
Analisi del carico polmonare di 
fibre di amianto: problematiche 

di laboratorio e potenzialità 
conoscitive

Anna Benedetta Somigliana

Centro regionale di Microscopia Elettronica - ARPA Lombardia

Pietro Gino Barbieri

Già Direttore UOPSAL ATS Brescia

03/12/2021
Autori: Dr.ssa Anna Benedetta Somigliana e Dr. Pietro Gino Barbieri
Convegno: Evoluzione dell’approccio al mesotelioma: dalla multidisciplinarietà alla interdisciplinarietà
Luogo: Auditorium Capretti - Istituto Artigianelli, via Brigida Avogadro 23 - Brescia



SOMMARIO

• Parte prima: le analisi per la determinazione del carico polmonare di corpuscoli e 
fibre di amianto:

• Metodo ISTISAN 17/12 – CORPUSCOLI DELL’ASBESTO
• L’ANALISI DELLE FIBRE NEL TESSUTO POLMONARE
• LA VALIDAZIONE DEI METODI
• L’ACCREDITAMENTO COME GARANZIA DI QUALITA’

• Parte seconda: POTENZIALITA’ CONOSCITIVE dell’analisi attraverso alcuni esempi 
tratti dall’esperienza del Servizio PSAL ASL di Brescia.

Una collaborazione iniziata nel 1998
DGR 6/36262 del 1998 vengono approvate le Linee Guida per la Gestione del Rischio Amianto

…

Viene istituito il Registro Regionale Mesoteliomi 

Viene assegnato il compito al Centro Regionale di Microscopia Elettronica di eseguire le 

analisi del tessuto polmonare dei casi inviati dal registro regionale mesoteliomi.
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CORPUSCOLI DELL’ASBESTO
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Tessuto polmonare
BAL
Escreato 

Le analisi di supporto ad una valutazione medico legale sono:

Tessuto polmonareFIBRE DI AMIANTO

NUMEROSE METODICHE DIVERSE sia per l’analisi delle fibre che per l’analisi dei corpuscoli

Digestione del tessuto:
• Digestione chimica: ipoclorito, KOH, enzimi….
• Plasma asher
• Tecniche miste

Espressione del risultato:
• Fibre per grammo di tessuto secco o umido
• Corpuscoli per grammo di tessuto secco o umido

Regole di conteggio:
• Conteggio corpuscoli dell’asbesto
• Conteggio di tutte le fibre
• Conteggio delle fibre  > 1 µm
• Conteggio delle fibre  > 5 µm

Strumento di misura:
• SEM
• TEM
• MOCF

RISULTATI 
NON 
CONFRONTABILI

L’analisi nei tessuti biologici: LE TECNICHE in Letteratura
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L’analisi nei tessuti biologici: LE TECNICHE in Letteratura

L’indicazione
Definire dei valori di riferimento 

interni per ogni laboratorio per la 

classificazione degli esposti

Soluzione estremamente diplomatica ma …
presenta diversi problemi:

1) Come si definiscono valori di riferimento interni per gli esposti?
2) Quante analisi sono necessarie per avere una casistica soddisfacente?
3) Come ci si regola quando invece i confronti sono obbligati (le aule di tribunale)

E alla fine controproducente perché ha OSTACOLATO un percorso di 

STANDARDIZZAZIONE delle metodiche analitiche



• IL GRUPPO BIOFIBRE: è nato nel 2010 per 
volontà del Dr. Stefano Silvestri,  su 
mandato del gruppo di studio nazionale 
sull’amianto del Ministero della Salute

Uno dei compiti: regole condivise a livello nazionale per 
l’analisi delle fibre e dei corpuscoli dell’asbesto nel 
tessuto polmonare.

Il metodo NON rappresenta una rivoluzione nel campo ma 
pone attenzione su PUNTI fondamentali e indispensabili 
per eseguire analisi solide, spesso trascurati.

CORPUSCOLI DELL’ASBESTO: IL METODO ISTISAN17/12
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Un  metodo analitico VALIDATO

1) Essere in grado di fornire un risultato 

«ESATTO»

2) Esser in grado di associare una 

incertezza di misura al risultato



IL METODO ISTISAN17/12:  Com’è un corpuscolo dell’asbesto
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Il colore dal giallo chiaro al rosso mattone

Il rivestimento può apparire frammentato (a collana)

In genere il rivestimento presenta margini regolari lisci 

ed è tendenzialmente simmetrico lungo l’asse 

longitudinale della fibra.

La lunghezza da alcuni µm a diverse centinaia di µm.

Il rivestimento può essere solo su un estremo della 

fibra

La fibra interna appare chiara in campo chiaro o 

appena visibile sfochettando

forme 
bizzarre
addensamenti 
sferoidali
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IL METODO ISTISAN17/12:  Il campionamento e preparativa

• L’analisi deve essere effettuata su campioni di parenchima polmonare sano 

conservato in FORMALINA (intervento chirurgico o da autopsia). Con cautela 

possono essere utilizzati campioni in paraffina.

• Campionamento rappresentativo (se realizzabile)

• Il metodo di analisi può essere utilizzato anche per il conteggio del corpuscoli 

dell’asbesto in liquidi biologici

Peso secco

digestione

Filtrazione

Chiarificazione 
membrana

PREPARATIVA: LE FASI



IL METODO ISTISAN17/12: l’analisi in MICROSCOPIA OTTICA
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• Ingrandimento di analisi elevato 400X-500X
• Analisi in Campo Chiaro
• Percorso a greca con scelta casuale dei campi di lettura 
• Lettura per campi fissi
• L’analisi continua finchè non conto 50 corpuscoli o finchè non 

conto il n. di campi che mi garantiscono un LOD adeguato 
(<1000 corpuscoli/g s.s.)



IL METODO ISTISAN17/12: l’espressione del risultato
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Analisi  Ingrandimento di analisi elevato 400X-500X

 Analisi in Campo Chiaro

 Percorso a greca con scelta casuale dei campi di lettura – campi fissi 

sfochettando tutto lo spessore

Espressione del

risultato

Dove:

NCORP = numero di corpuscoli totali trovati nell’analisi,

a = area del singolo campo all’ingrandimento di analisi determinata con vetrino micrometrico (mm2),

Nc = Numero di campi letti,

A = area effettiva del filtro (dipende dal sistema di filtrazione usato –mm2),

PTS = peso secco del campione sottoposto a preparazione (g)

Se durante l’analisi non viene visto nemmeno 1 corpuscolo, ovvero se NCORP = 0,

allora il risultato sarà dato da:

Il valore «vero» al 
95% è compreso tra 
0 e il LOD

𝐂𝐂𝐎𝐑𝐏 < 𝐋𝐎𝐃



IL METODO ISTISAN17/12: il LOD
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FONDAMENTALE:

Quando si esegue una QUALSIASI analisi è NECESSARIO SEMPRE conoscere qual è la 

CONCENTRAZIONE MINIMA DI ANALITA CHE SI PUO’ RILEVARE (LOD)

Il LOD deve essere compatibile con il valore di riferimento con cui devo confrontare 

il mio risultato

500X A a PTS NC LOD (C/g.s.)

CI 222 0,125 0,05 150 700

CI 222 0,125 0,02 380 700

D 200 µm 222 0,031 0,05 600 700

D 200 µm 222 0,031 0,05 150 3000

NON 
adeguato
VR=1000

Il risultato 0 (zero)  NON ESISTE !!!!!



IL METODO ISTISAN17/12: la VALIDAZIONE
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• Necessità di un CAMPIONE DI RIFERIMENTO CERTIFICATO (CRM) che non esiste 

• Necessità di laboratori che analizzano il CRM. 

Se il campione di riferimento non c’è, lo si realizza:

• 400 g di tessuto polmonare 
• Il campione è stato lavato per 24 ore in acqua 

bidistillata e omogeneizzato
• liofilizzazione

In tutto sono stati fatti 28 contenitori numerati 
da 1 a 28 da circa 1g.

• Distribuito a 10 laboratori
• Analisi secondo la metodica indicata
• Ogni laboratorio ha fornito 2 risultati.

I risultati rielaborati secondo la Norma ISO 13528: 2005 



FIBRE DI AMIANTO: METODO INTERNO
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NON ESISTE UN METODO 
DI RIFERIMENTO VALIDATO

PREDISPORRE UN METODO INTERNO

ESATTEZZA

ESEGUIRE LA VALIDAZIONE CON UN 
CAMPIONE DI RIFERIMENTO 
CERTIFICATO: CRM
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Nascita Decesso

ESPOSIZIONE
Si può verificare 
in moltissimi 
modi possibili

INPUT: spesso incognito in modalità, tipo, tenore, durata, intensità …

OUTPUT: frantumazione, migrazione, dilavaggio, fagocitosi, …..

VARIABILITA’ INDIVIDUALE

Tempo

Carico 
Polmonare

Risultato della misura

FIBRE DI AMIANTO: cosa ci può dire la misura del carico polmonare

La misura ci dice:
1. Se c’è stata una 

esposizione, ma non 
come si è protratta nel 
tempo

2. Che tipo di fibre sono 
state respirate (gruppo 
mineralogico)

ATTENZIONE Un risultato negativo NON esclude una pregressa esposizione (problema del crisotilo)
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FIBRE DI AMIANTO: fibre di amianto  ≥ 1 µm VS ≥ 5 µm
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FIBRE DI AMIANTO: QUALI?

Qualunque sia la scelta 

≥1 µm
≥5 µm

Il  problema non è vedere 
le fibre, ma vedere TUTTE 
le fibre presenti nel 
campo 
ANCHE LE PIU’ SOTTILI

È necessario condurre 
l’analisi ad ingrandimento 
ELEVATO (5000X)
Per evitare una sottostima 
del risultato
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FIBRE DI AMIANTO: La validazione

≥1 µm

Esistono 2 campioni di riferimento di 
tessuto polmonare umano liofilizzato
certificati per il contenuto di fibre di 
amianto ≥ 1 µm:
BCR 665 e BCR 666

Questi CRM sono utilizzabili per la 
validazione

Fibre con lunghezza:

≥ 5 µm   - NON ESISTONO CRM
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FIBRE DI AMIANTO: la METODICA

1. LIOFILIZZAZIONE: 
disidratazione del campione SENZA restringimento del tessuto che comporterebbe 
la frantumazione delle fibre di amianto e determinazione del peso secco

2. ELIMINAZIONE DELLA PARTE ORGANICA: 
L’incenerimento con inceneritore al plasma di ossigeno permette di eliminare la 
componente organica del tessuto polmonare senza danneggiare la componente 
inorganica (contenente le fibre di amianto)

3. FILTRAZIONE 
la cenere viene risospesa in acqua distillata e filtrata su membrana in policarbonato 
con porosità 0,2 µm

4. ANALISI AL SEM-EDS
La membrana è fissata su stub portacampione del SEM, metallizzata con oro ed 
analizzata a 12.000X 

5. REGOLE DI CONTEGGIO
Fibre di amianto ≥1 µm  - Risultato espresso in ff/g tessuto secco
Se non vengono contate fibre il risultato è C < LOD 
(LOD ≈ 300.000 ff/g tessuto secco)
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FIBRE DI AMIANTO: l’eliminazione della parte organica

Il plasma asher consente un grado di «pulizia» della membrana difficilmente raggiungibile 
con la sola digestione chimica
• Il filtro deve essere preparato in modo tale che si vedano i buchi della membrana
• Se più di 1/8 del campo è coperto da particolato o residuo non digerito, il campo deve essere 

scartato
• Se ¼ dei campi sono da scartare, il campione va ripreparato

Esempi:
PREPARAZIONE NON OTTIMALE: 
NON RIESCO A VEDERE TUTTE le fibre
POSSIBILE SOTTOSTIMA DEL RISULTATO

OTTIMA PREPARAZIONE: 
si vedono bene anche fibre piccole e sottili
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FIBRE DI AMIANTO: l’eliminazione della parte organica

Fibra di crisotilo
Lunghezza 3,4 µm

Diametro
0,05 µm

Filtro ottimale per l’analisi

Soprattutto le fibre di 
crisotilo possono essere 
sottilissime
Ben visibili solo con un 
campione molto pulito da 
interferenze
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FIBRE DI AMIANTO: l’eliminazione della parte organica

AMOSITE

CROCIDOLITEUn filtro privo di interferenti presenta 
fibre «pulite» e l’identificazione 
tramite lo spettro X è più semplice

Più la fibra è sottile, più difficile è 
ottenere uno spettro X identificativo 
di buona qualità
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FIBRE DI AMIANTO: la VALIDAZIONE con BCR665 e BCR666
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YOUDEN PLOT

      Results of laboratories participating to the validation process 

      Certified reference values 

     Results of ARPA Lombardia Laboratory 

Per la validazione si acquista il 
Materiale di Riferimento 
Certificato e lo si PREPARA e 
ANALIZZA molte e molte volte.

I risultati vengono CONFRONTATI 
con il valore di riferimento 
certificato

I CAMPIONI DI RIFERIMENTO CERTIFICATI

Visualizzazione grafica dell’esattezza
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METODI VALIDATI

L’UTILIZZO DI METODI 
standardizzati e VALIDATI

È SUFFICIENTE 
A GARANTIRE LA QUALITA’ DEL DATO ???

NO!!!!!!
L’UTILIZZO DI METODICHE 
VALIDATE E’ NECESSARIO, 
MA NON E’ SUFFICIENTE

PER GARANTIRE LA QUALITA’ DEL DATO E’ NECESSARIO L’ACCREDITAMENTO AI SENSI 
DELLA NORMA ISO 17025

L'accreditamento è l'attestazione, da parte di un Ente che agisce quale garante 

super partes, della competenza, indipendenza e imparzialità degli organismi di 

certificazione, ispezione e verifica, e dei laboratori di prova e taratura.

In Italia l’ente nazionale di Accreditamento è ACCREDIA
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IL RAPPORTO DI 
PROVA

ACCREDIA,
Prima di consentirti di 
mettere il marchio sul 
rapporto di prova, 
controlla tutto:
Sistema
Personale 
Strumenti
Materiali di riferimento
Capacità tecnica ad 
eseguire la prova
Riferibilità metrologica
Controllo di qualità
…
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RIEPILOGO PARTE PRIMA

L’analisi del carico polmonare da fibre di amianto e corpuscoli dell’asbesto non è semplice

Per quanto riguarda l’analisi dei CORPUSCOLI DELL’ASBESTO è stata messa a punto e 
VALIDATA una metodica di RIFERIMENTO nazionale: ISTISAN 17/12
L’utilizzo di metodiche di riferimento VALIDATE, se esistenti, è sempre PREFERIBILE perché 
favorisce il confronto dei risultati.

In assenza di metodiche di riferimento validate il laboratorio deve procedere alla 
VALIDAZIONE della propria metodica attraverso l’uso di MATERIALI DI RIFERIMENTO 
CERTIFICATI (ES. BCR665 BCR666)

L’ACCREDITAMENTO DI ACCREDIA AI SENSI DELLA NORMA ISO-17025 RAPPRESENTA LA 
MASSIMA GARANZIA DI QUALITA’
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Parte seconda: potenzialità conoscitive dell’analisi 

• Razionale dell’analisi del carico polmonare residuo di fibre 
di asbesto

• Alcuni esempi tratti dall’esperienza del Servizio PSAL 
dell’ASL/ATS di Brescia

• Circostanze nella quali l’analisi del carico polmonare di 
fibre ha consentito di: 
• svelare esposizioni occupazionali prima ignorate
• quantificare l'imprevedibile entità dell’esposizione 

ambientale ad amianto
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Parte seconda: potenzialità conoscitive dell’analisi 

Esposizione ad amianto e indicatori biologici di dose interna

Da circa 30 anni sono stati individuati ed utilizzati 2 indicatori 
biologici di dose interna ottenuti dall’analisi di campioni di 
tessuto polmonare: 

1. Corpuscoli  di amianto (osservati al MO e ME)
2. Fibre di amianto (osservate al ME, SEM o TEM)

La letteratura ha evidenziato l’esistenza di una buona
correlazione tra le concentrazioni di corpuscoli e fibre di amianto
ritenute nei polmoni ed entità della esposizione subita,
permettendo, su base probabilistica, di distinguere i soggetti
professionalmente esposti dalla popolazione generale
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Parte seconda: Carico polmonare di fibre di amianto

Le concentrazioni di fibre di amianto rilevate al microscopio 
elettronico in campioni di tessuto polmonare sono il riflesso di 
numerose variabili tra cui:

1. Tipo di fibra ed entità dell’esposizione
2. Biopersistenza (> per anfiboli vs crisotilo)
3. Tempo trascorso tra fine esposizione ed analisi
4. Fattori individuali
5. Raccolta e preparazione del campione
6. Metodica di analisi e microscopio usato (TEM vs SEM)
7. Esperienza del laboratorio di analisi

Suggerita una concentrazione di 500.000 fibre di anfiboli/gr. tessuto secco 

polmonare per discriminare soggetti con mesotelioma da esposizione 

professionale rispetto alla popolazione generale (Tuomi 1989, Tuomi 1991)
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Parte seconda: potenzialità conoscitive dell’analisi 

Contenuto polmonare di fibre di amianto e 

mesoteliomi maligni

- Utilità dell’analisi del carico polmonare di fibre di amianto per 
integrare le informazioni anamnestiche nei casi di MM. 
Buona correlazione tra concentrazione di fibre e categorie 
predefinite di esposizione (Mowè 1984, Warnok 1989, Tuomi 1991, 
Karjalainen 1993, Takahashi 1994, McDonald 1996, Dufresne 1996, 
Henderson 1997)

- Consensus Report Helsinki 1997
Valori di riferimento (fibre di anfiboli per gr. di tessuto secco) per 
identificare soggetti ad alta probabilità di esposizione professionale

- Report ERS Working Group. (De Vuyst et al. Eur Respir J 1998). 
Linee Guida per l’analisi di fibre minerali in campioni biologici
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Parte seconda: I VALORI LIMITE DI RIFERIMENTO

Indicatori biologici di dose cumulativa ad amianto: 
proposta di valori limite di riferimento (1)

Consensus Report Helsinki 1997 (Asbestos, asbestosis, and cancer: The Helsinki 
criteria fon diagnosis and attribution)

“L’analisi delle concentrazioni nel tessuto polmonare dei corpuscoli e delle fibre di 
asbesto può fornire dati a supporto della storia occupazionale”

A scopo clinico sono suggeriti i seguenti valori di riferimento per identificare 
soggetti con elevata probabilità di esposizione professionale a polveri di asbesto: 

1. > 1.000.000 fibre di anfiboli (> 1 µm) per gr. di tessuto secco o 

> 100.000 fibre di anfiboli (> 5 µm) per gr. di tessuto secco 

2. > 1.000 corpuscoli di asbesto per gr. di tessuto secco (100 c.a. per gr. tessuto 
fresco) o

3. > 1 corpuscolo di asbesto per ml. di fluido di lavaggio al BAL

NB: 1 alla microscopia elettronica, 2 e 3 al MO (laboratorio qualificato)
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Parte seconda: potenzialità conoscitive dell’analisi 

1994
Aspetto rilevante della dose 
interna:
la biopersistenza delle fibre 
di amianto

Suggerito un decremento 
lineare della concentrazione 
polmonare delle fibre di 
amianto nel tempo, 
indipendentemente dalla 
durata dell’esposizione
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Parte seconda: potenzialità conoscitive dell’analisi 

BIOPERSISTENZA  E CLEARANCE DELLE FIBRE DI ASBESTO.
Evidenze di letteratura
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Parte seconda: potenzialità conoscitive dell’analisi 

271 analisi del contenuto 
polmonare di fibre di amianto in 
casi di mesoteliomi pleurico
Il carico polmonare residuo di fibre 
rappresenta solo in parte la dose 
cumulativa,
inversamente proporzionale al 
tempo trascorso dalla cessazione 
dell’esposizione
Il modesto carico residuo di crisotilo 
in soggetti con esposizione rilevante 
a questa sola fibra è coerente con la 

sua elevata clearance 
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Parte seconda: potenzialità conoscitive dell’analisi 

3 casi di mesotelioma pleurico 
in addetti alla tornitura e 
rettifica di componenti di rotori 
per motori elettrici di utensili 
manuali (ricambi)

 

Cortesia di R. Girelli
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Parte seconda: potenzialità conoscitive dell’analisi 

Asbesto crisotilo della 
Amiantifera di Balangero, 
sostituito con fibra di vetro dal 
1992

Cortesia di R. Girelli

Caso n° 3, carico polmonare 
residuo di fibre di amianto:

16.000.000 per gr./tsp, 87% 
anfiboli, 11% crisotilo)
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Parte seconda: potenzialità conoscitive dell’analisi 

Carico polmonare di fibre: 400.000.000 per gr/tps, anfiboli 100%



3 casi descritti nel Registro Mesoteliomi Lombardia, di cui 

1 dal Registro Mesoteliomi di Brescia

72 anni, mesotelioma pleurico 2004

Dal 1953 al 1963 tecnico in laboratorio: riscaldamento e fusione sul 

modello nei cilindri da inserire in fornetti coibentati e uso guanti in amianto

Carico polmonare di fibre in SEM:

- < 380.000 ff/gts, Anf. 97%, Crisotilo 3%

- 22.000 corpuscoli di asbesto
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Parte seconda: potenzialità conoscitive dell’analisi 

E.B., diagnosi di mesotelioma pleurico 2015, 
78 anni. Autopsia: conferma MPM
Carico polmonare residuo:
- Corpuscoli di amianto = 1.400 g/tsp
- Fibre libere = 310.000 g/tsp

- 33% crisotilo, 76% anfiboli
- Fibre talco = 210.000 per g/tsp

- Analisi campione DAS: asbesto crisotilo 
presumibilmente della Amiantifera di Balangero Cortesia di R. Girelli



3 casi descritti nel Registro Mesoteliomi di 

Brescia, 2 nella stessa impresa.

C.L., 56 anni, mesotelioma pleurico 2008, 

Mansione: assemblaggio bambole

Prima classificazione esposizione: “ignota”

Carico polmonare di fibre in SEM:

12.000.000 ff/gts, Anf. 97%, Crisotilo 3%

Forni elettrici per ammorbidimento dei segmenti delle bambole: coibentati

Analisi di campione massivo: asbesto crisotilo
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Parte seconda: potenzialità

Ulteriori esempi di esposizione ad asbesto svelata solo tramite 
l’analisi del carico polmonare residuo di fibre
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Parte seconda: potenzialità
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RIEPILOGO PARTE SECONDA

Nell’esperienza condotta in 20 anni dal Servizio PSAL ASL di Brescia 
l’analisi del carico polmonare di fibre di amianto è risultata di grande 
utilità perché ha:
- permesso di individuare esposizioni professionali prima ignorate 

e/o confermare esposizioni prima solo ipotizzate;

- consentito di stimare oggettivamente l’entità della dose cumulativa 
(interna) anche in assenza di misure della dose esterna;

- agevolato il riconoscimento INAIL di alcuni casi di mesotelioma;

- offerto alla A.G. elementi certi di prova dell’esposizione;

- fornito solide conoscenze sulla possibile rilevanza dell’esposizione 
ambientale ad amianto
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