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L avalutazione del metodi di analisi qualitativi utilizzando
le linee guida contenute nel documento NCCLS EP12-P
“User protocol for evaluation of qualitative test perfor mance; Proposed guideline”

F. Poltronieri
Laboratorio Analisi Chimico Cliniche ed Ematol ogiche, Azienda Ospedaliera, \erona

Introduzione

Gli esami diagnodtici di tipo quditativo sono moltoimpor-
tanti nellaMedicinadi Laboratorio. Utilizzati nello scree-
ning, diagnos e monitoraggio di numerose patologie.
In passato, per la valutazione delle prestazioni delle
analisi di questo tipo venivano impiegati protocolli
non uniformi, con conseguenti interpretazioni diverse
dei risultati ottenuti.
La pubblicazione, nel luglio del 2000, da parte del
National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLYS) del documento EP12-P “User Protocol for
Evaluation of Qualitative Test Performance; Proposed
Guideline” s poneva come obbiettivo quello di pro-
muoverel’ uniformitanelaval utazione delle performance
dei test qualitativi tralaboratori clinici anchedi aree spe-
cidistiche diverse, produttori di kit diagnogtici (le linee
guidadanno suggerimenti sullemodalitadi presentazione
delle caratteristiche tecniche) e agenzie di accredita
mento. Daqueste linee guidaé possibile ottenere un pro-
tocollo di valutazione per gli esami di tipo quditativo che
hanno solo due possibili outcome.
Sono previsti aggiornamenti del documento per com-
prendere gli esami che possono avere piu di due
risposte. |l documento € indirizzato al personale dei
laboratori clinici, utilizzatore finale di questi esami.
L applicazione del protocollo di studio consente di veri-
ficarele performancedd test elasoddisfazioneddlleesi-
genzedi tipo andlitico eclinico richieste dal laboratorio,
oltrecheesseredi supporto allaredazione dei documenti
necessari a mantenimento del Sistema Qualita.
Un esamedi tipo qualitativo pud essereimplementato
in laboratorio per numerose ragioni, fondamental-
mente, deve essere di facile utilizzo e interpretazione
e fornire un vantaggio anche di tipo economico.
L’introduzione in routine di un nuovo metodo deve
essere documentata con la val utazione ed elaborazione
delle performance analitiche del test.
La documentazione necessaria non si limitaal solo
confronto con un altro metodo.
Tutto il personale deve possedere familiarita con il
metodo e devono essere documentate le procedure di
controllo di qualita.

Sebbene siano difficilmenterealizzabili, a causadelle

talvolta notevoli differenze frai diversi metodi, linee

guida universali per i dosaggi di tipo qualitativo esi-
stono, tuttavia, alcune caratteristiche comuni.

Gli esami qualitativi devono fornire all’ utilizzatore

risultati riproducibili e concordanti con le indicazioni

cliniche; devono inoltre essere allestiti studi di ripro-
ducibilita e comparazione con campioni di cui sia
accertata la diagnosi. Come per i metodi quantitativi,

I utilitaclinicade test s determinadallaverificadella

sensibilita e specificita, dal valore predittivo e dalla

valutazione dell’ efficienza del metodo insiemeall’in-
dicedi prevaenza dellamalattia.

Gli esami di tipo qualitativo possono essere divisi in

base a loro scopo in tre classi.

- Esami di screening: usati di solito sulargascalandla
popolazione per rilevare lapresenzadi un fattore o
unacausadi malattia. E auspicabile che questo tipo
di esame siadotato di unaelevatasensibilitaal fine
di individuare anche le basse positivita. La specifi-
cita puod essere minore rispetto agli esami di con-
ferma, scopo dell’ esame éinfatti quello di evitarela
mancata individuazione di soggetti positivi. La
necessita sottoporre a esame di conferma gli even-
tuali positivi & comunqgue preferibile rispetto a
rischio sociale di incorrerein falsi negativi.

- Esami diagnostici: utilizzati nelladiagnosi di par-
ticolari patologie o condizioni, basate sulla pre-
senza di determinati presupposti clinici. Un
esempio puo essere |’uso di particolari test col-
turali in microbiologia. Questo tipo di esame deve
essere rapido per essere impiegato clinicamente,
anche se cio puod andare a discapito della sensi-
bilita e specificita. La specificitarichiestaall’ e-
same puo anche non essere eccellente perché
comungue i campioni positivi sono sottoposti a
esami di conferma.

- Esami di conferma: utilizzati per confermare esami di
screening o di diagnos eseguiti in precedenza. Sono
gli esami chepermettonod clinicodi convaidareuna
diagnos. Vienerichiestaunadevata specificitaadis
capito, se necessario, ddla sensibilita e devono pos-
sedere un devato vaore predittivo per lamalattia
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Definizioni

Per meglio comprendereil documento ufficiale é utile
ricordare alcune definizioni dei termini piu di fre-
guente utilizzati.

Accuratezza/Misura accurata/ Accuratezza di misura:
vicinanza tra valore misurato e valore vero. Viene
espressanellastessaunitadi misuradd risultato, come
differenzatrail vaore vero e quello trovato.

Analita: ogni sostanza o costituente per cui il labora-
torio esegue unaricerca (s puo trattare di ione, mole-
cola, cellula, agente infettivo od organismo o attivita).

Sensibilita analitica: concentrazione allaqualeil 95%
delle andlisi risulta positivo.

Specificita analitica: per i test quantitativi € la capa-
citadel metodo di determinare solo il componente che
si propone di dosare 0, in senso lato, €il modo in cui
il metodo risponde alla presenza del solo analita spe-
cificato.

Sensibilita clinica: la porzione di pazienti con pato-
logia ben definitain cui I’ esame mostrarisultati posi-
tivi 0 che eccedono il limite decisionale definito. La
presenza dellamal attia deve essere definita con criteri
indipendenti dal risultato del test.

Specificita clinica: porzione di soggetti che non pre-
sentano segni di malattia. | risultati dell’ esame sono
negativi o al’interno dei limiti decisionali definiti.
Controllo /Materiale di controllo: indifferentemente
unasoluzione o unliofilo ricostituito utilizzato nei pro-
cessi di controllo di qualita (QC). Il risultato atteso
puo essere noto all’ operatore e vaverificato duranteil
dosaggio. Il materialedi controllo non deve essere uti-
lizzato come calibratore nella stessa sedutain cui si
utilizza come controllo.

Cut Off: punto al di sotto del qualeil risultato di un
test qualitativo € considerato negativo e al di sopradel
guale viene considerato positivo (o viceversa).

Fals negativi: pazienti in cui il valore trovato risulta
negativo, main cui e accertatalapresenzadell’ analita
ricercato.

Falsi positivi: pazienti in cui il valore trovato risulta
positivo, main cui & accertata I’ assenza dell’ analita
ricercato.

Gold Sandard: termine aspecifico, indica cheil pro-
cesso 0 il materiale @il pit possibile vicino alla per-
fezione. L' abuso del termine é sconsigliato.

Valore predittivo negativo: valore entro cui € verosi-
mile che un individuo in cui I’ esame risulti negativo,
non presenti malattia.

Valore predittivo positivo: valore entro cui & verosi-
mile che un individuo in cui |I'esame risulti positivo,
presenti malattia.
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Prevalenza: espressa come rapporto fra il numero di
soggetti affetti da patologia, rispetto al totale dei sog-
getti appartenenti allo stesso gruppo specifico.

Test qualitativi: gruppo di esami in cui € possibile otte-
nere solo duetipi di risposta(+/-, Si/No, ecc.); in verita
alcuni esami qualitativi sono basati su un unico punto
discriminante, in alternativa, alcuni esami classificati
come qualitativi derivano dalladicotomiadi test quan-
titativi o con scala ordinaria.

Riproducibilita: vicinanzadei vaori trovati sullo stesso
campione in una quantita rilevante di misure succes-
sive. | parametri del metodo non devono subire modi-
fiche durante le ripetizioni.

Vero negativo: risultato negativo dell’ esame in sog-
getto senza segni o condizioni della patologia.

Vero positivo: Risultato positivo dell’ esame in sog-
getto con segni o condizioni dellamalattia.

Periodo di familiarizzazione e addestramento

Il periodo di addestramento con il nuovo metodo
di analisi deve essereil pit completo possibile, com-
prendere le modalita di esecuzione, di preparazione
e conservazione dei reagenti e campioni, simula-
zioni di analisi e interpretazione dei risultati dei
campioni e |l’analisi criticadei dati dei QC. L’ ad-
destramento deve comprendere, oltre a una sessione
dimostrativa, anche una parte praticain cui siano i
futuri utilizzatori ad eseguire ed interpretare I’ ana-
lisi ei dati relativi. La durata del periodo di valu-
tazione deve essere almeno di dieci giorni.

Materiali per la valutazione

Controlli

Sono richiesti appropriati materiali di controllo per
monitorare le performance del test. | materiali di con-
trollo forniti dal produttore possono essere utilizzati,
e possibile utilizzare altri materiali di controllo in cui
siano stati escluse possibili interferenze dovute alla
matrice del controllo stesso.

Nelle comparazioni di metodi si deve, quando pos-
sibile, utilizzare lo stesso materiale di controllo per
tutti i metodi in valutazione. Di solito I’ esecuzione
quotidiana dei due livelli di controllo (positivo e
negativo) e sufficiente, alcuni metodi particolari
richiedono esecuzioni dei controlli piu frequenti.

Raccolta dei campioni

| campioni per effettuare le prove di valutazione
devono essereraccolti e conservati come daistruzioni
del produttore del materiale diagnostico, per evitarela
loro degradazione.
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Studi di riproducibilita

Controlli positivi e negativi

| materiali di controllo devono essere dosati, in doppio,
in ogni sedutaanaliticaedi ogni dosaggio deve essere
tenuta registrazione. Se la durata della valutazione
di 10 giorni a termine dello studio saranno disponi-
bili almeno 20 dati; seil periodo di valutazione supera
i 10 giorni € possibile dosare in singolo i controlli ad
ottenere, comunque, almeno 20 risultati finali per ogni
livello di controllo.

Seentrambi i materiali di controllo non rientrano nei
limiti previsti la seduta analiticaei dati, relativi ai
campioni, ottenuti nella seduta vanno eliminati e la
seduta ripetuta. Se nel corso del periodo di valuta-
zione pit di unaseduta produce risultati del materiale
di controllo non conformi & necessario sospendere la
prova e contattare il fornitore del kit diagnostico al
fine di determinare le cause e di attuare eventuali
azioni correttive.

Concentrazioni vicino al cut off

Gli studi di riproducibilita per gli esami qualitativi
devono provvedere a stimare la precisione del
metodo a concentrazioni vicineal cut off. Non & cor-
retto procedere all’ analisi di campioni la cui con-
centrazione siamolto lontana (in basso o in alto) dal
livello decisionale.

Una comune definizione del punto di cut off per i test
qualitativi € la concentrazione in cui la ripetizione del
test sullo stesso campione s rivela positiva nel 50% del
cas e negativa nell’ altro 50%. Il leggero incremento o
decremento dellaconcentrazione spostadi molto laper-
centual e positivao negativadel risultati ottenuti. Questo
dimostracome aconcentrazioni vicined limitedel cut
off I'imprecisione nel metodi sia elevata.
Laconcentrazione soprao sotto il livello di cut off alla
qualeil 95% dei risultati si dimostrano rispettivamente
positivi 0 negativi viene definita“ Intervallo a 95% del
cut off” del metodo. La capacita del metodo di pro-
durre su campioni rianalizzati un risultato compreso
in tale intervallo é indice di buona affidabilita del
metodo.

Laconcentrazione compresaal’interno dell’ intervallo
del 95% varia a seconda del metodo e dell’ analita.
Distinguere la differenzarientratrale prove di valu-
tazione del metodo stesso.

Gli esperimenti di riproducibilitd non possono essere
impiegati per definiresiaintervallo del 95% chei limiti
di concentrazione significativi per il metodo, ma pos-
sono dare indicazioni quando, questi intervalli, sono
al’interno o meno del 20% dell’intervallo di concen-
trazione dal punto di cut off.

L’ esperimento descritto presume che la curva di cali-
brazione (concentrazione vs segnal€e) sia lineare per
campioni diluiti nell’intervallo di concentrazione pros-
simoal punto di cut off. Sappiamo chetale asserzione
non e sempre validacome ad esempio nei dosaggi EIA
di screening ottenuti con miscele di anticorpi anti HIV.
Se dall’ esperimento risulta che néll’intervallo del +/-
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20% di concentrazione dal punto di cut off si descrive
I"intervallo del 95% I’ esame dimostraun CV del 10%.
Una volta determinato I’ intervallo del 95% il CV%
(CV = SD/concentrazione cut off) si determina divi-
dendo I'intervallo del 95% per due. Questo tipo di
stima puo essere fatto solo per andliti singoli come glu-
cosio 0 HbsAg e non per analiti multipli.

Riproducibilita nei metodi qualitativi per concen-
trazioni vicine al punto di cut off: procedura

- Stabilire la concentrazione di cut off per I’ analita
in studio. Se non riportato nella confezione del kit
e necessario allestire una serie di diluizioni sca-
lari e determinare il punto in cui il 50% dei risul-
tati sila negativo e |’ altro 50% positivo.

- Laconcentrazione corrispondente determinerail
punto di cut off.

- Preparare una serie di aliquote di campioni con
concentrazione maggiore € minore del 20% al
punto di cut off in quantita sufficiente all’ esecu-
zione di ameno 20 replicati.

- Analizzarei campioni registrando la percentuale di
risultati positivi e negativi

- Dai vaori percentuali ottenuti sara possibile rica-
vare:

a) Seil punto di cut off eaccurato: il 50% di risul-
tati deve essere positivo e il 50% negativo. Se
questo non é verificato lastimadel cut off non
e adeguata o la curva di estrapolazione del
metodo non € lineare in prossimita del punto
di cut off.

b) Seil +20 0 —20% dell’intervallo di concentra-
zione & compreso nell’ intervallo del 95% del cut
off del metodo. Se questo non si verifica, sara
necessario rideterminare I’ intervallo del 95%.

Compar azione dei metodi

Gli studi di comparazione di due o piu metodi preve-
dono I’analisi degli stessi campioni con i due o piu
medodi e la sucessivacomparazione dei risultati otte-
nuti. Il confronto di un metodo qualitativo puo avve-
nire con un altro metodo qualitativo, con il metodo uti-
lizzato presso il laboratorio che esegue laval utazione,
con il metodo di riferimento, con un metodo quanti-
tativo o con ladiagnosi clinica.

Di seguito vengono evidenziati i punti maggiormente
significativi che deve comprendere la valutazione.

Campioni da analizzare

Devono essere clinicamente significativi per I’ analita
damisurare, vanno raccolti in quantitasufficienteall’ e-
secuzione di tutte le prove, devono essere conservati
correttamente. Lo studio va eseguito, possibilmente,
sullastessa aliquota e contemporaneamente, per limi-
tare variazioni imputabili al tempo e ale modalita di
conservazione dei campioni.
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Numero dei campioni

Il numero totale di campioni da analizzare dipende
dagli intenti chesi poneil valutatore. Se per esempio,
si dosano 100 campioni per una patologia che ha
un’incidenzasulla popol azione del 5%, ci saralapro-
babilita di trovare 5 campioni positivi, contro 95 di
negativi; cio puo essere soddisfacente se I’intento &
guello di determinarei possibili falsi positivi, macer-
tamente risulta non soddisfacente per la valutazione
del numero dei falsi negativi nellapopol azione posi-
tiva (sensibilita). Una indicazione di massima puo
esserequelladi testare un numero di campioni tale che
almeno 50 campioni siano positivi, cio per compa-
rarei metodi e ameno atri 50 campioni risultino nega-
tivi per determinare cosi la specificita del metodo.

I numero di campioni analizzati deve permettere oltre
ad unaaccettabile analis statisticaanchelavautazione
della variabilita biologicain soggetti con e senzala
patologia.

Durata dello studio

Uno studio di comparazione deve svolgersi con
sedute analitiche quotidiane per almeno 10-20 giorni
al fine di ottenere un numero significativo di valori
per la comparazione. | campioni analizzati andreb-
bero conservati sino alafine dello studio per even-
tuali ulteriori analisi. Tutti i valori ottenuti vanno regi-
strati immediatamente e valutati in maniera prelimi-
nare. In caso di evidenti discrepanze si cercadi indi-
viduare la possibile causaei valori vanno eliminati.
Se non é possibile identificare la causa della seduta
aberrantei valori ottenuti non vanno eliminati.

Risultati discrepanti

Ladiscrepanzafrarisultati potrebbe essere imputataa
metodo in studio o aquello utilizzato come riferimento.
Per questo motivo sarebbe auspicabile utilizzare come
riferimento il metodo ritenuto “ gold standard” . Nel caso
s stiaeseguendo la comparazione di un metodo in cui
s ottengono valori numerici che successivamente ven-
gono trasformati in risultati qualitativi i valori discre-
panti vanno tabulati. E importante stabilire se le dis-
crepanze sono prossime ai valori di cut off.

Diagnosi clinica

Dettagliate informazioni sulla determinazione di sen-
sibilita e specificita clinica sono descritte nel docu-
mento dell’NCCL S GP-10 “ Valutazione dell’ accu-
ratezza clinica dei test di laboratorio utilizzando le
curve ROC”. In sono riportate le prove di valu-
tazione dell’ accuratezza dei test comparate con lo stato
clinico dei pazienti. Il presente documento fornisce
solo acuni accenni.

| campioni usati per gli studi di valutazione devono
essere rappresentativi dei diversi stati clinici e delle
diverse eta. Di ogni campione utilizzato dovrebbero
essere disponibili adeguate informazioni cliniche e
anamnestiche in modo da spiegare eventuali discor-
danzenegli studi di comparazione. Anche se € comune
ritrovare nella letteratura studi di comparazione fra
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metodi commerciali diversi di unaanalisi qualitativa,
rimane comunqueladiagnos clinicail “gold standard”
contro cui i metodi andrebbero comparati.

Analisi dei dati

| dati ottenuti sono valutati con ricerche di tipo stati-
stico di non semplice descrizione sintetica. Ci si limi-
teraquindi ad un cenno sintetico dei calcoli da ese-
guire rimandando al documento originale per una
descrizione approfondita. Il calcolo di specificitae sen-
sibilita & relativamente semplice quando la diagnosi
clinicaé nota

In unatabella a doppiaentrata (Tab. 1) vengono com-
parati i risultati ottenuti con le diagnosi cliniche dei
campioni. All’interno di ogni cella é riportato il
numero di campioni che corrispondono ale etichette
dellatabella stessa.

Tabella I. Comparazione diagnosi — metodo.

Metodo x Diagnosi clinica

Positivo (malato) Negativo (sano) Totale
Positivo A B A+B
Negativo C D C+D
Totale A+C B+D N

Sensibilita = A/(A+C); Specificita = D/ (B+D); Efficienza del metodo
(totale dei risultati in accordo con la clinica rappresentati nella per-
centuale dei risultati veri sia positivi che negativi) = (A+D)/N.

Quando un test qualitativo e derivato dalla dicotomia
di un test quantitativo o su scala ordinaria le per-
formance vengono descritte utilizzando le curve
ROC. (NCCLS document GP10-A Assessment of
Clinical Accuracy of Laboratory Tests Using
Receiver Operating Characteristic (ROC) Plot;
Approved Guideline).

Prevalenza e valore predittivo

Laprevalenzaéil valore espresso in frazione dellafre-
guenza della malattia nella popol azione. Utilizzando
campioni con diagnosi notai valori di prevalenzateo-
rici e osservati devono essere simili.

Il valore predittivo di un esame combinalaprevalenza
dellamalattiacon sensibilita e specificita. |1 valore pre-
dittivo positivo di un esame il numero di risultati veri
— positivi diviso il numero degli esami risultati posi-
tivi (veri efals positivi). Il valore predittivo negativo
e il numero di veri —negativi diviso il numero totale
del risultati negativi.

Conclusioni

Non e semplice trarre conclusioni dallo studio di un
documento NCCLS. E importante comuncue sotto-
lineare come tramite leindicazioni contenute sia pos-
sibile ottenere una traccia da seguire per procedere
alla valutazione di un metodo analitico. Da parte di
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tutto il personale del laboratorio deve esserci uno
sforzo nell’ abituarsi alla consultazione di questi
documenti ufficiali e di adeguare le proprie proce-
dure alle indicazioni riportate. Tutte le procedure
sono in linea con la documentazione richiesta dal
Sistema Qualitadi un moderno laboratorio. Sono stati
trattati i punti del documento maggiormente signifi-
cativi, alcuni si sono esclusivamente accennati, in
particolare le elaborazioni di tipo matematico e sta-
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tistico, in quanto richiederebbero una discussione
esclusiva.
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