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RIASSUNTO

1l lavoro dei laboratori non si esaurisce con i risultati delle misurazioni o degli esami. Tuttavia, esistono differenze significative tra
i laboratori medici e i laboratori di prova per quanto riguarda la gestione dei risultati. I laboratori di prova si sono sempre trovati
a dover interpretare i risultati delle misurazioni per prendere decisioni, in relazione ai destinatari dei rapporti di prova, sulla base
di valori soglia e dell’incertezza di misura. Nei laboratori medici, I’approccio € piuttosto diverso. Per i requisiti di accreditamento
ISO 15189, ai destinatari dei risultati delle prove vengono forniti criteri interpretativi basati su intervalli di riferimento, limiti
decisionali e differenze rispetto ai risultati precedenti. A tal fine sono disponibili linee guida in costante miglioramento. Tuttavia,
emergono punti critici di cui i laboratori devono tenere conto, che riguardano sia aspetti formali che di contenuto. Alcune di queste
questioni critiche sono state evidenziate nelle raccomandazioni ufficiali del SIPMeL. La ricerca scientifica ha fornito ulteriori con-
tributi anche dopo la pubblicazione delle Raccomandazioni SIPMeL e questa nota ne raccoglie alcuni significativi, per esaminarli
criticamente. La revisione dell’utilizzo degli intervalli di riferimento secondo le indicazioni attuali di standard e linee guida puo
modificare molto la pratica del laboratorio medico e favorire I’inquadramento piu corretto delle prestazioni cliniche degli esami.

(Per citare questo articolo: Pradella M. Intervalli di riferimento e limiti decisionali nelle raccomandazioni SIPMeL per accredita-
mento ISO 15189 del laboratorio medico. Riv Ital Med Lab 2026 Sep 11. DOI: 10.23736/S1825-859X.26.00349-X)

ABSTRACT

The role of laboratories does not end with the results of measurements or tests. However, there are significant differences between
medical laboratories and testing laboratories in how they handle results. Testing laboratories have always been confronted with
the interpretation of measurement results to make decisions, in relation to the intended users of test reports, based on threshold
values and measurement uncertainty. In medical laboratories, the approach is quite different. For ISO 15189 accreditation require-
ments recipients of test results are given interpretive criteria provided by reference intervals, decision limits and differences from
previous results. Constantly improving guidelines are available for this. However, critical points emerge that laboratories must
take into account, involving both formal and content aspects. Some of these critical issues have been highlighted in the official
SIPMeL recommendations. Scientific research continued to contribute new insights even after the publication of the SIPMeL
Recommendations, and this note compiles some of the most significant ones for critical analysis. Revising the use of reference
intervals in accordance with current standards and guidelines can significantly change medical laboratory practice and promote a
more accurate assessment of the clinical performance of examinations.
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Introduzione: il Progetto M2 parte seconda,
risultato dell’'esame e regole decisionali

Grazie al lavoro congiunto dei Gruppi di Studio SIPMeL
“Evidence Based Laboratory Medicine™!, “Norma-
tiva sanitaria” (gia “Management sanitario”)?, “Informa-
tica”3 e la Commissione Nazionale per la Qualita4 si sta
sviluppando il progetto “M2 Raccomandazioni per Accre-
ditamento ISO 15189 del laboratorio medico: requisiti per
le relazioni con pazienti e medici curanti”. M2 fa seguito
alle Raccomandazioni M1 (“requisiti per organizzazione
e direzione”),5-7 che partivano dai capitoli 5 (requisiti di
organizzazione e direzione) e 8 (requisiti del sistema di
gestione) dello standard ISO 15189.8

Lavorando alle Raccomandazioni M2, ¢ emersa 1’op-
portunita di dividere la materia in almeno tre parti: la pri-
ma, partendo dai requisiti ISO 15189 del capitolo 4 (im-
parzialita, riservatezza, garanzie dei pazienti), la seconda
dalla clausola 7.3.5 (Intervalli biologici di riferimento e
limiti decisionali clinici), la terza dalle clausole 7.3.6 (Do-
cumentazione delle procedure di esame) ¢ 7.4.1 (Presenta-
zione dei risultati degli esami). Quindi la parte seconda ¢
stata completata e approvata dal Consiglio Nazionale il 5
ottobre 2025! ed ¢ stata successivamente messa a disposi-
zione dell’intera comunita scientifica, nazionale e interna-
zionale.2 Nella Tabella I sono estratte alcune Raccomanda-
zioni del documento SIPMeLL M2 parte seconda.

Decidere in base ai risultati nei laboratori
di prova secondo ISO 17025

La versione vigente di ISO 15189 ¢ stata confezionata par-
tendo da ISO 17025, come prescritto dai vertici ISO.3

Sia i laboratori di prova accreditati secondo la norma
ISO 17025 che i laboratori medici accreditati secondo la
norma ISO 15189 devono stimare I’incertezza di misura e
fornire criteri per I’interpretazione dei risultati delle misu-
razioni. Ma devono agire in modi diametralmente opposti.4
ISO richiede ai laboratori di prova e di taratura di fornire,

ISO 15189 INTERVALLI E LIMITI

insieme al risultato, un’indicazione dell’incertezza — un
dubbio (secondo la nuova definizione’) — sulla base della
quale occorre comunque prendere una decisione.® Al con-
trario, ISO richiede ai laboratori medici di fornire a medici
e pazienti una convinzione di sicurezza — una base suf-
ficientemente solida su cui fondare le decisioni cliniche,
procedere con gli accertamenti o le cure e andare avanti’
(Tabella II). Non ci si deve stupire, percio, se nella real-
ta si vedano comportamenti non sempre coerenti, perché
le differenze tra i due tipi di laboratorio non sono sempre
cosi nette. La materia non ¢ cosi semplice come sembra,
confrontare i due approcci aiuta a comprendere il contesto
in cui si colloca il tema.

I laboratori di prova per ottenere I’accreditamento ISO
17025, devono definire regole decisionali per i risultati
di ciascuna prova, comunicare tali regole ai clienti che
richiedono una dichiarazione di conformita, documenta-
re il livello di rischio considerato per ciascuna regola e
applicare la regola anche per la taratura degli strumenti.
La fonte normativa si trova nella Guida ISO 98, Parte 4,8
dove compaiono le definizioni di regole decisionali, in-
tervalli di copertura, intervalli di tolleranza, intervalli di
accettazione e bande di sicurezza. Altri riferimenti sul
tema sono il documento International Laboratory Accre-
ditation Cooperation ILAC G8° e quello EURACHEM.10
In estrema sintesi, secondo le guide la regola decisionale
deriva dall’incertezza di misura, il concetto di «tolleranzay
differisce da quello utilizzato in statistica (purtroppo) e il
«margine di sicurezza» consiste in un intervallo aggiunto
all’intervallo di accettazione quando il rischio di falsi rifiu-
ti & considerato elevato (Figura 1).

EURACHEM utilizza il termine «specifica» come si-
nonimo di «tolleranzay, distingue tra “accettazione sem-
plice”, accettazione con una “banda di salvaguardia”, ac-
cettazione “condizionata” o “inconcludente” (che ILAC
definisce “non binaria”) e, infine, accettazione “in due
fasi”. La “fascia di sicurezza” ¢ tipicamente un multiplo
dell’incertezza, scelto in base alla probabilita del rischio

TABELLA |.—EStratto dalle Raccomandazioni SIPMel M2 parte seconda.’

5. intervalli di riferimento e limiti decisionali clinici devono restare distinti. Gli intervalli non sono collegabili a sensibilita e specificita

6. gli studi tradizionali e i metodi “verifica su larga scala” e “trasferimento mediante confronto”, sono adatti per fabbricanti e grandi istituzioni.
7. il laboratorio medico pu0 acquisire intervalli proposti da altri laboratori qualificati o da fabbricanti e verificarli con metodi riconosciuti.

8. ai laboratori con meno risorse si raccomanda il metodo binomiale su piccola scala.

9. ai laboratori medici che eseguono un volume elevato di esami e dispongono di strumenti informatici adeguati, si raccomandano i metodi

“indiretti”

10. accompagnare i risultati degli esami preferenzialmente con limiti decisionali

11. curare I'armonizzazione dei risultati

12. La stima delle prestazioni cliniche degli esami richiede soglie o limiti decisionali
13. concordare con i medici curanti di riferimento le prestazioni diagnostiche (sensibilita, specificita, valori predittivi) dell'esame.
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TaBELLA Il.—Norme ISO relative alle decisioni basate sui risultati di misurazioni o analisi di laboratorio: un confronto tra la norma

ISO 170256 e la norma ISO 15189.7

ISO 17025

I1SO 15189

3.7 Regola decisionale: ...descrive in che modo si tiene conto
dell'incertezza di misura quando si dichiara la conformita a un
requisito specificato

7.1.3 ... una dichiarazione di conformita a una specifica o a una norma
per la prova o la taratura (ad es. superato/non superato, entro
tolleranza/fuori tolleranza); la specifica o la norma, ... la regola di

3.2 Intervallo di riferimento biologico: ... intervallo della distribuzione

dei valori rilevati in una popolazione di riferimento biologica. ...
comunemente definito come l'intervallo centrale al 95%. ... In alcuni
casi, ... sarebbe inferiore o uguale a «x». Nota 4 alla voce: Termini
quali «intervallo normale», «valori normali» e «intervallo clinico»
sono ambigui e pertanto se ne sconsiglia 'uso.

decisione scelta deve essere comunicata al cliente e concordata con 3.3 Limite decisionale clinico: risultato dell'esame (3.8) che indica un

€sso.
7.8.6.1 Quando viene fornita una dichiarazione di conformita a
una specifica 0 a una norma, il laboratorio deve documentare il
criterio decisionale utilizzato, tenendo conto del livello di rischio (ad
esempio, falsi positivi e falsi negativi e ipotesi statistiche) ....

rischio maggiore di esiti clinici avversi o che e diagnostico per la
presenza di una malattia specifica ...

7.3.5 ... I valori di riferimento biologici forniti dal produttore possono

essere utilizzati dal laboratorio, purché sia verificata la popolazione
su cui si basano tali valori ...

7.8.6.2 Il laboratorio deve indicare nella dichiarazione di conformita, ... 7.4.1.6 Requisiti relativi alle relazioni: ... h) intervalli di riferimento

¢) il criterio decisionale applicato ...
A.2.3 ... — l'utilizzo di una regola decisionale adeguata per stabilire la
conformita;

biologici, limiti decisionali clinici, rapporti di verosimiglianza o
diagrammi/nomogrammi a supporto della decisione clinica ...

La tabella B.2 della norma ISO 151897 (confronto tra la norma ISO/IEC 17025:2017 e il presente documento) pud indurre in errore. Il punto 7.3.5 della norma I1SO
15189 dovrebbe essere confrontato con i punti 3.7, 7.1.3, 7.8.6.1, 7.8.6.2 e A.2.3 della norma ISO 17025, che mancano nella tabella.

misura

incertezza

__accettazione

tolleranza

Figura 1.—Schema delle regole decisionali per i laboratori di prova
per I’accreditamento ISO 17025, in conformita alla Guida ISO 98-4¢ a
ILAC G8° ¢ EURACHEM 2021.10

di accettare decisioni errate. Ad esempio, 1,64 per un ri-
schio del 5%, 2,33 per un rischio dell’1%. Per valori di
rischio pari a zero, si ha I’accettazione semplice o “rischio
condiviso”. Accettazione “condizionata” o “inconcluden-
te” (che ILAC definisce “non binaria”) si realizza quan-
do I’incertezza si sovrappone ai limiti di accettazione e la
decisione potrebbe essere formulata come “probabilmente
fallita” o “probabilmente superata”. L’accettazione “in due
fasi” prevede una seconda misura se la prima rimane in-
concludente.

ISO, EURACHEM e ILAC forniscono regole genera-
li corrette dal punto di vista formale e probabilistico. Ma
trascurano quasi completamente il peso di ciascun rischio
e la sua rilevanza concreta — che sia di natura materiale,
economica o etica, come nel caso degli esseri umani.

Intervalli di riferimento nei laboratori
medici: requisiti e guide

Nei laboratori medici la situazione ¢ diversa dai laboratori
di prova ISO 17025.
Le implicazioni pratiche, etiche ed economiche del
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processo decisionale sono preoccupazioni quotidiane. La
clausola 7.3.5 della norma ISO 15189:2022 ¢ interamente
dedicata agli intervalli di riferimento biologici (IR) e ai
limiti di decisione clinica (LD). Tutti e due devono essere
definiti e comunicati agli utenti e riflettere la popolazione
di pazienti servita dal laboratorio, tenendo conto del ri-
schio per i pazienti. Nella norma ISO 15189, gli intervalli
non si limitano ai risultati quantitativi numerici, ma servo-
no anche per i risultati qualitativi binari (come la presenza
o I’assenza di un marcatore, ad esempio genetico). ISO
prescrive che vengano verificati, prima del loro utilizzo,
gli intervalli forniti dal produttore dei dispositivi, dei si-
stemi e dei reagenti, per confermare che la popolazione da
cui derivano corrisponda a quella servita dal laboratorio.
Intervalli e limiti devono essere rivisti periodicamente e,
ogni volta che vengono apportate modifiche a un esame
0 a un metodo di raccolta dei campioni, gli utenti devono
essere informati.

Coerentemente con le indicazioni ISO, lo standard ISO
15189 non dice come ottenere intervalli di riferimento. Ma
1 laboratori medici possono fare riferimento alle linee gui-
da di Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI). 11
documento CLSI EP44 (Stabilire intervalli di riferimen-
to)!! sostituisce il documento CLSI EP28-A3c del 2010.9
EP44 distingue la definizione degli intervalli di riferimen-
to dalla loro verifica, un processo trattato dal documen-
to separato CLSI EP45.12 La produzione di IR coinvolge
ricercatori e sviluppatori (compresi sia i fabbricanti che i
laboratori che sviluppano metodi in proprio), la verifica di
IR, invece, ¢ compito dei laboratori (Figura 2).

CLSI mantiene I’approccio tradizionale per la forma-
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Figura 2.—Produzione e verifica di intervalli di riferimento secondo
ISO 15189,7 CLSI EP441! ¢ CLSI EP45.13

zione degli intervalli: utilizza i risultati delle osservazioni,
delle misurazioni o dei calcoli relativi a individui di rife-
rimento, per poi calcolare I’intervallo centrale dei valori
(ad esempio, I’intervallo centrale al 95%). 11 CLSI descri-
ve intervalli «associati alla salute», utilizzando metodi
di campionamento «a priori» 0 «a posteriori». “A priori”
vuol dire selezione degli individui prima della raccolta dei
campioni, mentre “a posteriori” ¢ la selezione dopo la rac-
colta dei campioni.

Secondo CLSI, gli intervalli possono anche essere con-
tinui, basati su covariate o univariati, con linee smussate
— sia graficamente che mediante calcolo — per rappre-
sentare la funzione continua, come rispetto all’eta.

Un punto critico del processo ¢ il numero di soggetti.
Secondo il CLSI, uno studio con soli 120 soggetti (il me-
todo tradizionale) ¢ piccolo. Sarebbe preferibile includere
diverse centinaia di soggetti o anche di piu. Tuttavia, per
determinati esami o popolazioni specifiche (come quella
pediatrica), il reclutamento puo risultare molto difficile.
Per CLSI anche gli studi di piccole dimensioni, basati ad
esempio su 60 o 80 individui, possono comunque fornire
indicazioni utili. Tuttavia, 1 percentili derivati da metodi
non parametrici richiedono una quantita minima di dati, la
rimozione dei valori anomali dai risultati richiede piu dati,
cosi come la suddivisione in sottogruppi, ad esempio per
sesso o eta. CLSI descrive partizionamenti che impiega-
no anche I’analisi di regressione multipla o I’analisi della
varianza, ottenendo cosi fino a quindici fattori di suddivi-
sione.
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L’analisi statistica dei valori di riferimento interessa piu
i produttori che i laboratori, tuttavia possiamo menzionare
in sintesi le indicazioni CLSI. CLSI distingue tra un meto-
do non parametrico (senza uso della distribuzione gaussia-
na), un metodo parametrico (basato sulla variabile norma-
le o gaussiana) e un metodo robusto. I metodi parametrici
quantile-quantile (PQQ) utilizzano la relazione tra i valori
(o le loro trasformazioni) e i punteggi z della distribuzione
gaussiana standard. Questi metodi non richiedono grandi
competenze statistiche, ma solo semplici fogli di calcolo.
Al contrario, per il metodo robusto ¢ necessario il supporto
di uno specialista biostatistico.

CLSI fornisce linee guida specifiche per la comuni-
cazione degli intervalli dal fabbricante al laboratorio. In
mancanza di ripartizioni pud essere un unico intervallo,
accompagnato da informazioni di base sullo studio con-
dotto: strumento € metodo di analisi, numero e sede anato-
mica dei campioni, numero di soggetti, criteri di inclusio-
ne ed esclusione, preparazione dei soggetti (come lo stato
di digiuno e la postura), ora del giorno in cui sono stati
prelevati i campioni, proporzione dei soggetti per sesso,
fascia d’eta e razza e/o etnia. Si esprime ’intervallo cen-
trale al 95%, cosi come I’intervallo al 99%, insieme agli
intervalli di confidenza per 1 limiti dell’intervallo, mentre
la mediana, il 25° percentile e il 75° percentile della di-
stribuzione possono fornire informazioni sulla normalita
o sull’asimmetria.

Le raccomandazioni SIPMeL M2-2 segnalano diversi
limiti del metodo CLSI, sia per i laboratori che sviluppa-
no metodi in casa (LDT), che per gli stessi produttori di
strumenti e materiali di consumo. Fare ricerche originali
e specifiche per ogni singolo esame richiede molto tempo,
¢ incerto, laborioso e costoso. Richiede il reclutamento di
un numero molto elevato di soggetti, che devono essere
sottoposti a uno screening approfondito anche prima della
raccolta dei campioni, nonché competenze statistiche al-
tamente avanzate, oltre a competenze in materia di tecno-
logia di misurazione e medicina. La raccolta dei campioni
richiede tempo e risorse umane dedicate e qualificate, con
un costo significativo. Lo stesso vale per la conservazione,
il trasporto e la manipolazione.

Il concetto di “buona salute” soffre di una ben nota in-
certezza di definizione. Il concetto di «razza» o «etnia»
puo essere inutile o addirittura dannoso.!4 15 Distinguere
1 diversi gruppi in base alla razza/etnia, all’eta, allo status
sociale e cosi via ¢ tutt’altro che facile. E difficile applica-
re criteri di selezione e classificazione, ma ¢ anche difficile
determinare a quale gruppo appartenga un singolo pazien-
te sottoposto a esami di laboratorio (Figura 3).
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Figura 3.—Schema delle regole
decisionali per risultati qualitativi
e quantitativi nei laboratori medici
con I’accreditamento ISO 15189.

Le statistiche di regressione richieste per il metodo
“quantile-quantile” sono messe in discussione dallo stesso
CLSI. L’approccio ‘robusto’ (intervallo predittivo “a dop-
pia ponderazione”) ¢ raccomandato da alcune fonti,'® ma
criticato da altre,!7 che ne mettono in dubbio I’applicabili-
ta nei laboratori medici tipici.

La Raccomandazione SIPMeL M2-2, sulla base della
letteratura scientifica corrente, solleva dubbi sul fatto che
la creazione di nuovi intervalli di riferimento rientri nelle
capacita finanziarie e professionali dei laboratori e di molti
produttori e, d’altra parte, sul fatto che tali intervalli siano
realmente efficaci per classificare i risultati degli esami di
laboratorio dei singoli pazienti. Gli intervalli, a prescinde-
re dalla loro funzione di classificazione dei risultati in ca-
tegorie, possono essere validi per descrivere il metodo uti-
lizzato per I’esame, insieme al nome e alle unita di misura.

I risultati dello studio recente del gruppo di Colonial8
sono particolarmente illuminanti. Mostrano che il profano
che vuole interpretare il risultato di un esame nel 55% dei
casi non considera gli intervalli di riferimento e nel 51%
nemmeno le unita di misura. Il fenomeno ¢ preoccupante
soprattutto in relazione all’utilizzo crescente di strumenti
interpretativi con intelligenza artificiale e alla diffusione di
informazioni mediche in canali incontrollati, divulgativi,
non scientifici e non professionali.

CLSI mira a distinguere chiaramente tra la definizione
degli intervalli di riferimento e il loro utilizzo nel labora-
torio clinico, suddividendoli in due linee guida distinte!! 12
(Figura 4). La linea guida EP45!2 ¢ destinata a sostituire
la verifica degli intervalli di riferimento precedentemen-
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Figura 4.—Schema della difficolta di assegnare un individuo a un grup-
po specifico di riferimento.

te inclusa nella linea guida EP28-A3c.13 CLSI fornisce al
laboratorio indicazioni sui vari studi sperimentali, sul nu-
mero di campioni da raccogliere e sulla valutazione dei
risultati. Aggiunge la verifica degli intervalli mediante me-
todi indiretti. L’accettazione di un intervallo di riferimento
proposto (ad esempio, dal produttore) richiede una com-
prensione della comparabilita dei metodi di analisi, della
popolazione di pazienti e dei fattori pre-esame.

CLSI propone tre tipi di protocolli sperimentali diretti:
due sulla popolazione (Figura 5), di cui uno studio bino-
miale su piccola scala con pochi soggetti (solo 20) e uno su
larga scala con un numero maggiore di soggetti (ad esem-
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Figura 5.—Verifica di intervalli di riferimento sulla popolazione, ap-
procci proposti da CLSIL.!12

pio, 60 o piu, accanto a uno sul metodo di esame, tramite
confronto e regressione. Tutti e tre presentano dei limiti.
Con lo studio su piccola scala se la varianza nella popola-
zione di laboratorio fosse minore dell’originale avremmo
I’accettazione di un intervallo eccessivamente ampio.

Lo studio su larga scala richiede piu campioni e anali-
si statistica piu raffinata. Con piu dati si possono adottare
diversi approcci per verificare un intervallo di riferimento.
Ad esempio, una procedura euristica non parametrica puo
essere usata senza ricorrere ad analisi statistiche avanzate.

Per una dimensione del campione pari a 60, I’intervallo
centrale al 95% puo essere stimato utilizzando la 2* e la 59*
osservazione in ordine di rango. In alternativa, I’analisi pa-
rametrica richiede metodologie statistiche piu avanzate: si
basa su dati distribuiti normalmente o su dati trasformati in
modo da seguire una distribuzione normale o Gaussiana.
E possibile utilizzare diverse metodologie per valutare la
normalita di un insieme di dati alla distribuzione normale.
Se 1 dati sono distribuiti normalmente, le stime di media,
varianza e scarto tipo della popolazione possono essere
utilizzate per calcolare gli intervalli di riferimento.

Infine, il confronto tra i metodi ignora le possibili diffe-
renze tra la popolazione di laboratorio e quella originale.
La soluzione presente di EP28 chiamata da Westgard “giu-
dizio divino”, e fortemente criticata,!® viene abbandonata
dal nuovo EP45.

CLSI sostiene i metodi indiretti. Si tratta di metodi che
utilizzano risultati di laboratorio ottenuti in precedenza e
destinati a uno scopo diverso (come il controllo periodico,
la diagnosi e il monitoraggio terapeutico).20-2¢ Le difficolta
sono I’inclusione di popolazioni eterogenee, la mancan-
za di informazioni cliniche, la mancanza di dati storici,
la complessita dell’analisi dei dati e la mancanza di dati
“normali” per esami particolari come quelli ormonali.2’

Conosciamo oggi due generazioni di metodi indiretti:
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quelli prima generazione (Hoffmann?8 ¢ Bhattacharya?®) e
quelli di seconda generazione, tra cui il massimo di vero-
simiglianza troncato di Kosmic,30 il chi-quadrato minimo
troncato3! e refineR.32

Nelle raccomandazioni SIPMeL si osserva che le linee
guida CLSI sugli intervalli di riferimento sono disponibili
da molto tempo e sono chiare, ma la pratica quotidiana dei
laboratori sembra purtroppo essere andata in una direzione
diversa. In molti casi, i laboratori clinici utilizzano gli in-
tervalli di riferimento forniti dal produttore nelle istruzioni
per ’uso, senza curarne bene la verifica. Sembra che gli
intervalli forniti dal fabbricante siano preferiti dagli enti di
accreditamento e di autorizzazione, ma ¢ noto che ottenere
prove della loro verifica in laboratorio ¢ molto difficile.
Per alcuni la verifica in laboratorio con studio su piccola
scala presenta importanti limitazioni.33

Le linee guida CLSI presentano diverse debolezze.
Manca una riflessione critica sulla fattibilita di studi one-
rosi e concettualmente complessi. Si attribuisce un ruolo
forse eccessivo al confronto tra i metodi: non si considera-
no difficolta e costi di tali studi,34.35 che dovrebbero vedere
I’interazione diretta tra singolo laboratorio e un particolare
fabbricante, di cui a oggi non si ha notizia.

I metodi indiretti sono probabilmente ancora sottoutiliz-
zati e poco valorizzati anche da CLSI. Al contrario, esiste
una ricca letteratura scientifica sull’argomento. Essi sono
adatti, come minimo, ai laboratori di grandi dimensioni,
per confermare o adeguare gli intervalli attualmente in
us0.36

Infine, CLSI non affronta la questione della presentazio-
ne degli intervalli di riferimento con i risultati dei pazien-
ti, in particolare nei messaggi digitali generati dai sistemi
informatici. Il tema sara oggetto di discussione nella terza
parte del progetto di Raccomandazioni SIPMeL M2.

In alternativa agli intervalli del produttore o di grandi
laboratori, ¢ stato proposto 1’uso di intervalli armonizzati
su base regionale.37-3 Si tratta di una soluzione interessan-
te, ma non disponibile in molti paesi e per molti esami, per
la necessita di rispettare stringenti prerequisiti.40 SIPMeL
M2-2 non propone ancora questa soluzione perché non ri-
sulta disponibile nell’area geografica italiana.

Realta virtuale e mondo reale

Se ISO 15189:2022 (clausola 7.3.5) chiede ai laboratori di
rivedere periodicamente gli IR in relazione alla popolazio-
ne servita dal laboratorio, I’approccio “indiretto” potrebbe
essere piu adeguato del tradizionale, a condizione che il
pacchetto di dati analizzato sia ampio, come avviene nei
laboratori centralizzati di grandi dimensioni.
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Il tema dei “dati del mondo reale” va oltre la verifica
degli intervalli di riferimento. ISO ha gia pubblicato il do-
cumento 18727,41 che descrive un caso di studio specifi-
co relativo all’esperienza del Giappone nell’acquisizione
di dati reali (RWD) attraverso 1’attuazione di un sistema
di gestione della qualita, nell’ambito del progetto MID-
NET®. ISO 18727 definisce RWD come dati relativi allo
stato di salute raccolti regolarmente da varie fonti. Questa
esperienza ha permesso di ridurre sia 1 costi che i tempi
¢ ha migliorato notevolmente 1’affidabilita dei dati. Nella
discussione sul progetto, ¢ stato osservato che 1’approc-
cio sarebbe stato utile in vari campi, intervalli di riferi-
mento compresi, ma i redattori hanno preferito limitarsi al
progetto originale. Comunque, 1’applicazione ¢ riuscita a
estrarre dalle cartelle elettroniche anche risultati di labo-
ratorio, compresa la batteriologia, codificati con i sistemi
giapponesi Japan Laboratory Code 10 (JLACI10) e Japan
Nosocomial Infections Surveillance (JANIS).

Non trascuriamo il fatto che le iniziative basate sui dati
del mondo reale vengono prese sul serio da agenzie come
Food and Drug Administration (FDA).42-44

Il laboratorio riceve proposte
di intervalli di riferimento

Vediamo lo sforzo encomiabile CLSI per distinguere per
i laboratori la tradizione dalla prassi corrente. Tuttavia, da
tempo si ammette che stabilire i propri valori di riferimento
in ogni laboratorio ¢ impedito dall’elevato carico di lavoro
dei laboratori stessi, obbligandoli a prendere gli intervalli
da una fonte esterna.45 Questo dato, a distanza di anni, non
¢ ancora stato smentito. Anche le fasce d’eta pediatrica e
geriatrica continuano a presentare ulteriori difficolta.

Le opinioni degli esperti convergono su alcuni punti
fermi. Gli sforzi per produrre definizioni di “normalita”,
di “benessere” o di “salute” non hanno dato risultati ro-
busti.46

Gli “intervalli comuni”, su base regionale, non sem-
brano maturi per tutte le regioni, se si eccettuano singole
esperienze. La recente rassegna prodotta in collaborazio-
ne tra Austalia, USA e Svezia33 ha confermato la realta
esistente, ovvero che le principali fonti degli intervalli di
riferimento sono nei foglietti illustrativi dei diagnostici in
vitro. Le proposte per la verifica degli intervalli su piccola
scala sono ritenute poco affidabili dagli autori di questa
rassegna, specialmente se gli intervalli sono troppo ampi.
Si raccomanda ai laboratori di consultare la letteratura
scientifica per cercare studi piu approfonditi sulla loro spe-
cifica strumentazione. Badrick e i suoi collaboratori hanno
perd poca fiducia sulla disponibilita di documentazione
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completa dai fabbricanti. Giungono a dubitare della utilita
concreta degli intervalli per i pazienti e il pubblico gene-
rico. Ritengono da abbandonare I’idea di intervalli validi
per tutti, mentre laddove sia prevalente la diagnostica su
asintomatici (per “benessere”) gli intervalli dovrebbero
essere allargati per ridurre I’incidenza di falsi positivi. Lo
studio riconosce che le alternative, come stime indirette su
dati numerosi, limiti decisionali clinici, intervalli persona-
lizzati e punteggi statistici, sembrano crescere progressi-
vamente di rilevanza.

Le raccomandazioni SIPMeL M2-2 propendono
sull’idea che gli intervalli possono essere interpretati come
una descrizione della prevalenza dei risultati nella popola-
zione servita dal laboratorio, come conferma delle unita
di misura utilizzate e della taratura del metodo, nonché
come base per individuare 1 limiti decisionali clinici. Non
come criterio di classificazione dicotomica (sano/malato).
Le raccomandazioni SIPMeLL M2-2 includono riferimenti
a vari studi condotti in condizioni reali sugli intervalli di
riferimento.

Produzione di intervalli di riferimento

La letteratura scientifica sugli intervalli di riferimento ¢
sterminata e continua a proporre approcci vari, da valutare
criticamente non solo sui risultati e sugli aspetti statistici,
ma anche e soprattutto sulle modalita di esecuzione. Ad
esempio, ancora oggi si utilizzano donatori di sangue.4’
Un gruppo internazionale si ¢ esercitato sui marcatori os-
sei,*8 ma nonostante le risorse a disposizione, il numero
di soggetti selezionati ¢ rimasto ben al di sotto di quello
richiesto dagli standard. Inoltre, nelle figure descrivono
intervalli da 5% a 95%, ovvero al 90%, non al 95%.

Le stesse limitazioni sono visibili nel progetto Euro-
pean Biological Variation Study (EuBIVAS),49.50 che ha
coinvolto 91 volontari presunti sani (53 femmine e 38 ma-
schi; eta compresa tra 21 e 69 anni) provenienti da 6 Paesi
europei, con un questionario sullo stile di vita e presunto
stato di salute, verificato da una serie di esami di laborato-
rio “di routine” (comuni). Si tratta di circa 40 maschi adul-
ti, 40 donne fino ai 50 anni e 10 donne anziane. Nonostante
gli sforzi profusi nell’analisi dei dati, anche con tecniche
molto sofisticate, I’estrazione da EuBIVAS di percentili
come intervalli di riferimento non sembra sostenuta dalla
numerosita e dalle caratteristiche dei soggetti. L’esperien-
za EuBIVAS sembra quindi un esercizio speculativo utile
per simulazioni, ma di scarsa utilita nel mondo reale.

Alti esempi riguardano HbAlc¢,5! su 38 volontari presu-
mibilmente sani (20 femmine e 18 maschi) di etd compre-
satrai30 ei 60 anni, la maggior parte dei quali erano per-
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sonale di laboratorio. Un altro studio2 ha usato un gruppo
di soggetti con 92 uomini e 148 donne raccolti in una sede,
mentre 125 uomini e 125 donne sono stati raccolti altrove,
per 28 esami di chimica clinica, da albumina ad acido uri-
co. Dallo studio emergono difficolta a fondere insieme dati
di istituzioni diverse.

Si ammette da piu parti che lo sviluppo di intervalli
di riferimento ¢ un processo al di 1a delle capacita di un
singolo laboratorio perché complesso, costoso e richiede
molto tempo.53 Pertanto, un laboratorio pud alternativa-
mente trasferire e verificare intervalli stabilite da una fonte
esterna (ad esempio, foglietti illustrativi dei fabbricanti,
pubblicazioni).

E stata proposta la rappresentazione bivariata di IR.54
L’intervallo bivariato ¢ migliore dei due intervalli univa-
riati per TSH e fT4, ma al laboratorio si presenta la difficol-
ta di rappresentarlo comunicando il risultato degli esami.
In conclusione, secondo ricercatori norvegesi 1’intervallo
di riferimento bivariato di s-TSH e s-FT4 potrebbe essere
clinicamente piu accurato degli intervalli di riferimento
univariati combinati, non ¢ molto difficile da stimare e po-
trebbe essere utilizzato riportando il percentile nella popo-
lazione di riferimento che corrisponde alle concentrazioni
misurate. Tuttavia, gli stessi Autori norvegesi segnalano
che volendo calcolare il quoziente di probabilita (/ikeliho-
od ratio) e I’area sotto la curva caratteristica operativa
(receiver operating characteristic, ROC),5 la debolezza
dello strumento degli intervalli puo inficiare la validita
di strumenti raffinati e potenti. Alla fine, i ricercatori non
hanno soluzioni nette e indirettamente confermano 1’utilita
solo per risultati di tipo qualitativo o classificati con limiti
decisionali.

Le difficolta della produzione degli intervalli di riferi-
mento & riconosciuta da molti.¢ E un processo lungo, co-
stoso e spesso al di 1a delle capacita dei singoli laboratori,
percio gli intervalli possono essere trasferiti da un soggetto
(laboratorio o produttore) a un altro. Tuttavia, il trasferi-
mento richiede I’equazione di regressione ottenuta da un
confronto di metodi e la verifica successiva.

La discussione sulle limitazioni degli intervalli di rife-
rimento non ¢ cessata’’ e riguarda sia metodi tradizionali
che quelli cosiddetti “indiretti”, che utilizzano i1 dati dei
pazienti gia raccolti e archiviati in laboratorio. I limiti de-
cisionali clinici sembrano superare almeno alcune debo-
lezze degli intervalli.

Si segnalano casi di ambiguita nell’uso del termine “li-
mite decisionale clinico”. C’¢ chi lo usa per indicare la
differenza critica, calcolata sulla variabilita biologica e su
quella di misura.’® Un’altra possibilita di fraintendimen-
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to ¢ quella con i livelli critici per il controllo di qualita.s®
“Limiti decisionali medici” (MDL) ¢ il termine utilizza-
to nel Q-Probe del 1994 del CAP, che riguarda appunto
il controllo di qualita, non le decisioni.®® Gli MDL sono
descritti come una seconda linea di limiti per i controlli
per ampliare ’intervallo dei risultati accettabili. MDL non
vanno confusi con il livello decisionale medico che viene
usato per la cura e il trattamento del paziente.

Infine, nei risultati di una recente indagine italiana su-
gli intervalli per la fosfatasi alcalina (ALP)®! si vede un
numero alto di laboratori che non riportano i limiti infe-
riori corretti degli IR per ALP pediatrica, ostacolando cosi
I’identificazione dell’ipofosfatasia. Altre anomalie sono
evidenti per i maschi di varie eta e le femmine di 12,5 anni.

Il Comitato IFCC Reference Intervals and Decision Li-
mits (C-RIDL) negli ultimi anni ha condotto studi mul-
ticentrici per ottenere RI comuni tra laboratori. Tuttavia,
poiché la responsabilita pit ampia del Comitato, dal suo
nome, include 1 “limiti decisionali”’, C-RIDL sottolinea
anche I’importanza dell’uso corretto sia degli intervalli
che dei limiti decisionali e di incoraggiare i laboratori a
specificare le informazioni appropriate ai medici secondo
le necessita.o2

Questi esempi e quelli riportati nelle Raccomandazioni
SIPMeL non sono una raccolta esaustiva, ma evidenze del-
la natura variabile degli intervalli di riferimento nel mondo
reale, spesso adattata a necessita locali contingenti in dero-
ga ai principi standard.

Inoltre si deve evidenziare che intervalli non coerenti
con le differenze sistematiche tra metodi e tra laboratori
causano errori nel processo decisionale clinico. Intervalli
e limiti armonizzati possono essere adottati immediata-
mente se la differenza osservata ¢ accettabile o eliminata,
oppure dopo la standardizzazione o armonizzazione dei
misurandi dove manca una completa tracciabilitd metro-
logica.®3 Non solo. Anche ’incertezza di misura compro-
mette le prestazioni diagnostiche del risultato proveniente
dal laboratorio.t4

Produzione di limiti decisionali

I limiti decisionali sono associati a rischi specifici e sono
comunemente utilizzati per interpretare i risultati degli
cosio, I’emoglobina Alc (HbAlc) e i marcatori tumorali,
per determinare il rischio di malattia, per diagnosticare o
trattare.65

Da uno studio recente si ricavano interessanti indicazio-
ni sulle soglie decisionali.®¢ Tre dei quattro metodi inda-
gati darebbero soglie decisionali corrispondenti al limite
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inferiore dell’intervallo di riferimento, simili alle soglie
raccomandate da National Institute for Health and Care
Excellence (NICE). Tuttavia, le soglie NICE non hanno al-
cun collegamento con gli intervalli.¢” Addirittura, la guida
NICE avverte sul fatto che 1’etnia africana di riferimento
avrebbe livelli di B12 piu elevati dei bianchi e degli asia-
tici. Lo studio del gruppo di Cesana ha dimostrato scarti
sistematici tra metodi sufficienti per invalidare ’appli-
cazione delle soglie raccomandate dalla guida NICE. Ne
emergerebbe una certa approssimazione di fabbricanti e
laboratori nel uso di intervalli e soglie decisionali e la ne-
cessita di armonizzazione dei risultati.

Un esempio di limiti decisionali ¢ stato descritto in Sri
Lanka,®8 usando parametri eritrocitari per il rischio di trat-
to B-Talassaemico, applicando probabilita (valori preditti-
vi, sensibilita, specificita, curve operative ROC, indice di
Youden derivato da sensibilita ¢ specificita), non i percen-
tili delle distribuzioni. Si possono separare maschi ¢ fem-
mine, ma altri fattori influenti (fattori etnici, nutrizionali e
ambientali® 70), sono difficilmente isolabili in pratica nel
mondo reale.

La Canadian Society of Clinical Chemists (CSCC) ha
ultimamente prodotto raccomandazioni per gli intervalli
di riferimento che combinano armonizzazione dei metodi,
dati dal mondo reale e verifica su piccoli campioni,’! come
gia sperimentato degli stessi canadesi.” E significativo ri-
conoscere 1’origine dei dati: 1 “laboratori comunitari” del-
lo studio sono strutture diagnostiche, pubbliche o private,
radicate nel territorio, che si occupano della maggior parte
dei prelievi e degli esami dei campioni dei pazienti al di
fuori degli ospedali. Sono stati estratti da quattro labo-
ratori di questo tipo due anni di risultati dei pazienti per
16 esami. Gli intervalli di riferimento sono stati quindi
stimati utilizzando I’algoritmo refineR. Gli intervalli sono
stati verificati in nove laboratori con un metodo che cor-
risponde allo studio di scala media (60 soggetti) proposto
da CLSI.

Pregi, difetti e alternative degli intervalli di riferimento
sono stati recentemente sottoposti a revisione nell’articolo
gia citato.33 Nella revisione si critica il criterio del 95%,
perché produce inutilmente un 5% di falsi positivi, qua-
lunque sia la statistica utilizzata. Si riconosce che i me-
todi indiretti hanno il vantaggio di provenire dalla stessa
popolazione che normalmente si serve del laboratorio che
li produce e ridurrebbero il numero di falsi positivi, uno
svantaggio sia clinico che economico. Tra le alternative al
95%, 1 ricercatori elencano I’ampliamento degli interval-
li a 99% centrale, la sostituzione con punteggi z, ovvero
lo scarto normale standardizzato, o con percentili, come
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dimostrato utile per I’emoglobina.” Ulteriore alternativa
¢ riconosciuta al ben noto approccio bayesiano del quo-
ziente di probabilita. Infine, vengono riconosciuti gli im-
portanti limiti degli intervalli forniti dai fabbricanti. La
rassegna non giunge a conclusioni nette, ma attribuisce al
laboratorio la possibilita di decidere quale sia la soluzione
migliore caso per caso, per contenere I’ansia dei pazienti
e gli sprechi nel sistema sanitario. In definitiva, si scon-
siglia un approccio “unico” agli intervalli di riferimento
per tutti gli esami. In fondo il tema sarebbe maturo per
un cambiamento di paradigma catalizzato da intelligenza
artificiale con grandi numeri di dati provenienti da gruppi
di pazienti sia sani che con patologie diagnosticate. La re-
visione ha evidenziato i difetti degli intervalli, senza sce-
gliere soluzioni alternative, ma non considera |’alternativa
dei limiti clinici decisionali, che finalmente porterebbero
al completo abbandono del ruolo decisionale dicotomico
degli intervalli di riferimento.

Si conoscono esempi di situazioni “ibride”. Ad esem-
pio, I’International Society on Thrombosis and Haemosta-
sis (ISTH) ha pubblicato criteri per la diagnosi di coagu-
lazione intravascolare disseminata (DIC),7* rappresentati
da valori fissi per il conteggio delle piastrine (50 o 100
x10%L), come pure per PT-INR (3 e 6 secondi) e fibrino-
geno (100 mg/dL), mentre quelli per D-dimero sarebbero
multipli (3 o 7) del limite superiore degli IR. Un preceden-
te studio, invece, forniva per D-dimero limiti fissi a 3,0 e
7,0 ng/mL, perd con la prescrizione di armonizzare i me-
todi utilizzati.”s

Partendo dall’applicazione pedissequa delle regole
IFCC,76.77 ovvero il 95° percentile come limite superiore
di “normalita” (sic), con un minimo di 120 soggetti, uno
studio di Boston si ¢ dedicato all’esame albuminuria’ con
dati di 1623 adulti presunti sani con varie esclusioni e ri-
partizioni. Trovati i limiti dell’intervallo, i ricercatori han-
no notato lo spettro continuo di rischio anche al di sotto del
limite di riferimento, data la relazione provata tra albumi-
nuria non elevata e rischio cardio-renale.” Emerge cosi il
dilemma tra intervallo di riferimento basato sulla frequen-
za dei valori in popolazioni presunte “sane” (un approccio
puramente statistico) rispetto alla definizione di intervalli
basati su esiti clinicamente significativi, arrivando a dire
che nel caso dell’albuminuria il limite superiore statistico
sarebbe di 20-30 mg/g, mentre il limite superiore clinico
potrebbe essere di 7-10 mg/g.

La produzione di limiti decisionali non ¢ facile. Ad
esempio, le linee guida utilizzano la troponina T ad alta
sensibilita (hsTnT) e il peptide natriuretico N-terminale di
tipo pro-B (NT-proBNP) per stratificare il rischio dei pa-
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zienti con embolia polmonare acuta (PE).80 Tuttavia, non
sono stati definiti valori soglia basati sulle prove (“evi-
dence based”) per questa applicazione clinica. Uno studio
avrebbe verificato che la soglia ottimale di hsTnT ¢ cir-
ca tre volte superiore alla soglia raccomandata dalle linee
guida.s!

Un altro esempio ¢ lo studio8? sul 99° percentile di an-
ticorpi anticardiolipina (aCL) e anti-B2-glicoproteina I
(ap2GP1) 1gG/IgM per la sindrome antifosfolipidi, propo-
sto dai criteri dell’American College of Rheumatology,s?
dove si dimostra che tutto dipende dal metodo utilizzato,
concludendo che, quando gli studi clinici indipendenti non
sono realizzabili, ’unica alternativa sono le soglie racco-
mandate dal fabbricante.

Le linee guida sono poco seguite dai laboratori: un’in-
dagine condotta da External Quality Control of Diagnostic
Assays and Tests (ECAT) ha rilevato che circa il 45% dei
laboratori ha adottato i valori limite del fabbricante per
aCL e apf2GP1, e solo il 38% li ha verificati.

La diffusione dei metodi cromatografici con spettrome-
tria di massa (LC-MS/MS) accanto ai precedenti immuno-
metrici ha influenzato le soglie decisionali per il testoste-
rone (TT).85 La soglia per il testosterone basso a 300 ng/
dL (10,4 nmol/L) si basa su correlazioni dei metodi immu-
nometrici con la gravita dei sintomi dei pazienti. Anche se
la guida della American Urological Association del 2018
raccomanda un limite di 300 ng/dL,8¢ il limite basso di 264
ng/dL proposto dalla Endocrine Society potrebbe essere
una soglia piu accurata,®’ perché i nuovi metodi immuno-
metrici sono di solito correlati con LC-MS/MS.

Le soglie dei marcatori tumorali possono essere un pro-
blema complicato. I pazienti con CA19-9 negativo rappre-
sentano un sottogruppo ad alto rischio, come quelli con
CA19-9 >200 U/mL. Quando la genotipizzazione non ¢
disponibile, si arriva a un modello a doppia soglia (<7 e
>200 U/mL) per la stratificazione del rischio.s8

IR e LD possono persino entrare in conflitto tra loro.
Il fenotipo ematologico Duffy-null [Fy(a—b—)] ¢ associa-
to a valori basali piu bassi della conta dei globuli bianchi
(WBC) e della conta assoluta dei neutrofili (ANC), no-
nostante un decorso clinico benigno. Uno studio su 122
soggetti sani con fenotipo Fy(a—b—)8 ha definito IR utiliz-
zando metodi non parametrici per il 95% centrale (WBC:
2,43-7,05 x 103/uL; ANC: 1,01-4,34 x 103/uL) inferiori
alle soglie convenzionali, con il limite inferiore dell’ ANC
al di sotto del valore soglia per la neutropenia.

Anche questa raccolta di esempi, non certo esaustiva,
testimonia la varieta di approcci adottati nel mondo reale
per fornire risposte a quesiti specifici.
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Ripartizione di intervalli e limiti per sesso e/o genere

Il punto 7.3.5 di ISO 15189:2022 stabilisce che intervalli
e limiti devono riflettere la popolazione di pazienti servita
dal laboratorio, tenendo conto del rischio per i pazienti e
non fornisce alcuna indicazione sui criteri di ripartizione.
CLSI EP45 nella sua tabella 3 elenca esempi di fattori di
suddivisione, divisi in criteri comunemente considerati,
iniziando da “sesso biologico”. La stessa cosa fa CLSI
EP44 nella sua tabella 4. CLSI non affronta la controversa
questione delle condizioni intermedie tra i sessi biologici®
e nemmeno delle conseguenze sugli esami di laboratorio
delle variabilita di genere di origine psico-sociale.

La questione ha attirato 1’attenzione di molti ricercatori.

Abbiamo evidenze che la terapia ormonale per I’affer-
mazione del genere comporta cambiamenti nei risultati di
laboratorio con IR specifici per il sesso.9! E stato racco-
mandato ai medici di essere consapevoli del potenziale
impatto della terapia di conferma del genere sugli esami di
laboratorio e del sesso/genere utilizzato per assegnare gli
intervalli.92 Negli individui transgenere sottoposti a terapia
ormonale mascolinizzante o femminilizzante si vedono
cambiamenti specifici significativi in alcuni esami.”

E stato proposto che molti sistemi informativi di labo-
ratorio e sanitari debbano essere aggiornati per rilevare
I’identita di genere.%* Ad esempio, si consiglia di accom-
pagnare i risultati di laboratorio con una nota tipo questa:
“Alcuni studi hanno dimostrato che questo intervallo di
riferimento potrebbe non essere applicabile alle minoran-
ze sessuali/di genere” 95

Un aggiornamento completo e obiettivo sul tema si
trova forse nella rassegna australiana del 2025,% dove si
ammette che I'uso di intervalli derivati dalla popolazio-
ne transgenere ¢ complicato, gli studi hanno generalmente
una dimensione ridotta del campione e includono adulti
con trattamenti ormonali consolidati da tempo. Esistono
significative disparita sanitarie per le persone transgenere,
di genere diverso e non binarie e questo gruppo di popo-
lazione ha una serie di esigenze sanitarie uniche rispetto
ad altri gruppi. Dare IR e LD del sesso dichiarato ¢ ap-
propriato in alcuni casi, ma non in tutti, e in letteratura
ci sono incertezze sull’approccio migliore da adottare. In
generale, non esiste un approccio “unico’ adatto a tutti, e
personalizzare le cure ¢ fondamentale.

Le raccomandazioni italiane (Ministero della Salute
— Gruppo di lavoro sulla medicina di genere)®? non so-
stituiscono sesso con genere o viceversa, ma li tengono
affiancati. Il gruppo del Ministero afferma che vanno con-
siderate, sia nella ricerca preclinica che in quella clinica,
le diverse caratteristiche cliniche e biologiche associate al
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sesso ¢/o al genere, dove le differenze di sesso sono prin-
cipalmente influenzate da determinanti biologiche e quelle
di genere da questioni socioculturali ed economiche.

Sembra che tutta la materia non sia abbastanza matura
per esprimere Raccomandazioni solide da indirizzare ai
laboratori medici.

Intervalli di riferimento e prestazioni cliniche degli
esami: CLSI EP49

Trovare gli IR nel capitolo delle prestazioni cliniche degli
esami non ¢ per nulla ovvio e scontato, anzi. Alla luce del
modo in cui si producono IR, delle criticita della statisti-
ca applicata sui dati, ritrovarne il concetto nel processo di
validazione clinica o di prestazioni cliniche ¢ certamente
inaspettato.

Invece, abbiamo qualcosa su cui discutere. CLSI produ-
ce un documento sulla cosiddetta “validita clinica” degli
esami di laboratorio.”8 ISO da parte sua dispone di uno
standard sugli studi delle prestazioni cliniche degli esami
di laboratorio.? Il confronto tra ISO e CLSI fornisce infor-
mazioni di grande interesse.

CLSI sostiene che “validazione clinica” non abbia una
definizione accettata a livello globale. CLSI EP49 propo-
ne un processo per dare prove oggettive della conformita
dei risultati del metodo di esame alle esigenze dell’utente
e all’uso prefissato. Il processo prevede ’esecuzione di
esami in condizioni d’uso reali o simulate e di associare
1 risultati a una particolare condizione clinica, un proces-
so o stato fisiologico o patologico. La validazione clinica
per CLSI si baserebbe sulla validita scientifica. La validi-
ta scientifica consiste nell’associazione tra un risultato e
una condizione clinica o uno stato fisiologico. La validita
clinica invece sarebbe la capacita del metodo di laborato-
rio di rilevare o prevedere il disordine o la condizione di
interesse in una popolazione bersaglio. Differenza sottile
ma non trascurabile. Esempi di misure delle prestazioni
cliniche sono le coppie sensibilita clinica e specificita cli-
nica, rapporto di verosimiglianza (o quoziente di proba-
bilita)100-102 positiva (PLR) e rapporto di verosimiglianza
negativa (NLR), nonché la tripletta valore predittivo posi-
tivo (PPV), valore predittivo negativo (NPV) e prevalen-
za. CLSI intende per “condizione bersaglio” una partico-
lare malattia, uno stadio della malattia, lo stato di salute o
qualsiasi altra condizione o caratteristica identificabile di
interesse in un soggetto. Secondo la proposta di EP49, la
validita clinica di un metodo di prova in valutazione (de-
nominato “metodo di prova candidato”) si ottiene median-
te il confronto con un “comparatore” che dovrebbe essere
il miglior metodo disponibile, o tradizionalmente utilizza-
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to, per determinare se la condizione ¢ presente o assente.

Fino a questo punto, non sono ancora comparsi IR. Ven-
gono introdotti da CLSI EP49 al punto 3.4.2 (esami con
risultati quantitativi) e al successivo 3.4.3 (esami con ri-
sultati “semi-quantitativi”), dove si afferma che stabilendo
un intervallo di riferimento di concentrazione I’esame puo
essere utilizzato per determinare la presenza o 1’assenza
di una condizione bersaglio, quindi i risultati vengono in-
terpretati in base ai limiti degli intervalli di riferimento.
Addirittura, i risultati “semi-quantitativi” possono essere
confrontati con un intervallo di riferimento per fornire
un’interpretazione qualitativa. Nella fase di consultazio-
ne, SIPMeL ha espresso le proprie critiche su questi punti,
senza tuttavia ottenere in questo caso (a differenza di al-
tri) 1’attenzione del Comitato CLSI guidato da Michelle
R. Campbell. I riferimenti scientifici portati a sostegno
da CLSI sono un articolo datato 2019 (che non fa cenno
agli intervalli di riferimento)!03 e un documento del Con-
sorzio per I’innovazione nel settore dei dispositivi medici
(MDIC, autorevole ente statunitense con rappresentan-
ti dell’industria, delle istituzioni pubbliche come CDC,
FDA, NIH e NIST, delle associazioni di tutela dei pazienti,
nonché fornitori e distributori del settore delle tecnologie
mediche) prodotto nel 2024.104 Tl documento MDIC cita di
sfuggita 1 risultati “semi-quantitativi” ma non accenna mai
a intervalli di riferimento, solo a soglie (cutoff).

Le perplessita su CLSI EP49 non finiscono qui.

Lo stesso titolo contiene un termine anomalo: “validita
clinica”, assente nella terminologia standard, sicuramente
da intendere con “prestazioni cliniche”, lo stesso termine
usato da numerosi riferimenti sia nelle norme tecniche che
nella letteratura scientifica. CLSI EP49 al punto 1.4 (ter-
minologia) conferma di voler usare “validita clinica” per
descrivere la capacita di un metodo di esame di identifi-
care o prevedere la classificazione clinica di campioni o
soggetti, mentre “validazione clinica” sarebbe il processo
volto a determinare tale classificazione.

Il comitato CLSI riconosce che tali termini potrebbero
non essere di uso comune in alcune regioni. Si tratta di
un errore grossolano: la “regionalizzazione” dei vocaboli
affermata da CLSI non ha nulla a che vedere con il rigo-
re scientifico e il processo di armonizzazione dei glossari
da piu parti auspicato. In CLSI EP49 sono trattate solo le
prestazioni del risultato per individuare positivi e negati-
vi, non viene gestito in alcun punto il concetto di “utilita
clinica”. Utilita necessaria per rendere valido un esame.
Diversamente da quanto affermato da CLSI, il documento
MDIC non contiene affatto la “descrizione approfondita
dell utilita clinica dei metodi di analisi di laboratorio,
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nonché delle strategie per lo sviluppo di prove a sostegno
di tale utilita clinica”.

Inoltre, CLSI EP49 rifiuta i vocaboli standard ISO per
1 laboratori medici (esame, pre- e post-esame) e inserisce
una terminologia errata secondo criteri metrologici come
“semi-quantitativo”.

Il termine “semi-quantitativo” non ¢ di natura metrolo-
gica e non ¢ previsto da ISO 15189:2022 3.8 tra le possibili
alternative di esame. Non ¢ un caso. Le definizioni in vari
documenti CLSI relative al termine ‘semiquantitativo’ (o
“quasiquantitativo”) sono incoerenti tra loro (POCTO04, 1/
LAO02, I/LA33, EP26, H62). 1l vocabolario standard di me-
trologia, !05. 106 dispone al punto 1.26 del lemma “quantita
ordinale”, usato anche da varie fonti!03. 107 che riconoscono
come 1 dosaggi chiamati (impropriamente) “‘semiquantita-
tivi” sono di fatto qualitativi.

Gli errori concettuali e persino nelle citazioni biblio-
grafiche di CLSI EP49 sono decisamente sconcertanti e
impediscono di includere EP49 nelle Raccomandazioni
SIPMeL.

Studi di prestazione clinica: ISO 20916:2019 e GHTF

Il citato documento ISO 20916 definisce le buone prassi
di studio per gli studi condotti per valutare le prestazioni
cliniche e la sicurezza dei dispositivi medico-diagnostici
in vitro (IVD) a fini regolatori.® ISO 20916 ¢ stata confer-
mata in ISO nel settembre 2024.

La maggior parte degli studi sui dispositivi medici IVD
viene eseguita utilizzando campioni derivanti da resti di
prelievi per scopi di cura (avanzi o archiviati). In questi
studi, per ISO non vi ¢ alcun rischio per i soggetti. In altri
casi puo esserci un rischio aggiuntivo per il soggetto (ad
es. puntura lombare o biopsia tissutale, prelievo di san-
gue da neonati o pazienti gravemente malati). Oppure, se
1 risultati degli esami venissero utilizzati per prendere de-
cisioni sul paziente (ad esempio, studi interventistici), c’¢
il rischio dovuto a eventuali falsi negativi o falsi positivi.

La definizione 3.10 di ISO 20916 attribuisce alle “presta-
zioni cliniche di un dispositivo medico IVD” il significato di
“capacita di fornire risultati correlati a una particolare con-
dizione clinica o a un processo/stato fisiologico/patologico
in conformita allo scopo dell’esame, popolazione bersaglio
e utente previsto”. Sono inclusi i valori attesi, sensibilita e
specificita diagnostica e 1 valori predittivi negativi e positivi
in base alla prevalenza della malattia. Definizione raccolta
dal documento del Gruppo di lavoro per I’armonizzazione
globale (Global Harmonization Task Force) GHTF/SG5/
N6:2012.108 GHTF ¢ un gruppo internazionale volontario
composto da rappresentanti delle autorita di regolamenta-
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clinica
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Figura 6.—Relazione tra evidenza clinica, utilita clinica e prestazioni
(disegnata in base alle definizioni del GHTF/SG5/N6:2012.108 Non sono
presenti gli intervalli di riferimento).

zione dei dispositivi medici e delle associazioni di catego-
ria provenienti dall’Europa, dagli Stati Uniti d’America
(USA), dal Canada, dal Giappone ¢ dall’Australia. ISO
20916 non ha una definizione di “utilita clinica, ma GHTF
invece si: utilita dei risultati ottenuti da esami effettuati con
il dispositivo medico IVD, valore delle informazioni da
IVD per la persona o per la popolazione in generale.

GHTF sconsiglia il termine “validita clinica”, preferi-
sce “prestazioni cliniche”. Contiene invece il termine “va-
lidita scientifica”, riferita all’associazione di un esame a
una condizione clinica o a uno stato fisiologico. Si tratta
di concetti collegati ma ben distinti, come rappresentato
in Figura 6. A connettere i concetti sta quello di “eviden-
za clinica”, ovvero tutte le informazioni che sostengono la
validita scientifica e le prestazioni di un dispositivo medi-
co IVD nell’ambito dell’uso previsto dal fabbricante.

IR non compaiono nelle definizioni di ISO 20916, nem-
meno nella definizione 3.10 di prestazione clinica. Esatta-
mente lo stesso che viene fatto da GHTF. IR viene citato
da ISO 20916 solo nel capitolo 5, dove si ipotizza uno stu-
dio di IR presso la sede del fabbricante. Al punto 5.3 IR
viene incluso nelle caratteristiche di prestazione clinica,
insieme a sensibilita, specificita, valore predittivo positi-
vo, valore predittivo negativo, soglie decisionali), ma non
viene fornito un razionale.

Dall’esame delle fonti originali risulta evidente la di-
screpanza con CLSI EP49 su IR e prestazioni cliniche e
per il concetto di “validita clinica”.

Si deve ammettere la presenza in alcuni settori della co-
munita scientifica di tendenze conservative di vecchi luo-
ghi comuni, sottovalutazione dell’effetto delle improprieta
di linguaggio sulla buona pratica dei servizi sanitari.
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Prestazione clinica: validazione clinica, uso prefissato
e utilita dell'uso

Per non lasciare il tema poco approfondito, la Raccoman-
dazione SIPMeL M2-2 raccoglie altri contributi scientifici
sul tema della prestazione clinica.

Il gruppo “Rete internazionale per la qualita in patolo-
gia” (International Quality Network for Pathology, ION
Path) nasce nel 2014 per migliorare 1’uso clinico dei
biomarcatori tissutali con lo scambio di competenze tra
i principali esperti del settore, per definire rapidamente
raccomandazioni relative all’adozione di nuovi biomarca-
tori, stabilire parametri di riferimento e migliori pratiche,
promuovere VEQ/PT rafforzando la voce dei fornitori di
servizi VEQ.

IQN Path si ¢ recentemente espresso proprio sulla pre-
stazione clinica di un biomarcatore in oncologia.!® IQN
Path muove dalla definizione ISO 9000 di validazione: “la
conferma, attraverso la fornitura di prove oggettive, che i
requisiti per un uso o un’applicazione specifica sono stati
soddisfatti”. Vediamo tre componenti che possiamo tra-
durre con “livello di certezza” (conferma), “caratteristiche
di prestazione dell’esame” (evidenza oggettiva) e “valore
per lo scopo” (uso prefissato). IQN Path fornisce molti det-
tagli sulla concretizzazione del principio.

IQN Path suddivide i marcatori in tre categorie: presen-
za o la sovraespressione di marcatori tumorali (ad esem-
pio, eventi di fusione o amplificazione genica di diverse
tirosin-chinasi, come ALK, NTRK e HER2/EGFR). Il
primo gruppo rileva un evento biologico specifico che in-
nesca la presenza o la sovraespressione di marcatori tumo-
rali (ad esempio, eventi di fusione o amplificazione geni-
ca di diverse tirosin-chinasi, come ALK, NTRK ¢ HER2/
EGFR). Il secondo rileva altri eventi molecolari informa-
tivi sulle risposte immunologiche al tumore (ad esempio,
carico mutazionale tumorale o tumor mutation burden,
TMB), instabilita microsatellitare, sovraespressione delle
proteine come c-MET, PD-L1 o PD1 e altri, il terzo ¢ un
esame di selezione (screening), per ridurre costo e tempi
di esecuzione degli esami escludendo i pazienti che non
hanno alcuna possibilita di essere positivi con un biomar-
catore definitivo (ad esempio, ROS1 e pan-TRK ITHC). Nel
Gruppo 1, la validazione clinica consiste nella validazione
della misurazione con i metodi standard, quelli del gruppo
2 vanno riferiti a linee guida CLSI EP-12110 perché sono
quasi sempre di tipo qualitativo, con un gold standard/di
riferimento della stessa metodologia. Gli esami del gruppo
3, a differenza degli altri, si deve fare semplicemente in
modo che la sensibilita rimanga del 100%.

Un punto critico di IQN Path, come di CLSI EP49, ¢
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la distinzione tra “uso prefissato” e “utilita dell’uso”. In
ISO si sono preoccupati di questo aspetto gli informatici
in ISO/IEC/IEEE 24765,!111 dove al punto 3.4468 utilita
(ereditata dalla precedente ISO/IEC 25010112) ¢ “grado di
soddisfazione dell’utente per il raggiungimento percepito
di obiettivi pratici”. Stessa definizione comparsa in 3.9 di
ISO 5649113 (ereditata a sua volta da 4.7 di GHTF/SGS5/
N6:2012,108 ovvero utilita dei risultati ottenuti e il valore
dell’informazione per 1’individuo sottoposto all’esame o
per la popolazione in generale, o per entrambi.

Si osserva uno squilibrio e forse una differenza di pro-
spettiva. Il concetto di utilita verrebbe valorizzato piu
da agenzie di regolamentazione dei dispositivi medici e
dell’industria regolamentata che da specialisti del labora-
torio medico, con I’eccezione di ISO 5649:2024 (esami di
laboratorio sviluppati in casa).

Un contributo importante sul tema viene dal documento
“MDCG 2022-2 Linee guida sui principi generali dell’evi-
denza clinica per i dispositivi medici diagnostici in vitro
(IVD)”114, ripreso dalle Raccomandazioni SIPMeL M2-2.

Il Gruppo di coordinamento per i dispositivi medici
(MDCG) ¢ istituito dall’articolo 103 del Regolamento
(UE) 2017/745. MDCG ¢ composto da rappresentanti di
tutti gli Stati membri ed ¢ presieduto da un rappresentante
della Commissione europea. MDCG si occupa di questioni
chiave del settore dei dispositivi medici, dalla supervisio-
ne degli organismi notificati o dalla standardizzazione alla
sorveglianza del mercato, passando per questioni interna-
zionali, nuove tecnologie e indagini cliniche.

Il documento MDCG 2022-2 parla di evidenze cliniche
e prestazioni dei dispositivi medico-diagnostici in vitro
(IVD), come stabilito dal Regolamento (UE) 2017/746.115
Larticolo 56 di IVDR attribuisce al fabbricante il dovere
di specificare e giustificare il livello di evidenza clinica in
considerazione della destinazione d’uso. Pertanto, la de-
finizione della destinazione d’uso di un IVD deve essere
considerata un fattore chiave alla base della valutazione
complessiva.

Per MDCG 2022-2 lo scopo d’uso dovrebbe essere
chiaramente espresso nella dichiarazione, riportato nelle
istruzioni per 1’'uso (IFU) e dovrebbe includere gli ele-
menti specificati in un lungo elenco derivato da allegato I,
20.4.1 (c.) di IVDR.

MDCG 2022-2 ricava da IVDR, articolo 2 punto 37 e
considerando 64 il concetto di “Beneficio clinico” come
I’impatto positivo di un dispositivo in relazione alla sua
funzione, se selezione (screening), monitoraggio, diagno-
si o ausilio alla diagnosi dei pazienti, o sulla gestione dei
pazienti o sulla salute pubblica. “Prove cliniche” (IVDR
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articolo 2 punto 36) sono dati clinici e risultati della va-
lutazione delle prestazioni relativi a un dispositivo, in
quantita e qualita sufficienti a consentire una valutazione
qualificata della sicurezza del dispositivo e del consegui-
mento dei benefici clinici previsti. “Prestazione clinica” ¢
la capacita di un dispositivo di produrre risultati correlati a
una particolare condizione clinica o a un processo o stato
fisiologico o patologico, in base alla popolazione bersa-
glio e all’utilizzatore previsto (IVDR articolo 2 punto 41).
“Validita scientifica di un esame” ¢ 1’associazione di un
risultato di esame con una condizione clinica o uno stato
fisiologico (IVDR articolo 2 punto 38).

A parte 1’'uso di una certa terminologia obsoleta e non
conforme con gli standard, ma purtroppo fissata nel Rego-
lamento europeo quindi difficile da correggere, MDCG ri-
prende un errore dello stesso Regolamento, notato da sog-
getti non europei come CLSI: la definizione di Sensibilita
diagnostica e Specificita diagnostica. Per IVDR e MDCG,
“Sensibilita diagnostica” sarebbe la capacita di un dispo-
sitivo di identificare la presenza di un marcatore bersaglio
associato a una particolare malattia o condizione (IVDR
Articolo 2 punto 50), mentre “Specificita diagnostica” sa-
rebbe la capacita di un dispositivo di riconoscere 1’assenza
di un marcatore bersaglio associato a una particolare ma-
lattia o condizione (IVDR Articolo 2 punto 49). La norma
europea confonde palesemente il marcatore con la malat-
tia; quindi, fornisce una definizione adatta per il confronto
tra metodi ma non per la prestazione clinica, associata dal
punto 41 alla condizione clinica, non al marcatore.

Il concetto di “Prestazione clinica” ¢ ripreso nel para-
grafo 6.6 di MDCG, dove se ne descrive la composizione
costituita da sensibilita diagnostica, specificita diagnosti-
ca, valore predittivo positivo, valore predittivo negativo,
numero medio di pazienti che devono essere trattati/dia-
gnosticati per avere un impatto su una persona, numero di
pazienti che devono essere diagnosticati/trattati per avere
un effetto avverso su un paziente, quoziente di probabilita
(rapporto di verosimiglianza) positivo, quoziente di pro-
babilita negativo, rapporto di disparita (odds), usabilita
o interfaccia utente. Tutti fattori legati alla condizione di
malattia, non certamente al confronto di metodi.

Ma soprattutto, il documento MDCG non prende mai in
considerazione gli IR.

Conclusioni e raccomandazioni

Il documento SIPMeL M2-2 di Raccomandazioni non so-
stituisce la norma originale UNI EN ISO.

ISO 15189:2022 per evitare i requisiti prescrittivi e col-
legarsi ad altri documenti ISO pubblicati pertinenti, per
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evitare ripetizioni ridondanti, necessita di integrazioni per
I’applicazione pratica. Ad esempio, servono riferimenti a
ISO 22583 per gli strumenti dei servizi POCT e al Voca-
bolario di metrologia ISO/IEC Guide 99:2007. Sono inol-
tre molto utili diversi documenti CLSI, inseriti in punti
specifici delle Raccomandazioni SIPMeL. Con riferimen-
ti ad altri documenti ISO e documenti CLSI i laboratori
sono aiutati ad adeguarsi ai requisiti 15189 e gli ispettori
di accreditamento troveranno piu facile la verifica delle
evidenze.

Le Raccomandazioni SIPMeL M2-2 mettono in eviden-
za alcuni aspetti critici: intervalli di riferimento e limiti de-
cisionali clinici richiedono netta distinzione tra scopo de-
scrittivo e utilizzo inferenziale per la diagnosi, produzione
e verifica degli intervalli non prescindono da dimensioni e
caratteristiche del laboratorio, nelle condizioni opportune
i metodi “indiretti” sono convenienti per lo scopo descritti-
vo. Le prestazioni cliniche degli esami di laboratorio (sen-
sibilita, specificita, valori predittivi) richiedono la defini-
zione di soglie o limiti decisionali. I limiti di riferimento
non sono utili per la valutazione delle prestazioni cliniche.

Il documento SIPMeLL M2 parte seconda esprime cosi
alcune raccomandazioni fondamentali (Tabella I). Non si
devono confondere intervalli di riferimento e limiti deci-
sionali clinici. I primi non sono collegabili a sensibilita
e specificita diagnostiche, nonostante qualcuno errone-
amente lo faccia, prescindendo dalla loro struttura stati-
stica. Dal punto di vista pratico, gli studi tradizionali e i
metodi “verifica su larga scala” e “trasferimento mediante
confronto”, sono adatti per fabbricanti e grandi istituzioni,
non per la generalita dei laboratori medici, molti di picco-
le dimensioni e con risorse ridotte. Il laboratorio medico
invece puo acquisire intervalli proposti da altri laboratori
qualificati o da fabbricanti e verificarli con metodi rico-
nosciuti. Tra i metodi disponibili, ai laboratori con meno
risorse si raccomanda il metodo binomiale su piccola sca-
la. Invece, ai laboratori medici che eseguono un volume
elevato di esami e dispongono di strumenti informatici
adeguati, si raccomandano i metodi “indiretti” con dati dal
mondo reale. Per la comunicazione con medici e pazienti,
si raccomanda di accompagnare i risultati degli esami pre-
ferenzialmente con limiti decisionali, purché chiaramente
identificati e non confusi con intervalli di riferimento. Per
confrontare risultati, intervalli e limiti ottenuti da labo-
ratori diversi, rimane insostituibile 1’armonizzazione dei
metodi a partire da taratura e riferibilitd metrologica. Per
stimare le prestazioni cliniche degli esami sono necessarie
soglie o LD, mentre gli IR sono assolutamente inadatti.
Le prestazioni diagnostiche (sensibilita, specificita, valori
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predittivi, quindi i LD) dell’esame dovrebbero essere con-
cordate con i medici curanti di riferimento, non imposte
unilateralmente dal laboratorio.

Lo studio di temi apparentemente settoriali come gli IR
mette in luce aspetti forse inaspettati dei processi normati-
vi, sia a livello di leggi e regolamenti, che nelle norme tec-
niche, che infine nelle guide di pratica professionali. Tra
questi, la persistenza in alcuni attori, gia noti per affidabi-
lita e autorevolezza, di forze di attrazione magnetica verso
la tradizione, il luogo comune, la prassi comune, in antitesi
al progresso in direzione del rigore scientifico, dell’inte-
roperabilita dei concetti tra discipline, dell’armonizzazio-
ne dei linguaggi. Fenomeno ben rappresentato dalle note
poste nell’introduzione al documento CLSI EP49. Ne ri-
caviamo I’insegnamento alla valutazione critica di ogni
fonte, anche di alto livello presunto, al confronto puntuale
di fonti diverse, alla verifica delle conseguenze nel mondo
reale di ogni singola soluzione.
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