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…
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…
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Correggere il titolo del paragrafo della versione italiana della norma

NON: 7.9 Metodi di validazione e verifica

Ma: 7.9 Validazione e verifica dei metodi



Validazione e verifica dei metodi

La BBK deve utilizzare metodi validati e/o verificati per le attività critiche secondo i 

punti 7.9.2 e 7.9.3 in tutte le fasi del ciclo di vita del materiale biologico.

7.9.2 Validazione

7.9.3 Verifica



7.9.2 Validazione

7.9.2.1 When the biobank provides/applies methods for critical activities the 

biobank shall ensure that these methods have been validated, in order to 

ensurefitness for the intended purpose. When the validation is performed

by the biobank, it shall document and retain for a defined period of time the 

results obtained, the procedure used for the validation, and a statement as

to whether the method is fit for purpose.

7.9.2.2 The validation shall be as extensive as is necessary and confirm, through

the provision of objective evidence (in the form of performance 

characteristics), that the specific requirements for the intended use have

been fulfilled.

7.9.2.3 When changes are made to a validated method, the impact of such

changes shall be documented and, when appropriate, a new validation

shall be carried out.



7.9.3 Verifica

7.9.3.1 Validated methods used without modification shall be subject to verification

by the biobank before being used.

7.9.3.2 The verification by the biobank shall confirm, through obtaining objective

evidence (in the form of performance characteristics) that the set criteria for 

the method have been met.

7.9.3.3 The biobank shall document the procedure used for the verification and the 

results obtained.



Definizioni

Validazione Conferma, sostenuta da evidenze oggettive, che i 
requisiti per un specifico inteso utilizzo o applicazione 
sono stati soddisfatti.

Verifica Conferma, sostenuta da evidenze oggettive, che i 
requisiti specificati sono stati soddisfatti.



Definizioni

Validazione Conferma, sostenuta da evidenze oggettive, che i 
requisiti per un specifico inteso utilizzo o applicazione 
sono stati soddisfatti.

<requirements for a specific intended use or application>

Verifica Conferma, sostenuta da evidenze oggettive, che i 
requisiti specificati sono stati soddisfatti.



Definizioni

Validazione Conferma, sostenuta da evidenze oggettive, che i 
requisiti per un specifico inteso utilizzo o applicazione 
sono stati soddisfatti.

<requirements for a specific intended use or application>

VERIFICA CHE IL METODO E’ ADEGUATO AD UN USO STABILITO!

Verifica Conferma, sostenuta da evidenze oggettive, che i 
requisiti specificati sono stati soddisfatti.



Definizioni

Validazione Conferma, sostenuta da evidenze oggettive, che i 
requisiti per un specifico inteso utilizzo o applicazione 
sono stati soddisfatti.

<requirements for a specific intended use or application>

VERIFICA CHE IL METODO E’ ADEGUATO AD UN USO STABILITO!

Verifica Conferma, sostenuta da evidenze oggettive, che i 
requisiti specificati sono stati soddisfatti.

SPECIFICATI DAL PRODUTTORE DEL KIT … INDICATI IN UNA 
PUBBLICAZIONE, LINEA GUIDA, RACCOMANDAZIONE, …!



Definizioni

Validazione

Esempio La BBK ha messo a punto un processo di produzione di una linea cellulare 
di linfoblasti.

Il metodo ha una resa accettabile per l’utilizzo di queste cellule? (es. 
>1mole cell./ml sangue).

La vitalità post congelamento delle cellule è adeguata? (es. >80%)
L’evidenza oggettiva può essere il risultato di prove di laboratorio (prove eseguite da un 

laboratorio interno alla BBK, oppure esterno), oppure calcoli ottenuti per altra via o il riesame 

di documenti.

Verifica

Esempio kit RNeasy DSP FFPE, venduto per la purificazione dell’RNA totale da 
tessuti fissati in formalina e inclusi in paraffina.

Il produttore dichiara che l’RNA non degrada (S28/S18 > 2)



Verifica la BBK conferma che l’RNA è integro, all’interno delle specifiche dichiarate dal 
produttore (S28/S18 > 2)



Chiariti i termini di validazione e verifica ….

La BBK deve utilizzare metodi validati e/o verificati per le attività critiche secondo i 

punti 7.9.2 e 7.9.3 in tutte le fasi del ciclo di vita del materiale biologico.

7.9.2 Validazione

7.9.3 Verifica



7.9.2 Validazione

7.9.2.1 When the biobank provides/applies methods for critical activities the 

biobank shall ensure that these methods have been validated, in order to 

ensurefitness for the intended purpose. When the validation is performed

by the biobank, it shall document and retain for a defined period of time the 

results obtained, the procedure used for the validation, and a statement as

to whether the method is fit for purpose.

7.9.2.2 The validation shall be as extensive as is necessary and confirm, through

the provision of objective evidence (in the form of performance 

characteristics), that the specific requirements for the intended use have

been fulfilled.

7.9.2.3 When changes are made to a validated method, the impact of such

changes shall be documented and, when appropriate, a new validation

shall be carried out.



7.9.3 Verifica

7.9.3.1 Validated methods used without modification shall be subject to verification

by the biobank before being used.

7.9.3.2 The verification by the biobank shall confirm, through obtaining objective

evidence (in the form of performance characteristics) that the set criteria for 

the method have been met.

7.9.3.3 The biobank shall document the procedure used for the verification and the 

results obtained.



Cerchiamo ora di capire per quali metodi si deve fare la V&V?

7.9.1 La BBK deve utilizzare metodi validati e/o verificati per le attività critiche 

secondo i punti 7.9.2 e 7.9.3 in tutte le fasi del ciclo di vita del materiale biologico.



Cerchiamo ora di capire per quali metodi si deve fare la V&V?

7.9.1 La BBK deve utilizzare metodi validati e/o verificati per le attività critiche 

secondo i punti 7.9.2 e 7.9.3 in tutte le fasi del ciclo di vita del materiale biologico.

3.29 life cycle consecutive and interlinked processes applied to BM&AD from collection, if

applicable, acquisition or reception to distribution, disposal or destruction

Note 1 to entry: This term refers to the biobanking life cycle only.



Raccolta/     Preparazione/   
Immagazzinamento
prelievo                           preservazione



ISO 21899. Norma di supporto alla ISO 20387 per la validazione e 
verifica. Specifica per le BBK



ISO 21899. Norma di supporto alla ISO 20387 per la validazione e 
verifica. Specifica per le BBK



ISO 21899. Norma di supporto alla ISO 20387 per la validazione e 
verifica. Specifica per le BBK



Processing methods & testing methods!!!



7.9 Validazione e verifica dei metodi



ISO 21899

La ISO 21899 è incentrata sui processing methods (metodi di “lavorazione”), cioè 

sulle procedure applicate ai MB&DA durante tutto il loro ciclo di vita (fasi di raccolta, 

preparazione, preservazione, immagazzinamento), aventi un potenziale impatto 

sulle proprietà intrinseche dei MB&DA.



3.16 Processing method

Procedure, applied to BM and/or AD during processing, with potential to 
impact the intrinsic properties of the BM and/or AD produced as output.
Note 1 A processing method can include, but is not limited to, activities belonging to: collection, 

preparation, preservation, storage.

Note 2 The whole or part of a processing method can be a standard method.

Note 4 A simple processing method is a processing method that requires a simple laboratory
manipulation (e.g. centrifugation of collection tubes or mechanical disruption of tissues) 
without the addition of chemical substances by the biobank laboratory operator, and 
without cell disruption or cell selection as part of a multi-step process (e.g. preparation of 
plasma, serum, buffy coat).

Note 5 A complex processing method is a processing method that requires usage of multiple steps
and/or addition of chemical substances by the biobank laboratory operator (e.g. 
preparation of DNA, RNA, proteins, nuclei and other organelles, cell lines).

Note 6 Qualitative or quantitative tests for the examination of properties/quality/quantity
attributes of the produced biological material are outside of the scope of the “processing 
method” itself. However, a qualitative or quantitative test can be part of a “processing 
method” if it is necessary as an “in-process control” step during the processing method.



ISO 21899: la BBK deve validare i processing methods che derivano da:

a) non-standard processing methods

b) processing methods sviluppati/progettati dalla BBK

c) standard processing methods utilizzati al di fuori del proprio scopo e campo di 

applicazione prefissato;

d) processing methods validati e successivamente modificati.



7.9 Validazione e verifica dei metodi

Quando (una cosa) è standard?

Quando stabilita mediante consenso e approvata da un organismo 
riconosciuto, che fornisce, per utilizzi comuni e ripetuti, regole, 
linee guida o caratteristiche, relative a determinate attività o ai 
loro risultati, al fine di ottenere il miglior ordine in un determinato 
contesto.

Organismo
Ente pubblico o privato (organizzazioni, autorità, aziende, istituzioni), 
che ha compiti e struttura specifici.

Consenso
Accordo generale, caratterizzato da assenza di giustificate opposizioni, 
provenienti da parti rilevanti degli interessi coinvolti, e da un processo 
che implichi tentativi per tenere conto dei punti di vista di tutte le parti 
coinvolte e per conciliare tutti i pareri contrastanti.



3.23 di ISO 21899: standard processing method

method officially accepted and recognized described in unambiguous details and 

validated for a stated purpose.

Note 1 Standard processing methods include e.g. methods published by a 

standardization body or approved by regulatory authorities or published in 

peer-reviewed scientific literature, dedicated, at least partly, to the 

validation of the method.



Metodo

?

Interno
(in-house)

Normato
(standard)

Standard processing methodIn-house processing method

Metodi interni:

a) metodi sviluppati/progettati dalla BBK

b) standard processing methods utilizzati al 

di fuori del proprio scopo e campo di 

applicazione prefissato

c) standard processing methods modificati 

dalla BBK

Standard processing method

Method officially accepted and recognized

described in unambiguous details and validated

for a stated purpose.

Note 1 Standard processing methods include 

e.g. methods published by a 

standardization body or approved by 

regulatory authorities or published in 

peer-reviewed scientific literature, 

dedicated, at least partly, to the 

validation of the method.



Standard processing methods per MB&DA destinati per esami diagnostici molecolari in vitro (alcuni in 

corso di stesura)

ISO 20166 Specifications for pre-examination processes for formalin-fixed and paraffin-

embedded (FFPE) tissue.

Part 1: Isolated RNA , Part 2: Isolated proteins, Part 3: Isolated DNA, Part 4: In situ 

detection techniques

ISO 20186 Specifications for pre-examination processes for venous whole blood.

Part 1: Isolated cellular RNA , Part 2: Isolated genomic DNA, Part 3: Isolated

circulating cell free DNA from plasma

ISO 20184 Specifications for pre-examination processes for frozen tissue.

Part 1: Isolated RNA , Part 2: Isolated proteins, Part 3: Isolated DNA

ISO/DIS 23118 Specifications for pre-examination processes in metabolomics in urine, venous blood

serum and plasma

ISO/CD 4307 Specifications for pre-examination processes for saliva isolated human DNA



Verifica & Validazione

Metodi

?

Verifica Validazione

1 2



Abbiamo chiarito:

Differenza tra validazione e verifica

Differenza tra processing methods e test methods

Differenza tra metodo normato (standard method) e metodo interno 
(in-house).



Importanza dei metodi normati di lavorazione

La riproducibilità è un elemento fondamentale del metodo scientifico, un 
punto di riferimento su cui testare l'affidabilità di un esperimento.

Tuttavia, la ricerca biomedica sta affrontando tassi di irriproducibilità 
allarmanti, come illustrato in varie pubblicazioni: si stimano risultati di 
lavori pubblicati non riproducibili che vanno dal 50% all'80%.

È stato stimato che solo negli Stati Uniti $ 28 miliardi di finanziamenti 
sono spesi in ricerca preclinica non riproducibile. E questa stima non 
considera l'impatto dovuto al ritardo della ricerca (fallimento dello 
sviluppo di nuove cure).



Individuare le proprietà intrinseche del MB

Proprietà (fisica, chimica, biologica o microbiologica) che descrive o che è un 

indicatore di qualità.

• vitalità (batterica, funghi, virus, seme)

• prove di espressione genica

• prove NGS

• prova di purezza

• prova di immunogenicità

• ELISpot

• test di sterilità

• test di pluripotenza

• test di vitalità cellulare

• test di integrità molecolare

• misurazione della concentrazione

• conteggio delle cellule

• prove di composizione

• omogeneità
• stabilità



Riproducibilità di un metodo di lavorazione

Grado di concordanza del valore di una proprietà intrinseca misurata su materiali 

biologici ottenuti applicando il medesimo processo di lavorazione su aliquote prese 

da uno stesso materiale biologico

1 2 3 4 5 6 7 8 min max

13.4 13.1 13.3 13.1 13.7 13.5 13.5 13.4 13.1 13.7

15.1 12.2 14.6 11.3 14.1 13.4 11.9 14.7 11.3 15.1



10.28 10.10 10.36 10.19 9.99 10.12

9.87 10.24 10.04 9.81 9.67 9.99

10.04 10.34 10.07 10.05 9.61 10.00

9.94 9.97 9.81 9.98 10.12

10.00 10.29 10.13 10.47 10.04

10.12 10.07 9.97 10.96 9.83

9.95 9.65 10.33 10.04 10.24

10.39 9.81 9.82 10.16 9.98

10.23 10.12 10.01 9.98 10.15

9.75 10.03 10.24 9.94 10.74



Il grado di concordanza dei risultati delle 

determinazioni può essere meglio compreso se i 

risultati vengono prima raccolti in intervalli

Intervallo 0.05 mg/litro frequenza

9.60 0

9.65 2

9.70 1

9.75 1

9.80 0

9.85 5

9.90 1

9.95 3

10.00 9

10.05 7

10.10 3

10.15 6

10.20 2

10.25 4

10.30 2

10.35 2

10.40 2

10.45 0

10.50 1

10.55 0

10.60 0

10.65 0

10.70 0

10.75 1

10.80 0

10.85 0

10.90 0

10.95 0

11.00 1

11.05 0

intervallo con più risultati
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Risultato

Si riporta quindi in grafico la frequenza di comparsa dei risultati entro ogni intervallo

Si ottiene un grafico a barre, detto ISTOGRAMMA
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Risultato

Se il numero di determinazioni fosse stato molto maggiore e se la dimensione degli 

intervalli fosse stata molto minore, si sarebbe al limite ottenuta una curva continua:



Modello distribuzione gaussiana

Formule matematiche impiegate per il calcolo degli indici statistici

....,,, 321 xxx nxxxx ........,,, 321
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stima dello scarto tiposcarto tipo = dispersione dei dati attorno al valore medio



1 10.24

2 10.00

3 10.24

4 9.77

5 10.08

6 9.97

7 10.33

8 9.77

9 10.01

10 10.30

media 10.07

n 10

scarto tipo 0.21

scarto tipo relativo (CV%) 2.0%



In sintesi

La BBK deve utilizzare metodi che siano stati validati per l’utilizzo 
previsto.

L’identità delle persone che eseguono attività di validazione/verifica dei 
metodi deve essere registrata.

Le persone che eseguono attività di validazione/verifica dei metodi 
devono essere formate (devono conoscere come si determinano le 
prestazioni dei metodi e come le si valutano). 

NOTA I metodi preferiti sono quelli pubblicati in autorevoli libri, testi o riviste peer-
reviewed, o in norme o linee guida di consenso internazionali, nazionali o 
regionali.



In sintesi

La BBK deve documentare la procedura utilizzata per la validazione e 
registrare i risultati ottenuti.

Personale avente l’autorità deve riesaminare i risultati della validazione e 
registrare il riesame.

Quando vengono introdotte variazioni a metodi validati, l’influenza di tali 
modifiche devono essere documentate e, quando appropriato, eseguita 
una nuova validazione.

Utilizzare la norma ISO 21899: Biobanking — General requirements for 
the validation and verification of processing methods for biological
material in biobanks



Esempio: kit validato per l’estrazione di DNA batterico. Può essere utilizzato per estrarre il DNA di funghi?



Biopreserv Biobank - 2020 Apr;18(2):102-116.

Method Validation for Extraction of DNA from Human Stool

Samples for Downstream Microbiome Analysis
Lorie Neuberger-Castillo, Gaël Hamot, Monica Marchese , Ignacio Sanchez, Wim Ammerlaan, Fay Betsou

Abstract. Background: A formal method validation for biospecimen processing in the context of 

accreditation in biobanks is lacking (manca). Materials and Methods: DNA extraction from human 

stool was validated with various collection tubes, stabilizing solutions and storage conditions in terms

of fitness-for-purpose for downstream microbiome analysis, robustness, and sample stability. 

Acceptance criteria were based on accurate identification of a reference material, homogeneity of 

extracted samples, and sample stability in a 2-year period. Results: ……... Conclusions: We

validated a combination of a stool processing method with various collection methods, suitable for 

downstream microbiome applications. Sample collection, storage conditions and DNA extraction

methods can influence the microbiome profile results. Biobanks should ensure that these conditions

are systematically recorded in the scope of accreditation.

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Neuberger-Castillo+L&cauthor_id=31999474
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hamot+G&cauthor_id=31999474
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Marchese+M&cauthor_id=31999474
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sanchez+I&cauthor_id=31999474
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ammerlaan+W&cauthor_id=31999474
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Betsou+F&cauthor_id=31999474


Grazie per l’attenzione


