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Introduzione  

La gestione in qualità è lo strumento per raggiungere, mantenere e 

migliorare gli obiettivi di una organizzazione con la migliore efficienza.  

I vantaggi operativi e gestionali derivati dalla sua adozione dovranno 

essere confermati come insegna la Qualità, dalla misura dei risultati e dei 

concreti benefici. 

Ovviamente la progettazione e attuazione del SQ è influenzata da 

esigenze diverse, da particolari obiettivi, dal tipo di prodotti forniti, dai 

processi utilizzati, dalle dimensioni e dalla struttura logistica. 

Gli obiettivi del Laboratorio di Diagnostica della Pesta Suina Africana 

(PSA), e in generale del IZS, sono stati identificati in: 

¶ individuare le esigenze e le aspettative dei clienti (enti pubblici e 

cittadini) e tradurle in garanzie. 

¶ soddisfare le garanzie, realizzando, conservando e migliorando le 

prestazioni e le capacità complessive del laboratorio 

¶ rispettare le prescrizioni della norma UNI EN ISO/IEC 17025 e 

dellôOrganismo di Accreditamento. 

 

Per conseguire questi obiettivi, e affinché il laboratorio possa funzionare 

con successo in modo efficace ed efficiente, è richiesta una gestione 

continua, pianificata, sistemica, trasparente, condivisa, partecipata e 

coerente con gli obiettivi. 
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1.Il concetto di Qualitaô 

 

La qualità di un prodotto o di un servizio è rappresentata dalle 

caratteristiche che gli consentono di soddisfare le attese di chi lo utilizza. 

Non si pu¸ individuare un livello ñassolutoò di qualit¨: sono le esigenze 

degli utilizzatori e dei clienti a definire di volta in volta le caratteristiche che 

il prodotto deve possedere per soddisfarli; si usa spesso dire che il 

prodotto o servizio deve essere ñadatto allo scopoò. Quindi il concetto di 

qualità non è statico, ma tende ad evolversi col mutare del mercato e delle 

esigenze dei clienti. 

La qualità non è un fatto solamente tecnico, ma ha aspetti organizzativi e 

gestionali che coinvolgono tutta lôazienda, in particolare la Direzione 

dellôente deve avere in merito una precisa politica e ne deve curare 

lôattuazione. 

 

2. Metodologie della qualità 

 

2.1 CONTROLLO DI QUALITAô  

La metodologia del Controllo di Qualità è considerata il primo stadio 

dellôapplicazione della Qualit¨.  

I moderni concetti di qualit¨ nascono gi¨ a partire dagli ô20 del secolo 

scorso nellôambito delle produzioni industriali, in cui i processi 

standardizzati di produzione adottati erano sottoposti a controlli sistematici 

della qualit¨ dei prodotti. Attraverso lôapplicazione del Controllo di Qualit¨, 
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lôazienda si assicurava che il prodotto fosse conforme alle specifiche 

tecniche da lei prestabilite, ma senza coinvolgere lôintera struttura 

aziendale: ne derivavano elevati costi per la risoluzione di errori o difetti, 

valutabili solo a valle della catena produttiva e di conseguenza 

deresponsabilizzazione, nonché demotivazione dei lavoratori. 

 

2.2 ASSICURAZIONE DELLA QUALITAô 

Da allora il concetto di controllo di qualità si è progressivamente ampliato, 

comprendendo oltre alla qualità del prodotto anche una valutazione della 

qualità del processo produttivo fino a raggiungere lôattuale definizione di 

qualità totale. Eô degli anni ô50 il concetto di ñTotal Quality Controlò 

introdotto da Feigenbaum, nel quale si delinea il coinvolgimento dellôintera 

azienda per la realizzazione degli obiettivi di qualità, grazie alla 

motivazione delle persone e al miglioramento continuo. Si arriva a 

riconoscere che la qualità è il risultato di sforzi congiunti di tutte le funzioni 

e ciò che conta è la qualità dei processi aziendali e non dei soli prodotti12. 

Questo concetto è divenuto un cardine non solo delle attività produttive 

industriali e manifatturiere, ma anche nellôorganizzazione dei servizi del 

terziario. 

 

2.3 SISTEMA DI GESTIONE DELLA QUALITÀ (SGQ) 

Lôapplicazione della Gestione della Qualit¨ permette di ottenere il massimo 

dei risultati (efficacia) con il minimo dei costi (efficienza). 

Negli anni ô60 Ishikawa affermava: ñPraticare il controllo della qualit¨ 

significa sviluppare, progettare e fornire prodotti e servizi di qualità che 

siano i più economici, i più utili e sempre soddisfacenti per il 

consumatore.ò 
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Da quel periodo in poi una serie di interventi hanno progressivamente 

condotto alla stesura delle NORME ISO (International Organization for 

Standardization) che formalizzano le procedure per lôassicurazione qualit¨.  

Con la Gestione della Qualità si passa dal controllo ex-post del prodotto 

(Controllo di Qualit¨) e dallôassicurazione che i processi necessari alla sua 

realizzazione siano monitorati (Assicurazione della Qualità), al Governo 

dei Processi, ovvero alla Cultura della Qualità12. 

 

2.4 IL CICLO DI DEMING 

 

Il raggiungimento della Qualità si basa sul continuo adattamento 

dellôorganizzazione del lavoro rispetto allôobiettivo prefissato12. Lo schema 

logico utilizzato a questo scopo è il ciclo descritto da W.E.Deming.  

Il Ciclo di Deming o Deming Cycle è un modello studiato per il 

miglioramento continuo della qualità in unôottica a lungo raggio e consiste 

di quattro passi: Plan, Do, Check, Act, noti con lôacronimo PDCA. 
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PLAN (Pianificazione): stabilire gli obiettivi e sviluppare i processi 

necessari per assicurare i risultati desiderati; codificare il piano in un 

documento, in cui vengono descritti i tempi tecnici, gli indicatori da 

misurare e i traguardi (gli obiettivi). 

DO (Esecuzione del programma): implementare i processi; svolgere le 

attività pianificate integrando gli scostamenti rispetto al piano, cosi che nel 

tempo migliori anche la capacit¨ di fare previsioni sullôandamento delle 

diverse implementazioni. 

CHECK (Test e controllo dei risultati): monitorare i processi; controllo 

dei risultati delle attività attraverso la misura degli indicatori descritti nel 

piano. 

ACT (Azione per rendere definitivo o migliorare il processo): applicare 

le azioni necessarie per migliorare le attività che non raggiungono i risultati 

attesi; inserire le misure di correzione adottate, nella fase ñPlanò. 

Nellôambito di un Sistema di Gestione della Qualità (SGQ), il Ciclo PCDA 

rappresenta un ciclo dinamico che può essere applicato sia al singolo 

processo che alla reti di processi semplici o complessi; inoltre adottando i 

concetti del ciclo ad ogni livello dellôorganizzazione, si ottiene il 

mantenimento e il miglioramento continuo delle capacità del processo 

stesso. 

Questo modello si applica inizialmente in fase di realizzazione del Sistema 

di Qualità. 
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3. Accreditamento 

 

Per accreditamento si intende il riconoscimento formale da parte di un 

ente terzo della competenza tecnica di un laboratorio di prova e/o taratura 

(di seguito indicati come laboratorio) nellôeffettuare determinate prove30. 

L'accreditamento attesta il livello di qualità del lavoro di un Organismo o di 

un Laboratorio, verificando la conformità del suo sistema di gestione e 

delle sue competenze a requisiti normativi internazionalmente riconosciuti, 

nonché alle prescrizioni legislative obbligatorie. Eô un servizio svolto 

nell'interesse pubblico perché gli utenti e i consumatori finali, ma anche la 

Pubblica Amministrazione (PA) quando ricorre a fornitori esterni, possano 

fidarsi della qualità e sicurezza dei beni e dei servizi in un mercato sempre 

più globalizzato.  

Attraverso la certificazione del proprio sistema di gestione, il fornitore può 

dimostrare al cliente che opera in conformità a norme internazionali e ad 

altre prescrizioni specifiche attinenti al proprio campo di attività. 

La fiducia reciproca tra il produttore e l'acquirente di un bene, tra il 

fornitore e l'utente di un servizio è una conquista per il funzionamento 

efficiente del mercato in ambito nazionale ed internazionale.  

L'accreditamento garantisce anche che lôente accreditante soddisfi le 

caratteristiche di imparzialità, indipendenza, correttezza e competenza al 

fine di svolgere una valutazione che va oltre la dimensione tecnica della 

competenza di Laboratori e che persegue obiettivi di interesse più 

generale quali: 

V Promuovere il miglioramento dell'offerta di certificazione 

V Studiare nuovi schemi di accreditamento e sviluppare linee guida  

V Favorire la crescita di una domanda di qualità sempre più ampia e 

consapevole da parte dei cittadini. 

V Contribuire alla creazione della fiducia. 
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ORGANISMO DI ACCREDITAMENTO: ACCREDIA 

 

Lôadeguamento al Regolamento del Parlamento Europeo e del Consiglio 

n.765 del 9/07/2008, ha portato alla nascita di Accredia, Ente unico 

nazionale di accreditamento che in data 22 dicembre 2009 è stato 

riconosciuto dallo Stato attraverso un decreto interministeriale. 

Accredia è autorizzato a svolgere attività di Accreditamento, ossia ad 

attestare che i laboratori di prova e quelli di taratura esplichino le proprie 

attività in conformità agli standard di riferimento. La stessa Accredia 

esercita la sua attività in conformità con gli standard internazionali della 

serie ISO 17000 e alle guide e alla serie armonizzata delle norme europee 

EN 4500030. 

 

Le regole 

Anche gli enti di accreditamento operano in conformità a norme ad essi 

applicabili e devono fornire evidenza di tale conformità.  

Essi vengono riconosciuti e di conseguenza entrano a far parte di 

organizzazioni internazionali, come l'EA (European Cooperation for 

Accreditation), l'IAF (International Accreditation forum) ed ILAC 

(International Laboratory Accreditation Cooperatio) che sottoscrivono gli 

Accordi di Mutuo Riconoscimento (MLA). 

La partecipazione agli accordi MLA garantisce la competenza ed il rigore 

procedurale dell'ente di accreditamento firmatario, nonché l'uniformità del 

suo modo di operare rispetto a quello di altri enti firmatari ed assicura 

pertanto la validità ed utilizzabilità dell'accreditamento rilasciato sul 

mercato europeo ed internazionale30.  

Solo i Laboratori di prova, i Laboratori di taratura e gli Organismi di 

certificazione e ispezione accreditati sono in grado di fornire al mercato 

(business, PA, consumatori) dichiarazioni di conformità affidabili, credibili e 

accettate a livello internazionale. ACCREDIA infatti valuta e accerta la loro 
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competenza, applicando i più rigorosi standard di verifica del loro 

comportamento e monitorando continuativamente nel tempo le loro 

prestazioni. 

Gli effetti positivi ricadono su tutti gli attori del sistema socio-

economico: istituzioni, PA, imprese e consumatori 30. 

 

Politica di sorveglianza 

I Laboratori di prova e gli Organismi di certificazione e ispezione, per poter 

fruire del servizio di accreditamento, sono impegnati al rispetto delle 

regole fissate da Regolamenti, Requisiti e Procedure Generali per 

l'accreditamento. 

La chiara e univoca definizione delle non conformità consente di 

individuare con precisione e tempestività le carenze nel comportamento 

dei soggetti accreditati che rischiano di compromettere l'affidabilità 

dell'attività di valutazione. 

Attraverso lo strumento dei provvedimenti sanzionatori, ACCREDIA 

conduce un'azione di sorveglianza puntuale e incisiva nei confronti di 

Laboratori e Organismi, salvaguardando e rafforzando la fiducia degli 

attori del mercato nei confronti dei beni e dei servizi da loro forniti 30. 

 

NORMA UNI EN ISO/IEC 17025:2005: REQUISITI GENERALI PER LA 

COMPETENZA DEI LABORATORI DI PROVA E TARATURA. 

La UNI EN ISO/IEC 17025:2005 è la norma internazionale di riferimento 

per lôaccreditamento. 

Essa racchiude uno standard comprensivo di requisiti gestionali e tecnici, 

impiegato in tutto il mondo per conseguire l'accreditamento di prove e 

taratura da parte dei laboratori. La norma specifica i requisiti generali per 
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la competenza dei laboratori ad eseguire prove, incluso il campionamento, 

utilizzando metodi normalizzati, non normalizzati e metodi ñinterniò 

sviluppati dai laboratori.  

Lôutilizzo di questa norma internazionale facilita la cooperazione fra 

laboratori, anche di altri Paesi, ed altri organismi, lo scambio di 

informazioni e di esperienze e lôarmonizzazione di norme e procedure. 

L'accreditamento viene conseguito per ogni prova a seguito del 

superamento di una visita ispettiva da parte dell'organismo competente, in 

cui viene verificato che siano stati soddisfatti i requisiti della norma. 

I requisiti che un laboratorio deve soddisfare per l'ottenimento di un 

accreditamento sono di tipo gestionale e di tipo tecnico29 

 

I Requisiti tecnici sono i seguenti:  

ü Il personale del laboratorio 

Personale tecnico che effettua le prove, utilizza le apparecchiature, valuta 

i risultati e firma i rapporti di prova. 

ü L'ambiente di laboratorio 

Le attrezzature del laboratorio di prova, comprese le sorgenti di energia, le 

condizioni di illuminazione e dell'ambiente, che forniscono un adeguato 

supporto alla corretta esecuzione delle prove. 

ü Metodi di prova e taratura  

E' preferibile avvalersi di metodi di prova, reperibili nelle norme 

internazionali, nazionali o regionali.  
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ü Validazione dei metodi 

Conferma, sostenuta da evidenze oggettive, che i requisiti relativi ad una 

specifica utilizzazione o applicazione prevista sono stati soddisfatti. È 

richiesto il riesame periodico della validazione dei metodi e il Responsabile 

deve firmare la dichiarazione circa lôidoneit¨ del metodo per lo scopo 

previsto.  

ü L'incertezza di misura 

Si definisce incertezza di misura un parametro, associato al risultato di 

una misurazione, che indica la dispersione dei valori statisticamente 

attribuibile alla quantità misurata. 

ü Il trattamento dei dati 

Procedure finalizzate a proteggere e garantire l'integrità e la riservatezza 

dei dati, la loro conservazione nel tempo e la correttezza della 

trasmissione e del trattamento degli stessi. 

ü Apparecchiature e strumenti 

Le apparecchiature (comprese le micro pipette) ed il software utilizzato per 

le prove, le tarature ed il campionamento devono consentire il 

raggiungimento dell'accuratezza richiesta e devono essere conformi alle 

specifiche relative alle prove. 

ü La riferibilità delle misure 

Il risultato di una misurazione si definisce riferibile quando esso può 

essere riferito (cioè ricondotto) a campioni appropriati, nazionali o 

internazionali.  
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ü Campionamento 

Qualora il laboratorio effettui campionamenti, la norma richiede che siano 

approntate opportune procedure per il campionamento.  

ü Manipolazione degli oggetti sottoposti a prova o taratura  

Il laboratorio deve identificare opportunamente i campioni e prevedere 

procedure per il trasporto, l'accettazione, la manipolazione, la 

conservazione e l'eliminazione degli stessi. 

ü I rapporti di prova  

Il rapporto di prova (RdP) è il risultato finale di tutta l'attività del laboratorio 

su cui sono registrati gli esiti analitici, le informazioni necessarie 

allôinterpretazione dei risultati e rappresenta l'evidenza del lavoro svolto 

che viene consegnata al cliente. La norma indica quali sono i requisiti che 

il rapporto di prova deve soddisfare.  

ü Assicurazione della qualità dei risultati  

Il laboratorio deve avere procedure di controllo qualità per monitorare la 

validità delle prove e delle tarature eseguite. I dati risultanti devono essere 

registrati e, quando sia fattibile, devono essere applicate tecniche 

statistiche per riesaminare i risultati.  

Lôattivit¨ del laboratorio dovrebbe essere descritta nel manuale qualit¨ o in 

altro documento del laboratorio, in particolare relativamente a 

pianificazione, effettuazione delle prove, valutazione dei risultati, azioni 

correttive, documentazione e conservazione delle registrazioni. 

I Requisiti gestionali comprendono un sistema documentale che 

descrive sia il modo in cui il laboratorio ¯ in grado di garantire lôattendibilit¨ 

delle prove, sia lôorganizzazione, la struttura del laboratorio, la valutazione 

dei fornitori, la gestione degli ordini, il controllo dei documenti e dei dati, la 
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gestione di reclami e delle non conformità, le azioni correttive e preventive, 

gli audit interni e il riesame del sistema di gestione per la qualità. 

 

I Requisiti gestionali sono:  

 

ü Organizzazione  

Eô costituita dal laboratorio, o dallôorganizzazione di cui ¯ parte, che 

esegue le attività di prova e di taratura in modo da soddisfare le 

prescrizioni della ISO 17025 e le esigenze del cliente, delle autorità in 

ambito regolamentato o delle organizzazioni che forniscono 

riconoscimenti.  

 

ü Sistema Qualità (con un Manuale della Qualità e Politica della 

Qualità) 

Il laboratorio deve stabilire, attuare e mantenere un sistema qualità adatto 

allo scopo delle sue attività. 

Le politiche e gli obiettivi del sistema qualità del laboratorio devono essere 

definiti in un manuale della qualità. Gli obiettivi generali devono essere 

documentati in una dichiarazione della politica per la qualità. La 

dichiarazione politica per la qualità deve essere definita dallôalta direzione. 

 

ü Controllo e gestione della documentazione 

Il laboratorio deve stabilire e mantenere procedure per controllare tutti i 

documenti che costituiscono il sistema qualità, come regolamenti, norme o 

altri documenti normativi, metodi di prova, disegni, software, specifiche, 

istruzioni e manuali.  
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ü Riesame delle richieste, delle offerte e dei contratti 

Il laboratorio deve stabilire e mantenere procedure per il riesame 

delle richieste, offerte e contratti atti a garantire che il laboratorio 

possiede risorse, personale ed informazioni per eseguire le prove 

oggetto della richiesta o contratto. 

 

ü Approvvigionamento di servizi e di forniture 

Eô lôinsieme delle procedure per lôacquisto, lôaccettazione e la 

conservazione dei reagenti, dei materiali di consumo e della 

strumentazione che riguardano le prove e le tarature 

 

ü Servizio al cliente (soddisfazione)  

Il laboratorio deve cooperare con i propri clienti per definire le loro 

esigenze, per tenere sotto controllo le proprie prestazioni e garantire la 

riservatezza nei riguardi degli altri clienti.  

 

ü Reclami  

Il laboratorio deve avere una politica e delle procedure per la registrazione 

e la risoluzione dei reclami ricevuti dai clienti o da altre parti.  

 

ü Controllo delle attività di prova e/o taratura non-conformi  

Eô lôinsieme delle procedure da attuare se lôattivit¨ di prova, o i suoi 

risultati, non sono conformi a quanto pianificato. 

 

ü Miglioramento dellôefficacia del suo sistema gestionale  

Il laboratorio deve continuamente migliorare lôefficacia del suo sistema 

gestionale attraverso lôuso della politica della qualit¨, gli obbiettivi della 

qualit¨, i risultati delle verifiche, lôanalisi dei dati, le azioni correttive e 

preventive ed i riesami della direzione. 
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ü Azioni correttive 

Eô lôinsieme delle procedure che gestiscono le azioni correttive da attuare 

nel caso di attività, politiche e procedure non conformi. 

 

ü Azioni preventive  

Devono essere identificati i miglioramenti che si rendono necessari e le 

possibili fonti di non conformità, sia di natura tecnica, sia riguardanti il 

sistema qualità. 

 

ü Controllo delle registrazioni  

Insieme delle procedure per lôidentificazione, la raccolta, lôindicizzazione, 

lôaccesso, lôarchiviazione, la conservazione e la distruzione di registrazioni 

tecniche e gestionali. 

 

ü Verifiche ispettive  

Il laboratorio deve eseguire periodicamente verifiche ispettive sulle sue 

attività per accertare che le operazioni continuino ad essere conformi ai 

requisiti del sistema. 

 

ü Riesami da parte della direzione  

La direzione al vertice del laboratorio deve condurre periodicamente un 

riesame del sistema qualit¨ per garantirne il mantenimento, lôidoneit¨ e 

lôefficacia e per introdurre i necessari cambiamenti o miglioramenti. 
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POLITICA DELLA QUALITê DELLôISTITUTO ZOOPROFILATTICO 

SPERIMENTALE DELLA SARDEGNA (IZS) E ITER DIAGNOSTICO 

DELLA PESTE SUINA AFRICANA (PSA) 

Le politiche e gli obiettivi del Sistema qualit¨ dellôIZS sono definiti in un 

Manuale della Qualità17, mentre gli obiettivi generali sono documentati in 

una dichiarazione della politica per la Qualità18, definita dallôalta Direzione. 

La decisione di perseguire la politica della qualità e le prescrizioni della 

norma UNI CEI EN ISO/IEC 17025, anche ai fini dellôaccreditamento di 

prove presso ACCREDIA, ha determinato lôesigenza di adeguare Il 

Sistema Qualità aziendale, per cui tutti i documenti di gestione interna 

sono conformi alle prescrizioni della suddetta norma. ll Manuale dellôIZS 

viene preparato a cura del Responsabile della Qualità, in collaborazione 

con i Responsabili della Struttura Complessa, i Referenti della Qualità e 

tutto il personale coinvolto nella implementazione ed attuazione del 

Sistema. Inoltre il Responsabile della Qualità ne cura la diffusione e la 

conoscenza presso tutto il personale. 

Ogni edizione viene verificata dal Direttore Sanitario e da quello 

Amministrativo ed approvata dal Direttore Generale. 

Il Manuale della Qualità contiene sufficienti informazioni da permettere la 

comprensione di come il laboratorio opera per raggiungere e mantenere la 

conformità ai requisiti della UNI CEI EN ISO/IEC 17025 e inoltre una 

tabella di correlazione tra il suo contenuto ed i capitoli della norma. In 

questo modo tutti i requisiti gestionali e tecnici esposti precedentemente 

vengono ripresi e calati nella realt¨ operativa dellôIstituto17. 

 

Nel Manuale della qualit¨ dellôEnte viene definita lôorganizzazione, 

funzionale allo svolgimento delle attività, che comprende Strutture 

complesse, Strutture semplici a valenza aziendale e Strutture semplici. Tra 

le strutture complesse troviamo quella di Sanità animale a cui afferisce il 
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laboratorio di Malattie Esotiche nel quale viene effettuata la diagnosi di 

PSA. 

Il documento organizzativo della Struttura complessa di Sanità animale 

elenca la documentazione di Sistema, la suddivisione in laboratori e le 

relative competenze. 

La Struttura ha tra i suoi compiti principali lôattivit¨ diagnostica nei confronti 

delle principali patologie a carattere infettivo degli animali da reddito, 

incluse le zoonosi e lôattivit¨ diagnostica sulla fauna selvatica. 

Ha come utente principale il servizio veterinario ASL, ma lôattivit¨ di prova 

riguardante gli obblighi di vigilanza sanitaria nelle aziende zootecniche è 

eseguita anche a partire da campioni inviati dallôAssociazione Regionale 

Allevatori (ARA) e da veterinari libero-professionisti. 

Il Laboratorio di Malattie Esotiche6 svolge attività di diagnostica sierologica 

e virologica nei confronti delle principali malattie infettive virali dei suini e di 

alcune delle malattie virali dellôovino. 

Per quanto riguarda il suino, gran parte dellôattivit¨ riguarda patologie virali 

incluse in piani di controllo nazionali e regionali (Peste Suina Africana, 

Peste Suina Classica, Malattia Vescicolare e Malattia di Aujeszky) per i 

quali il Laboratorio rappresenta il riferimento regionale. 

In particolare, oltre al Centro di Referenza Nazionale (CEREP IZS Umbria 

e Marche) ¯ lôunico altro laboratorio italiano autorizzato allôutilizzo del virus 

vivo della Peste Suina Africana (PSA). Nel Manuale della Qualit¨ dellôIZS 

¯ dettagliato lôiter diagnostico adottato per la diagnosi di PSA a partire 

dalla accettazione e gestione del campione, attraverso lôesecuzione dei 

metodi di prova e controllo di qualità degli stessi, fino alla comunicazione 

allôutenza dei risultati delle prove. 

I documenti correlati allôiter diagnostico della PSA 24 sono rappresentati da 

Procedure Gestionali e Tecniche, Istruzioni, Metodi e Procedure di Prova, 

Fogli di Calcolo (es. Carte di controllo), Modulistica di controllo e 

registrazione dei dati del Sistema. Tutta la documentazione è identificata 
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in maniera univoca in modo da ricondurre sempre al metodo o procedura 

dalla quale discendono, al laboratorio ed in ultima ratio al Manuale della 

Qualità.  

Data la complessità del sistema si riporta di seguito come vengono gestiti i 

punti della norma relativi al personale, agli ambiente, alle attrezzature, ai 

reagenti ed alla scelta e validazione dei metodi.  

 

1. PERSONALE 

Nel sistema di gestione una procedura operativa dettaglia il percorso di 

registrazione, istruzione, addestramento, abilitazione, formazione ed 

assegnazione delle responsabilit¨ al personale dellôIstituto19.  

Permette altresì di tenere traccia e dare evidenza dellôaddestramento e 

dellôabilitazione in laboratorio del personale che effettua attivit¨ tecnica e 

di prova.  

Istruzione e addestramento  

Il lavoratore assegnato alla struttura viene istruito e addestrato su 

argomenti specifici e specialistici che riguardano i compiti dellôIstituto, della 

Struttura e del Laboratorio, lôapplicazione del Sistema di Gestione della 

qualità, delle misure di biosicurezza, le procedure informatiche e 

apparecchiature che deve utilizzare e su ogni altro documento tecnico-

scientifico e normativo necessario per lôattivit¨ a cui ¯ destinato19. 

Abilitazione e verifica delle performance sullôattività di prova 

Lôabilitazione e la valutazione delle performance dellôoperatore avviene 

periodicamente mediante esecuzione di RING TEST (o circuito 

interlaboratorio) che consiste in una valutazione delle prestazioni per 

confronto con altri laboratori. La partecipazione a tali circuiti è di fatto 

obbligatoria per tutti i laboratori autorizzati ad effettuare prove 

diagnostiche secondo i principi e le norme della qualità. 
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Lôabilitazione alle prove ha una periodicit¨ definita e deve essere ripetuta 

ogni volta che il metodo di prova viene revisionato in modo sostanziale o 

se i risultati non sono soddisfacenti. 

Inoltre il personale addestrato e abilitato allôesecuzione del metodo di 

prova della Real Time PCR per Peste Suina Africana deve adottare 

comportamenti tali da garantire i livelli minimi di biosicurezza23 allo scopo 

di evitare la diffusione della malattia. 

2. AMBIENTI 

Nel manuale della qualit¨ dellôIZS vengono descritte le procedure adottate 

per garantire che lôambiente (sorgenti di energia, condizioni di 

illuminazione e ambientali) in cui vengono effettuate le prove sia adeguato 

e non influisca negativamente su di esse20. 

Il nostro laboratorio, che si occupa di Peste Suina Africana e diagnostica 

virale in generale, ¯ dotato di un impianto di filtrazione dellôaria in entrata e 

in uscita (sistema di pre-filtri e filtri HEPA) sottoposto a monitoraggio 

continuo mediante specifico software, che funziona in pressione negativa 

ed impedisce la fuoriuscita di aria potenzialmente contaminata. Viene 

assicurato un microclima (temperatura, umidità, ventilazione, ricambio 

dôaria) adeguato al benessere del personale addetto e regolabile secondo 

le necessità20. 

Lôaccesso ai locali ¯ consentito esclusivamente al personale autorizzato 

indicato allôingresso di ogni laboratorio.  

Al personale esterno al laboratorio vengono forniti kit monouso da 

indossare prima dellôaccesso ai locali. 

Le prove devono essere interrotte quando le condizioni ambientali hanno 

un effetto tale da compromettere i risultati delle stesse. 
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Deve esserci una separazione efficace fra i settori contigui in cui si 

svolgono attività incompatibili; in particolare nel laboratorio di biologia 

molecolare, il campione segue un percorso ben definito24: ogni tappa 

avviene in una stanza diversa in modo da abbassare il rischio di 

contaminazione; teoricamente il percorso dovrebbe essere circolare con 

particolare attenzione ad evitare che vi sia flusso di materiale dalla stanza 

dellôelettroforesi a quelle di estrazione e preparazione della miscela di 

PCR (CARRY OVER). 

3. APPARECCHIATURE DI PROVA E TARATURA 

Il Laboratorio deve essere dotato di tutte le apparecchiature per il 

campionamento, per le misurazioni e per le prove. Queste hanno rilevanza 

sulle performance del laboratorio stesso, e quindi devono garantire 

affidabilità e validità dei risultati di prova. 

Prima di essere poste in servizio, le apparecchiature devono essere 

identificate mediante un numero di inventario univoco, tarate e controllate 

per stabilire che soddisfino le specifiche del laboratorio e siano conformi 

alla norma22. 

Le apparecchiature e attrezzature presenti in laboratorio sono: 

ü Le micropipette: 

Queste vengono tarate regolarmente ogni 6 mesi26;  

La frequenza di verifica di ciascuna micro pipetta viene decisa sulla 

base di: 

¶ carico di lavoro a cui la pipetta viene sottoposta 

¶ numero di operatori che la usano 

¶ la tipologia dôuso 
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.  

Dopo la taratura vengono restituite al Laboratorio di appartenenza 

con il Certificato di taratura. La taratura viene evidenziata con 

lôapposizione di un etichetta sulla micro pipetta che riporta data di 

taratura e di scadenza e firma dellôoperatore che ha effettuato la 

taratura.  

ü I frigoriferi e congelatori (a -20°C e -80 °C) sono dotati di una 

sonda interna (Evisense/Labguard) che consente di monitorare nel 

tempo la temperatura e di generare un sistema di allarme nel caso 

in cui i limiti prestabiliti vengano superati.  

ü Ogni 6 mesi viene effettuato il controllo microbiologico delle cappe 

a flusso laminare esponendo per 15 minuti al flusso dôaria una 

piastra di agar sangue e una di Sabouraud ed incubando le piastre 

in termostato per monitorare la presenza di muffe o batteri. I filtri 

vengono periodicamente controllati e sostituiti da una Ditta Esterna. 

ü Tutte le strumentazioni (termociclatori, frigoriferi, centrifughe, 

bilance, cappe) sono sottoposte a manutenzione da parte del 

personale utilizzatore e vengono controllate periodicamente da 

Ditte con cui sono stati stipulati contratti di manutenzione e 

assistenza. 

ü Lo strumento di Real Time viene sottoposto annualmente ad una 

calibrazione e ad una serie di prove che ne determinano le 

performances da parte del centro di assistenza e periodicamente 

viene effettuata la pulizia e manutenzione dello strumento da parte 

del personale addetto alla prova 

4. REAGENTI  

Tutti i reagenti, compresi i materiali di riferimento, vengono gestiti in modo 

da garantire la loro tracciabilità, a partire dal momento dellôordine, 
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attraverso il loro ricevimento da parte del magazzino, fino alla consegna 

ed utilizzo da parte del laboratorio.  I materiali di riferimento21, controlli 

positivi e negativi27, sono prodotti dal laboratorio, la loro preparazione e 

manipolazione è conforme ad apposite procedure. Per ogni reagente si 

compila una scheda di gestione, anche attraverso un apposito applicativo, 

nel quale vengono registrate tutte le informazioni necessarie, ad es. 

numero di lotto, data di preparazione se pertinente, data di scadenza, 

numero di confezioni, data di apertura, luogo e temperatura di 

conservazione, numero di aliquote se presenti, operatore. Nella stessa 

scheda ¯ possibile ñscaricareò la singola aliquota in modo da risalire alla 

aliquota/reagente incriminato in caso di problemi nel metodo. 

5. SCELTA E VALIDAZIONE DEI METODI DI PROVA  

La validazione è una conferma, sostenuta da evidenze oggettive, che i 

requisiti relativi ad una specifica utilizzazione o applicazione prevista sono 

stati soddisfatti. (UNI EN ISO 9000:2005). 

Ciò avviene tramite: 

ï uso di materiali di riferimento certificati 

ï confronto con altri metodi 

ï confronti interlaboratorio 

ï verifica dei contributi allôincertezza di misura, etc. 

È richiesto il riesame periodico28 della validazione dei metodi e il 

Responsabile deve firmare la dichiarazione circa lôidoneit¨ del metodo per 

lo scopo previsto. 

Per validazione secondaria11 sôintende la dimostrazione, per via 

sperimentale, che un metodo normato funziona in conformità alle sue 

specifiche presso l'utilizzatore. Però, poiché si tratta di metodi normati non 

si parla di validazione vera e propria (pari a quella di un metodo non 

normato) ma di riesame e verifica delle performances di un metodo 

normato. In sostanza il laboratorio deve confermare che può 

correttamente eseguire i metodi normalizzati prima di metterli in opera per 
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le prove. Nel caso di cambiamento o modifiche sostanziali del metodo la 

conferma deve essere ripetuta. 

 

Il laboratorio deve validare i metodi non normati, i metodi 

sviluppati/progettati dal laboratorio, i metodi normati utilizzati al di fuori del 

proprio campo di applicazione prefissato, come pure estensioni e 

modifiche di metodi normati per confermare che i metodi siano adatti 

all'impiego previsto. La validazione deve essere estesa in modo da 

soddisfare le esigenze di una data applicazione o di un campo di 

applicazione. 

Il laboratorio deve registrare i risultati ottenuti, le procedure utilizzate per la 

validazione, così pure una dichiarazione circa l'idoneità del metodo per 

l'utilizzo previsto1. 

Dovranno essere definiti: 

Å i criteri di accettabilit¨ della validazione (es. compatibilit¨ dei risultati 

ottenuti con quelli riportati nel certificato di un materiale di riferimento, o 

con i criteri di accettabilit¨ dellôorganizzatore di un circuito interlaboratorio, 

o con i risultati di un metodo di riferimento). 

Å I parametri del metodo da determinare, e su quanti livelli. 

 

Il laboratorio deve adottare metodi e procedure appropriati per tutte le 

prove e/o tarature che rientrano nel suo campo di attività e che soddisfino 

le esigenze del cliente. 

 

Metodi interni 

I metodi di prova interni si riferiscono a metodi non normalizzati, cioè 

sviluppati dal singolo Laboratorio e non di pubblico dominio, sulla base di 

conoscenze desunte dalla letteratura scientifica e/o dallôesperienza. 

In questo caso, il metodo deve essere opportunamente validato, ossia è 

necessario dare dimostrazione della sua adeguatezza a fornire, con un 
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prefissato intervallo di confidenza, la necessaria conoscenza delle 

proprietà ricercate nel campione. 

I Metodi di prova interni devono riportare i riferimenti bibliografici dei 

documenti utilizzati per la loro elaborazione. 

I risultati di eventuali prove comparative eseguite con metodi analoghi 

nell'ambito del Laboratorio, o di circuiti interlaboratorio, nonché tutta la 

documentazione ritenuta utile per dimostrare la validità del metodo devono 

essere disponibile e regolarmente archiviati.  

Il Laboratorio deve determinare la ripetibilità dei Metodi di prova interni, 

conservandone adeguata documentazione. 

 

Metodi normati 

Qualora i metodi siano sviluppati e validati da organismi di normazione 

nazionali, europei o internazionali (es. UNI, CEI, ISO), possono essere 

utilizzati da altri laboratori senza ulteriore validazione purché: 

V tali metodi rientrino nel campo di accreditamento del laboratorio che 

li ha sviluppati; 

V contengano i limiti di ripetibilità e riproducibilità (ripetibilità 

intermedia); 

V siano messi a disposizione dal laboratorio di riferimento, nella 

versione in vigore, sul proprio sito web, corredati dalla dichiarazione 

di validazione; 

V la dichiarazione di validazione del laboratorio di riferimento sia 

aggiornata (data di emissione non superiore a 3 anni); 

V il laboratorio che li applica abbia verificato di rientrare nel limite di 

ripetibilità dichiarato. 

Se è indicato un metodo, non è ammesso modificarlo o usarne uno 

sostitutivo. 

 



24 

 

4.Peste Suina Africana  

La Peste Suina Africana (P.S.A.) è una malattia virale altamente 

contagiosa dei suidi domestici e selvatici, caratterizzata da elevata 

morbilità e mortalità e da lesioni emorragiche a carico della cute e di tutti i 

parenchimi 3-15 

A causa dellôalta diffusibilit¨ e degli alti indici di mortalità, la PSA è ritenuta 

una delle malattie più temibili del suino domestico. 

Non esistono vaccini n® trattamenti per questa malattia e lôunico sistema di 

controllo ¯ rappresentato dallôabbattimento degli animali malati, infetti e 

sospetti e dalle restrizioni imposte al commercio di suini vivi e dei prodotti 

carnei provenienti da aree infette.  

La malattia è stata osservata per la prima volta in Kenia nel 1921 ed è 

tuttora endemica nellôAfrica subsahariana.  Nel 2007 è comparsa in 

Georgia e da qui si è diffusa lungo il Caucaso fino ad interessare Russia, 

Bieolorussia, Ucraina, ed alcuni stati dellôEuropa dellôEST (Polonia, 

Estonia, Lituania, Lettonia, Moldavia). La malattia è comparsa in Sardegna 

nel 1978 a seguito dellôintroduzione di rifiuti alimentari provenienti 

dallôaeroporto militare di Decimomannu (CA) ed ¯ tuttora endemica 

nonostante lôadozione di piani di controllo ed eradicazione a partire dal 

1982.  

 

Epidemiologia 

La conservazione e diffusione del virus è assicurata da diverse fonti di 

infezione, quali suino domestico e selvatico. Il virus può essere albergato 

e trasmesso da zecche del genere Ornithodoros (fam. Argasidae) presenti 

in Africa e in alcuni paesi europei come la Spagna, ma assenti in 

Sardegna.  
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Fonti indirette di trasmissione sono i prodotti alimentari suini e vettori 

meccanici contaminati quali automezzi, attrezzi, vestiario e calzature.  

Il virus viene eliminato nellôambiente mediante secrezioni ed escrezioni, 

soprattutto nei due giorni che precedono il picco febbrile; feci e urine 

costituiscono gli escreti più pericolosi. In tal modo la malattia si diffonde 

rapidamente per contatto diretto 8 

 

Eziologia 

Lôagente eziologico della Peste Suina Africana ¯ un virus a DNA double 

stranded, unico rappresentante della famiglia delle Asfarviridae, genere 

Asfivirus e unico virus a DNA trasmesso da artropodi (arbovirus). Il virus, 

piuttosto grande (200-220 nm), un possiede un core nucleoproteico di 

circa 80 nm ed è avvolto da una membrana lipidica e da un capside a 

simmetria icosaedrica. Le particelle extracellulari hanno un envelope 

esterno, acquisito per gemmazione dalla cellula infetta, sprovvisto di 

proiezioni.  

Il virus è estremamente resistente, a -70°C la sua infettività persiste per 

anni, a + 4°C dura fino a 7 anni, a temperatura ambiente persiste per 18 

mesi, mentre a -20°C decade rapidamente. Nelle carni degli animali 

contaminati si conserva fino a 15 settimane e nei prodotti di salumeria 

sottoposti a salagione resiste fino a 188 giorni. Resiste allôazione degli 

enzimi proteolitici e delle nucleasi, mentre viene rapidamente inattivato da 

solventi organici, da disinfettanti a base di iodio e da associazioni di 

composti fenilfenolici e detergenti. 

Nel suino la replicazione virale avviene principalmente nei macrofagi, nei 

monociti ed in una parte dei granulociti. In vitro la replicazione si ottiene 

facilmente in colture primarie di macrofagi di suino ottenuti da sangue o 

midollo e in cellule in linea continua quali MS (monkey spleen) e VERO7. 
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Genoma dellôASFV  

Il genoma virale è costituito da una molecola lineare di DNA bicatenario. 

Gli estremi delle due catene complementari sono uniti fra loro da un 

legame covalente a formare una struttura denominata forcina terminale. 

Nel genoma virale è stata rilevata una regione centrale costante (circa 125 

kb) altamente conservata, al cui interno si trova una regione centrale 

variabile (CVR) di circa 400 bp. Inoltre sono state rilevate due regioni 

variabili (VR), una situata allôestremit¨ sinistra del genoma e lunga 35 kbp, 

lôaltra situata allôestremit¨ destra lunga 15 kbp e contenenti almeno 5 

famiglie multigeniche (Fig.1) 4.  

 

LVR CVR RVR

Figura 1: struttura del genoma del Virus della Peste Suina Africana 

con indicazioni delle porzioni soggette a variazioni
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Proteine strutturali 

Il virione è costituito da proteine strutturali di peso molecolare compreso 

tra 10 e 150 kd.  

 

 

 

 

Figura 2: morfologia del virione del Virus della Peste Suina Africana e principali proteine 

di interesse diagnostico 

 

Le principali proteine di interesse diagnostico sono la p72, la p54, la p32 e 

la p12 (Fig. 2). Queste mostrano maggiore antigenicità, sono conservate 

nei diversi ceppi e sono stati trovati anticorpi specifici contro di esse sia 

nella risposta precoce che in quella tardiva.  

La p7216, conosciuta in letteratura anche come VP73, è codificata dal 

gene B646L ed ha un peso molecolare di 73,3 kDa 5,9,13,14,16. E' la proteina 

maggioritaria del capside, è una delle più antigeniche ed induce la 

produzione di anticorpi fin dalla prima settimana di infezione naturale.  

Il gene codificante per questa proteina rappresenta il principale target dei 

test diagnostici biomolecolari e di genotipizzazione. Infatti, nonostante il 

virus induca nellôospite una imponente risposta immunitaria, stimola una 

minima produzione di anticorpi neutralizzanti, tale da non poter essere 

utilizzata per la diagnostica o per la sierotipizzazione.  
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 Diagnosi di laboratorio 

 

La diagnosi di laboratorio della Peste Suina Africana viene effettuata 

seguendo le procedure dettate dal Manuale di Diagnostica della Peste 

Suina Africana, approvato il 26 maggio 2003 dalla Commissione della 

Comunità Europea,  e descritte anche nel Manuale OIE10. Il manuale oltre 

a definire, a norma della direttiva 2002/60/CE, le procedure diagnostiche 

uniformi, il campionamento e i criteri per la valutazione dei risultati degli 

esami di laboratorio, detta anche i requisiti minimi in materia di 

biosicurezza e le norme di qualità da osservare nei laboratori di diagnosi 

della PSA. Il virus può essere manipolato solo in laboratori di tipo P3, 

autorizzati dal Ministero della Sanità, facenti parte di una rete di laboratori 

nazionali europei, che si riuniscono annualmente per esaminare le novità 

in materia di PSA e partecipano al ring test internazionale organizzato dal 

centro di referenza europeo della PSA che ha sede presso il CISA INIA di 

Madrid (Istituto Nacional de Investigación y Tecnología Agraria y 

Alimentaria). Di questa rete di laboratori fanno parte, per lôItalia, il centro di 

referenza per le malattie da Asfivirus e Pestivirus dellôIstituto 

Zooprofilattico dellôUmbria e Marche di Perugia (CEREP) e il laboratorio di 

malattie esotiche dellôIstituto Zooprofilattico Sperimentale della Sardegna, 

unico sul nostro territorio autorizzato allôutilizzo del virus. 

La diagnosi di laboratorio si basa sulla ricerca del virus (diagnosi virologica 

o diretta) e sulla evidenziazione di anticorpi specifici (diagnosi sierologica 

o indiretta).  

Per la diagnosi sierologica vengono utilizzati lôelisa e lôimmunoblotting o 

western blotting. Entrambi i test permettono di evidenziare la presenza o 

assenza di anticorpi verso il virus della Peste Suina Africana in emosieri 

suini. 

Il test Elisa è un test altamente sensibile, di facile e rapida esecuzione, 

poco costoso, non richiede particolari attrezzature, ma può dar luogo a 

risposte false positive in caso di campioni emolitici e/o di cattiva qualità.  
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Lôimmunoblotting è una metodica dotata di elevata sensibilità e 

specificità, viene utilizzato come test di conferma su tutti i campioni risultati 

positivi in ELISA e su sieri aspecifici, dubbi e/o a basso titolo. Per la sua 

preparazione ed esecuzione richiede particolari attrezzature e personale 

altamente qualificato ed ha elevati costi di allestimento. 

La diagnosi virologica si effettua a partire da organi e sangue ed avviene 

tramite Immunofluorescenza diretta (IFD), Isolamento su colture cellulari 

(test di emoadsorbimento o prova di Malmquist) e Real Time PCR.  

Lôimmunofluorescenza diretta (IFD) è un test molto rapido, che non 

richiede particolari attrezzature e riconosce come organi di elezione rene, 

milza, linfonodo e amigdale. Necessita di organi in ottimo stato di 

conservazione e personale altamente specializzato per la lettura del 

vetrino. Di grande utilità nelle forme acute di PSA, nelle forme subacute e 

croniche la sua sensibilità cala fino al 40%.  

La prova di emoadsorbimento o test di Malmquist, si basa sulla 

capacità che acquista il macrofago infetto, di adsorbire sulla sua superficie 

eritrociti di suino. Questa caratteristica viene sfruttata per lôisolamento, 

lôidentificazione del virus e per la titolazione di sospensioni virali. Eô un test 

molto costoso e di lunga esecuzione che richiede operatori esperti e 

campioni in ottime condizioni di conservazione. Gli isolati ottenuti con 

questo test vengono utilizzati per le successive analisi di genotipizzazione. 

La Real time PCR per la diagnosi di Peste Suina Africana viene effettuata 

da sangue intero, siero ed organi, preferibilmente milza, rene, linfonodi, 

amigdale. Per la sua esecuzione viene amplificata una porzione altamente 

conservata del gene della proteina p72. Studi comparativi condotti 

attraverso ring test annuali organizzati dal centro di referenza europeo per 

la PSA, hanno permesso di attribuire alla Real Time PCR il massimo della 

sensibilità e specificità.    
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SCOPO DELLA TESI 

Lôutilizzazione crescente dei sistemi di gestione su scala generale ha 

aumentato la necessità di assicurare che i laboratori debbano operare 

secondo un sistema di gestione per la qualità conforme alla norma 

internazionale UNI ISO/IEC 17025.  Questa necessità è ancora più 

stringente per laboratori che operano nella diagnostica della PSA, anche 

secondo norme di biosicurezza, e devono fornire risposta allôutenza in 

applicazione di piani di eradicazione e controllo finanziati sia dalla 

Regione Sardegna che dalla Comunità Europea.  

Scopo di questa tesi è descrivere il sistema di gestione in qualità presente 

nel laboratorio di diagnostica della PSA, affinché possa essere un modello 

di applicazione ad altre organizzazioni, laboratori o servizi e nel particolare 

le procedure adottate per lôaccreditamento della Real Time PCR per la 

diagnosi biomolecolare della patologia. Lôutilizzo di questa metodica si 

inserisce allôinterno dellôintero sistema qualit¨ dellôistituto zooprofilattico 

comprendente non solo lôaspetto tecnico, ma anche quello gestionale. 

Data la complessit¨ dellôargomento, in questo lavoro lôattenzione è stata 

focalizzata sulle procedure adottate per la validazione secondaria del 

metodo di Real Time PCR e il controllo del processo analitico tramite carte 

di controllo. 
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MATERIALI E METODI 

 

1) Validazione secondaria del metodo  

La Real Time PCR per Peste Suina Africana è una metodica con chimica 

TaqMan. Il metodo di prova è qualitativo e consiste nella ricerca in 

omogenato dôorgano, siero e sangue-EDTA di suidi, del DNA del virus. 

Il sistema primers/sonda riconosce un frammento specifico della regione 

codificante la proteina p72. Il metodo prevede che in fase di estrazione 

venga inserito un controllo positivo ed inoltre un controllo negativo ogni 10 

campioni. In fase di PCR ¯ previsto lôulteriore inserimento di un controllo 

positivo DNA. I controlli originano da campioni di campo certificati, la cui 

positività e negatività è provata da 4 diversi test diagnostici. La loro 

preparazione e gestione avviene in maniera controllata da apposite 

procedure.  

Il risultato di prova viene espresso in termini di presenza/assenza. Il 

metodo è riportato nel manuale OIE 10 ed esistono procedure stilate sia dal 

Centro di Referenza Nazionale (CEREP) che da quello Europeo (CISA-

INIA), quindi secondo la 17025 si pu¸ considerare ñnormatoò, pertanto è 

sufficiente condurre una validazione secondaria. Tuttavia poiché nel 

manuale OIE e nelle procedure dei centri di referenza viene riportata la 

possibilità di utilizzare due differenti kit di estrazione, in questo lavoro sono 

stati effettuati anche studi comparativi per verificare quale dei due metodi 

mostrasse performances migliori.  

La norma 17025 prevede che per ogni validazione venga stilato un ñpiano 

di validazioneò nel quale vengono riportati i parametri che si intendono 

valutare ed inoltre una verifica vera e propria ed un report contenente i 

risultati ottenuti. 
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2) Piano di validazione secondaria 

1. Calcolo del limite di rilevabilità (LOD) e valutazione dei 

parametri di sensibilità, specificità, precisione e robustezza.  

- Il limite di rivelabilità (LOD) è stato calcolato determinando il più basso 

livello di analita (DNA bersaglio della reazione di PCR real time) che il 

metodo è in grado di rilevare in almeno il 95% delle repliche. A tal scopo 

sono state utilizzate diluizioni scalari in base 2 di un plasmide recante un 

inserto corrispondente al templato target della PCR (gene della proteina 

p72). Con lo stesso plasmide sono stati positivizzati campioni di 

omogenato dôorgano (milza) e sangue-EDTA negativi al virus, in modo da 

determinare il LOD relativo allôintero processo diagnostico, a partire 

dallôestrazione del campione, nelle matrici più utilizzate. 

 - la specificità e sensibilità, probabilità di ottenere risultati positivi o 

negativi, sono state valutate eseguendo la prova su campioni positivi e 

negativi e valutando i risultati;  

- la precisione (riproducibilità) è stata calcolata in termini di grado di 

accordo tra misure indipendenti della stessa variabile in condizioni di 

riproducibilità su un tempo relativamente lungo; la sua valutazione è stata 

eseguita partecipando periodicamente a circuiti interlaboratorio;    

- la robustezza è stata stimata apportando modifiche alle condizioni 

analitiche e valutando la concordanza dei risultati ottenuti. Sugli stessi 

campioni sono state effettuate due prove in parallelo cambiando lo 

strumento di real time PCR e variando il ciclo termico. 
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2. Confronto fra kit di estrazione Roche e Qiagen 

Contemporaneamente alla verifica delle performance del metodo è stato 

condotto il confronto fra i due diversi metodi di estrazione, High Pure PCR 

Template Preparation kit Roche e DNAmini Kit Qiagen al fine di verificare 

la loro equivalenza nella successiva applicazione in real time PCR. A tale 

scopo, 19 campioni provenienti da circuiti interlaboratorio e 14 campioni di 

riferimento positivi e negativi sono stati estratti in parallelo con le due 

metodiche ed i risultati sono stati confrontati. Inoltre per entrambi i kit è 

stato calcolato il LOD sulle matrici omogenato di tessuto e sangue EDTA. 

Descrizione dei campioni  

- Plasmide del commercio EUROFIN Genomics contenente l'intera 

regione codificante per la p72 del virus della Peste Suina Africana, di 

seguito indicato come plasmide-p72PSA, quantificato in modo da 

determinare il numero di copie di DNA target per µl; 

- Omogenati di tessuto e sangue EDTA negativi al virus positivizzati 

con diluizioni del plasmide;  

- 70 campioni derivanti dai circuiti interlaboratorio provenienti dai 

centri di referenza Nazionali ed Europei; 14 di questi sono stati usati per la 

valutazione dei kit di estrazione e 10 per le prove di robustezza; 

- 14 campioni di riferimento, 7 positivi e 7 negativi utilizzati per il 

confronto fra i due kit di estrazione. 

Metodi statistici utilizzati 

Il numero dei risultati concordanti e discordanti secondo una matrice 2*2 è 

stato calcolato attraverso lôindice K di Cohen. 
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3) Validazione secondaria o verifica 

Il limite di rivelabilità (LOD): Sono state preparate diluizioni del DNA del 

plasmide-p72PSA, fino a raggiungere 1 copia di target/reazione. Il DNA è 

stato sottoposto a Real time PCR.  

Sono state esaminate le seguenti diluizioni di plasmide: 

¶ 100 copie di plasmide per reazione 

¶ 50 copie di plasmide per reazione 

¶ 25 copie di plasmide per reazione 

¶ 12.5 copie di plasmide per reazione 

¶ 10 copie di plasmide per reazione 

¶ 1 copie di plasmide per reazione 

Ciascuna diluizione è stata esaminata in Real time PCR in 10 replicati. Il 

LOD corrispondeva alla concentrazione di DNA per la quale tutte le 10 

repliche risultavano positive. 

La specificità e sensibilità: su 70 campioni provenienti da circuiti 

interlaboratorio positivi e/o negativi è stata eseguita la determinazione col 

Metodo di prova. 

La precisione (Riproducibilità): Il laboratorio partecipa ai circuiti 

interlaboratorio per la ricerca del virus della Peste Suina Africana.  I circuiti 

interlaboratorio vengono organizzati annualmente dai centri di referenza 

nazionali ed europei.  

In questo lavoro sono stati verificati i dati raccolti nellôarco di tre anni a 

partire dai circuiti interlaboratorio nazionali ed europei. 
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La Robustezza: su dieci campioni si è deciso di eseguire il metodo di real 

time parallelamente su due piattaforme 7500 Fast Real Time PCR 

Systems (Thermo Fisher) appartenenti a laboratori differenti. Sugli stessi 

campioni il metodo è stato eseguito, a parità di strumento, con due cicli 

termici diversi, normale e fast.  

 

Confronto fra i kit di estrazione Roche e Qiagen 

19 campioni provenienti da circuiti interlaboratorio e 14 campioni di 

riferimento positivi e negativi, sono stati estratti in parallelo con i due kit 

ROCHE E QIAGEN e sottoposti a Real time PCR; i  risultati ottenuti sono 

stati confrontati fra di loro.  

Per entrambi i metodi di estrazione è stato determinato il LOD in differenti 

matrici, tessuti e sangue EDTA, positivizzate con le seguenti diluizioni di 

DNA plasmidico: 

¶ 400 copie di plasmide per reazione 

¶ 200 copie di plasmide per reazione 

¶ 100 copie di plasmide per reazione 

¶ 60 copie di plasmide per reazione 

¶ 50 copie di plasmide per reazione 

¶ 25 copie di plasmide per reazione 

¶ 12.5 copie di plasmide per reazione 

Ogni diluizione è stata saggiata in Real time in un numero di replicati 

compreso fra 9 e 10. Il LOD corrispondeva alla concentrazione di DNA per 

la quale tutte le repliche risultavano positive 
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Monitoraggio delle performances del metodo 

Il monitoraggio nel tempo delle performance della real time PCR viene 

condotto attraverso la gestione quotidiana delle CARTE DI CONTROLLO 

ottenute dal valore di Ct dei due controlli positivi, di estrazione e di DNA.  

Le carte di controllo sono costruite misurando una variabile ad intervalli di 

tempo regolari in condizioni di riproducibilità e inserendo in un grafico le 

misure registrate. I valori ottenuti nelle diverse determinazioni oscillano 

intorno alla media (a causa della variabilit¨ analitica) e allôinterno delle 3 

deviazione standard. Da come i valori medi di ciascuna sessione di lavoro 

si disperdono nel tempo è possibile stabilire se il processo è sotto controllo 

statistico e quindi se il risultato può essere accettato o è necessario 

ripetere la prova. Dalle carte di controllo è possibile evidenziare eventuali 

anomalie del sistema oppure delle ñderiveò dovute ad esempio a 

deterioramento dei reagenti o dei controlli in uso. In genere le carte di 

controllo si utilizzano per metodi quantitativi mentre la real time PCR PSA 

è un metodo qualitativo in cui la risposta è presenza/assenza. Ma 

l'esistenza di un valore numerico, dato dal Ct, permette di monitorare la 

prova come se fosse quantitativa.  Eô noto che gli strumenti di real time 

PCR possiedono due modalità di determinazione del threshold, una 

automatica ed una manuale, cio¯ scelta dallôoperatore, e che la variazione 

intersaggio del threshold influenza la variabilità dei risultati.  

Pertanto, in questo lavoro al fine di determinare il metodo migliore per la 

raccolta dei dati e prima della stesura delle istruzione per la costruzione e 

gestione delle carte di controllo, sono state valutate sia le letture ottenute 

con lôimpostazione automatica del threshold che quelle ottenute dalla 

impostazione manuale.  
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Campioni utilizzati  

Sono stati raccolti i valori dei Ct di 40 controlli positivi di estrazione e di 40 

controlli positivi DNA, analizzati durante lôattivit¨ diagnostica nel corso di 

circa 3 mesi. I valori del threshold sono stati settati sia in modalità 

automatica che manuale, per questôultima il threshold scelto era 0.05. 

 I Ct di entrambi i controlli sono stati rappresentati in un grafico che 

permetteva di visualizzare la media ed i valori corrispondenti a ± 1, 2 e 3 

deviazioni standard.  

 

RISULTATI 

 Validazione secondaria 

Á LIMITE DI RILEVABILITAô 

Si riportano di seguito i risultati ottenuti su diluizioni in base 2 del 

plasmide-p72PSA 

Copie 
plasmide/reazione 

N° replicati 
positivi 

Media Ct 
replicati 

SD 

100 10/10 31.82 0.29 

50 10/10 32.92 0.35 

25 10/10 33.77 0.57 

12.5 10/10 34.93 1.05 
10 9/10 35.31 0.87 

1 1/10 36.92 / 

 

Il LOD, corrispondente alla positività sulle 10 repliche, è risultato essere 

12.5 copie di DNA plasmidico per reazione. 

Á SPECIFICITÀ,  SENSIBILITÀ,  PRECISIONEI risultati ottenuti su 70 

campioni provenienti dal circuito interlaboratorio sono concordi con 
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quelli del centro di referenza, evidenziando una sensibilità e 

specificità e precisione del 100%.  

Á PROVE DI ROBUSTEZZA 

Di seguito si riportano i risultati delle prove condotti su 10 campioni di 

tessuto provenienti da circuiti internazionali analizzati con lo strumento 

7500 Fast Real Time PCR System di due laboratori diversi (09ME e 09SI) 

e con ciclo fast. 

   
7500 

LABORATORIO 
09ME 

 
7500 

LABORATORIO  
09SI 

 
7500 

LABORATORIO 
09ME/ CICLO 

FAST 

N° 
campione 

Id. 
camp. 

Risultato Ct 
medio 

Risultato Ct 
medio 

Risultato Ct 
medio 

1 T1 Positivo 25.26 Positivo 27.12 Positivo 24.85 

2 T2 Positivo 23.43 Positivo 25.18 Positivo 22.94 

3 T3 Negativo Undet. Negativo Undet. Negativo Undet. 

4 T4 Positivo 27 Positivo 29.29 Positivo 26.83 

5 T5 Negativo Undet. Negativo Undet. Negativo Undet. 

6 T6 Positivo 20.3 Positivo 22.59 Positivo 19.95 

7 T7 Positivo 20.3 Positivo 21.89 Positivo 19.74 

8 T8 Negativo Undet. Negativo Undet. Negativo Undet. 

9 T9 Positivo 23.20 Positivo 25.18 Positivo 22.80 

10 T10 Negativo Undet. Negativo Undet. Negativo Undet. 

 

 

Condizioni di corsa del ciclo fast: 

                                                                                 40 cicli 

Attivazione 

UNG 

Denaturazione 

iniziale 

Denaturazione Annealing/extensi

on 

50°C/2Ω фрϲ/κнлΩΩ 95°C/1ΩΩ руϲ/κнлΩΩ 
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Condizioni di corsa del ciclo normale: 

                                                         40 cicli 

Attivazione 

UNG 

Denaturazione 

iniziale 

Denaturazione Annealing/extensi

on 

50°C/2Ω 95°C/10Ω 95°C/15ΩΩ 58°C/1Ω 

 

I dati sopra riportati evidenziano una concordanza del 100% fra i due 

strumenti utilizzati e fra il ciclo normale e quello fast. 

 

Á CONFRONTO TRA KIT DI ESTRAZIONE ROCHE E QIAGEN 

La tabella successiva riporta i risultati ottenuti analizzando in parallelo 14 

campioni di riferimento, 7 positivi e 7 negativi, con i due kit Roche e 

Qiagen. 

  Estrazione Roche Estrazione Qiagen 

N° 
campione 

Identificativo 
campione 

Risultato Ct medio Risultato Ct medio 

1 K+E OT M 
22653/2014 

Positivo 19.96 Positivo 21.72 

2 K+E OT R 22653/2014 Positivo 22.76 Positivo 24.6 

3 K+E OT L  22653/2014 Positivo 22.12 Positivo 23.4 

4 K+E OT A  22653/2014 Positivo 21.16 Positivo 22.65 

5 K+E SE  1/2014 SE Positivo 18.69 Positivo 22.34 

6 K+E S   1/2014 S Positivo 25.8 Positivo 27.25 

7 K+E CC Nu95/1 CC Positivo 22.81 Positivo 23.95 

8 K-E OT M 35910/2014 Negativo Undet. Negativo Undet. 

9 K-E OT R 35910/2014 Negativo Undet. Negativo Undet. 

10 K-E OT L  35910/2014 Negativo Undet. Negativo Undet. 

11 K-E OT A  35910/2014 Negativo Undet. Negativo Undet. 

12 K-E SE  35910/2014 SE Negativo Undet. Negativo Undet. 

13 K-E S   35910/2014 S Negativo Undet. Negativo Undet. 

14 K-E CC  2/2014 CC Negativo Undet. Negativo Undet. 
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La tabella successiva riporta i risultati ottenuti analizzando in parallelo 19 

campioni provenienti da circuiti internazionali, con i due kit Roche e 

Qiagen. 

 

  Estrazione kit Roche Estrazione kit Qiagen 

N° 
campione 

Identificativo 
campione 

Risultato Ct medio Risultato Ct medio 

1 S1 Negativo Undet. Negativo Undet. 

2 S2 Positivo 17.07 Positivo 19.27 

3 S3 Negativo Undet. Negativo Undet. 

4 S4 Negativo Undet. Negativo Undet. 

5 S5 Negativo Undet. Negativo Undet. 

6 S6 Positivo 31.18 Positivo 32.14 

7 S7 Negativo Undet. Negativo Undet. 

8 S8 Positivo 21.5 Positivo 24.02 

9 S9 Negativo Undet. Negativo Undet. 

10 S10 Negativo Undet. Negativo Undet. 

11 S11 Positivo 29.94 Positivo 29.15 

12 T1 Positivo 24.97 Positivo 26.08 

13 T2 Positivo 22.96 Positivo 23.90 

14 T3 Negativo Undet. Negativo Undet. 

15 T4 Positivo 27.08 Positivo 28.58 

16 T5 Nagativo Undet. Nagativo Undet. 

17 T6 Positivo 20.8 Positivo 23.25 

18 T7 Positivo 20.23 Positivo 23 

19 T8 Negativo Undet. Negativo Undet. 

 

 

Il risultati mostrano concordanza del 100% fra i due kit. 

La tabella seguente riporta i risultati ottenuti nella determinazione del LOD 

in omogenato di tessuto positivizzato con plasmide-p72PSA dopo 

estrazione con i kit ROCHE e QIAGEN. 
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 ESTRAZIONE KIT ROCHE 
Omogenato 

ESTRAZIONE KIT QIAGEN 
Omogenato 

Copie 
plasmide/reazione 

N° 
replicati 
positivi 

Media Ct 
replicati 

N° replicati 
positivi 

Media Ct 
replicati 

400 nd nd 10/10 35.33 
200 nd nd 6/10 35.01 

100 nd nd 4/10 35.84 

60 nd nd 3/10 35.90 

50 10/10 34.64 1/10 35.28 

25 7/10 35.55 1/10 35.38 

12.5 4/10 35.76 0/10 / 

 

 

Il LOD su omogenato dôorgano ¯ risultato essere 50 copie/reazione per il 

kit Roche e 400 copie/reazione per il kit Qiagen.  

Si riportano di seguito i risultati ottenuti nella determinazione del LOD in 

sangue-EDTA positivizzato con plasmide-p72PSA, dopo estrazione con i 

kit ROCHE e QIAGEN. 

 

 ESTRAZIONE KIT ROCHE 
Sangue EDTA 

ESTRAZIONE KIT QIAGEN 
Sangue EDTA 

Copie 
plasmide/reazione 

N° 
replicati 
positivi 

Media Ct 
replicati 

N° replicati 
positivi 

Media Ct 
replicati 

400 nd nd 1/10 37.07 

200 nd nd 0/10 / 

100 9/9 35.84 0/10 / 

60 8/10 34.40 0/10 / 

50 9/10 34.28 0/10 / 

25 7/10 35.31 0/10 / 

12.5 2/10 36.52 0/10 / 

 

 

Il LOD nella matrice sangue EDTA ottenuto con il kit Roche è risultato 

essere 100 copie/reazione. Invece utilizzando il kit Qiagen, si è arrivati alla 
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concentrazione di 400 copie di DNA plasmidico senza riuscire a 

determinare il valore esatto.  

Di seguito si riporta un prospetto riassuntivo dei risultati ottenuti: 

Campione LOD 

LOD su plasmide 12.5 copie DNA plasmidico/reazione 

LOD omogenato kit Roche 50 copie DNA plasmidico/reazione 

LOD omogenato kit Qiagen 400 copie DNA plasmidico/reazione 

LOD Sangue EDTA kit Roche 100 copie DNA plasmidico/reazione 

LOD Sangue EDTA kit Qiagen >400 copie DNA plasmidico/reazione 

{t9/LCL/L¢!Ω 100% 

{9b{L.L[L¢!Ω 100% 

PRECISIONE 100% 

ROBUSTEZZA Concordanza risultati 

 
 

I risultati sopra riportati supportano la scelta del laboratorio di utilizzare il 

kit di estrazione Roche invece di quello Qiagen. Per quanta riguarda la 

determinazione del LOD nella matrice sangue EDTA, utilizzando il kit 

Qiagen si è arrivati alla concentrazione di 400 copie di DNA plasmidico 

senza riuscire a determinare il valore esatto. Date le finalità della verifica e 

visti i risultati ottenuti con il kit Roche, non si è ritenuto opportuno valutare 

ulteriori concentrazioni.  

Le prove di robustezza effettuate dimostrano che questo metodo di real 

time può essere applicato a piattaforme 7500 appartenenti a laboratori 

differenti e con ciclo termico fast, questôultimo permette di effettuare la 

corsa di real time in circa metà tempo (1 ora) rispetto al ciclo normale. 

I risultati ottenuti dimostrano che il metodo nel suo complesso è adatto allo 

scopo. 
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Monitoraggio delle performances del metodo tramite carte di 

controllo 

Si riporta di seguito la carta di controllo ottenuta dallôanalisi del controllo 

positivo di estrazione con modalità automatica di scelta del threshold.  

 

Si riporta di seguito la carta di controllo ottenuta dallôanalisi del controllo 

positivo di estrazione con modalità manuale di scelta del threshold.   
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Si riporta di seguito la carta di controllo ottenuta dallôanalisi del controllo 

positivo DNA con modalità automatica di scelta del threshold.   

 

 

Si riporta di seguito la carta di controllo ottenuta dallôanalisi del controllo 

positivo DNA con modalità manuale di scelta del threshold.  
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Dallôanalisi dei grafici, che presentano stessa scala delle ordinate, è 

possibile osservare che la lettura in manuale per entrambi i controlli 

presenta una minore variabilità, cioè una minore deviazione standard. Di 

conseguenza per rendere il metodo più sensibile alle eventuali anomalie, 

si è deciso di costruire e gestire tutte le carte di controllo utilizzando la 

modalità manuale.  

Si riporta di seguito lôistruzione per la costruzione delle carte di controllo.   

COSTRUZIONE E GESTIONE DELLE CARTE DI CONTROLLO 

Per ogni lotto di controllo (estrazione e DNA), prima del suo utilizzo nella 

routine, vengono effettuate 30 determinazioni che permettono di definire la 

media e la deviazione standard (DS) del Ct. Viene poi costruito un grafico, 

la carta di controllo, in cui sono riportate 7 linee rette parallele allôasse 

delle ascisse che rappresentano la media ed il valore medio ± 1, 2 e 3 DS.  

Una volta stabilite le caratteristiche dei controlli su un numero 

statisticamente significativo di ripetizioni, per ogni sessione di lavoro sulle 

carte di controllo vengono registrati i seguenti dati: 

V valore medio del Ct del controllo positivo di estrazione 

V valore medio del Ct del controllo positivo DNA 

Lôosservazione del grafico permette lôimmediata visualizzazione delle 

performance delle prove. 

ANALISI DELLE CARTE DI CONTROLLO 

Possono verificarsi le seguenti possibilità: 

A. Il valore del campione positivo ¯ allôinterno dell'intervallo dato dai limiti 

superiore ed inferiore (media ± 2 DS). 

In questo caso il test è considerato valido ed il sistema è in controllo; 

B. Il valore del campione positivo è al di fuori dell'intervallo media ± 2 DS 

ed oltre i limiti di allarme superiore ed inferiore (media ± 3 DS). 

In questo caso il sistema è fuori controllo. 
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C. Il valore del campione positivo è al di fuori dell'intervallo media ± 2 DS 

ed entro i limiti di allarme superiore ed inferiore (media ± 3 DS). 

In questo caso, se vi sono due campioni consecutivi al di fuori 

dell'intervallo media ± 2 DS, (dalla stessa parte rispetto alla media o 

dalla parte opposta) il sistema è fuori controllo, se ciò non si verifica il 

sistema è in controllo. 

GESTIONE DELLE ANOMALIE 

Le anomalie rispetto ai limiti previsti possono essere imputate a fattori 

accidentali o sistematici e vengono gestite con diverse modalità 

integrando i risultati ottenuti dal monitoraggio di entrambi i controlli positivi, 

DNA ed estrazione: 

V Se dallôanalisi dei risultati ottenuti si presume che la deviazione dai 

valori attesi possa essere imputabile ad errori accidentali, si annota la 

motivazione sul foglio di lavoro e la prova viene ripetuta.  

V Nellôeventualit¨ che in una sola replica del controllo positivo di 

estrazione si verifichi unôanomalia imputabile a cause la cui origine sia 

identificabile (ad esempio: presenza di bolle) e contemporaneamente il 

controllo positivo DNA sia nella norma, la prova si può ritenere valida e 

non viene ripetuta. Le cause dellôanomalia vengono annotate sul foglio 

di lavoro e sulla carta di controllo viene riportato solo il valore del Ct nei 

limiti. 

V Nel caso in cui la carta del controllo positivo DNA mostri anomalie 

occasionali ma quella del controllo estrazione sia in controllo, è 

possibile ritenere valida la prova e non ripetere il test. 

Se ripetendo la prova i valori dei controlli non rientrano nei limiti previsti 

o lôanomalia si ripresenta (errore sistematico) si procede allôutilizzo di 

nuovi reagenti o controlli:  

¶ kit di estrazione nuovo nel caso di problemi nel solo controllo di 

estrazione e valori nei limiti per il controllo DNA; 
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¶ reagenti di real time nuovi (master mix, sonda e/o primers) nel 

caso di problemi contemporanei nel controllo DNA e nel 

controllo di estrazione; 

 Se queste variazioni non dovessero determinare la risoluzione del 

problema si utilizzeranno lotti di controlli nuovi. Durante la costruzione 

delle carte di controllo, è possibile utilizzare i nuovi controlli in parallelo 

allôesecuzione routinaria delle prove. 

 

TEMPORALITA' 

Lôistruzione si applica tutte le volte che si effettuano le prove. 
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CONCLUSIONI 

Il Sistema di Gestione per la Qualità è efficace quando risulta adeguato e 

correttamente attuato in tutte le sue parti. 

Adeguato perchè  tutti gli elementi del Sistema (politica, organizzazione, 

responsabilità, procedure e processi) sono fra loro compatibili e idonei al 

conseguimento degli obiettivi prefissati. 

Correttamente attuato perché tutte le prescrizioni della norma di 

riferimento, dellôOrganismo di Accreditamento e del Manuale della Qualità 

sono seguite e tutte le procedure sono costantemente applicate. 

LôIstituto Zooprofilattico ha una certificazione di qualità Accredia dal 1998. 

Tutti i Laboratori sottostanno periodicamente ad audit interni, effettuati dal 

Responsabile della Qualit¨ dellôEnte ed ad audit esterni effettuati 

annualmente da Accredia, che garantiscono lôapplicazione corretta del 

sistema ed il mantenimento nel tempo della loro competenza e capacità di 

produrre risultati validi. 

La partecipazione annuale ai ring test internazionali e nazionali permette 

di ottenere anche il riconoscimento che i metodi utilizzati sono adatti allo 

scopo. Infatti la diagnosi di PSA non si limita allôapplicazione di un singolo 

test, ma è il risultato dellôintegrazione di metodi  diretti ed indiretti di ricerca 

del virus, definendo così un percorso diagnostico che permette di 

tamponare difetti di sensibilità e/o specificità dei singoli test e aumentare la 

possibilità di una diagnosi corretta.  

Allo stesso modo la dinamicità del sistema qualità permette di apportare 

cambiamenti gestionali e innovazioni tecniche, rese necessarie dalla sua 

applicazione nel corso del tempo e conseguenti sia alla crescita del 

sistema che ad avanzamenti metodologici e strumentali. Il nostro metodo 

infatti ha già subito 11 revisioni in due anni di applicazione e ciò per 

garantire performances sempre migliori ed una gestione più semplice. 
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Possiamo concludere che la norma UNI CEI EN ISO/IEC 17025, che 

specifica i requisiti generali per la competenza dei laboratori ad effettuare 

prove e/o tarature, è visibilmente applicata nel Nostro Laboratorio e 

consente di: 

¶ soddisfare le esigenze e le aspettative dellôutenza; 

¶ garantire e migliorare continuamente le prestazioni del laboratorio; 

¶ svolgere il lavoro con successo in modo efficace, efficiente, 

pianificato, trasparente, condiviso e coerente con gli obiettivi. 
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