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Potenziali conflitti d’interesse da dichiarare



Tematiche affrontate

• I requisiti di un laboratorio certificato (vs. Accreditato)

• Il percorso del campione biologico ed i problemi tecnici

• L’interpretazione dei dati e la refertazione



I requisiti di un 

Laboratorio certificato

Certificato ISO 9001

Accreditato ISO 15189



Accreditamento o Certificazione?

● Accreditamento significa che un ente autorevole (es. ACCREDIA) riconosce formalmente che un'organizzazione (o un 

singolo) è competente nell'eseguire uno specifico servizio come descritto nello scopo dell'accreditamento. Es. 

accreditamento ISO 15189:2024 applica criteri e procedure specificatamente predisposte per determinare la competenza 

tecnica di un laboratorio.

● Certificazione significa che una terza parte indipendente ha confermato “per iscritto” che un prodotto, procedura o servizio 

soddisfa i requisiti prescritti. Es. certificazione ISO 9001:2015 di un'azienda dichiara la conformità ai requisiti della norma 

(non è collegata ad una competenza tecnica) e riguarda principalmente la gestione generale, i processi e la manipolazione 

dei dati.

● La differenza risiede nel fatto che con l'accreditamento il riconoscimento formale di competenza si basa su una comprovata 

conoscenza tecnica e pertanto richiede la consultazione di un esperto tecnico per lo scopo dell'accreditamento, mentre la 

certificazione riguarda principalmente l'assicurare la conformità ad una data norma.



ISO 15189 normativa di riferimento dei Laboratori Medici 

● Definizione di Laboratorio Medico:

○ Un Laboratorio medico esegue esami su materiali

derivati dall’organismo umano con il proposito di

fornire informazioni in merito a diagnosi,

prevenzione e trattamento delle malattie, o la

valutazione dello stato di salute degli esseri

umani, e che possa fornire un servizio di

consulenza che copra tutti gli aspetti delle

indagini di Laboratorio, inclusa l’interpretazione

dei risultati e suggerimenti su ulteriori indagini

appropriate.



● in data 16 febbraio 2024 la norma EN ISO 15189:2022 è stata pubblicata in Gazzetta 

Ufficiale dell'Unione Europea. Ciò significa che la EN ISO 15189:2022 è ora una norma 

armonizzata ai sensi del Reg. (CE) N. 765/2008.

● Pubblicata Gazzetta Ufficiale della Repubblica Italiana  15/04/2024 (ISO 15189:2024)

● EN ISO 15189:2012 ritirata dalla Gazzetta Ufficiale dell’Unione Europea a decorrere dal 

20 Agosto 2025

EN ISO 15189:2022 (IV Edizione)



ACCREDIA Dott. Pecoraro



La nuova norma ISO 15189:2024

• Maggior parte dei requisiti sostanzialmente invariati (nuovi requisiti imparzialità e riservatezza)

• Maggior focalizzazione sulla gestione del rischio (valutato per processi) ISO 22367:2020 Rischio 

clinico

• Presa in carico dei point-of –care testing (POCT) ISO 22870:2016 annullata

• Riorganizzata la struttura del documento

• La norma è meno prescrittiva, maggior libertà lasciata ai Laboratori sul decidere «come» gestirsi al 

fine di raggiungere i requisiti previsti.



Cosa si può accreditare in conformità alla ISO 15189

• Gli esami oggetto di accreditamento sono 

identificati da:

• Disciplina (es. Genetica Medica)

• Natura del campione (es. sangue)

• Determinazione/Tipo di esame (es. 

mutazioni BRCA1/2)

• Principio del metodo/tecnica (es. 

NGS)

• Procedura d’esame (es. IO 10 PRO 09)

• Tipo di procedura (A, B)

• Prelievi: attività allocata o meno nel sito di esecuzione degli 

esami (ad esempio il prelievo ematico, il tampone faringeo, 

ecc.)

• Point Of  Care Testing (POCT): analisi mediche 

eseguite al di fuori delle strutture del laboratorio (presso 

reparti di cura, ambulatori, servizi territoriali) e che 

possono richiedere strumentazione collocata in 

prossimità del paziente per l’esecuzione immediata 

dell’esame.



mod. da ACCREDIA Dott. Pecoraro



ISO 15189:2024: il paziente al centro…

La parola PAZIENTI compare per 77
volte nel testo della norma

La parola RISCHI/O compare per 83 
volte nel testo della norma

Fondamentale focus 
sul rischio di tipo CLINICO ISO 22367:2020



La gestione del rischio secondo ISO 15189:2024

• La gestione del rischio è centrale nell’etica della progettazione dei processi di 
gestione della qualità dei laboratori

• I Laboratori devono considerare il rischio per i pazienti in tutti i processi (es. 
momento dell’accettazione, trattamento dei campioni, attività di refertazione, 
etc..)

• L’obiettivo è stimolare una valutazione più ampia delle aree in cui è possibile 
apportare miglioramenti.



La salute, la sicurezza e i diritti dei pazienti devono essere le considerazioni 
primarie



PRO Gestione del Rischio

● La presente procedura definisce le modalità applicate, relativamente al processo di 

gestione dei rischi di prodotto e di gestione dei rischi dei processi aziendali.

● L’obiettivo di tale processo è di assicurare che la gestione dei processi comprenda la 

minimizzazione del rischio e la capacità strategica di cogliere le opportunità.

● Tale processo ha in input i processi strategici e in output l’approvazione del rapporto 

di gestione dei rischi con cui è attestata l’accettabilità dei rischi e del rapporto 

rischi/opportunità strategiche.

● ISO 22367:2020 Rischio Clinico per il Laboratori Medici



Un esempio pratico: Procedure necessarie 

Struttura interna di una 
procedura (es.):

• Lo scopo
• Il campo di applicazione
• I riferimenti di legge 
• Le responsabilità
• Le modalità operative
• Le modalità di archiviazione
• Allegati (eventuali)

1) Gestione dei documenti e dei dati
2) Gestione dei reclami
3) Gestione NC 
4) Riesame della Direzione
5) Audit
6) Gestione del rischio
7) Gestione degli strumenti
8) Gestione del personale
9) Gestione del processo analitico
10) Gestione delle nuove prove d’esame
11) Gestione dei fornitori
12) Gestione del campo flessibile
13) Gestione delle modifiche
14) Gestione dell’utente



PRO Gestione del processo analitico

● 61 IO (Istruzioni operative) che 
fanno riferimento a questa 
procedura.

● 80 MOD (Moduli) che sono stati 
redatti per il corretto svolgimento 
delle IO della PRO Gestione del 
processo analitico.

La presente procedura ha lo scopo di definire le attività per la gestione del servizio di analisi e refertazione.

● Le regole previste per una adeguata 
redazione e gestione di Istruzioni 
Operative e Moduli sono dettagliate in 
apposita procedura PRO Gestione dei 
documenti e dei dati

● Determinati requisiti sono stabiliti dalla 
norma, altri sono regole interne che 
ciascun laboratorio può darsi calate 
nella propria realtà. 



Cosa sono le IO e i MOD?

● Le istruzioni operative sono il protocollo dettagliato di ciascuna fase di «manipolazione» del campione biologico,

○ Es. Istruzioni per l’accettazione del campione

○ Es. Istruzioni per il taglio al microtomo

○ Es. istruzioni per l’estrazione del DNA.

● Devono contenere il riferimento specifico ad ambienti, strumenti, reagenti, processo di esecuzione, etc..
● I Moduli servono a registrare i dati relativi all’esperimento, all’operatore che ha eseguito il test, allo strumento 

utilizzato, identificano il campione, al lotto dei reagenti, data, firma operatore. Sono fondamentali per garantire la 
tracciabilità.

Nel caso specifico della PRO Gestione del processo analitico



Esempio di Istruzione Operativa (estratto pag 1-3/18)



Esempio di Modulo  

(estratto 1 /2)



PRO Gestione degli Strumenti

● E’ necessario avere una lista 
degli strumenti, riportante la 
loro codifica, localizzazione, 
utilizzo, contatti assistenza, 
etc.. 

● Per gli strumenti utilizzati in 
esami accreditati è 
necessario avere un contratto 
di assistenza/manutenzione e 
l’elenco strumenti deve 
riportare il tipo di 
manutenzione prevista 
(es.preventiva esterna o fatta 
dal personale interno), la 
cadenza e le date di verifica.

● Nel caso di frigoriferi/frezeer la 
temperatura deve essere monitorata 
da apposite sonde a garanzia della 
corretta conservazione di campioni 
e reagenti.

● Le sonde devono essere tarate da 
un Laboratorio LAT, ovvero 
accreditato da Accredia secondo ISO 
17025, oppure tarate «in-house» 
utilizzando un termometro primario 
(certificato LAT)

● Le micropipette impiegate per 
l’esecuzione di esami accreditati 
devono essere tarate (es. 
annualmente) da un Laboratorio LAT

● Le cappe devono essere sottoposte 
ad adeguata revisione.





PRO Gestione del Personale

● E’ necessario che ciascun operatore possa dedicare del tempo alla propria 

formazione/aggiornamento (es. acquisizione crediti ECM). 

● La norma prevede che il Direttore Laboratorio sia disponibile ad offrire 

consulenza pre e post test.

● Fondamentale quindi la competenza del personale del Laboratorio non solo 

nello svolgimento del test, ma nella sua interpretazione clinica!





Gestione delle nuove prove di esame

● L’introduzione di nuove prove di esame deve prevedere una fase di pianificazione

● La stesura di Istruzioni operative in versione «bozza» antecedenti alla approvazione da parte del 

DL.

● Per l’introduzione di ogni nuova prova di esame, se basata sull’utilizzo di kit commerciali 

certificati per la diagnostica (attuale IVD, futuro IVDR), non è necessario effettuare una 

validazione del metodo.

● Necessaria invece SEMPRE la verifica del metodo.

● Per richiedere l’accreditamento di un nuovo esame è necessario avere della VEQ (se disponibili) 

oppure utilizzare dei metodi alternativi (es. verifiche interlaboratorio).



ISO 15189 e IVDR 
● L’introduzione di del nuovo regolamento 

europeo relativo all’utilizzo di in vitro 

diagnostic device (IVDR) rappresenterà 

una sfida per i laboratori di diagnostica

● Quando entrerà in vigore, solo i laboratori 

ISO 15189 potranno continuare ad 

utilizzare metodi LDT (Laboratory

Developed Test) o metodi RUO (Research

use only), previa validazione in-house.

● Tutti i laboratori di diagnostica che non si 

accrediteranno ISO15189 potranno usare 

solo metodi IVDR correndo il rischio di 

non poter offrire test allineati con lo stato 

delle conoscenze (es. nuovi marcatori).



Accreditamento ISO15189: Take Home Messages

● Accredia: ente unico italiano di accreditamento

● La normativa di riferimento per i Laboratori Medici è la UNI EN ISO 15189:2024

● Il percorso di accreditamento è un processo molto impegnativo che richiede l’attiva 

partecipazione di tutto il personale (Alta Direzione, Direzione Lab, Biologi, Tecnici,etc..)

● Iniziare con un percorso di certificazione ISO 9001:2015 potrebbe essere di ausilio per il 

Laboratorio per familiarizzare con le procedure di SGQ.

● L’accreditamento, a differenza della certificazione, garantisce la competenza del 

personale, caratteristica fondamentale per assicurare al paziente un servizio di elevata 

qualità.

«La qualità è un diritto del paziente»



Il percorso del campione biologico

I problemi tecnici



Laboratorio di Oncologia Molecolare- Fondazione Edo ed Elvo Tempia

ASL di Biella ASL di Alessandria

ASL di VercelliASL di Asti

Ospedale 
Mauriziano Torino

ASO Croce e Carle
di Cuneo

• Nato nel 2011 è situato all’interno dell’ Ospedale degli Infermi di Biella
• Ha la finalità di offrire un servizio di diagnostica molecolare (marcatori predittiviti e prognostici) in convenzione 

con la sanità pubblica:

AUSL

di Aosta

ASL di CN2ASL di CN1

ASL TO4

Ivrea

• Laboratorio Medico, 
accreditato ISO15189:2024
(ACCREDIA) nella disciplina 
Genetica Medica



Processo Diagnostico: 

quanto è importante la fase pre-analitica?

68,2% 13,3% 18,5%

Plebani M, et al. Clin Chem, 1997

Quasi il 70% degli errori diagnostici sono commessi nella fase pre-analitica!



Normative ISO Pre-analitica (DNA, RNA)



• L’oncologo è il «regista» che ha il compito di selezionare i pazienti 

che necessitano di una caratterizzazione molecolare a scopo 

predittivo di risposta alle terapie (es. target, immunoterapia)

• Valutazione in base alla patologia, l’istologia e ls stadiazione (es. 

carcinoma ovarico, sieroso di alto grado, metastatico, indicazione 

test HRD)

• Sulla base delle informazioni cliniche (es. performance status, 

precedenti linee terapeutiche) definisce quali target molecolari è 

necessario valutare per le successive opzioni terapeutiche.

Oncologo/clinico richiedente

Appropriatezza 

prescrittiva del test!



Chirurgo/Radiologo interventista

• Sebbene sia evidente che ad una corretta gestione clinica delle 

pazienti competano tutti i players…

• … Non è altrettanto noto che anche per la buona riuscita di un test 

molecolare è fondamentale la collaborazione di tutti, a partire dalla 

sala operatoria!

• Fondamentale è il controllo del tempo di «ischemia fredda», ovvero 

quello che inizia dalla rimozione chirurgica del pezzo e finisce nel 

momento in cui inizia il processo di fissazione in formalina.

• Diverse tipologie di prelievo (pezzo operatorio, biopsia)

• Differenti percorsi (sala operatoria, prelievo ambulatoriale)

• Necessità di inviare il campione presso altro centro?



Prelievo e trasporto del materiale biologico: quali 

variabili possono incidere?

• Tempo di ischemia fredda: dovrebbe essere il più breve 

possibile 

• < 1 hr per DNA

• < 30 min per RNA

• Trasportato in anatomia nel minor tempo possibile

• Temperatura di trasporto controllata a 2-8 °C



Anatomo- patologo

• Il patologo ha il ruolo fondamentale di identificare il campione più rappresentativo della 

lesione da sottoporre al test molecolare (primitivo? mts?)

• Deve essere garante della corretta manipolazione del materiale biologico (fase pre-

analitica)

• Fattore necessario per una corretta valutazione del dato molecolare è la percentuale di 

cellule tumorali presenti nel campione (<30% campione inadeguato per NGS)

• La presenza di aree necrotiche può inficiare la buona riuscita del test molecolare!

• Per il nostro centro analisi richiediamo l’invio di:

• blocchetto e H&E con l’area contrassegnata dal patologo e la % di cellule 

tumorali

• In alternativa al blocchetto possono essere inviate sezioni in bianco (con H&E 

riquadrata).



Quali accorgimenti sono necessari?

Fase Pre-analitica in Anatomia Patologica

• Formalina neutra tamponata 10%, Ph 6,8- 7,2

• Dissezione del tessuto necessaria se spessore 
superiore a 4-5  mm. 

• Decalcificazione con EDTA

• Evitare l’over fissazione in formalina del 
campione (12-48H)

• Paraffina standard a bassa temperatura di  
melting (50-56 °C)

• Conservazione dei blocchetti a RT (evitare 
ambienti soggetti a surriscaldamento)

Importanza della formazione dei patologi 

e  tecnici di anatomia- patologica



Analisi molecolari eseguite su RNA estratto da campioni 

FFPE 

• La qualità dell'RNA isolato da campioni FFPE può variare ampiamente tra campioni diversi o fra reperi

diversi dallo stesso istologico (es. aree necrotiche). 

• L'RNA subisce una sostanziale modificazione chimica durante la fissazione in formalina: gli acidi 

nucleici sono cross-linkati alle proteine e i trascritti dell'RNA sono degradati in frammenti più piccoli. 

• Le differenze nei metodi di fissazione in formalina e l'età dei campioni di tessuto d'archivio 

rappresentano un’ulteriore variabile alla qualità dell'RNA.

• Criticità aggiuntive per analisi su RNA in campioni NSCLC:

• Bassa cellularità (<100cells)

• Bassa percentuale di cellule tumorali (< 20%)

PERCORSO AD OSTACOLI….



Biopsia liquida: utilizzo del cell-free DNA (cfDNA) come matrice per 

l’identificazione di mutazioni in specifici geni

Solo una piccolo frazione del cfDNA deriva dal tumore, 
rappresenta il circulating tumor DNA (ctDNA)1-3 

Solo una piccola frazione del ctDNA è portatrice di una 
specifica mutazione tumorale  (es. ESR1 mutations)3

Sources of cell-free DNA Schematic model showing detecting ctDNA/mutated ctDNA 
from blood is like finding the needle in the haystack3

cfDNA: cell-free DNA; ctDNA: circulating tumor DNA
1. Bredno et al. 2022 Link; 2. Dao et al. 2023 Link; 3. Markus et al. 2022 Link;

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0002944022002115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10487653/#:~:text=The%20ctDNA%20is%20the%20fraction,20%2C32%2C33%5D.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8816939/


• Al fine di ottimizzare i tempi di refertazione (TAT) deve 

intercorrere il minor tempo possibile fra la richiesta del test da 

parte del clinico e la preparazione del materiale da parte del 

patologo

• In caso di centro esterno è necessario coordinare le fasi logistiche 

(es. per il ritiro del materiale biologico, una volta che il materiale è 

stato preparato.)

• Se necessario prevedere un trasporto a temperatura 

controllata (soprattutto in estate).

Aspetti logistici



Percorso del campione: take home messages

• Nessun kit diagnostico protrai mai farci ottenere dei 

dati affidabili SE il materiale di partenza è 

INADEGUATO (qualità e/o quantità).

• Non si può correre il rischio di refertare un 

campione INADEGUATO come WILD-TYPE 

(non informativo)

DOVE POSSIAMO MIGLIORARE?

• Collaborazione e condivisione dei protocolli 

con l’intera filiera del processo analitico (da 

prelievo a refertazione). 

• Maggior applicazione degli standard 

internazionali di qualità (ISO) nei Laboratori 

Medici e nelle Anatomie Patologiche

• Utilizzare kit IVD (next IVDR) che prevedano 

step di verifica della qualità del DNA/RNA a 

monte e dell’intero processo a valle.

• Evidenziare la presenza di campioni 

inadeguati dovuti alla pre-analitica per 

poter migliorare insieme!



L’interpretazione dei dati e la 

refertazione



• 2020: NSCLC, prostata, colon-

retto, colangiocarcinoma e 

carcinoma ovarico

• 2024:  aggiunti tumore alla 

mammella, GIST, tiroide, CUP, 

sarcomi.

Raccomandazioni ESMO



Biologo Molecolare

Raccomandazioni ESMO sull’HRD test:

• laboratori accreditati

• ISO15189

• con esperienza pregressa tecnica nel settore

• Pannelli NGS su tessuto tumorale

• con esperienza pregressa interpretativa

• BRCA1/2

• Il rapido sviluppo delle 

tecnologie di sequenziamento ha 

reso sempre più complessa 

l’analisi e l’interpretazione dei dati 

molecolari (NGS)



Differenti matrici, 

differenti risultati

(e competenze)

• I test molecolari possono essere di 

tipo diverso:

• Test germinale: mutazioni 

ereditarie (oltre che predittive 

risposta farmaco)

• Test somatico su tessuto o da 

biopsia liquida

• Sono richieste competenze diverse 

per la valutazione di varianti ereditarie 

vs varianti predittive risposta farmaco

• Le competenze dello staff  sono 

fondamentali!



NGS Work-flow (5 days)

• Accettazione del campione 

(sangue, FFPE, biopsia 

liquida)

• Estrazione DNA/RNA 

(1gg)

• Preparazione delle librerie 

(1gg)

• Caricamento dello 

strumento e 

sequenziamento (20-30h)

• Analisi bioinformatiche (5h)

• Interpretazione e 

refertazione del caso 







• Non tutte le varianti patogenetiche sono 

«actionable»

• Necessità di utilizzare una classificazione che sia 

immediatamente fruibile dall’oncologo













Interpretazione e refertazione: take home messages

• Il rapido sviluppo della tecnologia NGS ed il suo sempre più ampio utilizzo 

in clinica, impone la necessità di un adeguato expertise nello staff  del 

laboratorio per la corretta interpretazione delle varianti geniche 

• La figura del biologo molecolare e del biologo genetista stanno 

assumendo sempre maggior rilevanza in questo settore

• La costante introduzione di nuovi marcatori di interesse clinico e nuovi 

farmaci richiede un costante aggiornamento al fine di saper massimizzare il 

valore del risultato dei test NGS in un’ottica di medicina personalizzata.



Grazie per 
l’attenzione!

maria.scatolini@fondazionetempia.org
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