Programma di Valutazione Esterna di Qualità per l'Emoglobina Glicata

ATTIVITA’ 2011
Comitato Scientifico: A. Mosca (coordinatore, Milano), A. Bellomo Damato (Bari), L. Benzi (Pisa), P. Compagnucci (Camerino, Macerata), C. Dotti (Reggio Emilia), E. De Simone (Napoli), C. Franzini (Milano), A. Lapolla (Padova), M. Plebani (Padova), L. Sciacovelli (Castelfranco Veneto)

MANUALE PER  I PARTECIPANTI 

Indice

a) Premessa

b) Calendario degli esercizi

c) Classificazione delle metodiche

d) Informazioni sulla costituzione dei materiali

e) Trattamento e conservazione dei materiali

f) Modalità di trasmissione dei dati

g) Elaborazione statistica e criteri di valutazione dei risultati

h) Azioni correttive

i) Attestati di partecipazione

j) Condizioni di abbonamento

k) Connessioni on-line

l) Modalità di inoltro dei reclami

m) Incontri con i partecipanti

n) Riferimenti bibliografici

A cura di:

Prof. Andrea Mosca

Dip. Scienze e Tecnologie Biomediche

Università degli Studi di Milano

Via Fratelli Cervi 93

20090 Segrate, Milano

tel. 02 5033 0422; fax 02 9998 7559
E-mail: andrea.mosca@unimi.it

a) Premessa

A partire dagli anni ’90 si sono tenuti in via sperimentale diversi programmi di valutazione esterna di qualità in Italia. Questo programma di valutazione esterna di qualità è la continuazione del precedente realizzato in maniera continuativa nel biennio 1999/2000 in collaborazione tra le Società Scientifiche finora patrocinanti (A.I.Pa.C., A.M.D., S.I.Bio.C., S.I.D. e S.I.MeL.), il Centro di Ricerca Biomedica di Castelfranco Veneto e A. Menarini Diagnostics. Nel presente documento sono presentate in maniera succinta le principali caratteristiche del programma, insieme ad alcune modalità tecniche inerenti il corretto utilizzo dei materiali, le modalità di raccolta e di elaborazione dei risultati, alcuni esempi di elaborazione ed altre informazioni pertinenti il funzionamento del programma medesimo. 

Le principali caratteristiche  sono:

· Utilizzo dei materiali di controllo sviluppati nell’ambito del progetto europeo di standardizzazione dell’emoglobina glicata, con valore di HbA1c assegnato secondo le attuali raccomandazioni internazionali (
).

· Quattro esercizi all’anno.

· Spedizione unica dei materiali all’inizio di ogni anno.

· Analisi in singolo.

· Stima dell’accuratezza, sulla base dello scostamento della misura rispetto al traguardo per l'errore totale.
· Stima dell'imprecisione.
Lo schema organizzativo dello studio è il seguente. Ogni laboratorio riceve all’inizio dell’anno 8 campioni in forma liofila in un'unica spedizione. I campioni devono essere ricostituiti ed analizzati secondo le seguenti scadenze:

	Campioni
	Periodo di analisi

	
	dal
	al (termine per l’invio dei risultati)

	2011/A – 2011/B
	11.4.2011
	29.4.2011

	2011/C – 2011/D
	13.6.2011
	24.6.2011

	2011/E – 2011/F
	3.10.2011
	14.10.2011

	2011/G – 2011/H
	14.11.2011
	25.11.2011


La preghiamo di attenersi attentamente alle istruzioni per la ricostituzione e l’utilizzo dei materiali e di rispettare le scadenze. Ricordiamo che i risultati pervenuti in ritardo non possono  essere inclusi nei riepiloghi periodici e che la trasmissione dei dati e dei risultati deve essere fatta per via elettronica (Internet), secondo quanto riportato a pag. 4 del manuale.
c) Classificazione delle metodiche

Le metodiche sono classificate per produttore e tipo principale di prodotto come di seguito:

( ) ABX Unimate su Cobas Mira

( ) Alfabiotech HS8

( ) Bayer Advia 1650

( ) Bayer DCA 2000

( ) Beckman Synchron LX20/CX

( ) Bio-Rad D10 A1c

( ) Bio-Rad Diamat

( ) Bio-Rad Diastat

( ) Bio-Rad Micromat II

( ) Bio-Rad Variant dual kit

( ) Bio-Rad Variant HbA1c program

( ) Bio-Rad Variant II dual kit

( ) Bio-Rad Variant II HbA1c program 

( ) Bracco Merck-Hitachi L-9100

( ) Dade Dimension

( ) Konelab

( ) Menarini HA 8121

( ) Menarini HA 8140

( ) Menarini HA 8160

( ) Nycocard Reader II

( ) Olympus (cod. OSR 6192) su   
     strumento Olympus

( ) Quantex su ILAB 600   

( ) Roche su  Integra

( ) Randox su strumento Olympus

( ) Roche tina-quant su strumento Hitachi 

( ) Roche tina-quant su strumento Modular

( ) Roche tina-quant su strumento Olympus

( ) Sebia Hydrasis

( ) Tosoh A1c 2.2

( ) Tosoh G7

() altra metodica (strumento, kit)

Le metodiche differenti da quelle di cui sopra vengono incluse nella categoria “altre”. Ai fini di alcune elaborazioni (diagrammi di Youden) le metodiche vengono tipicamente raggruppate in tre grafici separati, rispettivamente per metodiche in affinità ed immunochimiche, HPLC gruppo 1 ed HPLC gruppo 2.

d) Informazioni sulla costituzione dei materiali

I materiali di controllo oggetto dello studio sono emolisati di origine umana liofilizzati con l’aggiunta di crioproteggenti e stabilizzanti. Sono stati appositamente preparati per essere utilizzati in programmi di valutazione esterna di qualità (VEQ) ed hanno valori di Hb A1c assegnati da un laboratorio di riferimento appartenente alla rete internazionale IFCC di standardizzazione dell’emoglobina glicata. I valori di Hb A1c assegnati ai materiali sono standardizzati sulla base del sistema DCCT/NGSP (v. riferimenti bibliografici). 

Per quanto concerne il rischio biologico si attesta che i materiali sono stati testati per HBsAg, anti-HCV ed anti-HIV, con esito negativo. Si raccomanda tuttavia di trattare i controlli con le medesime precauzioni usate per i campioni prelevati da pazienti. 

Il contenuto di ogni  flaconcino è equivalente a 0,2 mL di sangue intero con emoglobina totale attorno ai 13 g/dL.

e) Trattamento e conservazione dei materiali

I materiali allo stato liofilo devono essere conservati a -20 ° (od a temperatura inferiore)  fino al momento della loro ricostituzione.

Modalità di ricostituzione e di utilizzo

Procedura standard

· Portare i flaconcini a temperatura ambiente.

· Togliere ghiera e tappo.

· Aggiungere 0,2 mL di acqua distillata (gli utenti del sistema Axies Shield Sentinel Nycocard Reader II devono utilizzare 0,3 mL di acqua distillata).

· Rimettere il tappo.

· Lasciare riposare 15 minuti.

· Agitare delicatamente per risospendere il contenuto in maniera omogenea, evitando di disperdere il liquido sulle pareti interne e nei piccoli spazi interni della parte inferiore del tappo.

· Lasciare riposare altri 15 minuti.

· Agitare una seconda volta delicatamente.

· Analizzare il contenuto come se si trattasse di un campione di sangue intero.

Procedure specifiche per metodica

· Nella maggior parte dei metodi HPLC il campione di sangue deve essere pre-diluito prima dell’iniezione in colonna. Questi materiali di controllo devono essere processati nello stesso modo dei campioni di sangue.

·   Se l’analizzatore che utilizzate non riesce a pescare l’aliquota da analizzare come da un tubo primario, allora bisogna diluire a mano il campione di controllo (per Menarini HA8160, HA8140 ed HA8121 diluire 10µL di campione in 1 mL di soluzione emolizzante)  ed istruire l’analizzatore in modo che salti la pre-diluizione. Questo equivale, in certi sistemi analitici (es. Menarini HA8160, HA8140 ed HA8121), ad inserire questi materiali diluiti nell’apposito lisante come “campioni di controllo” in posizioni predefinite del rack porta-campioni.  
·   Gli utenti del sistema Axies Shield Sentinel Nycocard Reader II devono ricostituire i liofili con 0,3 mL di acqua distillata.

Stabilità dopo la ricostituzione

+4 °C: 5 giorni

-20 °C: 3 mesi

-84 °C: 12 mesi 

Nel congelare aliquote dei materiali ricostituiti si operi in modo da fare un congelamento rapido ed evitare di scongelare e ricongelare i materiali.
Ci si raccomanda affinché i campioni siano trattati come normali campioni della routine, evitando un trattamento preferenziale, in modo che i risultati forniti riflettano realisticamente l'affidabilità analitica del singolo partecipante.

I risultati delle misure vanno espressi in termini di Hb A1c %, indipendentemente dal tipo di metodica utilizzata. 

f) Modalità di trasmissione dei dati

La trasmissione dei dati e dei risultati deve essere fatta solo attraverso Internet, sul sito www.glicata.org.  Si fa notare che l'utilizzo di Internet permette uno scambio interattivo delle informazioni in tempo reale, dal momento che è possibile vedere i propri risultati, il titolo assegnato ai materiali e l'elaborazione parziale in tempo reale subito dopo l'immissione dei dati. 

Nel caso di cambio di metodica i partecipanti debbono modificarla loro stessi nel sito, prima di inserire i risultati.

Considerando lo scopo esclusivamente scientifico dello studio si raccomanda tempestività e cura nella trasmissione dei risultati, in modo che i dati raccolti siano realmente rappresentativi dell'attuale stato dell'arte delle misure dell'emoglobina glicata in Italia.

g) Elaborazione statistica e criteri di valutazione dei risultati

Tutti i dati pervenuti entro i termini indicati sono elaborati sotto codifica esclusivamente dal coordinatore del programma ed inclusi nei riepiloghi periodici (uno per ogni esercizio) e nel riepilogo di fine anno. 

Preliminarmente all’elaborazione dei dati viene fatta una valutazione per l’eliminazione di eventuali valori estremi (outliers). Tale operazione viene effettuata scartando i valori che sono al di fuori dell’intervallo media + 3 DS. 

Ogni riepilogo periodico riporta:

· I dati identificativi, la codifica e la metodica utilizzata dal partecipante.

· I risultati del laboratorio rispetto a quelli degli utenti della stessa metodica, di tutti i partecipanti e rispetto ai valori DCCT assegnati ai materiali.

· Un report personalizzato per laboratorio, nel quale viene presentato lo scostamento percentuale del metodo usato, in riferimento al valore ottenuto con metodo DCCT. Tale scostamento è calcolato separatamente per ogni materiale analizzato. La prestazione analitica (ottima, buona, accettabile, non accettabile) viene valutata rispetto ai traguardi per l’errore totale stimati dal comitato scientifico sui dati di variabilità biologica attualmente disponibili.
I traguardi per l’errore totale sulle singole misure, definiti sulla base di un documento di consenso pubblicato nel 2009, sono i seguenti:

· ottimale: 

≤ 2,2 %

· desiderabile:
≤ 4,4 %

· minimo:

≤ 6,7 %

· Due tabelle riassuntive dei risultati ottenuti dai diversi metodi sui due materiali analizzati nel esercizio (per ogni metodo vengono forniti il numero dei risultati, mediana, range minimo-massimo, CV). La numerosità minima per l’elaborazione di un gruppo omogeneo di utenti della stessa metodica è di 5 partecipanti 

· Due istogrammi di frequenza (uno per ogni materiale) dai quali è possibile confrontare i risultati ottenuti dal laboratorio con i valori forniti dagli altri utenti della stessa metodica, da tutti gli utenti che hanno fornito risultati validi entro la scadenza, ed infine rispetto ai valori assegnati con metodo DCCT.

Nell’allegato 1 viene riportato un esempio di riepilogo periodico.

A fine anno viene inviato un rapporto finale che include i risultati trasmessi in ritardo rispetto alle scadenze fissate e che riassume, per ogni partecipante, i dati trasmessi durante l’anno
. La riproducibilità viene calcolata valutando dalla deviazione standard degli scostamenti tra le misure ottenute rispetto a quelle attese, normalizzata rispetto allo scostamento medio. 

Il riepilogo di fine anno pertanto riporta:

· I dati identificativi, la codifica e la metodica utilizzata dal partecipante.

· I risultati del laboratorio rispetto a quelli degli utenti della stessa metodica, di tutti i partecipanti e rispetto ai valori DCCT assegnati ai materiali.

· La prestazione analitica nel corso dell’anno.

· Il dato della riproducibilità. 

· I diagrammi di Youden relativi alle coppie di materiali analizzate in ogni esercizio.

Nell’allegato 2 viene riportato un esempio di riepilogo di fine anno.

h) Azioni correttive

I partecipanti ai quali viene inviato giudizio di prestazione non accettabile sono invitati a contattare il coordinatore per mettere in atto azioni correttive. Il coordinatore è a disposizione per discutere nei dettagli vari aspetti, inviare eventualmente altri materiali da analizzare, sollecitare un intervento tecnico di manutenzione, e fare quant’altro viene ritenuto opportuno al fine di armonizzare al meglio i risultati dell’emoglobina glicata sul territorio nazionale.

i) Attestati di partecipazione

L’allegato 3 riporta un esempio di attestato di partecipazione che viene spedito a fine anno.

j) Condizioni di abbonamento

Chi desidera iscriversi deve compilare tutti i cambi della scheda di adesione presente sul  sito www.glicata.org. La gestione logistica è a carico di A. Menarini Diagnostics. 
Il costo di abbonamento per anno è di €. 350,00. 
La login e password saranno successivamente attivate dall’amministratore del sistema. L'iscrizione al sito del laboratorio resta la stessa nel corso degli anni. Qualora cambi il referente o si debbano aggiornare i dati anagrafici per favore darne notizia via e-mail all'amministratore (anto@meltemi.net). 
k) Connessioni on-line

Accedendo al sito www.glicata.org è possibile iscriversi scegliendo Login e Password per l’accesso alle aree riservate, scaricare le principali informazioni, trasmettere i risultati e visualizzare gli elaborati. Si noti che, poiché il programma di calcolo elabora i dati dei partecipanti lavorando in tempo reale, gli utenti che per primi rispetto agli altri si trovano ad immettere i propri risultati potrebbero vedere nelle elaborazioni i propri risultati confrontati con un esiguo numero di partecipanti. Si consiglia, in tal caso, di rivisitare il sito in un tempo successivo (ad es. a distanza di una settimana) per avere una elaborazione fondata presumibilmente su un maggior numero di partecipanti.

l) Modalità di inoltro dei reclami

Eventuali reclami vanno inoltrati per iscritto al coordinatore del programma che si impegna, entro un tempo massimo di 15 giorni, a fornire riscontro ed a suggerire possibili soluzioni.

m) Incontri con i partecipanti

Ogni anno, in occasione del congresso nazionale della S.I.Bio.C., vi è una riunione del Gruppo di Studio inter-societario Diabete. In tale occasione il coordinatore è a disposizione per scambi di opinioni e contatti diretti. Inoltre, iniziative analoghe con cadenza più saltuaria vengono tenute nell’ambito dei convegni nazionali delle altre società scientifiche patrocinanti.
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ALLEGATO 1

Valutazione esterna di qualità dell’emoglobina glicata

Rapporto periodico relativo ai materiali 2001/A e 2001/B

	Laboratorio, codifica  
	xxx

	Sede
	xxx

	Primario
	xxx

	Città
	xxx

	Metodica utilizzata
	xxx


	
	N
	Hb A1c, %

	
	
	Campioni

	
	
	2001/A
	2001/B

	Risultati forniti dal laboratorio
	2
	5,60
	7,00

	Mediana risultati utenti stessa metodica
	52a
	5,00
	6,50

	Mediana risultati (tutti)
	213b
	5,10
	6,53

	Valore DCCT assegnato ai materiali
	
	5,50
	7,10

	Scostamento dal valore DCCT (%)
	
	+1,8
	-1,4


a numero di laboratori che usano la stessa metodica
b numero totale di partecipanti
Valutazione della prestazione analitica

Traguardi per l’errore totale, valutato sulle singole misure di ogni materiale:

· ottimale: 

< 2,6 %

· desiderabile:
< 5,2 %

· minimo:

< 7,8 %

Prestazione analitica: 

Campione 2001/A: 
ottima (x)
buona ( )
accettabile ( )
non accettabile ( )

Campione 2001/B: 
ottima (x)
buona ( )
accettabile ( )
non accettabile ( )

Commenti liberi: ==


ALLEGATO 1
Risultati 1° esercizio 2001, campione 2001/A

	Metodo
	N utenti


	Hb A1c, %

	
	
	mediana
	range

min-max
	CV, %

	Abbott Imx
	6
	5.15
	5.0 – 5.7
	4.8

	Bayer DCA 2000
	7
	5.30
	4.6 – 6.3
	11.4

	Bio-Rad Diamat
	10
	5.65
	5.2 – 6.3
	5.3

	Bio-Rad Variant
	12
	5.50
	5.3 – 5.9
	3.8

	Bio-Rad Variant II
	17
	5.20
	4.6 – 5.8
	5.0

	Bracco L-9100 
	13
	4.20
	3.8 – 5.6
	10.5

	Eurogenetics Tosoh A1c 2.2
	12
	5.20
	4.7 – 5.5
	4.5

	Menarini HA 8121
	53
	5.00
	4.4 – 6.0
	6.4

	Menarini HA 8140
	63
	5.00
	4.7 – 6.6
	8.2

	Roche Tina-quant
	7
	5.88
	5.3 – 6.4
	6.3

	Roche Unimate A1c
	5
	5.84
	5.3 – 6.7
	8.2

	Varie
	10
	4.65
	4.0 – 5.9
	15.3

	
	
	
	
	

	TUTTI
	215
	5.10
	3.80 – 6.65
	9.9

	VALORE ASSEGNATO DCCT
	-
	5.50
	-
	-


Risultati 1° esercizio 2001, campione 2001/B

	Metodo
	N utenti


	Hb A1c, %

	
	
	mediana
	range

min-max
	CV, %

	Abbott Imx
	6
	6.22
	5.7 – 6.6
	5.5

	Bayer DCA 2000
	6
	7.30
	6.9 – 8.2
	6.3

	Bio-Rad Diamat
	10
	7.15
	6.7 – 7.9
	6.3

	Bio-Rad Variant
	12
	6.95
	6.6 – 7.7
	4.7

	Bio-Rad Variant II
	17
	6.80
	6.2 – 7.7
	4.8

	Bracco L-9100 
	13
	5.40
	4.8 – 7.2
	10.5

	Eurogenetics Tosoh A1c 2.2
	12
	6.75
	5.8 – 7.0
	5.0

	Menarini HA 8121
	52
	6.50
	5.8 – 7.5
	6.5

	Menarini HA 8140
	63
	6.40
	5.3 – 8.2
	6.6

	Roche Tina-quant
	7
	7.20
	6.6 – 7.7
	5.3

	Roche Unimate A1c
	4
	7.60
	6.8 – 8.0
	6.7

	Varie
	10
	5.76
	5.0 – 7.2
	12.0

	
	
	
	
	

	TUTTI
	212
	6.52
	4.8 – 8.2
	9.1

	VALORE ASSEGNATO DCCT
	-
	7.10
	-
	-


Note

1. Sono tabulati sono i risultati delle metodiche utilizzate da almeno 5 partecipanti.

2. Tra le varie sono incluse le seguenti metodiche: Abbott Vision (3 laboratori), Alfabiotech HS-8 (2),
Menarini HA 8110 (1), microcolonnine (4). 

Distribuzioni di frequenza dei risultati ottenuti da tutti i partecipanti

(grafici visibili dal sito Internet)


ALLEGATO 2
Valutazione esterna di qualità dell’emoglobina glicata

Rapporto di fine anno 2001

	Laboratorio, codifica  
	xxx

	Sede
	xxx

	Primario
	xxx

	Città
	xxx

	Metodica
	xxx


Accuratezza

	
	Hb A1c (%) misurata nei campioni

	
	2001/A
	2001/B
	2001/C
	2001/D
	2001/E
	2001/F
	2001/G
	2001/H

	Risultati del laboratorio
	5,60
	7,00
	8,20
	5,70
	10,20
	6,30
	9,20
	10,00

	Mediana metodica
	5,00
	6,50
	8,30
	5,10
	10,40
	6,50
	9,30
	10,35

	Mediana risultati (tutti)
	5,10
	6,53
	8,45
	5,10
	10,50
	6,60
	9,40
	10,60

	Valore DCCT
	5,50
	7,10
	8,60
	5,50
	10,50
	6,60
	9,40
	10,50

	Scostamento percentuale dal valore DCCT
	+1,8
	-1,4
	-4,7
	+3,6
	-2,9
	-4,5
	-2,1
	-4,8

	Prestazione analitica
	ottima
	ottima
	buona
	buona
	buona
	buona
	ottima
	buona

	N. utenti stessa metodica
	  52
	51
	54
	52

	N. totale di partecipanti
	213
	210
	215
	214


Riproducibilità

	Campione
	Hb A1c, %
	

	
	Misura
	Atteso (DCCT)
	(Mis./Att.)*100

	A
	5,60
	5,50
	101,82

	B
	7,00
	7,10
	98,59

	C
	8,20
	8,60
	95,35

	D
	5,70
	5,50
	103,64

	E
	10,20
	10,50
	97,14

	F
	6,30
	6,60
	95,45

	G
	9,20
	9,40
	97,87

	H
	10,00
	10,50
	95,24

	media
	98,14

	DS
	3,13

	Imprecisione (CV)
	3,19

	Scostamento sistematico (media –100)
	-1,9



ALLEGATO 3
Valutazione esterna di qualità dell’emoglobina glicata

Attestato di partecipazione

Si certifica che il Laboratorio  (sede, Primario, Città) ha partecipato al programma di VEQ dell’emoglobina glicata nell’anno 2001 con la metodica xxx.

La valutazione della prestazione analitica, secondo i criteri dettagliati nel manuale ai partecipanti, è stata la seguente:

Accuratezza (scostamento dal valore DCCT)

	Esercizio
	

	
	ottima
	buona
	accettabile
	Non accettabile

	1°
	X X
	
	
	

	2°
	
	X X
	
	

	3°
	
	X X
	
	

	4°
	X
	X
	
	


Riproducibilità

CV medio delle misure del laboratorio: 3,2 %


Il Coordinatore del Programma

Andrea Mosca

Milano (data)

� Hicks J, Mueller M, Panteghini M, et al. American Diabetes Association (ADA), European Association for the Study of Diabetes (EASD), International Federation of  Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC) and International Diabetes Federation (IDF). Consensus statement on the worldwide standardization of the haemoglobinA1c measurement. Diabetes Care 2007;30:2399-2400.








� Nel rapporto finale sono indicati il numero totale di risultati pervenuti in ritardo, ed il numero di risultati aberranti per ogni esercizio.
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