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summary
The worldwide gradual expansion of industrialization has led to a dramatic increase in the production and use of 
chemical substances. This has resulted in a greater dispersion of these elements in the environment and in an increased 
exposure of the general population and workers. In this scenario, a thorough knowledge of exposure levels is needed 
in order to assess chemical risks in environmental and occupational settings. Biological monitoring is among the most 
useful tools for assessing exposure. However, in order to provide really effective guidance in the application/imple-
mentation of risk management measures, biomonitoring results need to be compared with appropriate references. 
Reference values (RVs) are an excellent resource since useful information for a correct interpretation of toxicological 
data can be obtained by comparing them with biomonitoring results. In the field of public health, this may enable us 
to identify potential sources of exposure, define the principal and most frequently exploited routes of exposure, and 
outline chemical absorption. Similarly, in occupational medicine, RVs can be used to give meaning to biomonitoring 
findings, especially when a biological limit value is not available for the chemical in question. Furthermore, these 
values are a valid tool for assessing exposure to chemical carcinogens. Therefore, by integrating reference values in an 
appropriate and complete system of guide values that also includes action levels and biological limit values, we could 
obtain both an adequate assessment of exposure and a better understanding of toxicological data.

riassunto
«I valori di riferimento nell ’interpretazione dei dati tossicologici». La progressiva industrializzazione a livello 
mondiale ha comportato un aumento della produzione e dell ’uso di sostanze chimiche, causandone una crescente dis-
persione nell ’ambiente e un incremento dell ’esposizione umana. Una conoscenza adeguata dei livelli di esposizione a 
tali sostanze appare essenziale per la valutazione del rischio chimico. A tal fine, uno degli strumenti più importanti 
per la valutazione dell ’esposizione è il monitoraggio biologico. Tuttavia, i risultati del biomonitoraggio, per essere 
utili nel suggerire l ’adozione/implementazione di misure di gestione del rischio, devono essere confrontati con rif-
erimenti appropriati. In un contesto di sanità pubblica, il confronto tra i risultati del biomonitoraggio e i valori di 
riferimento, fornisce informazioni utili per interpretare correttamente i dati tossicologici permettendo di identificare 
potenziali fonti e principali vie di esposizione e definire l ’assorbimento delle sostanze chimiche. Analogamente, per 
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introduction

Exposure to chemical substances in workplaces 
where they are produced, used or handled is one of 
the most important occupational risk factors that 
must be properly evaluated and managed within the 
Occupational Health and Safety systems (59). The 
evaluation and management of this particular type 
of occupational risk, both from a qualitative and a 
quantitative point of view, is extremely important 
since it has been estimated that more than 80,000 
chemicals are currently used, manipulated and/or 
produced in a variety of industrial sectors and that 
chemical hazards and toxic substances may cause a 
wide range of adverse health effects (e.g. irritation, 
sensitization, carcinogenicity) (35). The “gold stand-
ard” for evaluating the risk of exposure to chemical 
substances is the risk assessment/risk management 
framework established by the U.S. National Acad-
emy of Sciences and described in the U.S. National 
Research Council report “Risk Assessment in the 
Federal Government: Managing the Process” (38).

According to this framework, the risk assessment 
process should be based on four critical steps (fig-
ure 1) that include: (i) hazard identification (i.e. the 
adverse effects a substance has an inherent capacity 
to cause are defined), (ii) dose-response assessment 
(i.e. the way potential adverse effects are related to 
doses are ascertained; critical doses for target organs 
or cells are determined; possible molecular mecha-
nisms of toxic action are identified), (iii) exposure 
assessment (i.e. estimation of whether an occupa-
tional exposure may or is likely to occur; develop-
ment and validation of appropriate sampling strat-
egies and analytical methodologies) and (iv) risk 
characterization (i.e. assessment of the incidence 
and severity of the adverse effects likely to occur in 
an exposed human population) (38).

Biological and environmental monitoring are es-
sential tools for the assessment of exposure to toxic 

agents in both the general and the occupational en-
vironment (58). The most complete and thorough 
definition of biological monitoring was formulated 
in 1980 during a seminar held in Luxembourg and 
sponsored jointly by the European Economic Com-
munity, the U.S. National Institute for Occupational 
Safety and Health and the U.S. Occupational Safety 
and Health Administration (11). On this occasion, 
biological monitoring was defined as “the measure-
ment and assessment of agents or their metabo-
lites either in tissues, secreta, excreta, expired air or 
any combination of these to evaluate exposure and 
health risk compared to an appropriate reference” 
(11). Therefore, compared to environmental moni-
toring, in exposure assessment biological monitoring 
yields important and complementary information 
since, by measuring the internal dose of a chemical 
resulting from all sources of exposure, it provides an 
index of the overall absorption of a xenobiotic (48). 
Data regarding internal doses, when dose-response 
relationships have been defined, are extremely im-
portant for the prevention of diseases potentially 
caused by exposure to chemical substances as they 
are more closely related to the induction of adverse 
health effects than external concentrations assessed 
by the environmental monitoring (30).

However, as is clear from the aforementioned 
definition of biological monitoring a comparison 
with appropriate guide values must be made in or-
der to obtain a correct interpretation of results. In 
the field of occupational medicine this comparison 
is usually carried out using limit values such as for 
example the biological exposure indices (BEIs) pro-
vided by the American Conference of Governmen-
tal Industrial Hygienists (ACGIH) (1). However, 
the application of limit values concerns an area of 
interest in which exceeding these limits is strongly 
correlated with the induction of adverse health ef-
fects (6). When interpreting the results of biological 
monitoring, important limitations in the use of limit 

quanto riguarda la medicina del lavoro, questi valori possono essere utilizzati per interpretare i risultati del biomoni-
toraggio, specialmente laddove non sia disponibile un valore limite biologico per la sostanza chimica di interesse. In-
oltre, il loro impiego è valido anche per la valutazione dell ’esposizione ad agenti cancerogeni. Pertanto, l ’integrazione 
dei valori di riferimento in un sistema di valori guida appropriato e completo, inclusivo di livelli di azione e valori 
limite biologici, garantisce di ottenere sia una valutazione adeguata dell ’esposizione che una maggiore e più appro-
fondita comprensione dei dati tossicologici.
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values should be taken into consideration. First of 
all, biological limit values are not available for all 
chemical substances used in workplace (24, 31, 37); 
secondly, due to scientific progress and the advent 
of new technologies, work cycles and processes have 
witnessed the introduction of new chemical sub-
stances (e.g. engineered nanomaterials) for which 
limit values have not yet been formulated (49, 50).

For all these reasons, there is growing interest 
in the possible use of reference values (RVs) in the 
field of occupational medicine (2, 4, 6, 8, 12, 51). The 
term “reference value” refers to the biological indica-
tor levels of occupational and environmental xeno-
biotics (or of their metabolites) in the general, non-
occupationally exposed population (2, 7), and could 
be defined as the concentration of a xenobiotic (or 
of its transformation product) measured in biologi-

cal matrices in reference population groups selected 
according to predefined criteria (54). Therefore, in 
principle RVs are useful for assessing whether bio-
monitoring findings are much higher than would 
normally be expected (31). RVs might therefore be 
a valuable tool for identifying new chemical expo-
sures, for studying changes in exposure during peri-
odic workplace measurements and for determining 
the distribution of a chemical in a number of occu-
pational groups or workplaces (37). In point of fact, 
RVs are useful not only in the broader public health 
field where they are frequently used to investigate 
the relationship between humans and their life en-
vironments (especially when identifying sources of 
exposure, determining principal exposure routes and 
evaluating xenobiotic absorption), but also in occu-
pational medicine applications (8).

Figure 1 - Different steps of the risk assessment and management process proposed by the U.S. National Academy of Sciences 
(38)
Figura 1 - Le differenti fasi del processo di valutazione e gestione del rischio proposto dalla U.S. National Academy of Sciences (38)
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Therefore, considering the importance of RVs 
and their potentially numerous uses in the field 
of occupational and environmental medicine, this 
study aims to provide a comprehensive and thor-
ough analysis regarding the definition and the ap-
plication of RVs. This information could be valuable 
for obtaining operative indications into how RVs 
could be used to correctly interpret the toxicological 
results of biomonitoring, especially in the absence of 
other guide values.

critical issues in defining reference values

In recent years, numerous biomonitoring studies 
have been performed in several countries in order 
to improve our knowledge of human exposure to 
chemical substances and, at the same time, provide 
lawmakers with useful indications for reducing (or 
at least controlling) environmental levels of toxicants 
and for implementing adequate control policies. In-
deed, human biomonitoring programmes have been 
developed in various European countries (46) such 
as Belgium (31, 47), the Czech Republic (10, 18), 
France (29), Germany (51, 52), Italy (3, 7-9), Spain 
(40) and the United Kingdom (12, 37) and similar 
studies have also been conducted in non-European 
countries such as Brazil (28), Canada (45), the Re-
public of Korea (34) and the United States (17). The 
recent proliferation of such studies arises from the 
need to establish appropriate RVs nationwide (or in 
some cases at a regional or local level) as the latter 
can be strongly influenced by geographic, industrial, 
dietary, environmental and lifestyle factors (31, 37). 
Nevertheless, despite local differences of this kind, 
to obtain adequate RVs, a standardized procedure 
should be used that takes into account critical issues 
(table 1) such as sample selection, sample size, time 
period, exclusion criteria, partitioning criteria, and 
the analytical quality achieved (45, 60).

To this end, the International Federation of Clin-
ical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC) 
and the International Union of Pure and Applied 
Chemistry (IUPAC) have introduced the concept of 
reference intervals and developed statistical meth-
odologies necessary to define chemicals background 
exposure in a specific reference population (41, 45, 
57). In essence, the IFCC and IUPAC documents 

offer a useful guidance on RVs by providing prac-
tical advice and recommendations concerning the 
definition of the reference population (table 1) (45).

First of all, the sample selection should be an a 
priori selection although, when this kind of recruit-
ment is not feasible, a posteriori selection can be 
used. However, in the latter case, strict partitioning 
and exclusion criteria should be applied so as to take 
into account specific biomarkers and confound-
ing factors (41, 45, 57). Another important issue 
concerns sample size which, to be effectively valid, 
should be wide-ranging enough to include different 
age, race or ethnicity groups (57). With regard to 
the time period, the most up-to-date biomonitoring 
information available should be used since environ-
mental exposure to chemical substances in the gen-
eral population can vary considerably as a function 
of time (41). Moreover, exclusion criteria should be 
adopted in order to avoid including in the sample 
subjects (e.g. smokers) who present characteristics 
that do not belong to the general population (45). 
Similarly, when we expect to find significant differ-
ences in various groups of the general population 
(e.g. in age or race), partitioning criteria should be 
used to develop specific RVs for these subgroups 
(45). Lastly, high quality analytical methods (es-
pecially in terms of specificity and sensitivity) and 
control procedures (collection and treatment of the 
samples) should be adopted (41, 45, 57).

the italian society for reference values: 
the Path towards reference values in italy

For more than twenty-five years, the Italian So-
ciety for Reference Values (SIVR) has been actively 
involved in the definition and dissemination of RVs 
for both environmental and occupational xenobiot-
ics (8). Its main aim is to develop technical guide-
lines by establishing RVs for various elements and 
chemical compounds (or related products of trans-
formation). Since 1993, the number of RVs formu-
lated by the SIVR has steadily increased from a doz-
en in the early years of its activity to 135 currently 
included in its latest list (55).

Figure 2 schematically illustrates the 8-step strat-
egy adopted by the SIVR to process and establish re-
liable RVs. Once a chemical substance (or the group 

03-iavicoli_8662.indd   254 18/09/19   15:06



reference values and toxicological data 255

of chemical substances) that requires the establish-
ment of RV has been identified, a systematic review 
of the literature is performed in order to ascertain 
whether similar RVs for the substance in question 
have already been produced in other countries (8, 
54). The next three phases (from 3 to 5) focus on 
the choice of the best analytical method for deter-
mining analyte levels in the biological matrices. The 
available analytical techniques are evaluated in or-

der to find a fair compromise between the need to 
have a high-quality analytical method and adequate 
instruments in the laboratories that will potentially 
carry out the analyses (8). After taking into consid-
eration all the pre-analytical factors and selecting 
the method of analysis, a network of laboratories 
must be created that will have the practical task to 
carry out analyses and thereby obtaining concentra-
tions of the chemical (or of its metabolite). During 

Table 1 - Critical aspects in defining reference values (45)
Tabella 1 - Aspetti critici nella definizione dei valori di riferimento (45)

Issue Recommendation

Sample selection A priori selection is desirable;
	 •	 Apply	an	adequate	system	of	exclusion	and	partitioning	criteria	in	the	case	of	a	posteriori
   selection;
	 •	 Exclusion	and	partitioning	criteria	can	not	be	generalized	and	must	be	established	from	time	to	
  time taking into consideration all the possible confounding factors.

Sample	size	 •	 The	sample	size	which	constitutes	the	reference	population	should	be	sufficiently	large	to	
  include different subgroups for the main sociodemographic variables:
   o Age;
   o Sex;
   o Race;
   o Ethnicity.
	 •	 IFCC	recommends	a	sample	size	of	at	least	120	subjects.

Time	period	 •	 The	reference	values	should	be	defined	on	the	analysis	of	the	most	recent	data	available.

Exclusion	criteria	 •	 Exclusion	criteria	should	be	determined	before	selecting	reference	population;
	 •	 The	variables	able	to	influence	biomarker	levels	and	that	cannot	be	ascribed	to	the	general	
  characteristics of the reference population should be classified as exclusion criteria:
   o Smoking habits;
   o Recent surgery;
   o Administration of drugs;
   o Fasting.

Partitioning	criteria	 •	 When	significantly	different	biomarker	levels	are	observed	in	different	subgroups	(related	for	
  example to sex, age, race) of the reference population, then specific reference values should be 
  established for each subgroup.

Analytical	methods	 •	 Highest	quality	analytical	methods	should	be	used:
   o Specificity;
   o Sensitivity.
	 •	 Quality	control	procedures	should	be	developed	and	applied	to:
   o Sample collection and storage;
   o Preparation of the sample for the analysis;
   o Instrumental analysis.
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this phase, it is vital that the choice of laboratories 
contributing to the definition of the RVs be based 
on appropriate inter- and intra-laboratory data 
quality control (8).

When the biological sample is collected, the sub-
jects enrolled in the study should simultaneously be 
given an ad hoc questionnaire since the information 
retrieved by means of this tool is of utmost impor-
tance for a correct interpretation of the biomonitor-
ing data. In order to define RVs adequately, the ques-
tionnaire must contain items that are able to reveal 
exposure to the substance under investigation that 
come from sources not common to the general pop-
ulation, such as smoking or occupational exposure 
(exclusion criteria) (8, 41, 45, 54, 57). Furthermore, 
to	 be	 sufficiently	 informative,	 the	 questionnaire	
should also investigate all the possible factors (e.g. 
age, gender, physical activity, dietary and lifestyle 
habits, hobbies or “do it yourself ” (DIY) activities, 
urban or rural residence, presence of anthropogenic 
or environmental emissions in proximity to home 
and/or work) that could play a role in influencing 
or altering the internal dose levels of the chemical. 
Subsequently, in accordance with the main IFCC 
and IUPAC indications, the reference population is 
identified a priori, by taking into account the prin-
cipal socio-demographic and geographical variables, 
and the sampling protocol, which should ensure 
the recruitment of a truly representative sample, is 
established (8). Finally, step 8 involves a statistical 
analysis of the data. If possible, the sample is strati-
fied into subsamples according to exposure charac-
teristics, in order to minimize the data variability. 
Subsequently, Kolmogorov-Smirnov (or alternative 
testing for normal distribution of unaltered and log-
transformed data) is used and outliers are identified 
and evaluated (8). Therefore, the amount of data 
that is below the limit of detection/limit of quanti-
fication is defined and the data is described in terms 
of min-max, percentiles, index of central tendency 
and variability of data (8). Finally, to identify pos-
sible variables that might affect the data, the analy-
sis of variance (ANOVA) and/or multiple regression 
analysis is performed.

In addition to RVs produced according to such 
SIVR procedure, the Society proposes also tentative 
RVs (TRVs) which are the result of a preliminary 
phase of definition of SIVR RVs. TRVs may be mo-
tivated by the unavailability of a RV for a particular 
analyte and/or the lack of information regarding 
possible confounding factors. They are generally de-

Figure 2 - The Italian Society for Reference Values method-
ology for defining RVs
Figura 2 - La metodologia SIVR per la definizione dei valori 
di riferimento
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fined by specific experimentation between a small 
number of labs (at least two) in the SIVR circuit 
using different analytical methods or, alternatively, 
by a single SIVR lab if it uses a validated analytical 
method with estimated uncertainty. SIVR includes 
also RVs based on scientific literature (LRVs), 
which are defined according to a critical revision of 
publications, produced in the last 10 years and pref-
erentially investigating Italian or European popula-
tions (8).

reference values in the context of 
environmental medicine and Public health

Over recent decades, the number of chemical 
substances produced commercially has increased 
exponentially because of a worldwide expansion in 
industrialization (13). However, little is known re-
garding the quantity of xenobiotics produced (and 
their related diffusion in environmental matrices). A 
fairly representative estimate, that provides a good 
example of the huge dimensions of the problem, 
can be made by consulting the Chemical Abstracts 
Service (CAS) RegistrySM that currently contains 
more than 150 million chemicals (16). Commercial 
chemical production is responsible for the appear-
ance of approximately 200,000 new chemicals per 
week, but many substances are also emitted into the 
environment as a result of natural processes (e.g. 
volcanic eruptions, large forest fires, sea spray aero-
sols) or as by-products of fossil fuel combustion or 
industrial processes (39, 43). Furthermore, in some 
cases, contamination of environmental matrices is 
of geological origin, e.g. arsenic contamination in 
groundwater, a well-known public health issue in 
several countries such as Hungary, Italy, Romania, 
Argentina, Chile, Mexico, Afghanistan, Bangladesh, 
Nepal and Pakistan (21, 44, 56).

Regardless of the source of emission, a grow-
ing body of evidence suggests that environmental 
chemical levels (in outdoor and indoor air, soil, wa-
ter and foods) have increased significantly in recent 
years, thereby contributing to a greater likelihood of 
exposure for the general population (13, 33). These 
substances, which can come into contact with or 
enter the body via three major routes: ingestion, 
inhalation and dermal absorption, are potentially 

hazardous for human health. Everyday sources of 
exposure include contaminated food and/or drink-
ing water, airborne pollutants, consumer products, 
soil and household dust (figure 3) (14, 25).

For a number of chemicals that are essential but 
also toxic elements, or for various substances that 
have a physiological role (e.g. chromium, manga-
nese, nickel), RVs can be considered the result of 
physiological-homeostatic processes and general 
environmental exposure (6, 8). On the other hand, 
the presence of measurable biological levels of toxic 
xenobiotics (which should normally not be present 
in the biological matrices of the general population) 
is proof of their absorption following environmental 
exposure (6, 8). In both cases, the contribution of 
environmental exposure to chemical concentrations 
in the human body is extremely important, and for 
this reason, RVs represent a powerful tool for inves-
tigating the complex interplay between people and 
the environment in which they live.

RVs can provide interesting information for 
obtaining a deeper insight into the significance of 
toxicological data reported in human biomonitor-
ing studies. First of all, appropriate RVs are essen-
tial for identifying subjects (or subpopulations) that 
have been seriously exposed to a specific substance 
and might consequently need targeted prevention 
or protection measures and intervention (27, 32, 36, 
45). However, from a public health point of view, 
although it is certainly necessary to identify highly-
exposed	 individuals,	 that	 alone	 is	 not	 sufficient	 to	
protect people from hazardous chemicals. It is also 
vital to determine the exposure sources and factors 
that made the biological concentrations in these 
subjects exceed background levels. An analysis of the 
findings obtained from questionnaires (that are an 
integral part of biomonitoring studies aimed at es-
tablishing RVs) can provide very useful information 
on this subject by highlighting the exposure char-
acteristics shared by subjects with higher exposure 
levels (32, 45). In addition, RVs can also be help-
ful in defining new statistical associations between 
a specific health outcome observed in a particular 
subpopulation and the related (increased) level of 
exposure (32, 36, 45). As mentioned previously, the 
presence of biological concentrations of chemical 
substances above RVs calls for special corrective ac-
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tion to be taken in order to reduce suspected en-
vironmental exposure. RVs could also be employed 
periodically to evaluate the effectiveness of such 
intervention and provide information on temporal 
and geographical trends or changes in exposure.

reference values in the context of 
occuPational medicine

Biological monitoring is a key component in oc-
cupational risk assessment and the management of 
chemical substances, since evaluation of the internal 
dose of chemicals (or related metabolites) in hu-
man biological samples obtained from all potential 
sources and exposure routes can provide an accu-
rate estimate of the body burden of these substances 
(30, 48). The integration of information obtained 

from biological monitoring and data derived from 
environmental monitoring is the safest and most ef-
fective way of adequately assessing workers’ occupa-
tional exposure to chemicals and also of implement-
ing, when necessary, appropriate countermeasures 
to reduce or at least control exposure levels. There-
fore, in workplaces, an analysis of these data on the 
part of occupational health and safety professionals 
ensures that highly-exposed worker groups will be 
detected, or that possible differences in exposure 
in these groups will be assessed. Furthermore, this 
analysis would make it possible to monitor whether 
and in what way chemical exposure changes over 
time, and to verify the effectiveness of the control 
measures undertaken (36).

However, biomonitoring results alone are of lit-
tle value since their correct interpretation necessar-

Figure 3 - Possible environmental sources of exposure to chemical substances for the general population
Figure 3 - Possibili fonti di esposizione ambientale a sostanze chimiche per la popolazione generale
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ily requires comparison with appropriate references 
(11). The need to have guide values for comparison 
is widely recognized also at a legislative level, since 
the Chemical Agents EC Directive 98/24 (concern-
ing worker health and safety protection from chem-
ical risks) provides a basis for establishing biologi-
cal limit values (19). Nevertheless, in the European 
Union, there is currently only one binding biologi-
cal limit value that the aforementioned Directive 
set in reference to blood lead levels. Similarly, there 
is also a significant lack of biological guide values 
concerning industrial chemical legislation. The Reg-
istration, Evaluation, Authorisation and Restriction 
of Chemicals (REACH) regulation (42) has de-
veloped, for workplace air, the Derived No-Effect 
Level (DNEL) defined as the level of a substance 
above which a human should not be exposed, and 
under which no adverse effects are expected. Inter-
estingly, DNELs may be expressed as internal ex-
posure biomarker values (DNELbiomarker). These apply 
to substances for which internal exposure data are 
available and have been reliably associated with ef-
fects. However, REACH lacks specific fields that 
aim to understand the relationship between internal 
exposure biomarkers of a substance and resulting ef-
fects as DNELbiomarkers are not commonly included in 
Registration dossiers (26, 36). In this context, the 
recommended biological limit values or biological 
guidance values proposed for several chemicals by 
the Scientific Committee on Occupational Expo-
sure Limits (SCOEL) can be used. From 1995 to 
2018 this Committee assisted the European Com-
mission in making a scientific evaluation of the re-
lationship between the levels of occupational expo-
sure to hazardous chemical agents and health effects 
(53). SCOEL biological limit values were health-
based limit values that referred to exposure levels 
below which adverse health effects were unlikely to 
occur (36). Differently, biological guidance values 
are the upper concentration of a substance (or a me-
tabolite of the substance) in any appropriate biolog-
ical medium corresponding to a certain percentile 
(generally 90 or 95 percentile) in a defined refer-
ence population (53). Unfortunately, the number of 
chemicals for which the SCOEL set biological limit 
values or biological guidance values is very limited 
(53). Since 2019, the European Commission has 

handed over the responsibilities of SCOEL to the 
Risk Assessment Committee (RAC) of the Euro-
pean Chemicals Agency (ECHA).

Clearly, when biological limit values have not 
been established by law, it is possible to refer to val-
ues proposed by foreign governmental agencies or 
approved prestigious and reliable non-governmental 
agencies (e.g.  ACGIH, Deutsche Forschungsge-
meinschaft’s (DFG), Commission for the Investi-
gation of Health Hazards of Chemical Compounds 
in the Work Area) (1, 22). However, even in this 
case, compared to the enormous quantity of chemi-
cals that are commonly produced, used or handled 
in the workplace, the availability of BEIs or Biologi-
cal Tolerance Values for Working Materials is still 
rather limited (in both cases fewer than 100 biologi-
cal limit values) (1, 22).

Consequently, in the absence of biological limit 
values, RVs can clearly be an excellent resource since 
they can be used as guidance for interpreting bio-
logical monitoring data (6, 37). In other words, the 
upper limit (95 percentile) of the range observed in 
the reference population (non-exposed subjects) can 
act as a reference to be compared with biomonitor-
ing data so as to gain insight into workers’ exposure 
(31). The detection of biomarker levels significantly 
above that upper limit would suggest occupational 
exposure to a chemical agent. However, it is impor-
tant to emphasise that RV use should not be limited 
exclusively to cases of biomonitoring interpretation 
in which there are no biological limit values. Even 
if these values are not health-based (as they do not 
take into account toxicological information on bio-
markers), and cannot be exploited to evaluate health 
risks or considered as threshold levels for undertak-
ing clinical action (45), their combined use with 
biological action levels and limit values, as part of 
an integrated guide values system, could contribute 
significantly to improving the assessment and man-
agement of chemical risk (6).

For example, when using biological limit val-
ues, it is important to keep in mind that for many 
chemicals these values also include the background 
levels of the determinant that can usually be de-
tected in subjects not-occupationally exposed to 
the substance in question (6). Furthermore, some 
biomarkers used in biological monitoring are not 
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specific for the chemical under observation and 
their concentrations in biological matrices may be 
strongly affected by non-occupational exposure to 
other agents (6). In these cases, the co-ordinated 
and simultaneous use of both RVs and limit val-
ues guarantees a much more accurate interpreta-
tion of the toxicological data, which, in turn, leads 
to a more thorough assessment of exposure and its 
related health risks. Therefore, in order to make an 
assessment of biomonitoring data as complete and 
detailed as possible, RVs should be included, even 
when adequate biological limit values are available. 
In fact, the different types of guide values (i.e. RVs, 
action levels and limit values) should not be consid-
ered separately as they are conceptually related to 
each other and refer to specific areas of interest that 
often tend to overlap (figure 4) (6).

In occupational medicine, exposure to carcino-
genic chemicals is another interesting field in which 
RVs are applied. The EC Directive 2004/37 on the 
protection of workers from risks related to exposure 
to carcinogens or mutagens at work states (Annex 
II) that the health surveillance system for workers 
exposed to these substances should include, where 
appropriate, biological surveillance (20). However, 
this Directive fails to indicate biological limit values 
for any substance. Therefore, in cases of occupational 
exposure to carcinogens, RVs could be used to inter-
pret the toxicological data in order to identify indi-
viduals with exposure levels above RVs and corre-
late these levels with possible adverse health effects. 
For example, in epidemiological studies, RVs that 
express the amount of carcinogenic agents present 
in the environment and then indicate the exposure 
levels of the general population could be used to 
calculate the potential excess of cancer mortality in 
groups occupationally-exposed to these substances 
(6). Furthermore, for some carcinogens, whose ad-
verse effects can also be caused by exposure to low 
doses due to a genotoxic type of action mechanism, 
defining biological limit values has little meaning in 
terms of prevention (5, 15, 54). For other chemi-
cal substances in which epigenetic mechanisms are 
principally responsible for carcinogenic action, it is 
possible to establish a threshold level below which 
the occurrence of an adverse effect should not oc-
cur (15, 23). In both cases, levels of occupational 

exposure to these substances should be kept as low 
as possible. In this context, the RVs that refer to 
the general, non-occupationally exposed popula-
tion should indicate the lowest exposure levels and 
would seem to be vital in controlling, monitoring 
over time and maintaining worker exposure at the 
lowest possible levels.

conclusions

Biomonitoring studies are being used more and 
more frequently in both the fields of public health 
and occupational medicine to improve our knowl-
edge of human exposure to chemical substances in 
both general life environments and workplaces. In 
fact, health risks caused by chemical exposure in 
workplaces, environmental matrices, diet, lifestyle 
habits and consumer products are one of the most 
important issues in the aforementioned medical 
research areas. However, the detection of measur-
able levels of chemicals in human biological matri-
ces does not necessarily imply the onset of adverse 
health effects. A health risk occurs when a quanti-
tative relationship between a health effect and bio-
marker level is observed (health-based guide values 
such as action levels or biological limit values). Al-
though RVs cannot be used to predict any adverse 
health outcomes, they represent a reference point 
for interpreting the toxicological data provided by 
human biomonitoring studies.

Therefore, from a public health point of view, it is 
necessary to define chemical RVs in a specific refer-
ence population so as to identify comparatively high 
levels of exposure, since these play a significant role 
in public health management. In fact, when a com-
parison of biological monitoring findings with RVs 
indicates that high exposure has occurred, it is im-
portant to determine the possible exposure sources 
and factors involved so that appropriate prevention 
and/or protection measures can be implemented. 
RVs are also useful for evaluating temporal and spa-
tial changes in exposure to chemicals; for indicat-
ing appropriate policy actions to control and limit 
chemical exposure of the general population; and for 
verifying the adequacy and validity of such strategies.

In occupational medicine, RVs are a valuable 
resource that should be used (together with action 
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Figure 4 - Integrated and harmonized guide values system including reference values, action levels and biological limit values
Figure 4 - Sistema integrato di valori guida che comprende i valori di riferimento, i livelli di azione ed i valori limite biologici
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levels and biological limit values) in an integrated 
and co-ordinated system of guide values to ensure a 
thorough assessment of chemical exposure in work-
places. RVs are especially useful for evaluating the 
toxicological data of substances for which biological 
limit values are not available or for which a toxicity 
threshold has not yet been established. They could 
therefore indicate and guide the eventual adoption 
of specific prevention and protection measures in 
the workplace.

No potential conflict of interest relevant to 
this article was reported by the authors
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introduzione

L’esposizione a sostanze chimiche nei luoghi di lavoro, do-
vuta alla produzione, all’uso o alla manipolazione di questi 
xenobiotici, è uno dei più rilevanti fattori di rischio profes-
sionale che deve essere adeguatamente valutato e gestito 
nell’ambito dei servizi di salute e sicurezza sul lavoro (59). 
Infatti, la valutazione e gestione di questo particolare tipo 
di rischio professionale, sia dal punto di vista qualitativo che 
quantitativo, è estremamente importante considerato il nu-
mero elevato di sostanze chimiche comunemente usate, ma-
nipolate e/o prodotte nei diversi settori industriali, stimate 
in più di 80.000 sostanze, e l’ampia serie di effetti negativi 
sulla salute che possono causare, dall’irritazione, alla sensi-
bilizzazione, agli effetti cancerogeni (35). A tal riguardo, il 
“gold standard” per la valutazione del rischio chimico è rap-
presentato dal modello di valutazione/gestione del rischio 
stabilito negli USA dall’Accademia Nazionale delle Scienze 
e descritto nel rapporto del Consiglio Nazionale delle Ricer-
che “Valutazione del rischio nel governo federale: gestione 
del processo” (38).
Secondo questo modello, il processo di valutazione del ri-
schio deve essere basato su quattro fasi essenziali (figura 1): 
(i) l’identificazione dei pericoli, finalizzata alla definizione 
degli effetti avversi che una sostanza è intrinsecamente in 
grado di provocare, (ii) la valutazione della relazione dose-
risposta, che comprende la definizione di come i potenzia-
li effetti avversi siano correlati alle dosi, le concentrazioni 
critiche per gli organi o le cellule bersaglio, l’identificazione 
di possibili meccanismi molecolari di azione tossica, (iii) la 
valutazione dell’esposizione, che si riferisce all’accertamento 
della possibilità/probabilità che un’esposizione professionale 
possa verificarsi, e la misura dei livelli di esposizione me-
diante validate strategie di campionamento ed appropriate 
metodiche analitiche; (iv) la caratterizzazione del rischio, 
che stima l’incidenza e la gravità degli effetti avversi che 
possono verificarsi in una popolazione esposta (38).
Il monitoraggio biologico e il monitoraggio ambientale sono 
strumenti fondamentali nella valutazione dell’esposizione ad 
agenti chimici nell’ambiente di vita e di lavoro (58). La defi-
nizione più completa ed esauriente di monitoraggio biologico 

è stata formulata durante un seminario tenutosi nel 1980 a 
Lussemburgo e promosso congiuntamente dalla Comunità 
Economica Europea, l’Istituto Nazionale Statunitense per 
la Sicurezza e la Salute Occupazionale e l’Amministrazione 
Statunitense per la Salute e la Sicurezza Occupazionale (11). 
In questa occasione, il monitoraggio biologico è stato defi-
nito come “la misura e la valutazione di sostanze chimiche o 
di loro metaboliti in tessuti, fluidi, secrezioni, escrezioni, aria 
espirata, in qualsiasi combinazione, effettuate per valutare l’e-
sposizione e i rischi per la salute, rispetto ad un riferimento 
appropriato” (11). Pertanto, per quanto riguarda la valutazione 
dell’esposizione, il monitoraggio biologico fornisce informa-
zioni importanti e complementari rispetto al monitoraggio 
ambientale poiché, misurando la dose interna di una sostanza 
chimica derivante da tutte le possibili fonti di esposizione, 
fornisce indicazioni sull’assorbimento complessivo di uno xe-
nobiotico (48). Il monitoraggio della dose interna, qualora la 
relazione dose-risposta sia nota, è utile per la prevenzione di 
malattie potenzialmente causate dall’esposizione a sostanze 
chimiche, in quanto tale parametro è più strettamente corre-
lato a possibili effetti avversi sulla salute rispetto alle informa-
zioni derivate dal monitoraggio ambientale (30).
È evidente come la corretta interpretazione dei risultati del 
monitoraggio biologico necessiti del confronto con appro-
priati riferimenti. Nell’ambito della medicina del lavoro, tale 
confronto viene solitamente effettuato utilizzando dei valori 
limite, come, ad esempio, gli indici di esposizione biologi-
ca (BEI) forniti dalla Conferenza Americana degli Igienisti 
Industriali Governativi (1). La loro applicazione protegge da 
possibili effetti avversi derivanti da esposizioni a concentra-
zioni di sostanze chimiche superiori a tali valori (6). Tutta-
via, l’uso di valori limite ha delle limitazioni importanti che 
devono essere prese in considerazione quando si interpre-
tano i risultati del monitoraggio biologico. Tra queste, pri-
ma di tutto, la mancanza di valori limite per tutti gli agenti 
chimici impiegati nei luoghi di lavoro (24, 31, 37). Inoltre, 
l’avvento di nuove tecnologie e il progresso scientifico hanno 
determinato l’introduzione, nei cicli e nei processi lavorativi, 
di nuove sostanze chimiche, come i nanomateriali ingegne-
rizzati, per i quali non sono stati ancora proposti dei valori 
limite (49, 50).

I valori di riferimento nell’interpretazione dei dati 
tossicologici
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Per tali motivi, un crescente interesse si è sviluppato in me-
rito al possibile uso di valori di riferimento (VR) nel campo 
della medicina del lavoro (2, 4, 6, 8, 12, 51). Il termine “valori 
di riferimento” si riferisce ai livelli di indicatori biologici di 
esposizione a xenobiotici (o dei loro metaboliti) nella po-
polazione generale, non professionalmente esposta (2, 7). 
Potrebbero essere definiti come la concentrazione di uno 
xenobiotico (o dei suoi metaboliti) misurato in matrici bio-
logiche campionate da gruppi di popolazione di riferimento 
selezionati secondo criteri predefiniti (54). Pertanto, i VR 
sono utili per valutare se i risultati del biomonitoraggio sono 
molto più alti di quanto ci si aspetterebbe nella popolazione 
generale (31). Inoltre, i VR possono rappresentare un valido 
strumento per identificare nuove esposizioni chimiche, per 
definire la distribuzione di una sostanza in diversi gruppi di 
lavoratori o in differenti luoghi di lavoro o studiarne le varia-
zioni mediante misurazioni periodiche (37). Attualmente, i 
VR trovano ampio impiego nell’ambito della sanità pubblica 
al fine di valutare l’interazione tra l’uomo e il suo ambiente 
di vita, con particolare riferimento all’individuazione delle 
fonti di esposizione, delle più importanti vie di esposizione 
e alla valutazione dell’assorbimento di xenobiotici (8). Tut-
tavia, la loro utilità sta emergendo anche nell’ambito della 
medicina del lavoro.
Pertanto, considerando l’importanza dei VR e dei loro pos-
sibili, molteplici usi nel campo della medicina occupazionale 
e ambientale, lo scopo di questo studio è stato fornire un’a-
nalisi completa e approfondita della definizione e dell’appli-
cazione	dei	VR.	Queste	informazioni	potrebbero	essere	utili	
nel provvedere indicazioni operative per utilizzare corret-
tamente i VR nell’interpretazione dei risultati tossicologici 
del biomonitoraggio, specialmente in assenza di altri valori 
guida.
 
asPetti critici nella definizione dei valori di 
riferimento

Negli ultimi anni, numerose indagini di biomonitoraggio 
sono state condotte in diversi paesi per migliorare le cono-
scenze sull’esposizione umana alle sostanze chimiche e, allo 
stesso tempo, fornire ai legislatori indicazioni utili per ridur-
re i livelli ambientali di agenti pericolosi attuando adeguate 
politiche di controllo dell’esposizione. Studi di biomonito-
raggio su uomo sono stati effettuati in diversi paesi europei 
(46) come il Belgio (31, 47), la Repubblica Ceca (10, 18), la 
Francia (29), la Germania (51, 52), l’Italia (3, 7-9), la Spa-
gna (40) e il Regno Unito (12, 37) ma anche in paesi non 
europei come il Brasile (28), il Canada (45), la Repubblica di 
Corea (34) e gli Stati Uniti (17). La recente proliferazione 
di tale tipologia di studi deriva dalla necessità di definire VR 
appropriati a livello nazionale (se non in alcuni casi a livel-
lo regionale o locale) dal momento che tali valori possono 

essere influenzati da fattori geografici, industriali, dietetici, 
ambientali, nonché legati allo stile di vita (31, 37). Tuttavia, 
nonostante tali specifiche differenze, la procedura con cui 
ottenere VR adeguati dovrebbe essere standardizzata tenen-
do conto di alcune peculiari criticità (tabella 1) riguardo la 
scelta e la dimensione del campione, il periodo temporale 
analizzato, i criteri di esclusione e di suddivisione del cam-
pione e la qualità delle metodiche analitiche (45, 60).
A questo proposito, la Federazione Internazionale di Chi-
mica Clinica e Medicina di Laboratorio (IFCC) e l’Unio-
ne Internazionale di Chimica Pura ed Applicata (IUPAC) 
hanno formulato il concetto di intervalli di riferimento, ela-
borando metodologie statistiche necessarie alla definizione 
dell’esposizione di fondo ad agenti chimici in una specifica 
popolazione di riferimento (41, 45, 57). In dettaglio, i do-
cumenti IFCC e IUPAC rappresentano una guida utile per 
un’adeguata elaborazione di VR includendo anche indica-
zioni pratiche e raccomandazioni sulla identificazione di ap-
propriate popolazioni di riferimento (tabella 1) (45).
La selezione del campione dovrebbe essere fatta a priori an-
che se, qualora questo tipo di reclutamento non sia fattibile, 
è possibile procedere con una selezione a posteriori. Tuttavia, 
in quest’ultimo caso, è necessario stabilire rigorosi criteri di 
suddivisione ed esclusione che potrebbero variare a seconda 
dei differenti biomarcatori e dei relativi fattori di confon-
dimento (41, 45, 57). Un altro aspetto di rilievo riguarda la 
dimensione del campione che, per essere valida, dovrebbe 
essere	sufficientemente	ampia	da	includere	gruppi	di	diffe-
rente età, razza o etnia (57). Per quanto riguarda il periodo 
temporale di riferimento, dovrebbero essere utilizzate le in-
formazioni più recenti sul monitoraggio biologico conside-
rato che l’esposizione ambientale della popolazione genera-
le alle sostanze chimiche può variare significativamente in 
funzione del tempo (41). Inoltre, alcuni criteri di esclusione 
dovrebbero essere adottati al fine di evitare l’inclusione nel 
campione di soggetti (es. fumatori) che presentano caratte-
ristiche non rappresentative della popolazione generale (45). 
Allo stesso modo, quando è plausibile che ci siano differenze 
significative tra diversi gruppi della popolazione generale, in 
relazione all’età o alla razza, sarebbe auspicabile sviluppare 
VR per i diversi sottogruppi adottando specifici criteri di 
suddivisione (45). Infine, si raccomanda di utilizzare metodi 
analitici di alta qualità (soprattutto in termini di specificità e 
sensibilità) e adeguate procedure di controllo per la raccolta 
e il trattamento dei campioni (41, 45, 57).
 
la società italiana valori di riferimento: la 
Posizione italiana sui valori di riferimento

Da oltre venticinque anni, la Società Italiana Valori di Rife-
rimento (SIVR) è attivamente impegnata nella definizione 
e diffusione di VR di xenobiotici, sia ambientali sia occu-
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pazionali (8). Pertanto, lo scopo principale di tale Società è 
quello di elaborare liste di VR per diversi elementi e com-
posti chimici o loro metaboliti. A tal proposito è importante 
notare come, dal 1993, il numero di VR proposti dalla SIVR 
sia cresciuto costantemente, da una dozzina nei primi anni 
di attività della Società a 135 attualmente inclusi nell’ultima 
lista prodotta (55).
La strategia operativa adottata dalla SIVR per elaborare e 
stabilire adeguati VR consiste di 8 fasi che sono schemati-
camente rappresentate in figura 2. Una volta identificata la 
sostanza chimica, o il gruppo di sostanze, per cui si ritiene 
opportuno stabilire dei VR, la procedura prevede la realizza-
zione di una revisione sistematica della letteratura scientifica 
al fine di verificare se VR per la sostanza di interesse siano 
già stati prodotti in altri paesi (8, 54). Le tre fasi successive 
(da 3 a 5) si concentrano sull’analisi e sulla scelta del miglior 
metodo analitico mediante il quale determinare i livelli delle 
sostanze chimiche o dei loro metaboliti nelle matrici biolo-
giche. A questo proposito, si effettua una valutazione delle 
tecniche analitiche disponibili al fine di trovare un giusto 
compromesso tra la necessità di avere un’alta qualità analiti-
ca e la disponibilità laboratoristica di strumenti che possano 
garantirla (8, 54). Pertanto, dopo aver effettuato tutte le op-
portune considerazioni pre-analitiche e aver scelto il metodo 
di analisi più appropriato, è necessario definire una rete di 
laboratori che abbiano i criteri per poter effettuare le ana-
lisi. In questa fase, è essenziale selezionare i laboratori che 
effettueranno le analisi contribuendo alla definizione dei VR 
sulla base di appropriati controlli di qualità dei dati, inter ed 
intra-laboratorio (8).
Al momento della raccolta del campione, è importante som-
ministrare un questionario ad hoc ai soggetti arruolati nello 
studio in quanto le informazioni ottenute sono fondamen-
tali per interpretare correttamente i dati di biomonitoraggio. 
Tale questionario, per essere adeguato ai fini della defini-
zione dei VR, deve essere in grado di discriminare possibili 
esposizioni alla sostanza di interesse derivanti da fonti non 
comuni alla popolazione generale, quali il fumo o l’esposi-
zione professionale (criteri di esclusione) (8, 41, 45, 54, 57). 
Inoltre,	per	essere	sufficientemente	informativo,	il	questio-
nario dovrebbe anche investigare tutti i possibili fattori in 
grado di influenzare o alterare i livelli di dose interna delle 
sostanze chimiche, come l’età, il genere, l’attività fisica, la 
dieta e lo stile di vita, hobby o attività fai da te, residenza in 
aree urbane o rurali, la presenza di emissioni antropogeniche 
o ambientali in prossimità di casa e/o lavoro. In conformità 
con le principali indicazioni IFCC e IUPAC, la popolazio-
ne di riferimento viene identificata a priori tenendo conto 
delle principali variabili socio-demografiche e geografiche 
e il protocollo di campionamento è definito al fine di as-
sicurare	 l’identificazione	 di	 un	 campione	 sufficientemente	
rappresentativo (8). Infine, la fase 8 riguarda la valutazio-

ne statistica dei dati ottenuti. A questo proposito, laddove 
sia possibile, il campione viene inizialmente suddiviso, sulla 
base delle differenti caratteristiche espositive, in diversi sot-
to campioni  al fine di minimizzare la variabilità dei dati. 
In seguito, viene impiegato il test di Kolmogorov-Smirnov 
(o strumenti statistici equivalenti) e vengono identificati e 
valutati i valori anomali osservati nella distribuzione dei dati 
(8). Il passaggio successivo, dopo aver definito la quota dei 
risultati che si trovano al di sotto del limite di rilevazione o 
quantificazione, prevede la descrizione dei dati in termini 
di valori minimi e massimi, percentili, indice di tendenza 
centrale e variabilità (8). Infine, viene eseguita l’analisi della 
varianza (ANOVA) e/o la regressione multipla per identi-
ficare le possibili variabili che potrebbero influenzare i dati 
ottenuti (8).
Oltre ai VR ottenuti secondo tale specifica procedura, la So-
cietà propone anche dei Tentative Reference Values (TRV) 
che sono il risultato della fase preliminare di elaborazione 
dei VR secondo la procedura descritta. I TRV sono proposti 
quando non sono disponibili VR per un determinato anali-
ta e/o mancano informazioni in merito a possibili fattori di 
confondimento. Sono generalmente ottenuti da un piccolo 
numero di laboratori, almeno due del circuito SIVR, in base 
a metodiche analitiche differenti o, in alternativa, da espe-
rienze di singoli laboratori del circuito SIVR utilizzando 
metodi di analisi validati con incertezza dichiarata. La SIVR 
adotta anche VR basati su dati della letteratura scientifica 
(LVR), ottenuti mediante una revisione critica delle pubbli-
cazioni prodotte nei 10 anni precedenti che abbiano ana-
lizzato preferibilmente popolazioni Italiane o Europee (8).

i valori di riferimento nel contesto della medicina 
ambientale e della sanità Pubblica

Negli ultimi decenni, il numero di sostanze chimiche pro-
dotte e commercializzate è aumentato in modo esponenziale 
a causa della crescente industrializzazione mondiale (13). 
Sebbene il numero di questi xenobiotici a livello globale, e 
la relativa diffusione in matrici ambientali, siano poco co-
nosciuti,	 una	 stima	 sufficientemente	 indicativa	 può	 essere	
derivata dall’analisi del Registro dei numeri CAS che at-
tualmente contiene più di 150 milioni di sostanze chimi-
che (CAS). La produzione chimica per scopi commerciali è 
responsabile dell’introduzione settimanale di circa 200.000 
nuove sostanze. Tuttavia, va sottolineato che molti agenti 
chimici sono emessi nell’ambiente come risultato di processi 
naturali (cioè eruzioni vulcaniche, incendi forestali, aerosol 
marini) o come prodotti della combustione di sostanze fos-
sili o di processi industriali (39, 43). Inoltre, in alcuni casi la 
contaminazione delle matrici ambientali è di origine geolo-
gica, come la contaminazione da arsenico nelle acque sotter-
ranee che rappresenta un problema di sanità pubblica in di-
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versi paesi Europei ed extraeuropei come l’Ungheria, l’Italia, 
la Romania, l’Argentina, il Cile, il Messico, l’Afghanistan, il 
Bangladesh, il Nepal e il Pakistan (21, 44, 56).
Recenti evidenze scientifiche hanno documentato come i 
livelli ambientali, in aria, suolo, acqua ed alimenti, di sostan-
ze chimiche siano significativamente aumentati negli ultimi 
anni contribuendo ad un incremento dell’esposizione della 
popolazione generale (13, 33). Pertanto, tra le fonti quoti-
diane di esposizione ritroviamo alimenti e/o acqua potabile, 
prodotti di consumo, suolo e polvere domestica contaminati, 
oltre che inquinanti aerodispersi (figura 3) (14, 25). Le so-
stanze chimiche contenute in tali matrici possono entrare in 
contatto con l’organismo ed essere assorbite attraverso la via 
inalatoria, digerente e cutanea potendo indurre effetti avversi 
sulla salute.
A questo proposito, per diverse sostanze che sono contem-
poraneamente elementi essenziali, ma possono avere anche 
un effetto tossico, come il cromo, il manganese, e il nickel, 
i VR possono essere concepiti come il risultato di proces-
si omeostatici-fisiologici e di esposizione chimica occorsa 
nell’ambiente di vita (6, 8). D’altra parte, per gli xenobioti-
ci tossici, che normalmente non dovrebbero essere presenti 
nelle matrici biologiche della popolazione generale, la deter-
minazione di livelli misurabili dimostra il loro assorbimento 
a seguito di un’esposizione ambientale (6, 8). In entrambi i 
casi, il contributo dell’esposizione ambientale alle concentra-
zioni chimiche nell’organismo è estremamente importante e 
per questo motivo i VR rappresentano un potente strumen-
to per indagare la complessa interazione tra gli individui e 
l’ambiente in cui vivono.
In questo contesto, i VR possono fornire informazioni inte-
ressanti per comprendere il significato dei dati tossicologici 
derivanti da studi di biomonitoraggio. La disponibilità di 
VR adeguati è essenziale per poter identificare i soggetti o 
sottogruppi di popolazione esposti a concentrazioni elevate 
di una specifica sostanza per cui potrebbero essere necessarie 
misure ed interventi mirati di prevenzione o di protezione 
(27, 32, 36, 45). Tuttavia, nell’ottica della sanità pubblica, 
l’identificazione di individui altamente esposti, sebbene sia 
una	condizione	necessaria,	non	è	sufficiente	a	proteggere	le	
persone da possibili agenti pericolosi. È importante, infatti, 
definire le principali fonti di esposizione ed i fattori che han-
no causato l’incremento dei livelli biologici nei soggetti stu-
diati rispetto ai livelli della popolazione generale. A questo 
proposito, l’analisi delle informazioni ottenute dalla sommi-
nistrazione dei questionari (che sono parte integrante degli 
studi di biomonitoraggio mirati a stabilire i VR) può fornire 
informazioni utili ad evidenziare condizioni di esposizione 
condivise dai soggetti che presentano livelli di esposizione 
aumentati (32, 45). Inoltre, i VR potrebbero essere anche 
utili per definire associazioni statisticamente significative tra 
uno specifico effetto osservato in una particolare sottopopo-

lazione e il livello (aumentato) di esposizione associato (32, 
36, 45). Infine, come accennato in precedenza, l’osservazione 
di concentrazioni biologiche di sostanze chimiche superio-
ri ai VR richiede l’adozione di speciali azioni correttive al 
fine di ridurre la presunta esposizione ambientale. In questo 
caso, i VR rappresentano un valido strumento per verificare 
l’efficacia	delle	politiche	di	gestione	del	 rischio	adottate	 in	
base anche alle variazioni di concentrazione documentate in 
relazione al periodo analizzato e alle aree geografiche con-
siderate.
 
i valori di riferimento nel contesto della medicina 
del lavoro

Nella valutazione e gestione del rischio chimico in ambito 
occupazionale, il monitoraggio biologico è uno strumento 
essenziale in quanto, permettendo la valutazione della dose 
interna delle sostanze chimiche (o dei relativi metaboliti), 
derivanti da tutte le possibili fonti e vie di esposizione, in 
campioni biologici, fornisce una stima accurata dell’assor-
bimento di queste sostanze (30, 48). L’integrazione delle 
informazioni fornite dal monitoraggio biologico con quelle 
derivate dal monitoraggio ambientale rappresenta la strate-
gia	più	efficace	e	sicura	per	valutare	adeguatamente	l’espo-
sizione professionale dei lavoratori ed eventualmente im-
plementare le misure appropriate per ridurla o controllarla. 
L’analisi di questi dati da parte di professionisti della salute 
e della sicurezza sui luoghi di lavoro offre la possibilità di 
identificare gruppi di lavoratori altamente esposti, valutando 
eventuali differenze tra gruppi, monitorando le variazioni 
dei	 livelli	di	 esposizione	nel	 tempo	e	 verificando	 l’efficacia	
delle misure di controllo adottate (36).
Tuttavia, i risultati del biomonitoraggio avrebbero poco va-
lore da soli dal momento che la loro corretta interpretazione 
richiede necessariamente il confronto con opportuni riferi-
menti (11). La direttiva sugli agenti chimici 98/24/CE (in 
materia di protezione della salute e della sicurezza dei lavo-
ratori dai rischi chimici), a tal proposito, sottolinea la neces-
sità di avere a disposizione valori guida con cui confrontare 
i dati del monitoraggio biologico e fornisce la base per la 
definizione di valori limite biologici (19). Tuttavia, attual-
mente nell’Unione Europea esiste un solo valore limite bio-
logico stabilito dalla suddetta direttiva che riguarda i livelli 
di piombo ematico. Allo stesso modo, anche nel contesto 
della legislazione sui prodotti chimici di utilizzo industriale 
è evidente un’importante carenza di valori guida biologici. 
Infatti, il Regolamento sulla Registrazione, Valutazione, 
Autorizzazione e Restrizione dei prodotti chimici (42) ha 
introdotto per gli ambienti di lavoro il livello derivato senza 
effetto (DNEL), cioè il livello di esposizione al di sopra del 
quale gli esseri umani non dovrebbero essere esposti, e al di 
sotto del quale la sostanza non ha effetti pericolosi per la sa-
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lute umana. È interessante notare come i DNEL potrebbero 
anche essere espressi come biomarcatori di esposizione in-
terna (DNELbiomarker) per quelle sostanze per cui sono dispo-
nibili dati relativi alla dosi interne adeguatamente correlati 
con gli effetti sulla salute. Tuttavia, nell’ambito del regola-
mento REACH, la comprensione della relazione tra la dose 
interna di un determinato indicatore e gli effetti sulla salute 
non appare adeguatamente attenzionata dal momento che i 
DNELbiomarker non rappresentano dati comunemente inseriti 
in fase di registrazione (26, 36).
In tale contesto è possibile utilizzare i valori limite o i va-
lori guida biologici proposti per diverse sostanze chimiche 
dal Comitato Scientifico sui Valori Limite Occupaziona-
li (SCOEL) che ha supportato dal 1995 al 2018 l’Unione 
Europea nella valutazione della relazione tra esposizione a 
sostanze chimiche pericolose ed effetti avversi. I valori limi-
te biologici proposti dallo SCOEL sono basati sulla tutela 
della salute e pertanto indicano i livelli di esposizione al di 
sotto dei quali è improbabile che si verifichino effetti avversi 
(36, 53). Lo stesso Comitato ha proposto inoltre valori guida 
biologici, intesi come la più elevata concentrazione di una 
determinata sostanza chimica o di un suo metabolita in una 
qualsiasi, appropriata, matrice biologica, corrispondente ad 
un determinato percentile, generalmente il 90° o il 95°, dei 
dati relativi ad una popolazione rappresentativa (53). Tutta-
via, il numero di sostanze chimiche per cui lo SCOEL ha 
proposto dei valori limite o dei valori guida biologici è molto 
limitato (53). Dal 2019, le funzioni dello SCOEL sono state 
affidate	 al	Comitato	 per	 la	Valutazione	 dei	Rischi	 (RAC)	
dell’Agenzia Europea per le Sostanze Chimiche (ECHA).
Ovviamente, in assenza di valori limite biologici stabiliti 
dalla legge c’è sempre la possibilità di riferirsi a quelli pro-
posti sia dalle agenzie governative straniere sia da agenzie 
non governative di riconosciuto prestigio (ossia ACGIH, 
Deutsche Forschungsgemeinschaft’s (DFG) Commissione 
per la ricerca di pericoli per la salute da composti chimici 
nell’area di lavoro) (1, 22). Tuttavia, anche in questo caso, 
rispetto alla grande quantità di sostanze chimiche comune-
mente prodotte, utilizzate o manipolate negli ambienti di 
lavoro, la disponibilità di BEI o di valori di tolleranza bio-
logica per le sostanze di lavoro rimane piuttosto limitata (in 
entrambi i casi meno di 100 valori limite biologici) (1, 22).
In questo contesto, è evidente come i VR possono rappre-
sentare una risorsa eccellente da utilizzare in assenza di va-
lori limite biologici supportando l’interpretazione dei dati di 
monitoraggio (6, 37). In altre parole, il limite superiore (95° 
percentile) dell’intervallo osservato nella popolazione di ri-
ferimento (soggetti non esposti) può essere confrontato con 
i dati del monitoraggio biologico dei lavoratori per ricavarne 
informazioni sui livelli di esposizione (31). A questo propo-
sito, la rilevazione di concentrazioni di un indicatore bio-
logico significativamente più elevati di tale limite superiore 

suggerirebbe una possibile esposizione professionale all’a-
gente chimico. Tuttavia, è importante sottolineare il fatto 
che l’uso dei VR non dovrebbe essere limitato esclusivamen-
te all’interpretazione dei dati di biomonitoraggio nei casi in 
cui manchino dei valori limite. Infatti, anche se i VR non 
tengono conto del profilo tossicologico del biomarcatore e 
quindi non possono essere impiegati per valutare i rischi per 
la salute dei lavoratori né considerati come livelli soglia per 
intraprendere interventi clinici (45), il loro uso combinato 
con i livelli di azione e i valori limite biologici, come parte 
di un sistema di valori guida integrato, potrebbe fornire un 
significativo valore aggiunto al processo di valutazione e ge-
stione del rischio chimico (6).
Ad esempio, quando si utilizzano valori limite biologici, si 
dovrebbe tenere presente che per molte sostanze chimiche, 
questi valori sono inclusivi anche dei livelli di fondo dell’a-
gente riscontrabili in soggetti non professionalmente esposti 
alla sostanza di interesse (6). Inoltre, alcuni indicatori utiliz-
zati nel monitoraggio biologico non sono specifici per la so-
stanza chimica oggetto di osservazione ed è possibile che le 
loro concentrazioni possano essere influenzate da co-espo-
sizioni occupazionali o dall’esposizione non occupazionale 
ad altri agenti chimici (6). In questi casi, l’uso armonizzato e 
simultaneo di VR e valori limite garantisce un’interpretazio-
ne molto più accurata dei dati tossicologici a supporto di una 
valutazione più approfondita dell’esposizione e dei relativi 
rischi per la salute.
Pertanto, al fine di ottenere una valutazione dei dati di bio-
monitoraggio che sia il più esauriente e completa possibile, 
i VR dovrebbero essere inclusi, anche se sono disponibili 
valori limite biologici adeguati. I diversi tipi di valori guida 
(VR, livelli di azione e valori limite) non dovrebbero essere 
considerati separatamente in quanto sono concettualmente 
correlati tra loro ed in parte sovrapponibili (figura 4) (6).
Nella medicina del lavoro, un altro interessante campo di 
applicazione dei VR riguarda l’esposizione a sostanze chimi-
che cancerogene. A tale riguardo, è opportuno sottolineare 
che la direttiva 2004/37/CE del Parlamento Europeo, sulla 
protezione dei lavoratori contro i rischi derivanti dall’espo-
sizione ad agenti cancerogeni o mutageni durante il lavoro, 
ha esplicitato che (allegato II) la sorveglianza sanitaria dei 
lavoratori esposti a queste sostanze dovrebbe includere, ove 
necessario, il controllo biologico (20). Tuttavia, nella presen-
te direttiva non sono indicati valori limite biologici per alcu-
na sostanza. Pertanto, in caso di esposizione occupazionale a 
sostanze cancerogene, i VR potrebbero essere utilizzati come 
mezzo di confronto per interpretare correttamente i dati 
tossicologici di biomonitoraggio identificando individui con 
livelli di esposizione superiori ai VR e correlando tali livelli 
con possibili effetti avversi sulla salute. Ad esempio, negli 
studi epidemiologici, i VR, indicando i livelli di esposizione 
della popolazione generale a sostanze cancerogene presen-
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ti nell’ambiente, potrebbero essere utilizzati per calcolare il 
potenziale eccesso di mortalità per cancro nei gruppi di lavo-
ratori esposti a queste sostanze (6). Inoltre, per alcuni agenti 
cancerogeni, i cui effetti avversi possono verificarsi anche per 
esposizione a basse dosi, in considerazione del meccanismo 
di azione genotossico, la definizione di valori limite biologi-
ci avrebbe un limitato significato preventivo (5, 15, 54). Per 
altre sostanze chimiche, per cui il meccanismo sotteso all’a-
zione cancerogena è principalmente di tipo epigenetico, è 
possibile stabilire un livello di soglia al di sotto del quale non 
dovrebbero manifestarsi effetti avversi (15, 23). In entrambi 
i casi, i livelli di esposizione professionale a queste sostanze 
dovrebbero essere mantenuti ai livelli più bassi possibili. In 
questo contesto, l’uso dei VR, che si riferiscono alla popola-
zione generale non esposta per motivi professionali, appare 
importante per il controllo, il monitoraggio nel tempo e il 
mantenimento dei più bassi livelli di esposizione.

conclusioni

Gli studi di biomonitoraggio sono sempre più utilizzati sia 
nell’ambito della sanità pubblica che nella medicina del la-
voro per migliorare la conoscenza in merito all’esposizione a 
sostanze chimiche negli ambienti di vita e di lavoro. Infatti, i 
rischi per la salute conseguenti all’esposizione a sostanze chi-
miche derivanti da attività lavorative, da matrici ambientali, 
dalla dieta, dalle abitudini di vita e dai prodotti di consumo, 
rappresentano una delle tematiche di maggiore interesse per 
entrambe le aree di ricerca medica. Tuttavia, la determina-
zione di livelli misurabili di agenti chimici nelle matrici bio-
logiche di soggetti esposti non implica necessariamente l’in-
sorgenza di effetti avversi sulla salute. Il rischio per la salute 
può essere stimato quando è stata dimostrata una relazione 

quantitativa tra un effetto e il livello di indicatore biologico 
(valori guida basati sulla salute come i livelli di azione o i 
valori limite biologici). Sebbene i VR non possano essere 
impiegati per prevedere eventuali effetti avversi sulla salute, 
rappresentano un punto di riferimento per l’interpretazione 
dei dati tossicologici forniti dagli studi di biomonitoraggio 
su uomo.
Pertanto, dal punto di vista della sanità pubblica, la defi-
nizione di VR per sostanze chimiche in una popolazione 
specifica è necessario al fine di identificare livelli elevati di 
esposizione che possano avere implicazioni per la gestione 
della	 salute	pubblica.	Quando	 il	confronto	dei	 risultati	del	
monitoraggio biologico con i VR suggerisce che si sia ve-
rificata un’esposizione elevata, è importante identificare le 
potenziali fonti di esposizione e i possibili fattori coinvolti 
al fine di mettere in atto misure di prevenzione e protezione 
adeguate. In quest’ottica, i VR in sanità pubblica appaiono 
strumenti utili per valutare le variazioni temporali e spaziali 
nell’esposizione alle sostanze chimiche; supportare la piani-
ficazione di appropriate misure per il controllo e la riduzione 
dell’esposizione della popolazione generale; verificare l’ade-
guatezza e la validità di tali strategie.
L’uso di VR nella medicina del lavoro rappresenta una risor-
sa preziosa che dovrebbe essere impiegata (insieme ai livelli 
di azione e ai valori limite biologici) in un sistema integrato 
e armonizzato di valori guida per garantire una valutazione 
adeguata dell’esposizione occupazionale ad agenti chimici. 
In particolare, i VR sono particolarmente utili per valuta-
re i dati tossicologici delle sostanze per le quali non sono 
disponibili valori limite biologici o non è stata definita una 
soglia di tossicità. Pertanto, i VR potrebbero indicare e gui-
dare l’eventuale adozione di specifiche misure di prevenzione 
e protezione sul luogo di lavoro.
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