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PROPRIETA' GENOTOSSICHE E PRE-SCREENING DI CANCEROGENESI 

A. CARERE 
Istituto Superiore di Sanità, Roma 

RIASSUNTO. -Dopo una introduzione sullo stato attuale del 
le conoscenze sull'i~piego di tests di mutagenesi per la 
valutazione del rischio genetico e per la predizione di 
quello cancerogeno, si fà riferimento ai lavori svolti in 
sede CEE (Lussemburgo) per la definizione dei tests di mu 
tagenesi (All. V) per il dossier minimo della VI Modifica 

Dopo ampia discussione si è arrivati ad un accordo 
sulla necessità di utilizzare due tests, uno in un siste­
ma genetico batterico (test di mutazioni geniche) ed uno 
a. livello eucariotico (test di mutazioni cromosomiche).S~ 
no stati inoltre definiti i protocollo sperimentali di 5 
saggi di mutagenesi (test di mutazioni geniche in Salmo­
nella ed in E.coli; test in vitro per l'induzione di aber 
r:lzioni cro<noso<niche in colture rii cellule di <na<nrnifero: 
test in vivo per le aberrazioni cromosomiche nel <nidollo 
osseo di roditori; test del micronucleo in roditori). 

:-;i fa riferimento ai sup;gerimentl dell ''!CSE ed infi­
ne ~~i discute il sip;nificato di tali scelte confrontando­
le con ,~uelle di altre direttive della CEF.:. 

~;i conclude con un accenno a ,1uanto c>i prevede oer 
l':•lle~ato VIIJ . 

. 'ri:11a ,Ji :l!-òScr·ivere ·-~ '(1mmen':-.H'e a ~;i:U'l~lone -"lttll:J. 
>~ ,.~;~ur:Jqn:.c L't ciet'in!..::urv• lei :ec;t~; -ll rWlLl.gene:..c;le d i 
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pre-screening della cancerogenesi nell'ambito della dire1 
tiva CEE 79/831 (VI Modifica), che è l'argomento di que­
sto convegno, ritengo opportuno fare delle considerazioni 
generali sulla mutagenesi e sui criteri da seguire nella 
scelta dei tests. 

La problematica della mutagenesi chimica ha acquist~ 
to una nuova e più importante dimensione dalla realizza -
zione che le mutazioni indotte in animali come i mammife­
ri (uomo compreso) possono riguardare non solo le cellule 
germinali interferendo con i meccanismi ereditari e prod~ 
cendo effetti deleteri come le malattie congenite, gli 
aborti e rari casi di cancro (retinoblastoma bilaterale), 
ma possono esercitare i loro effetti anche in cellule di 
tessuti di vari organi, cioè a livello delle cellule som~ 
tiche. Oggi si ritiene che le mutazioni somatiche siano 
uno dei meccanismi d'iniziazione della crescita tumorale; 
anche se restano ancora molti punti da chiarire sullo svl 
luppo del cancro, attualmente sono disponibili molte evi­
denze a favore di una stretta associazione tra potenziale 
cancerogeno e potenziale mutageno per la maggior parte d~ 
gli agenti chimici. Conseguenza di qu~sta realizzazione è 
che l'attività mutagena degli agenti chimici viene guard~ 
ta come un possib_ile rischio pér la salute umana non solo 
per le generazioni future, fatto di per sè tutt'altro che 
trascurabile, ma anche per le possibili conseguenze sugli 
individui attualmente esistenti. 

Un altro fatto importante è stato la realizzazione 
che i fattori ambientali, e tra questi soprattutto gli a­
genti chimici, rappresentano le cause principali di can~; 
una grande quantità di conoscenze accumulatesi nell'area 
della genetica fà ritenere probabjle che essi possano sv~ 
gere i loro effetti deleteri anche a livello delle cellu­
le germinali nella popolazione umana. Essendo quindi teo­
ricamente possibile una prevenzione primaria assume impo~ 
tanza fondamentale l'identificazione degli agenti mutage­
ni e/o cancerogeni prima che vengano a contatto con l'uo­
mo. La consapevolezza della gravità ed irreversibili tà dei 
rischi mutageni e/o cancerogeni che possono essere causa­
ti dal sempre crescente numero di prodotti chimici che ve!!_ 
gono a contatto con l'uomo attraverso le vie più dispara­
te, ha spinto le autorità s~nitarie ed amministrative di 
vari Paesi e di organizzazioni sovranazionali come la CEE 
a cercare di definire normative per il controllo dei sud­
detti rischi, cosi come in passato si è fatto per le r.'1-
diazioni. C'è tuttavia da osservare che tali iniziatlve& 
muovono molto lentamente, essendo quasi tutte in fase di 
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studio e non ancora ufficializzate, soprattutto a livello 
comuni tar io. 

Oggi le proposte dei testa di mutagenesi possono es­
sere formulate, nel quadro di qualsiasi prdgramma tossico 
logico generale, sulla base di un impressionante 11back -
ground" di conoscenze scientifiche sui meccanismi geneti­
ci ed anche sulla b.ase di uno sviluppo imponente di proce 
dure sperimentali éhe possono essere impiegate, alcune ctei' 
le quali sono state convalidate a livello internazion~le­
(Hollstein et al., Mutat. Rea.,~. 1979, 133•226). 

L' obie-tt~vo principale dei tests di mutagenesi ~quel 
lo di scoprire se un agente chimico può interagine con 1 
me.ccanismi ereditari della cellula ad ognuno dai tre li -
velli di organizzaziòne genetica e cio~ gene. cromosoma. 
genoma. Oltre ai tests che utilizzano eventi genetici sp~ 
elfici ai suddetti tre livelli di organizzazione genetica 
(testa di mutagenesi propriamente detti). sono rilevanti, 
ai f.ini della tossicologia genetica e del pre-screening dl. 

cancerogenesi, anche 1 testa che controllano l'induzione 
di danni primari al DNA attraverso misure di stimolazione 
o inibizione della ricombinazione e della riparazione. 

Dato che neesuno dei teste sinora messi a punto, per 
quanto sensibile, è capace da solo di Provvedere tutta 
questa informazione, per ora non esiste alternativa alla 
necessità di sottoporre gli agenti chimici ad una batte -
ria di teste. Mentre l'approccio multi-test sembra ormai 
accettato internazionalmente, non c'è ancora pieno accor­
do su quale scelta e quale sequenza particolare di tests 
sia la più appropriata. In linea generalé si possono di­
stinguere tre tipi principali di approccio multi-test: l) 
quello del "tier-test", cioè di diversi livelli di richie 
ste a seconda dell'entità dell'esposizione; 2) quello cte! 
la batteria di un numero fisso di testa complementari; 3) 
quello gerarchico, che in un certo senso combina gli ele­
menti principali dei primi due approcci e prevede l'appl! 
cazione progressiva di tests di ve~ifica; in pratica si 
basa sul riconoscimento di gerarchie di testa per gliste~ 
si eventi genetici, dai più semplicl a quelli più comple~ 
si e significativi per l'estrapolazione dei dati all'uom~ 

E' difficile dire a priori quale di questi approcci 
sia il migliore, Un esempio tipico di approccio di batte­
ria è quello formulato dalla Commissione Ministeriale It~ 
liana per la Mutagenesi, Cancerogenesi e Teratogenesi 
(DM 5/V/77) che prevede, per tutte le sostanze chimiche 
nuove, l'impiego di cinque tests: due per l'induzione di 
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mutazil:rli geniche (uno procarioticz> ed uno eucariotico), 
due p~r le aberrazioni cromosomiche (un test "in vitro" 
ed uno "in vivo") ed un te.st per i danni primari al DNA 
(riparazione o ricombinazione) I risultat1 che si posso­
no ottenere dall'impiego integrato e parallelo dei cinque 
tests permettono, rapidamente e con una spesa non eccessi 
va, di arrivare ad una valutazione adeguata del potenzia­
le genetico degli agenti chimici &d anche del loro poten­
ziale cancerogeno. 

Un esempio degno di menzione, sia perchè storicamen­
te è stato il primo, sia perchè ha influenzato i success~ 

vi, è l'approccio legislativo noto come"three-tier test 
protocol'' formulato nel 1972 dal genetista inglese B. Br~ 
ges. L'approccio di Bridges era ispirato dai seguenti tre 
principi generali: l) un mutageno chimico non deve essere 
immesso nell'ambiente umano se esiste un sostituto non mu 
tageno; 2) l'estensione ed il rigore delle procedure di 
"scre~ning" dovrebbero essere corÌ'elati all'intensità del­
l'esposizione e diffusione umana; 3) un agente mutageno 
può essere usato se il beneficio che comporta supera il 
rischio. Il protocollo distingue inoltre tre livelli di 
procedure: a) due tests "in vitro" (uno per le mutazioni 
geniche ed uno per quelle cromosomiche) per le sostanze ili 
cui non si preveda ingestione e che non si accu~ulino nei 
tessuti; b) sostanze di larga diffusione (additivi alime~ 
tari, farmaci, cosmetici, pesticìdi, ecc.) debbono essere 
sottoposti ad altri due tests "in vivo" su mammiferi; cl 
le sostanze risultate mutagene al primo o secondo livello 
debbono essei'e t:iOttoposte ad un terzo livello di procedu­
rt;> che pkrmettano una valuta<,ione quanti tativa del rischi(, 
segu1ta do. uno. valutazione d~·l rapporto rischio/bcneficiu. 

l-'er quanto riguarda .i criteri generali da seguire nel_ 
lcJ. se el ta dei tests, criteri che dovr~bbero soddisfar·e sid 
il rigore scientifico che quello sanitario, ritengo che i 

prir1cipali siano i seguenti: a) il valer~ predittivo del­
l' insieme dei tests per determinare ogni t Lp(' d 1 evento i!: 
netico o danno primario al DNA; bl il valer~ p:redittivo 
per gli effetti ereditabili a livello JellP cellule germl 
naJi; c) il valore predittivo1 ne·~ confronti della cancero 
genesi; d) la sensibilità a Vari .i> claf-o'i dlimiche dj com­
posti; e) la rilevanza metabolica e fisiologica per J 'uo­
mo: f) la rlproctucibilità dei risult~ti: P) dimensioni del 
]8. popolazione cellulare tali da evidenziar"' aumenti rnini_ 
mi rispetto alla frequenza di mutazione spontanea. Inul -
tre, non vanno di~JI;)nticati criteri pr<ltici come la possi­
bilitoi:.. d'impiego su lar2.a scolo., la disponibilità attuale 
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di competenze, il costo, la durata, la semplicità della 
messa a punto e la facilità nel preparare personale quali 
ficato; inoltre, non essendo stata ancora dimostrata, al­
meno in maniera chiara, la superiorità di alcuni tests ri 
spetto ad altri, occorre dare la possibilità di scegliere 
tra tests alternativi per l'induzione dello stesso e­
vento genetico. 

In linea teorica, uni, buona batteria dovrebbe Compre!}_ 
dere sia sistemi specifici per l'induzione di mutazioni 
geniche e cromosomiche che tests indicatori di danni pri­
mari al DNA (ricombinazione o riparazione). 

Per quanto riguarda la direttiva CEE 79/831 (VI Mod! 
fica) concernente la classificazione, l'imballaggio e la 
etichettatura delle sostanze pericolose, diverse riunioni 
svoltesi in Lussemburgo tra le delegazioni dei Paesi mem­
bri, hanno portato alla definizione dei tests di mutagen~ 
si (compreso il pre-screening di cancerogenesi) per il do~ 
sier di base (Allegato VII) da consegnare all'atto della 
notifica. 

La posizione iniziale della CEE, condivisa da molti 
Paesi membri, è stata quella di avvalersi delle raccoman­
dazioni contenute in un documento preparato dal gruppo QC 
SE (OECD) ed intitolato "Principles for the evaluation of 
the mutagenic and carcinogenic ootential of chemicals"pe!: 
chè ln taJ modo si potesse arrivare a delle formulazioni 
in accordo con le posizioni di altri Paesi industrialmen­
te importanti come gli USA, il Giappone e la Norvegia, che 
non fanno parte della CEE. Secondo questo documento i 
tests di mutagenesi da impiegare per il "Minimum Premar -
ket Data Se t" (MPD), cioè per il dossier di base debbono 
essere semplici, riproducibili, sensibili alla classe di 
<:omposti chimici in esa'T!e, di costo accettablle e debbono 
-otver dimostrato l 'utili t:i nello "scrcening" di un certo l"!! 
mero di composti chimici. In particolare per il dossierdl. 
base si suggeriscono due tests: u.no batteriologico per la 
induzione di mutazioni geniche ( U•st ·ii Ames in prima i­
:>tanza, con la possibilità d'impiego dell'E.coli)eduno ci 
to~enetico per le aberrilzioni. cromosomiche, con la pre:fe­
renza accordata ai tests "in vitro" rispetto a quelli "in 
"Ii';o" (.'tnali:::i meLaL:t:o;ica del midollo os:.>eo oppure micro­
nucJeo in roditori). Dopo lunghe discussioni in Lussembu!: 
go si è arrivati, con qualche inevitabile compromesso, a.!_ 
la seguente fonnuLazione: l) un test per l'induzione ;jl 

mutazioni geniche in cellule procariotiche come la ~­
f)himurium; l'E.coli è anche accettabile. La scelta tra 
questi due microrganismi può esccre determinata dalla na-
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tura chimica della sostanza da saggiare; 2) un test per 
l'induzione di mutazioni cromosomiche in cellule di mamml 
fero coltivate "in vitro"; un test "in vivo" (test del ml 
cronucleo o analisi metafasica di cellule di midollo os­
seo di roditori) è anche accettabile. Oltre a ciò si è a~ 
riva ti alla definizione dei protocolli sperimentali dei s~ 
guenti cinque tests utilizzabili per il dossier di base : 
test della S. typhimuriu'll dG. applicare almeno su quattro <Xt 
pi (TA1535, TA1537, TA98 e TA100) con e senza attivazion~ 
metabolica; 3) test della reversione try=--try+ in E.coli 
in tre ceppi (WP2, WP2uvrA e WP2uvrApKM 101) con e senza 
attivazione metabolica· 4) test citogenetica "in vitr-o'' cB 
applicarsi ·in colture di linee cellulari stabilizzate o 
colture primarie di cellule di mammifero; 5) test citoge­
netica "in vivo" in cellule del midollo osseo di rodito­
ri; 6) test del micronucleo in roditori. 

C'è da osservare che la formulazione CEE, rispetto al 
documento OCSE, ha comportato un'attenuazione della prio­
rità che era stata riconosciuta al test della Salmonella 
rispetto a quello dell'E.coli ed al test citogenetica ''in 
vitro" rispetto a quelli "in vivo". A tale proposito oc­
corre tener presente che l'impiego dei tre ceppi di E.co-
1.! WP2 proposti non può essere considerato equivalente a.,!. 
l'impiego dei quattro ceppi di s.typhimurium per quanto 
riguarda la capacità di rivelare mutazioni puntiformi sia 
del tipo ''sostituZione di base'' che ''inserzione o delezi~ 
ne" (in inglese "frame-shift"). Infatti il sistema genet2_ 
co dell'E.coli WP2, che ha una mutazione "ochre" nell::o 
operon della tripto:fansintetasi, rivela essenzialonente "!.!! 
tazioni di tipo "sostituzione di base"; l' introd<•zione del 
plasmide pKMlDl in uno dei ceppi WP2 permettt.::" di rilevare 
anche alcuni dipi di mutageni "frame-shift" 'Tla non perme.!_ 
te di rivelare altri tipi di ''frame-shift" ~·v .. denziabili 
con i ceppi TA1537, TA1538 e TA98 di S.tYJ.)limurium; que­
sti ultimi sono particolarmente sensibili alle mutazioni 
"frame-shift'' grazie alla presenza, nel loro DNA, di se­
quenze nucleotidiche ripetute (-C-C-C-G-C-G-C-G- oppure 
-C-C-C-C-) che sono del lP vere ':hot spots" per la mutage­
nesi di certe classi di mutageni•. C'è anche da dire che la 
presenza, nei ceppi dì Salmonella, della mutazione rfa, 
che causa la perdita parziale della parete esterna lipop~ 
lisaccarid1ca della cellula batterica, facilita la diffu­
sione di grosse molecole organiche (es. molte amine arom~ 
tiche e polìc1clic1 aromatici) dentro la cellula stessa. 
In conclusione si puu dire cr1e l'impiego dei ceppl dj L 
coll dovrebtw essere ìntegrat0 con quello dt>i due cepp' 
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TA1537 e TA98 di Salmonella se non si vuole rischiare di 
non rivelare alcuni tipi di mutageni "frame-shift"; a ta­
le riguardo è bene ricordare che le mutazioni di tipo 
"frame-shift", dal punto di vista genetico e forse cance­
rogeno sono da considerarsi più pericolose delle •'sostitu 
zioni di base". 

; 
Riguardo ai 0ests citogenetici si può dire che quel­

li "in vitro", almeno per lo screening iniziale, dovrebbe 
ro essere preferiti a quelli "in vivo", se non altro per: 
chè più facilmente attuabili, ed applicabili ad un ampio 
"range" di concentrazioni. 

Le prossime riunioni in Lussemburgo saranno dedicate 
alla definizione dei criteri e dei te~ts da adottare per 
il dossier supplementare (Allegato VIII), che prevede due 
diversi livelli: il livello 1), per sostanze il cui quant_!. 
tativo annuo è tra 10 e 50 tonnellate ed il livello 2), 
per quantitativi annui da 1.000 a 5.000 tonnellate. Rigu~ 
do al livellO l) si prevede quanto segue: nel caso di ri­
sultati negativi del dossier di base si debbono eseguire 
un test di verifica della mutagenesl (da sceglierai tra 
tests di mutazioni geniche in eucarioti e tests di aberra 
zioni cromosomiche ;,in vivo") ed un test di verifica del 
pre-screening di cancerogenesi, da sceglierai tra tests di 
mutagenesi (a livello genico o cromosomico), tests indica 
tori (riparazione, SCE, "crossing-over", conversione geni 
ca), tests di trasformazione. Se queste due prove di veri 
fica sono negative allora s'interrompe questo tipo di sp~ 
rimentazione; se il test di verifica della cancerogenesi 
è positivo, allora si ricorre alla cancerogenesi a lungo 
termine; se è positivo il test di verifica della mutagen~ 
si, allora sono richiesti altri due sagEi di mutagenesi. 
Nel caso del livello 2 è obbligatoria la cancerogenesi a 
lungo termine, oltre a prove di fertilità ed altri studi 
tossicocinetici. E' ~vidente che si tratta di un approc­
cio di tipo gerarchico, che però allo stadio attuale è an 
cara molto confuso. Si tratterà di definire delle gerar­
chie di tests per lo stesso tipo di eventi E:eneticl e de!_ 
le particolari sequenze sulla base dei risultati 1ei vari 
tipi di tests. 

Trattandosi di un compito molto delicato sarà oppor­
tuno che la Commissione italiana per la valutazione degli 
effetti mutageni. cancerogeni e r.erato~eni esamini atten­
tamente il problema in modo da suggerire alla delegazione 
l tal lana gli orientamenti (ta seguire nelle prossime riu­
nioni che si terranno in Lusse!Tlbur~o. 



PROPRIETA' TOSSICO LOGICHE E BUONE PRATICHE DI LABORATORIO 

V. SILANO 
Istituto Superiore di Sanità, Roma 

RIASSUNTO. -L'elaborazione dei metodi per la valutazione 
delle proprietà tossicologiche di cui all'Allegato V del­
la Direttiva CEE 79/831, viene effettuata dal gruppo CEE 
di esperti nazionali designati dagli Stati membri che ad~ 
gua a tal fine le linee guida predisposte da gruppi di e­
sperti sotto il coordinamento dell'Organizzazione per la 
Cooperazione e lo Sviluppo Economico (OCSE). La fase del 
lavoro finora conclusa riguarda i metodi rel11'tivi alle p~ 
prietà tossicologiche previste nell'AllegatoVI! della me~ 
zionata Direttiva e cioè, i metodi per la valutazione de! 
la tossicltà acuta e sub-acuta (orale, percutanea e inal~ 

toria), dell'irritazione cutanea e oculare e della sensi­
bilizzazione cutanea. 

L'Allegato V conterrà nell'introduzione generale,rra 
l'altro, i principi delle Buone Pratiche di Laboratorio 
(GLP) elaborati da un gruppo di esperti dell'OCSE e rece~ 
temente adottati dal Consiglio dell'OCSE. 

Notevoli progressi sono stati realizzati a livello~ 
ternazionale anche per quanto concerne l'armonizzazione 
dell'applicazione dei principi di GLP. Attualmente a li­
vello OCSE sono in discussione le modalità per un approc­
cio graduale all'applicazione delle GLP e i criteri per 
valutare i programmi nazionali di applicazione delle GLP. 
A livello nazionale sembra esservi un accordo sul ratto 
che l'applicazione delle GLP possa essere assicurata me­
diante un sistema di accreditazione di singoli Laboratori 
periodicamente rinnovabile sulla base di risultati di i -
spezioni e di veririche di alcuni studi svolti dai Labor~ 
tori accreditati. Restano ancora, tuttavia da approntare 



gli strumenti normativi ~ le strutture operative per at -
tuare quanto previsto dal programma di applicazione dell~ 
GLP. 

1. PROPRlETA' TOSSICOLOGICHE 

ln accordo alle raccomandazioni de~ gruppo CEE di~ 
dinamento dei lavori per· la elaborazione del l 'Allegato V 
della Direttiva CEE '79/831, il gruppo CEE di Esperti na -
zionali incaricato d.l elaborare i metodi tossicologici,d!. 
cise di iniziare i propr1 lavori dai metodi tossicologici 
previsti all'Allegato VJI che, fatte salve le previste e­
senzioni, dovranno essere applicati a tutt: i nuov1 comp~ 
sti chimici industrlali, indipendentemente dalle quantità 
commercializzate. 

Questa prima parte di lavoro appenct conclusa na con­
sentito di elaborare i metodi per l'accertamento delle c~ 
ratteristiche di tossicità acuta e suD-acuta (28 giorni) 
per via orale, percutanea e inalatoria, dell'irritazione 
cutanea o oculare e della sensibilizzazione cutanea. Poi­
chè questi metodi saranno pubblicati con tutti i dettagll 
sulla Gazzetta UfficialE- della CEE anche in lingua itali.§_ 
na, non è il caso di descriverli qui in grande dettaglio. 
Inoltre, poichè questi metod: sono stati elaborati adat -
tando, con minori modifiche, alle finalità della Diretti­
va CEE 79/831 i metodi dell'Organizzazione per la Cooper~ 
zione e lo Sviluppo Economico (OCSE), quanti fossero int!. 
ressati possono prendere visione di tali metodi originali 
che sono stati recentemente adottati dal Consiglio della 
OCSE e pubblica ti in lingua inglese e francese. 

Ritengo, quindi, sufficiente in questa sede dare in­

formazioni sintetiche sui metodi tosslcologici menzionat~ 
precisando che mi riferirò ai requisì ti minimi sperimenta 
li che dovranno caratterizzare le Sperimentazioni tossicZ 
logiche effettuate secondo i metodi in questione. 

La Tabella ! confronta diversi parametri (specie, nu 
mero e sesso, livelli di dose, etc.) dei nuovi metodi tos 
sicologici in questione. 

Come risulta dalla Tabella I, la specie di elezione 
per le investigazioni di tossicità acuta e sub-acuta è il 

( 



!Hl 

ratto, per quel!~ di irritazione il coniglio, e per i sag 
gi di sensibilizzazione è la cavia. 

Il numero minimo di animali per gruppo sperimentale 
è in genere 5 per sesso, con l'eccezione dei gruppi dei 
saggi di irritazione (3 animali per gruppo) e di senslbi­
lizzazione (20 anima~! dei due sessi per il gruppo tratt~ 
to e 10 animali per iJ gruppo di controllo), 

I livelli di dose sono J per la tossicità acuta e 
sub-acuta e 1 per gli altri saggi. La scelta dei livelli 
di dose della sostanza da saggiare è uno degli aspetti di 
maggiore importanza nella programmazione degli esperimen­
ti di tossicità. Nel caso della tossicità acuta, essi de­
vono essere scelti in modo da ottenere una curva dose-ri­
sposta e, dove possibile, permettere una valutazione del­
la dose letale 50 (DL5ol. Nel caso della tossicità su~ 
ta il livello di dose più elevato dovrebbe causare effet­
ti tossici, ma non letali e il più basso non dovrebbe pr2 
durre effetti tossici. Inoltre, per ,1uesti saggi di toss!, 
cità, è previsto un gruppo di controllo eventualmente tra! 
tato con il veicolo (se usato) e la duplicazione del gruE 
po di animali trattati con 11 livello di dose più elevato 
qualora si desideri valutare la reversibilità degli effe~ 
ti. Nel caso dei saggi di irritazione è previsto un solo 
livello di dose; per i llquidi esso è 0.5 rnl per l'irrit!!_ 
zione cutanea e 0.1 '1\l per quello oculare e per i solidi 
o semi-solidi 0.5 g per l'irritazione cutanea e 0.1 g per 
quella oculare. Nel caso della sensibilità cutanea la do­
se raccomandata è quella massima tollerata. 

Il trattamento degli ~nimali con la sostanza da sag­
giare viene effettuato una sola volta nei saggi di tossi­
cità acuta e in quelli di irritazione, mentre nel casodei 
saggi di tossicità sub-acuta esso viene ripetuto per 28 
giorni. La durata dei trattamenti inalatori è di 4 ore se 
acuti e di 6 ore/giorno se sub-acuti. mentre di quelli pe!:. 
cutanei è •11 24 ore se acuti e di 6 ore·/giorno se sub-ac~ 
ti. La durata del trattamento, nel saggio di irritazione 
cutanea, è di 4 ore e in quello di irritazione oculare,v~ 
riabile a secondo del potere irritante della soStanza in 
~same. Nel caso della sensibilizzazione cutanea la proce­
dura del trattamento è più complessa poichè essa si divi­
Je in due fasi quella dell'induzione (iniezione intrader­
llica al giorno O e applicazione :mlla cute per 48 ore al 
;~i orno 7) e del saggio vero e proprio che viene effettua­
to al giorno 21 mediante applicazione sulla cute per 24 
ore. 



osservazioni periodiche degli animali trattati e di 
controllo sono previste in tutti i diversi saggi, mentre 
la durata massima del periodo di osservazione varia a se­
condo del saggio (Tabella I) e particolarmente con la ne­
cessità di accertare la reversibilità degli erfetti tossi 
ci. 

Osservazioni dello stato di salute generale degli a­
nimali sono previste speciricamente nei saggi di tossici­
tà acuta e sub-acuta. Tali osservazioni debbono riguarda­
re in particolare gli eventuali cambiamenti della pelle e 
del pelo, delle membrane mucose e degli occhi, della fun­
zione respiratoria, motoria, circolatoria, nervosa e del 
comportamento. Particolare attenzione meritano i sintomi 
di tremori, convulsioni, eccessiva salivazione, diarrea, 
letargo e coma. 

L'esame necroptico degli animali è previsto nei sag­
gi di tossicità acuta e sub-acuta, mentre l'esame istopa­
tologico è espressamente richiesto solo nei saggi di tos­
sicità sub-acuta. In particolare è previsto che l'esame 
istopatologico sia effettuato su tutti gli organi e tess~ 

ti di tutti gli animali di controllo e di quelli trattati 
con il livello di dose più elevato. Gli organi e i tessu­
ti che mostrano alterazioni attribuibili al trattamento 
con la sostanza in esame devono essere esaminati istolog! 
camente anche negli altri gruppi di animali trattati con 
livelli di dose inferiori. L'osservazione di particolari 
tipi di lesioni è, invece, necessaria nei saggi di irrita 
zione cutanea e oculare e di sensibilità cutanea. 

Esami ematologie! e di biochimica clinica sono previ 
sti nei saggi di tossicità sub-acuta; essi consistono nel 
la determinazione dell'ematocrito, della concentrazione 
dell'emoglobina, della conta degli eritrociti e leucocit~ 

del potenziale di coagulazione, della attività della SGPT 
e SGOT, del l 'urina, della . .c.eatinina, del l 'albumina e del­
le proteine seriche totali e della bilirubina totale. 

Un saggio limite è previsto sia nei saggi di tossic! 
tà acuta che cronica. Ciò signifiC~ che se nessun effetto 
letale (tossicità acuta) o tossico (tossicità sub-acuta) 
attribuibile alla sostanza in esame viene osservato in un 
gruppo di animali trattato con una dose particolarmente ~ 
levata, si può ritenere non necessario di svolgere ulte -
riori indagini. Le dosi dei saggi limite sono riportate, 
ove del caso, in tabella I. 

! 
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2. BUONA PRATICA DI LABORATORIO 

La buona pratica di laboratorio (GLP) riguarda il 
processo di organizzazione e. le condizioni nelle quali gli 

studi di laboratorio sono pianificati, svolti, controlla­
ti e descritti in un rap~orto finale. E' chiaro che la e la 
borazione e emanazione di norme nazionali di GLP hann~ 
importanti implicazioni internazionali, particolarmente 
dal punto di vista degli scambi commerciali di composti 
chimici. E', infatti, evidente che se ogni Paese può ac -
eettare con fiducia i dati chimico-fisici, tossicologici 
e ecotossicologici prodotti in altri Paesi, la duplicazio 
ne dei saggi può essere evitata con notevole risparmio cti 
tempi e di risorse. 

Lo sviluppo di un approccio armonico a livello inter 
nazionale all'elaborazione dei principi di GLP e alla lo­
ro applicazione è in via ~i sviluppo a livello dell'OCSE. 
In particolare i principi delle GLP sono stati già definl 
ti e recentemente adottati dal Consiglio dell'OCSE e sa­
ranno pubblicati senza alcun cambiamente nell'introduzio­
ne dell'Allegato V della Direttiva CEE 79/831. E' imposs! 
bile in questa sede descrivere in dettaglio i principi di 
GLP, ma si può dire in sintesi che essi forniscono norme 
di comportamento nello svolgimento degli studi speriment~ 
li sui composti chimici che sono di validità generale nel 
senso che non dipendono dal particolare saggio effettuato 
o dalla particolare sostanza saggiata. Alcuni elementi di 
maggiore dettaglio sul contenuto del documento sui princ! 
pi di GLP possono essere dedotti dalla tabella II. Nelmen 
tre il lavoro sui principi di GLP si può dire concluso,a! 
tualmente è in piena fase di svolgimento a livello OCSE 
quello relativo all'elaborazione di un accordo internazio 
nale per l'applicazione di tali principi. Il gruppo di e­
sperti dell'OCSE ha già trovato l'accordo su due documen­
ti riguardanti rispettivamente "l'applicazione dei princl_ 
pi OCSE di GLP" e "le raccomandazioni per i programmi na­
zionali di ispezione a laboratori". Non essendo possibile 
entrare nel dettaglio di questi documenti, basterà qui 
menzionare che vi è un accordo sul fatto che il Laborato­
rio che intende svolgere un particolare saggio ha la re -
sponsabilità di conformarsi ai ~rincipi di GLP e che le 
Autorità nazionali hanno la res~onsabilità di controllare 
ciò e di prevedere sanzioni nel caso i principi di GLPnon 
siano applicati. Allo scopo di accertare che i Laboratori 
applichino i principi di GLP sono previste ispezioni pe -



"' 
riodiche e verifiche di alcuni studi svolti dal Laborato­
rio. 

Pertanto i dati tossicologicl ottenuti secondo una 
delle metodologie precedentemente descritte, applicata s~ 
condo i menzionati principi di GLP, dovranno essere accel 
tati in qualsiasi Paese della CEE e dell 'OCSE. 

Il riconoscimento di programmi nazionali concernenti 
le GLP può avvenire mediante 1.m aC'cordo internazionale bl 
laterale o multilaterale. 

Restano ancora da definire in una ultima riunione del 
gruppo di esperti dell'OCSE, prev1sta a Parigi nell'otto­
bre 1981, l'approccio graduale all'applicazione del prin­
cipi di GLP (ai laboratori, ai tipi di saggio e ai tipi m 
sostanze), i criteri per valutare la conformità dei pro­
grammi nazionali relativi alle GLP e la verifica dei pro,;:. 
vedimenti adottati. 

A livello nazionale occorre definire gli strumenti )t. 
gislativi e operativi per dare seguito agli impegni inte~ 

nazionali già assunti o in via di assunzione. 

Una possibilità è che il Governo italiano ricorra ad 
un meccanismo di autorizzazione dei laboratori qualifica­
ti. Con tale meccanismo l'Autorità nazionale competente 
potrebbe certificare che un particolare laboratorio è co!!!_ 
petente a effettuare uno o più tipo dì saggi su una o più 
classi di sostanze chimiche secondo j criteri previsti dal 
la legge. Tale autorizzazione dovrebbe essere concessaper 
un periodo di tempo limitato (circa 2 anni) e rinnovata 
sulla base dei risultati di periodiche ispezioni ai labo­
ratori e verifiche degli studi. 

Restano da emanare le norme per conferire all'Autor~ 
tà (Ministero della Sanità e Istituto Superiore di Sanità~ 
nazionale competente il mandato di svolgere i seguentlcqrr 
p i t i: 

a) predisporre e preparare il personale necessario per ef 
fettuare le ispezioni; 

b) pianificare ispezioni regolar~ dei laboratori: 
c) rilasciare i certificati di accredìtazìone; 
d) richiedere ai laboratori non in regola i miglioramenti 

necessari o. n,ei casi estremi, cancellare l'accredita­
zione; 

e) mantenere un registro dei laboratori approvati, compl~ 
to dei tests per cui l 'accreditazione è stata rilascia 
ta; 

( 
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f) fornire informazioni alla CEE e ad altri Organismi in­
ternazionali. 

Un altro aspetto che richiede attenzione a livello 
nazionale è quello concernente l'applicazione dei princi­
pi di GLP ai diversi tipi di sostanze chimiche inclusi i 

farmaci, gli antiparassitari, i cosmetici, gli additivi 
alimentari, i prodotti ch~imici industriali, etc. Al mome!:!_ 
to il principale sviluppo·nell'applicazione delle GLP in 
Italia sta avvenendo nel contesto del recepimento della~ 
rettiva CEE 79/831 che, come è ben noto, concerne soltan­
to i nuovi prodotti chimici industriali. 
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Tabella 2 

INDICE DEL DOCUMENTO OCSE SUI PRINCIPI DI BUONA PRATICAN 
LABORATORIO 

sezione I IntroduZione 

O. Prefazione 
1. Scopo 
2. Definizione dei termini 

2.1. Buona pratica di Laboratorio 
2.2. Termini concernenti l'organizzazione della struttura 

per lo svolgimento dello studio 
2.3. Termini concernenti lo studio 
2.4. Termini concernenti la sostanza in esame 

Sezione II Buona Pratica di Laboratorio 

l. Organizzazione della struttura per lo svolgimento d!.!, 
lo studio e personale 

1.1. Responsabilità della direzione 
1.2. Responsabilità del direttore dello studio 
1.3. Responsabilità del personale 

2, Programma per assicurare la qualità dello studio 
2.1. Aspetti generali 
2.2. Responsabilità jel personale addetto all'unità per 

assicurare la qualità dello studio 
3. Strutture 

3.1. Aspetti generali 
3.2. strutture per i sistemi dì 
3.3. Strutture per trattare le 

ferimento 
3.4. Strutture di archivio 
3.5. Eliminazione dei rifiuti 

e aggio 
sostanze 

4. Apparecchi, materiale e reagenti 
4 .1. Apparecchi 
4.2. Materiali 
4.3. Reagenti 

5. Sistemi di saggio 
5.1. Fisici e chimici 
5.2. 3iologici 

di saggio e di ri 

6. Sostanze da saggiare e di riferimento 
6.1. Ricevimento, trattamento, campiona~ento e conserva -

zione 
6.2. Caratterizzazione 

l,l,n SonHa -\noall d<lrl-\1 Sup_ ~""""- Vnl 17 

l· 
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7. Procedure operative standard 
7.1. Aspetti generali 
7.2. Applicazioni 

8. Svolgimento dello studio 
8.1. Pianificazione dello studio 
8.2. Contenuto del piano dello studio 

9. Rapporto sui risultati dello studio 
9.1. Aspetti generali 
9.2. Contenuto del rapporto finale 

10. Conservazione e mantenimento dei registri e dei ma­
teriali 

10.1. Conservazione e consultazione 
10.2. Mantenimento 

APPENDICE - Referenze 

{ 
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SF.ZIONE TV: INVENTARIO EUROPEO DELLE SOSTANZE CHIMICHE ( EI~ECS) 

ELABORAZIONE E FINALI 'l'A' DELL'INVENTARIO EUROPEO DEL­
LE SOSTANZE CHIMICHE 

G •. MOSSELMANS 

Servizio knbiente della CEE, Bruxelles 

RIASSUNTO. - La rcln.zior>c tracciA. un quadro sintetico dei 

diversi lavori, iniziati nPl 1979, che hanno portato alla 
decisione della Commissiune dell'il maggio 1981, che defi­
nisce la realizzazdone dell'inventario nelle sostanze esi­
stenti O>ul mercato comunitario il 18 eettembre 1981. 

In particolare vengono brevemente definiti: 
l'inventario di base ECOIN 

- il Compendio delle sostanze cono8ciute 
-il Manuale "Come dichiarare per l'inventario EINECS" 

nonchè i diversi formulari adottati per la dichiara­
zione. 

l. PERCHE 1 L' INVENT/,RIO 

Vista l'impostazione di qu~r;ta 4..t S<'?.ionc del Convegno, 
mi limiterò a tracciare ur:a Urcve cro;•istoria dell'invent~ 
l'io europeo. 

Nel 1976 la Commissior:e CEE, ~ulla base di una esigenza 
che andava matorando già ùn t~mpo, pre~cnta ~l Consi~lio 

una proposta di modifica della direttiva sulle sostar.:Z.E! ;_)~ 

r·icolose, meglio conosciuta ~)ùi come 6a ~lodifica; uno dei 
punti qualificanti di tale prorosta era, e..; è tuttor:c, la 
notifica delle sostanze chimic!1C nuove, l 'obbli~o ciuè di 
prepararne una vera e propri.'l carta di identità, con tutte 
le proprietà chimico-fisiche, tossicologiche ed ec;otossicg_ 
logiche, che ne consentar.o la val11taz.ione di ;:>< Picolo per 
l'uomo e per l'ambiente ;')rima dell'immissiun~ sul m<:r"-è 1..;1J, 

Se però da un punto di vista .Q;enerall, iUe..<:ta esigenza 
era sentita e condivisa da tutti i l'ap,H'et-t·:ltanti !egli ::;t~ 
ti membri, appariva lmr:ediJ.tamcnte uru dom.J.rda più che le­
~ittima: come stabilirt il limite di de~arcazlone fra so-
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stanze vecchie e sostanze r.uovc. E' ri.sult~to cioè che, r.on 
solo a livello governativo, mn anche a .!.i',•~llo il li•l~trlale, 

ron si aveva una chiara ed esatta coRr.izionc di quali e quél!! 
te sostanze chimiche venivano prodotte, irr:portate o comun­
que commercializzate nel territorio della Comunità. Nasce­
va e questo punto, quindi, l' e~.ir,enul. di redigere un inven 
tarìo delle sostanze esistenti di cui, devo dire, proprio 
la delegazione italiana si è fatta sin dall'inizio promo­
trice. 

2. SCELTA DELLE MODALITA' OPEHA'l'IVE 
o 

L'art. 13, paragrafo l, della 6 t<lodi:fica precisa quin-
di che la Commissior:e stabilisce, segnatamente in base alle 
informazioni fornite dagli Stati membri, un inventario de.!. 
le sostanze esistenti sul mercato comunitario il 18.9.1981. 

Parallelamente ai lavori del Consiglio, lo Commissione 
iniziava lo studio, con l'aiuto degli esperti degli Stati 
membri, delle modalità operative con cui tale problema an­
dava affrontato. Si poneva infatti la necessità di scegli~ 
re fra diverse soluzioni, se cioè tutte le sostanze dov~v~ 
re essere dichiarate dal fnhbrical"te e/o dall' im!Jortatore, 
cor. o senza l'ausilio di unn "candidate list", così come 
era stato già fatto dall'EPA per l'inventorio americano, o 
se una soluzione mista poteva apparire piU ragionevolmente 
attuabile. Tale soluzione mista, successivamente preferita 
alle altre, dopo lunghe discuGsioni, sia per motivi di co­
sto cHe di tempo, prevedeva l'approntamento di un inventa­
rio di base, stabilito sulla base dei dati disponibili nel 
le liste esistenti a livello nazionale e internazionale, 
da integrare poi con le dichiarazioni supplementari da paE 
te dei produttori e/o importatori. 

3. ELABORAZIONE DELL'INVENTARIO 

Una volta accettato il principio ùi base, facilmente tra 
ducibile in forma matematica: 

Inventario finale Inventario di base + Dichiarazione SUE 
plementare 

rimaneva al Gruppo di lavoro della Commissione il compito 

( 

1 
' 
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di definire esattamente ciascun termine di questa equazio­
ne. 

3. l INVENTARIO DI BASE ECO IN 

L'inventario di baSe (ECOIN ~ European Core Inventory), 
è stato elabor~to dalla Commissione, tenuto conto del par~ 
re del Comitato per l'adeguamento al progresso tecnico, ed 
è stato redatto sulla basP. dei dati disponibili che lasci~ 
no ragionevolmente ed obiettivamente presupporre l'esiste~ 
za sul mercato comunitario delle sostanze che in esso fig~ 
rana. 

Esso comprende: 

- un indice numerico delle sostanze così come individu~ 
te dal "CAS Registry Nurnber"; 

- un indice alfabetico della nomenclatura delle stesse 
sostanze; 

- un indice delle formule mo!ecolari. 

Tuttavia se il sistema può apparire semplice da ~uesta 
schematica descrizione, molte difficoltà sono state incon­
trate in fase operativa, tanto che si è pensato di utiliz­
zare a questo scopo l'esperienza acquisita negli Stati Unl 
ti dall'EPA per la compilazione dell'Inventario americano. 

3.2 COMPENDIO DELLE SOSTANZE CONOSCIUTE 

E' così nata l'idea di preparare un documento che faci­
litasse al massimo il compito del dichiarante, per il caso 
di sostanze non comprese nell'Inventario di base, ma di n~ 
tura chimica ben definita e con un numero di riferimento 
CAS; tale documento ha preso il nome di "Compendio di so,.. 
"'tanze note", e contiene circa 15.000 sostanze presenti sul 
mercato americano ma per le quali non è ragionevolmente po~ 
sibile prevederne la presenza sul mercato della Comunità, 

Esso comprende: 

- un indice alfabetico della nomenclatura delle sostan­
ze così come individuate dal "CAS Registry Number" e dal 
Codice EINECS attribuito dall'ECOIN; 

- un indice per numero CAS delle stesse sostanze; 
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-un indice delle formule molecolari, 

3.3 FORMULARI PER LE DICHIP.RAZJONI SUPHEMENTARl 

Per effettuare le dichiarazioni complementari sono sta­
ti definì ti tre tipi di formulari, c precisamente: 

- il formulario A da utilizzare per dichiarare le sosta:!:!_ 
ze presenti nel Compendio di sostanze note, mediante i due 
codici numerici, il CAS Registry Number e il codice EINECS. 

- il formulario B da utilizzare per dichiarare le sostfl.!2_ 
ze non inserite nel Compendio, ma per le qu~li si conosce 
sia il numero CAS che la denominazione chimica secondo una 
nomenclatura internazionale riconosciuta. 

- il formulario C da utiliz7.are per dichiarare le sosta:!:!_ 
ze non ben definite nella loro struttura molecolare o pri­
ve di numero di riferimento CAS. 

3 • 4 DEFINIZIONE D l UN DOn·~·-JEtlTO ESPLICATIVO 

Al fine di rendere chiare a tutti le scelte operative 
adottate e per consentire al l 'operazione "Inventario" d1 
procedere nel migliore dei modi si è infine reso necessa­
rio preparare un documento esplicativo ad uso dei dichia­
ranti. 

Tale documento, il cui titolo esatto è "Come fare la dl 
chiarazione per l' Inv~·ntario EINF:CS", consirtera i due aspe! 
ti delle. .iichiarazione, sia cioè quelle amministrativo spi§_ 
ganda le modalità dà seguire per compilare correttamente i 
formulari di dichiarazione, sia quello tecnico, definendo 
i criteri scientifici adottati e fornendo numerosi esempi 
pratici su come dichiarare. 

4. TEMPO UTILE PER LA DICHIARAZIONE 

Da: momento in cui l'Inventario di base ECOIN sarà pub­
blicato ufficialmente sulla Gazzetta Ufficiale delle Comu­
nità Europee, decorreranno esattamente nove mesi utili per 
effettùare le dichiarazioni complementari. 

r 



r . 
t- / 

i':l3 

Tale lasso di tempo potrebbe appa.rire eccessivo, ma c'è 
da tener presente ad esempio il tempo necessario alle Azie!:!_ 
de per verificare esattamente la natllra chimica delle so­
stanze utilizzate: la ~ommlssione infatti non potrà accet­
tare dichiarazioni supplementari di sostanze indicate con 
denominazioni <;ommerciali o di fantasia; tale verifica po­
trebbe richiedere un certo tempo se, ad esempio, si rendes 
se necessario da parte dt!ll'J,zienda interessata operante -
all'interno della Comunità contattare un eventuale produt­
tore di materie prime di un Paese terzo. Inoltre nei nove 
mesi deve essere compresa anche l'eventuale corrispondf.mza 
tre l'Azienda e il Punto di contatto nazionale, e tra il 
Punto di contatto nazionale e la Commissione, in caso di 
dichiarazione errata da correggere o da riformulare. 

5. PUNTO DI CONTATTO NAZIOUALE 

In base a quanto previs~o dall'art. 13 della 6a Modifi­
Ga, gli Stati membri stabiliscor,o un Punto di contatto na-­
zionale per l'Inver tario EINECS con il compito di raccogli~ 
re e trasmettere alla Commissionf' l<.: dichiarazioni presen­
tate dal fabbricante e/o importatore. Senza dilunP,armi sui 
compiti specifici di tale struttura, esaminati e discussi 
l n un'apposi t a relazion~::, vorrei concltldere sottolineando 
l'estrema importanza e delicatezza dei compiti assegnati 
·ti diverl"i Punti di contatto nazionali, il cui ruolo sarà 
fondamentale nell'attuazi0ne dell'EINECS, in quanto unici 
legami riconosciuti fra dichiarante e Servizi della Commis 
sione. 


