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Figura 12: Risultati della cluster analysis condotta sulle rilevazioni di carica batterica relativa
a campionamenti di aria e volume prelevato pari a 300 litri.
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Figura 13: Risultati della cluster analysis condotta sulle rilevazioni di carica batterica relativa
a campionamenti di aria e volume prelevato pari a 4oo litri.

37




Raggruppamenti

Importanza della funzione

M1,0Mo0,8M0,600,4 0,2

1 3 2

| Gruppo
Etichetta

Funzioni

Neofiti con lenti Redattori

Neofiti senza lenti

gruppo
Redattori (100,0%)

gruppo gruppo misura
Neofiti (100,0%) Neofiti (100,0%) 14,50

Confronto tra cluster

[ Neofiti con lenti B Neofiti senza lenti B Redattori

L ” ‘
Neofiti Redattori
w @ O
no si
pr——
misura E=
patina w

Figura 14: Risultati della cluster analysis condotta sulle rilevazioni di carica batterica relativa
a campionamenti di aria e volume prelevato pari a soo litri.
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Figura 15: Risultati della cluster analysis condotta sulle rilevazioni di carica fungina relativa
a campionamenti di superficie.
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Figura 16: Risultati della cluster analysis condotta sulle rilevazioni di carica fungina relativa a
campionamenti di aria e volume prelevato pari a 100 litri.
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Figura 17: Risultati della cluster analysis condotta sulle rilevazioni di carica fungina relativa
a campionamenti di aria e volume prelevato pari a 200 litri.
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Figura 18: Risultati della cluster analysis condotta sulle rilevazioni di carica fungina relativa
a campionamenti di aria e volume prelevato pari a 300 litri.
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Figura 19: Risultati della cluster analysis condotta sulle rilevazioni di carica fungina relativa
a campionamenti di aria e volume prelevato pari a 4oo litri.
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Figura 20: Risultati della cluster analysis condotta sulle rilevazioni di carica fungina relativa
a campionamenti di aria e volume prelevato pari a soo litri.

Pil in particolare, rispetto all’intercalibrazione precedente, si & constatato che:

- e stata confermata una certa distanza, in termini di conteggio, tra i redattori ed i
non redattori;

- si e aggiunta la constatazione che il fattore relativo all’utilizzo o meno di strumen-
ti correttivi della vista risulta rilevante;

- non si sono pit osservate distanze dovute alla rilevazione della formazione di pati-
na ed alle modalita di dichiarazione della medesima.

L’analisi grafica (Fig. 21) suggerisce, poi, almeno due considerazioni: la prima riguar-
da il fatto che la distanza sembra essere piu significativa tra i non redattori che usano
strumenti correttivi della vista ed i redattori, piuttosto che tra quest’ultimi ed i non
redattori che non hanno bisogno di tali strumenti; la seconda e che la tendenza media
delle letture dei distinti cluster, se non e identica, & quantomeno molto simile.
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Figura 21: Media dei conteggi di colonie batteriche (sinistra) e fungine (destra), distinti
per cluster, relativi alla seconda intercalibrazione.

Per verificare la significativita della distanza tra i cluster in termini di conteggio e
stato specificato un modello ANCOVA individuando il cluster come ‘fattore’ e |'ora di
lettura come ‘variabile correlata’ (covariata) applicato distintamente per tipo di cam-
pionamento e per quantita di volumi aspirati.

Il modello non ha avuto problemi di rispetto dei vincoli sopra menzionati per volumi
d’aria a partire dai 300 litri, mentre, per i campionamenti di superficie e per volumi
d’aria sotto i 300 litri, in qualche occasione I'ipotesi di normalita e stata accettata sul
limite di significativita (5%). Questa constatazione & connessa con |’estrema variabi-
lita di conteggio tra le differenti repliche (peraltro crescente al decrescere dei volumi
d’aria aspirati).

Per quel che, invece, concerne i risultati del modello, in generale e stato constatato
che il cluster di appartenenza non aveva rilevanza nella lettura delle piastre relative
a campionamenti di superficie, mentre assumeva significativita per quel che concer-
ne i campionamenti di aria: per le colonie fungine sempre, per quelle batteriche a
partire dai 300 litri di aria prelevata. L'analisi dei contrasti ha poi rivelato che il c/u-
ster a cui ascrivere questo risultato e soprattutto quello dei non redattori che utilizza-
no strumenti di correzione visiva, in quanto, tra redattori e non redattori che non uti-
lizzano strumenti di correzione visiva, la significativita della distanza non & quasi mai
netta e, in alcuni casi, per nulla rilevante.

In termini di varianza, il modello ritorna dei dati assai interessanti: infatti, ci dice che
il cluster di appartenenza spiega tra il 20% (per le colonie batteriche) ed il 40% (per
le colonie fungine) della varianza osservata.
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Infine, non vi e stata alcuna evidenza statistica che la covariata “ora di rilevazione”
abbia effetti rilevanti sul conteggio delle colonie.

Le risposte del modello, in concomitanza con la precedente osservazione sulla simila-
rita degli andamenti tendenziali dei conteggi relativi ad ogni singolo cluster, hanno
portato a concludere che le differenze di conteggio erano da imputare non tanto ad
una diversa modalita di misurazione, quanto ad un problema di taratura e di sensi-
bilita dello strumento di misurazione.

In conclusione, si e potuto quindi affermare che il processo di acquisizione delle Linee
guida fosse da considerarsi pressoché terminato; infatti, benché in alcuni casi si sia
constatato il permanere di differenze statisticamente significative di misurazione,
esse sono state comunque ascritte alla necessita di un maggiore consolidamento d’e-
sperienza, soprattutto per chi fa uso di strumenti correttivi della vista.

In questa seconda intercalibrazione e stato predisposto anche un modello ANOVA per
verificare |'ipotesi che la misura non fosse influenzata dall’interazione tra il cluster di
appartenenza e la variabilita delle repliche; il modello in questione e stato imple-
mentato sia con attenzione ai tre cluster di output della procedura di two step clu-
stering, sia accorpando in un solo cluster il gruppo dei redattori con quello dei non
redattori senza lenti. In entrambi i casi |'interazione non e risultata significativa.

Il miglioramento, in termini di qualita dei risultati, ¢ immediatamente percepibile dai
coefficienti di variazione, riportati nella seguente tabella:

N. piastre CV%
(ToT. 35)* (Devstd*100/M)
2Lk
3174k
21-30
19 <20
*1 di 36 piastre ha sviluppato patina

Come infatti si pud notare, solamente in 9 casi su 35 il coefficiente di variazione e
superiore al 30% ed in nessun caso supera il 45%.

Terza intercalibrazione

Per lo svolgimento dei lavori della terza intercalibrazione non sono state apportate
particolari variazioni allo schema predisposto per il circuito precedente; I'unica diffe-
renza ha riguardato il fatto che, contrariamente alle volte precedenti, si e ritenuto
opportuno suddividere I'attivita in due sessioni, separate nel tempo - una per la let-
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tura dei campioni batterici e una per la lettura di quelli fungini - con lo scopo di mini-
mizzare gli effetti della stanchezza visiva.

| risultati proposti sia dalle operazioni di clustering che dalle analisi della varianza
non hanno evidenziato alcuna distanza statisticamente rilevabile tra i conteggi dei
biologi partecipanti.

| risultati hanno, percio, dimostrato inequivocabilmente come dalla prima esperienza
caratterizzata da pronunciata disomogeneita, sia in termini di misura che di esposi-
zione formale della misura medesima, si sia raggiunta una situazione finale in cui non
e percepibile alcuna significativa differenza tra i conteggi effettuati dai partecipanti
all’intercalibrazione.

La realta di quanto appena affermato e immediatamente percepibile confrontando tra
loro i grafici relativi ai conteggi di colonie batteriche del primo e del terzo circuito
(Figg. 22 e 23), riportati a titolo puramente esemplificativo, per dare conto della
quantita e della qualita del lavoro svolto e visualizzare il percorso di allineamento
delle letture, con il progredire delle esperienze condotte.

Da questi grafici, infatti, si evince con chiarezza la sostanziale differenza di allinea-
mento nella lettura, che caratterizza la prima intercalibrazione, opposta alla similari-
ta che, viceversa, contraddistingue la terza.
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0,00

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Figura 22: Valori per piastra-campione dei conteggi di colonie batteriche, distinti per biologo,
per la prima intercalibrazione

Lk



504

404

Valore della lettura

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Numero dellarilevazione

Figura 23: Valori per piastra dei conteggi di colonie batteriche, distinti per biologo,
per la terza intercalibrazione

Quanto appena affermato e, peraltro, corroborato dalle tabelle sintetiche relative ai coef-
ficienti di variazione, dove i risultati vengono suddivisi per carica rilevata, per dare il giu-
sto risalto al fatto che, in relazione ai conteggi fungini, non si superi mai il valore del 12%:

Conteggi batterici

N. piastre PCA CV%
(TOT. 21) (Devstd*100/M)
2 30
A 20-30
18 <20

Conteggi fungini

N. piastre SAB CV%
(TOT. 24)* (Devstd*100/M)
23 2

"1 di 24 piastre ha sviluppato patina

In ogni caso, in termini pit generali, si vede chiaramente come vi sono solo 2 piastre
per cui viene superata la soglia del 30%.
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PROPOSTA DI PERCORSO STANDARD
PER LA QUALIFICAZIONE DEL PERSONALE
ALL’ESECUZIONE DI CONTEGGI SU PIASTRA

Come gia evidenziato nelle pagine precedenti, la qualita di una misura si basa sul
controllo dei fattori che possono essere fonte di variabilita.
Tali fattori sono riconducibili ad aspetti:

- tecnici;
- legati al fattore umano.

Il problema del controllo degli aspetti tecnici e stato affrontato negli anni dalla CON-
TARP attraverso un percorso di condivisione e standardizzazione di procedure e meto-
dologie di lavoro, culminato con la stesura delle “Linee guida per il monitoraggio
microbiologico degli ambienti di lavoro”.

Per controllare, invece, il contributo alla variabilita legato al fattore umano, e stato
sperimentato un protocollo di addestramento e di controllo periodico del manteni-
mento, nel tempo, delle prestazioni del personale tecnico CONTARP per I'attivita di
monitoraggio microbiologico ambientale.

Il protocollo e stato descritto nel capitolo precedente: come primo obiettivo, si e mira-
to alla qualificazione del personale alla lettura delle piastre per I'armonizzazione dei
conteggi e dell’espressione dei risultati analitici.

L’esperienza di intercalibrazione della CONTARP

Per evidenziare le componenti di variabilita delle letture da sottoporre a controllo e
allineare tra loro le letture stesse, si e fatto ricorso a modelli statistici di analisi multi-
variata, applicati ai risultati dei conteggi.

| dati ottenuti dopo tre cicli di intercalibrazione hanno dimostrato il passaggio da una
fase iniziale di evidente disomogeneita ad una situazione finale in cui non é percepi-
bile alcuna significativa differenza tra i conteggi effettuati dai partecipanti al circuito.
Cio ha dato prova dell’opportunita e dell’'importanza della messa a punto di un per-
corso di addestramento di questo tipo.

La qualificazione del personale alla luce della norma UNI CEI EN ISO/IEC 17025:2005

Analizzando quanto previsto dalla norma UNI CEl EN ISO/IEC 17025:2005 in riferimento
alla qualificazione del personale, é di interesse verificare i ‘requisiti’ a tutt’oggi com-
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piutamente recepiti dalla CONTARP attraverso |'esperienza di intercalibrazione e
quanto possa essere spunto di miglioramento per Iattivita futura.

Secondo tale norma, la ‘competenza’ ad effettuare le analisi deve essere garantita da
un adeguato percorso formativo: il personale deve essere qualificato sulla base di
appropriata “istruzione, formazione, addestramento, esperienza e/o comprovata
abilita” (verifica della performance).

Cio impone I'individuazione di requisiti in riferimento ai singoli aspetti indicati dalla
norma, al cui rispetto consegue |'autorizzazione del singolo a eseguire campiona-
menti e prove (punto 5.2.5 della norma).

Le registrazioni attestanti il possesso dei requisiti da parte dei singoli autorizzati devo-
no essere tenute aggiornate e disponibili, a garanzia del mantenimento della qualifica.
Dovendo tradurre nella pratica i concetti espressi nella norma, come ‘istruzione’ si pos-
sono intendere il/i titolo/i di studio posseduti dal personale che esegue le prove; come
‘formazione’, I'istruzione specifica attinente all’ambito in cui si colloca I'attivita di prova
(corsi di formazione); come ‘addestramento’, lo svolgimento pianificato dell’attivita di
prova in esame sotto la guida e la supervisione di persona gia qualificata (tutor); come
‘esperienza’, I'attivita lavorativa svolta in campo affine a quello di interesse.

La qualificazione all’esecuzione dell’attivita di prova richiede il rispetto del requisito,
mentre il mantenimento della qualifica richiede la continuita nell’attivita e il rispetto
della performance.

Analizzando il percorso di intercalibrazione seguito dalla CONTARP, & evidente che,
sull’attivita di lettura delle piastre (conteggi microbici), i punti fondamentali sopra
citati hanno avuto riscontro: la selezione del personale impegnato nell’attivita (bio-
logi dell’INAIL abilitati all’esercizio della professione) ha garantito un requisito omo-
geneo di base riguardo al titolo di studio e i cicli di intercalibrazione condotti sotto la
guida di un gruppo esperto (gli estensori delle Linee guida) hanno garantito I’adde-
stramento e la verifica della performance tramite anche I'apporto dei professionisti
statistici, per la valutazione dei risultati; lo svolgimento dell’attivita di monitoraggio
microbiologico ambientale, unitamente alla prosecuzione nel tempo di quella di
intercalibrazione, garantisce il mantenimento della qualifica.

La standardizzazione del percorso di qualificazione
La naturale conseguenza dell’attivita svolta, anche nello spirito della norma UNI CEl
ISO 17025, e I'inquadramento dei requisiti sopra esposti in un percorso standard che

garantisca alla CONTARP, per il futuro e in caso di assunzione di nuovo personale tec-

48



nico, il livello base accettabile di competenza per il conferimento e il mantenimento
della qualificazione all’esecuzione di conteggi su piastra agar in accordo alle Linee
guida CONTARP.

In base all’esperienza sino ad oggi condotta, e possibile definire un prototipo di sche-
da di qualificazione, con i requisiti sotto riportati.

Misura di bioaerosol
SCHEDA ‘QUALIFICAZIONE AL CONTEGGIO MICROBICO SU PIASTRA’

Titolo di studio Esperienza Addestramento/Formazione Performance
Laurea in discipline  Frequenza di Partecipazione ad almeno un evento Ein corso di elaborazione un
biologiche, diploma  un laboratorio  di intercalibrazione dei conteggi protocollo di valutazione
tecnico a indirizzo ~ wmicrobiologico  microbici su piastra/ Partecipazione della perfomance dell’operatore,
equivalente ad almeno un corso, un seminario basato sull’impostazione
o altro evento formativo attinente teorica della pubblicazione

Seppo I. Niemeld (2003),
che sara testato sul campo

Condizioni per il mantenimento della qualifica

Partecipazione ad ogni evento annuale di intercalibrazione o ad almeno 3 eventi di intercalibrazione nell’arco di 5 anni

Verifica della performance, con esito positivo

La scheda e applicabile al personale tecnico dell’INAIL che svolge attivita di campio-
namento e analisi del bioaerosol secondo il protocollo delle Linee guida e, relativa-
mente al conteggio microbico su piastra, secondo le indicazioni contenute nel pre-
sente documento.

| requisiti riportati nella scheda proposta attengono al possesso di laurea in discipli-
ne biologiche o equivalenti e all’esperienza presso un laboratorio; per quanto riguar-
da la formazione e I'addestramento, & necessaria la partecipazione ad almeno un
evento di intercalibrazione o a corsi attinenti la materia in esame.

Tra le condizioni per il mantenimento della qualifica e prevista la partecipazione ad
ogni ciclo di intercalibrazione o ad almeno 3 cicli nell’arco di 5 anni, nel caso in cui il
personale tecnico sia impegnato sporadicamente nell’attivita di monitoraggio micro-
biologico ambientale.

Un eventuale esito negativo della performance obbliga alla ripetizione della lettura;
nel caso di reiterazione dell’esito negativo, I'addestramento dell’operatore dovra
essere ripetuto.
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LETTURA DI PIASTRE AGAR RELATIVE
A CAMPIONI DI BIOAEROSOL

L'esperienza acquisita nel corso dei monitoraggi condotti negli ambienti di lavoro sia
indoor che outdoor (che sono ambienti tipicamente ‘non controllati’) dimostra che le
caratteristiche della contaminazione microbiologica aerodispersa cui si e accennato
nei capitoli precedenti, unitamente alle condizioni ambientali normalmente vigenti
durante i campionamenti (difficilmente standardizzabili), giocano un ruolo impor-
tante sulla ‘densita’, ‘distribuzione’ e ‘crescita’ delle colonie sui terreni di coltura di
piastre agar comunemente utilizzati per la misura delle concentrazioni microbiche
totali aerodisperse.

Tenuto conto delle indicazioni contenute nelle norme tecniche di riferimento per |'a-
nalisi microbiologica, della scarsa ripetibilita che caratterizza le misure di bioaerosol,
della possibile difficolta di reiterare gli accessi ed i campionamenti nell’ambiente di
lavoro in esame, per modificare i parametri di campionamento al fine di ottenere
campioni leggibili e considerato che, in tema di rischio biologico, a fronte della man-
canza di limiti di esposizione occupazionale, e tuttavia possibile valutare la qualita
microbiologica dell’aria di un ambiente di lavoro facendo riferimento a intervalli di
concentrazione (delle cariche totali batteriche e fungine) indicativi, proposti a livel-
lo nazionale ed internazionale (vd. Indici e Classi di contaminazione microbiologica
dell’aria - Dacarro C. et al., 2000; Categorie di inquinamento microbiologico dell’aria
- European Collaborative Action, 1993), che contemplano fluttuazioni sufficientemen-
te ampie dei valori di concentrazione, la CONTARP ha standardizzato i criteri di lettu-
ra e le modalita di espressione del risultato delle letture descritti nell’Atlante fotogra-
fico che segue.

La raccolta fotografica implementa quella allegata alle Linee guida CONTARP: ogni
raggruppamento di foto contempla una particolare tipologia di crescita batterica o
fungina su terreno solido (Plate Count Agar - Liofilchem o Triptic Soy Agar -
BioMerieux per le conte batteriche totali; Sabouraud Agar cloramfenicolo con/senza
gentamicina - BioMerieux, per le conte fungine totali).

Poiché il protocollo di monitoraggio descritto nelle Linee guida CONTARP prevede la
raccolta di campioni (piastre agar) in triplo per ogni singolo parametro microbiolo-
gico da determinare in ogni punto di prelievo, si applica la regola generale che segue.

Ai fini del calcolo delle UFC totali, nel caso in cui:

- 1su 3 piastre debba essere scartata, si considerano solo le altre due piastre;

- 2 su 3 piastre debbano essere scartate, il conteggio e invalido (si scarta tutto il triplicato).
La misura deve essere ripetuta.
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Atlante fotografico

a. Assenza di crescita

Se al termine dell’incubazione non e visibile alcuna colonia, batterica o fungina, sulla
superficie del terreno, esprimere il risultato come ‘assenza di crescita’ per il volume
d’aria (o per la superficie) campionato(a).

b. Piastre leggibili (UFC numerabili)
Le colonie cresciute sulla superficie del terreno sono ben isolate e distinte tra loro; per-
tanto sono agevolmente conteggiabili.
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Per il conteggio dei funghi, contare i nuclei di crescita sulla superficie dell’agar (1).
Rovesciare, poi, la piastra ed effettuare un conteggio di controllo anche sul retro (2).
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c. Crescita diffusa (patina)

In accordo alla norma tecnica UNI EN 13098:2002, si € in presenza di “patina” ogni-
qualvolta la crescita (batterica o fungina) omogenea e diffusa copre piu della meta
dell’area di conteggio della piastra. Poiché tale formazione puo inglobare le altre
colonie presenti, la piastra non puo essere sottoposta a lettura.
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Nei casi rappresentati dalle fotografie che sequono, la crescita omogenea e diffusa
interessa < % dell’area di conteggio della piastra.

In questi casi, la piastra & leggibile (UFC numerabili) e, ai fini del conteggio totale il
numero di colonie presenti nella parte leggibile ¢ sommato a quello della parte non
leggibile ottenuto per proporzione.

Piastra Sabouraud
cloramf.
€

Piastra PGA
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d. Piastre non leggibili (UFC non numerabili)

Qualunque piastra su cui non e possibile esprimere con un numero le colonie cresciute.
Le colonie possono essere indistinguibili tra loro oppure oscurate da una sovra-con-
taminazione fungina (il micelio aereo & cosi sviluppato da rendere difficoltoso o
impreciso il conteggio delle colonie sottostanti). E utile annotare, in calce al risultato
della lettura, le motivazioni della ‘non leggibilita’ della piastra.

Retro della piastra
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e. Superamento del valore massimo di colonie conteggiabili

Le colonie saturano I'area di conteggio della piastra superando il valore massimo di
r (numero di unita formanti colonie conteggiate sul terreno) riportato nelle Tabelle di
conversione per il calcolo del numero piu probabile di microrganismi campionati,
usando campionatori attivi ad impatto ortogonale.

In questo caso particolare, la piastra e leggibile, ma le UFC non sono numerabili: tut-
tavia, per non perdere I'informazione quantitativa relativa a questo campione, si
ritiene utile effettuare comunque il calcolo delle UFC totali, attribuendo ad r il valore
Pr (numero piu probabile di unita formanti colonie della piastra) massimo riportato
nelle Tabelle di conversione e annotare, sul report analitico, che UFC totali »» valore
ottenuto dal calcolo (UFC calcolate su Pr massimo).

Il risultato deve essere analizzato in relazione alle condizioni ambientali vigenti pres-
so il punto di prelievo, al momento del campionamento, per evincere eventuali cor-
relazioni utili ai fini della valutazione del rischio di esposizione.
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f. Effetto ‘corona’

Con tale neologismo si € voluta descrivere una possibile conseguenza della non corretta
preparazione e/o conservazione delle piastre, addebitabile alla formazione di condensa.
Alla formazione circolare, pitt 0 meno continua, che si sviluppa lungo il perimetro
interno della piastra non si puo attribuire alcun valore numerico: la formazione, per-
tanto, deve essere esclusa dal conteggio.
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g. Crescite a margini irregolari
Nei casi riportati nelle fotografie, ad ogni formazione a margini irregolari si e stabi-
lito di attribuire valore 1.
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