
Accreditamento delle Biobanche
Webinar di approfondimento

On Line, 18 marzo 2022



Carla Divieto

Focus sulla riferibilità metrologica

On Line, 18 marzo 2022

Responsabile Laboratorio di Biometrologia, INRIM

c.divieto@inrim.it



Focus sulla riferibilità metrologica 3/tot

• Obiettivi della Metrologia
• Ruolo degli NMI  
• INRIM in breve
• Confronti interlaboratorio
• Materiale di riferimento in biologia
• Esempi di riferibilità metrologica per misurazioni biologiche

Sommario
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Gli obiettivi della Metrologia

OECD/BIPM (2020), “International Regulatory Co-operation 
and International Organisations: The Case of the 
International Bureau of Weights and Measures (BIPM)”, 
OECD and BIPM.
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BIPM

NMI/DI

CAB
materiali e strumenti di 

riferimento

materiali e strumenti di 
trasferimento

materiali e strumenti di 
lavoro

Piramide della riferibilità metrologica

Definizione 
delle unità SI 
e loro 
realizzazioni 
primarie

Consultative Committee for Amount of Substance: 
Metrology in Chemistry and Biology

(CCQM) 
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BIPM

NMI/DI

CAB
materiali e strumenti di 

riferimento

materiali e strumenti di 
trasferimento

materiali e strumenti di 
lavoro

Piramide della riferibilità metrologica

OECD/BIPM (2020), “International Regulatory Co-operation and 
International Organisations: The Case of the International Bureau of 
Weights and Measures (BIPM)”, OECD and BIPM.
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INRiM in breve
TORINO

FIRENZE

PAVIA

 Istituto Metrologico italiano nella Convenzione del Metro
 250 dipendenti, 30 M€ bilancio annuale
 Campus di 120.000 m2

 4° Istituto Metrologico Europeo (dipendenti/bilancio)
 5° Ente Pubblico di Ricerca in Italia (vigilato dal MUR)
 Forte legami con l’Università e centri di ricerca
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Metrologia Applicata e Ingegneria

Metrologia Quantistica e Nanotecnologia

Metrologia per Materiali Avanzati e Scienze della Vita

Tre Divisioni Scientifiche
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Laboratorio di BioMetrologia

Colture cellulari

Biologia cellulare

PCR RealTime PCR

Conservazione

Microscopia
PCR digitale

Biologia Molecolare

Spettrofotometria
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Working Group del BIPM
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BioMetrologia all’INRIM
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Laboratorio di BioMetrologia

DNA / RNA / test biologici

PRE

POST
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Concetti importanti

Materiali di Riferimento

Metodi di Riferimento

Incertezza di misura associata al risultato

Valore di Riferimento 

Valore di Consenso 

Sorgenti di Incertezza 

Valore assegnati al RM

Calibration and Measurements Capabilities (CMC)

Misurazione ACCURATA

Risultati  
ACCURATI

STABILI
CONFRONTABILI

COERENTI
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Confronti Internazionali

Microscopia

Citofluorimetria

PCR

Materiali di Riferimento

Metodi di Riferimento

Incertezza di misura associata al risultato

Valore di Riferimento/Consenso 

Sorgenti di Incertezza 

Valore assegnati al RM

Calibration and Measurements Capabilities (CMC)

Misurazione ACCURATA

Risultati  
ACCURATI

STABILI
CONFRONTABILI

COERENTI

omogeneitàstabilità

commutabilità
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Confronti Internazionali

Microscopia

Citofluorimetria

PCR

• Cellule A549 in adesione: quantificazione di densità e confluenza cellulare
• Cellule 3D di hMSC adese: quantificazione differenziale di cellule staminali
• Cellule PBMC in sospensione: quantificazione del numero assoluto di cellule 

• Cellule CD4+: conteggio cellule per monitoraggio dell’AIDS
• Cellule CD34+: conteggio cellule per efficacia del trapianto di staminali

• KRAS
• BRAF
• EGFR
• HER2

• SARS-CoV-2: RNA – quantificazione RNA virale per diagnosi e monitoraggio di COVID 19

Geni – quantificazione DNA per diagnosi e monitoraggio di tumori
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Confronti Internazionali

Microscopia

Citofluorimetria

PCR

Indicatori di qualità Proprietà fisica, chimica, biologica, microbiologica

Vitalità cellulare

omogeneità

Conteggio delle cellule

Espressione genica

Misurazione della concentrazione

purezza

stabilità
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Densità e confluenza di cellule adese
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Densità e confluenza di cellule adese
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Densità e confluenza di cellule adese
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Densità e confluenza di cellule adese
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Densità e confluenza di cellule adese
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Densità e confluenza di cellule adese
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Conteggio di cellule in sospensione
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Conteggio di cellule in sospensione

SI traceable analytical scale at INRIM

to assess the performance of each pipette, employed to generate the dilutions, at the working volumes 
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Conteggio di cellule in sospensione
Pipettes code 04e-P100-S 04e-P1000-S 04e-P200

n.1 0.10004 g 0.10004 g 0.10016 g

Recorded values

n.2 0.19999 g 0.19941 g 0.19987 g
n.3 0.29986 g 0.29899 g 0.29989 g
n.4 0.39963 g 0.39918 g 0.39950 g
n.5 0.49939 g 0.49922 g 0.49915 g
n.6 0.59902 g 0.59948 g 0.59889 g
n.7 0.69676 g 0.69940 g 0.69866 g
n.8 0.79658 g 0.80019 g 0.79828 g
n.9 0.89615 g 0.90067 g 0.89783 g

n.10 0.99575 g 1.00093 g 0.99754 g

Start 10:06 10:13 9:56
End 40:08 10:16 10:03

T (°C) 24.8-24.9 24.7-24.8 24.8-24.7

n.1 0.10004 g 0.10004 g 0.10016 g

Data elaborated

n.2 0.09995 g 0.09937 g 0.09971 g
n.3 0.09987 g 0.09958 g 0.10002 g
n.4 0.09977 g 0.10019 g 0.09961 g

n.5 0.09976 g 0.10004 g 0.09965 g

n.6 0.09963 g 0.10026 g 0.09974 g
n.7 0.09774 g 0.09992 g 0.09977 g
n.8 0.09982 g 0.10079 g 0.09962 g
n.9 0.09957 g 0.10048 g 0.09955 g

n.10 0.09960 g 0.10026 g 0.09971 g
Mean 0.099575 g 0.100093 g 0.099754 g

Std dev 0.000662 g 0.000411 g 0.000192 g
Std dev % 0.67 % 0.41 % 0.19 %

99,77 µl 100,29 µl 99,95 µl Conversion in µl

-0,23 µl 0,29 µl -0,05 µl Difference between 
nominal value
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Conteggio di cellule in sospensione

The pipetting systematic 
errors were evaluated by 
weighing the pipetting 
volume, used to generate 
the dilutions, with a SI 
traceable analytical scale.
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Conteggio cellule CD4+: monitoraggio AIDS

• Requisiti OMS: valutare la stabilità di un materiale di riferimento per standardizzare  il 
conteggio diagnostico delle cellule CD4+

• L'HIV porta allo sviluppo della sindrome da immunodeficienza acquisita (AIDS)

• AIDS caratterizzata da una perdita di cellule CD4+ necessarie per una risposta 
immunitaria attiva contro le infezioni

• La misurazione accurata del numero di cellule CD4+ assicura che i pazienti ricevano una 
terapia antiretrovirale appropriata contro l’HIV-1

Collaborazione con Dip. Scienze 
Cliniche e Biologiche UNITO
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Cellule cellule CD4+: confronto internazionale

Collaborazione con Dip. Scienze Cliniche e Biologiche UNITO

The comparison aimed to:
• evaluate stable reference material for 
the harmonization of diagnostic CD4+ cell 
counting and satisfy the requirements of 
the World Health Organization (WHO);
• demonstrate participants capability in 
measuring CD4+ cell concentrations 
(number of events) and CD4 level of 
expression on surface of cells
(fluorescence intensity of each event) by 
evaluating the measurement variability and 
uncertainty
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• CD34: proteina di superficie di cellule staminali ematopoietiche 

• Capacità di ricostituire il sistema immunitario dopo la chemioterapia

• Il numero di cellule CD34+ vitali infuse per kg di peso corporeo è un biomarcatore
predittivo dell'adeguatezza  e del successo del trapianto

• Bassa frequenza del numero di CD34+ nel sangue

• Citometria a flusso + materiali di riferimento: gold standard

• Quantificazione volumetrica: nuovo metodo di riferimento

• Confronto tra citometri a flusso tradizionali e volumetrici

Cellule CD34+: efficacia del trapianto di staminali

Collaborazione con Laboratorio di Analisi 
dell’Ospedale San Luigi di Orbassano (Torino)
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Cellule CD34: confronto internazionale

Collaborazione con laboratorio di analisi dell’Ospedale San Luigi di Orbassano (Torino)

Incertezze di misura estese inter-laboratorio: 30% 
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Biomarcatori tumorali

Relatore
Note di presentazione




Focus sulla riferibilità metrologica 32/tot

KRAS
v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma 

viral oncogene homolog

• Carcinoma del colon-retto
• Carcinoma polmonare non a 

piccole cellule

BRAF
v-raf murine sarcoma viral

oncogene homolog B1

• Melanoma cutaneo
• Carcinoma del colon-retto
• Carcinoma papillare della 

tiroide
EGFR

Epidermal growth factor receptor

• Carcinoma polmonare non a 
piccole cellule

HER2
human epidermal growth factor 

receptor 2

• Tumore al seno
• Tumore gastrico 
• Tumore esofageo

 Errori di quantificazione nel 
20% dei laboratori. 

 Inadeguata sensibilità del 
metodo.

Biomarcatori tumorali
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• Altamente sensibile
• Quantificazione assoluta
• Metodo di riferimento primario

Apparecchiature: digital PCR
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Digital PCR: caratterizzazione metrologica

Immagini realizzate da C.Divieto e Studio Makemood
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Incertezze di misura estese inter-laboratorio: 5% - 10%

Confronto internazionale KRAS: risultati
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Whale et al 2018

Confronto internazionale KRAS: risultati
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Paper in 
progress

Incertezze di misura estese inter-laboratorio: 15% - 20%

Confronto internazionale BRAF-EGFR: risultati
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Confronto internazionale SARS-CoV-2
Scopo: 

• quantificare copie di RNA del SARS-CoV-2 

• 10 copie/µL (limite di rilevamento) - 104 copie/µL (massimo rilevabile)  

• in matrici rappresentative di RNA umano

• sviluppo del protocollo di misura o adozione protocolli WHO Partecipanti:

21 enti tra NMI, 

DI 

e altri enti di 

ricerca e 

sviluppo 

di materiali di 

riferimento
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Confronto internazionale SARS-CoV-2



Focus sulla riferibilità metrologica 40/tot

Confronto internazionale SARS-CoV-2: risultati

Riferibilità metrologica all’SI
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Diagnosi di Covid-19: bisogno di misure quantitative accurate

• ELITechGroup: agosto e dicembre 2021
• quantificazione in digital PCR di copie/µl di un materiale di riferimento di SARS-CoV-2 

fornito dal WHO
• utilizzato per eseguire i test di verifica e validazione di un nuovo kit per la diagnosi di 

infezioni di SARS-CoV-2 mediante Real-Time PCR
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KCDB

https://www.bipm.org/kcdb/
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ACCREDIA
Via Guglielmo Saliceto, 7/9 - 00161 Roma
T +39 06 8440991  /  F +39 06 8841199
info@accredia.it

Dipartimento Certificazione e Ispezione
Via Tonale, 26 - 20125 Milano
T +39 02 2100961  /  F +39 02 21009637
milano@accredia.it

Dipartimento Laboratori di prova
Via Guglielmo Saliceto, 7/9 - 00161 Roma
T +39 06 8440991  /  F +39 06 8841199
info@accredia.it

Dipartimento Laboratori di taratura
Strada delle Cacce, 91 - 10135 Torino
T +39 011 32846.1  /  F +39 011 3284630
segreteriadt@accredia.it


	Accreditamento delle Biobanche�Webinar di approfondimento
	Focus sulla riferibilità metrologica
	Sommario
	Gli obiettivi della Metrologia
	Piramide della riferibilità metrologica
	Piramide della riferibilità metrologica
	Diapositiva numero 7
	Diapositiva numero 8
	Laboratorio di BioMetrologia
	Working Group del BIPM
	BioMetrologia all’INRIM
	Laboratorio di BioMetrologia
	Concetti importanti
	Confronti Internazionali
	Confronti Internazionali
	Confronti Internazionali
	Densità e confluenza di cellule adese
	Densità e confluenza di cellule adese
	Densità e confluenza di cellule adese
	Densità e confluenza di cellule adese
	Densità e confluenza di cellule adese
	Densità e confluenza di cellule adese
	Conteggio di cellule in sospensione
	Conteggio di cellule in sospensione
	Conteggio di cellule in sospensione
	Conteggio di cellule in sospensione
	Conteggio cellule CD4+: monitoraggio AIDS
	Diapositiva numero 28
	Cellule CD34+: efficacia del trapianto di staminali
	Cellule CD34: confronto internazionale
	Biomarcatori tumorali
	Biomarcatori tumorali
	Apparecchiature: digital PCR
	Digital PCR: caratterizzazione metrologica
	Confronto internazionale KRAS: risultati
	Confronto internazionale KRAS: risultati
	Confronto internazionale BRAF-EGFR: risultati
	Confronto internazionale SARS-CoV-2
	Confronto internazionale SARS-CoV-2
	Confronto internazionale SARS-CoV-2: risultati
	Diagnosi di Covid-19: bisogno di misure quantitative accurate
	KCDB
	Diapositiva numero 43

