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Quality	   principles	   and	   methodologies	   can	   strongly	   support	   the	  
management	   of	   scien6fic	   research,	   in	   both	   basic	   and	   applied	   research	  
laboratories,	  where	  procedures	  and	   results	  are	   rapidly	   changing	  and	  can	  
hardly	   be	   standardized.	   The	   "Quality	   and	   Project	   Management	  
OpenLab"	   (q-‐PMO)	   CNR	   Research	   project,	   aims	   to	   iden6fy,	   develop	   and	  
test	   models	   of	   quality	   management	   that	   can	   strongly	   support	   the	  
management	   of	   scien6fic	   research.	   In	   this	   view,	   Quality	   methodologies,	  
such	  as	  Failure	  Mode	  and	  Effect	  Analysis	  -‐	  FMEA,	  was	  borrowed	  from	  the	  
industrial	   field,	   where	   it	   is	   	   widely	   used	   in	   risk	   control	   and	   process	  
op6miza6on	   procedures,	   to	   validate	   and	   support	   research	   ac6vi6es	   and	  
results,	  to	  create	  a	  standard	  and	  controlled	  workplace,	  and	  to	  support	  the	  
interac6on	   between	   research	   and	   industrial	   applica6on.	   Aptamers	  
represent	  aRrac6ve	  targets	  for	  cancer	  diagnosis	  or	  therapy	  and	  therefore	  
are	   subjected	   to	   intensive	   inves6ga6on	   and	   interest	   of	   technology	  
transfer.	  We	  applied	  FMEA	  analysis	  on	  a	  “pilot”	  process,	  cons6tuted	  by	  3	  
subprocesses	   developed	   for	   the	   selec6on	   of	   cell-‐specific	   aptamers,	   in	  
agreement	  with	   the	   needs	   of	   companies	   interested	   in	   the	   development	  
The	   3	   subprocesses	   are:	   1)	   Dephosphoryla6on	   and	   purifica6on;	   2)	  
Phosphorila6on	   and	   Purifica6on;	   3)	   Cells	   binding	   assay	  We	   showed	   the	  
FMEA	  analysis	  of	  the	  first	  subprocess	  	  of	  this	  methodology.	  
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FAILURE	  MODE	  AND	  EFFECT	  ANALYSIS	  (FMEA)	  
Failure	   Modes	   and	   Effects	   Analysis	   (FMEA)	   is	   a	   systema6c,	   proac6ve	   method	   for	  
evalua6ng	  a	  process	  to	  iden6fy	  where	  and	  how	  it	  might	  fail	  and	  to	  assess	  the	  rela6ve	  
impact	  of	  different	  failures,	  in	  order	  to	  iden6fy	  the	  parts	  of	  the	  process	  that	  are	  most	  in	  
need	  of	  change.	  	  
• FMEA	   is	   used	   to	   evaluate	   processes	   for	   possible	   failures	   and	   to	   prevent	   them	   by	  
correc6ng	   the	   processes	   proac6vely,	   rather	   than	   reac6ng	   to	   adverse	   events	   a[er	  
failures	  have	  occurred.	  FMEA	  is	  par6cularly	  useful	  in	  evalua6ng	  a	  new	  process	  prior	  to	  
implementa6on	   and	   in	   assessing	   the	   impact	   of	   a	   proposed	   change	   to	   an	   exis6ng	  
process.	  
• For	  each	  process	  step,	  FMEA	  proceed	  with	  the	  following	  phases:	  

•  Failure	  modes	  (What	  could	  go	  wrong?)	  
•  Failure	  causes	  (Why	  would	  the	  failure	  happen?)	  
•  Failure	  effects	  (What	  would	  be	  the	  consequences	  of	  each	  failure?)	  

• Three	  parameters	  are	  used:	  
•  Severity	  (S):	  weights	  the	  importance	  of	  the	  effect	  of	  failure	  on	  the	  final	  product	  

and/or	  user;	  
•  Occurrence	  (O):	  measures	  the	  probability	  for	  the	  failure	  cause	  to	  happen;	  
•  Detec9on	   (D):	   iden6fy	  the	  control	  coverage	  of	   the	  process	  step	   in	  the	  present	  

configura6on	  
• The	   product	   of	   the	   3	   parameters	   leads	   to	   a	   summary	   index,	   named	   Risk	   Priority	  
Number,	  that	  gives	  measure	  of	  the	  risk	  associated	  with	  each	  process	  step.	  Comparing	  
RPN	  of	  single	  process	  steps	  with	  a	  pre-‐definite	  risk	  threshold	  helps	   in	  decide	  whether	  
seang	  correc6ve	  ac6on	  to	  make	  them	  more	  robust.	  
	  

	  
The	  outcome	  of	  the	  FMEA	  is	  a	  well-‐documented	  record	  to	  reduce	  overall	  risk	  to	  an	  acceptable	  level,	  and	  can	  be	  used	  as	  a	  source	  for	  designing	  a	  control	  strategy	  
This	  quality	  approach	  led	  to	  several	  major	  advantages.	  At	  first,	  a	  set	  of	  improvement	  ac6ons	  was	  generated	  covering	  most	  lab	  aspects,	  such	  as	  management	  of	  instrumenta6on	  or	  training	  
of	  personnel	  involved.	  Then,	  FMEA	  methodology	  contributed	  to	  the	  defini6on	  of	  good	  laboratory	  prac6ce,	  provided	  a	  strong	  support	  for	  the	  streamlining	  of	  protocols	  and	  was	  useful	  for	  
genera6ng	   informa6on	   suitable	   for	   knowledge	  management.	   The	   use	   of	   a	   common	   language	   oriented	   towards	   results	   is	   expected	   to	   facilitate	   technology	   transfer,	   thus	   promo6ng	  
interac6on	  between	  research	  and	  industrial	  applica6ons.	  
	  	  

Many	  ac6ons	  arising	  from	  the	  FMEA	  analysis	  are	  related	  to	  the	  organiza6on	  of	  the	  laboratory,	  as	  
you	  can	  expect	  when	  you	  apply	  the	  principles	  of	  quality	  management	  to	  a	  non-‐regulated	  research	  
laboratory.	  We	  have	  iden6fied	  two	  main	  groups	  rela6ng	  to:	  
• Quality	   Management	   of	   laboratory:	   scheduled	   maintenance	   and	   calibra6ons	   of	   instruments,	  
training	  of	  staff	  according	  to	  specific	  procedures,	  scheduled	  control	  of	  materials	  (expira6on	  dates	  
and	  storage	  condi6ons)	  –	  according	  to	  Interna6onal	  Quality	  Standards	  (es:	  UNI	  EN	  ISO	  9001:2008)	  
• Specific	  process	  under	  analysis:	   Intermediate	  control	  of	  pellet,	   intermediate	  control	  of	   labelled	  
cells….	  
Since	  the	  process	  is	  not	  automated,	  it	  was	  not	  surprising	  therefore	  that	  the	  star6ng	  RPN	  was	  over	  
the	  established	  threshold	  of	  100	  in	  more	  than	  50%	  of	  the	  opera6ons;	  all	  of	  them	  were	  reduced	  by	  
the	  applica6on	  of	  correc6ve	  ac6ons	  iden6fied	  	  (see	  "Ending	  RPN”).	  Correave	  ac6ons	  

reduce	  RPN	  

The	   analysis	   helps	   to	   iden6fy	   risky	   opera6ons	  
and	  define	  correc6ve	  ac6ons	  (for	  items	  with	  RPN	  
above	  the	  established	  threshold)	  

A	  detailed	  flowchart	  of	  the	  process	  
is	   a	   good	   star6ng	  point	   to	   iden6fy	  
each	  process	  component.	   FMEA	   analysis	   begins	   by	  

iden6fying	   all	   of	   the	  
probable	   failure	   modes,	  
cause	  and	  effect.	  	  

Error detection in the 90% of occurrenceBest coverage1

Error detection in the 70% of occurrenceGood coverage4

Error detection in the 50% of occurrenceSlight uncoverage7

Error detection in less than 50% of occurrenceSevere uncoverage10

DETECTION Table

Once in 5 to 30 yearsExtremely rare1

Once in 5 yearsVery infrequent2

Once in a yearinfrequent4

1 to 5 times in a yearoccasional6

5 to 10 times in a yearMedium frequency8

Once in a monthHigh frequency10

OCCURRENCE Table

undetectable by the end user or not influential on the serviceslight1

Slight effect on parametersMedium slight2

Effect on service parametersmedium4

damage is not important and significant dissatisfaction (wrong data)Moderate issue6

Final product definively damagedsevere8

Dead or severe injuriesExtremely severe10

SEVERITY Table

Error detection in the 90% of occurrenceBest coverage1

Error detection in the 70% of occurrenceGood coverage4

Error detection in the 50% of occurrenceSlight uncoverage7

Error detection in less than 50% of occurrenceSevere uncoverage10

DETECTION Table

Once in 5 to 30 yearsExtremely rare1

Once in 5 yearsVery infrequent2

Once in a yearinfrequent4

1 to 5 times in a yearoccasional6

5 to 10 times in a yearMedium frequency8

Once in a monthHigh frequency10

OCCURRENCE Table

undetectable by the end user or not influential on the serviceslight1

Slight effect on parametersMedium slight2

Effect on service parametersmedium4

damage is not important and significant dissatisfaction (wrong data)Moderate issue6

Final product definively damagedsevere8

Dead or severe injuriesExtremely severe10

SEVERITY Table

	  PROTOCOL	  1	  
	  
	  
	  
DEPHOSPHORILATION	  
	  
Mix	  preparation	  (150µl)	  :	  
	  

1. Buffer	  10X	  	  	   	   	   15µl	  	   	   (1x	  final	  concentration)	  
2. PA	  1U/µl	  	  	  	  	  	   	   	   15µl	  	   	   (0,1U/µl	  	  final	  concentration)	   	  	  
3. Template	  RNA	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	   200-‐500	  pmol	  	  
4. H2O	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	   	   to	  volume	  

	  
5. Incubate	  mix	  at	  50°C	  	  	   	   for	  60	  min	  
6. Add.	  EGTA	  200mM	  pH8	   1/10	  vol.	  

	  
	  
EXTRACTION	  	  PHENOL/CHLOROFORM	  :	  ALCOHOL	  ISOAMYLIC	  	  
	  

1. 	  Add	  	  ½	  vol	  Phenol:Water	  (3,75:1)	   	   	   	  	   	   	   	   	  
2. 	  Vortex	  
3. 	  Add	  	  ½	  vol	  Chloroform:	  Alchol	  Isoamylic	  (24:1)	   	   	  
4. Vortex	  
5. 	  Centrifuge	  	  2	  min	  13200	  rpm	  	  
6. 	  Recover	  aqueous	  phase	  
7. 	  Add	  	  100	  µl	  H2O	  	  
8. 	  Vortex	  
9. 	  Centrifuge	  at	  2	  min	  13200	  rpm	  	  
10. Recover	  aqueous	  phase	  and	  add	  to	  step	  6	  

	  
	  
EXTRACTION	  CHLOROFORM	  :	  ALCOHOL	  ISOAMYLIC	  	  	  
	  	  

1. Add	  	  ½	  vol	  Chloroform:	  Isoamylic	  Alchol	  (24:1)	  	   	   	  	  
2. Vortex	  
3. Centrifuge	  	  2	  min	  13200	  rpm	  	  
4. Recover	  	  supernatant	  
5. Add.	  NaAc	  3M	  PH	  7.0	  	  (0,1	  M	  final	  concentration)	  and	  two	  vol	  Ethanol	  
6. Centrifuge	  	  30	  min	  13200	  rpm	  	  
7. Resuspend	  in	  10-‐15	  µl	  H2O	  
8. Read	  at	  260nm	  
9. Storage	  -‐20°C	  

	  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

RNA	  
200-‐500pm	  

	  
EXTRACTION	  

Phenol/Chloroform	  

	  	  

SPIN	  	  
	  13200	  rpm	  4°C	  30’	  30	  

ADD	  
	  1/10	  vol.	  EGTA	  	  	  

	  

PRECIPITATE	  	  
1/10	  vol	  NaAc	  +3	  vol	  EtOH	  

	  RESUSPEND	  	  
10-‐15µl	  H2O	  	  

PELLET	  
RECOVERING	  

READ	  
λ	  260	  nm	  

Aptamero	  DF	  
Storage	  max	  1month	  

-‐20°C	  

Flow	  chart	  1	  	  

no	  

	  <	  25	  pmol/µl	  	  
	  

DEPHOSPHORYLATION	  	  	  
	  Mix	  50°C	  x	  60’	  

	  
EXTRACTION	  

Chloroform/isoamyl	  alcohol	  
	  

Dephosphorylation	  
and	  Extraction	  	  	  

NaAc	  3M	  
pH7,0	  

	  

200mM	  	  EGTA	  
pH8	   Process or Product Name: Prepared by:

LdA2

Process Owner: FMEA Date (Orig):
2013-09-05

Passaggio chiave del 
processo o Input 

 Possibili modalità di 
guasto

Potenziali effetti del 
guasto

G
 
/
 

S
E
V

 Cause Potenziali
P
 
/
 

O
C
C

Controlli  attuali
R
 
/
 

D
E
T

I
P
R
 
/
 

R
P
N

Azioni raccomandate 

Qual è il Passaggio del 
Processo o Input?

In che modo può fallire 
il Passaggio del 

Processo o Input?

Qual è l'impatto sulle 
variabili in uscita una 
volta che il passaggio 
chiave  fallisce (utente 

finale o esigenze 
interne)?

 Q
ua

nt
o 

gr
av

e 
è 

l'e
ffe

tto
 p

er
 il

 u
te

nt
e 

fin
al

e?

Quali sono le cause del 
guasto?

Q
ua

nt
o 

è 
fre

qu
en

te
 il

 
gu

as
to

?

Quali sono i controlli e 
le procedure esistenti 
che impediscono la 

causa o la modalità di 
guasto?

  C
om

e 
si

 p
uò

   
ril

ev
ar

e 
la

 c
au

sa
 o

 la
 

m
od

al
ità

 d
i g

ua
st

o?
   

 Indice di 
Priorità 

di 
Rischio

Quali sono le azioni per 
ridurre il verificarsi della 
causa o per migliorare 

il rilevamento?

pianificare tarature 
periodiche  

controlli intermedi da 
parte di resp. di 
laboratorio

errato utilizzo delle 
micropipette

risultato non affidabile

6

imperizia dell'operatore  

4

attenzione dei 
responsabili

7 168

Formazione degli 
operatori all'ingresso in 
laboratorio

scasa qualità RNA 
(INPUT)

compromissione totale 
del risultato

8

procedura errata da 
parte del "fornitore"

4

test di adeguatezza da 
parte del fornitore o 
dell'operatore (100%) 1 32

reagenti scaduti, mal 
conservati  

risultato da verificare 

4

mancato controllo

4

controllo occasionale 
della scadenza e della 
conservazione 7 112

Piano di controllo 
periodico scadenza e 
delle condizioni di 
storage

controlli periodici (piano 
di controllo)

formazione del 
personale al rispetto 
delle procedure di 
gestione del materiale

temperatura eccessiva  inattivazione enzima

8

guasto 
termostato/livello acqua

4

controllo visivo 
termometro e livello 
acqua 4 128

Piano di manutenzione: 
taratura termostato 
/sonda acustica

temperatura 
insufficiente

bassa efficienza 
enzima

6

guasto 
termostato/livello acqua

4

controllo visivo 
termometro e livello 
acqua 4 96

 

tempo troppo lungo materiale instabile 

4

impostazione 
operazione errata timer 
da parte dell'operatore 4

 nessun controllo

10 160

utilizzo timer con 
controllo  del tempo 
trascorso (count up) 
/check list delle 
operazioni eseguite 

tempo troppo corto insufficente 
defosforilazione

6

impostazione 
operazione errata timer 
da parte dell'operatore 4

 nessun controllo

10 240

utilizzo timer con 
controllo  del tempo 
trascorso (count up) 
/check list delle 
operazioni eseguite
Piano di controllo 
periodico scadenza, 
condizioni di storage; 
assenza di 
contaminanti
formazione del 
personale al rispetto 
delle procedure di 
gestione del materiale

pipette starate errore recuperabile con 
operazioni successive 

2

mancata taratura

4

controlli empirici 

7 56

D
EF

O
SF

O
R

IL
AZ

IO
N

E

  PREPARAZIONE             MIX

reagenti  contaminati degradazione del 
campione

 INCUBARE                   a                              
50°C x 60' 

errata concentrazione 
dei reagenti, risultato 
non affidabile

micropipette starate

4

mancata taratura

 

difetto di manipolazione

8

qualità EGTA (input): 
contaminazione 

  ADDIZIONARE
 1/10 vol 200mM EGTA  

pH 8

 risultato compromesso  

4

6

controllo occasionale 
della scadenza, della 
conservazione e 
dell'assenza di 
contaminanti

7

7

224

168

utilizzo materiale sterile

7

controlli empirici 

 Failure Modes Effects Analysis

q-PMO LdA 2

Aptamer - Dephosphorylation and extraction

mancato rispetto delle 
disposizioni di gestione 
del materiale

8 4 224
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 Failure Modes Effects Analysis

0

Formazione degli 
operatori all'ingresso in 
laboratorio

controllo intermedio 
della contaminazione 
della fase acquosa 

Piano di controllo 
periodico scadenza e 
delle condizioni di 
storage

formazione del 
personale al rispetto 
delle procedure di 
gestione del materiale

vortex/ agitazione: salta 
l'operazione

errata  separazione 
delle fasi

6

 errore operatore  

4

procedura scritta

4 96

rotore guasto/display 
non conforme 

4

controlli periodici

7 168

piano di controllo e 
manutenzione

mancata 
programmazione

2

procedura scritta 

4 48

Piano di controllo 
periodico scadenza e 
delle condizioni di 
storage

formazione del 
personale al rispetto 
delle procedure di 
gestione del materiale

mancata addizione 
parziale o totale dei 
reagenti

compromissione del 
risultato 8

errore dell'operatore  
4

procedura scritta 
4 128

check list delle 
operazioni eseguite

pipette starate errore recuperabile con 
operazioni successive 2

mancata taratura
4

controlli empirici 
7 56

piano di controllo e 
manutenzione 

controllo visivo 
intermedio del pellet

strumento guasto

4

controlli periodici

7 168

piano di controllo e 
manutenzione

mancata 
programmazione

2

procedura scritta 

4 48

RECUPERO PELLET  

aspirazione 
sovranatante

materiale non idoneo/ 
perdita del pellet   

8

imperizia operatore  

4

controllo visivo del 
pellet  

4 128

piano di formazione del 
personale

acqua contaminata degradazione del 
campione

8

mancato rispetto delle 
disposizioni di gestione 
materiale 4

utilizzo materiale sterile

7 224

controlli periodici (piano 
di controllo)

errore operatore

4

procedura scritta

4 64

pianificare tarature 
periodiche  

controlli intermedi da 
parte di resp. di 
laboratorio

spettrofotometro guasto
4

registro utenti, 
manutenzione 
programmata

4 64

preparazione campione 
lettura 4

replica campione di 
lettura 4 64

controlli empirici 

7

4

concentrazione 
campione non 
attendibile

4

mancata taratura

4

controlli periodici

7 168

4 112

224

 CENTRIFUGAZIONE 
 13200 rpm 4°C 30’  

centrifuga non 
funzionante

pellet insufficiente

6

rotore guasto/display 
non conforme 

temperatura ambiente / 
tempo errato 

 pellet insufficiente 

6

difetto di manipolazionerisultato compromesso  

pipette starate

LETTURA ALLO 
SPETTROFOTOMETRO  λ!

260nm

densità ottica errata

 RISOSPENSIONE
10-15µl H2O 

diluizione errata, 
concentrazione non 
adeguata

74

controllo occasionale 
della scadenza e della 
conservazione

mancato controllo

4

controllo occasionale 
della scadenza e della 
conservazione

8

6
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6

risultato non affidabilereagenti scaduti, mal 
conservati 

 

 PRECIPITAZIONE
1/10 vol NaAc 3M 

(pH7,0)+3vol EtOH 99%

qualità NaAc(input): 
contaminazione 

 ESTRAZIONE

centrifuga a velocità 
inferiore 

errata  separazione 
delle fasi

errato recupero fase 
acquosa

imperizia operatore  

6

materiale insufficiente/ 
Campione non 
affidabile

4 168

attenzione dei 
responsabili

7

1687

6 2 7

6 2 4 48

6 4 4

6 2 4 48

6 2 4 48

8 4 4

8 2 4 64

8 2 4 64

6 2 4

4 2 4 32

6 2 4 48

8 2 4 64

8 2 4 64

4 2 7

4 2 4 32

Describe 
process 

(flowchart) 

Identify  
actual  

controls  
and  

Detection 

Calculate 
Risk Priority 

 Number 

Identify failure  
modes 

Identify  
Effects and  
Severity 

Identify  
Causes  

and  
Occurrence 

Set  
Actions,  

responsibles,  
           dates 

Re-calculate  
RPN 

q-PMO

q
qq

q
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q
qq

q
q q-PMO

q
qq

q
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q
qq

q
q


