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b LA NORMA 1SO/DIS 15189
“GESTIONE DELLA QUALITA NEI LABORATORI DI ANALISI CLINICHE”

|l 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)
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Bando SIBioC: progetti scientifici in
tema di armonizzazione.
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Milana, 11 Agosto 2014

Dott. Stefano Rapi
Laoratorio Centrale, Ospedale Careggi,
Firenze

OGGETTO: comunicazicne relativa al firsnziamento del progetto “Standardizzazions dei disposithn di
predievo del materiale fecale.”

Carizsimo Dotk Rapi
A nome dells Commissione mi congratulo con Lei per Fottimo progetto presentato.

Il progetto ben risponde ai requisiti del bando, & presentato in modo sccurato chisro & dettaglisto e
riguarda un aspetto critico come ls fase preanaliticn di un rilevante biomarcatore quale il sangue ootwito
neldle feci [FOB). Frasenta possibili importanti ricacute sin par Ia SIBioC & sia per Finters comunita dells
medicing & laboratoric. |l progettc ha inoltre prospettive di espansions & livello Ewropes. Propric in vista di
possibill supporti (anche & livello internazionale), la Commissione ha deciso di co-financiare [30%] il

progetio (10000 Eura).

Requisito fordamentale per la concassions del finanzismento & che Lsi sia in grado of dimostrare che,
enche attraverso b disponibilita di finanziamento da altre fonti, sis comungue in graco di portare & termine
il progetto. Per quanto riguards il coimvolgimento Eurcpeo le suggerisco di mettersi in contatto com a

Dott.ssa Ane-Maria Simundic (ana-mars simurdic®kbcim hr) dal WE Fresnalytical Prase della EFLM per
cresare un Tasks and Finish Group sull'argomento preanalitca el FOB.

Le chizdo che tutts i documentazions & |2 eventusli pubblicazioni che dal progetto dovessero derivare
rinorting sempre il riconoscimento formale del co-finanziamento di SIBioC & questa iniziativa.

La prege di mettersi in contatto con |2 Segreteria, @ partiee gal mese o Sattembre, par definire ls mocaits
con cui ottenere I'erogazione dei fondi richiest.

Cordiali saluti

Il Presidente S18ioC — Medicina di Laboratorio
Ferrucdo Ceriotti
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GISCoR Impossibile confrontare metodi su materiale fecale
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Sereening  Difficile comparare le risposte analitiche

31 e195-€202 ORIGINAL ARTICLE
DOl 105301/1BM 2012.9143

It Biok Markers 2

Overall evaluation of an immunological latex agglutination
system for fecal occult blood testing in the colorectal cancer
screening program of Florence

Tiziana Rubeca', Benedetta Peruzzi’, Massimo Coniortini', Stefano Rapi®

‘Cancer Prevention and Research Institute (ISPO), Florence - ltaly
Central Laboratory, Laboratory Department, Careggi Hospital, Florence - taly
Fig. 1 - Summary of the study.
* Jack Bc. Jack method with base co-
| invited 10,000 | —» [Responders 5,044 (50.44%) | —s [ 10 inadequate (0.2%) efficient (nomalization facior=12.5)
7 Jack & 3 OC (n.s.) ** Jack Fc. Jack method with final co-
t efficient (normalization factor=9).

| same responce 4,815 (95.6%) |+ evaluables 5,034 }— [Different 219 (4.3%) |

[ Positive yack or oC 352 (7%) | <J—> Both Negative 4682 (93%)

DE GRUYTER D01 101515 /cclm-2004-0115 === Clin Chem Lab Med 2014; acp

gfsmve 175 g?ffgo Callum G, Fraser*, Tiziana Rubeca, Stefano Rapi, Li-Sheng Chen and Hsiu-Hsiu Chen
- _ = L - -
[Assessed: 306] fomt 2 roepe Faecal haemoglobin concentrations vary with
k Bc* CRC =
Posttve 310 | = [ ach -0 sex and age, but data are not transferable across
Refused 40 Negative = 202 .
T T geography for colorectal cancer screening
Jack Fe* | _, [cre=9
Positive 265 AdA =58 Diana system vs arc system
Refused 34 Negative = 164
420
390 i o $
Int ] Biol Markers 2012;27 (3): ¢195-¢202 ORIGINAL ARTICLE = =
DOI: 10.5301/)BM.2012.9343 300 :
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Overall evaluation of an immunological latex agglutination 3 T |
.o ] e 3
system for fecal occult blood testing in the colorectal cancer g - .
. I3 hd e s | - 1
screening program of Florence ¥ i i s - -~
i F a3 . e 4
Tiziana Rubeca', Benedetta Peruzzi’, Massimo Confortini’, Stefano Rapi® & H 20 40 Py 80 100 120 140 160 180 200
Diana (pg/g)

'Cancer Prevention and Research Institute (ISPO), Florence - Italy

“Central Laboratory, Laboratory Department, Careggi Hospital, Florence - Italy
Figures 5. Analysis of 188 ABS (106 positive samples and 82 negative) collected with
specific sample devices and performed on the appropriate systems .
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i Fase pre analitica FIT-Hb.

ColoRettale
Int) Biol Markers 2014; 00 (00): 000-000 OPINION LETTER
DOI: 10.5301/jbm.5000093

How to improve the performances of Fecal Imnmunological Tests
(FIT): Need for standardization of the sampling and pre-analytical
phases and revision of the procedures for comparison of methods

Stefano Rapi', Tiziana Rubeca?, Callum G. Fraser®

Improving performances of Fecal Immunological Tests

Fig. 1 - Specimen collection devices
and probesipickes used by different
manufacturers for fecal immunochem-
ical test for hemoglobin analytical
systems.

* Differenti disegni dei dispositivi di
prelievo.
..differenti quantita feci

OC-SENSOR Diana FOBGold WS-PLUS HM-JACK HM-JACKaC

. . .
(Eiken Chemical CO., Japan)  (Sentinel CH, SpA. haly) {Airesa Phatma CO, Japar) (Kyowa Medex CO, Japan) ® Ta m p o n I d Ive rs I °

..diverse quantita di tampone
..diverso ambiente analitico

GISCoR 2016



ciscor  Standardizzazione dei dispositivi di
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St prelievo del materiale fecale.

. ] Il progetto finanziato al 50%
Diagramma di Gannt

= Acquisizione sistemi
disponibili

— = Indagine deisistemi Co-finanziamento GISCoR
Isponibil

Verifica dispositivi
prelievo

Valutazione rapporto
analita / tampone

e Scelta design dispositivo
a prelievo

=== Creazione prototipo

Validazione collaudo Inizio novembre 2014
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Fig. 2 - Example of a standardized design for probe/pickers for fecal spec-
imen collection and a suggested relationship between sample size and |§_
e buffer volume to reduce the overall specimen collection variability. }
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sz Impatto del dispositivo di prelievo
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ColoRettale

Fase pre analitica Differenze nella quantita di materiale prelevato
dai dispositivi commerciali per FIT-Hb.

Recupero 3

Dispositivo Teorico Recupero 1 Recupero 2
(mg) % (CV) % (CV)

% (CV

OC SENSOR 76 (13,2) 97 (11,9) 78 (9,7)
2 112 (21,3) 121 (8,6) 116 (14,7)
NS-PLUS 10 56 (30,4) 79 (23,4) 77 (11,7) E
FOB GOLD 10 72 (31,1) 87 (25,5) 92(144)
Valore medio e cv ottenuti da 8 campionamenti su materiale differentemente
formato (protocollo utilizzato GMEC).
... recupero dal 50% al 120% dell’atteso
GISCoR 2016
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Dati VEQ 2014 CRR Regione Toscana
160 n=135

140
120 _M

Reagenti diversi (lattice, oro colloidale).

80 Riferimenti e standards di calibrazione non
NS Plus . e .

60 - dichiarati

40 4 0CSensor Metodiche lettura (nefelometria,

23 rifrattometria).

liInvio Illnvio IVinvio Vinvio Vlinvio
B ABBOTT ARCHITECT
m BECKMAN DX
Diffe edie consenso PN 5

m COBAS 6000

H Agglutination M EUROLYSERSMART

m Agglutination Colloidal Golg W NEMESYS

|} t hi
mmuno crematographic B NS PLUS OTSUKA
B Immuno enzimatic
B OC-SENSORDIANA
m Immuno fluoressence
= OC-SENSORMICRO
o Immuno turbidimetric Met 1
W SENTIFIT
= Immuno turbidimetric Met 2
B SYNCHRON LX20 BECKMAN

= Nefelometric

odi
... scarti sistematici tra | diversi metodi
GISCoR 2016
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.. Interazioni tra feci ed ambiente di reazione.
Larisposta dipende dalla quantita di materiale presente

OC Sensor
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Recupero Hb (%) in presenza di quantita diverse di materiale fecale.
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GISCOR "

s Fase analitica
..Interazioni tra feci e tamponi
| diversi tamponi forniscono risposte diverse all’aggiunta di
materiale fecale.

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

120
115 @
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o 110 ®
§ v
fo) 105 o
T . - ® Buffer 1
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Fase analitica

. | risultati analitici dlpendono da:

. Tempo trascorso dal campionamento (mstablllta ‘
Hb)

* Tipo tampone (ambiente reazione)

* Quantita feci presenti (materiale dlsperso pH
forza ionica, enzimi, batteri)




Giscor  Espressione risultati

Ital:.ano
“'g Advarme Access ubl\catlun on April 2, 2012 For Pérmissi aaaaaaaaaaaaaa : journals err‘n sssssss @oup.com
Colanettale P pris P ! : :

A Proposal to Standardize Reporting Units for Fecal
Immunochemical Tests for Hemoglobin

C llum G. Fraser, James E. Allison, Stephen P. Halloran, Graeme P. Young; on behalf of the Expert Working Group on Fecal
mmunochemica IT f Hemogl obin, Colorectal Cancer Screening Committee, World Endoscopy Organization

WEO Expert Working Group 2012

Reporting units: pg Hb/g feci

* |l materiale campionato non e pesato.

* |l peso specifico del materiale ha una grossa variabilita.

e Ciriferiamo alle prove dei produttori su massa raccolta
ma non esiste nessun protocollo di riferimento.

...non e corretto riportare i dati ad un valore teorico.

...non e possibile fornire indicazioni per armonizzare
. campionamento
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&5 Proposta. Espressione risultati
. et proper units must be mass
oxrom e of hemoglobin per volume of
CORRESPONDENCE feces and nOt mass Of
{mimunochemical Tests or Hemoglobin hemoglobin per mass of feces

Callum G. Fraser, Stefano Rapi, Tiziana Rubeca

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 densita 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 | 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

2

> 1ug Hb x mL feci = (ng Hb per mL x mL tampone)/(uL feci racccolte)
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Richiesta delle specifiche di
produzione dei dispositivi

adilen, GISCoR
Gruppo
Ltaliang
Scraend
Colofettale
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Florence. January 25, 2016.

To the manufacturers of FIT-Hb sampling devices.
Alfresa Pharma Corp, Japan

Eiken Chemical Co. Ltd, Japan
Kyowa Medex Co Ltd, Japan
Sentinel CH. SpA, Italy.

In the behalf of the Inter — Society Working Group on pre-analytical of FIT we kindly
reguest that you provide us the information about your sampling devices (specimen cellection
devices, pickers).

The WG is investigating the amount of faeces collected with the different sampling devices
and we would appreciate details on the volume of faeces collected in your device(s).

We also would like to know the theoretical volume of sample collected by your device and
delivered into the buffer. The considered volume should correspond to the free volume of the
probe, picker or dipstick, used by your company. We would appreciate if you could provide us this
infarmation.

The importance of this information was explained in our letter, recently published on the Journal
of National Cancer Institute (2015 Oct 16; 108, n*1) in attached.

Thanking you in advance for your kind collaboration, the active members of the WG.
Dr. Stefano Rapi, Pref. Callum G Fraser, Dr. Tiziana Rubeca

Best regards

Jﬁg’%ﬂaw@" :



=== ..volume di campionamento
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Table 1: Volumes estimated by geometric calculation of commercial sample collection devices, amount

of faeces recovered (mean and sd), in and out of the VOI (materials collected on the top of the

dipsticks): the ratio between recovered materials and sampling volumes (mg/mm3): the amount of

faeces targeted by manufacturer and the ratio (%) between collected and targeted amount of materials

for tested SCDs. mm’>

Device GFV *
mm’

OC-Sensor 32.64
NS-Plus 31.98
HM-Jack-Arc 18.24
FOB-Gold 323

*Geometric Figure Volume
**Sampling Region Volume

*#*¥Volume of Interest

Punti indagati ..

e Rapporto tra massa raccolta/ dichiarata
e Massa raccolta fuori dalla regione di interess

SRV **
]_'[]]‘_'[13
24.42
24.88
15.16

22.86

VO
H_"Illl3
8.22
7.1
3.08

9.44

Collected outof VOI Recovery Target

mg mg mg/mm’ mg
8.3£0.97 0.45+£0.22 0.64 10
7.08+=1.48 1.03 £0.62 0.46 10
2.38+0.35 0.76 £0.65 0.77 2
8.36+193 0.53+0.29 0.54 10

In revisior

h 9.07 mm
h 9.42 mm

h 6.00 mm

0OC Sensor NSPlus HMJackArc (Kiowa- FOB GOLD
(Eiken, Co Japan) (Alere, Colapan) Medex Co Japan (Sentinel, Coltaly)

Figure 1: 2D X-ray images of sampling regions of tested sampling collection devices.

h 8.08 mm
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Due strategie.

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

POSSIAMO USARE VOLUME (mL or mm?3) PER
ARMONIZZARE LE QUANTITA’ RACCOLTE

e Stimolare la raccolta della stessa quantita di

materiale ...possiamo richiedere un volume
..,  target di materiale e introdurre dei rapporti
‘2 definiti tra volume di feci e tampone.
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Armonizzazione fase analitica

Evidenze significative:

1. | 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 'emoglobina!
La ‘master curve’ dei metodi puo essere corretta facilmente.

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

E’ possibile costruire la ‘master curves’ considerando

'aggiunta di un quantita standard di Hb ed un volume
_standard di feci ?

O
by =
& =,
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Prototipo. (in produzione con stampante 3D)

e Volumi campionamento noti
* Filtro per pulizia dispositivo
e Aperti posteriormente per consentire uscita tampone.
* Indicazione direzione campionamento

* Indicazioni per pulizia parte superiore dispositivo



e Risultati attesi: benefici
" Riferimenti metrologici corretti !!
e Stima /riduzione dell’imprecisione legata alla
fase pre-analitica.
* Riduzione variabilita tra metod..
e Armonizzazione risultato finale.
e Maggiore commutabilita risultati analitici ed
epidemiologici.
 Semplificazione dei protocolli di comparazione
dei metodi.
 Migliori performance ‘cliniche’ dei metod.,.
S'Semplificazione’ fase accreditamento test.
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ED Risultati attesi: costi

 Revisione modelli produttivi delle Aziende.

» Sforzo delle societa scientifiche per la
creazione di un percorso condiviso e la
diffusione del messaggio.

e Maggiore attenzione dei paZ|ent| in fase di
campionamento.
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Take home message.

..ricollegandosi al corso pre congressuale

* 'introduzione di riferimenti metrologici corretti
e indispensabile per tutte le determinazioni su
materiale fecale. (DNA, RNA...)

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