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Il Laboratorio di Diagnostica Clinica

Il laboratorio di diagnostica clinica si avvale di tecniche tipiIl laboratorio di diagnostica clinica si avvale di tecniche tipiche della chimica che della chimica 
analitica, della biochimica e della biologia molecolare,analitica, della biochimica e della biologia molecolare,

nel laboratorio di diagnostica clinica vengono stimati parametrinel laboratorio di diagnostica clinica vengono stimati parametri utili alla utili alla 
biochimica clinica ed alla biologia molecolare clinica;biochimica clinica ed alla biologia molecolare clinica;

la biochimica clinica e la biologia molecolare clinica studiano la biochimica clinica e la biologia molecolare clinica studiano il singolo il singolo 
soggetto malato per raccogliere dati che abbiano valore di provesoggetto malato per raccogliere dati che abbiano valore di prove 
semeiologichesemeiologiche a favore o contrarie alla diagnosia favore o contrarie alla diagnosi formulata dal clinico.formulata dal clinico.

La semeiotica La semeiotica éé unauna disciplina che studia i sintomi ed i segni delle malattie e di cdisciplina che studia i sintomi ed i segni delle malattie e di come ome 
entrambi debbano essere integrati per giungere alla entrambi debbano essere integrati per giungere alla diagnosi.diagnosi.
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IL LABORATORIO DI DIAGNOSTICA ED IL CONTROLLO DI QUALITAIL LABORATORIO DI DIAGNOSTICA ED IL CONTROLLO DI QUALITA’’
Prelievo, raccolta e conservazione di materiali biologiciPrelievo, raccolta e conservazione di materiali biologici
VariabilitVariabilitàà analitica ed errori di misuraanalitica ed errori di misura
Controllo dei metodi impiegati in un laboratorio di diagnosticaControllo dei metodi impiegati in un laboratorio di diagnostica
VariabilitVariabilitàà biologica e valori di riferimentobiologica e valori di riferimento

BIOCHIMICA CLINICABIOCHIMICA CLINICA
Misure spettrofotometriche per la misura di Misure spettrofotometriche per la misura di analitianaliti
Metodi Metodi immunochimiciimmunochimici per la misurazione di antigeniper la misurazione di antigeni
Dosaggi enzimatici dei fluidi biologiciDosaggi enzimatici dei fluidi biologici
ProteomicaProteomica applicata alla diagnosticaapplicata alla diagnostica

BIOLOGIA MOLECOLARE CLINICABIOLOGIA MOLECOLARE CLINICA
Enzimi di restrizioneEnzimi di restrizione
La reazione di PCR nella diagnostica clinicaLa reazione di PCR nella diagnostica clinica
RealReal--Time PCRTime PCR
Prevenzione da contaminazioni in un laboratorio di biologia molePrevenzione da contaminazioni in un laboratorio di biologia molecolarecolare

TESTI CONSIGLIATITESTI CONSIGLIATI
METODOLOGIE DI BASE PER LA BIOCHIMICA E LA BIOTECNOLOGIA, METODOLOGIE DI BASE PER LA BIOCHIMICA E LA BIOTECNOLOGIA, A.J.A.J. Ninfa, D.P. Ninfa, D.P. BallouBallou, , 
Ed. ZanichelliEd. Zanichelli
BIOTECNOLOGIA MOLECOLARE, R.G. BIOTECNOLOGIA MOLECOLARE, R.G. GlickGlick, , J.J.J.J. Pasternak, Ed. ZanichelliPasternak, Ed. Zanichelli
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I campioni biologici impiegati nella diagnostica clinica sono raI campioni biologici impiegati nella diagnostica clinica sono rappresentati da ppresentati da 
sangue, urine, feci, cellule, tessuti, espettorati, liquor, liqusangue, urine, feci, cellule, tessuti, espettorati, liquor, liquido amniotico, ecc. ido amniotico, ecc. 
e vanno trattati in modo differenziato a seconda del tipo di anae vanno trattati in modo differenziato a seconda del tipo di analisi che si deve lisi che si deve 
eseguire.eseguire.

Trasporto e spedizione

Accettazione e verifica idoneità

Sieratura e centrifugazione

Smistamento ai settori analitici

Separazione di proteine o altri 
trattamenti

Conservazione dei campioni.

Prelievo, raccolta e conservazione di Materiali Biologici  
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Prelievo, raccolta e conservazione di Materiali Biologici  

Anticoagulanti utilizzabiliAnticoagulanti utilizzabili

Anticoagulante Naturale

Chelante che rimuove gli
ioni calcio

Compete con il calcio 
plasmatico

Formano complessi poco
solubili con il calcio
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Possibili cause di variazioni pre-analitiche
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Non devono intervenireNon devono intervenire variazioni nella composizione o nelle proprietvariazioni nella composizione o nelle proprietàà del del 
campione campione tra il momento della raccolta del materiale biologico e quello dtra il momento della raccolta del materiale biologico e quello della ella 
misuramisura!!!!

La natura delle variazioni La natura delle variazioni èè prevalentemente di tre tipi:prevalentemente di tre tipi:

FisicaFisica Evaporazione, solubilitEvaporazione, solubilitàà, adsorbimento, , adsorbimento, 
desorbimentodesorbimento, diffusione., diffusione.

BiochimicaBiochimica Alterazione dellAlterazione dell’’omeostasi e delle omeostasi e delle 
compartimentazioni di metaboliti ed elettroliti, compartimentazioni di metaboliti ed elettroliti, 
alterazione dei composti energetici, attivazione di alterazione dei composti energetici, attivazione di 
enzimi proteolitici.enzimi proteolitici.

ChimicoChimico--FisicaFisica Fotolisi, denaturazione, polimerizzazione, Fotolisi, denaturazione, polimerizzazione, 
depolimerizzazione, aggregazione.depolimerizzazione, aggregazione.

Prelievo, raccolta e conservazione di Materiali Biologici  
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Vanno scelte le opportune condizioni chimicoVanno scelte le opportune condizioni chimico--fisiche per il mantenimento fisiche per il mantenimento 
dei campioni biologici:dei campioni biologici:

temperatura di conservazione

conservazione del materiale al buio

rimozione dell’ossigeno molecolare

liofilizzazione

modificazione del pH

aggiunta di sostanze chimiche atte a 
evitare fenomeni indesiderati (inibitori 

di proteasi, crioprotettori, ecc.).

Conservazione di Materiali Biologici
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Caso per caso vanno scelte le strategie migliori per la conservaCaso per caso vanno scelte le strategie migliori per la conservazione, zione, 
considerando anche il tipo di determinazione che si deve effettuconsiderando anche il tipo di determinazione che si deve effettuare. are. 
A volte A volte èè necessario impiegare dei sistemi misti:necessario impiegare dei sistemi misti:

-- deproteinizzazionedeproteinizzazione e raffreddamento per la misura delle raffreddamento per la misura dell’’acido lattico e acido lattico e 
piruvico; piruvico; 

-- aggiunta di aggiunta di glicostaticiglicostatici e raffreddamento per la conservazione del e raffreddamento per la conservazione del 
glucosio; glucosio; 

-- alcalinizzazione con carbonato di sodio, esclusione della luce alcalinizzazione con carbonato di sodio, esclusione della luce e e 
raffreddamento per la conservazione delle porfirine urinarie;raffreddamento per la conservazione delle porfirine urinarie;

-- modificazione del pH e raffreddamento per la conservazione dellmodificazione del pH e raffreddamento per la conservazione della fosfatasi a fosfatasi 
alcalina; alcalina; 

-- aggiunta di inibitori delle aggiunta di inibitori delle proteasiproteasi per la conservazione dei processi per la conservazione dei processi 
fibrinoliticifibrinolitici; ; 

-- aggiunta di sostanze donatrici di gruppi aggiunta di sostanze donatrici di gruppi solfidrilicisolfidrilici ((glutationeglutatione ridotto, ridotto, 
cisteina, DTT, ecc.) per la conservazione della CK.cisteina, DTT, ecc.) per la conservazione della CK.

Conservazione di Materiali Biologici
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Temperatura di Conservazione

 a T ambiente (20°C) 

 
MASSIMO 4 ORE!!!MASSIMO 4 ORE!!!

 a 4°C 

 
2424--36 ORE36 ORE

a –20 o –80°C
Azoto liquido –142°C

 da 7 da 7 gggg fino a fino a 
qualche mesequalche mese

Cicli ripetuti di congelamento e scongelamento Cicli ripetuti di congelamento e scongelamento 
danneggiano irreversibilmente il campione biologicodanneggiano irreversibilmente il campione biologico

ATTENZIONE ALLO ATTENZIONE ALLO 
SCONGELAMENTO!! SCONGELAMENTO!! 

 a 0°C in H2 O-ghiaccio  essenziale per ormoni e essenziale per ormoni e 
metaboliti a vita brevemetaboliti a vita breve
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Variabilità Analitica

Lo scopo della misura di qualunque grandezza (Lo scopo della misura di qualunque grandezza (chimicachimica, , fisicafisica, , chimicachimica--fisicafisica o o 
biochimicabiochimica) ) èè quello di ottenere un valore (quello di ottenere un valore (valorevalore analiticoanalitico) che rappresenti una stima, ) che rappresenti una stima, 
quanto piquanto piùù possibile fedele, del valore vero.possibile fedele, del valore vero.

ATTENDIBILITAATTENDIBILITA’’
 

ÈÈ la qualitla qualitàà che caratterizza un risultato o un metodo analitico. Essa che caratterizza un risultato o un metodo analitico. Essa 
éé determinata da fattori quali la determinata da fattori quali la precisioneprecisione, l, l’’accuratezzaaccuratezza, la , la sensibilitsensibilitàà e la e la specificitspecificitàà..

PRECISIONEPRECISIONE
 

Viene definita come la concordanza fra i risultati di una serie Viene definita come la concordanza fra i risultati di una serie di misure di misure 
distinte (distinte (replicherepliche) ottenute con lo stesso metodo su uno stesso campione. ) ottenute con lo stesso metodo su uno stesso campione. 
LaLa DSDS (deviazione standard) indica  l(deviazione standard) indica  l’’imprecisione (dispersione o variabilitimprecisione (dispersione o variabilitàà analitica).analitica).
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Variabilità Analitica

ACCURATEZZA ACCURATEZZA 
 

In una serie di repliche della stessa analisi, essa In una serie di repliche della stessa analisi, essa èè il grado di il grado di 
concordanza tra il valore medio trovato ed il valore vero. Lconcordanza tra il valore medio trovato ed il valore vero. L’’inaccuratezzainaccuratezza viene calcolata viene calcolata 
come differenza tra il valore medio sperimentale ed il valore vecome differenza tra il valore medio sperimentale ed il valore vero.ro.
SPECIFICITASPECIFICITA’’ 

 

ProprietProprietàà del metodo di dosare solo ed interamente la sostanza del metodo di dosare solo ed interamente la sostanza  
studiata senza subire interferenze positive o negative da parte studiata senza subire interferenze positive o negative da parte di altre sostanze. Non ha di altre sostanze. Non ha 
valore numerico.valore numerico.

1 = metodo impreciso e inaccurato
2 = metodo preciso ma inaccurato
3 = metodo impreciso ma accurato
4 = metodo preciso e accurato
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1 2,19
2 2,12
3 2,20
4 2,17
5 2,20
6 2,10
7 2,22
8 2,26
9 2,15
10 2,30

Taratura p10Taratura p10
Test Volume = 2Test Volume = 2ll

Volume Medio = 2.191Volume Medio = 2.191ll

Imprecisione (Imprecisione (Dev.St.Dev.St.) = 0.061) = 0.061l (2.77%)l (2.77%)

Volume Vero = 2.000Volume Vero = 2.000ll

InaccuratezzaInaccuratezza = Volume Medio = Volume Medio –– Volume Volume 
Vero       0.191Vero       0.191l (9.55%).l (9.55%).

Variabilità Analitica
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SENSIBILITASENSIBILITA’’ ANALITICA ANALITICA 
 

èè ll’’attitudine del metodo a dosare piccole attitudine del metodo a dosare piccole 
quantitquantitàà del componente studiato, non ha un valore numerico.del componente studiato, non ha un valore numerico.

LIMITE DI RIVELABILITALIMITE DI RIVELABILITA’’ 
 

èè la pila piùù piccola quantitpiccola quantitàà di sostanza che il di sostanza che il 
metodo riesce a dosare, ciometodo riesce a dosare, cioèè a distinguere rispetto al bianco, con un a distinguere rispetto al bianco, con un 
limite fiduciario del 95%. limite fiduciario del 95%. 
Dal Dal p.d.v.p.d.v. strumentale può essere definito anche come il rapporto tra il strumentale può essere definito anche come il rapporto tra il 
segnale analitico ed il segnale o rumore di fondo (segnale analitico ed il segnale o rumore di fondo (noisenoise). ). 
Dal punto di vista numerico: Dal punto di vista numerico: limite di limite di rivelabilitrivelabilitàà = 2 DS= 2 DS

LIMITI FIDUCIARI LIMITI FIDUCIARI 
 

per un risultato isolato per un risultato isolato xx ottenuto con un metodo di ottenuto con un metodo di 
cui si sia calcolata la cui si sia calcolata la DSDS su almeno 25 dati sperimentali, i valori su almeno 25 dati sperimentali, i valori x x 

 

2DS2DS 
sono chiamati in termini statistici sono chiamati in termini statistici limiti fiduciarilimiti fiduciari (di confidenza del (di confidenza del 
risultato). Essi sono i limiti di concentrazione entro i quali srisultato). Essi sono i limiti di concentrazione entro i quali si può avere i può avere 
““fiduciafiducia”” che sia compresa la concentrazione che sia compresa la concentrazione ““veravera”” della sostanza (con della sostanza (con 
una una probabilitaprobabilita del 95,5%).del 95,5%).

Variabilità Analitica
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Classificazione degli Errori di Misura

Qualunque misura sperimentale Qualunque misura sperimentale èè affetta da errore. affetta da errore. 

LL’’errore totaleerrore totale èè la differenza tra il valore vero della sostanza dosata ed il vala differenza tra il valore vero della sostanza dosata ed il valore stimato lore stimato 
con il procedimento analitico. con il procedimento analitico. 

EssoEsso èè la risultante di diversi errori di origine diversa che si possola risultante di diversi errori di origine diversa che si possono suddividere in due no suddividere in due 
categorie fondamentali: categorie fondamentali: 

ERRORI SISTEMATICI,ERRORI SISTEMATICI,
ERRORI CASUALI.ERRORI CASUALI.
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Classificazione degli Errori di Misura

ERRORI SISTEMATICI ERRORI SISTEMATICI 
 

Falsano il risultato analitico poichFalsano il risultato analitico poichéé si ripetono in maniera si ripetono in maniera  
““sistematicasistematica”” quando si effettua quellquando si effettua quell’’analisi con lo stesso metodo. Hanno una causa analisi con lo stesso metodo. Hanno una causa 
conosciuta o rilevabile; in genere conosciuta o rilevabile; in genere sisi devonodevono alla scarsa specificitalla scarsa specificitàà o sensibilito sensibilitàà del metodo o del metodo o 
al grado di accuratezza dellal grado di accuratezza dell’’esecuzione analitica.esecuzione analitica.

ERRORI CASUALI ERRORI CASUALI 
 

Sono per principio inevitabili e Sono per principio inevitabili e 
generalmente di piccola entitgeneralmente di piccola entitàà, la loro esatta natura non , la loro esatta natura non èè 
individuabile e le loro cause sono molto varie (pertanto individuabile e le loro cause sono molto varie (pertanto 
gli errori grossolani non rientrano in questa categoria).gli errori grossolani non rientrano in questa categoria). 
SSono imputabili allono imputabili all’’analista ed alle condizioni operative; analista ed alle condizioni operative; 
infatti, nellinfatti, nell’’analisi dello stesso campione, anche analisi dello stesso campione, anche 
operando in modo ineccepibile ed in condizioni analitiche operando in modo ineccepibile ed in condizioni analitiche 
costanti, si ottengono quasi sempre risultati differenti, costanti, si ottengono quasi sempre risultati differenti,  
distribuiti con una certa regolaritdistribuiti con una certa regolaritàà attorno al valore attorno al valore 
medio. medio. 
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Classificazione degli Errori di Misura

ERRORI GROSSOLANI ERRORI GROSSOLANI 
 

Possono essere accidentali e sono dovuti generalmente Possono essere accidentali e sono dovuti generalmente 
allall’’operatore, sono facilmente evitabili, in ogni caso vanno eliminaoperatore, sono facilmente evitabili, in ogni caso vanno eliminati.ti.

ERRORE TOTALE ERRORE TOTALE 
 

In una misura analitica viene definito dalla seguente formula:In una misura analitica viene definito dalla seguente formula:

Dove Dove A = A = variazionevariazione delladella misuramisura effettuataeffettuata nellanella stessastessa serieserie ((precisioneprecisione entroentro la la 
serieserie););

B = B = variazionevariazione dada un un giornogiorno allall’’altroaltro, , ottenutaottenuta dada unouno stessostesso operatoreoperatore susu unouno 
stessostesso campionecampione ((precisioneprecisione frafra le le serieserie););

C = C = variazionevariazione tratra operatorioperatori dellodello stessostesso laboratoriolaboratorio cheche eseguonoeseguono la la stessastessa 
analisianalisi susu campionicampioni identiciidentici ((precisioneprecisione intraintra--laboratoriolaboratorio););

D = D = variazionevariazione frafra laboratorilaboratori diversidiversi ((precisioneprecisione interinter--laboratoriolaboratorio).).

2222 DCBAETot 

COEFFICIENTE DI VARIAZIONE (CV) COEFFICIENTE DI VARIAZIONE (CV) 
 

Nelle determinazioni analitiche, lNelle determinazioni analitiche, l’’entitentitàà 
delldell’’errore aumenta (anche se in modo non proporzionale) in funzione errore aumenta (anche se in modo non proporzionale) in funzione della della 
concentrazione del campione. Pertanto la concentrazione del campione. Pertanto la DSDS non può considerarsi valida in senso non può considerarsi valida in senso 
assoluto, in particolare per campioni a concentrazione diversa. assoluto, in particolare per campioni a concentrazione diversa. Il Il CVCV rispecchia pirispecchia piùù 
fedelmente lfedelmente l’’imprecisione dellimprecisione dell’’esecuzione analitica, comprendendo sia il valore medio esecuzione analitica, comprendendo sia il valore medio 
xx, sia la , sia la DSDS::

100
x

DSCV
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Limiti Accettabili di Errore

Si può Si può controllare lcontrollare l’’accuratezza introducendo in maniera casuale nella serie analiticaccuratezza introducendo in maniera casuale nella serie analitica uno a uno 
(o pi(o piùù) campioni a contenuto noto di ) campioni a contenuto noto di analitaanalita. Il risultato deve divergere dal valore teorico . Il risultato deve divergere dal valore teorico 
non oltre un certo limite predeterminato; non oltre un certo limite predeterminato; tale limite risulta collegato alla DS.tale limite risulta collegato alla DS.

100



 x

Si definisce pertanto la Si definisce pertanto la deviazione percentualedeviazione percentuale del valore trovato del valore trovato xx dal teorico dal teorico 
 

con:con:

Si Si ritieneritiene accettabileaccettabile ll’’accuratezzaaccuratezza, , quandoquando la la deviazionedeviazione percentualepercentuale del del valorevalore trovatotrovato 
daldal teoricoteorico non non superasupera ilil triplotriplo delladella DS DS espressaespressa come CV, come CV, ciocioèè quandoquando::

CVx


 3100



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Limiti Accettabili di Errore

100



 x
000.2
191.2





x

Deviazione PercentualeDeviazione Percentuale

3 x CV = 3 x 2.77% = 8.313 x CV = 3 x 2.77% = 8.31

100
000.2

191.2000.2




%55.9

CVx


 3100


 %31.8%55.9 
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Controllo dei Metodi in un Laboratorio di Diagnostica

I metodi analitici devono essere scelti in funzione dellI metodi analitici devono essere scelti in funzione dell’’accuratezza, della precisione e accuratezza, della precisione e 
della facilitdella facilitàà di esecuzione. Ogni metodo deve essere descritto  in modo dettadi esecuzione. Ogni metodo deve essere descritto  in modo dettagliato e gliato e 
riportare le seguenti indicazioni:riportare le seguenti indicazioni:

 riferimenti bibliografici essenziali;riferimenti bibliografici essenziali;
 principio del metodo;principio del metodo;
 reagenti e soluzioni con modalitreagenti e soluzioni con modalitàà di conservazione delle stesse;di conservazione delle stesse;
 procedimento;procedimento;
 calcolo dei risultati con significato delle costanti impiegate;calcolo dei risultati con significato delle costanti impiegate;
 limiti di riferimento dei valori normali;limiti di riferimento dei valori normali;


 

eventuali ulteriori annotazioni per es. relative ad interferenzeventuali ulteriori annotazioni per es. relative ad interferenze da parte di sostanze e da parte di sostanze 
biologiche o farmacologiche.biologiche o farmacologiche.
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CONTROLLO DI UN NUOVO METODOCONTROLLO DI UN NUOVO METODO

Generalmente viene eseguito dallGeneralmente viene eseguito dall’’autore che lo propone. Comunque, prima di autore che lo propone. Comunque, prima di 
introdurre un nuovo metodo, vanno effettuati i seguenti controllintrodurre un nuovo metodo, vanno effettuati i seguenti controlli:i:
 controllocontrollo delladella precisioneprecisione;;


 
controllocontrollo delladella accuratezzaaccuratezza (prove di (prove di aggiuntaaggiunta standard standard internointerno, , confrontoconfronto con       con       

metodimetodi di di riferimentoriferimento, , eccecc.);.);


 
controllocontrollo delladella linearitlinearitàà di di rispostarisposta;;


 

controllocontrollo delladella stabilitstabilitàà deidei reagentireagenti;;


 
determinazionedeterminazione deidei valorivalori normalinormali..

Controllo dei Metodi in un Laboratorio di Diagnostica
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Classificazione dei Metodi Analitici in base all’Accuratezza

Questo si ottiene facendo lQuesto si ottiene facendo l’’analisi comparativa di due valori misurati sullo stesso analisi comparativa di due valori misurati sullo stesso 
campione, di cui uno campione, di cui uno éé ottenuto con il metodo candidato e lottenuto con il metodo candidato e l’’altro con un metodo di altro con un metodo di 
comparazione che idealmente dovrebbe dare il valore vero. comparazione che idealmente dovrebbe dare il valore vero. 
Secondo il loro grado di accuratezza, i metodi analitici possonoSecondo il loro grado di accuratezza, i metodi analitici possono essere classificati essere classificati 
in quattro tipi:in quattro tipi:


 

MetodoMetodo definitivodefinitivo: : èè un un metodometodo cheche non ha non ha fontifonti di di inaccuratezzainaccuratezza o o 
ambiguitambiguitàà. . EssoEsso ddàà un un risultatorisultato definitivodefinitivo cheche costituiscecostituisce la la miglioremigliore 
approssimazioneapprossimazione del del valorevalore verovero..


 

MetodoMetodo di di riferimentoriferimento: : èè un un metodometodo cheche ha ha unun’’inaccuratezzainaccuratezza trascurabiletrascurabile..


 

MetodoMetodo ad ad erroreerrore notonoto: : èè un un metodometodo in cui in cui èè statastata stabilitastabilita ll’’entitentitàà delldell’’erroreerrore. . 
Se I Se I risultatirisultati vengonovengono corretticorretti per per ll’’erroreerrore èè necessarionecessario cheche questoquesto siasia dichiaratodichiarato..


 

MetodoMetodo ad ad erroreerrore ignotoignoto: : èè un un metodometodo ad ad accuratezzaaccuratezza ignotaignota, , essoesso ddàà un un 
risultatorisultato inattendibileinattendibile..
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Controllo dei Metodi

COEFFICIENTE DI COEFFICIENTE DI 
CORRELAZIONECORRELAZIONE
_          __          _

rr = = 
 

(x(xii -- x) (x) (yyii -- y)  / n y)  / n dsdsxx dsdsyy

Esso indica la correlazione tra Esso indica la correlazione tra  
due metodi analitici, mostrandodue metodi analitici, mostrando 
quanto sia quanto sia ““correttacorretta”” una retta.una retta.

0.90 < r < 0.95 0.90 < r < 0.95 
retta (correlazione) discreta      retta (correlazione) discreta      

0.95 < r < 0.99   buona 0.95 < r < 0.99   buona 

r > 0.99  eccellenter > 0.99  eccellente
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Aumento della Specificità di un Metodo

UnUn’’adeguata specificitadeguata specificitàà può essere ottenuta adottando diverse procedure.può essere ottenuta adottando diverse procedure.
Una prima metodica consiste nella Una prima metodica consiste nella separazione preliminareseparazione preliminare della sostanza da della sostanza da 
dosare (estrazione con solventi, elettroforesi, dosare (estrazione con solventi, elettroforesi, isoelettrofocusingisoelettrofocusing, , 
deproteinizzazionedeproteinizzazione, etc.)., etc.).

Alternativamente si possono usare procedimenti aAlternativamente si possono usare procedimenti a ““selettivitselettivitàà secondariasecondaria”” (senza (senza 
separazione preliminare) che possono basarsi:separazione preliminare) che possono basarsi:


 

sullasulla selettivitselettivitàà di di particolariparticolari reazionireazioni ((reazionireazioni specifichespecifiche 
colorimetrichecolorimetriche o o fluorimetrichefluorimetriche),),


 

sullasulla selettivitselettivitàà di di letturalettura del del segnalesegnale ((lunghezzalunghezza dd’’ondaonda o tempo),o tempo),


 

sullsull’’impiegoimpiego di di metodimetodi direttidiretti a a specificitspecificitàà molto molto elevataelevata ((reazionireazioni 
enzimaticheenzimatiche per per misuraremisurare substratisubstrati)),,


 

sullsull’’usouso di di tecnichetecniche separativeseparative e di e di misuramisura strettamentestrettamente accoppiateaccoppiate..
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La Sicurezza della Qualità nel Laboratorio

Il Il CONTROLLO INTERNO DI QUALITACONTROLLO INTERNO DI QUALITA’’ rappresenta il controllo dellrappresenta il controllo dell’’attendibilitattendibilitàà di un di un 
metodo analitico, esso consente di scoprire e quantificare gli emetodo analitico, esso consente di scoprire e quantificare gli errori analitici del rrori analitici del 
laboratorio stesso ed eventualmente di minimizzarli.laboratorio stesso ed eventualmente di minimizzarli.

LL’’articolo 124 del DPCM articolo 124 del DPCM ((DecretoDecreto del del PresidentePresidente del del ConsiglioConsiglio dei dei 
MinistriMinistri)) del 10.02.84 recita:del 10.02.84 recita:

““Il controllo di qualitIl controllo di qualitàà intralaboratoriointralaboratorio ha lo scopo di garantire ha lo scopo di garantire 
nel tempo lnel tempo l’’affidabilitaffidabilitàà del dato analitico. A tal fine del dato analitico. A tal fine èè fatto obbligo a tutti i fatto obbligo a tutti i 
laboratori di analisi cliniche, per le determinazioni quantitatilaboratori di analisi cliniche, per le determinazioni quantitative di ve di 
impiego corrente:impiego corrente:
--delldell’’uso giornaliero di standard per la calibrazione degli strumenti uso giornaliero di standard per la calibrazione degli strumenti 
analitici;analitici;
--delldell’’uso, con frequenza almeno settimanale, di materiale di controllouso, con frequenza almeno settimanale, di materiale di controllo di di 
titolo noto per il controllo delltitolo noto per il controllo dell’’accuratezza dellaccuratezza dell’’analisi;analisi;
--delldell’’allestimento e dellallestimento e dell’’aggiornamento giornaliero delle carte di aggiornamento giornaliero delle carte di 
controllo con calcolo periodico dei coefficienti di variazione.controllo con calcolo periodico dei coefficienti di variazione.

Nel caso di determinazioni saltuarie, i controlli dovranno Nel caso di determinazioni saltuarie, i controlli dovranno 
essere effettuati di volta in volta; nel caso di test qualitativessere effettuati di volta in volta; nel caso di test qualitativi si dovri si dovràà fare fare 
uso regolare di materiale di controllo rispettivamente positivo uso regolare di materiale di controllo rispettivamente positivo ee/o /o 
negativonegativo””..
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La Sicurezza della Qualità nel Laboratorio

Per eseguire il controllo interno di qualitPer eseguire il controllo interno di qualitàà, bisogna disporre di un , bisogna disporre di un ““materiale di materiale di 
controllocontrollo”” (campione o siero di controllo).(campione o siero di controllo).

Le caratteristiche del campione di controllo devono essere:Le caratteristiche del campione di controllo devono essere:

omogeneitomogeneitàà,,

stabilitstabilitàà nelnel tempo,tempo,

composizionecomposizione chimicachimica--fisicafisica ilil pipiùù possibilepossibile vicinavicina a a quellaquella deidei campionicampioni in in 
esameesame;;

i campioni di controllo devono essere analizzati nella stessa sei campioni di controllo devono essere analizzati nella stessa serie dei campioni in rie dei campioni in 
esame ed in maniera anonima.esame ed in maniera anonima.
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Carte di Controllo della Media

Nel periodo di avviamento del controllo di qualitNel periodo di avviamento del controllo di qualitàà, si inserisce il campione di , si inserisce il campione di 
controllo in ogni serie analitica giornaliera per controllo in ogni serie analitica giornaliera per almentoalmento 20 20 gggg lavorativi consecutivi, lavorativi consecutivi, 
registrando i risultati ottenuti, scartando i risultati analiticregistrando i risultati ottenuti, scartando i risultati analitici aberranti.i aberranti.

Metodo fuori controlloMetodo fuori controllo

Carta di Carta di ShewhartShewhart
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Carte di Controllo della Media
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Metodo della Somma Cumulativa

La media di tutte le determinazioni La media di tutte le determinazioni 
di un certo parametro biochimico di un certo parametro biochimico 
viene giornalmente confrontata viene giornalmente confrontata 
con un valore di riferimento (ad es. con un valore di riferimento (ad es. 
la media di un periodo precedente).la media di un periodo precedente).

La media ottenuta viene sottratta La media ottenuta viene sottratta 
alla media di riferimento e le alla media di riferimento e le 
differenze ottenute giorno per differenze ottenute giorno per 
giorno vengono sommate.giorno vengono sommate.

Il risultato viene quotidianamente Il risultato viene quotidianamente 
graficatograficato sulla carta di controllo.sulla carta di controllo.

Un cambiamento nella pendenza Un cambiamento nella pendenza  
del grafico indica un cambiamento del grafico indica un cambiamento 
delldell’’accuratezza.accuratezza.
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Controllo di Qualità Esterno

Gli stessi campioni vengono fatti Gli stessi campioni vengono fatti 
analizzare da un numero elevato di analizzare da un numero elevato di 
laboratori, allo scopo di ottenere un laboratori, allo scopo di ottenere un 
valore medio reale.valore medio reale.

I risultati ottenuti vengono analizI risultati ottenuti vengono analiz-- 
zati zati graficalmentegraficalmente mediante il mediante il 
diagramma di diagramma di YoudenYouden;;

esso consente il confronto tra i valori di esso consente il confronto tra i valori di  
controllo ottenuti da laboratori diversi che controllo ottenuti da laboratori diversi che  
usano gli stessi reagenti.usano gli stessi reagenti.
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Variabilità Biologica e Valori di Riferimento

EE’’ importante stabilire non tanto i valori importante stabilire non tanto i valori 
““normalinormali”” dei parametri analizzati, ma la dei parametri analizzati, ma la 
probabilitprobabilitàà con la quale, ad ogni con la quale, ad ogni 
intervallo di valori osservati, si può intervallo di valori osservati, si può 
associare una determinata malattia.associare una determinata malattia.

1. I soggetti di riferimento1. I soggetti di riferimento

2. popolazione di riferimento2. popolazione di riferimento

3. gruppo campione di riferimento3. gruppo campione di riferimento

4. i valori di riferimento4. i valori di riferimento

5. distribuzione di riferimento5. distribuzione di riferimento

6. i limiti di riferimento6. i limiti di riferimento

7. gli intervalli di riferimento7. gli intervalli di riferimento

costituiscono una

da cui viene scelto un

sul quale vengono determinati

sui quali viene individuato una

su cui vengono calcolati

che possono definire

possono 
servire
per il 

paragone
con

8. I valori trovati in un soggetto8. I valori trovati in un soggetto
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Fattori che Influenzano i Valori di Riferimento

I principali fattori che possono influenzare i valori di riferimI principali fattori che possono influenzare i valori di riferimento sono di tipoento sono di tipo


 
GENETICOGENETICO: : diverse diverse anomalieanomalie del del metabolismometabolismo vengonovengono trasmessetrasmesse dada genigeni 

recessivirecessivi e in e in moltimolti casicasi non non presentanopresentano manifestazionimanifestazioni patologichepatologiche chiaramentechiaramente 
apprezzabiliapprezzabili, , causandocausando disturbidisturbi metabolicimetabolici di di lievelieve entitentitàà..


 
FISIOLOGICOFISIOLOGICO: : a) a) ll’’etetàà;;

b) b) ilil sessosesso;;
c) c) ll’’eccessoeccesso didi peso;peso;
d) d) ll’’oraora ed ed ilil giornogiorno del del prelievoprelievo


 

ESOGENOESOGENO: : ll’’alimentazionealimentazione, i , i farmacifarmaci in in generalegenerale, , ll’’altitudinealtitudine, , ilil climaclima, , eccecc..
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Presentazione dei Valori di Riferimento

Distribuzione simmetricaDistribuzione simmetrica
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Presentazione dei Valori di Riferimento

Distribuzione asimmetricaDistribuzione asimmetrica
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Logica Diagnostica

Per lPer l’’individuazione della diagnosi, il clinico può adottare una stratindividuazione della diagnosi, il clinico può adottare una strategia che prevede legia che prevede l’’impiego delle impiego delle 
analisi di laboratorio analisi di laboratorio in modo sequenzialein modo sequenziale o o ll’’esecuzione contemporaneaesecuzione contemporanea di pidi piùù test mediante test mediante 
analizzatori automatici.analizzatori automatici.
Per la valutazione clinica di un Per la valutazione clinica di un TESTTEST èè necessario conoscere sia la sua necessario conoscere sia la sua SENSIBILITSENSIBILITÀÀ e la sua e la sua 
SPECIFICITSPECIFICITÀÀ DIAGNOSTICADIAGNOSTICA, sia l, sia l’’INCIDENZAINCIDENZA della malattia nella popolazione osservata, al fine di della malattia nella popolazione osservata, al fine di 
valutare il valutare il VALORE PREDITTIVO,VALORE PREDITTIVO, che ci indica quale percentuale di pazienti con risultati positche ci indica quale percentuale di pazienti con risultati positivi ivi èè da da 
considerarsi ammalata.considerarsi ammalata.

Veri 
Positivi

Falsi
Positivi

Falsi 
Negativi

Veri
Negativi

Malattia
presente

Malattia
assente

TEST
positivo

TEST
negativo

Sensibilità = Veri positivi/tutti i malati
Specificità = Veri negativi/tutti i sani
Valore predittivo positivo = Veri positivi/tutti i 
positivi al test
Valore predittivo negativo = Veri negativi/tutti 
i negativi al test

  100



FNVP

VPclinicaàSensibilit

100
FPVN

VN)clinica(àSpecificit 






37

Logica Diagnostica

1)1) Test ideale o patognomonico, con sensibilitTest ideale o patognomonico, con sensibilitàà e specificite specificitàà clinica del 100%;clinica del 100%;

2)2) Test inutile con sensibilitTest inutile con sensibilitàà e specificite specificitàà clinica del 50%;clinica del 50%;

3)      3)      Test usuale che presenta una zona di sovrapposizione tra valori Test usuale che presenta una zona di sovrapposizione tra valori normali e normali e 
patologici con sensibilitpatologici con sensibilitàà e specificite specificitàà clinica compresa tra il 50 ed il 100%.clinica compresa tra il 50 ed il 100%.
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