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Laboratori settore clinico

- il settore clinico nell'accreditamento dei
laboratori

- la validazione dei metodi nel laboratorio medico
- le caratteristiche di ripetibilità dei metodi
- differenze tra scale di misura dei risultati



domanda

i laboratori del settore
clinico sono sottoposti ad
accreditamento?





Audit di parte terza nei laboratori
medici

ISO
9001

ISO
17025 ISO

15189

?
?



A laboratory's fulfilment of the requirements of
ISO/IEC 17025:2005 means the laboratory meets
both the technical competence requirements and
management system requirements that are
necessary for it to consistently deliver technically
valid test results and calibrations. The
management system requirements in ISO/IEC
17025:2005 (Section 4) are written in language
relevant to laboratory operations and meet the
principles of ISO 9001:2008 Quality Management
Systems — Requirements and are aligned with its
pertinent requirements.

Joint IAF-ILAC-ISO Communiqué
on the

Management Systems Requirements of
ISO/IEC 17025:2005,

General requirements for the competence of
testing and calibration

laboratories



EA (gen 2006)
schemes can be
considered as

“covered by the
MLA”

Notes: the following are the activities covered
by the EA MLA at the time of approval of this
document:
Accreditation according to ISO/IEC 17025
Accreditation according to ISO/IEC 15189
Accreditation according to ISO/IEC 17020
Accreditation according to ISO/IEC 17024
Accreditation according to EN 45011
Accreditation according to EN 45012 for the
certification of ISO 9001 Quality Management
Systems
Accreditation according to ISO/IEC Guide 66
for the certification of ISO 14001
Environmental Management Systems
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Scope of accreditation...



Società Italiana di Medicina di
Laboratorio (SIMeL)

www.simel.it



Fiducia nei laboratori: realizzare la
qualità attraverso l'accreditamento.

La Commissione SIMeL Qualità
Accreditamento 2006-2008

2007

- componenti commqua

- liste riscontro

- cittadinanzattiva

- sibioc cqi

- accreditamento istituzionale

- L1 griglia sistema qualità

- L2 codifica documenti

- Q! principi cqi

- L3 consenso

- F1 errori

- T-R-1 cittadinanzattiva

- N-R-1 JCAHO

2008

- L3 silenzio consenso e consenso
telematico

- L3 UML processo

- L3 modulo telematico

- U-R-7 Cappelletti ISO 17025 15189

- Q2 17025-15189 controllo processo

- Q3-R1 17025-15189 informatica

- EA 4-17 dicembre 08 flexible

- progetto quali

- Q5-O1 guida quali



Commissione SIMeL Qualità Accreditamento 2007



Commissione SIMeL Qualità Accreditamento 2007



Commissione SIMeL Qualità Accreditamento 2008
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accreditamento con riconoscimento multilaterale (MLA)
Autore: Marco Pradella
Data: 24/01/2009 12:26:35

EA EA-4/17- Position Paper sulla descrizione degli scopi
di accreditamento dei laboratori medici

Lo scopo di questo documento, che risulta da un ampio dibattito in seno al EA
WG Healthcare - Medicina di Laboratorio, è di dare una descrizione degli
scopi di accreditamento dei laboratori medici. Fissa alcuni principi per la
definizione di scopi flessibili o fissi.

    * EA EA-4/17- Position Paper sulla descrizione degli scopi di
accreditamento dei laboratori medici, Documento PDF

SCARICABILE DAI DOCUMENTI DOWLOAD DELLA COMMISSIONE
SIMeL QUALITA'

FORUM Commissione Qualità
http://www.simel.it/it/gruppiris/forum.php/g54



Sommario della direttiva EA-4/17 sui laboratori medici:
1. "scopo" si può intendere come "campo di applicazione"
2. il campo di applicazione deve coprire la maggior parte del servizio
3. l'accreditamento può iniziare da una porzione limitata, poiché ha
anche finalità educative
4. il laboratorio ha una lista dei singoli esami accreditati
5. in ogni settore di cui fornisce esami, il servizio del laboratorio
comprende anche le fasi pre-esame e post-esame
6. come primo livello l'accreditamento viene riferito ad una disciplina
(chimica clinica, ematologia, immunologia, microbiologia...), come
secondo livello ai tipi di esami o aree tecnologiche
7. primo e secondo livello, i materiali o i prodotti loro associati (ossia i
campioni), sono obbligatori
8. i singoli esami sono facoltativi nell'accreditamento con campo
flessibile, sono obbligatori in quello con campo fisso

FORUM Commissione Qualità
http://www.simel.it/it/gruppiris/forum.php/g54
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UNI EN ISO 15189: 2007

- il settore clinico nell'accreditamento dei
laboratori

- la validazione dei metodi nel laboratorio
medico

- le caratteristiche di ripetibilità dei metodi
- differenze tra scale di misura dei risultati



domanda

il laboratorio medico deve
dimostrare la validazione
dei metodi?



Metodi normalizzati, non
normalizzati, interni . . .

UNI CEI EN ISO/IEC 17025:2005

 metodi normalizzati,

 metodi non normalizzati

 metodi sviluppati dal laboratorio.



Metodi normalizzati, non
normalizzati, interni . . .

UNI CEI EN ISO/IEC 17025:2005
1.1 . . . copre le prove e le tarature eseguite

utilizzando metodi normalizzati, metodi non
normalizzati e metodi sviluppati dal laboratorio.

5.4.5.2 Il laboratorio deve validare i metodi non
normalizzati, i metodi sviluppati/progettati dal
laboratorio, i metodi normalizzati utilizzati al di
fuori del proprio scopo e campo di applicazione
prefissato, così come estensioni e modifiche di
metodi normalizzati, per confermare che i
metodi siano adatti all’utilizzazione prevista.



Validazione
metodi - 1

17025

5.4 Test and calibration methods and method validation

5.4.1 General. The laboratory shall use appropriate
methods and procedures for all tests and/or calibrations
within its scope. These include sampling, handling,
transport, storage and preparation of items to be tested
and/or calibrated, and, where appropriate, an
estimation of the measurement uncertainty as well as
statistical techniques for analysis of test and/or
calibration data.

The laboratory shall have instructions on the use and
operation of all relevant equipment, and on the handling
and preparation of items for testing and/or calibration,
or both, where the absence of such instructions could
jeopardize the results of tests and/or calibrations.

All instructions, standards, manuals and reference data
relevant to the work of the laboratory shall be kept up to
date and shall be made readily available to personnel
(see 4.3). Deviation from test and calibration methods
shall occur only if the deviation has been documented,
technically justified, authorized, and accepted by the
customer.

15189

5.5 Examination procedures

...

5.5.3 All procedures shall be documented and be
available at the workstation for relevant staff.

The procedure shall be based on the instructions for
use (e.g. package insert) written by the
manufacturer, provided that they are in
accordance with 5.5.1 and 5.5.2 and that they
describe the procedure, as it is performed in the
laboratory, and are written in the language
commonly understood by the staff of the
laboratory....

Any deviation shall be reviewed and documented. ....
Each new version of examination kits with major
changes in reagents or procedure shall be
checked for performance and suitability for
intended use. Any procedural changes shall be
dated and authorized as for other procedures. ..

In addition to document control identifiers,
documentation should include, when applicable,
the following: ... c) performance specifications
(e.g. linearity, precision, accuracy expressed
as uncertainty of measurement, detection
limit, measuring interval, trueness of
measurement, analytical sensitivity and
analytical specificity); ...



Validazione
metodi - 1

17025

5.4 validazione metodi

5.4.1 ... per tutte le prove, metodi
appropriati e stima
dell'incertezza ....

5.4.2 … selezione metodi … in
funzione delle necessità dei
clienti …

… ultima edizione delle norme...

… pubblicati in norme
internazionali, nazionali o
regionali, testi scientifici o
riviste o specificati dal
fabbricante dello strumento

… metodi fatti in casa … validati

15189

5.5 procedure di esame

...

5.5.4 caratteristiche delle
prestazioni per ogni metodo... in
relazione all'uso previsto...

5.5.1 metodi di esame (prelievo
compreso) in funzione dellle
necessità degli utenti …

… pubblicate in libri di
testoautorevoli, riviste con
revisione di esperti (peer...) o
linee guida internazionali,
nazionali o regionali...

… metodi fatti in casa … validati …
completamente documentati ...



Validazione
metodi - 1bis

17025

5.4 validazione metodi

5.4.1 ... … istruzioni per
l'operatore...

.... aggiornate

… a disposizione del personale

… modifiche documentate,
giustificate tecnicamente,
autorizzate, accettate dal cliente

15189
5.5 procedure di esame
...
5.5.3 documentazione

disponibile alla stazione di
lavoro ....

...(almeno in parte) scritta
dal produttore ...

… modifiche documentate
… datate e autorizzate...

… nuove versioni del kit
controllate per prestazioni
e funzionalità per l'uso
previsto  ....



Validazione
metodi - 2

17025

5.4.5 validazione dei metodi

5.4.5.1 conferma con evidenze
oggettive che i requisiti per uno
specidico uso sono soddisfatti

5.4.5.2 ...validare metodi non normati,
metodi fatti in casa, metodi normati
fuori dal campo di applicazione,
amplificati o modificati

… approfondita quanto necessario …

… registrazione procedura e risultati e
conclusioni …

… compresi prelievo e trasporto

15189
5.5.2 per validare usare

solo procedure validate
...approfondite quanto

necessario …
… registrazioni procedura e

risultati ....
… valutazione metodi prima

dell'uso diagnostico …
… revisione annuale …
… revisione documentata ...



Validazione
metodi - 3

17025

5.4.5.2 …  tecniche per determinare
prestazioni dei metodi:
- calibrazione con materiali di
riferimento; - confronto altri metodi;
- confronto altri laboratori; -
verifiche sistematiche fattori; -
verifiche incertezza risultati

...

5.4.5.3 … accuratezza dei risultati …
cioè incertezza, limite di rilevabilità,
selettività, linearità, limite di
ripetibilità e/o riproducibilità,
resistenza alle interferenze...

Componenti: requisiti, determinazione
caratteristiche, controllo
soddisfazione requisiti,
dichiarazione di validità

15189
5.5.3 … …  contenuto

della
documentazione...
caratteristiche
prestazionali

… linearità, precisione,
incertezza di misura,
limite rilevabilità,
sensibilità analitica,
specificità analitica



Validazione
incertezza

17025

5.4.6 stima dell'incertezza di misura

...

5.4.6.2 … avere ed applicare procedure
per stimare l'incertezza di misura …

… anche se non si possono applicare
metodi rigorosi, validi
metrologicamente e
statisticamente...

… almeno identificare le componenti e
fare stima ragionevole …

… non dare false impressioni nei
risultati …

… stima ragionevole basata su
conoscenza dei metodo e dati di
validazione …

… in funzione di requisiti del metodo,
del cliente, limiti decisionali ...

15189
5.6.2 … deve determinare

l'incertezza dei risultati ...
… quando rilevante e possibile

…
… considerare componenti

rilevanti … prelievo,
trattamento, aliquotazione,
calibratori, materiale di
riferimento, grandenze
ingresso, strumento,
ambiente, condizioni del
campione e cambio di
operatore ...



domanda

Cosa deve fare il
laboratorio medico per
dimostrare la validazione
dei metodi?



UNI EN ISO 9000 - Sistemi di
gestione per la qualità

otto principi
a) Orientamento al cliente

b) Leadership

c) Coinvolgimento del personale

d) Approccio per processi

e) Approccio sistemico alla gestione

h) Miglioramento progressivo

g) Decisioni basate
su dati di fatto

h) Rapporti di reciproco beneficio con i
fornitori



Check list
per la visita



Mod.PG – 0002/06 LISTA DI RISCONTRO PER
L'ESECUZIONE DEGLI AUDIT AI LABORATORI DI

PROVA – ispettore di sistema
(ISO 17025)

5.4.5   Validazione
dei metodi

5.4.5.2 Il laboratorio ha validato i
metodi sviluppati internamente, i
metodi dei quali l’Organizzazione
emittente non si assume la
responsabilità della validazione ed i
metodi normati qualora applicati al
di fuori del campo di applicazione
previsto?

5.4.5.2 E’ disponibile la dichiarazione di
validazione per ogni metodo interno ?

5.4.5.2 Sono state definite responsabilità e regole
per la raccolta ed archiviazione dei dati di
validazione?

5.4.5.2 Le specifiche del metodo sono formalizzate in un
documento di progettazione?

5.4.5.2 Le tecniche utilizzate per la validazione
dei metodi sono idonee? Verifica delle
registrazioni.

5.4.5.3 Sono stati determinati (ove applicabile) il campo di
applicazione e l’accuratezza dei valori ottenibili dai
metodi validati (es. sono stati esaminati più livelli)?

5.4.5.3 Esistono criteri documentati per la
pianificazione ed esecuzione dei riesami
della validazione?

5.4.5.3 Sono stati definiti i criteri per la ri-
validazione dei metodi (es. introduzione di
nuove apparecchiature,  modifica della
preparazione di campioni, ecc.)?



Mod.PG – 0002/06 LISTA DI RISCONTRO PER
L'ESECUZIONE DEGLI AUDIT AI LABORATORI DI

PROVA – ispettore di sistema
(ISO 15189 - proposta in approvazione)

5.4.5   Validazione
dei metodi

5.4.5.2 Il laboratorio ha validato i
metodi sviluppati internamente
e con i rispettivi fornitori i
metodi non normati?

5.4.5.2 E’ disponibile la
dichiarazione di validazione
per ogni metodo interno o non
normato?

5.4.5.2 Sono state definite responsabilità e regole
per la raccolta ed archiviazione dei dati di
validazione?

5.4.5.2 Le specifiche del metodo sono formalizzate in un
documento di progettazione?

5.4.5.2 Le tecniche utilizzate per la validazione
dei metodi sono idonee? Verifica delle
registrazioni.

5.4.5.3 Sono stati determinati (ove applicabile) il campo di
applicazione e l’accuratezza dei valori ottenibili dai
metodi validati (es. sono stati esaminati più livelli)?

5.4.5.3 Esistono criteri documentati per la
pianificazione ed esecuzione dei riesami
della validazione?

5.4.5.3 Sono stati definiti i criteri per la ri-
validazione dei metodi (es. introduzione di
nuove apparecchiature,  modifica della
preparazione di campioni, ecc.)?



Mod.PG – 0002/06 LISTA DI RISCONTRO PER
L'ESECUZIONE DEGLI AUDIT AI

LABORATORI DI PROVA – ispettore tecnico
(ISO 17025)

7.4 Metodi interni
5.4.5 Il metodo è stato validato in accordo a linee guida nazionali/internazionali?

Verificare le registrazioni relative alla validazione.

5.4.4 Reagenti e materiali impiegati per l’esecuzione della prova corrispondono a
quanto indicato nel metodo?

5.4.4 I campioni da analizzare sono conservati correttamente?

5.4.4 Sono riportate le modalità di calcolo dei risultati e della loro espressione sui
rapporti di prova?

5.4.4 Gli eventuali SW sono protetti dalla modifica accidentale ed esistono copie di
sicurezza?

5.4.4 E’ stata calcolata la ripetibilità del metodo?

5.4.6.2 E’ stata calcolata/stimata l'incertezza da associare al risultato? Verificare che
lo sia a livelli significativi per il cliente (es. limite di legge o di specifica ove
applicabile).

+ verifica nel tempo . . .



Mod.PG – 0002/06 LISTA DI RISCONTRO PER
L'ESECUZIONE DEGLI AUDIT AI LABORATORI DI

PROVA – ispettore tecnico
(ISO 15189 - proposta in approvazione)

7.4   Metodi (interni
e non normati)

5.5.1 Il metodo è stato validato
in accordo a linee guida
nazionali / internazionali?
Verificare le registrazioni
relative alla validazione.

5.5.2 Reagenti e materiali impiegati per
l’esecuzione della prova corrispondono a
quanto indicato nel metodo?

5.5.2 I campioni da analizzare sono conservati
correttamente?

5.8 Sono riportate le modalità di calcolo dei
risultati e della loro espressione sui rapporti
di prova?

5.3.11 Gli eventuali SW sono protetti dalla
modifica accidentale ed esistono copie di
sicurezza?

5.5.3 E’ stata calcolata la
ripetibilità del metodo?

5.6.2 E’ stata calcolata/stimata
l'incertezza da associare al
risultato?

+ verifica nel tempo . . .



Mod.PG – 0002/06 LISTA DI RISCONTRO PER L'ESECUZIONE
DEGLI AUDIT AI LABORATORI DI PROVA – ispettore di sistema

(ISO 17025)

5.4.6   Incertezza di misura
5.4.6.1 Esistono procedure per la determinazione dell’incertezza di

misura?
La guida SINAL DT-0002 e i relativi allegati sono utilizzati, e in
quale misura?

5.4.6.1 Sono stati effettuati corsi di formazione sulla determinazione
dell’incertezza? Sono stati tenuti da personale qualificato, e ne è stata
verificata l'efficacia?

5.4.6.1 È stata determinata l’incertezza, ove applicabile, per tutte le
prove oggetto di accreditamento, per tutto il campo di misura, ovvero
in prossimità dei limiti di legge o capitolato?

5.4.6.2 Vengono individuati i principali contributi all’incertezza?  Sono
considerate le principali grandezze di influenza? In alternativa, viene
utilizzata la riproducibilità dei metodi normati, dopo aver verificato
che il laboratorio rientri nei criteri di ripetibilità?



Mod.PG – 0002/06 LISTA DI RISCONTRO PER L'ESECUZIONE
DEGLI AUDIT AI LABORATORI DI PROVA – ispettore di sistema

(ISO 15189 - proposta in approvazione)

5.6.2   Incertezza di misura
5.6.2 Esistono procedure per la determinazione dell’incertezza

di misura? Se no, sono documentate impossibilità e/o
irrilevanza? La guida SINAL DT-0002 e i relativi allegati
sono utilizzati, e in quale misura?

5.6.2 Sono stati effettuati corsi di formazione sulla determinazione
dell’incertezza? Sono stati tenuti da personale qualificato, e ne è stata
verificata l'efficacia?

5.6.2 È stata determinata l’incertezza, ove applicabile, per tutte le prove
oggetto di accreditamento, per tutto il campo di misura, ovvero in
prossimità dei limiti di legge o capitolato?

5.6.2 Vengono individuati i principali contributi all’incertezza?
Sono considerate le principali grandezze di influenza? In
alternativa, viene utilizzata la riproducibilità dichiarata dal
fornitore dei metodi non normati, dopo aver verificato che il
laboratorio rientri nei criteri di ripetibilità?



campionamento
prove

• Le prove campionate devono essere rappresentative
delle differenti tecniche di prova utilizzate dal
laboratorio.

• Gli ispettori devono inoltre verificare la competenza,
nell’esecuzione delle prove, del maggior numero di
personale tecnico possibile.

• Nel corso del periodo di accreditamento, il
campionamento nelle sorveglianze dovrebbe coprire
tutte le prove accreditate.

PG-0002 PROCEDURA GENERALE PER LA VALUTAZIONE DEI LABORATORI DI PROVA
rev 10 giugno 2007 SINAL



Mod.PG – 0002/06 LISTA DI RISCONTRO PER L'ESECUZIONE
DEGLI AUDIT AI LABORATORI DI PROVA

7. VERIFICA DELLE PROVE
CAMPIONATE

7.1 Identificazione della prova

7.2 Personale addetto alla prova

7.3 Metodi di prova normati, ufficiali, di legge

7.4 Metodi interni

7.5 Esecuzione della prova
7.6 Apparecchiature di prova

5.5.6 Manutenzione

5.5.8 Taratura

5.10 Rapporti di prova

. . . + prove in doppio . . .



Mod.PG – 0002/06 LISTA DI RISCONTRO
PER L'ESECUZIONE DEGLI AUDIT AI

LABORATORI DI PROVA
7.5   Esecuzione della prova
5.8.1 Il campione da sottoporre a prova è stato adeguatamente conservato  dopo essere stato accettato dal laboratorio? Memo:

ove possibile, chiedere di ripetere una prova su campioni già provati, per verificare la ripetibilità del laboratorio.

5.7.1 In caso di campionamento, sono a disposizione piani e procedure di campionamento sul luogo di campionamento?

5.7.3 Sono effettuate e disponibili le registrazioni relative al campionamento, incluse, ove richiesto, le condizioni ambientali?
Eventuali condizioni di conservazione e trasporto sono rispettate?

5.8.2 Il campione è rintracciabile per l’intero percorso di esecuzione della prova?

5.8.4 I parametri ambientali sono monitorati (quando previsto) ed i limiti imposti sono rispettati? Sono tenuti in conto
incertezza di misura e scostamenti derivanti dalle tarature?

5.3.2 Per aree soggette a particolari vincoli sui parametri ambientali (temperatura, umidità, polvere, sterilità, alimentazione
elettrica, vibrazioni, ecc.) sono tenuti sotto controllo i relativi strumenti di monitoraggio?

5.3.2 Esiste un programma di monitoraggio delle condizioni ambientali? Gli esiti dei monitoraggi eseguiti sono rintracciabili
dalle registrazioni effettuate?

5.5.1 Le apparecchiature impiegate corrispondono a quelle previste dal metodo e risultano adeguate?

5.5.3 Sono disponibili ed aggiornate le istruzioni per il funzionamento delle apparecchiature?

5.5.6 Sono state previste particolari istruzioni per le prove in categoria III (trasporto apparecchiature, verifiche
apparecchiature prima dell'utilizzo, ecc.)

5.6.3.2 I reagenti e materiali ausiliari utilizzati garantiscono la corretta esecuzione del metodo?

5.6.3.3 Sono eseguite e registrate (data di preparazione, di verifica, di scadenza) verifiche su reagenti, materiali, e preparazioni
critiche?

5.8.1 ...Memo: ove possibile, 
chiedere di ripetere una 
prova su campioni già provati, 
per verificare la ripetibilità 
del laboratorio. 



Mod.PG – 0002/06 LISTA DI RISCONTRO PER L'ESECUZIONE
DEGLI AUDIT AI LABORATORI DI PROVA

7.5   Esecuzione della prova
5.4.2 Le modalità esecutive della prova sono state rispettate?

5.4.2 La differenza dei valori risultanti dall’esecuzione di una prova “in doppio” rientra nel limite di ripetibilità riportato dal
metodo, o calcolato dal laboratorio?

5.4.7 I calcoli effettuati sono controllati come prescritto?

5.4.7 I dati grezzi relativi all’esecuzione della prova ed ai controlli effettuati sono rintracciabili a partire dal rapporto di prova
finale? Sono effettuati e registrati, ove previsti, i controlli di processo?

5.4.7 I calcoli sono sottoposti ad adeguati controlli? Questi controlli sono efficaci?
In caso di calcoli effettuati con sistemi automatici (fogli di calcolo, software commerciali o elaborati dal laboratorio) viene
controllata preliminarmente e periodicamente la validità dei risultati ottenuti?
Gli arrotondamenti e le cifre significative sono correttamente gestiti?

5.4.7.2 Il sistema di elaborazione automatica dei dati è affidabile? Verificare responsabilità, modalità e intervalli di back-up dei
dati informatici. Verificare che esista almeno un livello di sicurezza costituito ad esempio da password, antivirus.

5.4.7.2 Il software sviluppato dal laboratorio è validato?
È adeguatamente documentato? È protetto da modifiche anche accidentali? Viene rivalidato nel caso di modifiche all’HW
e nuove versioni del sistema operativo o di SW di supporto (es. macro di Excel al cambio di release)?

5.4.2 Nel caso di esecuzione in doppio, o ripetizione di prova già eseguita, riportare i due valori ed il giudizio relativo alla
ripetibilità del laboratorio.
In caso di analisi di tracce, riportare il giudizio sul recupero.

5.9 Esistono registrazioni di assicurazione della qualità per questa prova (circuiti interlaboratorio, prove su materiali di
riferimento, carte di controllo, ecc)?
Gli esiti delle precedenti attività sono soddisfacenti? I risultati dimostrano la tenuta sotto controllo del processo di prova?

. . .

5.4.2 La differenza dei valori risultanti dall’esecuzione di una prova “in
doppio” rientra nel limite di ripetibilità riportato dal metodo, o
calcolato dal laboratorio?

. . .

. . .

5.4.2 Nel caso di esecuzione in doppio, o ripetizione di prova già eseguita,
riportare i due valori ed il giudizio relativo alla ripetibilità del
laboratorio.
In caso di analisi di tracce, riportare il giudizio sul recupero.
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S. S. Stevens. the Theory of Scales of Measurement

 scala nominale

− insieme di categorie ciascuna delle quali è associata ad
un nome, un sostantivo, un avverbio o un aggettivo.

 scala ordinale

− insieme ordinato di categorie.
 scala ad intervalli

− insieme ordinato di categorie dove ogni categoria
corrisponde ad un intervallo e dove tutti gli intervalli
sono della stessa grandezza.

 scala di rapporti

− lo zero è assoluto e ciò consente la moltiplicazione e la
divisione sui diversi valori della variabile.

S. S. Stevens. On the Theory of Scales of Measurement.
Science 7 June 1946: Vol. 103. no. 2684, pp. 677 – 680.



Scale e stimatori
Scale di misura e stimatori statistici

scala nominale ordinale intervallo rapporto
relazioni = ! =! > < = ! > <

ratio intervalli

= !  > <

ratio

intervalli

ratio valori

esempio positivo

negativo
 

- 1+ 2+ 3+ °C mIU

frequenza • • • •
moda • • • •
coefficiante di

contingenza
• • • •

percentile • • •
mediana • • •
r di Sperman • • •
t di Kendall • • •
media • •
deviazione standard • •
r di Pearson • •
correlazione multipla • •
media geometrica •
coefficiente variazione •



http://www.cisi.unito.it/p
rogetti/leda/cap3a.htm
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risultati qualitativi



GUIDA A
INCERTEZZA,

CALCOLO
DELLA

RIPETIBILITÀ ED
VERIFICA NEL

TEMPO PER UN
METODO DI
PROVA CON
RISULTATI

QUALITATIVI



Incertezza qualitativi
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domanda

Cosa succede nella visita
ispettiva?



Casi d'uso

 Caso A. popolazioni miste di eritrociti.
− Il software utilizza i segnali nel canale frontale (Forward channel) confrontati con

quelli nei canali laterali (sideward channels) con una scala lineare (piuttosto che
logaritmica) e parametri stabiliti. Si conteggiano 50.000 eventi per ciascun
anticorpo e si utilizzano le letture di un controllo interno (col solo anticorpo
secondario) per  aggiustare il voltaggio del canale FL1 intorno al valore 1 di
fluorescenza. Quindi si leggono i campioni.

− Per interpretare i risultati servono altri due controlli: con uno si identifica la
posizione di un secondo picco di eventi, mentre il terzo conferma la posizione del
picco intorno al valore 1.

− Ciascun istogramma viene classificato come incerto, popolazione singola o
popolazione doppia. Un picco secondario valido deve avere più di 100 eventi
con un rapporto segnale/fondo maggiore di 3. Il segnale è definito come “numero
di eventi nella regione che definisce il picco minore”.

− In caso di dubbio, l'istogramma è interpretato come popolazione singola.

− L'interpretazione finale può essere: campione negativo, sospetto o positivo. Il
sospetto ha solo un istogramma con doppia popolazione. Il positivo ha almeno
due istogrammi con doppia popolazione.



Caso A. popolazioni miste di
eritrociti = risultato quantitativo

con interpretazione
 Ai fini della validazione del metodo, quindi della

determinazione dell'incertezza di misura e del
limite di ripetibilità, il risultato da considerare
non può essere né l'interpretazione del
campione (positivo/negativo/sospetto) né quella
dell'istogramma (doppia/incerto/singola) bensì il
valore quantitativo del “numero di eventi nel
picco minore”, come indicato dall'autore del
metodo originale



Caso B. analisi chirale delle
amfetamine

 spettrometria di massa.

 Sono stati determinati ripetibilità e limiti di rilevazione per un metodo
di questo tipo. Il coefficiente di variazione nella serie dei tempi di
ritenzione e delle aree del picco degli enantiomeri di 6 composti sono
risultati inferiori a 0.58% e 7.83%. Tra le serie arrivano al massimo a
1.58% e 9.97% rispettivamente. Il limite di rilevazione è stato definito
come segnale 3-4 volte il livello del fondo ed è stato determinato
come 0.01 µg/mL per metamfetamina.

 Le curve di calibrazione sono state dimostrate lineari tra 0.05 e 10
µg/mL.

 I laboratori antidoping cercano la metamfetamina e usano come
campo di misura i valori superiori a 25 ng/mL. Dall'esame si ricavano
valori quantitativi, espressi come concentrazione o come quoziente
con lo standard interno, interpretati ai fini legali come
presente/assente.



Caso B. analisi chirale delle
amfetamine

 Ai fini della validazione del metodo, quindi della
determinazione dell'incertezza di misura e del limite
di ripetibilità, il risultato da considerare non può
essere l'interpretazione del campione
(presente/assente) bensì il valore quantitativo della
concentrazione in ng/mL o come rapporto con lo
standard interno.



Caso C. Identificazione di eritropoietina e darpoetina alfa

Isoelectric Focusing (IEF), in un intervallo di pH compatibile col punto isoelettrico delle diverse
sostanze (solitamente tra 2 e 6) e in condizioni denaturanti con urea 7M.

Dopo la separazione, si esegue un doppio trasferimento (blotting). Nel primo blot, le proteine nel gel
sono trasferite in una prima membrana PVDF. Quindi l'anticorpo monoclonale (mAb)
cloneAE7A5 viene applicato per riconoscere EPO. Il secondo blot distrugge l'interazione tra EPO
e mAb a pH acido, così mAb viene trasferito alla seconda membrana PVDF. La posizione del
mAb sulla membrana è rivelata aggiungendo una sequenza di reagenti (anticorpo secondario
anti-topo biotinilato, complesso perossidasi-streptavidina, substrato chemiluminescente)
terminata dalla perossidasi. L'immagine viene interpretata con i seguenti criteri:

rEP

nell'area basica ci sono 3 bande consecutive accettabili

le due bande più intense alla densitometria sono tra queste e sono consecutive

ciascuna delle due bande più intense deve essere in densitometria almeno due volte più intensa di
qualsiasi banda nell'area “endogena”

NESP

nell'area acida ci sono 3 bande consecutive accettabili (B, C e D)

le banda più intense alla densitometria è la seconda o la terza (C e D)

la banda più intensa nell'area acida deve essere in densitometria almeno due volte più intensa di
qualsiasi banda nell'area “endogena”



Caso C. Identificazione di eritropoietina e darpoetina alfa

 Incertezza: applicare protocollo CLSI EP12
 Ripetibilità: prova ripetuta con materiale a livello

positivo vicino al cut-off, Pfn circa 5%



Caso C. Identificazione di eritropoietina e darpoetina alfa

 Ai fini della validazione del metodo, quindi
della determinazione dell'incertezza di misura
e del limite di ripetibilità, il risultato da
considerare può essere l'interpretazione
qualitativa del campione (presente/assente)
con i criteri stabiliti, anche se il valore
quantitativo della densitometria è in pratica
disponibile.



Caso D. metodo rapido multiplo per
droghe

 rileva tramite campione di urine la
presenza delle seguenti droghe: Cocaina
e metaboliti,Anfetamine Meth-Anfetamine
(Ecstasy MDMA), Marijuana
(Cannabinoidi THC), Oppiacei
(Morfina,Eroina e metaboliti), Penciclidine
Benzodiazepine, Barbiturici, Metadone,
Antidepressivi Triciclici



Caso D. metodo rapido multiplo per
droghe

 Incertezza: applicare protocollo CLSI EP12
 Ripetibilità: prova ripetuta con materiale a livello

positivo vicino al cut-off, Pfn circa 5%
Esempi simili: ASO latex, PCR latex, VDRL, D-

dimero, Monotest, sangue urine, proteine urine,
glucosio urine, Adenovirus feci, Rotavirus feci,
Helicobacter Ag, Streptococco A, gravidanza,
sangue occulto, Giardia ...



Caso E. Oxacillin Resistance
Screening Agar per MRSA

5.5% NaCl 2 mg/L oxacillin 50 000 U/L polymyxin B
mannitol/aniline blue

Sensitivity (%) after incubation for 18–24 h - 42–48 h: 50.8 62.8

Specificity (%) after incubation for 18–24 h - 42–48 h: 95.6 94.5

N.B.: studies with pure cultures are not a substitute for evaluations
with clinical specimens

The limit of detection for direct culture was 69,000 cfu/mL at 1/128
dilution with 84,000 cfu/mL at 1/2048 dilution following
enrichment.
Curry A., Walsh M., Cahill N., Collins E., Knowles S. Evaluation
of the increase rate of MRSA detection using enrichment.
Abstract number: 1732_71. 31/03/2007 European Society of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases. ICC, Munich,
Germany



Caso E. Oxacillin Resistance
Screening Agar per MRSA

 Incertezza: applicare protocollo CLSI EP12
 Ripetibilità: prova ripetuta con materiale a livello

positivo vicino al cut-off, Pfn circa 5%



Caso F: Candida tampone
vaginale...



Caso G: parassiti intestinali

http://www.freepatentsonline.com/EP1368657.pd
f

SAVYON DIAGNOSTICS LTD.

    * Blastocystis hominis
    * Entamoeba
histolytica/dispar
    * Giardia lamblia
    * Cryptosporidium spp.
    * Dientamoeba fragilis



Esami di autoimmunologia...



Caso H:
ELISA



Caso I: ENA blot



Caso J: ELISA
Caso K: IF anti-nDNA



Caso L: ANA omogeneo o
granulare con titolazione

1/40 – 1/80 – 1/160 – 1/320 – 1/640 – 1/1280 – 1/2560 – 1/5120 - 1/10240
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