
  Risultati studio Sibioc-GISCoR 
nel campionamento del 

materiale fecale  

S. Rapi 



LA NORMA ISO/DIS 15189  
“GESTIONE DELLA QUALITÀ NEI LABORATORI DI ANALISI CLINICHE”  

• Il laboratorio deve stabilire l'incertezza 
delle proprie misure, dove possibile. Tutte 
le componenti dell’incertezza, ritenute 
importanti, devono essere prese in 
considerazione utilizzando appropriati metodi 
analitici (Cfr. “Guide to the expression of uncertainty in 
measurement” emessa da BIPM, IEC, IFCC, ISO, IUPAC, 
IUPAP e OIML)  

 



Bando SIBioC: progetti scientifici in 
tema di armonizzazione. 



Impossibile confrontare metodi su materiale fecale 
Difficile  comparare le risposte analitiche 



Fase pre analitica FIT-Hb. 

• Differenti disegni dei dispositivi di 
prelievo.  

 ..differenti quantità feci 
• Tamponi diversi. 

..diverse quantità di tampone  

..diverso ambiente analitico 



Diagramma di Gannt 
Il progetto finanziato al 50%  

Co-finanziamento GISCoR 

Inizio novembre 2014 

Standardizzazione dei dispositivi di 
prelievo del materiale fecale. 



Dispositivo Teorico 

(mg) 

Recupero 1 

 % (CV)  

Recupero 2  

% (CV)  

Recupero 3  

% (CV 

OC-SENSOR 10 76 (13,2) 97 (11,9) 78 (9,7) 

HM-JACKarc 2 112 (21,3) 121 (8,6) 116 (14,7) 

NS-PLUS 10 56 (30,4) 79 (23,4) 77 (11,7) 

FOB GOLD 10 72 (31,1) 87 (25,5) 92 (14,4) 

Differenze nella quantità di materiale prelevato 
dai dispositivi commerciali per FIT-Hb. 

Fase pre analitica  

Impatto del dispositivo di prelievo 

Valore medio e cv ottenuti da 8 campionamenti su materiale differentemente 
formato (protocollo utilizzato GMEC). 

 recupero dal 50% al 120% dell’atteso 



Fase analitica  

Metodi  
Sistemi 

Dati VEQ 2014 CRR Regione Toscana 
 n = 135 

Differenze (%) tra medie consenso 

Reagenti diversi (lattice, oro colloidale).  
 Riferimenti e standards di calibrazione non 
dichiarati 
 Metodiche lettura (nefelometria, 
rifrattometria). 

… scarti sistematici tra I diversi metodi 



Recupero Hb (%) in presenza di quantità diverse di materiale fecale.  

.. Interazioni tra feci ed ambiente di reazione. 
La risposta dipende dalla quantità di materiale presente   

OC Sensor  

Fase analitica  



..interazioni tra feci e tamponi  
I diversi tamponi forniscono risposte diverse all’aggiunta di 
materiale fecale. 

Buffer 1 
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Buffer 3 
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Variazione (%) in f-Hb  in 3 tamponi commerciali dopo aggiunta di 
concentrazioni diverse di materiale fecale 

in press 

Fase analitica  



… I risultati analitici dipendono da:  
• Tempo trascorso dal campionamento (instabilità 

Hb)  
• Tipo tampone (ambiente reazione) 
• Quantità feci presenti (materiale disperso, pH, 

forza ionica, enzimi, batteri) 

Fase analitica  



WEO Expert Working Group 2012. 
Reporting units: µg Hb/g feci  
• Il materiale campionato non è pesato.  
• Il peso specifico del materiale ha una grossa variabilità. 
• Ci riferiamo alle prove dei produttori su massa raccolta 

ma non esiste nessun protocollo di riferimento. 
 …non è corretto riportare i dati ad un valore teorico. 
 …non è possibile fornire indicazioni per armonizzare 
 campionamento  

Espressione risultati  



Proposta. Espressione risultati  

Idelamente, microgrammi Hb per microlitro di feci che dovrebbero fornire risultati simili a quelli 
ottenuti utilizzando la massa di Hb per massa di feci dato che la densità relativa della massa fecale 
spesso si approssima ad 1-00 e consentirebbe una razionale espressione dei risultati nell’intervallo 
0 ÷ >400 

.. alle aziende che esprimono I risultati come nanogrammi di Hb per mL di tampone 
viene richiesto di fornire informazioni dettagliate e verificate sul volume di feci raccolte e 
sul volume usato nei dispositivi di raccolta per consentire la trasformazione dei risultati 
secondo la formula 
 
 

μg Hb x mL feci = (ng Hb per mL × mL tampone)/(μL feci racccolte) 

.. proper units must be mass 
of hemoglobin per volume of 
feces and not mass of 
hemoglobin per mass of feces 



  

…volume di campionamento  

… possiamo fornire indicazioni 
per armonizzare la fase pre 
analitica  

Richiesta delle specifiche di 
produzione dei dispositivi 



Punti indagati .. 
• Rapporto tra massa raccolta/ dichiarata 
• Massa raccolta fuori dalla regione  di  interesse 

…volume di campionamento  

In revisione IJBM 



Armonizzazione fase pre-analitica 

Due strategie. 
 

• Introduzione di un unico dispositivo 
campionamento  ..basso gradimento da parte 
delle Aziende produttrici. 
 

POSSIAMO USARE VOLUME (mL or mm3) PER 
ARMONIZZARE LE QUANTITA’ RACCOLTE 

• Stimolare la raccolta della stessa quantità di 
materiale …possiamo richiedere un volume 
target di materiale e introdurre dei rapporti 
definiti tra volume di feci e tampone.  



Armonizzazione fase analitica 

1. I test di recupero fatti per diluizione scalare di emoglobina umana 
riportano dati vicini al valore atteso. Rapi et all. biochimica clinica, 2015, 39. 
 

2.  Le interazioni tra tampone e feci inducono variazioni significative 
del segnale e sono metodo dipendente. Rubeca et all. Int J Biol Markers 2015: 30  
 

Possiamo introdurre uno standard per l’emoglobina! 
La ‘master curve’ dei metodi può essere corretta facilmente.  
 

Le interazioni tra feci e tampone possono essere incluse nel 
valore target ? 

E’ possibile costruire la ‘master curves’ considerando 
l’aggiunta di un quantità standard di Hb ed un volume 
standard di feci ? 

Evidenze significative:   



Prototipo. (in produzione con stampante 3D) 
• Volumi campionamento noti 
• Filtro per pulizia dispositivo 
• Aperti posteriormente per consentire uscita tampone. 
• Indicazione direzione campionamento 
• Indicazioni per pulizia parte superiore dispositivo  



Risultati attesi: benefici  
 Riferimenti metrologici corretti !! 
• Stima /riduzione dell’imprecisione legata alla 

fase  pre-analitica. 
• Riduzione variabilità tra metodi.  
• Armonizzazione risultato finale. 
• Maggiore commutabilità risultati analitici ed 

epidemiologici. 
• Semplificazione dei protocolli di comparazione 

dei metodi. 
• Migliori performance ‘cliniche’ dei metodi. 
• ‘Semplificazione’ fase accreditamento test. 



• Revisione modelli produttivi delle Aziende. 
• Sforzo delle società scientifiche per la 

creazione di un percorso condiviso e la 
diffusione del messaggio. 

• Maggiore attenzione dei pazienti in fase di 
campionamento. 

Risultati attesi: costi 



Take home message. 
• Le riflessioni e le informazioni raccolte valgono 

per tutte le analisi su materiale fecale.  
• Per avere un dato quantitativo devo conoscere 

tutte le grandezze coinvolte … ho bisogno di 
riferimenti metrologicamente corretti . 
 

Il prossimo impegno del GdL sarà la 
condivisione del progetto per arrivare ad un 

consenso sull’armonizzazione del 
campionamento da presentare alle Aziende 

ed agli enti ‘normativi’. 



..ricollegandosi al corso pre congressuale 
• L’introduzione di riferimenti metrologici corretti 

è indispensabile per tutte le determinazioni su 
materiale fecale. (DNA, RNA…)  

• Pesiamo il materiale di partenza o il materiale 
analizzato (DNA) dopo estrazione da un volume? 

Take home message. 



Membri attivi GdL: 
Stefano Rapi AOU Careggi. Firenze. 
Tiziana Rubeca. ISPO Firenze. 
Callum G Fraser University of Dundee. 
Filippo Cellai.  ISPO Firenze. 
Margherita Berardi . AOU Careggi. Firenze. 
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