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1. CIRCUITO DI INTERCONFRONTO SULLE DIATOMEE BENTONICHE
DI UN FIUME DI TIPOLOGIA M4

1.1 Introduzione

La Direttiva 2000/60/CE richiede agli Stati memba classificazione dei corpi idrici attraverso
I'applicazione del monitoraggio biologico, che wgeeffettuato mediante I'utilizzo di elementi di ¢jtéa
biologica (macroinvertebrati, fauna ittica, diat@me macrofite) per i quali vengono stabiliti ragpahe
rappresentano la distanza tra i valori dei pararb@itogici osservati in un certo corpo idrico ealori degli
stessi parametri per un corpo idrico di riferimedétio stesso tipo. La classificazione espressaantzitali
rapporti ha uno scarso valore se non & accompagaatma stima quantitativa delle incertezze dowalite
campionamento o ad altre fasi di analisi e dall@osoenza del livello di fiducia con cui si assegnacorpo
idrico ad una determinata classe di qualita. Lasapavolezza dell'importanza degli aspetti legadi qlialita
dei dati ha portato la Commissione Europea a irsseella Direttiva 2000/60/CE la richiesta chelivéllo

di attendibilita e precisione conseguito dal siséedi monitoraggio”sia “definito nel piano di gestione del
bacino idrografico” (paragrafo 1.3.4 dell’Allegato V della Direttiva @Y60/CE).

Al di la dei metodi di campionamento e di classifibne, la valutazione biologica & generalmentathas
sull'identificazione tassonomica e il conteggioleelpecie presenti nel campione prelevato. Peralerme,
cosi come per gli altri elementi biologici, I'atidi degli operatori nell'identificazione tassonomieanel
conteggio puo avere una influenza rilevante stdliadibilita e la precisione della classificazione.

Per stabilire il quadro delle conoscenze acquiigli operatori circa le comunita diatomiche e #itabil
grado di variabilita tra gli operatori che effettwale analisi su tale comunita, nell’ambito dellergate di
studio “Diatomee dei corsi d’acqua italiani” (12-@8nnaio 2011) promossa da ISPRA ed Istituto Songer
di Sanita e stato organizzato un primo confrordaatr operatori coinvolti nel monitoraggio dei cods&acqua
italiani. Agli operatori partecipanti al circuitater-laboratorio €& stata richiesta I'identificaziotassonomica

e il conteggio delle specie utilizzate per I'appfiobne del Metodo ICMilfitercalibration Common Metric
Index utilizzando vetrini di riferimento appositamemieparati. || confronto é stato centrato sulla fiasale
della metodica di analisi della comunita diatonmiea corsi d’acqua, poiché tale fase & una trailecipali
sorgenti di variabilita associata al metodo.

Il confronto si & sviluppato in due fasi; nellarpa fase & stata testata l'abilita degli operat@i n
riconoscimento tassonomico, mentre nella seconska dastata valutata la comparabilita dei valoliGii
ottenuti dai diversi operatori. La comparabilitatata valutata sia rispetto al valore calcolatdidaggeratori
esperti ISS e ISPRA sia a fronte del valore di ease ottenuto dai dati forniti dagli operatori.iduttati
della prima fase hanno evidenziato che la maggearadegli operatori non hanno problemi nel
riconoscimento tassonomico, mentre nella seconsi®, feonsiderando il valore di consenso, solo il 47%
degli operatori partecipanti hanno ottenuto valdri z-score accettabili. Questo risultato evidenzia
limportanza di proseguire nelle attivita di conito tra operatori per assicurare la comparabil&dati a
livello nazionale e quindi I'affidabilita della daificazione su tutto il territorio nazionale.

| circuiti di interconfronto sono un passaggio opphlo sia per le strutture che intraprendono [liter
dell'accreditamento sia per implementare la rolarstedel metodo. Per garantire la comparabilitaddéi
finali nell’applicazione dei metodi biologici € ressario un percorso che permetta di minimizzare la
soggettivita degli operatori ed evidenziare la citpalel metodo a rispondere solo alle variabdlire

Tabella 1.1 Acronimi e Abbreviazioni

ISPRA Istituto Superiore per la Protezione e la Riceraqalentale

1SS Istituto Superiore di Sanita

Agenzia Regionale per la Protezione Ambientale en&@ Provinciale per la
ARPA/APPA Protezione dellAmbiente

Cl Circuito di Interconfronto

CV% Coefficiente di variazione percentuale




1.2 Approvvigionamento e preparazione del materialdi riferimento

Il campione biologico utilizzato per l'allestimendi vetrini di riferimento é stato prelevato daaffiuente
di sinistra del Tevere, fiume Farfa, che nasceogalita Ponte Buida, a monte del centro abitatrdsso
Sabino. Il Farfa ha origine dalla confluenza dedgendella Mola e del Fosso delle Mole e dall’appattico
delle sorgenti “Le Capore”, dove é stato selezionhtratto per il campionamento, caratterizzato uhea
componente ciottolosa di natura prevalentementeacsd. Durante il campionamento sono stati rilevati
parametri fisico-chimici a sostegno dei metodi bdgiti come previsto dalla normativa e secondo nella
metodica messa a punto da APAT, ISS e dalle ARPRAPProtocollo di campionamento e analisi delle
diatomee bentoniche dei corsi d’acqua”™ APAT 2007%)alori dei parametri chimico-fisici sono i segie
pH (7.23), temperatura (16.6 °C) e conducibilitaQpS/cm).

Il campionamento é stato effettuato su substratttoddoso lungo un transetto in area di riffle distiendo le
repliche o incrementi tra centro alveo e le rivefulene (Fig. 1.1 e 1.2). Nei diversi punti delnsetto sono
stati prelevati 5 ciottoli di superficie di circaddZm2 ciascuno, per un‘aremmplessiva di 100cm2. In
laboratorio il campione € stato ossidato con pégtosdi idrogeno a caldo (Metodo 1 Protocollo AQ07)
ed i vetrini sono stati allestiti utilizzando uresina ad alto indice di rifrazione, il Naphrax.ssttolinea che
per garantire la qualita del procedimento e deiltasi finali, tutte le fasi di produzione del megde sopra
elencate sono state eseguite riducendo al miniranteali fonti di contaminazione del campione. lifatia
nella fase di campionamento che in quella di piEegiane del campione si € operato in modo tale darev
possibili fenomeni di “cross contamination”, prestando particolare attenzionela alpulizia
dell'apparecchiatura di campionamento tra due ssigeprelievi e utilizzando in laboratorio matdeia
distinto e separato per ciascun campione in ogd &l trattamento. Tutti i vetrini permanentiingati per
I'esercizio di confronto fra operatori sono stateparati a partire da un’unica diluizione del caomgi
ossidato; il gruppo di esperti di riferimento hadrgli effettuato le operazioni di identificazionadi a livello
di specie e di conteggio degli individui su ciasaatrino di riferimento precedentemente siglato con
codice numerico identificativo. La provenienza caipione € rimasta incognita ai partecipanti peargae
limparzialita dell’operatore nell’effettuazione ltkelettura del vetrino.

Figura 1.1 Fiume Farfa, Localita Le Capore-Tratto di fiume ssbmato per il campionamento



Figura 1.2 Il campionamento € stato effettuato su substratttatoso di natura calcarea

1.3 Esecuzione dell’esercizio di interconfronto (Gl

All'interconfronto hanno partecipato 32 operatoel distema agenziale (in All. A sono riportati inmaativi
e i rispettivi Enti di appartenenza dei partecipam@li operatori hanno avuto a disposizione 25nrscopi
ottici, di cui 5 provvisti di sistema di acquisin® delle immagini.

L’esercizio di interconfronto & stato suddivisodnfasi successive: la prima riguardante I'idensifione
delle specie sui vetrini di riferimento e statap®deutica alla seconda fase, riguardante il coidegy il
calcolo dell'lCMi (Intercalibration Common Metriadex).

1.3.1 Fase 1. Identificazione delle diatomee

Questa fase é stata realizzata utilizzando cingieeostopi ottici provvisti di sistemi di acquisizie delle
immagini, su ognuno dei quali & stato posizionatovatrino di riferimento preparato appositamente pe
guesta prima fase di screening. Su ciascuno dgueinetrini sono stati infatti precedentemente\idiati
dagli operatori esperti ISS e ISPRA due opport@mgi di lettura per l'identificazione delle speciggni
partecipante ha avuto a disposizione un’ora pesttefire il riconoscimento di almeno 80% delle speci
presenti nei due campi di osservazione. | risultigli'identificazione andavano riportati su un’apjia
scheda.

Per l'identificazione delle diatomee gli operatoginno usufruito delle apposite guide (riportatéansdzione
‘Testi per I'identificazione’ in Bibliografia).

Al termine della prima fase sono state consegnglieoeganizzatori 32 schede sulle 34 precedentesnent
distribuite.

1.3.2 Fase 2. Conteggio delle diatomee

Per la seconda fase ogni operatore ha avuto agizgmoe un vetrino di riferimento precedentemente
allestito dal gruppo di esperti ISS e ISPRA. Nehpe massimo prestabilito di cinque ore i partedipan
hanno effettuato il conteggio ed il calcolo delMC seguendo le indicazioni riportate nella proaedu
ufficiale (Mancini & Sollazzo, 2009).

1.3.3 Calcolo dell'ICMi

L’ Intercalibration Common Metric index messo a fmdurante il processo di intercalibrazione eurgpea
deriva dall'Indice di Sensibilita agli Inquinan®®$ (CEMAGREF, 1982) e I'Indice Trofico Tl (Rott. &,
1999). Tale indice prevede quindi, cosi come glidndi cui € composto, I'identificazione a livelth specie

e l'attribuzione a ciascuna di queste di un valdreensibilita (affinitd/tolleranza) all'inquinam&ne un
valore di affidabilita come indicatore.

L’ICMi é dato dalla media aritmetica dei RappoiitiQualitd Ecologica (Ecological Quality Ratio, RQ#&si
due indici IPS e TI.




1.4 Risultati ed elaborazioni statistiche dei Dati deCircuito di Interconfronto

1.4.1 Risultati | fase

| risultati della prima fase del circuito sono nitadi in Tabella 1.2, mentre quelli della secondaef sono
riportati in Tabella 1.3. L'esito positivo dellaipra fase del circuito € determinato nell'identifigane
corretta entro il tempo stabilito di almeno 80%l&edpecie presenti nei due campi di lettura deiiniet
individuati dagli operatori esperti ISS-ISPRA. Qizefase di identificazione € stata superata dap&radori
su 32 partecipanti.

Tabella 1.2Percentuale delle specie esatte identificate dagdiratori partecipanti al Cl rispetto al riferimento

( In questo Rapporto tutti gli operatori/laboragmno stati identificati con il numero del vetriassegnato loro nella Fase 2. Gli operatori che non
hanno superato la Fase 1 risultano quindi priviwdnero identificativo.
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1.4.2 Risultati Il Fase

Nella Tabella 1.3, viene riportato, per ogni vetrii risultato dell'operatore partecipante, il @ medio dei
risultati determinati dai tre operatori espertidigato come valore assegnato), lo scarto tipo séwto tipo
della media, nonché il CV % (coefficiente di vaia® percentuale) corrispondente. Il valore medo d
risultati dei tre operatori esperti & stato asswatme valore assegnato e utilizzato come riferimeispetto

al quale confrontare i risultati determinati dascian partecipante.

In Tabella 1.3 vengono quindi riportati lo scostaiwepercentuale per ogni singolo vetrino, ossiantud
risultato dell'operatore si discosta percentualmergpetto al corrispondente valore assegnato.Ulatfia
colonna é riportato lo scostamento percentuale rieiltato dell’operatore rispetto al valore medio
complessivo (grande media) calcolato sui risuttati32 vetrini determinati dagli esperti ISS-ISPRA.

Tabella 1.3 Valori del’'lCMi calcolato dai partecipanti e valorassegnati dagli operatori esperti sui singoli
vetrini con i relativi calcoli statistici

: . Scarto tipo ®
Ve cagolao VAR Gollaore SelAmedia  cyg,cuoalvaior  SCOSMento
dall’operatore assegnato assegnato assegnato
1 0,27 0,24 0,019 0,011 7,8 8,6 12,3
2 0,27 0,26 0,028 0,016 10,8 35 12,4
3 0,20 0,24 0,041 0,023 16,7 -19,0 -16,8
4 0,23 0,23 0,004 0,002 1,7 0,3 -2,3
5 0,23 0,21 0,013 0,008 6,2 8,5 -3,6
6 0,23 0,24 0,004 0,002 1,7 -1,9 -2,0
7 0,25 0,24 0,003 0,002 1,3 2,3 5,6
8 0,20 0,24 0,005 0,003 1,9 -16,4 -16,8
9 0,30 0,24 0,023 0,013 9,4 24,3 26,4
10 0,24 0,24 0,009 0,005 3,6 1,1 2,0
11 0,24 0,23 0,008 0,004 3,3 6,8 3,1
12 0,22 0,23 0,017 0,010 7,3 -6,8 -8,7
13 0,27 0,24 0,040 0,023 16,3 9,6 13,0
14 0,35 0,24 0,006 0,004 2,6 45,3 47,3
15 0,23 0,23 0,004 0,002 1,6 0,2 -3,6
16 0,25 0,24 0,014 0,008 5,8 2,2 3,6
17 0,30 0,24 0,061 0,035 25,3 24,7 26,8
18 0,37 0,30 0,043 0,025 14,2 20,9 54,1
19 0,34 0,25 0,074 0,043 29,3 35,3 45,3
20 0,31 0,26 0,060 0,035 23,1 19,0 30,9
21 0,35 0,22 0,004 0,002 1,7 55,4 47,0
24 0,29 0,22 0,008 0,005 3,7 31,9 22,2
25 0,22 0,25 0,029 0,017 11,6 -10,4 -6,2
29 0,26 0,24 0,020 0,012 8,3 4,3 7,7
30 0,13 0,21 0,013 0,008 6,4 -36,7 -44,2
31 0,28 0,23 0,022 0,013 9,7 26,1 20,3
32 0,23 0,22 0,002 0,002 1,0 2,9 -2,2

Una valutazione grafica dei risultati € stata éffea confrontando il risultato di ogni operatoos d valore
assegnato come riportato in Figura 1.3. |l val@gegnato e riportato in figura con una barra cheanil
valore del CV % corrispondente. Si puo osservaeeilchetrino n.18 degli operatori esperti e quell80 dei
partecipanti sono stati omessi dalla valutazionieh® come successivamente spiegato, risultandiédut
Inoltre, si osserva che alcuni risultati degli ggeri non “rientrano” nella barra che indica il @¥ associata
al valore assegnato dagli operatori esperti.
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Figura 1.3

Grafico dei valori, per singolo vetrino, ottenutildoartecipante iesimo e dagli esperti presi come

riferimento.

040

035

030

0,10

0,05

0,00

15

Vetrino/Laboratorio

¥ laboratorio

B Riferimento

1.4.3 Applicazione dei test di valutazione dellamalita sui valori assegnati

Sono stati applicati alcuni test statistici di bakgruppo dei valori assegnati. Inizialmente éastalutata la
normalita della distribuzione dei valori assegtramite i test di Shapiro- Wilk e/o di KolmogoraSmirnof.
Questo tipo di valutazione é propedeutico all'aggtione dei test di individuazione degli outliersftdi

Grubbs) e del test di Analisi della varianza (ANOV®uest'ultimo test & stato applicato alla serieadori
ottenuti singolarmente dai tre operatori espergiagcun vetrino allo scopo di evidenziare diffeen

statisticamente significative tra le letture daleffettuate.

Relative Frequency

Quantiles of V1

Results of Kolmogorov-Smirnov GOF Test for V1 in SDF41

Histogram of Observed Data
with Fitted Normal Distribution
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0.22

Hypothesized
Distribution:

Estimated Parameters:

Normal

mean = 0.2393846
sd =0.01796235

Data: V1in SDF41
Sample Size: 26
Test Statistic: ks =0.1849771
Test Statistic Parmeter: n=26
P-value: 0.2978062




Una volta verificata la normalita della distribuzéodei valori assegnati, € stato applicato ilde&rubbs il
guale ha individuato come outlier il valore medss@ciato al vetrino numero 18. Eliminato 'outleer
utilizzando la statistica di base e stato detertiflavalore di riferimento complessivo come valonedio di
tutti i valori, lo scarto tipo, lo scarto tipo dedlore medio e I'incertezza estesa del valorefdiirento. In
tabella 1.4 si riportano i valori ottenuti dei pauetri descritti.

Tabella 1.4 Valore di riferimento e parametri correlati definitin base alla statistica classica

0,24 Valore di riferimento

0,013 Scarto tipo

0,002 Scarto tipo della Media

0,005 Incertezza estesa del valore di riferimento

L'applicazione del test ANOVA, il cui esito € rigato di seguito, ha individuato una mancanza dedihza
statisticamente significativa tra i gruppi di ledeffettuate singolarmente dai tre operatori ésperciascun

vetrino.
Analisi varianza: ad un fattore

RIEPILOGO
Gruppi Conteggio Somma Media Varianza

1 3 0,734723 0,244908 0,000362363
2 3 0,771591 0,257197 0,000778474
3 3 0,729549 0,243183 0,001651107
4 3 0,691979 0,23066 1,53621E-05
5 3 0,631483 0,210494 0,000170381
6 3 0,709685 0,236562 1,64987E-05
7 3 0,73284 0,24428 9,34796E-06
8 3 0,707217 0,235739 2,08937E-05
9 3 0,722451 0,240817 0,000516221
10 3 0,716596 0,238865 7,32588E-05
11 3 0,685809 0,228603 5,75803E-05
12 3 0,696124 0,232041 0,000284311
13 3 0,732971 0,244324 0,001576776
14 3 0,720136 0,240045 3,81281E-05
15 3 0,683814 0,227938 1,26975E-05
16 3 0,720066 0,240022 0,000192665
17 3 0,722512 0,240837 0,003710927
18 3 0,906 0,302 0,001831
19 3 0,762496 0,254165 0,005527641
20 3 0,78119 0,260397 0,003633807
21 3 0,671944 0,223981 1,41333E-05
24 3 0,658062 0,219354 6,52492E-05
25 3 0,743637 0,247879 0,000832784
29 3 0,73366 0,244553 0,000416306
30 3 0,626355 0,208785 0,00018038
31 3 0,677653 0,225884 0,000477459
32 2 0,449999 0,225 4,58742E-06

ANALISI VARIANZA

Origine della variazione SQ gdl MQ F Valore di significativita F crit

Tra gruppi 0,024659 26 0,000948 1,118642746 0,355819842 1,705551492

In gruppi 0,044936 53 0,000848

Totale 0,069596 79

Il valore F di Fisher calcolato risulta minore delore F critico, pertanto, come gia detto, quéstiividua
una mancanza di significativita tra i gruppi ditle¢ effettuate singolarmente dai tre operatoriedssu
ciascun vetrino.
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1.4.4 Applicazione dei test di valutazione dellamalita sui risultati degli operatori partecipanti.
Analogamente a quanto riportato nel paragrafo jpiete, sono stati applicati alcuni test statistiddase al
gruppo dei risultati ottenuti dagli operatori paipanti.

Results of Shapiro-Wilk GOF Test for V1 in SDF42
Histogram of Observed Data _Empirical CDF for V1 (solid line)
with Fitted Normal Distribution with Fitted Normal CDF (dashed line)
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Una volta verificata la normalita della distribuaédei valori, € stato applicato il test di Grulibguale ha
individuato come outlier il valore corrispondentevatrino numero 30. Eliminato I'outlier e utilizado la
statistica di base e stato determinato il valoreotisenso complessivo come valore medio di tuttiari, lo
scarto tipo, lo scarto tipo del valore medio edérntezza estesa del valore di consenso. In tabhelesi
riportano i valori ottenuti dei parametri descritti

Tabella 1.5Valore di consenso e parametri correlati definitibase alla statistica classica

0,27 Valore di consenso

0,048 Scarto tipo

0,009 Scarto tipo della Media

0,019 Incertezza estesa del valore di consenso

In Figura 1.4 vengono riportati i risultati dei taiatori partecipanti, le linee orizzontali corrisglono al
valore massimo e al valore minimo che il valoreritBrimento pud assumere nell'intervallo individoat
dall'incertezza estesa ad esso associata. In FigGraengono riportati i risultati degli operatpertecipanti
mentre le linee orizzontali questa volta corrispmmm al valore massimo e al valore minimo che ibxeldi
consenso pud assumere nellintervallo individuat@llidcertezza estesa ad esso associata.
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Figura 1.4 Grafico dei valori ottenuti dagli operatori, le lg® orizzontali individuano I'intervallo di variatiia del
valore di riferimento.
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Figura 1.5 Grafico dei valori ottenuti dagli operatori, le @& orizzontali individuano I'intervallo di variatii& del
valore di consenso
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1.4.5 Calcolo dello z-score

La valutazione dell'accettabilita dei dati di ciaecoperatore in base ai punteggi z-score, espiressilore
assoluto, € eseguita secondo la scala riportategiiito (ISO 13528: 2005 (E)).

Il calcolo per lo z-score € il seguente:

Kiab— X rif

dove:

X lab é valore corrispondente al vetrino letto ‘'dakeratore partecipante
X rif & valore assegnato del vetrino determinatglidoperatori esperti di riferimento (come ripaotan

tabella 1.3)
0 € scarto tipo come riportato in tabella 1.3

Tabella 1.5Valori di Z-score relativo ad ogni operatore/vetrino
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Figura 1.6 Valori di z-score relativi ad ogni operatore/vetoin
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1.5 Conclusioni

Per la valutazione della “performance” degli operia¢ stato calcolato lo z-score utilizzando corare di
riferimento quello assegnato dagli operatori espétomplesso dei vetrini e cioe ICMi = 0,24 eaipari a
0.048 che rappresenta il 18%. Questo comportagttispal valore di consenso, un numero minore di
operatori che hanno degli z-score “accettabili”, arenai il calcolo dello z-score con um ‘target” é il
metodo generalmente accettato a livello interna#@rNonostante cio il numero degli operatori charo
risultati accettabili sono 15; un solo operatoreumavalore “discutibile” e 11 sono “non accettabili
numero degli operatori che hanno un valore di zesodferiore a 3 € maggioritario e quindi suffidiemente
buono considerando che tale metodo e stato intmadalle ARPA/APPA da poco tempo. La situazione
rivela quindi la necessita di continuare ad orgeamie sia momenti di formazione che ulteriori moment
confronto quali quelli descritti nel presente ragppoln particolare nei prossimi circuiti di intemfronto é
possibile discutere “ a priori” se definire uo target” diverso: aumentarlo se si riscontra chéyello
internazionale, il 18% rappresenta un valore pepaitite oppure prevedere una diminuzione del suwreval
nel tempo in modo da certificare il miglioramentelld capacita degli operatori nel tempo. Questugir
hanno anche il compito di migliorare la robustezid metodo rendendolo piu rispondente alle reali
condizioni dell'ambiente che non alla soggettid&gli operatori.
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APPENDICE A

ELENCO DEGLI OPERATORI ISCRITTI AL CIRCUITO DI INTERCONFRONTO

Arnaud Elena

ARPA Lombardia

Alber Renate

Provincia Bolzano

Avellinese Emanuela

ARPA Lazio

Battegazzore Maurizio

ARPA Piemonte

Beltrami M. Elena

Bucci Maria Silvia ARPA Molise

Cavone Anna ARPA Lazio

Chiudoni Filippo ISS

D’Angelo Anna Maria  ISS

De Meo Simona ISS

Della Bella Valentina ~ ARPA Umbria

Di Gregorio Lucia ARPA Emilia
Romagna

Dinelli Daniela ARPA Toscana

Fogliati Pierluigi

ARPA Piemonte

Galbiati Matteo

ARPA Lombardia

Giacomazzi Federica  ARPA Veneto

Grassi Floriana ISS

Latina Laura Sogesid S.p.a

Lucchini Daniela ARPA Emilia
Romagna

Macor Arianna ARPA FVG

Meloni Claudia ARPA FVG

Menna Veronica ARPA Emilia
Romagna

Menegon Silvia ARPA Veneto

Mobili Livia ARPA Valle d'Aosta

Modesti Vittorio ARPA Lazio

Monauni Catia APPA Trento

Padula Rosalba ARPA Umbria

Pavia Arcangela ARPA Toscana Dip.
Pisa

Risso Anna Maria ARPA Liguria

Reggiani Maria Cristina

ARPA Marche

Rosoni Donatella ARTA Abruzzo
Sangiorgi Vera ARPA Lazio
Vaccarella Silvia ARPA Lazio
Zedde Andrea ARPA Sardegna
Zorza Raffaella ARPA FVG
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APPENDICE B

Rl

ISPRA

Istitn o Superiore per k Proterione = =

¢ ln Ricerca Ambicniake clfiniibere welt Colmbents -’: e \_-J
o dolles “Fratotly dod Tomwebonic 17 gLy

Giornate di studio

Diatomee dei corsi d’acqua italiani
nell’ambito dell’accordo ISS —ISPRA e con il patrocinio del MATTM

Roma — 12-13 Gennaio 2011
Istituto Superiore di Sanita
Viale Regina Elena, 299 — 00161 Roma

PREMESSA

Seopo della Giornata di Studio ¢ la condivisione, con i tecnici delle Agenzie Regionali, dell’attivita
in corso di svolgimento per la realizzazione di un Atlante delle diatomee bentoniche dei corsi
d’acqua italiani. La giornata si propone di effettuare un interconfronto (IC) sull’identificazione e
conteggio delle diatomee in vetrini di riferimento. I risultati ottenuti porteranno alla valutazione
dell’incertezza sulle fasi di riconoscimento e conteggio per la componente diatomica.

La giornata di Studio prevede la partecipazione di 25 operatori del Sistema Agenziale

Alla fine della Giornata di Studio sara rilasciate un Attestato di partecipazione

Programma 12 Gennaio 2011:

9.30 Registrazione dei partecipanti

10.00 Indirizzo di benvenuto
Loredana Musmeci
Direttore del Dipartimento di Ambiente e Connessa Prevenzione Primana
(185)
10.15 Implementazione Direttiva Quadro 2000/60/CE
Caterina Sollazzo (MATTM)

10.45 Metodi Biologici — Valutazione dell’incertezza di misura
M. Belli (ISPRA)

11.00 Presentazione del protocollo di IC
L. Mancini (ISS) , S. Balzamo (ISPRA)

11.30 Interconfronto sull’identificazione delle diatomee

13.30 Intervallo
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14.30

17.00

Interconfronto sull’identificazione delle diatomee

Risultati attesi e valutazione delle criticita

Programma 13 Gennaio 2011:

9.30

13.00

14.00

16.00

17.00

17.30

Identificazione e conteggio delle diatomee sul vetrino di
riferimento

Intervallo
Calcolo dell’TCM:1

Risultati attesi e valutazione delle eriticita
Discussione sull’esperienza

Chiusura dei lavori
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APPENDICE C
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METRIC INDEX)
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1. Introduzione

Le Giornate di Studio “Diatomee dei corsi d’acgtaiani” prevedono I'interconfronto tra operatori
sull'identificazione tassonomica delle diatomee deisi d’acqua italiani e sul conteggio delle
specie per l'applicazione del Metodo ICMnfercalibration Common Metric Indgsu vetrini di
riferimento.

L'implementazione di interconfronti tra laborateoientra in due ampie categorie: eser@di hoc
sviluppati per dimostrare la comparabilita di dairodotti da laboratori che lavorano
indipendentemente, e procedure di routine impleatenda reti di laboratori come parte dei loro
metodi operativi.

Efficaci confronti interlaboratorio sono basati l®dozione di procedure per quantificare e
controllare gli errori di processo all'interno dpexificati limiti; cid permette ai partecipanti di
dimostrare che le loro analisi rispondono alle igste di qualita, oltre che di mantenere le loro

performance.

L'importanza della qualita dei risultati derivat @nalisi ecologiche viene evidenziata in numerose
Direttive europee. In particolare, nellAllegato \paragrafo 1.3.4 della Direttiva Europea
2000/60/CE, si stabilisce che “Le frequenze sono scelte in modo da garantire wualld
accettabile di attendibilita e precisione. Il Iieldi attendibilita e precisione conseguito dal
sistema di monitoraggio € definito nel piano ditgese del bacino idrografico”Cio vuol dire che i
dati ecologici relativi ad ambienti acquatici devassere di qualita certa e verificabile.

Il livello di precisione relativo ai risultati dehonitoraggio richiesto dalla Direttiva 2000/60/CE
comporta infatti la determinazione, per i metodbldgici coinvolti, dei valori di ripetibilita e
riproducibilita, identificabili come la massima fdifenza accettabile tra due misure eseguite
consecutivamente da uno stesso laboratorio (ripgt)lo da laboratori differenti (riproducibilita)
L'effettuazione di interconfronti tra diversi lataiori per I'applicazione di una stessa metodica
biologica coinvolge tutte le fasi della metodicassta, dal campionamento, all’analisi di laboratorio
compresa l'identificazione degli organismi. Gli ogi@ri partecipanti devono essere adeguatamente
formati sulla metodica in questione, i laborataitpcipanti dovrebbero applicare sistemi di qualita
in accordo alla EN ISO/IEC 17025 e alla EN 14996.

Nel presente studio viene proposto un interconfrargntrato sulla fase finale della metodica di

analisi della comunita diatomica dei corsi d’acqagyarticolare sull'identificazione tassonomica e
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sul conteggio delle diatomee, essendo tale fasdraria principali sorgenti di variabilita assoeaiat
al metodo.

Le giornate di studio sulle diatomee rappreseniapoimo circuito di interconfronto proposto a
livello nazionale in ambito di monitoraggio biolagi delle acque dolci e si rivolgono ad operatori
con differenti esperienze maturate nel campo delitok@aggio biologico dei corsi d’acqua tramite
le diatomee.

Questa esperienza sara quindi mirata principalmetite verifica dello stato dell’arte sulle
conoscenze acquisite dagli operatori circa le carawiatomiche ed, in particolar modo, a stabilire

il grado di variabilita tra gli operatori che etigdno le analisi su tale comunita.

2. Scopo

Lo scopo dello studio proposto e quello di valutéaeconfrontabilitd dei risultati ottenuti da
operatori diversi e la valutazione della riprodiliéo relativa alla fase di identificazione e
conteggio della componente diatomica. Cio permeettiéwverificare le criticita relative a tale fase e

di valutare la performance di ciascun operatore.

3. Riferimenti normativi

- UNI EN 14407:2004, Qualita dellacqua — Linea guider l'identificazione, il

conteggio e la classificazione di campioni di diaée bentoniche di acque correnti.

- EN 14996, Qualita dellacqua — Guidance on assutiegquality of biological and

ecological assessments in the acquatic environment.

- UNI CEI EN ISO/IEC 17025 — Requisiti generali parcompetenza dei laboratori di
prova e di taratura.

- ISO 13528, Statistical methods for use in proficienesting by interlaboratory

comparisons.

- ISO/IEC Guide 98-3:2008, guide to the expressionm@fertainty in measurement.
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Direttiva 2000/60/CE del Parlamento Europeo e deisiyjlio, del 23 ottobre 2000,
che istituisce un quadro per I'azione comunitanianateria di acque (G.U. L. 327
del 22.12.2000, 1-72).

ISPRA. Metodi biologici per le acque. Parte |. Romgat; 2008. Disponibile
all'indirizzo:
http://www.isprambiente.it/site/_files/pubblicazivianuali_LineeGuida/metodi_bi

ologici_acque/fiumi_diatomee.pdf

Italia, 2006. Decreto Legislativo 3 aprile 2006,162. Norme in materia ambientale.

Gazzetta Ufficiale -Supplemento ordinaria. 96 del 14 aprile 2006.

Italia, 2008. Decreto Legislativo 11 Agosto 2008,181. “Regolamento recante i
criteri tecnici per la caratterizzazione dei coigici (tipizzazione, individuazione
dei corpi idrici, analisi delle pressioni) per laodifica delle norme tecniche del
decreto legislativo 3 Aprile 2006, n. 152 recarifmrme in materia ambientale,
predisposto ai sensi dell'articolo 75, comma 3, distreto legislativo medesimo”.
Gazzetta Ufficiale Supplemento Ordinario serie galeen. 187, 11 Agosto 2008.

Italia, 2009. Decreto 14 aprile 2009, n. 56. Reg@ato recante “Criteri tecnici per
il monitoraggio dei corpi idrici e I'identificazi@delle condizioni di riferimento per
la modifica delle norme tecniche del decreto legjgo 3 Aprile 2006, n. 152
recante: Norme in materia ambientale, predispossesi dell’articolo 75, comma
3, del decreto legislativo medesimo”. Gazzetta didife Supplemento Ordinario

serie generale n. 83, 30 Maggio 2009.

Mancini L., Sollazzo C. Metodo per la valutazioredla stato ecologico delle acque

correnti: comunita diatomiche. Rapporto Istisarl99/
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4. Destinatari

Le giornate di studio sono riservate in particofexdo agli operatori delle Agenzie Regionali per la
protezione del’Ambiente (ARPA/APPA), coinvolti nelonitoraggio biologico delle acque correnti

superficiali ai sensi del D. Lgs. 152/2006.

5. Materiali

| vetrini di riferimento che verranno utilizzati ppéesecuzione del presente studio sono stati
preparati nei laboratori ISPRA di Castel Romanoliappdo le procedure ufficiali riportate nel
protocollo di campionamento ed analisi delle disgerbentoniche dei corsi d’acqua italiani (ISPRA
2008).

Il campionamento é stato effettuato su una stazidneun tratto fluviale precedentemente
selezionata dagli organizzatori (ISPRA/ISS) chéaleno quindi saggiato la composizione in specie
valutando anche tutti i parametri a sostegno diia presenza di altri parametri rilevanti. |l
campione di diatomee é stato prelevato da un sibgirevalentemente ciottoloso.

Le analisi di laboratorio sono state eseguite ispktto delle procedure per il controllo di qualita
L'ossidazione del campione e stata effettuata tonetodo n.1 (perossido di idrogeno a caldo)
previsto dal protocollo ufficiale.

Tutti i vetrini permanenti utilizzati per l'interafronto sono stati preparati a partire da un’unica
diluizione del campione ossidato.

Le operazioni di identificazione e conteggio dat@ategli organizzatori sono state effettuate al
microscopio ottico Nikon Eclipse a 1000 ingranditherad immersione.

Per l'identificazione fino a livello di specie eagt utilizzato un sistema di analisi delle immagini
costituito da una camera per microfotografia e @idattura connessa al microscopio e ad un
computer, e da un software (NIS Elements) utiliaza¢r digitalizzare ed analizzare le immagini
delle valve delle diatomee e per registrare ediderie i dati durante la raccolta.

Gli individui sono stati identificati a livello dspecie utilizzando le principali guide attualmente
disponibili (Allegato 1).

Ciascun vetrino di riferimento é provvisto di urda® numerico identificativo. La provenienza del

campione verra lasciata incognita per garantiredarzialita dell’operatore nell’effettuazione della

lettura del vetrino.
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6. Procedimento

L’interconfronto prevede la partecipazione di 3@@ori del sistema agenziale e si svolgera presso
'aula Marotta dell’lstituto Superiore di Sanitaar@nno messi a disposizione degli operatori 25
microscopi ottici, di cui 5 provvisti di sistemaatquisizione delle immagini.

E’ prevista la suddivisione dell'interconfronto thfasi successive: la prima (Tab.1l) riguardante
I'identificazione delle specie sui vetrini di riferento, si svolgera il 12 gennaio e sara propedaulti
alla seconda fase (Tab. 2), che riguardera il gmiteed il calcolo dell'lCMi e che si svolgera B 1
gennaio.

L'esito positivo della prima fase di identificazemonsiste, per ciascun operatore, nell’identi@car
correttamente entro un’ora almeno I'80% delle spgeesenti nei due campi di lettura individuati
sui vetrini di riferimento, e cio sara il presupfmger accedere alla seconda fase di conteggio e
calcolo dell'ICMi.

Alla seconda fase parteciperanno tutti gli operatminvolti nello studio. | partecipanti che
eventualmente, nei tempi previsti (1h), non sowsaiti a riconoscere almeno 1'80% delle specie
presenti, affiancheranno coloro che hanno supégigttima fase, utilizzando i microscopi provvisti

di sistema di acquisizione delle immagini.

La seconda giornata del circuito sara finalizzafasercizio di interconfronto sul conteggio ed il

calcolo dell’'ICMi.

FASE1

Tab. 1 - Fase 1:ldentificazione delle diatomee

Operatori 30

Vetrini di riferimento 5

Sistemi di acquisizione immagine 5

Campi di lettura 2 [ vetrino

Tempo per identificazione 1 h / operatore

Percentuale di specie da identificare 80% (dellecisp presenti nei campi di
lettura individuati)

| partecipanti avranno a disposizione i cinque o8copi ottici provvisti di sistemi di acquisizione
delle immagini. Su ciascun microscopio sara montatovetrino di riferimento. Su ciascuno dei
cinque vetrini di riferimento saranno stati precgdenente individuati dagli organizzatori

(ISS/ISPRA) 2 opportuni campi di lettura per l'idiéisazione delle specie.
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Essendo 30 gli operatori partecipanti e cinquestesii di acquisizione delle immagini utili per
I'identificazione, si procedera formando 5 grupjistituiti ciascuno da 5/6 operatori. Ciascun
gruppo avra a disposizione un microscopio con ikgasistema di acquisizione e vetrino di
riferimento, su cui si alterneranno i 5/6 operapan I'effettuazione della lettura.

Ogni partecipante avra a disposizione un tempadadséiso di 1h per effettuare il riconoscimento di
almeno 1'80% delle specie presenti nei due campisdervazione, ed una scheda su cui riportare i
risultati dell'identificazione (Allegato 2).

Per I'identificazione delle diatomee gli operatosufruiranno delle apposite guide.

FASE?2

Tab. 2 - Fase 2Conteggio delle diatomee e calcolo dellICMi

Operatori 30
Vetrini di riferimento 30
Microscopi ottici 20
Sistemi di acquisizione immagine 5
Tempo per conteggio e calcolo ICMi 5 h / operatore

Ogni operatore avra a disposizione un vetrino tBrimento per il conteggio ed il calcolo
dell’'ICMi.

Entro un tempo prestabilito di 5 h l'operatore dowffettuare il conteggio delle valve ed il
successivo calcolo delllICMi. L'operazione di cogggo verra eseguita seguendo le indicazioni
riportate nel protocollo ufficiale.

Il calcolo dellICMi verra effettuato da ciascun eyptore seguendo le indicazioni riportate nella
procedura prevista dal Rapporto Istisan 09/19 —oMetper la valutazione dello stato ecologico
delle acque correnti: comunita diatomiche.

| risultati del conteggio e del calcolo sarannmripti da ciascun operatore su un’apposita scheda
(Allegato 3).

7. Elaborazione dei risultati dell'interconfronto

Sui risultati del calcolo dellICMi ricavati nel sendo giorno di studio verra applicata un’analisi

statistica di base. | valori cosi ottenuti verranndizzati per calcolare lo scostamento relativo
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rispetto al vetrino di riferimento. Sulla baseali tlati saranno individuate le classi di prestaeidi

ciascun operatore.

8. Rapporto Conclusivo

Sara inviata ai partecipanti una Bozza del RappdCmnclusivo che conterra i risultati
dell’'elaborazione statistica e la valutazione ditedtabilita dei dati dei partecipanti. Dopo aver
ricevuto i commenti dei partecipanti allo studid, Rapporto Conclusivo sull'interconfronto
sull'identificazione tassonomica delle diatomeetbeithe dei corsi d’acqua e sull’applicazione del

metodo ICMi (ntercalibration Common Metrix indgxerra pubblicato sul sito ISPRA.
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Allegato 1

Testi per l'identificazione

Krammer K., Lange-Bertalot H. Bacillariophyceae &ilT Naviculaceae. In: Ettl H. (Ed.)
Sipwasserflora von Mitteleuropa Stuttgart: Gustav keseVerlag; 1986.

Krammer K., Lange-Bertalot H. Bacillariophyceae 2ilT Bacillariaceae, Epithemiaceae,
Surirellaceae. In: Ettl H. (Ed.) Bwasserflora von Mitteleuropa Stuttgart: Gustav Fese
Verlag; 1988.

Krammer K., Lange-Bertalot H. Bacillariophyceae 3eilT Centrales, Fragilariaceae,
Eunotiaceae. In: Ettl H. (Ed.) PBirasserflora von Mitteleuropa Stuttgart: Gustav Fése
Verlag; 1991a.

Krammer K., Lange-Bertalot H. Bacillariophyceae 4eilT Achnathaceae. Kritische
Erganzungen zu Navicula und Gomphonema. In: Et{Bd.) Sigwasserflora von Mitteleuropa
Stuttgart: Gustav Fischer-Verlag; 1991b.

Krammer K., Lange-Bertalot H. Bacillariophyceae &lTEnglish and french translation of the
keys. In: Ettl H. (Ed.) Stwasserflora von Mitteleuropa Stuttgart: Gustav IkeseVerlag; 2000.

Lange — Bertalot H. (Ed.) Diatoms of Europe: diasoof the European Inland Waters and
Comparable Habitats edited by Horst Lange — Bardtdume 1: Krammerr, Kurt: The Genus
Pinnularia Ruggell: Gantner Verlag; 2000.

Lange — Bertalot H. (Ed.) Diatoms of Europe: diasoof the European Inland Waters and
Comparable Habitats edited by Horst Lange — Bedrtalolume 2: Lange Bertalot, Horst:

Navicula sensu stricto, 10 Genera Separated frowichla sensu stricto, Frustulia Ruggell:
Gantner Verlag; 2001.

Lange — Bertalot H. (Ed.) Diatoms of Europe: diasoof the European Inland Waters and
Comparable Habitats edited by Horst Lange — Bert&lolume 3: Krammerr, Kurt: Cymbella

Ruggell: Gantner Verlag; 2002.
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Lange — Bertalot H. (Ed.) Diatoms of Europe: diasoof the European Inland Waters and
Comparable Habitats Elsewhere edited by Horst LanBertalot. Volume 4: Krammerr, Kurt:

Cymbopleura, Delicata, Navicymbula, Gomphocymbelisp Afrocymbella, Supplements to
Cymbelloid taxa Ruggell: Gantner Verlag; 2003.

Prygiel J., Coste M. Guide Methodologique pour lsanen ceuvre de I'Indice Biologique
Diatomées. NF-T 90 354. Bordeaux : Etude de L’Agede I'Eau, Cemagref, 2000.
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Allegato 2

SCHEDA RISULTATI “| NTERCONFRONTO SULL '| DENTIFICAZIONE DELLE DIATOMEE "

Vetrino di riferimento n.

Postazione n.

Coordinate del campo osservato:

Orario di inizio lettura: Orario di fine lettura:

Operatore:

Specie:
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Allegato 3

SCHEDA DEI RISULTATI “I NTERCONFRONTO SUL METODO ICM 1"

Vetrino di riferimento n.

Orario di inizio lettura: Orario di fine lettura:

Operatore:

Presenza ed abbondanza delle specie diatomichifichee:

Calcolo ICMi:
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