Biologia Ambientale, 31: 115-119 (2017)

Evoluzione del modello
“Confronto interlaboratorio analisi dei
macroinvertebrati bentonici negli ecosistemi fluviali”

Daniela Lucchinit, Stefania Balzamo?, Alessandra Agostini®

1 Arpae Sezione di Bologna - Via Francesco Rocchi, 19 - 40138, Bologna
2 ISPRA - Servizio di Metrologia Ambientale - Via di Castel Romano,100 - 00128 Roma
* Referente per la corrispondenza: aagostini@arpae.it
Pervenuto il 24.2.2017; accettato il 10.5.2017

Riassunto

Viene presentata I'evoluzione del modello organizzativo di circuiti interlaboratorio sull’analisi dei macroinvetebrati bentoni-
ci negli ecosistemi fluviali. Un percorso che ha coperto cinque anni di attivita, dal 2012 al 2016, durante i quali, individuati i
passaggi critici dell’esercizio, sono stati apportati miglioramenti alle due fasi di analisi dei campioni e all’approccio statistico
scelto per I'elaborazione dei dati per la valutazione della prestazione. Tutto allo scopo di realizzare un interconfronto tra ope-
ratori per garantire un maggiore omogeneita nelle fasi di determinazione e conta di campioni di macroinvetebrati, nell’ottica
del raggiungimento della certificazione degli operatori come figura professionale alla quale assegnare la responsabilita della
validazione dei dati. Nel disegnare questo percorso, del quale sono state redatte delle linee guida di prossima pubblicazione,
si & fatto riferimento a quanto veniva indicato nelle norme europee UNI EN 14996:2006 e UNI EN 16101:2012.

ParoLE cHiAVE: Interlaboratorio / Macrobenthos / Indicatori / Indici

Model evolution: interlaboratory comparison analysis

of benthic macroinvertebrates in the river ecosystems

This paper is about the evolution of the organizational model of interlaboratory comparision analysis of benthic macroin-
vertebrates in river ecosystems. A journey that lasted for five years, from 2012 to 2016, during which not only the critical
phases of the task were identified but also it was also improved the two steps of taxa identification and the statistical ap-
proach fot data processing for the performance assestment. What has been just stated was aimed at realizing an intercom-
parison between operators to ensure greater homogeneity in the phases of determination and count of macroinvertebrates
samples in order to achieve operator’s certification as professional figures to whom responsibility for data validation are
given. In tracing this route, about which few guidelines are going to be published in the next future, we referred to the Eu-
ropean standards as stated in UNI EN 14996:2006 and UNI EN 16101:2012.

Kev worbs: Interlaboratory / Macroinvertebrates / Indicators / Indices

INTRODUZIONE

In ambito di Circuiti di In-
terlaboratorio il postulato cui non
e possibile derogare é: assicurare
campioni “uguali” a tutti i parteci-
panti. Per i campioni biologici ed
in particolare nel caso del macro-
benthos, che vede nelle attivita in
campo sul fresco uno dei momenti
significativi del risultato finale, le
difficolta sono molteplici in quan-
to, oltre ad assicurare un campio-
ne uguale, occorre anche che le

condizioni di processo al contorno
rispondano al medesimo criterio
di omogeneita.

L'esperienza  quinquennale
(dal 2012 al 2016) é stata caratte-
rizzata da un progressivo impegno
nel migliorare il modello di eserci-
zio individuando, in ogni edizione,
passaggi critici da correggere per
affinarlo allo scopo di avvicinar-
si meglio ai criteri di omogeneita
che devono essere assicurati; si

fatto riferimento a quanto indica-
to nelle norme europee UNI EN
14996:2006 , UNI EN 16101:2012 e
UNI CEI EN ISO/IEC 17043:2010.

La prova si prefigge, ad ecce-
zione dell’edizione 2012, di realiz-
zare un interconfronto tra opera-
tori esperti, con almeno tre anni di
esperienza, nell’attivita di identi-
ficazione e conteggio di organismi
di un campione vivo in un tempo
massimo stabilito allo scopo di va-
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lutare I'idoneita allo svolgimento
di questo compito.

I circuiti sono basati sul con-
fronto di liste tassonomiche redat-
te dai partecipanti, che eseguono
I'analisi (ldentificazione e Conta
degli organismi — 1/C) di campioni
a livello di identificazione tassono-
mica di Famiglia e/o Genere (sen-
su Indice Biotico Esteso; APAT,
2003), con liste di riferimento
stilate da un gruppo indipenden-
te (Expert Panel - EP). Il modello
prevede due fasi: Fase di campo e
Fase di Laboratorio.

Nelle diverse edizioni sono
state introdotte delle modifiche di
gestione sia per la fase di campo
che per quella di laboratorio. Le
modifiche sono state necessarie
per ottimizzare e ridurre alcune
fonti di errore.

MATERIALI E METODI

Il modello del Circuito pre-
vede, tranne che per la prova del
2012, due fasi cosi strutturate.

Fase di campo. Il materiale
da esaminare & costituito da un
campione di macroinvertebrati
bentonici campionati al momen-
to, omogeneizzato e distribuito
all’interno di ogni vaschetta pre-
disposta per I'esercizio di identifi-
cazione e conta. Le vaschette sono
posizionate su tavoli detti di lettu-
ra. | partecipanti hanno il compito
di eseguire la 1/C di otto vaschette
in totale, in due sessioni da quattro
vaschette.

L’'organizzazione logistica del-
la prova é gestita da una figura che
prende il nome di “Coordinatore
spostamenti”.

Fase di laboratorio. Il mate-
riale esaminato in campo é trasferi-
to interamente al laboratorio per
permettere gli approfondimenti di
conferma e/o identificazione richi-
esti dai partecipanti nella fase di
campo. In laboratorio sono a dis-
posizione degli stereomicroscopi
per gli approfondimenti di analisi.

Prova 2012. La provasi pre-
figge di realizzare un interconfron-
to nell’applicazione del metodo di
campionamento multihabitat pro-
porzionale e della successiva fase
di analisi da parte di personale
esperto considerando due fasi.

Fase di campo: quantifica-
zione percentuale dei microhabitat
presenti nel mesohabitat da cam-
pionare, campionamento, smista-
mento, identificazione tassonomica
e conta delle abbondanze dei taxa a
livello di Famiglia e/o Genere (sen-
su metodo IBE) dove previsto.

Fase di laboratorio: identifi-
cazione tassonomica degli indivi-
dui raccolti e redazione della lista
faunistica finale.

Alla prova hanno partecipa-
to ventinove operatori, che sono
stati suddivisi in gruppi coordinati
da un tutor con il compito di sup-
portare i partecipanti nelle attivita
organizzative, ma non in quelle
specialistiche/sistematiche. L'l/C
consiste in una lettura in sequenza
di un determinato numero di va-
schette posizionate su un unico ta-
volo senza limiti di tempo stabiliti

Prova 2013. Questa seconda
prova di interconfronto ¢ mirata
soprattutto alla valutazione degli
operatori nelle attivita di smista-
mento, identificazione e conteg-
gio, tralasciando le considerazioni
legate all'individuazione dei me-
sohabitat e dei microhabitat e alle
modalitd di campionamento. Li-
mitando I'interesse alla procedura
analitica si € inteso escludere I'er-
rore casuale del campionamento,
legato alla variabilita spaziale, va-
riabilita temporale e combinazione
delle variabilita di spazio e tempo.
In tal modo la variabilita dei risul-
tati e attribuibile quasi esclusiva-
mente al diverso comportamento
degli operatori.

Anche in questo caso la pro-
va prevede due fasi, con la fase di
campo in cui € richiesta solo I'iden-
tificazione tassonomica e conteggio

delle abbondanze dei taxa del cam-
pione consegnato, mentre la fase di
laboratorio rimane invariata.

Alla prova hanno partecipa-
to dodici operatori che sono stati
suddivisi in tre gruppi di lavoro.
Ad ogni gruppo € assegnato un
EP composto da due membri in
qualita di operatori esperti, i qua-
li, al termine dell’analisi di ogni
vaschetta da parte di tutti i com-
ponenti del gruppo, procedono
all’analisi congiunta del medesimo
sottocampione.

Prova 2014. In base alla
sperimentazione degli anni prece-
denti il circuito é strutturato con la
sola presenza di EP, uno per tavolo
di lettura, come redattori di liste
di riferimento da utilizzare per la
valutazione della prestazione nel
confronto con i risultati dei singoli
partecipanti.

La prova del 2013 ha eviden-
ziato che il risultato di un singolo
operatore € in parte condizionato
dalla presenza degli altri parteci-
panti seduti al tavolo di lettura co-
mune. La lettura in sequenza di un
certo numero di vaschette posizio-
nate su un unico tavolo con com-
pagni di lettura fissi influisce sulla
prestazione finale. In base a queste
considerazioni si & quindi deciso di
eliminare questo condizionamento
facendo in modo che gli operato-
ri durante I'esercizio di lettura si
spostino tra i diversi tavoli allestiti
per la prova. Inoltre é stato intro-
dotto un tempo massimo di lettura
vaschette di 20 minuti. Gli sposta-
menti degli operatori tra i tavoli
sono gestiti dal Coordinatore spo-
stamenti e le iscrizioni ai tavoli di
lettura e il monitoraggio dei tempi
di 1/C dagli EP assegnati al tavo-
lo. Hanno partecipato trentasette
operatori nei due moduli di svolgi-
mento dell’edizione.

Prova 2015. La prova con-
dotta nel 2015 ha sostanzialmente
seguito le stesse modalita di orga-
nizzazione dell’edizione del 2014 e
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ha visto la partecipazione di venti-
quattro operatori suddivisi in due
moduli. Sono tuttavia state intro-
dotte delle modifiche di gestione
sia per la fase di campo che per
quella di laboratorio.

Modifiche Fase di Campo.
Gli EP sono sollevati dalla gestio-
ne delle iscrizioni dei partecipanti
che prevede la compilazione del
registro di iscrizione, il monitorag-
gio dei tempi di lettura e I'annota-
zione dei taxa da raccogliere sepa-
ratamente per le identificazioni/
conferme di laboratorio. Queste
attivita sono assegnate ad una nuo-
va figura, il Tavolo STAFF, che ha
come compiti esclusivi la gestione
organizzativa dei partecipanti e
che fa da supporto al Coordinatore
Spostamenti. La scelta di sollevare i
compiti di gestione dei partecipan-
ti da parte degli EP ¢ motivata dal
fatto che queste attivita sono fonte
di distrazione ed errore. In questo
modo, il ruolo dell’EP, torna ad es-
sere quello di redattore della lista di
riferimento senza compiti accesso-
ri. Inoltre, il tempo di lettura della
prima vaschetta assegnata, & esteso
a trenta minuti, per permettere agli
operatori, che per primi si approc-
ciano al campione, di effettuare I'e-
ventuale pulizia da frustoli, sassi e
foglie e prendere atto della compo-
sizione del campione che andranno
ad esaminare. | tempi di lettura
delle successive vaschette non han-
no subito variazioni (venti minuti).

Modifiche Fase di Laborato-
rio. Le modifiche hanno interessa-
to il numero di stereomicroscopi a
disposizione (uno per ogni campio-
ne) e la distribuzione dei campioni
preparati in campo e destinati alle
identificazioni/conferme da effet-
tuare in laboratorio. I campioni
sono collocati accanto alla posta-
zione di lettura, in modo tale da ri-
produrre in laboratorio una distri-
buzione simile a quella di campo,
con lo spostamento dei partecipan-
ti e postazioni fisse dei campioni.
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L'aumento del numero di stereo-
microscopi permette di accorciare
i tempi di lettura della fase di labo-
ratorio, riducendo i tempi di attesa
e la collocazione fissa del campione
riduce al minimo la possibilita di
“incidenti di trasporto”.

Livello di identificazione tas-
sonomico. Pur richiedendo in cam-
po l'identificazione a livello di Fa-
miglia e/o0 Genere (sensu metodo
IBE), nella fase di laboratorio, si &
data indicazione di procedere pri-
oritariamente alla conferma siste-
matica a livello di Famiglia e suc-
cessivamente a quella del Genere
(sensu metodo IBE). L'indicazione
€ motivata dal fatto che il tempo a
disposizione per I'esame di 8 cam-
pioni di laboratorio in venti minuti
ciascuno, non ha permesso in alcu-
ni casi agli operatori, nelle passate
edizioni, di concludere I'identifica-
zione di tutto il campione a livello
di Genere (sensu metodo IBE).

Evoluzione dell’approccio
statistico dei risultati

L'impegno nel migliorare il
modello di esercizio del circuito
di interconfronto riguarda anche
I'approccio statistico utilizzato per
la valutazione della prestazione
degli operatori.

Il risultato dell’analisi di un
campione di macroinvertebrati
rappresentato da un elenco di taxa
(ad esempio Famiglie) e dal loro
valore di abbondanza ¢ elaborato
mediante l'utilizzo di metodi dif-
ferenti da quelli impiegati nei con-
fronti interlaboratorio dei metodi
chimici.

Si € partititi dai possibili indi-
ci 0 parametri presenti nella lette-
ratura scientifica che permettono
di confrontare dati costituiti da
elenchi tassonomici e relative ab-
bondanze e sono stati selezionati i
seguenti:

— Percentuale di disaccordo
tassonomico PTD (Percent
Taxonomic Disagreement) (Stri-

bling et al. 2003; Stribling 2011)
Range: 0-100%. Il PTD permette
di confrontare il disaccordo tas-
sonomico tra due operatori che
analizzano indipendentemente il
medesimo campione di macroin-
vertebrati. Tale disaccordo pud
derivare sia da errate identifica-
zioni tassonomiche, sia dal man-
cato conteggio di individui da
parte di uno dei due operatori.
Percentuale di differenza
nel conteggio PDE (Percent
Difference in Enumeration)
(Stribling et al. 2003; Stribling
2011) Range: 0-100%. Il PDE
permette di misurare la dif-
ferenza tra due operatori nel
conteggio/stima degli individui
complessivamente presenti in
uno stesso campione. Questo in-
dice puo essere utile per eviden-
ziare in maniera immediata le
differenze grossolane e indiriz-
zare I'individuazione delle cause
di tali differenze.
Indice di Bray-Curtis. (Kelly,
2001; Lorenz e Clarke, 2006)
Range: 0-1. L’indice di Bray-
Curtis permette, sulla base dei
dati di composizione e abbon-
danza dei taxa, di misurare il li-
vello di similarita di due liste di
macroinvertebrati ottenute indi-
pendentemente da due operatori
a partire dallo stesso campione.
Esso pud assumere valori da O
(comunita completamente diffe-
renti) a 1 (comunita identiche).
Indice di Jaccard. (Cao et al.
2003; Lorenz e Clarke, 2006)
Range: 0-1. L'indice di Jaccard
misura anch’esso il livello di simi-
larita di due liste di macroin-
vertebrati ottenute indipenden-
temente da due operatori a partire
dallo stesso campione, ma si basa
sui dati di sola presenza-assenza
dei taxa, non considerando la loro
abbondanza. Come [lindice di
Bray-Curtis, I'indice di Jaccard
puo assumere valoridaOal.
Questi parametri permettono
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solo confronti per coppie di dati,

ossia coppie di elenchi di taxa e

relative abbondanze. Gli approcci

per la valutazione dei risultati sono
stati scelti tra i seguenti:

— (1) Confronto a coppie: con-
fronto del risultato di ciascun
operatore con il risultato di cia-
scuno degli altri operatori del
gruppo (confronto per ogni pos-
sibile coppia) e successiva valu-
tazione dei valori ottenuti;

— (2) Consenso: confronto del
risultato di ciascun operatore
rispetto ad un risultato di riferi-
mento ottenuto per consenso dai
risultati del gruppo che ha letto
la medesima vaschetta; affinché
il consenso sia robusto, il gruppo
deve essere costituito da un nu-
mero minimo di operatori (4 0 5);

— (3) Confronto con EP: con-
fronto del risultato di ciascun
operatore rispetto ad un risul-
tato di riferimento ottenuto da
operatori esperti (EP); il risul-
tato di riferimento degli opera-
tori esperti puo essere affinato
a partire dai risultati del gruppo
mediante consenso.

Nel 2012 i risultati ottenuti
dai singoli partecipanti alle prove
di interconfronto sono elaborati se-
condo gli approcci (1) e (2), mentre
nel 2013 é possibile ricavare i valo-
ri dei 4 parametri anche mediante
il confronto con un elenco tassono-
mico di riferimento (3) ottenuto da
un gruppo indipendente (EP).

I metodo del confronto a
coppie (1) prevede il calcolo dei
valori dei quattro parametri per
ciascuna possibile coppia di opera-
tori; come indicatore di prestazio-
ne di ogni singolo operatore viene
utilizzato il valore medio dei risul-
tati ottenuti dalle coppie in cui era
presente I'operatore stesso.

Il metodo del confronto con
un valore di riferimento (2) defini-
to per consenso prevede il calcolo
dei valori dei quattro parametri
rispetto ad un elenco tassonomico

di riferimento in cui le abbondanze
sono ottenute come valore media-
no delle abbondanze riscontrate da
ciascun operatore.

I risultati sono esaminati per
singolo operatore con dei limiti di
accettabilitd stabiliti in base alla
distribuzione dei risultati ottenuti
nei moduli di prove effettuate.

I criteri di accettabilita per la
valutazione dei risultati sono fissa-
ti esaminando i parametri statistici
di distribuzione dei valori ottenuti
nelle prove di interconfronto come
riferimenti indicativi per indivi-
duare i valori soglia per la valuta-
zione dei risultati.

In particolare, sono conside-
rati orientativamente i valori me-
diani meno restrittivi (confronti
a coppie) come limiti per la valu-
tazione “Soddisfacente”. | valori
meno restrittivi del 25° percentile
sono orientativamente utilizzati
per la valutazione “Insoddisfacen-
te” degli indici di Bray-Curtis e Jac-
card, mentre per PTD e PDE si &
fatto riferimento al 75° percentile.

Ad ogni indice é stato asse-
ghato un punteggio di valutazio-
ne sulla base dei valori elencati in
tabella I e il risultato della somma
dei 4 punteggi risultanti & diviso
per 4 (Punteggio Finale). Laddove
il Punteggio Finale ottenuto dall'o-
peratore sia minore di 2 il candida-
to é da considerarsi “Non idoneo”.

I valori ottenuti mediante il
metodo del confronto a coppie e
quelli ottenuti con il metodo per
consenso mostrano elevate correla-
zioni per tutti i quattro parametri.

Il metodo per consenso for-
nisce risultati pio favorevoli, os-
sia valori piu elevati degli indici di

Tab. 1. Punteggi per valutazione singolo
indice

Giudizio

Soddisfacente 3
Discutibile 2
Insoddisfacente 1
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Bray-Curtis e di Jaccard e valori
piu bassi di PTD e PDE, rispetto al
metodo del confronto a coppie.

In generale gli esiti della pri-
ma prova di interconfronto mo-
strano che:

— il metodo del confronto a cop-
pie e il metodo per consenso
forniscono risultati correlati li-
nearmente, piu favorevoli nel
secondo caso;

— il metodo per consenso puod es-
sere adottato quando ciascun
gruppo ¢ formato da almeno
quattro partecipanti.

Quando si utilizzano i due
metodi sopra descritti, il risultato
di un singolo operatore & in par-
te condizionato dalla prestazione
dell’intero gruppo. Pertanto si &
ritenuto che, in linea di principio,
il metodo migliore sia quello basa-
to sul confronto con un gruppo di
riferimento (EP), che permette di
evitare il rischio di autoreferenzia-
lita entro il gruppo valutato.

Al fine di ottenere valutazioni
piu robuste, I'elenco tassonomico e
le abbondanze ottenute dal gruppo
di riferimento indipendente sono
in taluni casi affinate tenendo con-
to dei risultati complessivamente
ottenuti dal gruppo valutato. L’af-
finamento avviene attraverso, ad
esempio, l'inclusione di taxa rin-
venuti da tutti i partecipanti, ma
non dal gruppo di riferimento o la
rimodulazione dell’abbondanza di
un taxon che si discostava in ma-
niera significativa dalla mediana
del gruppo valutato.

Dalla prova di interconfronto
del 2014 le liste faunistiche stilate
dagli operatori durante la prova
sono elaborate secondo I'approccio
(3) confrontando il risultato di cia-
scun operatore rispetto al risultato
di riferimento ottenuto dagli EP; il
risultato di riferimento degli EP &
affinato a partire dai risultati del
gruppo mediante consenso. Per
la valutazione dei dati si procede
come nelle edizioni 2012 e 2013.
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RISULTATI

Il percorso di affinamento
della procedura ha condotto all’in-
troduzione nella Prova 2016 dello
sdoppiamento delle fasi, di campo
e in laboratorio, in due verifiche
con diverso livello di identificazio-
ne tassonomica, Famiglia e Genere
(sensu metodo IBE). Accanto alla
consueta I/C a livello di Famiglia,
e stata inserita una prova di I/C a
livello di Genere (sensu metodo
IBE) di un campione composto da
12/15 taxa in un tempo stabilito.
Nella fase di laboratorio oltre agli
stereomicroscopi utilizzabili per gli
approfondimenti di identificazione
e conferma, sono forniti anche al-
cuni microscopi.

Nell'ottica di semplificare la
procedura di valutazione ed eli-
minare la fase di assegnazione del
punteggio ai singoli indici per poi
procedere alla valutazione della
prestazione, si € deciso di stan-
dardizzare gli indici uniformando
i range per renderli omogenei e
confrontabili.

Gli indici PTD e PDE hanno
un range da 0 a 100 %, mentre gli
indici di similarita utilizzati (Bray-
Curtis e Jaccard o Sgresen) posso-
no assumere valori da O a 1.

Sono ricavati dal PTD e dal
PDE, mediante una procedura di
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trasformazione, due indici con
intervallo di valori da 0 ad 1, I'Ac-
cordo Tassonomico dal PTD (1-
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CONCLUSIONI

Il percorso intrapreso come
CISBA, in collaborazione con ISPRA
e ARPAE Emilia-Romagna, nella
predisposizione di Circuiti Interla-
boratorio sul Benthos ha come fina-
lita quella di assicurare la maggiore
omogeneita nella fase di determina-
zione e conta da parte di operatori
esperti che operano nell'ambito del
monitoraggio biologico.

Lo scopo & quello di raggiun-
gere il traguardo con il riconosci-
mento della certificazione degli
operatori come figura professiona-
le alla quale assegnare la responsa-
bilita della validazione dei dati.

Si prevede per [I'edizione
2017 di valutare la prestazione at-
traverso dei limiti di accettabilita
stabiliti in base alla distribuzione
dei risultati ottenuti dai singoli
operatori nei moduli delle prove
interconfronto a partire dall’anno
2014.

Per ogni edizione le soglie sa-
ranno ricalcolate inserendo nello
storico dati i risultati relativi all’e-
dizione per la quale si stanno cal-
colando le soglie.

Le linee guida del Confronto
interlaboratorio analisi dei macroin-
vertebrati bentonici negli ecosistemi
fluviali sono in fase di completa-
mento e prossima pubblicazione.
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UNI EN 14996:2006. Qualita dell'ac-
qua. Linea guida per assicurare la
qualita delle valutazioni biologiche
ed ecologiche nell'ambiente acqua-
tico.

UNI CEI EN ISO/IEC 17043:2010. Va-
lutazione della conformita. Requi-
siti generali per prove valutative
interlaboratorio.

UNI EN 16101:2012. Qualita dell'ac-
qua. Norma guida sugli studi di
confronto interlaboratorio per le
valutazioni ecologiche.



