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INTRODUZIONE 

L’11 gennaio 2020 l’Organizzazione Mondiale della 
Sanità ha ricevuto dalle autorità cinesi la sequenza genica 
di un nuovo Coronavirus (2019-nCoV), che oggi è 
universalmente conosciuto come SARS-CoV-2 ed 
individuato quale responsabile della malattia COVID-19 (1). 

Grazie a questo passo, tutti i Paesi sono stati messi 
in grado di contribuire agli studi per definire le 
caratteristiche del virus e comprendere i meccanismi 
fisiopatologici e clinici alla base della malattia (2,3), e 
sono state create le condizioni per sviluppare 
velocemente esami di laboratorio per la diagnosi 
eziologica di COVID-19. Più precisamente sono stati 
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Useful elements for implementing a system to control the accuracy of results in the diagnosis of SARS-CoV-2 
(viral RNA, antigens and antibodies). 
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manipulation, sample transport and storage), analytical (i.e. pipetting errors during manual sample dispensing, 
incorrect RNA extraction, cDNA synthesis and amplification) and post-analytical (i.e. incorrect test report and 
interpretation). Furthermore, the key elements for creating a system to keep continuously under control these 
potential sources of error are presented, both implementing an adequate control of the entire process and a system 
for monitoring the analytical quality, where Internal Quality Control plays a crucial role. 
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sviluppati esami diretti (che evidenziano la presenza 
del virus SARS-CoV-2 mediante la ricerca degli acidi 
nucleici o degli antigeni del virus) ed esami indiretti (che 
rilevano la produzione di anticorpi rivolti verso 
componenti del virus, documentando l’avvenuto contatto 
con SARS-CoV-2) (4-8). 

Attualmente gli esami di laboratorio disponibili per 
l’infezione da SARS-CoV-2 si possono schematicamente 
distinguere in: 
- test molecolari: rappresentano il gold standard per la 

diagnosi di infezione da SARS-CoV-2, poiché rilevano 
la presenza di RNA del virus mediante test di 
amplificazione degli acidi nucleici (NAATs) in varie 
tipologie di campione, principalmente tampone oro-
naso-faringeo. La metodica più utilizzata è la Reverse 
Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR), 
che utilizza come geni target uno o più geni del virus, 
cioè envelope (env), nucleocapside (N), spike (S), 
RNA polimerasi RNA dipendente (RdRp), e ORF1 (9); 

- test antigenici: rilevano la presenza di componenti del 
virus; vengono effettuati con modalità di raccolta del 
campione simili a quelle dei test molecolari, ma hanno 
tempi di risposta molto più brevi (10-15 min); il loro uti-
lizzo è tuttavia limitato dalla loro scarsa sensibilità. 
Comprendono sia test prettamente qualitativi (sistemi 
POCT basati su metodologia di immunocromatografia 
a flusso laterale o su metodi a fluorescenza/elettrochi-
mici, a lettura strumentale e non), sia test semi-quan-
titativi in chemiluminescenza (CLIA), eseguiti su stru-
mentazione di laboratorio (10,11); 

- test sierologici per la ricerca di anticorpi (IgM, IgG, 
IgA): rilevano la presenza di anticorpi specifici, 
attestando l’esposizione al virus. Negli individui con 
malattia presente da almeno una settimana possono, 
in alcuni casi, rilevare un’infezione in atto; tuttavia la 
loro maggiore utilità consiste nella valutazione 
epidemiologica della diffusione dell’infezione virale, e 
nel fornire informazioni utili per il “tracciamento” 
tardivo di individui asintomatici o con sintomatologia 
lieve. Comprendono sia test prettamente qualitativi 
(sistemi POCT basati su metodologia di 
immunocromatografia a flusso laterale, a lettura 
strumentale e non), sia test semi-quantitativi e/o 
quantitativi in immunoenzimatica (ELISA) o in 
chemiluminescenza (CLIA), eseguiti su 
strumentazione di laboratorio (12,13).  

La rapida comparsa sul mercato di kit diagnostici in 
grado di eseguire gli esami sopra descritti, unita alla 
necessità di mettere il più velocemente possibile questi 
presidi a disposizione della comunità, ha portato a 
bypassare l'iter consueto di acquisizione delle 
certificazioni necessarie alla commercializzazione ed 
utilizzo dei kit diagnostici, a favore di procedure 
accelerate quali, ad esempio, l'"Emergency use 
authorization" della FDA statunitense (4). Per questo 
motivo, contemporaneamente è sorta l'esigenza, da 
parte dei laboratori clinici, di valutare la capacità di 
produrre risultati accurati da parte di questi strumenti 
diagnostici. A questo proposito, giova ricordare che, in 
accordo con quanto richiesto dalla norma ISO 

15189:2012, prima della messa in uso del kit diagnostico 
da parte del singolo laboratorio, è sempre necessario 
procedere a prove di validazione (se non già effettuate 
dal produttore) o di verifica (in caso di validazione già 
effettuata dal produttore) (14). 

Mentre sono numerose le pubblicazioni che si sono 
occupate di definire le modalità di corretto utilizzo dei 
test diagnostici per SARS-CoV-2, più carente risulta la 
letteratura relativa al monitoraggio della loro qualità 
analitica (5), nonostante la normativa vigente e standard 
di accreditamento quali la norma ISO 15189:2012 
richiedano l'implementazione di sistemi per il Controllo di 
Qualità Interno (CQI) e la partecipazione ai programmi di 
Verifica Esterna della Qualità (VEQ) da parte dei 
laboratori clinici per ogni esame eseguito 

Per questo motivo, gli Autori ritengono utile 
richiamare l'attenzione su alcuni elementi chiave da 
prendere in considerazione quando si intenda 
implementare un sistema per il monitoraggio della qualità 
analitica degli esami diagnostici per SARS-CoV-2, la cui 
progettazione è a sua volta condizionata dalla 
definizione e valutazione delle attività che concorrono al 
processo di produzione dei risultati. 

MODALITÀ OPERATIVE E STRUMENTI UTILI 
PER TENERE SOTTO CONTROLLO  
LA QUALITÀ DEI RISULTATI NELLA  
DIAGNOSTICA DI SARS-CoV-2 

La qualità di un dato di laboratorio è condizionata da 
numerose variabili, che esercitano la loro influenza in  
ogni fase di produzione del risultato (15). 

È quindi importante che il laboratorio definisca, 
implementi e monitori la corretta applicazione di 
procedure standardizzate che prendano in 
considerazione tutte le attività e le fasi che concorrono 
alla produzione del dato analitico, nel rispetto delle 
indicazioni fornite dal produttore del sistema diagnostico, 
prestando particolare attenzione alle fasi critiche delle 
diverse attività (controllo di processo). 

Inoltre, per tenere sotto controllo l’affidabilità dei 
risultati è necessario monitorare le prestazioni dei 
sistemi analitici (controllo della qualità analitica), il che si 
traduce nell'implementazione di un sistema per il CQI e 
nella partecipazione a programmi di VEQ. 

 
Controllo di processo 

Nell'ambito della diagnostica di SARS-CoV-2, si 
possono identificare le seguenti principali fonti di 
variabilità dei risultati. 

 
Variabili pre-pre-analitiche 

La tempistica di esecuzione dell'esame e lo stato 
(asintomatico/sintomatico, infezione lieve/severa,) del 
soggetto sottoposto ad indagine. Attraverso le vie di 
comunicazione adottate dal laboratorio per la gestione 
delle informazioni extra-analitiche (ad esempio guida al 
servizio, circolari informative, portale web, applicativi 
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dedicati), dovrebbero essere fornite indicazioni a medici 
e pazienti sulle corrette tempistiche di esecuzione 
dell’esame rispetto all’evoluzione dell’infezione. In 
genere il test molecolare risulta positivo pochi giorni 
prima dell’inizio della sintomatologia e raggiunge la 
massima sensibilità diagnostica dopo circa una 
settimana; il test antigenico rapido va eseguito in 
situazioni ad alta prevalenza di malattia entro 5 giorni 
dall’insorgenza dei sintomi ed il test per la ricerca degli 
anticorpi dovrebbe essere utilizzato dopo circa 14 giorni 
dalla positività all’esame molecolare (7-13). 

 
Variabili pre-analitiche 

Sono da considerare le modalità di raccolta, 
manipolazione, trasporto e conservazione dei campioni 
(16). Il laboratorio dovrebbe fornire indicazioni sugli 
aspetti pre-analitici, in particolare quelli relativi alla 
corretta raccolta del campione, sia in termini di 
adeguatezza qualitativa e quantitativa del materiale 
biologico da sottoporre a misura, sia per evitare l’utilizzo 
di matrici per le quali la metodica non sia validata. 

Questo aspetto è particolarmente critico per gli esami 
molecolari, in quanto la buona riuscita dell'analisi è 
profondamente influenzata dalla qualità, dalla purezza e 
dall’integrità del materiale genetico di partenza (4). È 
quindi estremamente importante disporre di un 
campione biologico adeguato, cioè raccolto al momento 
opportuno, nella sede raccomandata, con gli strumenti 
idonei, in quantità sufficiente, conservato e trasportato 
nelle corrette condizioni (17). Per quanto l’adeguatezza 
di queste operazioni non sia misurabile, l'esaustiva 
descrizione delle procedure può consentire di 
raggiungere l'obbiettivo descritto. La tipologia di 
materiale prelevato e gli strumenti utilizzati per il prelievo 
e la conservazione del campione devono inoltre essere 
quelli indicati dal produttore, poiché sono quelli per i 
quali gli Enti preposti hanno rilasciato le certificazioni 
necessarie alla commercializzazione e all'utilizzo del kit 
nei laboratori di routine. 

 
Variabili analitiche 

Sono le variabili legate alla preparazione e 
misurazione dei campioni mediante le metodiche e gli 
strumenti presenti in laboratorio. Il laboratorio dovrebbe 
pianificare, descrivere ed eseguire nel modo corretto le 
fasi operative necessarie alla produzione del risultato di 
misura, in particolare quelle che prevedono la 
manipolazione dei vari materiali e che possono portare 
alla contaminazione di campioni, reagenti, strumenti, 
aree e ambienti di lavoro, con conseguente invalidazione 
dei risultati ottenuti.  

Questo aspetto risulta particolarmente complesso 
nel caso dei test molecolari, in cui numerose sono le fasi 
operative durante le quali si possono verificare errori che 
potrebbero pregiudicare il risultato finale (18). Pertanto 
occorre prestare particolare attenzione alla 
progettazione ed esecuzione di fasi quali quelle di 
estrazione dell'RNA, preparazione della reazione di 
PCR, amplificazione, in quanto rappresentano tutte 

occasioni di rischio di contaminazione e/o degradazione 
del materiale biologico (4). 
Ulteriori elementi critici da tenere sotto controllo sono:   
- la dispensazione dei volumi previsti per campioni e 

reagenti, che risulta particolarmente critica nel caso 
dei test su card. In questi casi è bene assicurarsi che 
la quantità di reagente eventualmente espressa in 
“gocce” corrisponda alla quantità espressa in “unità di 
volume” (se dichiarata dal produttore), poiché 
quantità di reagente e/o di campione in difetto o in 
eccesso rispetto a quanto stabilito possono 
sbilanciare la reazione, con conseguente inaffidabilità 
dei risultati ottenuti;  

- la tempistica indicata per la lettura dei risultati, sia che 
essa avvenga in manuale sia che venga eseguita 
utilizzando uno strumento. Attenersi ai tempi previsti 
tra campionamento e lettura è fondamentale per 
consentire il completo e corretto svolgimento della 
reazione; letture eseguite in anticipo possono infatti 
portare a false negatività così come letture eseguite in 
ritardo possono portare a false positività dovute alla 
formazione di bande aspecifiche. 
 

Variabili post-analitiche  

Sono le variabili legate alla refertazione e 
all'interpretazione del risultato. Anche in questo caso il 
laboratorio dovrebbe definire le modalità corrette di 
refertazione e fornire un supporto all'interpretazione del 
dato da parte dei clinici, ad esempio evitando, per i test 
molecolari, la refertazione del "ciclo di amplificazione 
soglia" (Ct, Threshold Cycle), la cui espressione può 
risultare fuorviante, a causa dell'ampia variabilità fra le 
metodiche, oppure proponendo commenti esplicativi sul 
significato del risultato positivo, negativo o 
indeterminato, sia dei test molecolari (9) che di quelli 
antigenici (10) che di quelli sierologici (12). 

 
Variabili legate ai processi di supporto  

Queste sono le variabili relative ad attività che 
possono ulteriormente incidere sul processo di 
produzione del dato di laboratorio. In particolare vanno 
curate con attenzione: 
- la conservazione dei reagenti e del materiale di 

consumo, onde evitare degradazione/contaminazione 
degli stessi con conseguente rischio di ottenere 
risultati falsi negativi o falsi positivi; 

- l'esecuzione della manutenzione strumentale 
ordinaria, che deve essere eseguita in modo puntuale 
secondo le tempistiche raccomandate dal produttore; 

- la formazione degli operatori: personale non formato 
in modo adeguato potrebbe commettere errori 
procedurali tali da pregiudicare l’affidabilità clinica dei 
risultati ottenuti.  
 

Controllo della qualità analitica 
Il monitoraggio delle prestazioni dei sistemi analitici 

avviene sia mediante l'esecuzione del CQI, sia 
attraverso la partecipazione a programmi di VEQ, il cui 



obiettivo consiste nella misurazione di materiali di 
controllo e nel confronto dei risultati ottenuti con limiti di 
accettabilità predefiniti. 

Mentre nel secondo caso è sufficiente la 
raccomandazione ad aderire a programmi VEQ gestiti 
da Provider di comprovata competenza (9,12), nel caso 
in cui sia necessario implementare una procedura per il 
CQI risulta fondamentale definire e pianificare alcuni 
aspetti (19-22), e in particolare: 
- scelta del materiale di controllo; 
- frequenza di esecuzione delle determinazioni del 

controllo; 
- definizione dei limiti di accettabilità; 
- registrazione e valutazione dei risultati. 

 
Scelta del materiale di controllo 

In linea generale, ove possibile è bene 
approvvigionarsi di materiali di controllo di terza parte 
(almeno un controllo positivo e un controllo negativo); in 
caso contrario utilizzare il controllo incluso nel kit o 
fornito dalla ditta produttrice (se disponibile). 

Per i test molecolari, oltre ai materiali di controllo 
solitamente inclusi nel kit, in commercio sono disponibili 
materiali di controllo che permettono il monitoraggio di 
tutte le fasi analitiche (simulando lo stesso percorso dei 
campioni umani), dalla fase di estrazione degli acidi 
nucleici a quella della loro amplificazione e rilevazione e 
che contengono, oltre ai geni specifici, anche DNA e 
RNA umano. In alternativa si possono effettuare misure 
ripetute di campioni analizzati nelle sedute analitiche 
precedenti, ponendo molta attenzione alla 
conservazione del materiale su cui ripetere l’esame. 
Un’altra possibilità è costituita dall’utilizzo di pool dei 
terreni di trasporto (UTM, Universal Transport Medium o 
e-NAT) derivati sia da tamponi di pazienti negativi sia da 
tamponi di pazienti positivi, che, essendo stabili se 
conservati congelati a -80 °C (23), possono essere 
suddivisi in aliquote di volume variabile a seconda del 
numero di strumenti da monitorare. In caso di scarsità di 
campioni positivi, al fine di ottenere i volumi necessari al 
monitoraggio degli strumenti per un periodo adeguato, si 
può valutare la carica virale di un pool positivo di 
partenza su cui eseguire eventuali diluizioni con tamponi 
negativi. Infine, per evidenziare eventuali 
contaminazioni, sia in fase di estrazione, sia in fase di 
amplificazione, si possono utilizzare campioni costituiti 
da acqua RNAasi free. Per evidenziare la presenza di 
eventuali contaminanti nel materiale utilizzato per il 
prelievo dei campioni biologici, è consigliabile eseguire 
misure random sui terreni di trasporto non ancora 
inoculati. 

In tempi abbastanza recenti, grazie alla tecnologia 
sviluppata per la clonazione di parti di genoma virale è 
emersa la possibilità di costruire materiali di controllo 
interno per la diagnostica virologica molecolare 
utilizzando dei plasmidi (24-27). Di norma l'aggiunta in 
concentrazioni note di DNA plasmidico di controllo alla 
matrice biologica del campione permette di predisporre 
materiali di controllo che mimano il campione nativo e 

pertanto possono essere utilizzati per tracciare tutte le 
fasi del processo: estrazione, amplificazione e 
rilevazione. Tuttavia, poiché SARS-CoV-2 è un virus ad  
RNA, l'utilizzo di DNA plasmidico come materiale di 
controllo incontra dei limiti oggettivi, in quanto esso è 
utilizzabile nelle sole  fasi  di amplificazione genomica 
(PCR) e in quella di rilevazione. Inoltre, poiché di norma 
i diversi kit molecolari identificano più sequenze target in 
diversi geni, in questo contesto l'utilizzo del materiale di 
controllo costituito da DNA plasmidico è particolarmente 
complesso, dovendo garantire la compresenza in uno o 
più plasmidi di tutte le sequenze di gene target. 
Comunque, nonostante le limitazioni descritte, questo 
tipo di materiale di controllo potrebbe essere di 
particolare utilità per i test di genotipizzazione virale, 
purché sia garantita la clonazione dell'intera sequenza 
target utile per identificare la variante virale (25,26). 

I metodi qualitativi su card, oltre alle zone di 
rilevazione degli antigeni specifici solitamente 
presentano una zona dedicata al "controllo di qualità", 
che comprova tuttavia solo il corretto svolgimento del 
test. 

 
Frequenza di esecuzione delle determinazioni del 
controllo 

Per i test molecolari, per monitorare tutte le fasi del 
processo (dalla raccolta del campione all'amplificazione) 
si consiglia di utilizzare in ogni seduta analitica, oltre ai 
controlli interni al kit, almeno un controllo positivo, uno 
negativo, uno costituito da acqua RNAasi free e uno 
costituito da UTM/e-NAT non inoculato. Il numero di 
controlli da eseguire per seduta o serie analitica è 
variabile e dipende da vari fattori tra i quali, di 
fondamentale importanza, si ricordano le prestazioni 
strumentali (migliori sono le prestazioni analitiche e 
meno numerosi saranno i controlli da eseguire) e il 
rischio di commettere errori durante il percorso di 
processazione dei campioni. Quest’ultimo aspetto può 
essere a sua volta analizzato in modo proattivo 
attraverso l’utilizzo della metodologia FMEA/FMECA 
Failure Mode, Effects, and (Criticality) Analysis, uno 
strumento di analisi dei processi che permette di 
identificare i rischi di errore che si potrebbero presentare 
nello svolgimento delle varie attività e di definirne la 
gravità, la probabilità di accadimento e la possibilità di 
rilevarli (28). Anche se è intuitivo che il numero di 
controlli necessari per monitorare il sistema sarà tanto 
più basso quanto più il sistema analitico è chiuso, 
maggiore è la sua automazione e minori sono i rischi di 
cross contaminazione, di carry over o di altri errori 
grossolani, mediante l'applicazione della metodologia 
FMEA/FMECA è possibile individuare le modalità più 
corrette per controllare in  modo efficace il processo 
analitico. Non sempre questi percorsi di valutazione 
sono applicabili nella pratica routinaria o in condizioni di 
emergenza pandemica, tuttavia la possibilità di 
effettuare scelte basate su criteri oggettivi risulta un 
valore aggiunto per la nostra professione. 

Per i metodi cromatografici a lettura visiva (test 
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Tabella 1 
Principali elementi da prendere in considerazione per implementare un sistema in grado di tenere sotto controllo le fasi critiche dei 
processi e dei test diagnostici per SARS-CoV-2

Cosa tenere sotto controllo Come tenere sotto controllo Esempi applicativi

Controllo di processo

Fase pre-pre analitica: controllo 
temporizzazione di esecuzione 
del test

Fornire informative con indicazioni circa la 
appropriata temporizzazione di esecuzione 
del test

− Test molecolari: da pochi giorni prima dell’inizio 
della sintomatologia, con massima sensibilità 
dopo circa una settimana 

− Test antigenici: in situazioni ad alta prevalenza di 
malattia, entro 5 giorni dall’insorgenza dei sintomi  

− Test anticorpali: dopo circa 14 giorni dal riscontro 
di tampone molecolare positivo

Fase pre-analitica: controllo 
dell'adeguatezza del campione 
biologico 

Fornire indicazioni relative alle modalità di 
prelievo del campione che deve essere 
raccolto al momento opportuno, sulla 
matrice raccomandata, nella sede 
raccomandata, con gli strumenti idonei, in 
quantità sufficiente, conservato e 
trasportato nelle corrette condizioni

− Tutti i test: analisi della documentazione fornita 
dal produttore finalizzata all'acquisizione delle 
informazioni relative alle specifiche per la 
raccolta, la conservazione e il trasporto del 
campione 

− Test molecolari: verificare la correttezza 
dell’andamento della curva del gene housekeeping 

Fase analitica: controllo delle fasi 
di esecuzione del test

In caso di procedure manuali: programmare 
la corretta sequenza ed esecuzione delle 
fasi operative, in particolare quelle che 
prevedono la manipolazione dei vari 
materiali che possono portare alla 
contaminazione di campioni, reagenti, 
strumenti, aree e ambienti di lavoro

− Test antigenici e anticorpali su card: rispetto delle 
quantità di campione e reagenti dispensate e dei 
tempi di lettura raccomandati 

− Test molecolari: definizione dell'operatività delle 
fasi di estrazione, amplificazione e rilevazione 
degli acidi nucleici 

Fase analitica: controllo della 
conservazione dei reagenti e del 
materiale di consumo

Definire e rispettare le corrette modalità di 
conservazione dei reagenti e dei materiali 
di consumo

− Tutti i test: utilizzo di frigoriferi e congelatori a 
temperatura controllata

Fase analitica: controllo 
dell'esecuzione della 
manutenzione degli strumenti e 
della pulizia/decontaminazione 
degli ambienti nei tempi 
prestabiliti

Definire ed eseguire le attività di 
manutenzione di tutti gli strumenti utilizzati 
(comprese ad esempio pipette di 
precisione e cappe) e 
pulizia/decontaminazione delle superfici e 
degli ambienti in modo puntuale in accordo 
con le modalità e le tempistiche 
raccomandate dal produttore

− Tutti i test: monitorare l'effettiva esecuzione delle 
manutenzioni programmate 

− Tutti i test: analisi della documentazione fornita 
dal produttore finalizzata all'acquisizione delle 
informazioni relative alle modalità di pulizia e 
decontaminazione di strumenti e ambienti

Fase analitica: controllo della 
formazione degli operatori

Definire gli argomenti e le modalità per la 
formazione/addestramento, esecuzione di 
tutte le attività e verifica delle competenze 
acquisite

− Tutti i test: formalizzare il piano di formazione e le 
modalità di verifica delle competenze acquisite

Fase post-analitica: refertazione 
del test

Definire le corrette modalità di refertazione 
secondo le specifiche indicate dal 
produttore

− Tutti i test: analisi della documentazione fornita 
dal produttore finalizzata all'acquisizione delle 
informazioni relative alla corretta refertazione dei 
risultati ottenuti (ad esempio modalità di 
espressione del risultato: qualitativo, quantitativo, 
ecc) 

− Tutti i test: configurazione del referto riportante 
tutte le informazioni necessarie alla corretta 
interpretazione del dato (metodi utilizzati, unità di 
misura, intervalli di riferimento o limiti decisionali, 
ecc) 

Fase post post analica: 
interpretazione del test

Fornire supporto all'interpretazione del 
dato da parte dei clinici

− Tutti i test: inserimento di eventuali commenti 
interpretativi
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antigenici o anticorpali) si suggerisce un’esecuzione del 
controllo di qualità commisurata al volume di analisi 
eseguite e alla competenza degli operatori: ad esempio, 
per alti volumi di attività può essere sufficiente 
l'esecuzione del controllo in occasione dell'entrata in uso 
di un nuovo lotto, mentre per bassi volumi di attività può 
essere utile una maggiore frequenza di esecuzione del 
controllo, ad esempio in occasione dell'apertura di ogni 
nuova confezione di card o secondo cadenze temporali 
predefinite che tengano conto del maggior tempo di 
utilizzo prima dell'esaurimento della confezione (11). 

Per i metodi cromatografici a lettura strumentale e 
per quelli in ELISA o in chemiluminescenza eseguiti 
all'interno del laboratorio (test antigenici o anticorpali), si 
suggerisce di effettuare un controllo di qualità per 
seduta, o serie analitica, o turno di lavoro. 

 
Definizione dei limiti di accettabilità del controllo 

Un possibile criterio per declinare in modo specifico 
questo elemento nella pianificazione di una strategia di 
CQI che riguardi i test diagnostici disponibili per SARS-
CoV-2 può basarsi sulla loro diversa modalità di 
esprimere i risultati, che, seppur schematicamente, 
permette di classificare tali test in qualitativi, semi-
quantitativi o quantitativi: 

I metodi qualitativi (ad esempio i test antigenici e i 
test anticorpali eseguiti su card) forniscono una risposta 
dicotomica (positivo/negativo oppure rilevato/non 
rilevato), pertanto la procedura di controllo di qualità si 
limita a verificare la concordanza del risultato ottenuto 
sui campioni di controllo con quello atteso per il 
materiale utilizzato (positivo/negativo). 

I metodi semi-quantitativi (ad esempio i test 
molecolari e i test antigenici e anticorpali semi-
quantitativi in ELISA o in CLIA) esprimono il risultato 
finale in termini di positivo/negativo sulla base della 
“quantificazione” del segnale rilevato e del suo confronto 
con un valore soglia. Ad esempio, nel caso dei test 
molecolari, per ogni campione si ottiene una curva di 
amplificazione virale da cui si ricava il relativo ciclo di 
amplificazione Ct), che, confrontato con un valore soglia 
proprio del metodo, definisce inequivocabilmente la 
positività o negatività del test. Il valore espresso è 
inversamente proporzionale alla quantità di target genico 
virale presente nel campione: tanto più il numero di Ct 
sarà basso, tanto maggiore sarà il numero delle 
molecole virali presenti nel campione. In questo caso è 
quindi possibile utilizzare sia procedure di CQI che 
tengano conto degli aspetti qualitativi (concordanza del 
risultato ottenuto sui campioni di controllo con quello 
atteso per il materiale utilizzato (positivo/negativo), sia 
procedure di CQI basate su un approccio quantitativo 
(confronto del valore del segnale con un intervallo di 
accettabilità prestabilito). 

I metodi quantitativi (ad esempio i test anticorpali 
quantitativi in CLIA) esprimono un valore numerico che 
può essere valutato con un approccio di tipo quantitativo 
(confronto del risultato con un range di accettabilità 
prestabilito). 

In caso di approccio quantitativo, per la definizione 
dei limiti di accettabilità dei risultati espressi sotto forma 
di segnale (ad esempio Ct dei test molecolari) oppure 
sotto forma di concentrazione (test antigenici o 
anticorpali), si consiglia l’utilizzo di un traguardo analitico 
espresso come Errore Totale accettabile (TEa) 
(19,21,22). Non avendo a disposizione specifiche di tipo 
clinico (ad esempio quelle basate sul modello 
dell'outcome oppure quelle basate sulla variabilità 
biologica) (29), si suggerisce di utilizzare specifiche 
basate sullo stato dell’arte derivanti da programmi di CQI 
inter-laboratorio oppure da programmi di VEQ. Nel primo 
caso il TEa può essere rappresentato da 3 volte il CV del 
gruppo di pari (22), mentre nel secondo caso i traguardi 
analitici basati sullo stato dell’arte possono coincidere 
con i limiti di errore accettabile stabiliti dal provider del 
programma di VEQ, oppure possono essere calcolati a 
partire risultati  dei partecipanti (30). Ad esempio, nel 
caso dei test molecolari, i traguardi di TEa possono 
essere desunti da programmi di VEQ che, oltre a 
valutare l'esito della prova sulla base della congruenza 
con il risultato qualitativo, riportano anche il valore 
quantitativo dei Ct dei partecipanti, quali, ad esempio, il 
programma VEQ RNA SARS-CoV-2 gestito dal Centro di 
Riferimento Regionale per la qualità dei Servizi di 
Medicina di Laboratorio di Regione Lombardia e della 
Regione Toscana.  

Come ultima alternativa, qualora non siano 
disponibili dati robusti e oggettivi sullo stato dell'arte 
delle tecnologie utilizzate, il singolo laboratorio può 
utilizzare come limiti di accettabilità i dati statistici ricavati 
dalla propria procedura analitica, calcolando media e DS 
a partire da un numero di risultati sufficientemente 
numeroso e stabilendo così il proprio traguardo analitico 
"storico" (ad esempio media±3DS) (22). Tuttavia, poiché 
l'imprecisione di misura è condizionata da numerosi 
elementi che vanno ad incrementare la variabilità propria 
ed ineliminabile del sistema analitico (ad esempio cambi 
di lotto dei reagenti, manutenzioni, attività manuali 
eseguite dagli operatori), si sottolinea che quest'ultima 
procedura è condizionata dai dati utilizzati per il calcolo 
della DS, che dovrebbero quindi essere ricavati da un 
periodo stabile di utilizzo del sistema analitico e 
purificato dai risultati aberranti, cioè utilizzando dati 
estratti da una popolazione con distribuzione dei valori 
per quanto possibile gaussiana. 

In entrambi i casi (sia esso un TEa derivato da 
programmi CQI inter-laboratorio e/o VEQ oppure si tratti 
di un TEa derivato dai dati statistici della procedura in 
uso presso il proprio Laboratorio) è sottinteso che i limiti 
di accettabilità così calcolati non devono essere in 
contrasto con i valori soglia o gli intervalli che 
definiscono la positività e la negatività del campione.  Ad 
esempio, nel caso di un controllo positivo, il limite 
superiore dell’intervallo di accettabilità del CQI, espresso 
in Ct, non deve superare il valore, sempre espresso in 
Ct, usato per definire la positività dei campioni per il kit 
diagnostico in oggetto, pena la diversa interpretazione 
qualitativa del controllo, che passerebbe da positivo a 
negativo. 
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Registrazione e valutazione dei risultati 

I risultati del CQI dovrebbero essere registrati al fine di 
garantire la tracciabilità e la rintracciabilità dei dati; a tale 
scopo possono essere utilizzati sia moduli cartacei sia 
software dedicati alla gestione dei CQI, se disponibili. 

Si consiglia di avvalersi dei software dedicati alla 
gestione dei CQI eventualmente presenti in Laboratorio, 
che, oltre alla interpretazione/gestione in tempo reale dei 
risultati, permettono anche una valutazione delle 
prestazioni analitiche a lungo termine. 

Al fine di valutare la stabilità del metodo in uso ed il 
livello di armonizzazione delle procedure messe in atto 
dagli operatori, si suggerisce di tabulare i dati relativi al 
segnale (ad esempio i Ct) ottenuti dai vari campioni di CQI 
in un grafico in cui i limiti di accettabilità sono rappresentati 
dal traguardo analitico scelto (±TEa) mentre il valore 
target è rappresentato dal valore dichiarato dal produttore 
(in caso si utilizzino materiali di controllo con valore 
assegnato) oppure dalla media del proprio gruppo di pari 
(previa verifica della sua robustezza/rappresentatività), 
qualora i materiali di controllo derivino da produttori che 
gestiscono un programma di CQI inter-laboratorio.  

CONCLUSIONI 

Gli elementi essenziali evidenziati nell’articolo per 
l'implementazione di un sistema per il controllo 
dell'accuratezza dei risultati degli esami diagnostici per 
SARS-CoV-2 (vedi Sinossi riepilogativa) sono un primo 
tentativo di sistematizzare le procedure per il controllo e 
il monitoraggio delle prestazioni analitiche in questo 
campo. Tuttavia, la rapida evoluzione delle metodiche e 
delle tecnologie utilizzate per la rilevazione del virus o 
dei segni che testimoniano un’avvenuta esposizione allo 
stesso, nonché l’emergere di nuove sfide che si sono 
recentemente affacciate nello scenario della malattia 
COVID-19 (quali la comparsa delle varianti virali), 
potranno rendere necessari ulteriori futuri aggiornamenti 
relativi a questo argomento. 

CONFLITTO DI INTERESSI 

Nessuno. 

Sinossi degli elementi utili per implementare un sistema per il controllo della qualità dei risultati degli 
esami diagnostici per SARS-CoV-2

Strumento Cosa e come tenere sotto controllo

Controllo di processo

Fase pre-pre analitica: rendere disponibili informazioni con indicazioni circa la tempistica 
appropriata per l’esecuzione dell'esame

Fase pre-analitica: fornire indicazioni relative alle modalità di prelievo del campione (matrice 
raccomandata, sede raccomandata, strumenti e modalità di raccolta, quantità necessaria, 
modalità di conservazione e trasporto)

Fase analitica: programmare e standardizzare la corretta sequenza ed esecuzione delle fasi 
operative, in particolare quelle che prevedono la manipolazione dei vari materiali che possono 
portare alla contaminazione di campioni, reagenti, strumenti, aree e ambienti di lavoro

Fase post-analitica: definire le corrette modalità di refertazione secondo le specifiche indicate 
dal produttore

Processi di supporto:  
−    Definire e rispettare le corrette modalità di conservazione dei reagenti e dei materiali di 

consumo 
−    Definire ed eseguire le attività di manutenzione di tutti gli strumenti utilizzati (comprese ad 

esempio pipette di precisione e cappe) e pulizia/decontaminazione delle superfici e degli 
ambienti in modo puntuale in accordo con le modalità e le tempistiche raccomandate dal 
produttore 

−    Definire gli argomenti e le modalità per la formazione/addestramento degli operatori 
nell'esecuzione di tutte le attività e verificare le competenze acquisite 

Controllo della qualità analitica

Scegliere il materiale di controllo da utilizzare per la verifica delle prestazioni analitiche del 
sistema

Stabilire la frequenza di esecuzione delle determinazioni di controllo

Definire i limiti di accettabilità del controllo: 
−   Limiti indicati dal produttore 
−   Traguardi analitici espressi sottoforma di TEa 

Registrare e valutare periodicamente tutti i risultati ottenuti dai materiali di controllo e tutte le 
azioni implementate in caso di valori oltre i limiti di accettabilità
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