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Documento SIPMeL  
sulla Diagnostica dell’Infezione da COVID-19  

La pandemia da Coronavirus (Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, SARS-
CoV-2) in Italia sta raggiungendo una fase di steady state, che presumibilmente condurrà 
ad una fase di declino della stessa con un ritorno parziale, frammentato e prolungato alle 
normali attività sociali interrotte in via precauzionale [1]. La Medicina di Laboratorio ha un 
ruolo decisivo nella ricerca e nella diagnostica di COVID-19 [2]. Il Laboratorio, infatti, è 
essenziale per la diagnosi, la diagnosi differenziale, la valutazione del decorso della 
malattia e del suo superamento [3]. Secondo le conoscenze basilari della Medicina, la 
diagnosi di laboratorio di una malattia infettiva poggia su una diagnosi diretta dell’agente 
infettante ed una indiretta della reazione dell’ospite nei confronti dello stesso. 

La diagnosi diretta si attua attraverso la determinazione molecolare dell’agente patogeno 
raccolto in almeno 2 tamponi naso-faringei, prelevati a distanza di 1-3 giorni, preferendo la 
metodica (rt)RT-PCR (real time - Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) per 
SARS-CoV-2 RNA [4]. Metodi e protocolli sono stati stabiliti dal Ministero della Salute e dal 
Istituto Superiore di Sanità (ISS)[5], in consonanza con i documenti di WHO [6], ECDC [7] 
e CDC [8]. Quest’ultimo organismo ha dettagliato gli elementi base per il metodo 
molecolare, come primer, probe, materiali, reagenti e metodi. Per quanto riguarda i 
metodi, CDC fornisce, in collegamento con FIND [9], l’elenco dei metodi validati e, in 
collegamento con FDA, i metodi ammessi come EUA (Emergency Use Authorized) [10]. 
Gli obiettivi della diagnostica diretta sono la diagnosi di certezza dei sintomatici, la ricerca 
dei possibili “diffusori” [11] data l’alta prevalenza degli asintomatici (da 50 a 90 % nelle 
diverse ricerche ed aree geografiche) e per tracciare le rotte del virus. La diagnostica 
virologica deve tener sempre presenti le possibili altre cause della malattia di origine virale 
(influenza, virus respiratori sinciziali, ecc.) o meno [12]. La diagnosi finale, comunque, si 
basa sempre sull’integrazione dei dati e, quindi, sulle capacità cliniche dei medici [13]. 
Infatti, la diagnostica (rt)RT-PCR è di elevata qualità ma non priva di problematiche, quali 
la complessità di esecuzione su strumenti dedicati e con elevato TAT (3-5 h) che incide sul 
percorso del paziente e sulla sicurezza dei sanitari [14], i problemi preanalitici [15] sia 
generali (manovre di campionamento, tipo di campione, manipolazione sotto cappa 
biohazard BLS 2, operatore con maschera almeno PF2 meglio PF3 e camice chirurgico, 
trasferimento campioni da cappa a strumento, corretto trattamento e smaltimento dei rifiuti 
ed altre procedure) che specifici (finestra diagnostica, carica virale, ricombinazione 
attiva)[16] e i problemi analitici con Falsi Negativi(FN)  in pazienti con imaging diagnostica 
[17] e, talora, con Falsi Positivi(FP) [18]. 
Per rispondere ai limiti di TAT del sistema molecolare di riferimento sono nati sistemi che 
compattano alcune fasi della PCR ottenendo tempi più rapidi (90 min.) con gli stessi 
principi tecnici (PCR) e la stessa qualità di performance e che sono stati approvati dagli 
organismi ad hoc come FDA (esempio Simplexa) [19] oppure sistemi POCT (Rapid 
diagnostic test-RDT) che ricercano l’Ag basandosi su principi tecnici diversi 
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(immunocromatografia) e dalle performance analitiche inferiori (80-90% di accuratezza, 
secondo il campione prelevato).  Un elenco è presente in FIND [9], ma solo taluni sono 
certificati da FDA. Rispetto a questi sistemi va posta grande attenzione alla scelta, in 
particolare a certificazioni, performance, disponibilità e continuità dei lotti, per evitare 
situazioni simili a quanto accaduto in Spagna dove un RDT di questo genere, accreditato 
di un’affidabilità dell’80%, ne ha dimostrata sul campo una del 30%: il prodotto è stato 
ritirato e sostituito e, in relazione a ciò, la Cina ha introdotto un nuovo livello di controllo 
delle esportazioni in campo sanitario [20]. 
Per rispondere ai problemi di FN, relativi in particolare al momento della finestra 
diagnostica, è stato proposto di integrare la ricerca dell’Ag con quella degli anticorpi, in 
particolare IgM e IgA [21-23]. Tale opzione è descritta anche da WHO [6]: Serological 
surveys can aid investigation of an ongoing outbreak and retrospective assessment of the 
attack rate or extent of an outbreak. In cases where NAAT assays are negative and there 
is a strong epidemiological link to COVID-19 infection, paired serum samples (in the acute 
and convalescent phase) could support diagnosis once validated serology tests are 
available. Serum samples can be stored for these purposes. 

La diagnosi indiretta si basa sulla ricerca degli anticorpi anti SARS-CoV-2 nel 
plasma/siero/sangue intero di tipo IgM/IgA ed IgG, rivolti verso proteine specifiche del 
nucleocapside o degli spike virali. Ad oggi i meccanismi [24,25] e i tempi della risposta 
anticorpale sono noti [11,21,23,26-31]. I livelli di sieroconversione sono al 99% con 
mediana a 15 giorni da esposizione e a 9 giorni da sintomi (come attestato in soggetti 
asintomatici); i livelli anticorpali aumentano rapidamente dopo 6 giorni, con un gap tra IgM 
e IgG di pochi giorni. La loro quantificazione, insieme con la sintomatologia, indica la 
progressione e la guarigione [29]. Non sono ancora chiare la durata della presenza delle 
IgG (ad oggi sicuramente mesi, non sappiamo se anni) e, in parte, la protezione rispetto a 
reinfezioni, anche se esistono indicazioni di capacità neutralizzante degli anticorpi nei sieri 
di convalescenti [32]. 
E’ in atto un dibattito scientifico e politico sull’uso più corretto della diagnostica sierologica, 
in particolare sul momento più opportuno in cui usarla e cioè nel momento della crescita 
esponenziale del contagio (come test di screening, con conferma dei positivi con test 
molecolare, o in fase diagnostica, affiancata alla diagnostica molecolare al fine di 
raggiungere la migliore accuratezza) e/o nella fase finale per avere un reale quadro di 
quella che è stata la diffusione del virus e quindi per valutare lo stato di immunizzazione 
della popolazione. In ogni caso la mappatura dei soggetti che hanno avuto contatto con il 
virus, molto spesso in modo del tutto asintomatico, e hanno maturato un’immunità (si 
spera duratura), di quelli che sono ancora infettivi, seppur a/paucisintomatici, e di quelli 
che sono privi di anticorpi e quindi potenzialmente suscettibili di contagio sarà necessaria 
per la riammissione alle attività lavorative (a cominciare dalle prime linee, specialmente 
sanitarie, e via via in cerchi concentrici di necessità pubblica), per isolare nuovi focolai 
(bastano 4 casi per avere una probabilità di oltre il 50% di una nuova epidemia), per 
selezionare i primi vaccinandi (quando un vaccino sarà disponibile) e a scopi 
epidemiologici indispensabili per una adeguata epicrisi del fenomeno. 



  

 

Società Italiana di Patologia Clinica e 
Medicina di Laboratorio 

Componente della 
World Association of Societies of Pathology and Laboratory Medicine 

									
	

 
																Certificazione	ISO		

       

 

 
S I P M e L - Via Ponchini, 17 int.7  - 31033 Castelfranco Veneto (TV) 

Partita IVA: 02316020268    Codice Fiscale: 02052910284 
Tel. 0423-738098             Fax 0423-740715            e-mail:sipmel@sipmel.it                http://www.sipmel.it   

3 

Un elemento importante del dibattito è la qualità della performance della ricerca 
anticorpale. Molti metodi immunometrici sono disponibili, sia “classici” quantitativi (ELISA, 
CLIA) sia rapidi (15 min.) qualitativi e manuali (RDT) basati sulle tecniche del flusso 
laterale ed oro colloidale (LFIA) o dell’immunocromatografia a fluorescenza (IFA). La 
disponibilità di test di questo genere aumenta continuamente per cui non è sempre 
agevole distinguere qualità ed efficacia clinica. FDA [33] offre un elenco di test, seppur 
non validati, e Nature [34] una tabulazione con link illustrativi. Tuttavia, in letteratura vi 
sono già valutazioni ben costruite per i test ELISA [21,23,26,27,35], per i test CLIA [29,36-
38] e per gli RDT LFIA [14,30] e IFA [30,39,40]. Un dato importante è la mancanza di 
cross-reattività con i comuni coronavirus (talora con SARS e MERS) [41]. L’insieme dei 
dati consente di sostenere che i test RDT hanno prestazioni inferiori a quelli quantitativi 
(sensibilità 89% e specificità 91%)[14]. Anche se di semplice uso i test RDT vanno 
comunque impiegati da personale addestrato, all’interno di protocolli ospedalieri e/o 
territoriali codificati, interpretati alla luce delle conoscenze cliniche e di laboratorio. Dati i 
limiti tecnici e di performance, al fine di evitare false negatività nella popolazione che 
indurrebbero comportamenti incauti, non vanno utilizzati per self-testing (neanche nelle 
Farmacie) né in Laboratori non inseriti nelle catene ufficiali di controllo della pandemia. 
Tale indicazione dovrebbe avere valore non solo scientifico ma normativo. I metodi 
quantitativi (ELISA, CLIA) presentano un’elevata affidabilità (accuratezza e precisione, 
sensibilità >95% e specificità >99%), la possibilità di quantificare la siero conversione 
(elemento importante per le valutazioni cliniche ed epidemiologiche) e per l’automazione, 
in grado di produrre molti dati confrontabili nell’unità di tempo. In ogni caso, anche questi 
test devono: presentare riconoscimenti formali (marchio CE), prove di affidabilità 
(accuratezza, precisione, specificità, sensibilità) da rivalutare in fase di acquisizione e sul 
campo, forniture assicurate ed omogenee, essere eseguiti da personale certificato e 
interpretati da personale abilitato, ed inseriti nelle procedure di rilevamento e trattamento 
dei positivi normativamente stabilite. Numerose iniziative in tema, con lo scopo di valutare 
i test e poi di stratificare i pazienti e la popolazione, sono già in essere in molte Regioni 
(Veneto, Toscana, Puglia, ecc.) ed Aziende Sanitarie (Niguarda, Modena, Ancona, che 
stanno eseguendo la sierologia con test in chemiluminescenza per IgG e IgM sulla 
popolazione degli operatori sanitari, ecc.) ma con metodi e, talora, finalità diverse. Senza 
nulla togliere a tali sperimentazioni, che sono essenziali per l’immediato futuro, sarebbe 
opportuna la creazione di una rete nazionale, collaborativa e coordinata, per mettere a 
sistema i risultati, renderli confrontabili ed omogenei nell’utilizzo, e indicare una via 
nazionale di exit-strategy, tenuto conto anche che la stratificazione della popolazione 
richiederà molto probabilmente ripetute campionature. 

Per quanto riguarda la fattibilità, la rapidità con cui i Laboratori italiani si sono riorganizzati 
per la diagnostica di COVID-19 attesta la potenza di fuoco del sistema e della Medicina di 
Laboratorio italiana. In relazione ai costi, esistono peraltro dati di letteratura (su metodi 
molecolari) che mostrano il vantaggio, anche economico, di testare la popolazione [42].  
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In ultimo non si può non evidenziare come in questa occasione si siano manifestati e 
continuino a manifestarsi i problemi legati alla “regionalizzazione della Sanità” sia per 
quanto è accaduto nelle fasi iniziali della gestione della pandemia, sia attualmente, per 
quanto concerne la scelta e l’utilizzo dei test diagnostici, per le quali si rimanda alla rete 
collaborativa e coordinata di cui sopra. 

Castelfranco Veneto (TV), 19 aprile 2020 
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