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RIASSUNTO

La norma ISO 15189 revisionata ¢ stata pubblicata il 6 dicembre 2022, quasi un anno dopo il termine previsto. SIPMeL, dopo
aver partecipato attivamente al processo di revisione, mette a disposizione una serie di documenti di Raccomandazioni, con i
principali contenuti della norma ISO in lingua italiana, qualche riflessione critica, e le indicazioni per applicare i requisiti della
norma. Le Raccomandazioni SIPMeL Q19 concernono i requisiti di UNI EN ISO 15189:2023 su validita dei risultati degli esami,
con il controllo di qualita interno (CQI), la valutazione esterna della qualita (VEQ) e la comparabilita dei risultati degli esami. I
requisiti di ISO 15189 per il CQI non scendono in dettagli, ma le Raccomandazioni Q19 richiamano almeno ISO 15198 (compiti
dei produttori) e CLSI C24 (statistica del CQI), oltre al Vocabolario Internazionale di Metrologia (VIM). Pubblicando il docu-
mento ISO 20914, ¢ stato stabilito che il CQI non serve solo per il monitoraggio dei risultati, ma fornisce la base per la stima
dell’incertezza. Il documento Q19 raccoglie elementi da vari documenti CLSI, come le guide per I’immunometria, quelle per la
microbiologia, quelle per i metodi molecolari e quelle per gli esami POCT. CLSI poi fornisce indicazioni sulle alternative per i
materiali di controllo. Q19 introduce infine la tematica del monitoraggio dei risultati qualitativi. ISO 15189 fornisce piu dettagli
sulla partecipazione a VEQ, ma la Raccomandazione Q19 aggiunge i riferimenti a guide CLSI come QMS24 e MM 14. I requisiti
per VEQ di ISO 15189 hanno grande importanza per 1’esito delle verifiche di accreditamento. ISO 15189 affianca infine nella
stessa clausola CQI, VEQ e comparabilita dei risultati degli esami. Le Raccomandazioni Q19 correggono la terminologia in base
al VIM, richiamano le guide CLSI EP31 e CLSI EP09, nonché le proprie Raccomandazioni sulla stessa materia del 2016. Secondo
Q19, le procedure di comparazione hanno caratteristiche piu vicine alle attivita di validazione e verifica dei metodi, diverse da
CQI e VEQ, da cui dovrebbero essere distinte. Q19 propone ai laboratori un approccio semplice, poco oneroso e con statistiche
non troppo sofisticate.

(Per citare questo articolo: Pradella M; Commissione Nazionale Qualita e Accreditamento. Le raccomandazioni SIPMeL per
I’accreditamento ISO del monitoraggio di validita dei risultati degli esami. Riv Ital Med Lab 2024;20:209-19. DOI: 10.23736/
S1825-859X.24.00244-5)

ABSTRACT

The revised ISO 15189 was published on 6 December 2022, almost one year after the deadline. SIPMeL, after having actively
participated in the revision process, provides a series of Recommendations documents, with the main contents of the ISO standard
in Italian language, some critical reflections, and indications for applying the requirements of the standard. The SIPMeL Recom-
mendations Q19 concern the requirements of UNI EN ISO 15189:2023 on validity of examination results, with internal quality
assurance (IQC), external quality assessment (EQA) and comparability of examination results. The requirements of ISO 15189
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for IQC do not go into detail, but Recommendations Q19 at least refer to ISO 15198 (manufacturers’ tasks) and CLSI C24 (IQC
statistics), as well as the International Vocabulary of Metrology (VIM). By publishing ISO document 20914, it was established
that the IQC not only serves for monitoring results, but also provides the basis for estimating uncertainty. The Q19 document
gathers elements from various CLSI documents, such as the guides for immunometry, those for microbiology, those for molecular
methods and those for POCT examinations. CLSI then provides guidance on alternatives for control materials. Q19 finally intro-
duces the topic of monitoring qualitative results. ISO 15189 provides more detail on participation in VEQ, but Recommendation
Q19 adds references to CLSI guides such as QMS24 and MM 14. The VEQ requirements of ISO 15189 are of great importance
for the outcome of accreditation audits. Finally, ISO 15189 puts CQI, VEQ and comparability of examination results side by side
in the same clause. The Q19 Recommendations correct the terminology according to VIM, recall the CLSI EP31 and CLSI EP09
guides, as well as its own 2016 Recommendations on the same subject. According to Q19, comparison procedures have charac-
teristics that are closer to method validation and verification activities, different from IQC and VEQ, from which they should be

RACCOMANDAZIONI MONITORAGGIO RISULTATI ESAMI

distinguished. Q19 proposes to the laboratories a simple, inexpensive approach with not too sophisticated statistics.
Key words: Reference standards; Medical laboratory personnel; Medical laboratory science.

La nuova ISO 15189, norma per | laboratori

anorma ISO 15189 revisionata ¢ stata pubblicata il 6

dicembre 2022, quasi un anno dopo il termine previ-
sto, e recepita da UNI in Italia poco tempo dopo.! Il pro-
cesso di revisione ¢ stato lungo e faticoso, iniziato gia in
ottobre 20182 ha attraversato molteplici versioni della boz-
za e altrettante votazioni. Dai vertici ISO e del Comitato
tecnico competente (ISO/TC 212) sono state ricevute, tra
le altre, alcune importanti direttive, tra cui quelle di usa-
re ISO/IEC 17025:2017 come modello, incorporare 1SO
22870 (la norma per i Point-of-care, POCT), prendere in
considerazione altri documenti ISO pubblicati pertinenti,
con I’obiettivo di evitare anche ripetizioni ridondanti, sta-
bilire collegamenti con ISO 22367 (gestione dei rischi)? la
serie di standard diagnostici molecolari sviluppato da ISO
TC 212 WG4, infine di ridurre 1 requisiti prescrittivi per
privilegiare invece il rischio per il paziente.

SIPMeL, dopo aver partecipato attivamente al proces-
so di revisione, mette a disposizione dei laboratori medici
italiani una serie di documenti di Raccomandazioni, che
contengono la rappresentazione dei principali contenuti
della norma ISO in lingua italiana, qualche riflessione cri-
tica sulla loro natura e i loro obiettivi, le indicazioni per re-
alizzare nel contesto nazionale la qualita delle prestazioni
secondo i requisiti della norma.4-7

Nelle Raccomandazioni SIPMeL Q19 vengono presen-
tati tra 1 requisiti di UNI EN ISO 15189:2023 nel capitolo
7 (Requisiti di processo), clausola 7.3 (processi di esame),
quelli del punto 7.3.7 (validita dei risultati degli esami),
che contiene Controllo di qualita interno (CQI), Valutazio-
ne esterna della qualita (VEQ) e Comparabilita dei risultati
degli esami.8

Le Raccomandazioni Q19 hanno visto la collaborazio-
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ne tra la Commissione Qualita e Accreditamento con il
Gruppo di Studio Informatica e il Gruppo di Studio per
il Management Sanitario. Qui ne viene data una sinteti-
ca presentazione, rimandando ai documenti ufficiali delle
Raccomandazioni per i riferimenti precisi ai punti della
norma ISO e di quelle collegate, nonché alla bibliografia
completa.

Il punto 7.3.7 di ISO 15189:2022 porta il titolo “Garan-
tire la validita dei risultati degli esami”, diverso dal punto
corrispondente della versione 2012 (5.6 Ensuring quality
of examination results) per due ragioni. Innanzitutto per-
ché nel modello ISO 17025 il punto corrispondente 7.7
ha come titolo “Ensuring the validity of results”. Ma so-
prattutto perché “qualita” (secondo ISO 9000 3.6.2 “gra-
do in cui un insieme di caratteristiche intrinseche [3.10.1]
di un oggetto [3.6.1] soddisfa dei requisiti [3.6.4]”)° ¢ un
concetto troppo ampio e generale per attribuirlo alle pro-
cedure dedicate solo al monitoraggio di alcune proprieta
dei risultati degli esami. Per la nostra visione “olistica”
nella qualita si devono comprendere sia misure preventi-
ve che quelle di monitoraggio, con indicatori che coprono
anche processi come taratura, standardizzazione, presenta-
zione dei risultati.!0 11 Nonostante il rischio di ambiguita,
il termine “qualita” rimane nei titoli dei punti norma ISO
15189 “controllo interno” e “valutazione esterna”, forse
per non creare troppe difficolta agli operatori che vi sono
abituati, forse in attesa che si facciano spazio espressioni
piu appropriate.

Monitoraggio dei risultati
con il controllo di qualita interno (CQI)

UNI EN ISO 15189:2023 chiede perentoriamente che il la-
boratorio disponga di una procedura per monitorare la va-
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lidita dei risultati, dove rilevare tendenze e cambiamenti,
applicando tecniche statistiche. La validita dei risultati per
ISO 15189 poggia quindi su quattro pilastri: monitoraggio,
documentazione, statistica, pianificazione e revisione.

Rispettando in questo caso le direttive ricevute, ISO
15189 enuncia alcuni principi sulla procedura del CQI,
senza pero specificarne dettagli e riferimenti. I laborato-
ri medici hanno invece almeno due riferimenti principali
da considerare: ISO 1519812 ¢ CLSI C24.13 Adeguandosi
inoltre alla terminologia del vocabolario internazionale di
metrologia VIM. 14

ISO 15198 ci dice che sebbene i direttori dei laboratori
abbiano la responsabilita ultima delle procedure, il con-
trollo di qualita ¢ una responsabilita condivisa tra produt-
tori e utilizzatori di dispositivi medici [VD.15-17 ]| fabbri-
cante deve stabilire la necessita della validazione del CQI,
in base ai risultati dell’analisi dei rischi per i pazienti. Per i
dispositivi IVD esistenti, le procedure di controllo statisti-
co della qualita, come quelle di CLSI C24, sono adeguate.
ISO 15198 prevede che si stabiliscano lo scostamento da
rilevare, 1 materiali da utilizzare, le concentrazioni da mi-
surare, le linee guida per i limiti da rispettare, le limitazio-
ni della procedura.

Per ISO 15189 la frequenza del CQI deve basarsi sulla
stabilita e sulla solidita del metodo di esame e sul rischio
di danni al paziente. I dati risultanti devono essere registra-
ti in modo tale da poter individuare tendenze e variazioni
e, se del caso, devono essere applicate tecniche statistiche
per esaminare i risultati. I dati del CQI devono essere rivi-
sti a intervalli regolari, con criteri di accettabilita definiti e
in un arco di tempo che consenta una valutazione signifi-
cativa delle prestazioni attuali.

Su frequenza e statistiche, in mancanza di indicazioni
puntuali ISO, SIPMeL raccomanda il documento CLSI
C24,13 dove si trova la metrica Sigma, ovvero il quoziente
tra variabilita accettabile e imprecisione della misura,!8 e
la distinzione tra schemi operativi del tipo a lotti (ad esem-
pio, una micropiastra o una sequenza predefinita di cam-
pioni) rispetto a quelli in modalita continua, (intervallo di
un gruppo di campioni, in base al tempo o al numero).

Per ISO 15189 le regole del CQI per lo stesso esame
dipendono dai diversi contesti clinici. ISO 15189 ammette
I’uso di materiale CQI fornito dal produttore del reagente
o dello strumento, ma raccomanda in alternativa o in ag-
giunta quello di terze parti. Il CQI non si limita ai risultati
delle misurazioni: se si esprimono interpretazioni e opi-
nioni, vanno sottoposte a una regolare revisione tra pari.

SIPMeL Q19 osserva che da quando ISO 15189 richia-
ma il documento ISO 20914 a proposito di incertezza,!?
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il CQI non ¢ piu solo un monitoraggio quotidiano della
validita dei risultati.

CLSI C24 contiene un collegamento a ISO 15189 e vor-
rebbe guidare 1 laboratori medici a soddisfare i requisiti
delle autorita e/o delle organizzazioni di accreditamento.
Si occupa del CQ statistico per le misure quantitative, ne
descrive la pianificazione, I’uso del materiale e dei risultati
di CQ, fornisce infine esempi che descrivono praticamente
la pianificazione del CQ. CLSI C24 non tratta i risultati
qualitativi, CQI con 1 dati dei pazienti, la variabilita pre-
esame, caratteristiche intrinseche del campione come vi-
scosita, trascinamento, influenze di interferenti.

La Raccomandazione Q19 raccoglie in una apposita
tabella le indicazioni per i materiali di controllo da docu-
menti ISO, CLSI e WHO.

Anche per i materiali, in ossequio alle direttive I1SO, la
norma 15189 enuncia alcuni principi, senza specificarne
dettagli e riferimenti. La Raccomandazione SIPMeL Q19
percio aggiunge le indicazioni da diverse guide CLSI.

Innanzitutto, CLSI C24 ammette sia materiali di con-
trollo del fabbricante del sistema IVD, che prodotti da ter-
zi, per lo stesso fabbricante o indipendenti, che prodotti
mescolando campioni di pazienti o altri materiali preparati
in laboratorio, addirittura gli stessi calibratori, purché con
numero di lotto diverso. CLSI include nel C24 i risultati fi-
nali nominali qualitativi (ad esempio, positivo o negativo)
che derivano da una misura numerica quantitativa. Invece
esclude il valore assegnato e la sua dispersione ottenuti
con I’inserto informativo del produttore.

Altri spunti derivano dalle guide per I’immunometria.
Nel documento CLSI I/LA02 (immunofluorescenza e im-
munoenzimatica),?’ si usano controlli negativi e positivi a
titolo basso, unitamente a campioni conservati di pazienti.
In questi casi i confronti dei risultati nominali diventano
concordanza o discordanza. Inoltre, ha un valore per il
controllo di qualita anche la frequenza di alcuni risultati
(negativo, dubbio o positivo). Nella guida CLSI I/LA23
(radioimmunologia e immunoenzimatica),2! si affianca-
no parametri della curva di taratura, come avverra per la
genomica. La guida CLSI I/LA28 (immunoistochimica)?2
prevede il conteggio dei valori ordinali, oppure nominali
se viene applicata una soglia, a cui viene applicata la stima
di precisione.

Utili indicazioni vengono dalle guide CLSI per la mi-
crobiologia. CLSI M27/M44S23 ¢ CLSI M2724 per la mi-
sura di concentrazione minima inibitoria (MIC). CLSI
M22 (terreni di coltura) non prevede una statistica dei ri-
sultati dei controlli. Analogamente, in CLSI M35 (identifi-
cazione di batteri e lieviti) il risultato ¢ del tipo “passa/non
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passa”. Mancano quindi le caratteristiche essenziali per il
monitoraggio. Lo stesso dicasi per CLSI M40 (sistemi di
trasporto microbiologico) e per CLSI M50 per il control-
lo dei sistemi commerciali di identificazione.25 CLSI M58
(MALDI-TOF) non fa eccezione.2¢ La letteratura scienti-
fica, tuttavia, descrive diverse caratteristiche strumentali
utili per la metrologia di MALDI-TOF.27

Si differenzia lo schema proposto dal documento Q2 di
UK Standards for Microbiology Investigations,28 dove si
prevede di esaminare in parallelo due aliquote di campio-
ne, in cieco, da cui ottenere frequenze per la stima degli
errori di identificazione microbiologica.

ISO 15189, CLSI C24 e le Raccomandazioni SIPMeL
Q19 non trattano un tema recentemente salito nell’interes-
se dei ricercatori: la gestione del CQI nei grandi laboratori
consolidati, dotati di molteplici strumentazioni per gli stes-
si esami. In queste situazioni qualcuno propone un CQI in
cui valore atteso, scarti e regole dei singoli strumenti siano
sostituiti dagli stessi parametri derivati dall’insieme degli
strumenti utilizzati. Non esistono regole di controllo quali-
ta attualmente riconosciute per piu strumenti che eseguono
lo stesso esame in un laboratorio o in una rete. Le simu-
lazioni da piu parti pubblicate negli anni possono essere
suggestive, ma hanno importanti limiti.2% A partire dalle
differenze sistematiche tra strumenti, di cui si occupa il
successivo punto sui confronti. Ma anche lascia perplessi
il mescolare indici di dispersione (varianza e scarto tipo)
di strumenti diversi, per il rischio di aumentare falsi nega-
tivi e falsi positivi.3% In questo momento, non pare siano
proponibili alternative migliori del CQI per ogni singolo
strumento.3!

Alternative ai materiali di controllo per CQI

ISO 15189 chiede al laboratorio di usare altri metodi se
non ¢ disponibile materiale adatto al CQI, omettendone
pero dettagli o riferimenti. ISO cita I’andamento dei risul-
tati dei pazienti, ad esempio con una media mobile o una
percentuale di campioni con risultati inferiori o superiori a
valori soglia, oppure il confronto con i risultati di un me-
todo con la stessa taratura, come specificato nella norma
ISO 17511,32.33 o infine con la ripetizione dell’esame dei
campioni conservati di pazienti.

Le Raccomandazioni SIPMeL cercano di colmare que-
sta carenza. Per la media mobile, si tratta di calcoli sui
risultati di pazienti, non su quelli di materiali di CQ, tal-
volta erroneamente proposti.34-37 La media mobile puo ri-
chiedere notevole impegno di lavoro, ma ha il vantaggio di
un monitoraggio continuo, soprattutto negli intervalli tra le
misurazioni CQI con i materiali.

212

LA RIVISTA ITALIANA DELLA MEDICINA DI LABORATORIO

RACCOMANDAZIONI MONITORAGGIO RISULTATI ESAMI

La ripetizione di esami su campioni di pazienti (RPT-
CQ) ha riscosso un certo successo in ambito veterinario.38
In questo caso la differenza tra misure ripetute ¢ il risultato
del controllo, a cui si usano le stesse regole statistiche del
CQ, a partire per esempio da 1-3s.39

Il caso del monitoraggio dei risultati
molecolari

11 laboratorio medico si trova sempre piu di fronte alla sfi-
da dei metodi molecolari. ISO 15189 non fornisce diretti-
ve specifiche, ma CLSI mette a disposizione molti docu-
menti guida. Mentre una buona fonte sugli esami su acidi
nucleici € il documento ISO 17822.40, 41 [SO nota che in
tutto il mondo il controllo di qualita nei laboratori medici
spesso non viene eseguito correttamente. I costi della qua-
lita rappresentano il 22% dei costi diretti del laboratorio.
ISO 17822 prescrive 1’uso di materiali di controllo e ne
descrive i diversi tipi. Il laboratorio deve decidere il tipo e
la frequenza appropriati di utilizzo dei controlli interni ed
esterni, 1 cui risultati devono rimanere entro i limiti pre-
stabiliti.

La Tabella I mostra la quantita e varieta di guide dispo-
nibili per i metodi molecolari, di cui purtroppo ISO 15189
non fa menzione.

Ad esempio, CLSI MMO1 di fronte alla varieta di siste-
mi per esami molecolari per la genetica ereditaria consi-
glia al laboratorio di adeguarsi al proprio#? e raccoglie in
una esaustiva tabella i diversi tipi di controlli utilizzabili.
Per il controllo di quantita e qualita degli acidi nucleici
isolati MMO1 fa riferimento ai documenti CLSI MM13 e
MM23. CLSI MMO3 per le malattie infettive*> descrive
sia controlli con aggiunta di marcatore bersaglio, che ber-
sagli modificati, che controlli eterologhi, vicini al limite di
rilevazione (LoD). Ma aggiunge la prassi di confrontare su
base mensile la percentuale di risultati positivi con i dati
storici.

TABELLA |.—Selezione di documenti CLSI per i metodi molecolari.

CLSI MMO1 (genetica ereditaria): controllo estrazione acido nucleico

CLSI MMO03 (malattie infettive): bersagli controllo, frequenza positivi

CLSI MMO7 (ibridazione in situ a fluorescenza, FISH): numero cellule
positive

CLSI MMO09 (NGS e simili): sistema complesso di metriche

CLSI MM22 (micromatrice per malattie infettive): controlli specifici
per metodo

CLSI MM20 (genetica): controllo umano o sintetico, segnale
numerico, tasso positivi

CLSI MM23 (tumori solidi): controllo estrazione DNA

CLSI MM24 (microorganismi infettivi): precisione, ripetibilita (nella
serie) e riproducibilita (tra le serie)

Settembre 2024
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CLSI MM23 riguarda invece i tumori solidi.44 La ver-
sione di MM23 in preparazione proprio in questi giorni
parla diffusamente dei controlli di qualita, considerando
sia I’eterogeneita delle tecniche che la loro rapida evolu-
zione. Descrive 1 possibili materiali di controllo, partendo
proprio dalla fase di estrazione. Per sequenziamento ge-
netico di nuova generazione (Next generation sequencing,
NGS) prevede controlli di contaminazione, di rilevabilita,
di selettivita. Ma anche una serie di parametri (metriche)
dei campioni e delle varianti, ispirata da CLSI MMO09 e da
ISO 20397-2.

CLSI MMO09 (sequenziamento anche NGS)4 rap-
presenta un complesso sistema di metriche di controllo,
dall’estrazione dell’acido nucleico e fino all’analisi bioin-
formatica dei dati. MMO09 fornisce un elenco di sistemi di
misura con molti esempi. Queste metriche vanno analiz-
zate ogni mese come monitoraggio. Le Raccomandazioni
Q19 rappresentano in sintesi graficamente in una figura
I’approccio descritto da MM09 e MM23. Si prevede un
controllo positivo vicino a LoD con 1 tipi di varianti co-
muni e quelle difficili. Molti dettagli sul tema specifico si
trovano nel documento ISO 20397-2:2021 e in letteratu-
ra.,46-48

CLSI MMO7 (per ibridazione in situ a fluorescenza,
FISH) consiglia il conteggio di cellule con un segnale
anormale in un vetrino di riferimento.4

CLSI MM20 per esami genetici molecolaris9 prevede
controlli con sequenze del genoma umano o controlli sin-
tetici positivo (a livello basso, vicino al LoD, o medio) e
negativo, i cui risultati sono analizzati con grafici e statisti-
che. Sconsiglia I’'uso di un forte positivo perché un rischio
di contaminazione. Per i risultati finali qualitativi va regi-
strano un segnale numerico, ad esempio uno spostamento
nel rapporto genotipico, accanto all tasso di positivita nei
risultati.

CLSI MM22, per esami a micromatrice (Microarray)
delle malattie infettiveS! prevede controlli esogeni o endo-
geni, con livello vicino a LoD, I’'uso di assorbanza a 260
e 280 nm, della fluorescenza alla lunghezza d’onda appro-
priata, di elettroforesi su gel o metodi su colonna, di PCR,
persino di analisi d’immagine sulla micromatrice. MM22
cita linee guida standard nonché aziende e istituzioni da
cui avere reagenti per il controllo qualita. Anche per le mi-
cromatrici in formato chiuso, MM22 raccomanda 1’uso di
controlli positivi e negativi. Infine, MM22 comprende il
controllo di qualita individualizzato, basato su analisi dei
rischi.

CLSI MM24 (genotipizzazione e la tipizzazione dei mi-
croorganismi infettivi)52 non ¢ indirizzato alla diagnostica,
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ma ¢ interessante per i laboratori medici dove descrive ri-
petibilita (precisione nella serie) e riproducibilita (preci-
sione tra le serie). Si misurano da cinque a dieci repliche a
tre diverse concentrazioni (alta, media e bassa). Per NGS,
la ripetibilita deriva dalla concordanza tra sequenza di piu
librerie (almeno tre secondo le linee guida del Wadsworth
Center53) dallo stesso acido nucleico estratto. La riprodu-
cibilita di NGS richiede secondo le stesse linee guida al-
meno tre corse di sequenziamento in giorni diversi.

Il caso del monitoraggio dei risultati POCT

ISO 15189 include oggi i requisiti degli esami POCT pri-
ma fissati da ISO 22870. Pero nel monitoraggio con CQI,
ISO 15189 non menziona gli esami POCT, né riporta linee
guida in proposito.

Le guide CLSI richiamate dalle Raccomandazioni Q19
invece non ignorano il problema. CLSI POCTO07, per la
mitigazione degli errori al punto di cura’* cita molte vol-
te come scontati i controlli di qualita, senza perd entrare
in dettagli. CLSI POCTO08, che riguarda esami non stru-
mentali al punto di cura, come strisce reattive per 1’urina,
esami per il sangue occulto nelle feci ed esami rapidi per
I’influenza a lettura visuale, prevede sia controlli incor-
porati che controlli esterni a imitazione dei campioni dei
pazienti.

CLSI POCT14 concerne esami della coagulazione al
punto di cura.55 Cita sia sistemi di controllo interni (cioé
“a bordo”), che soluzioni di controllo o cartucce elettroni-
che. Viene costantemente fatto riferimento alle istruzioni
del fabbricante, come gia faceva il documento ISO 15198.

In definitiva, I’eterogeneita e la particolarita dei disposi-
tivi POCT costringono a non poter prescindere dalle istru-
zioni specifiche del fabbricante, utilizzando il piu possibile
procedure analoghe agli altri esami di laboratorio.

Il monitoraggio di risultati qualitativi

Gli esami qualitativi sono quelli che misurano la presen-
za o ’assenza di una sostanza o valutano caratteristiche
cellulari come la morfologia. I risultati non sono espressi
in termini numerici, ma in termini descrittivi o qualitativi
come “positivo,” “negativo,” “reattivo,” ‘“non reattivo,”
“normale” o “anormale.” ISO 15189 prende in conside-
razione in diversi punti i metodi con risultati qualitativi:
3.8 esame, 3.29 esattezza, 6.5 taratura, 6.5.3 tracciabilita,
7.3.4 incertezza. Non fornisce indicazioni nel punto 7.3.7
per il monitoraggio dei risultati di questi esami, ma le Rac-
comandazioni Q19 segnalano che i laboratori hanno a di-
sposizione molte altre fonti.

LR N3 ER I3
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Ad esempio, WHO fornisce buone indicazioni per i
risultati qualitativi.’¢ Prevede controlli positivi e negati-
vi per esami con colorazioni o reagenti speciali e misure
con punti finali quali agglutinazione, cambiamento di co-
lore o altri risultati non numerici. I controlli incorporati
nel dispositivo non sono sufficienti, ma vanno affiancati
a materiali di controllo che imitano i campioni dei pa-
zienti, quelli positivi devono essere vicini al valore soglia
dell’esame. Vanno eseguiti preferibilmente una volta al
giorno o con la frequenza raccomandata dal produttore e
registrati ogni volta. Tuttavia, WHO non fornisce istru-
zioni sulle modalita per raccogliere e presentare I risultati
o sulle statistiche da utilizzare. Molti dei controlli propo-
sti vengono utilizzati nella modalita “passa/non passa”,
quindi senza dare informazioni sulla precisione del me-
todo.

ISO 15189 ancora non scioglie il nodo dei risultati
qualitativi, ma stiamo assistendo all’evoluzione delle co-
noscenze. Tra queste, quelle illustrate da EURACHEMS?
e da ISO 2787758 nonché ISO 16393,5° che sviluppano il
concetto di “probabilita” dei risultati qualitativi.6® Da que-
ste stanno derivando proposte semplici per i risultati pu-
ramente qualitativi, non derivanti da soglie, in termini di
precisione e incertezza.ol. 62

Il monitoraggio con la valutazione
esterna della qualita (VEQ)

ISO 15189 chiede al laboratorio, compresi i servizi POCT,
I’iscrizione, la partecipazione a VEQ, quando disponibili,
e la valutazione dei loro risultati. Per Accredia la parteci-
pazione a VEQ ¢ decisiva per la concessione o il mante-
nimento dell’accreditamento.®3 Accredia tuttavia concede
di pianificare la partecipazione a VEQ mediante approccio
basato sul rischio. Non si tratta di licenza di fare o non
fare. Ad esempio, per un esame eseguito nel laboratorio
solo di rado puo essere eccessivo un programma di VEQ
che preveda un esercizio al mese, piu delle sedute previste
nel laboratorio, che in questo caso potra avvalersi delle
alternative alla VEQ elencate nella norma ISO.

ISO 15189 aggiunge considerazioni di dettaglio per gli
operatori coinvolti, le caratteristiche dei programmi e dei
materiali, sul valore atteso e sulle metodologie alternative,
di cui fornisce un ricco elenco.

Questo ¢ uno dei punti in cui il testo di [ISO15189:2023
si discosta dalle direttive originali ISO, estendendosi in
prescrizioni di dettaglio invece di limitarsi alla enunciazio-
ne di principi. D’altra parte, ISO non fornisce riferimenti
a linee guida autorevoli sul tema, come ad esempio CLSI
QMS2464 ¢ CLSI MM14.65 Si notano alcune curiosita nel
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lungo elenco di alternative proposte da ISO. Ad esem-
pio, una delle alternative, la prova in cieco di due o piu
operatori, corrisponde al protocollo del documento UK-
SMI Q2, che lo considera un CQI.28 [’esame di materiali
provenienti da depositi di cellule e tessuti ¢ in sostanza la
ripetizione di esami su campioni di pazienti (RPT-CQ),38
gia descritta come CQI, analoga all’esame di micromatrici
tessutali standardizzate (TMA) come descritto da CLSI I/
LA28 per esami immunoistochimici.o¢

ISO 15189:2023 chiede che i dati VEQ siano rivisti a
intervalli regolari e se non rientrano nei criteri di accet-
tabilita specificati, devono essere intraprese azioni appro-
priate, partendo da una valutazione se la differenza ¢ clini-
camente significativa, rendendo necessaria la revisione dei
risultati dei pazienti e un avviso agli utenti.

La guida CLSI QMS24 prevede piu alternative di ISO
15189: suddivisione del campione, esterne ma anche in-
terne, ripetizione di campioni conservati (audit sample),
esame di calibratori di lotto diverso, confronti del CQI tra
laboratori, seconda interpretazione dei risultati, osserva-
zione diretta dell’esame, correlazioni cliniche, microorga-
nismi surrogati, programmi istituzionali simili a VEQ.

Interessante in QMS24 il confronto per i risultati quali-
tativi. L’appendice D ¢ dedicata alla valutazione statistica
dei risultati qualitativi, con la statistica kappa,®? un indice
da 1 a -1 che confronta 1’accordo dei risultati rilevato con
quello prevedibile in base al caso. Valori superiori a 0,8
sarebbero un accordo elevato, quelli tra 0,6 e 0,8 un ac-
cordo discreto. Con 20 o piu campioni, un valore kappa
superiore a 0.5 ¢ statisticamente significativo e indica che
I’accordo non ¢ interamente dovuto al caso. Q19 ritiene
interessante notare che la statistica kappa si basa su misure
ripetute, diventando cosi un modello di approccio utile an-
che per la stima di precisione e incertezza.

Q19 aggiunge le indicazioni di CLSI MM14, dedicata
a VEQ per esami molecolari. CLSI descrive VEQ con de-
positi di cellule e tessuti, DNA purificato umano, batterico
e virale. Accanto a campioni residui dei pazienti, materiali
sintetici, campioni addizionati di un virus o di un batterio
noto. matrici di carta da filtro. La VEQ molecolare inte-
ressa tutti 1 passaggi dell’esame: estrazione del DNA, pu-
rificazione, sequenziamento, elettroforesi, quantificazione,
interpretazione. Ad esempio nell’estrazione dell’acido nu-
cleico evidenze sperimentali hanno dimostrato differenze
significative tra laboratori,®8: 6 come pure per il sequenzia-
mento’ e per i metodi PCR.7!

Si apprende da MM 14 di VEQ anche per risultati mo-
lecolari qualitativi, dove il risultato corretto puo essere
il consenso dei partecipanti, ad esempio, dell’80%, ma
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puo essere quello di laboratori di riferimento o con pun-
teggi positivi negli ultimi tre esercizi. CLSI descrive i
risultati di un esercizio VEQ espressi come percentuali
di concordanza, da 94% a 100%. Prassi ancora oggi uti-
lizzate.”2

Le Raccomandazioni Q19 mettono in evidenza che i
requisiti per VEQ di ISO 15189 hanno grande importan-
za, spesso la partecipazione con successo a VEQ ¢ tra le
poche evidenze che consentono di confermare la compe-
tenza del laboratorio. Infatti, ISO prescrive la partecipa-
zione a VEQ, o almeno per le sue alternative, anche per
gli esami POCT. Q19 ricorda che dalle VEQ si ricava-
no spesso informazioni sullo stato dell’arte generale dei
metodi di esame anche prima insospettate, indispensabili
per la sorveglianza post-vendita prescritta dai regolamenti
europei.’3-80

Comparabilita dei risultati di strumenti diversi

ISO 15189 include nella stessa clausola CQI, VEQ e com-
parazione di strumenti diversi. Tuttavia il concetto di “mo-
nitoraggio” ¢ applicato solo a CQI e VEQ. Il punto della
norma sulla comparazione sembra ammettere sia 1’uso di
campioni di pazienti per il confronto che materiali CQI,
preferendo il primo solo per i rischi di poca commutabilita.
Non solo, sembra ammettere tutte le alternative descrit-
te per CQI e VEQ. Eventuali differenze avrebbero con-
seguenze su intervalli di riferimento e limiti decisionali,
dopo di che si dovrebbero informarne gli utenti.

Questa parte di ISO 15189 non pud non aver destato
perplessita per diversi motivi: per la terminologia, per la
collocazione nella norma, per le basi scientifiche della pro-
cedura.

Le Raccomandazioni Q19 riprendono sulla terminolo-
gia il Vocabolario internazionale di metrologia (VIM) che
distingue due procedure e due nomi diversi: comparabilita
e confrontabilita.!4 VIM3 2.46 definisce “comparabilita
metrologica” quella di misure con la stessa taratura, men-
tre VIM3 2.47 descrive “compatibilita metrologica” quella
ottenuta da coppie di misure da due strumenti. Il primo
concetto ¢ curiosamente corrispondente a quello che ISO
15189 propone come una delle alternative al CQI, men-
tre il secondo corrisponde alla procedura ISO 15189 nel
punto specifico del confronto tra metodi come validita dei
risultati, nonché alle procedure descritte da CLSI EP31 e
CLSI EP09.

CLSI EP318! era programmato per la revisione nel 2022,
ma invece CLSI gli ha affiancato una guida all’attuazione,
EP311G.82 Un percorso che ci ha lasciato perplessita co-
municate alla stessa CLSI.
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EP31 ¢ pensato per situazioni come cambi di lotto di
reagenti o calibratori, di componenti dello strumento o
procedure di manutenzione, allarmi di CQI o di VEQ. Si
occupa anche degli esami POCT. Dipinge scenari di mo-
nitoraggio frequente (giornaliero, settimanale), periodico
(trimestrale, semestrale) oppure occasionale in risposta a
un allarme. Per quello frequente serve un numero inferiore
di campioni o di repliche di un singolo campione, ma puo
avvalersi del monitoraggio dei risultati dei pazienti, con ad
esempio medie mobili ponderate.$3

EP31 prevede la possibilita di sorvegliare la compara-
bilita mediante i risultati del CQI. Dopo un confronto ini-
ziale dei metodi si mantengono le relazioni numeriche tra
medie del CQI.

La statistica di EP31 per analizzare i risultati si basa su
metodi poco consueti nei laboratori, partendo dall’ordina-
mento in sequenza e parametri come differenza critica e
precisione del metodo, per arrivare a tabelle precompilate
abbastanza complicate. Per gli esami POCT si ipotizzano
altri protocolli, come la cosiddetta griglia degli errori.84 85
La guida CLSI EP311G per I’attuazione di EP3 si avvale
del foglio elettronico CLSI EP31-Ed1-WB, che contiene
tabelle e calcoli.s¢

CLSI EP09 adotta I’approccio con campioni di pazien-
ti, separando la procedura per il fabbricante da quella per
il laboratorio.8 Il laboratorio ¢ infatti tenuto a esamina-
re solo 40 campioni, non 100 come il fabbricante, e puo
limitare 1’analisi dei risultati al grafico delle differenze,
mentre al fabbricante ¢ richiesta un’analisi completa della
regressione. Il diagramma di Bland-Altman ¢ un esempio
di diagramma delle differenze.s8

Le Raccomandazioni Q19 raccolgono esperienze piu
recenti, non considerate da EP31, che usano statistiche
come ANOVA Kruskal-Wallis,8® oppure la regressione
di Passing-Bablok e I’analisi delle differenze secondo
Bland-Altman,% ma anche un semplice test statistico t per
dati accoppiati.®!

SIPMeL ha analizzato le proposte di EP31 e di EP09
con le sue Raccomandazioni del 2016,92 dove si conclude-
va che la proposta di EP31 sia molto piu difficile da mette-
re in pratica, mentre quella di EP09 resta meno impegna-
tiva, pur mantenendo rigorosita scientifica. Recentemente
sono comparse ricerche su metodi alternativi a EP31 per
le comparazioni tra strumenti multipli, ad esempio con
frequenza settimanale.9 Nonostante sembrino dare buoni
risultati, non hanno superato serie difficolta, come la scelta
del valore di riferimento, la garanzia di commutabilita dei
materiali, la tempestivita dei controlli. Non pare possano
sostituire le guide riconosciute sul tema.
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TABELLA |l.—Sintesi delle Raccomandazioni SIPMel Q19.

1. Requisiti di UNI EN ISO 15189:2023 come buona pratica di
laboratorio

2. Conformita a ISO 9001 facilita quella a ISO 15189

3. Documenti dei laboratori, comprese le norme ISO da consultare,
redatti in lingua italiana.

4. Controllo di qualita interno sia per validita dei risultati dei
pazienti che per incertezza di misura.

5. Per CQl secondo ISO 15189 riferirsi a ISO 15198 e CLSI C24

6. Per le attivita di immunologia riferirsi a CLSI I/LAO2, I/LA23, I/
LA28.

7. Per le attivita di microbiologia riferirsi a CLSI M22, M27, M35,
M40, M58 e Q2 di UK-SMI.

8. Per gli esami molecolari riferirsi a ISO 17822 e CLSI MMO1,
MMO07, MM09, MM 13, MM20, MM22, MM23.

9. “Controlli inclusi” e “controlli non inclusi” sono espressioni
preferibili a “interni”.

10 Per il monitoraggio degli esami nei POCT, riferirsi a CLSI POCTO7,

POCTO08, POCT14.

Materiali nella modalita “passa/non passa” non conformi ai

requisiti di CQI ISO 15189.

Giustificazioni delle procedure alternative per il CQI.

CQI statistico per risultati quantitativi e misurazioni quantitative

per risultati finali qualitativi.

Metriche per il CQI generate dal processo stesso.

Monitoraggio dei risultati per i metodi nominali qualitativi o

numerici ordinali.

VEQ per tutti gli esami, compresi POCT.

Riferimenti per VEQ a guida CLSI QMS24 e, per gli esami

molecolari, MM14.

Alternative a VEQ con adeguata motivazione e valutazione del

rischio.

Comparazione tra metodi non per monitoraggio dei risultati.

Comparabilita metrologica dalla stessa taratura, con riferimento

also 17511.

Compatibilita metrologica da risultati di pazienti, con riferimento

a CLSI EPO9.

Comparazione esami POCT con griglia degli errori.

Comparazione metrologica da verifica metodi e monitoraggio

cQl.

11.

12.
13.

14.
15.

16.
17.

18.

19.
20.

21.

22.
23.

Considerazioni conclusive

La Tabella II raccoglie la sintesi delle Raccomandazioni
SIPMeL Q19 per i requisiti di accreditamento ISO 15189
sulla validita dei risultati degli esami. Si possono altresi
esprimere alcune considerazioni sulla clausola della nuova
norma che contiene CQI, VEQ e confronto di metodi.
Dopo la pubblicazione di ISO 2091419 il CQI va oltre
il monitoraggio dei risultati e diventa base per la stima
dell’incertezza di misura.®4 Diversamente da ISO 17025,
I’incertezza strumentale della misura viene scorporata da
quella dei processi preesame e dei processi post-esame.
Tuttavia, molte attivita con I’etichetta CQI non hanno va-
lenza di monitoraggio e quindi di stima dell’incertezza,
ma si limitano a consentire preventivamente 1’esecuzione
dell’esame, in modalita “passa/non passa”. Ad esempio,
I’uso dei ceppi standard in microbiologia per le prove col-
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turali. Una modalita che avvicina piu alle operazioni di
aggiustamento della taratura, ovvero ai calibranti, che al
monitoraggio con CQI.

Alla luce del parallelismo tra CQI e incertezza, ¢ lecito
chiedersi come gestire il monitoraggio dei risultati qua-
litativi, tipo “positivo/negativo”. La stima di incertezza
riguarda sia i risultati numerici quantitativi che quelli che
ricavano un risultato nominale qualitativo dal confronto
con una soglia. Ma ISO 15189 non trascura affatto i risul-
tati nominali qualitativi, a partire dal capitolo di termini e
definizioni. Riconosciuta I’esistenza al punto 3.8, ne pre-
vede un criterio di esattezza al punto 3.29, ne chiede al
punto 6.5.1 la sorveglianza della riproducibilita nel tempo
e al punto 6.5.3 lettera e) la tracciabilita. Lo sviluppo delle
conoscenze scientifiche in materia conduce a valorizzare
in questi casi I’approccio per conteggi o frequenze.

Trattando il monitoraggio con CQIL, ISO 15189 non
menziona gli esami POCT. CLSI invece considera scon-
tato il CQI nei servizi POCT, senza dare dettagli operativi,
salvo richiamare piu volte il ruolo dei produttori dei diver-
si dispositivi, ciascuno per le proprie peculiarita.

Infine, in diversi tipi di metodi (dai vecchi RIA ai nuovi
NGS) la sorveglianza interna della validita dei risultati puo
avvalersi di metriche diverse dalle misure su materiali.

I programmi di VEQ si differenziano dalle attivita di
CQI innanzitutto per la frequenza delle misurazioni di con-
trollo e il valore retrospettivo degli esiti. Invece ai fini del-
le stime di precisione, esattezza e incertezza i programmi
di VEQ, se adeguatamente progettati e realizzati, possono
dare validi contributi. Inoltre, negli esercizi di VEQ non si
rilevano particolari difficolta nella valutazione dei risultati
nominali qualitativi rispetto quelli numerici quantitativi.
La conversione dai tradizionali parametri di posizione e
dispersione (media, varianza, scarto tipo) alle frequenze
anche percentuali di concordanza avviene naturalmente,
senza particolari scossoni.

Il punto con i requisiti stabiliti da ISO 15189 per il con-
fronto di metodi lascia invece diverse perplessita. Non
vengono dati riferimenti sulle procedure e sulle statistiche
per Dinterpretazione dei risultati, non vengono citate le
guide CLSI EP09 e CLSI EP31. La selezione dei materia-
li apre a molte alternative, letteralmente “tutte le opzioni
descritte per CQI e VEQ?”, lasciando ai laboratori il rischio
della scelta. Ma soprattutto appare grossolana la differenza
con le altre modalita di monitoraggio dei risultati, CQI e
VEQ. Mentre CQI e VEQ si eseguono senza interruzioni,
¢ oggettivamente poco plausibile impegnare i laboratori
con elevata frequenza nella comparazione tra metodi. Con
qualunque protocollo riconosciuto, il confronto tra metodi

Settembre 2024



This document is protected by international copyright laws. No additional reproduction is authorized. It is permitted for personal use to download and save only one file and print only one copy of this Article. It is not permitted to make additional copies (either sporadically

or systematically, either printed or electronic) of the Article for any purpose. It is not permitted to distribute the electronic copy of the article through online internet and/or intranet file sharing systems, electronic mailing or any other means which may allow access

to the Article. The use of all or any part of the Article for any Commercial Use is not permitted. The creation of derivative works from the Article is not permitted. The production of reprints for personal or commercial use is not permitted. It is not permitted to remove,

cover, overlay, obscure, block, or change any copyright notices or terms of use which the Publisher may post on the Article. It is not permitted to frame or use framing techniques to enclose any trademark, logo, or other proprietary information of the Publisher.

COPYRIGHT© 2024 EDIZIONI MINERVA MEDICA

RACCOMANDAZIONI MONITORAGGIO RISULTATI ESAMI

¢ un’attivita onerosa, da riservare a particolari occasioni.
Forse non a caso il punto della comparazione manca nel-
la ISO 17025. Le procedure della comparazione (punto
7.3.7.4 di ISO 15189) sono molto vicine a quelle di ve-
rifica dei metodi (punto 7.3.2), forse troverebbe qui una
migliore collocazione.%

Le Raccomandazioni SIPMeL sostengono in definitiva
la necessita di verificare le differenze tra strumenti nel la-
boratorio, nell’ambito delle verifiche iniziali e periodiche,
usando metodologie validate da guide riconosciute. Non
condividono I’affiancamento delle verifiche di differenza
alle attivita consolidate di monitoraggio dei risultati, CQI
e VEQ.

Per sostenere 1’approccio piu conveniente e pratico per
la comparazione di strumenti, la Raccomandazione Q19
richiama la prassi descritta dalla guida CLSI EP31 al pun-
to 6.1.3.1, quella che, prevedendo solo la verifica iniziale
e il monitoraggio continuo con il CQI, consuma meno ri-
sorse, tempo, energia e non richiede statistiche sofisticate.

Le Raccomandazioni SIPMeL Q19 forniscono ai labo-
ratori uno strumento per prepararsi all’accreditamento ISO
15189 con la nuova revisione e rimangono aperte al con-
fronto con ogni tipo di contributo costruttivo.
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