che,
secondo quanto previsto dalla Norma UNI ISO 5728420n corretto confronto interlaboratorio
dovrebbe vedere la partecipazione di 8 — 15 laboratiascuno dei quali con pregressa esperienza di
applicazione del metodo in esame.

Ulteriori indicazioni vengono infine fornite dal demento Accredia RT 24 rev.l. Ad esempio
vengono previsti diversi tipi di confronti:

a) Prove valutative proposte da organizzatori indigerid(in conformita ai requisiti della UNI
CEI EN ISO/IEC 17043);
b) Prove valutative organizzate dallEA, dallAPLAC,puure offerte nellambito della
cooperazione internazionale;
¢) Audit su misure (effettuati dagli ispettori tecni@l corso delle visite di valutazione, quando
sono disponibili materiali di riferimento certificg
d) Prove valutative basate su confronti bilateraliaftp non siano disponibili altri tipi di
confronti interlaboratori In questo caso, poiché& mopossibile un trattamento statistico dei
dati, data I'esiguita degli stessi e la non rapgméstivita, i risultati vengono ritenuti poco
significativi).
Per quanto concerne l'elaborazione statistica idaltati delle prove valutative interlaboratorio, e
richiesto che vengano documentati e validati iesistdi calcolo (fogli elettronici, programmi
commerciali, applicazioni sviluppate dall'organizea, quali formule, macro, ecc.). Pertanto, cdide
una registrazione della validaziondgVono essere condotti sistematici controlli pesi@agarsi che il
programma di calcolo utilizzato sia idoneo per fgesifica prova valutativa

La Norma Europea UNI EN 16101:2012 descrive i ppinmformatori e le metodiche da seguire,
compresa l'elaborazione statistica dei risultagi, prganizzare il confronto interlaboratorio tenend
conto del livello richiesto di confrontabilita tiadividui e laboratori; del tipo di dati generatiu@ntali

o continui); della comprensione della distribuzimtatistica soggiacente a questo tipo di dati;edell
fonti di variabilita del metodo.

Sebbene recentemente siano state condotte prertabdratorio organizzate da diversi soggetti (tra
cui ISPRA), & da osservare che queste hanno avutocarattere non continuativo ed aperto alla
partecipazione sia di laboratori pubblici che pijvapertanto, la partecipazione a circuiti
interlaboratorio rimane un fattore particolarmeatiico nel caso dei saggi ecotossicologici, per la
obiettiva scarsita di organizzazioni ufficialmentmnosciute.

A tal proposito, in considerazione del ruolo igtitnale che ISPRA riveste sul piano nazionale anche
in rapporto alle Agenzie Regionali, & evidente pheallelamente alla progressiva delineazione del
percorso di accreditamento, il Sistema Nazionatelgpdrotezione del’Ambiente dovra chiarire ed
assumersi un ruolo sempre piu attivo e di riferitoén questo ambito.

E particolarmente importante ricordare che la pigzione a confronti interlaboratorio non & lirtata
all'occasione dell'accreditamento del saggio irmesal documento accredia RT-24 rev.l1, infatti,
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chiede la partecipazione a prove valutative inbenatorio e che il numero minimo di partecipazieni
frequenza di tali partecipazioni vengano prevemtisate concordate. Questo punto e ulteriormente
discusso nel documento EA-4/18 Rev.0. In pratidalaboratorio propone all'organismo di
accreditamento un proprio programma per il suceesguadriennio, tenendo conto delle proprie
procedure di controllo di qualita, del livello dschio, del tipo di PT disponibili, delle eventuali
prescrizioni legislative. ACCREDIA deve preventivame approvare questo programma per poi
seguire il suo regolare svolgimento.

4.3.1 Livello di rischio

I numero e la frequenza delle partecipazioni afrommi interlaboratorio dipendono dal rischio
presentato di una non corretta esecuzione dei saggiovviamente funzione del tipo di prova e dalla
metodologia utilizzata.

Questo rischio pud essere stimato tenendo contowdakero di prove effettuate, dall'esperienza del
personale, dalla riferibilita delle misure, dalanoscenze della stabilitd/instabilita della procaddal
successivo utilizzo dei risultati delle prove (ag@mpio, se devono assumere un valore legale).

4.3.2 Tipo di prove valutative interlaboratorio disporiib

Secondo il documento EA-4/18 Rev.0 le prove vaikgainterlaboratorio che vengono accettate da
ACCREDIA possono essere presentate da organiziamiolipendenti, oppure come esercizio
collaborativo tra un numero adeguato di laboratori.

L'attuale situazione, tuttavia, potrebbe essereetiilsile di notevoli cambiamenti nel prossimo fatu

in quanto ACCREDIA nel 2011 ha redatto il Regolatoehecnico RT-27 rev. 0, che, sulla base della
Norma UNI CEl EN ISO/IEC 17043:2010, descrive glereenti che ACCREDIA prendera in
considerazione per verificare "a.lcompetenza tecnica e gestionale dell'organizeattr prove
valutative interlaboratorio a progettare, organizeae gestire le prove indicate nello scopo
dell'accreditamento, e l'attuazione di un sistensatipnale per la qualita allineato ai principi dell
ISO 9001:2008 Il Documento RT-27 rev. O stabilisce, inoltrehecil regolamento tecnice
applicabile a tutti gli organizzatori di prove vdhtive interlaboratorio non vengono cioé
contemplate eccezioni e gli organizzatori di preakutative interlaboratorio di centri di ricercartno

gli stessi obblighi di quelli commerciali.

Si puntualizza inoltre cheAl fine di ottenere e mantenere l'accreditament@igjanizzatori di prove
valutative interlaboratorio devono dimostrare disese conformi a tutti i requisiti delle norme
applicabili, ad eccezione di quelli dichiarati napplicabili, a seguito di debita e documentata
motivazione, per tutte le attivita previste nelthema della prova valutativa interlaboratorio; sara
inoltre verificata la competenza tecnica (formasaaddestramento del personale, validazione dei
metodi utilizzati nello schema della prova valutatinterlaboratorio, riferibilita delle misure, egt.

Purtroppo, per i saggi ecotossicologici attualmertte esistono provider di confronti interlaboratori
accreditati secondo la Norma UNI CEI EN ISO/IEC 432010. Pertanto, almeno in via provvisoria,
possono essere accettati anche i risultati di ange@pazione ad un interconfronto condotto secondo
quanto previsto dalla Norma UNI ISO 5725-2:20@8l anche a confronti interlaboratorio non
conformi a tale Norma, condotti da un consorzidathoratori, utilizzando un protocollo di prova
concordato per il saggio da accreditare.

Infine, se linterconfronto non & effettuato speeifamente con il protocollo in accreditamento,
possono essere accettati anche i risultati didotéronti tra metodi diversi. In questo caso, peiéne

richiesto di aumentare la qualita interna del datm prove addizionali. Va sottolineato, comunque,
che gli interconfronti autogestiti sono normalmestonsigliati, perché difficiimente & possibile
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fornire garanzie sulla stabilita ed omogeneitda dampioni, nonché sulla gestione dei dati
(interpretazione statistica).

4.3.3 Prescrizioni legislative

La frequenza della partecipazione a confronti labaratorio puo essere prescritta per legge penalc
tipi di prove. In questo caso, ovviamente, la paogmazione non pud essere inferiore a quella
richiesta, ma eventualmente pud prevedere unadregusuperiore, in particolare per prove per le
quali il livello di rischio e elevato.

Attualmente, per i saggi ecotossicologici non evigta per legge una specifica frequenza di
partecipazione a confronti interlaboratorio.

4.3.4 Ulteriori elementi per la programmazione della fjaenza di partecipazione a
confronti interlaboratorio

Secondo il documento EA-4/18rev.0 il laboratoriosrétbe partecipare a PT specifici per ciascuna
tecnica di misura, proprieta misurata e tipo di gimme.

Nel caso dei saggi ecotossicologici la tecnica @uma e la proprieta misurata sono definiti dal
protocollo operativo. Quindi, il confronto interlafatorio da utilizzare € quello che prevede I'mtib
dello stesso protocollo operativo da parte di tutaboratori. In cio, il confronto interlaboratori
differisce da quelli utilizzati in chimica o micrmbogia, dove € ammesso l'uso di protocolli divessi
consentono la misura dello stesso parametro (si &ddesempio la Norma ISO 5725-6/Cor 1: 2001).
Si ribadisce infatti che, per i saggi ecotossicimiog determinanddossicitaé strettamente dipendente
dal metodo di misura e protocolli operativi divergicessariamente comportano una differenza nei
valori numerici stimati.

Per il tipo di campione il documento EA-4/18 revafmette che campioni aventi matrici simili
possano essere considerati equivalenti; in praged,saggio viene effettuato ad esempio su campio
acquosi, il confronto interlaboratorio pud essevasiderato valido indipendentemente dal tipo di
matrice (acque superficiali, effluenti, ecc.). Mailscampo di applicazione del saggio ammette wiatri
diverse (acqua, fanghi, sedimenti, ecc.), tale isagy0 essere accreditato solo per la matrice
specificata e con partecipazione ad un confrontlaboratorio condotto su quella specifica matrice

Per l'accreditamento del saggio per una matriderdifte, si richiede pertanto la partecipazionerad
ulteriore confronto interlaboratorio.

4.4 Carte di controllo

Le carte di controllo sono strumenti statistici perontrollo della qualita che devono essere a#dte
per confrontare lo stato attuale di un processo looiti, basati sulle prestazioni precedenti, che
tengono conto della variabilita intrinseca di qoedcesso.

In ecotossicologia, ad esempio, le carte di cdotrpermettono di verificare se la risposta di un
modello biologico in un saggio di tossicita € confabile con quella normalmente riscontrata nei
saggi dello stesso tipo effettuati in precedenzbo r&esso laboratorio di prova con lo stesso
protocollo metodologico.

ISO ha pubblicato le seguenti Norme sulle cartoditrollo:
e 1SO 7870-1:2014 - Control charts -- Part 1. Genguadeline;
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* ISO 7870-2:2013 - Control charts -- Part 2: Shewbantrol charts, principalmente utilizzate
per verificare lo $tato di controllo statisticoo come strumento di accettazione di un processo
(anche se non sono state specificatamente stymintpiesto scopo);

* [ISO 7870-3:2012 - Control charts -- Part 3: Accepéacontrol charts, specificatamente
studiate come strumento di accettazione di un geace

Il laboratorio di prova deve costantemente veriicehe il processo, cioe nel caso specifico I'msie
delle operazioni necessarie per effettuare un eaggotossicologico, sia in uno stato di controllo
statistico, con I'eccezione della variabilita cdsu&e la variabilita manifestata € superiore dlgue
che in precedenza risultava associata a variazioitamente casuali, il processo deve essere
considerato fuori controllo.

Tale verifica consiste nel confronto di valori elamenti di misure statistiche, cioé misure soggedte
errori legati al campionamento e/o ai processiiguna.

Il confronto pud essere effettuato utilizzando wtaedo grafico, oppure tabulare.

Le carte di controllo si applicano sia a datifiabili”, sia a dati di attributi”. Per dati di variabili si
intendono le osservazioni ottenute misurando estregiido la grandezza numerica di una caratteristica
per ciascuna delle unita nel gruppo in osservaz{enpresuppongono quindi una scala continua di
qualche tipo); i dati di attributi, invece, sono deservazioni ottenute annotando la presenza (o
assenza) di qualche caratteristica od attributtiaecuna delle unita del gruppo sotto osservazione
contando quante unitd posseggono (0 non possegdaittoiputo, o quanti eventi si verificano
nell’'unita, gruppo, area o volume del campione.

Le misure statistiche utilizzate si distinguononiisure di posizione ed in misure di dispersione; le
prime, ad esempio medie e mediane, permettonorificaege se c’é ungpostamentoelle prestazioni
del processo, mentre le seconde, quali range ®dqao (deviazione standard) rilevano un eventuale
cambiamentamella variabilitd entro gruppi.

Per la maggior parte delle carte di controllo pariabili, si assume la distribuzione normale e
vengono riportate in grafico le medie. Il presugpcgatistico si basa sulla considerazione chan&a
casi eccezionali, le medie tendono a seguire l&illizione normale anche se le osservazioni
individuali non sono normalmente distribuite (Teneedel Limite Centrale). Cio rende ragionevole
assumere la normalita per carte basate sulle maadbe per piccole dimensioni dei campioni (4 0 5)
nel valutare i controlli (altri Autori, tuttaviajtengono che il Teorema del Limite Centrale sicdeal
per n> 30).

Per un uso corretto delle carte di controllo pefaldli, € necessario utilizzare entrambi i tipicdirte
di controllo, di posizione e di dispersione.

Per i dati di attributi si usa invece una solaaalitcontrollo. Infatti, unag” chart (carta di controllo
della proporzionep di qualche classificazione specificata) & basatk glistribuzione binomiale,
invece che sulla distribuzione normale assunta pati di variabili. Poiché lo scarto tipo (o l'ere
standard}, di una proporzione e:

$ = Vp(1-p)/n

e quindi dipende solo da(numero delle osservazioni)pe non € necessario preparare una carta di
controllo separata psg.

Sempre per i dati di attributi € possibile optaee pna carta di controllo “c” (doweindica la conta
degli eventi di una classificazione data), che satsmsulla distribuzione di Poisson. In questo taso
scarto tipo (o errore standargl)é coincidente con, quindi non avrebbe senso preparare una carta di
controllo separata per la variabilita.

Tutte le carte di controllo prevedono criteri patdntificazione di due tipi di limiti: il primo @ion
limit) segnala la necessita di una azione, perthpgocesso e fuori controllo; il secondo (warning
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limit) richiama l'attenzione quando il processor pesendo ancora in controllo, mostra una tendenza
statistica verso un fuori controllo. Entrambi i tinsono basati su multipli di, I'errore standard della
statistica considerata, a sua volta derivata dhdlaazione standard entro gruppi, oppure sono ibasat
su un multiplo del range come misura della vari@bfed in questo caso non serve I'errore standard)

Le carte di controllo richiedono che i dati vengantenuti campionando un processo ad intervalli,
temporali (es., ogni settimana), o quantitativi,(@er ogni lotto di organismi), approssimativaneent
regolari.

| dati ottenuti vengono sistematicamente confrontanh quelli prefissati, nel caso il protocollo
metodologico utilizzato prescriva anche una statistli posizione e/o dispersione, oppure una
disposizione legislativa imponga valori specifici.

Se, al contrario, non sono previsti obiettivi st@ti, sulla base della serie pregressa di ossemnaz
viene calcolata una statistica di posizione; per diavariabili, ad esempio relativi alla misurallde
densita algale, ma non per i dati di attributi,em@&mpio il conteggio di vivi e morti in un saggio d
tossicita letale, viene inoltre calcolata una sta@ di dispersione. Queste statistiche vengono
sistematicamente aggiornate ogni volta che viemguatp una osservazione, confrontandola con le
statistiche precedentemente calcolate.

In entrambi i casi & cosi possibile verificare gl@aana osservazione rientra nei limiti di contrdio
attenzione e di azione). Questa non e pero l'ucocaizione per assicurare che il processo rimanga
effettivamente in controllo. Infatti, per identifice correttamente le possibili cause di un fuori
controllo &€ necessario esaminare I'andamento casipie di tutti i dati. Le Norme 1SO 7870-1:2014,
ISO 7870-3:2012; ISO 7870-4:2011, 1ISO 7870-2:2013@ 7870-5:2014 offrono tutte le indicazioni
sull’argomento, ma I'analista dovrebbe comunquetare attenzione a qualsiasi andamento insolito.

A titolo informativo, si ricorda che & possibilealiezare carte di controllo anche per dati indiwliju
sebbene siano molto piu sensibili a cambiamentigasoali rispetto a quelle per le medie.

Il sistematico uso delle carte di controllo offrendue un potente strumento statistico per verdicar
che le prestazioni del laboratorio di prova siaowststentemente accettabili.

Per i saggi ecotossicologici € necessario reakzdanque le opportune carte di controllo (per diti
variabili o per dati di attributi), tanto per i doolli negativi che per i controlli positivi: quellper i
controlli negativi consentono di verificare che gano rispettati i criteri di validita spesso indica
dalla norma in accreditamento (ad esempio, demdifale minima da raggiungere al termine del
saggio algale, oppure sopravvivenza minima neirotinhegativi in un saggio di tossicita letale);
quelle per i controlli positivi che venga stimatwrettamente I'effetto valutato dal saggio (ad ggem

la ECx o la percentuale di effetto osservata pex determinata concentrazione di un tossico di
riferimento).

4.5 Qualifica degli operatori e mantenimento della loracompetenza

La Norma UNI CEl EN ISO/IEC 17025:2005 stabilisckecla direzione del laboratorio deve
assicurare la competenza degli operatori e, pgni Smecifici, la loro qualifica sulla base di studi
effettuati, 'addestramento ed esperienza e/otaldimostrata.

Tale prescrizione per i saggi ecotossicologici dralcuni risvolti specifici. Ad esempio, alcuni
protocolli richiedono di documentare l'identificape tassonomica, I'origine e/o la preparazioneideg|
organismi per il saggio. E il caso della Nort8® 16712:2005 che, al punto 4.1.1 (General) preved
“One of the marine or estuarine sediment-dwellinglgipod species listed in Annex B should be used
as test organism for the method in this InternatioBtandard. The species identification should be
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conducted using taxonomic keys[18] and confirmed Qyalified taxonomist familiar with identifying
marine or estuarine amphipagds

In questo caso, per confermare che l'identificagitassonomica sia effettuata da operatori qudiifica
e necessario la compilazione di carriculum vitae(normalmente in formato europeo), aggiornato
almeno una volta all'anno con I'aggiunta di evehtpabblicazioni, attestati di partecipazione astor
specifici di formazione, e cosi via, a dimostragi@elle competenze specifiche acquisite.

La qualificazione dell’operatore e passaggio fonelat@e per verificare la sua specifica abilita e
viene valutata attraverso il soddisfacimento daii sequisiti per effettuare un determinato saggio
biologico a partire dalla formazione (Diploma di tiadta/Laurea pertinente al ruolo lavorativo
ricoperto). L’acquisizione di successivi titoli aguito di eventi vari (master, corsi di formazione
esterna, formazione interna/affiancamento, ecc9 pssere documentata mediante un modulo
riassuntivo con il quale il Responsabile potra affeente visionare il personale gia in possessa degl|
eventuali requisiti specifici richiesti, ovvero grammare attivita di formazionead hog
preliminarmente all’applicazione di determinati gagiologici.

In secondo luogo si passera alla qualificaziona eepropria, consistente nella verifica del rigpdti
criteri che sono riportati nella scheda integraavanetodo di prova normalizzato o direttamente nel
metodo di prova interno.

Le procedure che possono essere utilizzate peerifica dei requisiti previsti per il mantenimento
della qualifica possono essere:

« utilizzo delle carte di controllo;
 prove di ripetibilita;
* eventuale partecipazione a circuiti interlaboratori
Per quanto riguarda quest'ultimo punto si rileva goarsa disponibilitd sul mercato di circuiti per

vari tipi di saggio che possono essere oggettichiesta di accreditamento, contrariamente a quanto
accade per numerosissimi metodi chimici.

Un criterio generale potrebbe essere quello dfigare la sensibilitd di un organismo verso unituss
di riferimento, organico e/o inorganico, calcolard@ondizioni di ripetibilita il valore dellEC56u 5
repliche, con successivo calcolo del CV %. Il valdel CV % dovrebbe essere inferiore al limite
imposto dal laboratorio, che puo essere ragionemolenindicato comes 25%. Inoltre, pud essere
richiesto che tutti i valori di EC50 calcolati ifascuna delle cinque prove ricadano entro i lihittui
alla carta di controllo del laboratorio per queladsaggio, qualora disponibile.

La qualificazione ottenuta per la effettuazione uwh dato saggio biologico dovrebbe essere
periodicamente verificata con prove finalizzate nshntenimento in qualifica, ovvero alla sua
sospensione in caso di mancato raggiungimentdindiéd prestazionale previsto.

Di norma le attivitd contemplate per il mantenineeimt qualifica sono meno gravose rispetto a quelle
previste per la qualificazione, in quanto risenaltpersonale che gia applica una data metodicdl Pe
mantenimento della qualifica di un operatore rigpatla effettuazione di un dato saggio biologiio,
potrebbe procedere secondo le seguenti modalita:

e esecuzione di un saggio in singolo con tossicafelimento e calcolo dellEC50, che dovra
ricadere entro i limiti di cui alla carta di contmdel laboratorio per quel dato saggio (qualora
disponibile);

e esecuzione, in condizioni di ripetibilita, di uneopa in doppio con una sola concentrazione
del tossico di riferimento, per la quale la diffeza tra la percentuale di effetto di ciascuna
replica dovra rispettare la relazione :

[X:-XL=R (1)
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dove R é il limite di ripetibilitd calcolato in fasdi validazione del metodo o riportato nel metodo
normalizzato.

Il calcolo del limite di ripetibilita di un metodecotossicologico, analogamente a un metodo chimico,
consiste nel calcolare la ripetibilita r ad almeme concentrazioni del tossico di riferimento,
calcolando successivamente I'equazione della wmiaziesistente tra r e la percentuale di effetto
riscontrata a ciascuna concentrazione saggiata.

Di norma la relazione esistente tra le due vaii@diheare:
r=ax+b
ovex é sostituito con la media dei due risultati dpilava in doppio per la verifica della relazione. (1)

Per i calcoli sia della ripetibilita, sia dellaaelone tra essa e la percentuale di effetto, pasessere
utilizzati i fogli di calcolo 30 e 39 di cui alleihee Guida di ARPA ER (2002).

In caso di mancato raggiungimento dei requisitiviste il personale viene prontamente informato
della sospensione temporanea della qualifica, @mawipristinata solo dopo esito positivo di una
prova straordinaria.

La frequenza delle prove da effettuare per il mantento della qualifica dipendera, per ciascun
saggio, dal numero di campioni analizzati annuatmensoprattutto dal loro pit 0 meno regolare
afflusso al laboratorio.

Tutte le prove dovrebbero essere effettuate alnsendrequenza annuale ed il loro esito riportato su
apposito modulo, onde permettere una regolareambrte in sede di riesame del sistema qualita.

Per cio che concerne le carte di controllo si tgmggente che solitamente tutti i metodi normatizza
prevedono una apposita sezione contenente i dagirdducibilita ottenuti da circuiti interlaborato.

Visto che per la realizzazione di una carta di immiot sono necessari almeno venti risultati conalg
procedere alla definizione degli indici carattécistiella carta stessa da utilizzare per la valots
dei singoli risultati, fino a quando la carta dntollo non €& pronta, ciascun valore di EC50 ottenu
sperimentalmente dovra rientrare nel range EC5@g; 2tilizzando i dati riportati sulla norma.
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CAPITOLO 5:
CONFRONTO DEL RISULTATO CON I LIMITI DI LEGGE O DI
SPECIFICA

Il paragrafo 9.7 della Guida EURACHEM/CITAC CG 4120ed il documento EURACHEM/CITAC
Guide (2007) descrivono esplicitamente I'approaacseguire quando si deve stabilire la conformita
del risultato ottenuto rispetto a valori prestabiid esempio limiti disposti per legge o spetificel
protocollo metodologico seguito. Allo scopo si sa@gnanche il documento ILAC G8:03/2009
“Guidelines on the Reporting of Compliance with Sfieation”.

Spesso il limite specificato per legge € un valormerico al quale non e associata una variabflita.
contrario, i protocolli metodologici solitament@artano un range minimo — massimo, ad esempio un
intervallo fiduciale.

A meno che una regola decisionale specifica stabilidiversamente, la misura € considerata
conforme:

* nel caso di un limite numerico (superiore od irdeg) per il misurando considerato, compreso
nel campo del misurando * U;

* nel caso sia specificato un intervallo minimo — sma®, se uno dei valori (minimo o
massimo) del campo misurando + U rientra nell’ivédio dato.

Il trattamento statistico da utilizzare per effatieiuna analisi di conformita con i valori limitelegge
e descritto nel volume ISPRAL'analisi di conformita con i valori limite di legg il ruolo

dell'incertezza associata a risultati di mistirg2009), nelle guide EPA QA/G-4 e QA/G-9S (BDO
nonché in Lisinger (2005; vedere box).

Confronto di un risultato con il valore certificato

Linsinger, T. 2005. Comparazione di un risultatardsurazione con il valore certificatBuropean Reference

Materials Application Note 1.

La differenza assoluta tra valore medio misuraj@@alore certificato £y €:
Am = |Cm - Q:RMI

L’incertezzau, della differenza é:

= [hn? 2
UA_ um-*-uCRM

dove,

u, = incertezza combinata del risultato e del vatmnificato (= incertezza d,,);
Un = incertezza del risultato di misurazione;

Ucrm = incertezza del valore certificato.

L’incertezza estesaMella differenza, per un intervallo fiduciale dica il 95 %, usa un fattore di copertura k =
2

UA:ZUA

SeAm < U, non sussiste differenza significativa tra riswltdélla misura e valore certificato.
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Agli enti di controllo (ARPA) viene comunementehiesta una dichiarazione di conformita ai limiti
di legge dai committenti (Provincia, istituzionilghliche, forze dell’ordine, ecc.) ed in caso in Ban
siano previsti, un parere tecnico.

Nel caso di acque reflue occorre fare riferimerit®ecreto Legislativo n. 152 /2006 e s.m.i.; un
esempio di “Dichiarazione di conformita” e la segiee "Il campione, relativamente ai parametri
ecotossicologici considerati, risulta conforme iaiiti definiti in Tab.3, All.5 del D.Igs. 152/2006A
cui fa seguito una nota tecnica che viene richiest metodo UNI EN ISO 6341:2013 per la
determinazione dell'inibizione della mobilita daphnia magnaStraus ed indicazioni su alcuni
procedimenti operativi applicati in laboratorio.

Ad esempio:

e Gli allevamenti di Daphnia magna provengono da idafforniti dal laboratorio ARPA
Lombardia (Pavia).

» Data nascita dafnidi: 07/11/04.

e Sensibilita al test con bicromato di potassio:radgl (r.a.0.6-2.1).

|l test con Pseudokirchneriella subcapitata e stfigdtuato su campione filtrato.

» La determinazione della tossicita con Daphnia malg6&0 e stata effettuata su campione
congelato.

» Della data e dell'ora inizio analisi la ditta éatimformata come da verbale di prelievo.

e La ditta non ha presenziato all'inizio ed all'ezémoe delle analisi (art. 223 delle norme di
attuazione del C.P.P.)"

Nel caso in cui il campione non sia conforme vieadatta una'DICHIARAZIONE DI NON
CONFORMITA" per il parametro o i parametri che superano iiténdi legge. In questo caso é
opportuno associare il valore dell'incertezza abpsetro analizzato. Pertanto, la NOTA TECNICA,
oltre alle indicazioni sopracitate, dovra contenarehe il riferimento di come é stata calcolata
l'incertezza del misurando.

Ad esempio:

DICHIARAZIONE DI NON CONFORMITA:

“Relativamente alle determinazioni ecotossicologieffettuate il campione risulta non conforme a
guanto previsto dal D.Lgs. 152/2006 Parte Ill, A|.Tab. 3 “Scarichi in acque superficiali”, per il
saggio di tossicita con Pseudokirchneriella sulitzda.”

NOTA TECNICA

La stima dell’incertezza € stata effettuata secongdanto descritto nei relativi protocolli di
validazione. Per il calcolo dell'incertezza di mis stato utilizzato lo scarto tipo di riprodudilé
pool uguale a 8,40 con un fattore di copertura 8,18 per il parametro 1% e 6,61 con un fattore d
copertura pari a 2,20 per il parametro EC50 conliwello di confidenza del 95%.

Il test con Pseudokirchneriella subcapitata e skffettuato su campione filtrato.

Gli allevamenti di Daphnia magna provengono da dfifforniti dal laboratorio ARPA Lombardia
(Pavia).

Data nascita dafnidi: 07/11/04
Sensibilita al test con bicromato di potassio: @/l (r.a.0,6-2,1).

Della data e dell'ora inizio analisi la ditta € $éainformata come da verbale di prelievo.
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La ditta non ha presenziato all'inizio ed all'eseicame delle analisi (art. 223 delle norme di attioaz

del C.P.P.)

Viene invece inserito un parere tecnico di tossioitnon tossicita laddove non esista un riferimento
legislativo con le relative note tecniche.
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CAPITOLO 6:
CONCLUSIONI

Il presente volume rappresenta il frutto di unaeegmza non conclusiva che raccoglie le esperidnze
diversi gruppi di lavoro afferenti al mondo degtitiepubblici, della ricerca e del privato, volutame
sbilanciata verso gli aspetti tecnico/scientifgqpuale presupposto essenziale per intraprendere anch
percorso della regolamentazione normativa.

In tal senso, la implementazione della UNICEI ENDAEEC 17025:2005 ha una rilevanza notevole
sulla qualita del dato analitico, poiché specificaquisiti generali che un laboratorio di provavele
soddisfare per dimostrare che attua un sistemadiampe qualita ed & quindi competente nel produrre
risultati tecnicamente validi perché puo dimostrdae riferibilitd delle misure, documenti di
validazione dei metodi accreditati e I'incertezsaaxiata per ogni prova e/o taratura.

L'attuazione di un sistema di gestione qualitatgep, diviene condizione necessaria, soprattogb
caso in cui i dati prodotti possano determinarétessgrategiche in situazioni critiche.

Dal punto di vista degli Enti di Ricerca, che prdeo tra le attivita istituzionali anche lo svilupgi
metodologie innovative, quali appunto nuovi biosadg proporre per un potenziale utilizzo su larga
scala come innovazione frutto della ricerca pulablia maggiore difficolta riscontrata &€, come egpos
nel capitolo 3, la mancanza di un percorso di wsoimento dedicato alla fase di ricerca e sviluppo
delle nuove metodologie e, di conseguenza, “I'gulidi seguire le stesse modalita di accreditamento
previste per i soggetti che intendono semplicemeseguire le metodologie sviluppate secondo le
regole di mercato (servizi a pagamento). Tale assémita lo sviluppo di nuove metodologie, in
quanto gli Enti Pubblici di Ricerca, non avendo aeffettivo ritorno economico, hanno difficolta a
sostenere i costi economiche e di personale netmsad intraprendere [|'attuale percorso di
certificazione e accreditamento. Per questo mativeottolinea I'importanza di valutare e definire
specifiche modalita di abilitazione/riconoscimener il percorso di ricerca e sviluppo dei saggi
ecotossicologici, stabilendo requisiti specificir g enti di ricerca che vogliono dedicarsi a tale
attivita e sviluppando un percorso di “certificarmdaccreditamento” differente e dedicato.

Si sottolinea che il presente manuale € da corilenn primo strumento per la definizione di un
percorso di accreditamento delle prove ecotosgyadie, in particolare per la conduzione di saggi
ecotossicologici, ed e aperto ai contributi deltanunita scientifica nazionale e soprattutto delle
Agenzie nazionali per la Protezione dell’Ambiemtenché di tutti i laboratori pubblici e privati.

In questo senso, si invitano tutti i potenzialitiot a contribuire alla sua diffusione, aumentamelda
visibilita all'interno dei propri siti web. L'obiéivo € quello di stimolare un percorso di revisione
largamente condiviso e trasparente, che possa fierm@n aggiornamento del manuale in grado di
recepire gli apporti migliorativi che la comunitéientifica e tutti gli utilizzatori vorranno proper. Si
raccomanda quindi di inviare suggerimenti e mod#i che rispecchino il taglio, i contenuti e la
strategia del presente manuale all'indirizzo e-readtossicologia@isprambiente.it, segnalando come
oggetto: “osservazioni al manuale ISPRA n. 121/15".
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