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Il percorso di standardizzazione 

dei saggi di tossicità: 

l’esempio del test di embriotossicità con il mitilo

Gruppo di lavoro “Metodi biologici” – Gruppo ad hoc MOLLUSCHI
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Ricerca e applicazione di metodologie ecotossicologiche in ambienti marini e salmastri
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Cos’è uno standard ?Cos’è uno standard ?

Un documento prodotto con il consenso e
approvato da un ente di standardizzazione riconosciuto . 

Il documento serve per applicazioni ripetute o 
continuative e per fornire regole e linee guida che 

permettano la gestione ottimale nel contesto specifico

Gli standard sono utili:
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Gli standard sono utili:
- alle industrie e alle imprese di tutti i tipi;
- ai governi e agli enti regolatori;
- ai commercianti;
- per uniformare le valutazioni professionali;
- ai fornitori e ai clienti di prodotti e servizi sia nel settor e pubblico
che privato;
- alla gente in genere nel loro ruolo di consumatore e utilizza tore



Organizzazioni internazionali di standardizzazioneOrganizzazioni internazionali di standardizzazione

ISO è costituito da 157 membri divisi in 3 categori e:

Effettivi
Partecipano a tutte le attività di ISO ed esercitan o il diritto di voto a tutti i tavoli 
tecnici e politici

Corrispondenti
Non hanno parte attiva nel lavoro tecnico e politic o ma vengono tenuti aggiornati 
sulle attività di ISO 

Sottoscrittori 
Per paesi con economie molto piccole

www.iso.org

Per paesi con economie molto piccole

ISO ha sviluppato 17000 International Standards e 1100 nuovi ISO standards vengono pubblicati ogni anno

CEN è costituito da 30 membri:

Gli enti nazionali di standardizzazione dei 27 paes i dell’Unione 
Europea;

Gli enti nazionali di standardizzazione dei 3 paesi  dell’area 
europea di libero commercio

www.cen.eu
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Ente Nazionale Italiano di UnificazioneEnte Nazionale Italiano di Unificazione
compiti principali:

ELABORARE norme che vengono sviluppate da Organi tecnici ai cui lavori 
partecipano tutte le parti interessate assicurando, in tal modo, il carattere di 

trasparenza e condivisione;

RAPPRESENTARE l'Italia nelle attività di normazione a livello mondiale (ISO) ed 
europeo (CEN) per promuovere l'armonizzazione delle norme ed agevolare gli 

scambi di prodotti e servizi;

PUBBLICARE e diffondere le norme tecniche ed i prodotti editoriali ad esse 

www.uni.com

PUBBLICARE e diffondere le norme tecniche ed i prodotti editoriali ad esse 
correlati, sia direttamente, sia attraverso i centri di informazione e documentazione 

presenti su tutto il territorio nazionale (Punti UNI), sia tramite internet.

Associato ad Uni in materia di gestione delle acque

www.unichim.itEnte di normazione tecnica operante 
nel settore chimico

Ente di normazione tecnica operante 
nel settore chimico
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GRUPPO DI LAVORO “Metodi Biologici”

1. Sottogruppo “Acque dolci”
Coordinatore: Dott. Renato Baudo

2. Sottogruppo “acque e sedimenti marino costieri”
Coordinatore: Dr. David Pellegrini

La commissione Unichim
“QUALITA’ DELLE ACQUE”

La commissione Unichim
“QUALITA’ DELLE ACQUE”

Questo gruppo di lavoro è l’unico deputato alla
realizzazione di un coordinamento effettivo a livello
nazionale in questo campo.

È costituito da esperti da istituzioni di ricerca, università,
agenzie di protezione per l’ambiente e società private.

La partecipazione è volontaria e completamente gratuita .
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L’iter proposto per la standardizzazioneL’iter proposto per la standardizzazione

attività di ricerca anche speculativa di un singolo
istituto o Agenzia per la definizione di significatività
ecologica e tossicologica

LIVELLO 1

stesura di un protocollo metodologico condiviso
sottoposto al confronto con altri gruppi

LIVELLO 2

Quando un saggio di tossicità è a questo livello, 
speriamo possa essere incluso nella legislazione 

nazionale in materia …

protocollo sperimentato da un numero significativo
di laboratori differenti (almeno 8) che possono
proporre/modificare una metodica in ambito
UNICHIM-CEN-ISO

LIVELLO 3
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PROBLEMATICHE    APERTE:
Questi 3 livelli pensati per i saggi di 

tossicità non sono proponibili per altre 
metodiche:

- campionamento matrici

L’iter proposto per la standardizzazioneL’iter proposto per la standardizzazione

LIVELLO 1

LIVELLO 2

- campionamento matrici
- campionamento organismi

- studi di bioaccumulo

LIVELLO 3
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Gruppo di lavoro “Metodi biologici” – Gruppo ad hoc MOLLUSCHI

Referente: C. Losso - Università Ca’ Foscari di Venezia

9 Unità Operative
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Verso la standardizzazione del test di 
embriotossicità con Mytilus galloprovincialis
Verso la standardizzazione del test di 
embriotossicità con Mytilus galloprovincialis

LIVELLO 1:

protocollo specie provenienza pool 
gameti

T
(°C)

t
(h)

End point

ASTM
(1998- 2004)

C.gigas
C.virginica

M.mercenaria

Pop allevamento,
Pop. naturale 
stabulata e/o 
condizionata

si
20

20-25

48

48
Larve malformate
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M.edulis

condizionata

18 72

US EPA
(1995)

C.gigas

Mytilus spp.

Pop allevamento,
Pop. naturale 
stabulata e/o 
condizionata

no 18-20 48
Anomalie:

larve malformate.
morte, stadi pre-D

His et  al.,
(1997)

M.galloprovincialis

C.gigas

Pop naturale no 
stabulazione

Pop.allevamento
no

18

24

48

24

Anomalie:
larve malformate.
morte, stadi pre-D



Verso la standardizzazione del test di 
embriotossicità con Mytilus galloprovincialis
Verso la standardizzazione del test di 
embriotossicità con Mytilus galloprovincialis

LIVELLO 1:

Valutazione della riproducibilità (QA/QC)

Valutazione della sensibilità ad alcune sostanze pure

Mytilus galloprovincialis Crassostrea gigas

- test embriotossicologici con Mytilus
galloprovincialis e Crassostrea
gigas : esecuzione di saggi con tossici
di riferimento e sostanze organiche di

 

 

ICRAM  
ISTITUTO  CENTRALE  PER  LA  RICERCA  
SCIENTIFICA  E  TECNOLOGICA APPLICATA  AL  MARE 
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Valutazione della sensibilità ad alcune sostanze pure

Valutazione dell’applicabilità a matrici ambientali

ACQUA 
INTERSTIZIALE

FATTORI DI CONFUSIONE
(ammoniaca e solfuri)

ELUTRIATO

di riferimento e sostanze organiche di
interesse ambientale;

- messa a punto di una metodologia di
saggio sui primi stadi vitali di Tapes
philippinarum ;



Verso la standardizzazione del test di 
embriotossicità con Mytilus galloprovincialis
Verso la standardizzazione del test di 
embriotossicità con Mytilus galloprovincialis

LIVELLO 2 2006: stesura di un protocollo metodologico condiviso

28°C

18°C

Stimolo 
all’emissione

Emissione dei gameti

fecondazione
Conteggio delle uova
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48h 18°C

Emissione dei gameti

60-70 uova 
fecondate/mL

x 100

lettura



Verso la standardizzazione del test di 
embriotossicità con Mytilus galloprovincialis
Verso la standardizzazione del test di 
embriotossicità con Mytilus galloprovincialis

LIVELLO 2 2006: stesura di un protocollo metodologico condiviso
2007: prima esercizio di interconfronto con 7 laboratori
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Poster 
presentato al 

congresso 
S.It.E 2007 di 

Ancona



Verso la standardizzazione del test di 
embriotossicità con Mytilus galloprovincialis
Verso la standardizzazione del test di 
embriotossicità con Mytilus galloprovincialis

LIVELLO 3 2008: seconda prova di interconfronto con 9 laboratori

5 prove

rame come Cu (Cu(NO3)2): 3, 6, 12, 24, 48 µg/L
acqua marina artificiale ricostruita secondo ASTM (2004)
mitili dal golfo di Taranto

II prova:
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k max = 1,65 h max = 9,34
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II prova:
“valore K” :consistenza 
precisione intralaboratorio

“valore h” precisione 
interlaboratorio

ASTM (1999) 



LIVELLO 3 2008: seconda prova di interconfronto con 9 lab.

4 prove hanno dato 

risultati statisticamente 
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accettabili per 6 laboratori
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LIVELLO 3 2008: seconda prova di interconfronto con 9 lab.

Intervallo di 

accettabilità:
5,56 µg/L - 18,33 µg/L

10

15

20

25

E
C

50
 (

µg
/L

)

II PROVA III PROVA IV PROVA V PROVA
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0

5

1 3 6 7 8 9 M(II) 1 3 5 7 8 9 M(III) 1 2 3 6 7 8 M(IV) 1 2 5 7 8 9 M(V)

EC50 medio = 11,94 � 3,19 µg/L (rame) 



Test di embritossicità con il mitilo: 
come concludere il percorso di standardizzazione? 

ulteriori interconfronti:

Autofinanziati
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Crassostrea gigas Tapes philippinarum
Nome e cognome Anni di precariato

Chiara Losso 7

Giovanni Libralato 4

Antonio Luca Langellotti 7

Ginevra Moltedo 7

Barbara Catalano 8

Ombretta Di Matteo 4

Gerarda Sorrenti 5

Alessandra Valenti 4

Francesca Biandolino 9

Simone Modugno 5


