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EDITORIAL EDITORIALE

Presentazione del Supplemento

Cari Lettori,

come forse ricorderete nella scorsa primavera, quando ['ltalia & stata investita dalla “prima ondata” della pandemia da
Coronavirus, € stata lanciata da Biochimica Clinica una “call for papers” per la preparazione di un fascicolo dedicato
al tema, allo scopo di mettere a disposizione della nostra comunita scientifica le conoscenze e le esperienze maturate
nel nostro Paese.

Molti di voi hanno risposto con entusiasmo e molti contributi sono stati ricevuti, revisionati e pubblicati on line in
tempi rapidi. Ora che possiamo considerare conclusa questa prima fase (anche se l'infezione continua ad essere
seriamente presente), ho ritenuto di chiudere il fascicolo e di procedere alla sua pubblicazione on line.

Altri contributi su questo specifico argomento che dovessero giungere in redazione successivamente, verranno
inseriti nei fascicoli regolari della Rivista.

E possibile che il contenuto di alcuni contributi risulti per qualche aspetto attualmente superato in ragione delle
nuove conoscenze ed esperienze che si sono accumulate nei mesi successivi all'iniziativa di Biochimica Clinica
(Aprile 2020), tuttavia tutti gli articoli restano una valida testimonianza di quanto il divenire della scienza e la
maturazione delle competenze conduca ad una migliore comprensione del reale.

Il fascicolo conta 18 contributi: gli Editori Associati, la redazione di BC ed io personalmente siamo estremamente
grati agli Autori che hanno voluto dedicare tempo ed impegno a preparare ed inviare i loro contributi al nostro giornale,
nonostante la pressione cui sono stati (e sono ancora) sottoposti gli Ospedali e i Laboratori Clinici per far fronte alle
aumentate richieste di assistenza.

Troverete che in questo fascicolo, le diverse tipologie di articoli non seguono il consueto ordine (Editoriali,
Rassegne, Contributi Originali, Opinioni, Documenti, Lettere e Casi Clinici); & stato infatti scelto di accorpare i
contributi per argomenti trattati piuttosto che per tipologia di articolo.

Il fascicolo si apre con il contributo di M Plebani sul ruolo essenziale della Medicina di Laboratorio sia per la
gestione del singolo paziente che della popolazione nel corso della pandemia (1); questo drammatico evento infatti
ha portato in piena luce il valore della Medicina di Laboratorio, come forse mai era accaduto in passato e questo
contributo lo illustra mirabilmente con esempi concreti.

G Lippi, che ricordiamo & stato nominato Coordinatore della “Task Force on COVID-19” di IFCC, firma il secondo
articolo che costituisce una vera e propria Guida alla diagnostica di Laboratorio della malattia (2), molto utile anche
da un punto di vista pratico per orientare correttamente il professionista.

Successivamente, una Opinione a cura di L Zanolla (3), induce a riflettere, grazie ad una solida base di dati
disponibili, sulla notevole difficolta, nei mesi trascorsi, di conoscere con sufficiente accuratezza il tasso di mortalita
(ma anche quello di ospedalizzazione). Probabilmente, a causa delle strategie diagnostiche adottate nella prima fase,
questi numeri non saranno mai conosciuti nella loro completezza, e non solo in Italia.

Il quarto contributo ¢ la traduzione, che ho curato personalmente, di una mirabile rassegna pubblicata su Chimica
Clinica Acta di BM Henry et al. (4) che esplora i meccanismi patogenetici che causano una disregolazione del sistema
renina-angiotensina-aldosterone durante linfezione da COVID-19; questa alterazione, accompagnata da iper-
inflammazione porta ai fenomeni di immuno-trombosi microvascolare dimostratisi molto spesso fatali, specialmente
nei primi mesi della epidemia. La traduzione & preceduta da una Introduzione di M Franchini (4) che sottolinea come
la comprensione di tali meccanismi patogenetici possa portare (come poi € effettivamente avvenuto) all’adozione di
protocolli terapeutici molto efficaci.

Di seguito € pubblicato un documento congiunto tra la Societa Italiana di Diabetologia (SID) e I'’Associazione
Medici Diabetologi (AMD) che fornisce alcune raccomandazioni per una semplificazione del protocollo per la diagnosi
di diabete in gravidanza durante questa emergenza (5), al fine di accelerare il percorso diagnostico. Il documento &
preceduto dalla Introduzione di A Mosca et al. (5) che riassume i contenuti del documento stesso e ne esplicita il
razionale che lo sottende.

Segue una Opinione di A Mosca et al. (6) nella quale si sottolinea come sia raccomandabile eseguire lo screening
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per il deficit di G6PD nei pazienti candidati alla terapia con idrossiclorochina, farmaco in grado di scatenare importanti
crisi emolitiche e che era sembrato molto promettente nelle prime fasi della pandemia.

Troviamo poi un gruppo di tre contributi che affrontano il tema delle alterazioni dell’emostasi in corso di infezione
da SARS-CoV-2. L'Editoriale di M Franchini sottolinea la rilevanza clinica delle alterazioni del sistema della
coagulazione indotte dall'infezione (7). L'Autore, uno dei massimi esperti nazionali sul tema, richiama I'attenzione sui
due successivi articoli a cura del GdS Societario “Emostasi” (8,9). Il primo & una accurata rassegna a cura di B Morelli
et al. (8) che presenta e discute i dati presenti in letteratura relativi ai meccanismi che inducono i gravi sbilanciamenti
del’emostasi nel corso dell’ infezione da SARS-CoV-2. Il secondo & un Documento del Gruppo di Studio SIBioC
“Emostasi” a cura di B Montaruli et al. (9) che illustra egregiamente quale debba essere il contributo del Laboratorio
Clinico al monitoraggio di questa grave e potenzialmente fatale complicanza dell’'infezione.

Una rassegna a cura di L Zanolla et al. pone poi I'attenzione sul coinvolgimento cardiaco nei pazienti con COVID-
19 (10). E noto che i pazienti con malattie cardiache (come evidenziato dall’aumento delle concentrazioni circolanti
dei biomarcatori di danno cardiaco e di ridotta funzionalita) hanno una prognosi peggiore e la rassegna esamina in
dettaglio la letteratura a disposizione sottolineando i diversi meccanismi che possono causare il danno cardiaco. E
importante sottolineare come in questa rassegna (10) venga ripreso un tema evidenziato nel contributo di apertura
di M Plebani (1) e ripreso anche da B Morelli (8) e precisamente quello della scarsa attenzione ai dati di laboratorio
riportati nella letteratura clinica relativa. Esiste una preoccupante confusione sulla nomenclatura, sulle unita di
misura, sui valori di riferimento che accompagnano le concentrazioni dei i biomarcatori, variabili che rendono difficile
la corretta interpretazione dei dati presentati e inibiscono probabilmente una adeguata formulazione delle meta-
analisi. E’ sperabile che queste rilevanti incongruenze siano state causate dall' urgenza di comunicare e di
condividere le esperienze originatesi nelle prime fasi di questa nuova infezione e che nel futuro queste criticita
vengano superate, come richiamato da molti professionisti della Medicina di Laboratorio.

| due articoli successivi descrivono invece le esperienze maturate da un gruppo di giovani professionisti
(appartenenti al GdS Young Scientists di SIBioC) grazie al loro coinvolgimento nella operativita dei Laboratori Clinici
durante la pandemia (M Ammirabile et al.) (11) e I'Opinione di B Lo Sasso et al. sui promettenti nuovi biomarcatori
per la diagnosi, la prognosi e il monitoraggio dell'infezione (12). Questi biomarcatori, sul cui utilizzo non sono ancora
disponibili evidenze sufficientemente robuste, debbono tuttavia essere tenuti in considerazione per le loro indiscusse
potenzialita.

Il gruppo successivo & costituito da tre studi originali sulla misurazione degli anticorpi anti SARS-CoV-2 sia nei
pazienti che negli operatori sanitari (13-15). Questi lavori forniscono un importante contributo alla comprensione sia
dell’ epidemiologia dell’ infezione negli operatori sanitari (F Balboni et al.) (14), che sulla risposta immune in gruppi
di pazienti appartenenti a Regioni Italiane con diversa prevalenza della infezione (F Ceriotti et al. e | Bottari et al.)
(13,15).

Un ulteriore studio originale, a cura di GL Salvagno et al, affronta il tema della aumentata concentrazione dei
parametri di flogosi nei pazienti infetti (16) e, confrontando i valori di questi biomarcatori con quelli misurati in pazienti
non-infetti ma con sintomi simili, ne raccomanda I'utilizzo per monitoraggio e prognosi piuttosto che per un indirizzo
diagnostico, come & stato invece suggerito in alcuni studi. Questo contributo, che & stato l'ultimo in ordine di tempo
ad essere inserito nel fascicolo, € particolarmente interessante perché espone una esperienza maturata nel periodo
piu recente della epidemia.

Chiudono il fascicolo una Lettera all’Editore di E Rocchi et al. che propone una ipotesi di cinetica della risposta
anticorpale che sebbene necessiti di ulteriori conferme, rappresenta un interessante approccio di studio (17) e un
Caso Clinico, a cura di E Palella et al. che illustra la presentazione di una sindrome simil-Kawasaki in una bambina
di 3 anni (18). Questo caso € interessante perché attira I'attenzione su questa rara sindrome, apparsa
numericamente maggiore nel corso della pandemia e sottolinea I'apporto del laboratorio clinico per la sua diagnosi e
il monitoraggio.

Come i Lettori avranno modo di apprezzare, i contenuti del fascicolo affrontano molteplici aspetti della epidemia
in corso; mi auguro che la lettura di questi contributi possa aiutare sia nella comprensione dei meccanismi
patogenetici della malattia, come pure servire da indirizzo per i percorsi intra-laboratorio da adottare per una corretta
gestione dei pazienti e per assicurare loro il migliore esito possibile. Non va mai dimenticato infatti che questo ¢ il
fine ultimo della nostra professione.

Augurandovi buona lettura e auspicando di ricevere ulteriori contributi su questo tema, vi invio i miei piu cordiali
saluti, unitamente ai migliori auguri per le festivita ormai prossime che saranno purtroppo e molto probabilmente,
alquanto diverse da come le abbiamo vissute nel corso delle nostre vite.

Maria Stella Graziani
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Il valore della medicina di laboratorio nella pandemia da SARS-CoV-2

Mario Plebani
Dipartimento Medicina di Laboratorio, Azienda Ospedale-Universita di Padova

ABSTRACT

The value of laboratory medicine in SARS-CoV-2 outbreak.

Coronavirus disease 2019 (COVID-19), caused by severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
represents a challenge to all heathcare systems. It represents, however, a formidabile opportunity to highlight the value
of laboratory medicine. Laboratory tests, in fact, play a key role in allowing the etiological diagnosis thanks to the reverse
transcription-plymerase chain reaction (rRT-PCR) to detect the virus in nasopharingeal specimes as well as in other
samples collected by using a flocked swab. The second essential contribution that laboratory tests are providing
encompasses staging, prognostication and therapeutic monitoring of COVID-19. Finally, serological tests play a central
role for surveillance purposes, for using plasma containing antibodies from recovered patients as experimental treatment

and for better understanding the immune response to SARS-CoV-2 to eventually address vaccine developments.

INTRODUZIONE

La pandemia da SARS-CoV-2, nella sua drammatica
manifestazione, oltre alle migliaia di decessi, pazienti
con malattia severa e lunghe degenze in reparti
ospedalieri e in isolamento domiciliare, ha portato
finalmente alla luce il valore e la centralita della
medicina di laboratorio. Piu che decine di pubblicazioni
scientifiche, relazioni a congressi e documenti di
Societa Scientifiche e Organismi professionali, il
“COVID” ha illustrato a tutti i cittadini e pazienti quale sia
il valore dell’analisi di laboratorio.

All'inizio era il virus, un virus “cinese” che a Wuhan
e nella provincia dellHubei aveva portato a quello che
0ggi abbiamo ben conosciuto con il termine “lockdown”;
ma dalla Cina non era arrivato chiaro e forte il
messaggio dell'importanza della medicina di
laboratorio. Poi, alcuni lavori scientifici hanno
dimostrato che anche gli asintomatici possono essere
contagiosi e la certezza si € andata concretizzando
esaminando il caso della nave da crociera Diamond
Princess, magnifico modello di studio che si & avvalso
della diagnostica molecolare per scovare i positivi (1).

LA DIAGNOSI

Se la diagnosi non puo essere clinica, dato che
anche gli asintomatici sono “infetti e contagiosi”, I'unica
modalita per ridurre I'incertezza diagnostica e clinica &
I'analisi di laboratorio. La sequenza del genoma virale &
stata resa pubblica per 'immediato utilizzo per la salute
pubblica, il 10 gennaio 2020 attraverso il canale online
“virological.org” (2) e successivamente sono state
depositate nel database curato dalla Global Initiative on
Sharing All Influenza Data (GISAID) altre quattro
sequenze del genoma. La conoscenza del genoma
virale ha cosi permesso lo sviluppo di metodi per la
ricerca del virus nelle secrezioni respiratorie, cosi come
era avvenuto nel caso degli altri coronavirus SARS-CoV
e Mers-CoV, ma questa volta lo strumento ha declinato
tutta la sua potenza nella pratica clinica. Lo studio del
genoma ed in particolare del riscontro dei target genetici
quali “envelope protein gene” (E), “nucleo capside
protein gene” (N), “RNA-dependent RNA polymerase
gene” (RARp) e “open reading frame” (orf 1°/orf 1b) ha
portato vari gruppi a definire i primer e le sonde
appropriate per la reazione di real-time (RT-PCR) (3).
Piu recentemente, il gruppo di Christian Drosten ha
descritto lo sviluppo di reverse transcriptase
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polymerase chain reaction (rRT-PCR) con l'utilizzo di
costrutti sintetici ed il virus SARS per rilevare I'infezione
da SARS-CoV-2 (4). Nella linea-guida per la diagnosi
del COVID-19 in Korea, vengono riportati i protocolli di
rRT-PCR piu utilizzati al momento (Tabella 1), che si
differenziano sostanzialmente nei bersagli genetici, e
quindi nelle sonde e procedure operative correlate (5).
Ad oggi, non e disponibile una reale analisi
dell'accuratezza diagnostica dei vari metodi
commerciali e di quelli “home-brew”, ossia sviluppati dai
laboratori clinici, ma certamente tutta I'opinione pubblica
ha compreso I'importanza dei “tamponi”. Mai come in
questo caso, quindi saranno necessari l'introduzione di
programmi di VEQ, di adozione di protocolli operativi di
controllo interno e lo scambio di conoscenze fra gruppi
di lavoro e laboratori.

L'analisi molecolare & divenuta il gold standard per
la diagnostica dell'infezione, tanto che si definisce “caso
confermato” un caso con positivita dell’analisi rRT-PCR,
a prescindere dalle manifestazioni cliniche. Tuttavia,
benché sia il “gold standard” diagnostico, il test
molecolare (I'ormai mitico “tampone”) non & esente da
errori e la sua accuratezza diagnostica non puo essere
ritenuta del 100%. Come per tutte le analisi di
laboratorio, il rischio di errore si annida in tutte le fasi
dell’esame, ma principalmente nella fase pre-analitica e
analitica (6). In particolare, si & osservato che il
tampone piu comunemente utilizzato, quello rino-
faringeo, puo essere causa di falsi negativi in pazienti
che all'esame dell’aspirato bronchiale risultano positivi.
Ed ancora, il tempo e le modalita di conservazione del
tampone, come pure la manualita in alcune fasi
dell’esame possono determinare , soprattutto nei casi di

Tabella 1

modesta carica virale, un viraggio nel risultato da
positivo a negativo o viceversa. Mentre i laboratori
clinici del mondo intero siimpegnavano ad aumentare la
produttivita e la rapidita di risposta del test molecolare,
cercando di automatizzare le varie fasi dell'esame e
trovare rimedio alla carenza di reagenti, due lavori
scientifici  pubblicati come  Point/Counterpoint
mettevano in evidenza il contrasto fra i fautori del
consolidamento della diagnostica molecolare e i
sostenitori del modello “distribuito” (7, 8), ossia di quello
che io definisco “Laboratorio a kilometro zero” (9). Se la
lezione principale che ci viene dalla pandemia da
SARS-CoV-2 ¢ la centralitd della medicina di
laboratorio, la seconda lezione & Il'importanza del
settore pubblico e la necessita di mantenere
I'organizzazione a rete fra le strutture di medicina di
laboratorio degli Ospedali, evitando i mostri degli
esamifici e dei consolidamenti estremi che come un
virus si sono propagati in vari Paesi senza alcuna prova
di efficienza/efficacia (10). La pandemia ha rimesso in
luce che la diagnostica di laboratorio deve essere
mantenuta e valorizzata a livello di sanita pubblica,
all'interno degli Ospedali e degli ambiti dove si
declinano i percorsi diagnostico-terapeutici perché e il
cuore della qualita e della sicurezza nella diagnosi e
cura dei pazienti e dell'intera comunita. Inutile
commentare ulteriormente come si siano potute
apprezzare le differenze fra modelli di medicina di
laboratorio nei vari sistemi sanitari regionali e come
alcune Regioni, fra le quali il Veneto, abbiano espresso
il meglio della professionalita ed organizzazione nel
gestire l'incredibile aumento della richiesta di esami
molecolari e, in genere, di esami di laboratorio.

Varie tipologie di RT-PCR utilizzati in Corea (da ref 5 modificato e aggiornato a Marzo, 2020).

Autori, Produttori

Gene target Riferimento*

Corman, et al.

Chu, et al.

Ministry of Public Health, Thailand

Institut Pasteur

Centers for Disease Control and Prevention (USA)

PowerCheck 2019-nCovV*
(Kogene biotech, Suel, Korea)

Allplex 2019-nCoV* (Seegene, Seul, Korea)

nCoV Real-Time Detection*
(SD biosensors, Suwon, Korea)

DiaPlexQ 2019-nCoV* (Solgent, Daejeon, Korea)

Real-Q 2019-nCoV* (BioSewoom, Seoul, Korea)

E, RdRp 4
orflb, N 5

N 5

E, RdRp 5

N 5

E, RdRp http://www.kogene.co.kr/
E, RdRp, N http://www.seegene.com/
E, RdRp http://sdbiosensor.com/
orfla, N http://www.solgent.com/
E, RdRp http://biosewoom.com/

RT-PCR, reverse transcriptase polymerase chain reaction.
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IL MONITORAGGIO E LA PROGNOSI

Gia nei primi lavori provenienti dalla Cina é risultato
chiaro il valore di alcuni parametri di laboratorio,
comunemente richiesti ed eseguiti e troppo
frettolosamente definiti “banali”. In realta, alcuni
parametri ematologici, fattori della coagulazione e
marcatori di inflammazione dimostrano di essere
strumenti importanti per la diagnostica differenziale, in
particolare per distinguere la gravita della malattia, e per
il loro valore prognostico (10-12). Una disamina del
valore di questi esami sara oggetto di altri contributi in
questo numero speciale della rivista. In questa sede, mi
e doveroso riconoscere i contributi originali di vari
gruppi italiani che hanno dimostrato per primi il valore
prognostico della presepsina (13), di un nuovo
parametro ematologico di distribuzione dei monociti
(MDW) (14) e dell'importanza del polimorfismo del gene
G6PD nell'utilizzo di alcuni farmaci per la cura del
COVID-19 (15).

Tuttavia, alcune considerazioni meritano di essere
fatte. La prima riguarda I'importanza delle meta-analisi
che sono state prodotte sulla base della vasta
produzione scientifica e che offrono un’importante
ed immediata comprensione del valore
diagnostico/prognostico dell’esame, ma vanno lette con
attenzione perché si rischia di mettere assieme dati
prodotti con metodi o caratteristiche di prestazione
troppo diversi. La seconda, strettamente correlata alla
prima, & che, purtroppo, si € evidenziata ancora una
volta la scarsa attenzione che riviste scientifiche
accreditate e di notevole impatto (come ad esempio
JAMA, New Engl J Med) dedicano alla descrizione dei
metodi e delle caratteristiche di prestazione degli esami
di laboratorio utilizzati per la diagnostica o per la
valutazione prognostica del COVID-19. Questa carenza
determina la difficolta di assemblare i dati di studi diversi
nelle meta-analisi per I'eterogeneita dei metodi utilizzati.
Un esempio per tutti: nella determinazione della lattato
deidrogenasi (LDH) & ben noto ai laboratoristi la
differenza fra metodi che utilizzano come substrato il
lattato (detto “forward” o reazione diretta), metodo
raccomandato dall'lFCC (16), piuttosto che il piruvato
(reazione inversa). Definire 'aumento della LDH senza
precisare il metodo specifico (reazione “diretta” o
“inversa”) significa negare I'evidenza che le differenze
dei risultati ottenuti con i due metodi sono dell’'ordine del
50% (limite superiore dell’intervallo di riferimento 378
U/L per il metodo con reazione diretta; 210 U/l per
quello con reazione inversa). La terza considerazione &
che lo sforzo per armonizzare l'informazione di
laboratorio (non solo risultati analitici, anche intervalli di
riferimento, limiti decisionali, unita di misura ) deve
procedere con maggior velocita e senza alibi. Se
esistono metodi standardizzati, vanno adottati; ma se
non esistono, il processo di armonizzazione deve
essere ben compreso ed attuato da subito. La quarta
considerazione e che bisogna evitare che si facciano
risuscitare esami obsoleti e del tutto inutili, come nel

caso di CK-MB per la diagnostica del danno cardiaco o
gli ormoni tiroidei totali (TT4, TT3) che nel nostro Paese
sono stati abbandonati da un decennio.

LA SIEROLOGIA

La sierologia rappresenta I'elemento maggiormente
dibattuto e controverso fra gli esami della medicina di
laboratorio nella pandemia da SARS-CoV-2. La prima
cosa da demistificare & che la sierologia sia un ambito
della “microbiologia-virologia clinica™ se cosi fosse,
dovremmo negare l'evidenza che la medicina di
laboratorio e [l'organizzazione dipartimentale dei
laboratori clinici sono il modello teorico ed organizzativo
di riferimento. E dovremmo riscrivere le pagine dedicate
a rafforzare la visione del PALM (Pathology and
Laboratory Medicine) come elemento fondante la
riproposizione del valore della disciplina, della
formazione dei professionisti e del ruolo che essi
devono svolgere ora ed in futuro (17, 18). La sierologia
e chiaramente un ambito di confronto fra specialisti
dellimmunometria e della biochimica clinica ed i
colleghi microbiologi; solamente nella collaborazione e
nel confronto potremo dare un reale ruolo alla ricerca
degli anticorpi specifici per SARS-CoV-2 nella pratica
clinica.

Il secondo problema €& il metodo di studio e
valutazione della sierologia che, come per tutti gli esami
di laboratorio deve iniziare dal comprendere e chiarire il
bisogno clinico e lo scopo o gli scopi dell’analisi stessa.
Vi € poi una valutazione e validazione della qualita
analitica che deve seguire i criteri e le linee-guida
consolidate e adottate per tutti gli altri esami
(specialmente immunometrici). In terzo luogo, si passa
alla valutazione della specificitd e sensibilita clinica per
poi comprendere i valori predittivi (positivo e negativo),
se si conosce la prevalenza della malattia, elemento
senza il quale i dati di specificita e sensibilita appaiono
un esercizio utile per la pubblicazione scientifica, ma
inadatto ad utilizzare I'analisi nella realta clinica.

Infine, il dibattito fra metodi definiti “rapidi” e metodi
eseguibili in laboratorio, va focalizzato sulle
caratteristiche prettamente tecnico-analitiche e sul
possibile utilizzo clinico.

I metodi rapidi definiti spesso come metodi di Point
of Care Testing (POCT), che si basano prevalentemente
su tecniche di immunocromatografia a flusso laterale
(LFA), sono test qualitativi, caratterizzati dalla
soggettivita nella lettura e con valore soglia prefissato
dal produttore (19). Possono utilizzare varie matrici ed
in particolare sangue intero, plasma e siero. Uno dei
problemi che mi preme sottolineare é che, malgrado sia
evidente che il campione di elezione per questa
tipologia di test sia il sangue intero da prelievo capillare
(campione immediatamente utilizzabile senza necessita
di centrifugazione o altra preparazione pre-analitica),
molti lavori hanno utilizzato siero/plasma o sangue
intero da campioni raccolti con K2-EDTA. A mio avviso,
I'utilizzo di campioni diversi dal sangue capillare
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determina la perdita di uno dei maggiori vantaggi del

test rapido.

I metodi eseguibili in laboratorio sono tradizionali
metodi immunometrici, prevalentemente nelle varianti
ELISA e chemiluminescenza (CLIA) e come tali
permettono di ottenere risultati quantitativi, di stabilire il
valore soglia sulla base dei risultati ottenuti nella
popolazione di soggetti di riferimento e pazienti,
utilizzando le curve ROC, ed inoltre sono soggetti ai
tradizionali sistemi per il controllo interno (CQI) e
valutazione esterna (VEQ) della qualita. Poiché i primi
casi di SARS-CoV-2 sono stati descritti in dicembre
dello scorso anno e quindi i metodi per la ricerca degli
anticorpi specifici sono stati sviluppati solo in mesi
recenti, non e da stupirsi che la letteratura sia carente di
lavori che abbiano valutato la qualita analitica e
diagnostica di questi metodi. Perd, anche in questo
caso la lezione che la pandemia ha insegnato in modo
definitivo e crudele e [I'assoluta irrilevanza del
cosiddetto marchio CE che non €, in modo assoluto, un
elemento di qualita e di tutela dei pazienti.

L'utilizzo diagnostico della sierologia € molteplice,
ed in particolare & stato proposto per:

— migliorare ed integrare I'accuratezza diagnostica del
test molecolare, specialmente in pazienti che si pre-
sentano all'osservazione dopo un periodo di 7-10
giorni dall’esordio dei sintomi;

— tracciare possibili contatti “contagiosi” e ridurre cosi
la diffusione della malattia;

— determinare la possibile immunizzazione o il rischio
di contrarre l'infezione;

— valutare 'estensione della diffusione (prevalenza in
una determinata area geografica/popolazione);

— costituire uno strumento per studi epidemiologici;

— utilizzare il plasma di pazienti “convalescenti” con
anticorpi “neutralizzanti” a scopo terapeutico (20).

Un pre-requisito fondamentale per lo studio sierologico,

qualsiasi sia I'applicazione clinica, ma apparentemente

sottovalutato nella letteratura, € la conoscenza della
cinetica di comparsa e comportamento nel tempo degli
anticorpi anti-SARS-CoV-2. Infatti, i dati di comparsa

degli anticorpi, e specificamente delle diverse classi di

IgA, IgM ed IgG variano notevolmente nei lavori

pubblicati (21, 22).

Per questo motivo, parallelamente alla valutazione
delle prestazioni analitiche di alcuni metodi, il nostro
gruppo ha avviato lo studio delle cinetiche di comparsa
nel siero degli anticorpi e del monitoraggio delle
variazioni nel tempo, che hanno permesso di stabilire la
fascia temporale (giorni) di riferimento per valutare la
concordanza fra sierologia e test molecolare (23, 24).

Su questa base, sono in corso programmi anche a
livello regionale per stabilire la prevalenza della
malattia, la reale sensibilita e specificita del test, e infine
i valori predittivi e negativi, ossia I'informazione che &
utile al clinico per la diagnosi e la gestione del paziente.
Se € vero, come appare dai primi dati prodotti in Italia,
che la prevalenza dell'infezione € intorno al 3-4%,
tranne in alcune zone particolarmente critiche, qualsiasi

test sierologico che presenta sensibilita e specificita
elevate (fino al 99%) ha una modesta utilita clinica. Per
migliorare il valore predittivo esiste perd una ricetta
magica e semplice: richiedere 'esame alla luce dei dati
clinici, della conoscenza eventuale del risultato
dell'analisi molecolare ed interpretare il risultato in
modo appropriato.

L'esortazione dellOMS “test, test, test” va rivista
dunque in “il test giusto, per il paziente giusto, al tempo
giusto, con il metodo giusto e la giusta interpretazione”.

Pertanto, non vi & alcuna evidenza scientifica a
supporto di una politica di screening sierologico; la
sierologia ha sicuramente significato nell’integrare, in
casi specifici ed alla luce del contesto clinico, risultati
“dubbi” dell’analisi molecolare. Ed ancora, & importante
per comprendere la prevalenza dell'infezione in zone
specifiche e tracciare i contatti, per I'utilizzo terapeutico
del plasma di pazienti convalescenti, anche perché vi e
dimostrazione che gli anticorpi di classe IgG identificati
dai test immunometrici (CLIA, ELISA) correlano
significativamente con gli anticorpi neutralizzanti (21).
Sono, infine, indispensabili per la sorveglianza
epidemiologica. A questo punto scatta la domanda
retorica che molti fanno “ma quanto a lungo rimarranno
questi anticorpi?” La risposta € che devono lasciarci
studiare perché la malattia € ancora giovane ed il tempo
di monitoraggio degli anticorpi non supera qualche
mese. Nel caso degli altri coronavirus (SARS e MERS)
gli anticorpi di classe 1gG sono risultati persistere sino a
24-36 mesi (25-27), ma SARS-CoV-2 & un coronavirus
del tutto particolare e “alternativo” rispetto agli altri
componenti della famiglia.

CONCLUSIONI

La pandemia da SARS-CoV-2 rappresenta un
evento epocale che ha cambiato, anche se non
sappiamo per quanto tempo, il nostro modo di vivere,
convivere e socializzare. Dal punto di vista della
medicina, la pandemia ha dato uno scossone salutare
all'incapacita del mondo della professione di difendere il
Sistema Sanitario ed impedire che il protrarsi delle
aggressioni e dei continui tentativi di smantellarlo
attraverso il sottofinanziamento, la penalizzazione
dell’eccellenza e demotivazione del personale,
determinino una fine irreversibile per il sistema di
assistenza universale ed universalistico. Per la
medicina di laboratorio, non possiamo perdere
I'occasione di dare piena visibilita presso tutta la
comunita, non solo scientifica e professionale, della
centralita e del valore dellesame di laboratorio per la
diagnosi, per la prognosi, per il monitoraggio e la
sorveglianza epidemiologica.

Ma un’altra lezione che mi permetto di lasciare alla
Vostra intelligente lettura € che dobbiamo comprendere
quanto sia importante riconoscere che la medicina (ed
anche la medicina di laboratorio) non € una scienza
compiuta, che le nostre conoscenze sono parziali e che
solo I'umiltd della ricerca critica e basata sul metodo
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sperimentale puo permettere di comprendere meglio i
meccanismi fisiopatologici, e gli aspetti oscuri della
risposta immunitaria. E' una grande opportunita per
rivalutare I'importanza della competenza, migliorare la
qualitd e il valore del lavoro che viene svolto, ogni
giorno, senza le luci della ribalta ma con grande
professionalita, nei laboratori clinici. Anni addietro la piu
bella pubblicita dell’'Universita di Padova, nella quale
opero con l'orgoglio di vivere in un’lstituzione che
celebra 800 anni di storia, era affidata ad un ricordo di
Mario Rigoni Stern che recita: da piccolo, ad Asiago i
“veci” (leggisi “vecchi”) dicevano “putei ste sitti”
(bambini state buoni) che a Padova i gha (devono) da
studiare”. Speriamo che adesso ci lascino studiare e
lavorare e rispettino maggiormente il nostro lavoro.
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ABSTRACT

Concise guide to coronavirus disease 2019 (COVID-19) diagnostics.

Several months after its emergence, the coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic, caused by severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), is still prepotently disrupting health, societies and economies
worldwide. The current approach for diagnosing SARS-CoV-2 remains based on identification of viral RNA by means of
molecular biology techniques in upper or lower respiratory tracts specimens. Nevertheless, the development of immune
response against the virus may also provide valuable diagnostic information. The paradigmatic kinetics of anti-SARS-
CoV-2 antibodies in patients with COVID-19 would allow to conclude that serological testing shall not replace viral RNA
detection in diagnosing acute SARS-CoV-2 infection, but may instead remain an essential tool for identifying patients who
have been infected and have developed an immune response, as well as for monitoring the progress of herd immunity.
For this purpose, the choice of the antigens used for constructing the immunoassays appears critical, as these shall use
epitopes towards which neutralizing antibodies could be generated. Other important aspects in serological testing
encompass the absence of cross-reactivity with other coronaviruses, the ability to distinguish the antibody class (i.e. 19G,
IgA and/or IgM), quantitative assessment, wide range of linearity and low imprecision at diagnostic thresholds. A final
aspect, almost essential for both clinical and public health purposes, is the evidence of analytical and clinical validation
before each method enters clinical practice.

INTRODUZIONE

Alla fine del 2019, nella citta cinese di Wuhan, sono
stati diagnosticati i primi casi di polmonite interstiziale
atipica, la cui origine & rimasta per un certo tempo
oggetto d’indagine (1). All'inizio di Gennaio dell’anno
seguente, é stato identificato I'agente responsabile di
queste patologie in un beta-coronavirus, molto simile a
quello che causo la SARS (Severe Acute Respiratory
Syndrome) circa 20 anni prima, e che & stato per
'appunto denominato SARS-CoV-2 (Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2). L'iniziale
sottostima, e forse anche sottovalutazione,
dell’epidemia locale ha favorito la rapida diffusione del
virus, dapprima in Cina, e successivamente in tutto il
resto del mondo, al punto di esortare I'Organizzazione
Mondiale della Sanita (OMS) a dichiarare la natura
pandemica di questa malattia infettiva, nota oggi con il
termine di COVID-19 (Coronavirus Disease 2019) (2).

SARS-CoV-2 appartiene alla famiglia dei

coronavirus, ed € pertanto costituito da una singola
elica di RNA con circa 30 000 paia di basi, che contiene
una serie di geni che codificano per proteine strutturali
e accessorie, le piu importanti delle quali sono la
proteina spike (S), la proteina del nucleo capside (N) e
dell'involucro (E, dall’inglese envelope), e la RNA-
polimerasi RNA dipendente (RdRp) (3). Il meccanismo
principale alla base della virulenza di SARS-CoV-2 &
stato oggi identificato nel legame della proteina S
all'enzima ACE2 (angiotensin coverting enzyme 2),
tramite il suo recettore fisiologicamente presente alla
superficie delle cellule umane, soprattutto delle vie
respiratorie (alte e basse), dell’apparato
gastrointestinale, del cuore, dei reni e dei testicoli (4).
La successiva replicazione virale intracellulare,
soprattutto negli pneumociti di tipo Il, giustifica lo
sviluppo della grave patologia polmonare e la possibile
evoluzione della malattia in sindrome da distress
respiratorio acuto (ARDS), mentre ['aberrante
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(esagerata) risposta immunitaria, caratterizzata nei casi
pit gravi dalla comparsa della famigerata “tempesta
citochinica”, si riflette nellinsorgenza di forme ancora
piu gravi e/o critiche, che possono progredire con
comparsa di disfunzione multi-organo, coagulopatia di
natura trombotica localizzata (trombosi polmonare) o
disseminata (coagulazione intravascolare disseminata),
fino a provocare il decesso del paziente (I'attuale
mortalita nel mondo é del 6,9%, mentre in ltalia ha
ormai superato il 13,7%) (5).

Un aspetto essenziale nella gestione della patologia,
ormai universalmente riconosciuto, & rappresentato
dalla necessita di formulare una diagnosi quanto piu
precoce possibile. Le motivazioni sono molteplici, e
comprendono per lo pit la necessita di instaurare una
terapia tempestiva (quanto piu precoce ¢ il trattamento,
tanto minore € il rischio di evoluzione prognostica
sfavorevole), di isolare subito i soggetti infetti, onde
prevenire altri contagi per prossimita, di identificare i
soggetti che possono aver sviluppato un’immunita
contro il virus e, aspetto in parte legato al precedente,
di definire un preciso quadro di sorveglianza
epidemiologica, che consenta di stabilire con buona
approssimazione l'estensione locale dell’epidemia e la
progressione della ben nota “immunita di gregge” (6). Il
conseguimento di questi obiettivi presuppone la
disponibilita di una serie di strumenti non solo rivolti alla
diagnosi eziologica di infezione da SARS-CoV-2, ma
anche alla stratificazione del rischio, alla valutazione
prognostica, al monitoraggio terapeutico ed
all'identificazione dell’eventuale immunizzazione, cosi
come verra sinteticamente descritto nelle parti seguenti
di questo articol

DIAGNOSI EZIOLOGICA

Per quanto concerne la diagnosi eziologica di
COVID-19, essa presuppone inevitabilmente
Iisolamento di materiale genetico del virus (RNA) in
campioni biologici del paziente. Secondo le indicazioni
dellOMS, del Centers for Disease Control and
Prevention di Atlanta (CDC) e dell'lstituto Superiore di
Sanita (ISS), il gold standard diagnostico e tuttora
rappresentato dal rilevamento di RNA virale mediante
tecnica di RT-PCR (reverse transcriptase polymerase
chain reaction) su materiale prelevato dalle alte vie
respiratorie, nella fattispecie, su tamponi oro-faringei e
naso-faringei, (eseguiti entrambi sequenzialmente), o —
quando possibile e fattibile — dalle basse vie respiratorie
(espettorato o lavaggio bronco-alveolare). E’ importante
evidenziare come la densita recettoriale di ACE2 sia
tendenzialmente maggiore nei polmoni rispetto a naso e
oro-faringe. Cio spiega almeno in parte perché un certo
numero di soggetti (circa il 20-30%) con diagnosi certa
di COVID-19 basata su stringenti evidenze clinico-
radiologiche o positivita virale di campioni delle basse
vie respiratorie, possano presentare negativita dei
tamponi naso- e oro-faringei, pur essendo
contestualmente infetti. Cosi come evidenziato in

Tabella 1, i potenziali aspetti che limitano I'efficienza
diagnostica dei tamponi naso- e oro-faringei sono
molteplici, ma devono essere ben riconosciuti al fine di
aumentarne la sensibilita diagnostica e evitare di
generare falsi negativi al test (7).

Tabella 1

Principali cause di insufficiente sensibilita diagnostica
nell'identificazione dell’infezione da severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) mediante RT-PCR
(reverse transcriptase polymerase chain reaction) su materiale
prelevato dalle alte vie respiratorie.

Procedure inadeguate per il prelievo del materiale biologico
~ Condizioni inappropriate per trasporto e/o conservazione

Prelievo durante la fase asintomatica (5-7 giorni prima della
comparsa dei sintomi)

Sensibilita diagnostica insufficiente del metodo
Inadeguata definizione del cut-off diagnostico
~ Persistenza del virus in altri distretti organici

~ Errori di interpretazione/refertazione dei risultati

Giova citare in questo contesto, che la sensibilita
diagnostica nell’identificazione dell’infezione da SARS-
CoV-2 mediante RT-PCR su materiale prelevato dalle
alte vie respiratorie aumenta in parallelo al numero di
tamponi eseguiti in giorni successivi. E’ stato, infatti,
recentemente dimostrato come la sensibilita dei
tamponi aumenti dal 51%, quando eseguiti una volta
sola, all’'83% se ripetuti due volte, per poi divenire 93%,
98% fino a pressoché il 100% quando ripetuti per tre,
quattro e cinque giorni consecutivi (8). Cio rappresenta
una forte evidenza che a fronte di un forte sospetto
clinico e/o radiologico ed esito negativo del tampone, il
campionamento andrebbe sicuramente ripetuto nel
tempo. Un ultimo aspetto degno di nota riguarda le
implicazioni cliniche della carica virale. Se & pur vero
che nei soggetti asintomatici (che possono
rappresentare fino al 75% del totale degli infetti) &
comungque presente una carica virale in naso- e oro-
faringe che i rende potenzialmente contagiosi (9),
alcuni dati recenti sembrano dimostrare I'esistenza di
una correlazione tra gravita clinica della patologia e
carica virale in naso- e oro-faringe (10).

Discorso a parte merita poi l'identificazione degli
antigeni virali, soprattutto mediante metodi rapidi
immunocromatografici. Malgrado questa possa
rappresentare un’alternativa potenzialmente valida alla
biologia molecolare, la sensibilita e specificita
diagnostica di questi metodi commerciali presuppone
una validazione analitica e clinica prima del loro utilizzo.
Questo concetto € supportato da quanto accaduto in
Spagna, ove le autorita nazionali hanno ritirato dal
mercato un kit rapido poiché la sensibilita diagnostica
era pari al 30%, bel lontana dall’'80% dichiarata dal
produttore (11). Come in tutti gli ambiti della diagnostica
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in vitro, andrebbe pertanto fermamente scoraggiato
I'utilizzo di dispositivi diagnostici per i quali non esistano
solide evidenze di qualita analitica. La validazione
commisurata alle ragioni che ne giustificano I'impiego
clinico (diagnosi, monitoraggio, analisi epidemiologica)
€ requisito necessario per salvaguardare la salute del
paziente, assicurando contestualmente I'accuratezza
diagnostica basata sull’evidenza di chiare e
documentabili specifiche di qualita.

LA DIAGNOSTICA SIEROLOGICA

A prescindere dalle indicazioni prodotte delle
organizzazioni scientifiche nazionali e internazionali in
tema di COVID-19, i limiti legati all'utilizzo della
sierologia nella diagnostica virologica sono ben noti da
tempo. L'esame sierologico ha come prima finalita
I'identificazione elo guantificazione delle
immunoglobuline prodotte dall’organismo contro un
certo microorganismo. Essa consente pertanto di
identificare  (analisi qualitativa), el/o tipizzare
(identificazione del tipo di immunoglobuline) el/o
quantificare (analisi quantitativa) la presenza di una
eventuale risposta immunitaria contro un agente
infettivo (12). Nulla a che vedere, pertanto, con la
diagnosi di infezione in atto, poiché la presenza di una
risposta immunitaria non riflette la contestuale presenza
del virus (rischio di generare falsi positivi), cosi come
'assenza di una risposta immunitaria non consente di
escludere che vi sia una infezione in atto (rischio di
generare falsi negativi). Malgrado la tipizzazione della
risposta anticorpale, e la sua caratterizzazione
mediante identificazione di immunoglobine a struttura e
significato biologico differente, possa consentire con
una certa approssimazione di classificare un’infezione
come ‘recente” o “pregressa”’, la sierologia nella
diagnostica di COVID-19 appare eccezionalmente
problematica. Cio e in parte dovuto alla recente
insorgenza della patologia, che non consente di trarre

Figura 1

conclusioni risolutive, ma anche al bizzarro
comportamento del virus, sia per quanto concerne la
sua interazione con il sistema immunitario in generale,
ma anche per quanto riguarda il comportamento
specifico nel singolo paziente. Nel primo caso, & stato
ormai ampiamente dimostrato come la risposta
immunitaria al virus si avvalga della costante
generazione di immunoglobuline di tipo IgG (insorgono
generalmente dal 10° al 18° giorno dalla comparsa dei
sintomi e sono quindi presenti nella pressoché totalita
dei pazienti dopo 3-4 settimane dall'infezione), della
comparsa di immunoglobuline di tipo IgA in un
sostanziale numero di pazienti (insorgono in genere dal
7° al 15° giorno dalla comparsa dei sintomi e sono
presenti in oltre il 90-95% dei pazienti dopo 3-4
settimane dall'infezione), mentre la comparsa delle
immunoglobuline di tipo IgM appare piu incostante
(insorgono in genere dal 5° al 12° giorno dalla comparsa
dei sintomi, in una percentuale molto variabile, dal 50%
al 90%, dei pazienti) e sono meno stabili nel tempo,
tendendo a scomparire dopo 4-6 settimane (Figura 1)
(13-16). Di particolare rilievo €& lo studio della
positivizzazione e della cinetica delle immunoglobuline
IgA, come illustrato recentemente da Padoan et al. (17).
In questo studio, non solo il titolo delle IgA sieriche &
apparso costantemente superiore a quello delle IgM,
ma anche la percentuale di pazienti che hanno
sviluppato IgA neutralizzanti (dirette contro la proteina
virale S), e stato del 100% dopo 2 settimane, a
conferma che questa risposta anticorpale potrebbe
rappresentare una valida barriera per prevenire
I'infezione, considerando che le IgA sono
immunoglobuline secretorie, presenti alla superficie
delle mucose. E’ interessante notare come in alcuni
studi, come quello pubblicato da Long et al (18), le 1IgG
contro SARS-CoV-2 siano state identificate nella totalita
dei pazienti infettati dal virus dopo 19 giorni dalla
comparsa dei sintomi, mentre le IgM sono comparse in
meno del 95% dei pazienti entro 22 giorni dalla
comparsa dei sintomi, per poi progressivamente

Sviluppo della risposta immunitaria in pazienti con infezione da severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2).
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diminuire nel periodo successivo. Sorprendentemente,
e a conferma di quando affermato in precedenza, la
percentuale di pazienti con positivita alle 1IgG contro
SARS-CoV-2 & sempre superiore a quella per IgM, sia
nella fase precoce e sia nella fase tardiva della malattia.
Cumulativamente, la somma della positivita per IgG ed
IgM  appare solo marginalmente, ma non
significativamente, superiore alla positivita per le sole
IgG durante la fase precoce di malattia (5-15 giorni). La
differenza si annulla poi completamente dopo 2
settimane dalla comparsa dei sintomi, il che lascia
presupporre che la determinazione combinata delle due
immunoglobuline aggiunga probabilmente poco in
termini di sorveglianza epidemiologica a quella delle
sole 1gG. Queste considerazioni trovano valido supporto
nei risultati di altri studi recentemente pubblicati (19-20).
La peculiare cinetica anticorpale in corso di COVID-19
(Figura 2) consentirebbe pertanto di concludere che la
diagnostica sierologica, almeno alla luce delle attuali
conoscenze, non pud né deve sostituire il processo di
identificazione del’RNA mediante tecniche di biologia
molecolare per diagnosticare una infezione in atto da
SARS-CoV-2, ma rimane invece presupposto
imprescindibile nell'identificare i pazienti che siano
entrati in contatto con il virus ed abbiano pertanto
sviluppato una risposta immunitaria.
Indipendentemente dalla validita dei concetti in
precedenza espressi, linsufficiente accuratezza
diagnostica della biologia molecolare su materiali delle
alte vie respiratorie apre alcune prospettive alla
sierologia, ma solo come strumento ausiliario nella
diagnosi dell'infezione acuta da SARS-CoV-2. Zhao et
al hanno dimostrato infatti che I'affiancamento della
sierologia alla biologia molecolare potrebbe consentire
di aumentare la sensibilita diagnostica complessiva dal
70% ad oltre 90%, anche se il miglioramento durante la
fase precoce dell'infezione (<7 giorni dalla comparsa
dei sintomi) appare sostanzialmente modesto (da 67%
a 79%) (21). Studi futuri saranno necessari per stabilire

Figura 2

il possibile significato clinico dell'inclusione della
sierologia negli attuali algoritmi diagnostici, che sono
basati essenzialmente sulle tecniche di biologia
molecolare.

Per quanto concerne poi la scelta tra saggi
quantitativi o qualitativi, indipendentemente dal fatto che
essi siano ‘“rapidi” (che consentono quindi una
rilevazione qualitativa in 10-20 minuti circa) o mediante
metodi di laboratorio (in chemiluminescenza o ELISA),
essa dipende ovviamente dalle motivazioni cliniche
sottostanti. Per uno studio di sorveglianza
epidemiologica, volto all’identificazione del numero di
persone che abbiano sviluppato una risposta
immunologica (e siano quindi verosimilmente entrate in
contatto con il virus), un test qualitativo “rapido” (usando
ad esempio dispositivi monouso) potrebbe essere
idoneo, poiché consentirebbe di analizzare un ampio
numero di campioni, con basso costo, rapidamente, non
dovendo utilizzare personale specificatamente
qualificato e senza ricorrere a prelievo di sangue.
D'altronde, questa strategia sembra meno indicata per
scopi piu prettamente clinici, visto che l'identificazione
specifica della classe di immunoglobuline e del titolo
anticorpale appaiono aspetti essenziali per la
stratificazione del rischio di prognosi infausta (il titolo
anticorpale correla direttamente con la gravita della
patologia) e per il monitoraggio longitudinale (il titolo
anticorpale varia in funzione della risposta al
trattamento) (21), ma anche per valutare I'efficacia della
terapia con plasma iperimmune (altresi noto come
“plasma convalescente”) (22) e della strategia vaccinale
a medio e lungo termine (23).

Malgrado non sia possibile sciogliere
completamente i dubbi sollevati a piu riprese in merito
all'efficacia neutralizzante degli anticorpi prodotti in
corso di COVID-19, esistono alcune prove concrete,
che paiono rassicurarci. Un’evidenza parzialmente
confortante scaturisce dalla precedente epidemia di
SARS, originata a cavallo degli anni 2002 e 2003, in cui

Cinetica del virus e della risposta anticorpale in pazienti con infezione da severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-

CoV-2).
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fu possibile dimostrare che gli anticorpi prodotti contro
quell’omologo virus (oggi denominato SARS-CoV-1, e
avente circa I'85% di identita genetica con SARS-CoV-
2), produsse un’immunita relativamente durevole (da 2
a 6 anni), ma soprattutto caratterizzata dalla comparsa
di anticorpi neutralizzanti (24). Per quanto concerne piu
specificatamente I'infezione da SARS-CoV-2, To et al.
hanno recentemente dimostrato come il 94% e 100%
dei pazienti in cui compaia una risposta immunologica
quantificabile possiedano anticorpi neutralizzanti di
classe IgM o IgG, rispettivamente (25). Indiretta
conferma della capacita neutralizzante degli anticorpi
viene poi dagli studi che hanno a piu riprese dimostrato
I'efficacia del cosiddetto plasma iperimmune nei
pazienti con COVID-19 (22,26).

CONCLUSIONI

Nonostante il volume di evidenze scientifiche
prodotte dall'esordio di COVID-19 a oggi sia imponente
(oltre 10000 documenti in PubMed all'inizio di Maggio
2020), la sensazione & che vi siano ancora ampie aree
di incertezza, che necessitano di ulteriore
approfondimento prima di poter definire un protocollo
diagnostico definitivo. Nondimeno, alcune valutazioni di
ordine generale possono essere fatte. Come gia piu
volte ribadito, non sembra ad oggi poter esser messo in
discussione il concetto che la diagnosi di infezione
acuta da SARS-CoV-2 debba necessariamente
avvalersi della dimostrazione della presenza del virus
nei campioni biologici del paziente. E’ importante pero
ribadire il concetto che [Iidentificazione del solo
materiale genetico (RNA) in alcuni materiali biologici,
come ad esempio le feci, attesta un’avvenuta infezione
virale (la RT-PCR amplifica anche I'RNA extra-virale),
ma non consente di porre diagnosi di infezione ancora
in atto, perché essa deve accompagnarsi alla
dimostrazione che il materiale genetico derivi da un
virus vitale (27). A questo proposito, sembra difficile
ipotizzare di poter utilizzare oggi matrici biologiche
alternative ai campioni delle alte (o basse, quando
possibile) vie respiratorie. Nondimeno, la saliva
potrebbe rappresentare una possibile alternativa al
tampone oro- e naso-faringeo, come dimostrato da
alcuni studi recenti, che hanno riportato una sensibilita
diagnostica quasi confrontabile a quella del materiale
delle basse vie respiratorie (85-90%) (28,29).

Per quanto concerne la diagnostica sierologica,
appare oggi fuori discussione che il suo ruolo nella
diagnostica dell'infezione acuta da SARS-CoV-2 non
pud che essere marginale, tuttalpitt a supporto delle
tecniche di biologia molecolare, soprattutto nei casi che
permangono a lungo dubbi, visto che la sensibilita e
specificita delle 1gG, ad esempio, sembrano essere
superiori al 99% a due settimane dalla comparsa dei
sintomi (30). Essa riveste invece un ruolo importante
per la sorveglianza epidemiologica, ambito in cui la
diagnostica molecolare perde quasi completamente
significato, in quanto consentirebbe di diagnosticare

solamente i pazienti con infezione in atto ma non
fornirebbe alcuna informazione utile in merito ad una
infezione pregressa, allo sviluppo di una risposta
immunitaria e tantomeno alla eventuale presenza di
anticorpi neutralizzanti che possano proteggere da
infezioni successive e contribuiscano a generare
immunita di gregge. Per queste motivazioni, la scelta
degli antigeni con cui costruire I'immunodosaggio
appare critica, perché sarebbe opportuno prediligere
quelli verso cui eventuali anticorpi neutralizzanti
vengono prodotti (quindi, soprattutto, contro la parte
della proteina spike che si lega ad ACE2, nota come
receptor biking domain, o RBD). Altre caratteristiche che
sembrerebbero auspicabili per un metodo sierologico
volto a identificare la presenza di anticorpi contro
SARS-CoV-2 sono l'assenza di cross-reattivita con
SARS-CoV-1 ed altri coronavirus, la capacita di
distinguere separatamente la classe di anticorpi (le
immunoglobuline piu utili clinicamente sembrerebbero
ad oggi essere IgG ed IgA, che riflettono immunita a
lungo termine e protezione delle mucose,
rispettivamente), determinazione quantitativa e non
gualitativa onde consentire il monitoraggio longitudinale
della risposta anticorpale, ampio intervallo di linearita (il
titolo pud essere talora molto elevato), e bassa
imprecisione al valore soglia (onde evitare di generare
falsi positivi o falsi negativi) (Tabella 2). Un ultimo
aspetto, determinante a fini clinici e di sanita pubblica, €
che per ogni metodo introdotto nella pratica clinica
esista una evidenza di solida validazione analitica e
clinica indipendente, seguendo ad esempio le
indicazioni prodotte recentemente dalla Food and Drug
Administration (31). E’ altresi evidente che in caso di
riscontrata positivita anticorpale, sara sempre
necessario prevedere I'esecuzione di un tampone per
verificare la condizione di possibile infettivita del
paziente.

Tabella 2

Caratteristiche auspicabili per un metodo sierologico per
identificare la presenza di anticorpi contro severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2).

- Mirato all'identificazione di anticorpi neutralizzanti
- Privo di cross-reattivita con SARS-CoV-1 ed altri coronavirus

- Capacita di distinguere separatamente la classe di anticorpi
(IgG ed IgA, soprattutto)

- Determinazione quantitativa
- Ampio range di linearita
- Bassa imprecisione al valore soglia (es. <10%)

- Evidenza di validazione analitica e clinica indipendente
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Mortalita da COVID-19: una epidemia senza denominatore. Ma conosciamo il
numeratore?

Luisa Zanolla
Universita di Verona

ABSTRACT

COVID-19 death rate: an epidemic without a denominator. But what do we know about the numerator?

Since many COVID-19 patients display few, if any, symptoms, assessing infection rate, hospitalization rate, and mortality
rate is very challenging. Not only we do not know the denominator of these ratios, but in assessing the mortality rate, we
also have problems to estimate the numerator. Between March and April 2020, Italy recorded 42633 excess deaths
compared to the average of the five previous years. In the same period, 27 846 deaths were classified as due to COVID-
19. Since the international definition of a COVID-19 case requires a microbiological confirmation of the presence of the
virus, 34.7% of the excess deaths remain unexplained. Part of these may be COVID-19 deaths, left unconfirmed for the
lack of a microbiological swab; but further deaths may be caused by delayed care of other diseases, due to the reluctance
of many patients to visit the hospitals during the pandemic. The same apparent underestimation of COVID-19 deaths
emerges for other European countries, with more evident differences in the United Kingdom and in the Netherlands. In
other countries, the number of excess deaths is lower than the average of the previous years, probably due to a delay in
recording deaths. In conclusion, we have uncertainty about the real number of victims of this pandemic; we will improve
our knowledge when numbers will be no longer provisional, but there are areas where it is impossible to get the perfect
assessment; however these figures are rather important to better face a possible further epidemic wave.

La pandemia COVID-19 ha creato seri problemi a
chi cerca di quantificare le percentuali di diffusione
dell'infezione, di ospedalizzazione o di mortalita: infatti,
la presenza di un numero elevato di soggetti infettati dal
virus che non presentano alcun sintomo, o presentano
una sintomatologia modesta o atipica, non consente
una stima, anche grossolana, del denominatore delle
incidenze citate.

Ma quando parliamo di mortalita anche il
numeratore del rapporto presenta non pochi problemi.

| DUBBI SUI NUMERI

Il 28 aprile 2020 I'lstituto per gli Studi di Politica
Internazionale (ISPI) pubblicava una relazione (1) che
analizzava la discrepanza tra I'eccesso di mortalita nel
2020 rispetto al periodo 2015-2019 in sette paesi
europei (Francia, ltalia, Paesi Bassi, Regno Unito,
Spagna, Svezia, Svizzera), riscontrando nella maggior
parte di questi una importante sottostima dei morti
dichiarati da fonti ufficiali per COVID-19. Facevano
eccezione Svezia e Svizzera. Gli intervalli temporali

considerati erano disomogenei per data di partenza (dal
1 al 22 marzo) e durata dell'osservazione (da 21 a 35
giorni). Nei sette Paesi considerati, che includevano
I'ltalia, era presente un eccesso di mortalita di 86510
persone, rispetto al quinquennio precedente. Dato che
la stima ufficiale dei morti per COVID-19 era di 58 314
persone, risultava una differenza di 28196 persone
decedute in corso di epidemia, in eccesso rispetto alla
mortalita media del periodo.

La stampa divulgativa, nel commentare la relazione,
si domandava se fosse interessante sapere “quali sono
i paesi che hanno barato nella comunicazione”. ma &
veramente una questione di barare sui numeri?

| dati italiani

Per quanto riguarda i dati epidemiologici legati alla
pandemia, in ltalia I'lstituto Superiore di Sanita (ISS) ha
il compito di coordinare la Sorveglianza Nazionale
integrata COVID-19: quotidianamente raccoglie da
Regioni e Province Autonome a livello individuale i dati
microbiologici ed epidemiologici relativi ai casi di
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infezione da SARS-CoV-2. La definizione internazionale
di “caso” prevede che venga considerato come “caso
confermato” una persona con verifica microbiologica
della presenza del virus, a prescindere da sintomi e
segni. L'ISS raccoglie anche dati demografici,
informazioni sullo stato clinico e le comorbidita.

Il Dipartimento della Protezione Civile raccoglie
quotidianamente (2) il numero totale di test positivi,
decessi, ricoveri in ospedale e ricoveri in terapia
intensiva in ogni Provincia d’ltalia. La discrepanza
temporale tra i dati delle due fonti & legata alla diversita
di tempo necessaria a raccogliere e verificare dati
individuali, rispetto alla raccolta di dati aggregati.

Per quanto riguarda i dati di mortalita, il primo livello
di informazione per ottenere una stima dell'impatto della
pandemia da COVID-19 sulla mortalita, & valutare se
nel periodo piu intenso della pandemia, da fine febbraio
a fine aprile, il numero di morti per tutte le cause sia
aumentato.

L'ISTAT pubblica i dati di mortalita sul portale |.Stat
(3) dopo validazione; gli ultimi attualmente disponibili
risalgono al 2018. Tuttavia, il 4 maggio ha pubblicato (4)
i dati analitici di mortalita dal 1 gennaio al 15 aprile 2020
per 4433 comuni, su 7904 comuni italiani, verificati
nella Anagrafe Nazionale della Popolazione Residente.
Nel periodo dal 20 febbraio al 31 marzo si & avuto un
numero di decessi di 90 946, che rispetto ai 65592 che
rappresentano la media degli anni 2015-2019, configura
un aumento del 38,7%.

Elaborando su base quotidiana i dati per Comuni
pubblicati dall'ISTAT, che forniscono informazioni fino al
15 aprile, si evidenzia la differenza dell’anno corrente
(Figura 1) e come la mortalita totale definisca un picco
nella seconda meta del mese di marzo, per poi
decrescere.

La rappresentazione grafica consente anche di
confermare la sostanziale stabilita dei dati nel periodo
precedente, con un rialzo nei primi mesi del 2017,
legato al picco piu precoce della stagione influenzale
2016-2017 (5), nella quale prevaleva il virus A/H3NZ2,
che si associa a forme piu severe negli anziani e nei
pazienti a rischio.

Dal 20 febbraio al 31 marzo 2020 la differenza nel
numero di decessi &€ di 25354 unita; nello stesso
periodo i decessi attribuiti alla COVID-19 sono stati
13710, che rappresentano il 54% dell’eccesso di
mortalita.

Cosa sappiamo direttamente sui morti attribuiti alla
COVID-19? 1l Dipartimento della Protezione Civile
presenta quotidianamente un  bollettino  (6)
sul’landamento della pandemia, con possibilita di
scaricare gli stessi dati, a partire dal 24 febbraio. | dati
di mortalita fino al 15 maggio, elaborati dalle
informazioni della Protezione Civile, sono rappresentati
nella Figura 2. Come nei dati ISTAT di mortalita totale, il
picco giornaliero di decessi si realizza negli ultimi giorni
di marzo, per poi decrescere lentamente. Tuttavia, non
€ possibile rapportare questi dati di mortalita da COVID-
19 con i dati sulleccesso di mortalita del periodo, in
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Figura 1

Mortalita per tutte le cause nei primi quattro mesi dell’anno, nel
periodo dal 2015 al 2020. Dati ISTAT (4) sul 56% dei Comuni
italiani.
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Figura 2
Numero di morti attribuiti a COVID-19 (con conferma
microbiologica) nei dati della Sorveglianza Nazionale italiana.

quanto questi ultimi non sono riferiti all'intero territorio
nazionale, e non sarebbe corretto ad essa estrapolarli.

Il 20 maggio I'lstituto Nazionale per la Previdenza
Sociale (7) ha pubblicato un documento nel quale mette
in discussione le stime presentate dalle fonti ufficiali.
Basandosi sui propri archivi amministrativi, ha utilizzato
come riferimento basale la media dei decessi giornalieri
nel periodo 2015-2019, ponderata per la popolazione
residente; questo dato riduce i dati spuri e tiene conto
della variabilita tra i periodi dell’anno, considerando ad
esempio 'aumento invernale della mortalita. Rispetto a
questo dato basale, i primi due mesi del 2020
rientravano completamente in una situazione di
normalita, anche in considerazione di un intensificarsi
dell’epidemia influenzale all’inizio del nuovo anno, con
picco di contagi alla quinta settimana (8).

Il 21 febbraio 2020 nel Lodigiano vengono dichiarati
diversi casi di contagio da COVID 19, ed i primi decessi
dovuti al virus. L'epidemia comincia a diffondersi
rapidamente. Nel periodo dal 1 marzo al 30 aprile, il
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documento INPS segnala un netto aumento dei
decessi, rispetto a quelli attesi secondo i dati storici
basali del periodo 2015-2019 (Figura 3). Nel periodo
considerato i dati INPS evidenziano infatti un aumento
di 46 909 decessi rispetto ai 109 520 attesi. Nello stesso
periodo il numero di morti dichiarate come COVID-19,
riportate nel documento dalla fonte ufficiale del
Dipartimento della Protezione Civile, sono state 27 938
(9). La differenza & pari a 18 971 morti. La notizia & stata
recepita con interesse e sorpresa dalla stampa: “Inps
shock: i morti COVID-19 sono 20000 in piu di quelli
ufficiali”.

Va sottolineato che i dati non sono confrontabili con
quelli precedentemente pubblicati dall'ISTAT, che si
riferiscono ad un diverso intervallo temporale, ma non
sembrano contraddire la logica del confronto.

Ma dobbiamo ritenere, sulla base di queste stime,
che se attribuissimo tutti i decessi in eccesso alla
COVID-19, il numero di morti attribuito alla pandemia
aumenterebbe del 67,9%7?

Un aiuto all'interpretazione di questi dati ci viene
dalla nuova relazione che I'ISTAT, unitamente all’lSS,
ha pubblicato il 4 giugno (10), estesa a 7270 Comuni,
corrispondenti al 92% dei 7 904 comuni italiani, con una
copertura pari al 93,5% della popolazione italiana. La
copertura del territorio, rispetto al rapporto precedente,
era meno sbilanciata verso le aree piu interessate dalla
COVID-19, coprendo il 94,3% dei comuni del nord,
I'87,2% dei comuni del centro e 1'89,8% dei comuni del
mezzogiorno; si tratta quindi di dati che meglio
rappresentano la realta nazionale.

Alivello nazionale, il numero di morti risulta di 80 623
nel mese di marzo, e di 64693 nel mese di aprile;
'eccesso di mortalita rispetto alla media degli anni
2015-2019 e rispettivamente di 26 350 e 16283 unita
(48,6% e 33,6%). Considerando quindi globalmente i
due mesi della parte piu grave dell’epidemia, ci si ritrova
con un eccesso di morti del 41,5%. La rappresentazione
grafica dellandamento dei decessi nel periodo della
pandemia (Figura 4) & piu rappresentativa della
versione precedente, data la migliore copertura del
territorio nazionale. Si evidenzia anche come il calo dei
valori quotidiani di mortalita verso i valori di riferimento
si realizzi con tendenziale maggior lentezza rispetto
all'ascesa.

Ovviamente non tutto I'eccesso di mortalita &
direttamente attribuibile alla COVID-19.

Nello stesso periodo, la Sorveglianza Nazionale ha
segnalato 14420 morti in pazienti con COVID-19
confermata nel mese di marzo e 13426 nel mese di
aprile; questi numeri spiegano rispettivamente il 54,7%
e I'82,5% dell’eccesso di mortalita di questi due mesi;
insieme la percentuale & del 65,3%. Restano quindi non
spiegate il 34,7% delle morti in eccesso nei due mesi
considerati.

Cosa potrebbe spiegare i numeri di questa
discrepanza? Innanzitutto, esiste un certo numero di
pazienti che muoiono senza che sia stato effettuato un
tampone, per cui il decesso non viene ufficialmente
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Figura 3

Discrepanza tra il numero di decessi per tutte le cause nel 2020
rispetto al periodo 2015-2019 nei dati forniti dall’lstituto
Nazionale per la Previdenza Sociale (7).
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Figura 4

Mortalita per tutte le cause dall’esordio dell’epidemia di COVID-
19 in Italia, a tutto I'aprile 2020, rispetto al periodo dal 2015 al
2020. Dati ISTAT sul 92% dei Comuni italiani (10).

attribuito alla pandemia; pazienti che muoiono fuori
dall’ospedale, senza possibilita di una diagnosi
etiologica. Non sono infatti conteggiati dalla
Sorveglianza i pazienti deceduti per i quali il Medico
curante formula una diagnosi clinica di COVID-19, non
confermata dal tampone.

Ma esiste anche una quota di mortalita indotta
indirettamente dalla pandemia. Un recente studio
osservazionale italiano in area di cure intensive
cardiologiche (11) segnala come il timore di recarsi in
ospedale in corso di pandemia abbia condizionato una
riduzione del 48,4% dei ricoveri settimanali per infarto
miocardico transmurale, del 46,8% dei ricoveri per
scompenso cardiaco e del 53,4% dei ricoveri per
fibrillazione atriale. Come conseguenza, la mortalita per
infarto nei pazienti ospedalizzati risultava aumentare dal
2,8% del 2019 al 9,7% del 2020. Ma occorre
considerare anche quel quasi 50% di infarti non giunti in
ospedale, dei quali una percentuale rilevante potrebbe
verosimilmente essere deceduta a domicilio. Quanto
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descritto in dettaglio per la patologia cardiologica &
ovviamente altrettanto prevedibile per altre patologie
gravi.

E pressoché impossibile stimare con precisione il
tasso di mortalita della COVID-19, date le difficolta a
stimare in modo credibile il numero degli infetti, che
costituirebbe il denominatore della stima, condizionato
dal numero di tamponi effettuati e dal numero di
asintomatici. L'ISTAT ha quindi elaborato il numero di
decessi per regione, esprimendolo come tasso
standardizzato di mortalita: si tratta di un aggiustamento
del tasso di mortalita che permette di confrontare
popolazioni che hanno distribuzione per eta tra loro
diverse. Il metodo di standardizzazione diretto per eta
quello piu utilizzato e consiste nel sommare i tassi che
sono calcolati per ogni specifico gruppo di eta su una
popolazione di struttura standard, in questo caso la
Popolazione Italiana al Censimento del 2011. | tassi
standardizzati per 100000 abitanti sono presentati in
Figura 5 [dati ISTAT (10) elaborati graficamente
dall’Autore].
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Figura 5
Tasso standardizzato di mortalita da COVID-19 nelle regioni
italiane: dati ISTAT (10) elaborati graficamente

Emerge con evidenza come il dato nazionale di un
tasso standardizzato del 39,2 per 100000 abitanti
raggruppi valori molto diversi, con valori molto piu
elevati per le aree del nord (70,3), rispetto al centro
(15,2) e al mezzogiorno (6,9). La Lombardia resta la
regione piu colpita, con un tasso standardizzato di
129,3 per 100 000 abitanti; nella regione si é realizzato
il 52% dei decessi COVID-19 documentati dalla
Sorveglianza Integrata al 30 aprile.

Quindi lincremento di 42634 morti nei mesi di
marzo ed aprile segnalati dal documento ISTAT-ISS (9),
pari ad un aumento del 41,5% rispetto allo storico,
rappresenta non solo le morti direttamente causate
dalla COVID-19, ma le morti direttamente o
indirettamente condizionate dalla pandemia. Sono
numeri che fanno impressione; a mano a mano che le
stime provvisorie di mortalita per tutte le cause si
renderanno piu consolidate, potremo avere numeri piu

credibili sull’eccesso di mortalita in corso di pandemia
da COVID-19. Sul numero dei morti direttamente o
indirettamente legati alla pandemia, invece, potremo
solo disporre di stime.

Anche sul denominatore delle stime di mortalita
permangono riserve, come sul suonumeratore, vista la
pressoché impossibilita ad effettuare una stima credibile
del numero di infetti.

Ma il problema dell’eccesso di mortalita & un
problema soltanto italiano?

Altri paesi europei
Le fonti

Abbiamo effettuato il confronto con i dati di eccesso
di mortalita rispetto agli ultimi due anni per alcune
nazioni europee per le quali & disponibile pubblicamente
un rapporto quotidiano o settimanale sul numero di
decessi per tutte le cause.
Le fonti utilizzate per i dati di mortalita sono state:
- Belgio: STATBEL (12)
- Francia: INSEE - Institut National de la statistique et
des études économiques (13)
- Paesi Bassi: Central Bureau of Statistics (14)
- Regno Unito — Office for National Statistics (15)
- Svezia — Statistics Sweden (16)
- Svizzera — Federal Statistical Office (17)
E possibile reperire dati aggiornati sui casi ed i decessi
da COVID-19 sul sito Open Stats Coronavirus (18), che
raccoglie dati da fonti nazionali:
- Belgio: SPF Santé Publique
- Francia: Agence Régionale de Santé
- Paesi Bassi: RIVM - National Institute for Public Health
and the Environment
- Regno Unito: National Health Service
- Svezia: Public Health Agengy of Sweden
- Svizzera: FOPH — Federal Office of Public Health

I dati

Abbiamo considerato i dati di mortalita per tutte le
cause nel periodo 1° marzo — 30 aprile; tale periodo &
stato scelto in quanto include il picco dei casi di
mortalita per COVID-19 e perché sono disponibili dati di
mortalita per tutte le cause, anche se provvisori, nei
paesi considerati.

In tutti i paesi europei considerati, la mortalita per
tutte le cause e risultata incrementata nel 2020. Le
cumulative di mortalita nel periodo considerato sono
rappresentate in Figura 6 (colonna A). L' aumento della
mortalita per tutte le cause nel periodo considerato del
2020 va interpretato in funzione della mortalita per
COVID-19. Il confronto & riportato in Figura 6 (colonna
B). | dati numerici sono sintetizzati in Tabella 1.

Nei dati del Belgio, il numero di morti per COVID-19
e superiore all’'eccesso di mortalita confrontato con gli
anni precedenti; si tratta verosimilmente di un ritardo
nella registrazione della mortalita totale, che potra
chiarirsi con l'acquisizione di dati pit completi. Una
differenza significativa nella quota dei morti in eccesso
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Colonna A: cumulativa di mortalita per tutte le cause nel 2020 e nei due anni precedenti, in 6 paesi europei. Colonna B: eccesso di

mortalita nel 2020 rispetto alla media dei due anni precedenti, rispetto al numero ufficiale di morti COVID-19
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Tabella 1
Dati di mortalita per tutte le cause e per COVID-19, nel periodo dal 1 marzo al 30 aprile 2020; la differenza e espressa come
percentuale del numero di morti per COVID-19

Morti anno Media morti Eccesso morti Morti

2020 2018-2019 2020 COVID-19 Differenza
Belgio 2742 1560 1182 8959 7777
Francia 127056 104 809 22247 24376 2129
Paesi Bassi 32867 24125 8742 5056 3686
Regno Unito 140904 97429 43475 36595 6880
Svizzera 14673 13427 1246 1473 227
Svezia 18674 15791 2883 2874 9

non spiegata dalla mortalita per COVID-19 si rileva per
Paesi Bassi e Regno Unito. Lo stesso problema esiste
per i dati italiani: il confronto viene effettuato con il
quinquennio 2015-2019, e a fronte di un eccesso di
morti nel 2020 di 42633 unita, vengono spiegati come
morti COVID-19 27846 decessi. La differenza & di

possibile organizzare e dimensionare gli interventi per
contenerla, per gestire un’eventuale seconda ondata e
limitarne i danni.

CONFLITTO DI INTERESSE

14787 morti, che rappresenterebbe un aumento del Nessuno.
53,1% delle morti attribuite alla COVID-19.
| dati sono eterogenei, e potrebbero risentire BIBLIOGRAFIA

innanzitutto del ritardo della notifica dei decessi in
generale; si ricordi che il nostro Istituto centrale
statistico pubblica i dati consolidati sui decessi dopo
oltre un anno, per cui dati provvisori, a latenza cosi
breve, potrebbero essere incompleti o inesatti. Anche i
dati sui morti per COVID-19 possono risentire dei criteri
con cui ne ¢ fissata I'identificazione e sulla tempestivita
di raccolta dei dati. Probabilmente non & un caso che la
Svizzera e la Svezia, che forniscono i dati piu
congruenti, sono tra gli stati citati quelli con la
numerosita piu bassa.

Nei dati italiani &€ evidente I'apparente sottostima del
numero di decessi da COVID-19, legata
prevalentemente al criterio molto stringente e
documentato con cui i decessi vengono attribuiti alla
malattia.

CONCLUSIONI

La riflessione che deriva da questa analisi dei
numeri € che, in un momento in cui si cerca di capire le
caratteristiche dell’epidemia da COVID-19, la lettura dei
numeri, e quindi la loro interpretazione, riesce
difficoltosa, sia per I'esigenza di una rapidita maggiore
rispetto alle procedure consolidate, che per la
definizione non univoca degli eventi.

Per poter disporre di numeri migliori, anche se non
ottimali, dovremo attendere tempo.

Informazioni aggiuntive, anche se non esaustive,
potranno essere ottenute dai test sierologici fin qui
eseguiti e da quelli previsti.

Quanto piu ci avvicineremo ad una immagine reale
della pandemia e delle sue vittime, tanto piu sara
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Alla scoperta della patogenesi del COVID-19

Massimo Franchini
Dipartimento di Medicina Trasfusionale ed Ematologia, ASST Mantova

La nuova pandemia da COVID-19 (Coronavirus Disease 2019), causata dal virus SARS-CoV-2 (Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2), ha messo in grave difficolta, oltre al mondo intero, anche il mondo scientifico
che si e trovato a dover fronteggiare una nuova patologia, fino ad ora sconosciuta (1,2). Ben presto, i ricercatori
hanno realizzato che la malattia non era solamente polmonare, ma sistemica coinvolgendo il sistema infiammatorio
e la coagulazione (3-5). Gli specialisti in Medicina di Laboratorio hanno moltiplicato i loro sforzi per individuare dei
parametri di laboratorio utili ai clinici per valutare la prognosi dei pazienti affetti dalle forme gravi di COVID-19 (6).
Contemporaneamente, sono stati pubblicati numerosi studi sulla patogenesi del COVID-19, volti ad individuare i
meccanismi molecolari alla base di questa grave patologia infettiva con lo scopo di identificare efficaci strumenti
terapeutici (7).

A questo riguardo, la Rassegna di Henry et al. (8), tradotta in Italiano e pubblicata qui di seguito, & particolarmente
illuminante. Questo lavoro, che analizza lo stato dell'arte sulla patogenesi dell'infezione SARS-CoV-2, e
estremamente chiaro e fornisce un utile aggiornamento per lo specialista in Medicina di Laboratorio riportando gli
ultimi sviluppi su un argomento ancora non completamente conosciuto. Riassumo qui gli aspetti fondamentali dei tre
capitoli riguardanti I'eziologia della malattia da COVID-19, e cioé liperinfiammazione, I'immunotrombosi e
I'alterazione del sistema renina-angiotensina-aldosterone (RAAS).

Iperinfammazione: il SARS-CoV-2 esprime proteine che inibiscono la produzione di interferone (IFN) di tipo I, con
lo scopo di favorire la replicazione virale. La disregolazione della risposta legata all'lFN di tipo | ha come
conseguenza una eccessiva infiltrazione del parenchima polmonare da parte dei monociti/macrofagi e dei neutrofili.
Queste cellule, a loro volta, producono elevati livelli di citochine in grado di incrementare ulteriormente lo stato
inflammatorio. L'iperinfiammazione, infine, contribuisce in maniera determinante allo sviluppo di varie forme di
coagulopatia intravascolare, instaurando cosi un circolo vizioso.

Immunotrombosi: lo stato iperinfammatorio promuove I'attivazione endoteliale in senso disfunzionale inducendo
uno stato protrombotico. Il concetto di immunotrombosi coinvolge vari attori, tra cui il sistema coagulativo (con
attivazione sia della via estrinseca che intrinseca) e le piastrine, che esercitano a loro volta un effetto pro-
infiammatorio e richiamano i neutrofili che producono sostanze (i cosiddetti neutrophil extracellular traps o NETS, cioe
filamenti di materiale nucleare estrusi nellambiente extracellulare in risposta a stimoli infiammatori) in grado di
attivare ulteriormente le cellule endoteliali e le piastrine propagando lo stato pro-trombotico. Infine, un ruolo
fondamentale nel concetto di immunotrombosi € svolto dal sistema del complemento che viene attivato attraverso
varie vie e che amplifica I'attivazione della coagulazione.

Alterazione del sistema renina-angiotensina-aldosterone: si ipotizza che una disfunzione del sistema RAAS
contribuisca in modo significativo allo sviluppo di forme gravi di COVID-19, dal momento che 'ACEZ2, il recettore del
SARS-CoV-2, € un componente fondamentale del sistema RAAS. L'ACE2 converte I'angiotensina Il in angiotensina I.
Il legame del SARS-CoV-2 al recettore ACE2 ne blocca l'attivita producendo come risultato un aumento della
concentrazione di angiotensina Il che ha un effetto pro-infiammatorio, pro-ossidativo, vasocostrittivo e pro-fibrotico.
Il sistema RAAS, infine, € legato intrinsecamente alla cascata coagulativa ed € in grado di incrementare il processo
di immunotrombosi descritto precedentemente. Questo stato ipercoagulativo potrebbe spiegare il riscontro autoptico
di depositi di fibrina all’interno degli alveoli nelle vittime del COVID-19 con malattia acuta da distress respiratorio
(ARDS).
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Gli autori concludono la loro rassegna con alcuni cenni terapeutici derivati dalle precedenti osservazioni sulla
fisiopatologia del COVID-19: i farmaci immunomodulanti, anti-infiammatori, anticoagulanti, antipiastrinici e fibrinolitici
possono essere utili nell'interrompere il circolo vizioso iperinfiammazione-immunotrombosi che si instaura nei
pazienti con forme gravi di infezione da SARS-CoV-2.
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ABSTRACT

Hyperinflammation and derangement of renin-angiotensin-aldosterone system in COVID-19: A novel
hypothesis for clinically suspected hypercoagulopathy and microvascular immunothrombosis.

Early clinical evidence suggests that severe cases of coronavirus disease 2019 (COVID-19), caused by the severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), are frequently characterized by hyperinflammation,
imbalance of renin-angiotensin-aldosterone system, and a particular form of vasculopathy, thrombotic
microangiopathy, and intravascular coagulopathy. In this paper, we present an immunothrombosis model of COVID-
19. We discuss the underlying pathogenesis and the interaction between multiple systems, resulting in propagation
of immunothrombosis, which through investigation in the coming weeks, may lead to both an improved understanding
of COVID-19 pathophysiology and identification of innovative and efficient therapeutic targets to

reverse the otherwise unfavorable clinical outcome of many of these patients.

INTRODUZIONE

Evidenze cliniche preliminari suggeriscono che i casi
piu gravi della attuale malattia da coronavirus (COVID-
19), la nuova pandemia causata dal virus SARS-CoV-2
(severe acute respiratory syndrome coronavirus 2), sono
caratterizzati frequentemente da iper-infiammazione,
squilibrio del sistema renina-angiotensina-aldosterone, e

intravascolare.

In studi precedenti, il D-dimero (1), il tempo di
protrombina (2) e la piastrinopenia (3) sono stati
identificati come marcatori prognostici di COVID-19
grave e/o di mortalita. E’ stato ipotizzato che valori
elevati di D-dimero al momento del ricovero in ospedale
e durante la successiva progressione di malattia
possano riflettere I'infiammazione polmonare indotta da

da una particolare forma di vasculopatia,
microangiopatia trombotica e coagulazione

COVID-19 con attivazione locale delle piastrine e del
sistema della coagulazione, e accompagnata da una
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relativa ipofibrinolisi, che in seguito tende a riversarsi in
circolo (4). Inoltre, nei pazienti con COVID-19 grave e
fatale sono stati anche segnalati valori elevati di lattato
deidrogenasi (LDH) e bilirubina, associati spesso a
diminuzione della concentrazione di emoglobina (2);
I'alterazione di questi biomarcatori, associata
allosservazione clinica suggeriscono una potenziale
iper-inflammazione, che conduce a un fenomeno di
microangiopatia trombotica.

L'evenienza di questo fenomeno trombotico durante
COVID-19 & supportato dalla recente descrizione di un
resoconto autoptico che descrive occlusioni multiple e
microtrombi nel sistema vascolare polmonare (5). In una
coorte danese di pazienti COVID-19 critici in trattamento
con eparina a basso peso molecolare (LMWH, a
dosaggio standard o elevato), la diagnostica per
immagini nei pazienti con sintomi suggestivi di
tromboembolismo, ha rilevato trombosi venosa nel 27%,
e trombosi arteriosa nel 3,7% dei casi gravi (6).

Lo sviluppo di microtrombi multipli (e probabilmente
primitivi) nel sistema vascolare polmonare potrebbe
spiegare il rapido deterioramento, fino al collasso
polmonare, che viene osservato nei pazienti che
progrediscono rapidamente verso la sindrome da
distress respiratorio acuto (acute respiratory distress
syndrome, ARDS) con importante edema polmonare,
ipossiemia, disallineamento fra ventilazione e perfusione
e formazione di “shunt”. Con il progredire della risposta
inflammatoria, una microangiopatia sistemica pud
portare a disfunzione multiorgano (multiple organ
dysfunction syndrome, MODS) includendo anche
cardiomiopatia, insufficienza acuta renale ed epatica,
ischemia mesenterica e lesioni neurologiche.

L'emostasi & legata intrinsecamente alla risposta
inflammatoria e immunologica. Sulla base di modelli
animali e di studi in vitro su SARS-CoV-1, come anche
dei dati clinici su COVID-19 disponibili al momento, &
possibile ipotizzare che SARS-CoV-2 comprometta la
risposta anti-virale sia innata che adattativa, inneschi
una risposta infiammatoria esagerata e disturbi il
sistema renina-angiotensina-aldosterone (RAAS); tutto
questo conduce ad una deleteria ipercoagulabilita ed
immunotrombosi. SARS-CoV-1 e SARS-CoV-2
condividono circa I'85% del genoma, ed entrambi
utilizzano lo stesso recettore, I'angiotensin converting
enzyme 2 (ACE2), per entrare nelle cellule bersaglio (7).
Come conseguenza dei questa omologia, ci si aspetta
che i due virus condividano anche aspetti clinici ed
immunopatogenetici; esistono tuttavia anche importanti
diversita e I'estrapolazione di dati da SARS a COVID-19
richiede cautela. Ad esempio, l'affinita di legame per
ACE2 della glicoproteina di superfice “spike” di SARS-
CoV-2 & molto piu elevata della proteina omologa di
SARS-CoV-1, aumentando quindi potenzialmente la
virulenza e la patogenicita in vivo del piu recente SARS-
CoV-2.

In questo lavoro, presentiamo un modello di
immunotrombosi per COVID-19, illustrato in Figura 1.
Viene qui discussa la patogenesi sottostante ed anche
l'interazione tra diversi sistemi, che propaga iper-

inflammazione e immunotrombosi; questo modello, con
l'aiuto di ricerche future, potra condurci sia ad una
migliore comprensione della fisiopatologia di COVID-19
che allo sviluppo di nuovi agenti terapeutici.

IPER-INFIAMMAZIONE

Le cellule del sistema immunitario innato
esprimono i “pattern recognition receptors” (PRRs)
che sono in grado di riconoscere i pattern molecolari
associati ai patogeni (PAMPs) o a danno aspecifico
(DAMPSs). | virus a RNA (quali SARS-CoV-2) possono
essere riconosciuti dai PRRs citoplasmatici e
endosomiali (che includono TLR3, TLR7, RIG-I e
MDA-5) ed attivare cosi la produzione di interferone di
tipo | (IFNs) (8). Questi, (IFN-a e IFN-B) giocano un
ruolo chiave nella risposta dell’ospite alle infezioni
virali, in quanto sono in grado di bloccare la
replicazione virale e di aumentare i meccanismi
effettori antivirali (8). SARS-CoV-1 (e molto
probabilmente il suo omologo SARS-CoV-2)
esprimono proteine che inibiscono la produzione di
IFNs di tipo | (attraverso l'inibizione della trasduzione
del segnale di TLR3 and TLR7 ) con il risultato di
ritardare la risposta antivirale e di facilitare una rapida
replicazione del virus con conseguente effetto
citopatico diretto indotto dal virus negli stadi precoci
della malattia (9-11).

Una risposta persistentemente disregolata e
ritardata in termini di IFNs di tipo | condurra, assieme
alle citochine, chemochine e DAMPS rilasciati dagli
pneumociti, ad una massiva infiltrazione di
monociti/macrofagi (M@) e neutrofili (PMNs) nel
parenchima polmonare (12). | Mg e PMNs a loro volta,
sono in grado di produrre elevati livelli di citochine
pro-infiamamtorie [interleukine (IL) 1B, IL-6 e tumor
necrosis factor alpha (TNFa)] e di chemochine, che
amplificano ulteriormente il reclutamento di cellule del
sistema immunitario innato, culminando cosi nella
iper-inflammazione e nella “tempesta citochinica” che
caratterizza i casi piu gravi di COVID-19 (13).
L’associazione tra la tempestiva risposta di IFNs di
tipo | e la gravita della malattia & stata dimostrata in
un modello murino di SARS (12). Una precoce
somministrazione di IFN-B ricombinante proteggeva il
topo dalla malattia, mentre la risposta ritardata e
aberrante di IFNs di tipo | era associata ad un grave
danno polmonare, con infiltrazione massiva di cellule
del sistema immunitario, elevati livelli di citochine pro-
inflammatorie, infiltrazione extravascolare e edema
alveolare (12).

Una ulteriore importante osservazione & che i topi
che non esprimono i recettori per IFNs di tipo |
(Ifnar-/-) avevano una malattia lieve, con una
immunopatologia polmonare molto ridotta (12).
Questo testimonia che lattivita antivirale degli IFNs di
tipo | pud contribuire alla infiltrazione polmonare di
cellule del sistema immunitario e ad instaurare una
iper-inflammazione dannosa se la loro espressione &
disregolata. Inoltre, lo stesso modello animale di
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Figura 1

Modello fisiopatologico per l'instaurarsi di immunotrombosi in COVID-19. L'infezione da SARS-Cov-2 € associata ad una risposta
virale alterata che porta ad una rapida replicazione virale e ad uno stato iper-infiammatorio successivo. L’iper-infammazione e lo
squilibrio del sistema renina-angiotensina-aldosterone (RAAS) indotto dal virus, provocano un danno polmonare acuto con
conseguente ipossiemia. L'iper-infiammazione, il RAAS e l'ipossiemia inducono una disfunzione endoteliale ed uno stato di iper-
coagulabilita con conseguente immunotrombosi diffusa che propaga ulteriormente il danno d’organo.

ACE, angiotensin converting enzyme; ACE2, angiotensin converting enzyme 2; Angll, angiotensina Il; ARDS, sindrome da distress
respiratorio acuto; AT1, recettore di angiotensina Il di tipo 1; MAC, complesso di attacco alla membrana; Mg, monociti/macrofagi;
PAI-1, inibitore dell’attivatore del plasminogeno; PMN, neutrofili polimorfonucleati; SARS-CoV-2, severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2; TF, fattore tesstale; TFPI, tissue factor pathway inhibitor; tPA, attivatore tessutale del plasminogeno.

SARS ha confermato che un aumento
dell’arruoclamento e della attivazione di Mg gioca un
ruolo centrale nella immunopatologia polmonare, dato
che una deplezione di Mg migliora il danno
polmonare, senza influenzare significativamente la
carica virale (12). COVID-19 ¢ associata ad una
linfopenia di cellule T CD4+ e CD8+, causata
probabilmente dalla combinazione di un effetto
citopatico diretto del virus e dellaumento della
apoptosi delle cellule T dovuta alla disregolazione
citochinica (14,15). | linfociti CD4+ sono importanti
modulatori della risposta immunitaria, e si era ritenuto
che la diminuzione di questo tipo di linfociti, che &
stata osservata nella SARS, contribuisse alla iper-
inflammazione attraverso un meccanismo di “down-
regulation” del processo infiammatorio (16,17).
Inoltre, una linfopenia CD4+ pu0 compromettere la

risposta virale adattativa attraverso un inadeguato
supporto delle cellule T ai linfociti CD8+ citotossici e le
cellule B.

| dati provenienti dalla Cina e dall’ltalia mostrano
che il 64-71% dei pazienti deceduti per COVID-19
sono maschi (18,19), dato che & stato attribuito alle
rilevanti differenze osservate fra sessi di alcuni fattori
di rischio (co-morbidita) (20). Tuttavia, anche le
differenze immunobiologiche di genere possono
contribuire a queste diversita. Il gene TLR7 si trova
sul cromosoma X e sfugge alla inattivazione del
cromosoma X, risultando cosi iper-espresso nelle
femmine (21). | TLR7 agonisti inducono un maggiore
rilascio di IFN-a dalle cellule nelle femmine (22) e
I'estradiolo aumenta il rilascio di IFN di tipo | in
seguito alllagonismo del TLR7 (23). L'espressione bi-
allelica di TLR7 e questa specifica attivita
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dell’estradiolo possono rendere le femmine meno
suscettibili al’antagonismo virale del IFN di tipo I, che
pud determinare una risposta di IFN di tipo | piu
sostenuta negli stadi precoci della malattia. Questo
meccanismo potrebbe aumentare la risposta
antivirale iniziale e prevenire la successiva aberrante
iper-inflammazione, spiegando cosi (almeno in parte)
la maggiore gravita della malattia nei maschi. Questa
teoria tuttavia necessita di conferme ulteriori.

Nel loro insieme, questi meccanismi possono
spiegare I'innesco da parte dell’antagonismo virale di
IFN di tipo I, di una cascata di eventi che porta ad un
esteso effetto citopatico, indotto dal virus (attraverso
il rilascio di DAMPs e di citochine dalle cellule infette)
e ad una risposta disregolata di IFN di tipo I. A sua
volta, questo contribuisce ad una eccessiva
infiltrazione di M@ e PMN e alla apoptosi di cellule T,
determinando un aumento graduale di uno stato iper-
inflammatorio. Come si vedra piu avanti, l'iper-
inflammazione pud contribuire allo sviluppo di varie
forme di coagulopatia intravascolare che favorisce a
sua volta la risposta infiammatoria.

IMMUNOTROMBOSI

Liper-infiammazione promuove l'attivazione delle
cellule endoteliali e una disfunzionalita dell’endotelio
che pud condurre ad uno stato pro-trombotico.
L’emostasi e il sistema immunitario innato sono infatti
particolarmente interconnessi. Durante l'infezione, le
piastrine, i fattori della coagulazione, e gli effettori del
sistema immunitario innato (quali M@, PMNs e il
sistema del complemento) interagiscono nella
formazione di trombi in un processo definito
“immunotrombosi” (conosciuto anche come trombo-
inflammazione) (24-26). Mentre questo processo &
intrinsecamente vantaggioso perché inibisce la
diffusione dei patogeni, fornisce un supporto
strutturale per I'endotelio ed un sito per l'attivazione
delle cellule del sistema immunitario innato, una
immunotrombosi non controllata e diffusa puo
originare una microangiopatia potenzialmente
devastante, che contribuisce alla progressione verso
una generalizzata ARDS, indotta da COVID-19
(26,27).

Il concetto di immunotrombosi richiede una
comprensione di base dei processi coinvolti e delle
reciproche interazioni. Il sistema coagulativo &
attivato attraverso la via del fattore tessutale
(estrinseco), & amplificato dalla via precedentemente
conosciuta come “via intrinseca” (ora definita
“thrombin burst”) che poi converge per attivare la via
“comune”, dove il fattore V attivato (FVa) e il fattore X
attivato (FXa) trasformano la protrombina in trombina
(28). La trombina poi trasforma il fibrinogeno in
fibrina, che viene stabilizzata, all’interno del coagulo,
dal fattore XIlI attivato (FXIlla). | coaguli vengono poi
demoliti dalla plasmina, nel processo di fibrinolisi, che
e iniziato da due proteine che trasformano il
plasminogeno in plasmina: I'attivatore tessutale del

plasminogeno (tPA) e l'urochinasi (uPA). Il tPA € piu
specifico per la frammentazione della fibrina, mentre
uPA & maggiormente coinvolto nella flogosi acuta,
nella cicatrizzazione delle ferite e nella riparazione
tessutale (29). Sia tPA che uPA sono inibiti
dall'inibitore dell’attivatore del plasminogeno (PAI-1).
L’equilibrio tra tPA/uPA e PAI-1 assicura una
omeostasi bilanciata. Tuttavia nel’ARDS in generale
(e in particolare nellARDS indotta da COVID-19),
questo equilibrio viene disturbato, con una elevata
attivita di PAI-1 che determina una relativa
ipofibrinolisi con conseguente deposizione di fibrina
negli alveoli polmonari e microtrombosi dei capillari
periaveolari (29).

E’ stato ben dimostrato che durante
I'inflammazione sia la via estrinseca (fattore tessutale,
TF) che la intrinseca (FXIl) della coagulazione
possono essere attivate. La via estrinseca viene
attivata dal TF, che negli stati infiammatori € espresso
dalle cellule endoteliali attivate e dai Mg (26). Inoltre i
PMNs possono rilasciare “neutrophil extracellular
traps” (NETs) contenenti DAMPs e varie altre
molecole bioattive all’interno di un processo chiamato
(NETosi). | NETs stimolano la via intrinseca attraverso
I'attivazione del FXIl. | NETs attivano anche le cellule
endoteliali, le piastrine, e il complemento, e
contengono proteasi in grado di inattivare gli
anticoagulanti endogeni, propagando cosi uno stato
pro-coagulativo (30). Sebbene NETosi sia un
processo tipicamente legato alla risposta contro
patogeni extra-cellulari, molte evidenze stanno
dimostrando che NETosi & presente anche nelle
infezioni virali (31). Una eccessiva quantita di NETs
contribuisce al danno acuto polmonare nella
polmonite influenzale (32), ma ulteriori studi sono
necessari per stabilire il loro contributo nella COVID-
19.

Le piastrine svolgono ruoli ben conosciuti nel
processo di coagulazione, ma hanno anche effetti pro-
infiammatori (33). L'attivazione delle piastrine produce
modificazioni della loro forma e un rilascio dei granuli
immagazzinati. | granuli piastrinici alfa contengono
molecole immunostimulanti quali “including platelet
factor 4“ (CXCL4), “proplatelet basic protein”,
“neutrophil-activating peptide-2 (CXCL7)” e “stromal
cell-derived factor” (33), che sono coinvolte nella
attivazione e nel reclutamento di PMNs e Mg. Le
piastrine attivate sono anche una importante sorgente
di IL-1B, una interleuchina pro-infiammatoria (33), che
¢ alla base del loro ruolo nel processo di
immunotrombosi. La P-selectina, derivata dai granuli
€ “up-regolata” alla superfice delle piastrine attivate e
questo facilita I'interazione con i PMNs reclutati,
dando origine a complessi piastrine-neutrofili (34).
Inoltre, le piastrine attivate possono stimolare i PMNs
reclutati a sottoporsi al processo di NETosi, che a sua
volta attiva altre piastrine, dando origine ad un ciclo di
feedback positivo (34). Sebbene questo processo
possa essere positivo all'inizio della malattia perché
aiuta a contenere la diffusione dell’'infezione,
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I'accumulo dei complessi piastrine-neutrofili puo
originare trombi occlusivi e MODS (27).

Le piastrine possono attivare il sistema della
coagulazione e viceversa; I'interazione tra piastrine e
proteine della coagulazione ha un ruolo intrinseco
nella regolazione di entrambi questi fattori chiave. Le
piastrine attivate espongono sulla loro superfice
fosfolipidi per I'assemblaggio di complessi formati da
enzima-cofattore-substrato durante tutta la cascata
coagulativa. Le piastrine favoriscono il mantenimento
della coagulazione nel sito del trombo emostatico.
Questo protegge le proteine della coagulazione dalla
inattivazione da parte degli inibitori sia plasmatici che
piastrinici e previene cosi linstaurarsi di una
coagulopatia disseminata (DIC) (35).

Il concetto di immunotrombosi & ulteriormente
chiarito dalla complessa interazione tra i sistemi della
coagulazione e il complemento (30). Il complemento &
composto da proteine circolanti ed € parte del sistema
immunitario innato (36). Il complemento viene attivato
attraverso tre vie (classica, alternativa e delle lectine),
che convergono sul clivaggio proteolitico della
proteina C3 (36). L'attivazione del complemento
innesca una cascata di eventi che culmina nella
generazione di molecole bioattive pleiotropiche, quali
C3a, C5a e il complesso di attacco alla membrana
(MAC) (36).

Un modello murino di SARS ha dimostrato che una
attivazione del complemento disregolata contribuisce
alla immunopatologia; infatti i topi knock out per il C3
(C3-/-) hanno mostrato un danno polmonare e una
inflammazione sistemica minore in presenza di una
carica virale simile a quella dei topi di controllo (37).

C3a e Cba esercitano numerosi effetti pro-
infiammatori, che includono la degranulazione delle
mast-cellule e il reclutamento di Mg e PMN (36).
Tuttavia, essi esercitano anche effetti pro-trombotici
mediante [I'attivazione delle piastrine e di cellule
endoteliali, e 'aumento dell’espressione del fattore
tessutale e del fattore di von Willebrand (VWF) (30).
Altre proteine del complemento (MASP-1 e MASP-2)
contribuiscono all'instaurarsi di uno stato di
ipercoagulabilita, convertendo la protrombina in
trombina e il fibrinogeno in fibrina (30). | componenti
attivati della cascata coagulativa (inclusa la trombina)
possono a loro volta attivare C3 e C5 (30),
aumentando di conseguenza le interazioni
immunotrombotiche tra i sistemi coagulativo e del
complemento.

Considerato che I'endotelio vascolare esprime
ACE2, e che é stato dimostrato essere un sito attivo
dell'infezione da SARS-CoV-1 (38), diventa plausibile
che SARS-CoV-2 sia in grado di infettare queste
cellule, come ipotizzato recentemente da Nicin et al
(39). Uno studio istopatologico recentemente
pubblicato, ha evidenziato infezione delle cellule
endoteliali ed endotelite in tre pazienti con COVID-19
(40). Nonostante gli effetti citopatici diretti del virus,
poiche liper-infiammazione produce una disfunzione

e un danno endoteliale sia locale che sistemico, si
instaura una aumentata permeabilita vascolare, un
eccesso di generazione della trombina (che € anche
un attivatore potente delle piastrine) e una inibizione
della fibrinolisi (27). Nei pazienti con ARDS non-
specifica, le concentrazioni plasmatiche di TF e PAI-1
sono significativamente elevate, se confrontate con
quelle di pazienti non-ARDS, inducendo una
coagulopatia polmonare indotta da una aumentata
generazione della trombina e da una depressione
broncoalveolare della fibrinolisi (41,42). Inoltre, noi
ipotizziamo che I’ aumentato rischio di COVID-19
grave e fatale nei pazienti con comorbidita quali il
diabete, l'ipertensione, e I'obesita sia in parte dovuto
alla sottostante disfunzione endoteliale, che &
comune in queste condizioni.

L"up-regulation” degli elementi pro-coagulanti &
guidata dalle citochine pro-inflammatorie, in
particolare IL-1B8, IL-6, e TNFa, che sono
significativamente aumentate nei pazienti con COVID-
19 (2). Queste citochine promuovono il rilascio dei
multimeri di VWF a peso molecolare elevato (ultra-
large), la produzione di TF e FVII/FVIla, con
aumentata generazione di trombina ed una
diminuzione degli anticoagulanti endogeni quali il
“tissue factor pathway inhibitor” (TFPI), I'antitrombina
e la proteina C attivata (43). Le numerose interazioni
tra cellule endoteliali, piastrine, M@, PMNs, i sistemi
del complemento e della coagulazione, danno origine
ad uno stato di iper-coagulabilitd con un aumentato
livello di fattori pro-coagulanti, diminuita
concentrazione di anticoagulanti e ipofibrinolisi.
Sebbene elevate concentrazioni di D-dimero siano
riscontrate nei pazienti con COVID-19 grave, noi
ipotizziamo che questo rifletta uno squilibrio
significativo tra generazione di trombina e fibrinolisi,
particolarmente all'interno del sistema vascolare
polmonare. Esistono sostanziali evidenze che sia
nella ARDS non-specifica che nella sepsi, sia
presente uno stato pro-coagulativo, caratterizzato da
una massiva produzione di trombina (44). Piu
specificamente riguardo ai coronavirus, & stato
dimostrato che SARS-CoV-1 ¢ in grado di up-regolare
il gene hfgl2 prothrombinase, che pud ulteriormente
contribuire alla generazione di trombina e allo stato di
iper-coagulabilita in COVID-19 (45).

Complessivamente, con la progressione dell’iper-
inflammazione sistemica, questi processi possono
culminare in una diffusa immunotrombosi,
contribuendo cosi ad una disfunzione multi-organo.
Lo stato di ipercoagulabilita pud anche essere
accresciuto da altri fattori clinici quali l'ipossiemia
(secondaria a ALl-acute Ilung injury/ARDS),
I'ipertermia (che puo attivare le piastrine e la
coagulazione) e/o l'ipovolemia (secondaria a perdite
gastrointestinali o ad un bilancio negativo dovuto al
protocollo terapeutico per ARDS) (46). Lipossiemia
innesca una aumentata espressione di fattori
inducibili dall'ipossia (HIF). Questo promuove
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ulteriormente l'inflammazione, aumentando cosi la
viscosita ematica e contribuendo a peggiorare lo stato
di iper-coagulabilita. In piu, gli HIFs possono attivare
direttamente le piastrine e i fattori della coagulazione,
intensificando I'espressione dei TF, aumentando il
PAI-1, ed inibendo Ila proteina endogena
anticoagulante S (44).

Uno studio precedente ha suggerito che
I'anticoagulazione ottenuta con LMWH pud essere
associata ad una prognosi migliore nei pazienti con
COVID-19 grave (47). L'eparina, oltre ad agire come
anticoagulante, possiede alcune proprieta anti-
inflammatorie che possono essere di beneficio nella
COVID-19. Una meta-analisi ha riportato che nella
ARDS non-specifica, la somministrazione di LMWH
durante la settimana iniziale era associata ad una
riduzione della mortalita del 37% a 28 giorni (48). In
una recente piccola serie di casi di 3 pazienti con
COVID-19, la somministrazione di tPA ha determinato
un miglioramento transitorio della funzionalita
polmonare (49). Tuttavia, I'uso di anticoagulanti e
fibrinolitici in COVID-19 richiede ulteriori studi, che
includano l'identificazione dei componenti piu
compromessi al fine di stabilire una efficace terapia
mirata.

Uno studio recente ha evidenziato la presenza di
anticorpi anti-fosfolipidi (aPL) in pazienti con COVID-
19 (50). La sindrome da anti-fosfolipidi (APS) e
definita come trombosi artero e/o venosa (o come
patologia gravidica, in caso di APS ostetrica) con
positivita di anticorpi aPL 1IgG e/o IgM
[anticardiolipina (aCL)] e/o B2 glicoproteina (a2GPI)
e/o lupus anticoagulant (LAC). Per la diagnosi di APS
nel’ambito della trombosi, gli aPL o la positivita al
LAC devono essere presenti in due diverse occasioni
con un minimo di 12 settimane di intervallo. E da
sottolineare che una positivita transitoria agli anticorpi
aPL é spesso presente nelle infezioni, ma che questo
reperto non assume necessariamente un significato
clinico. Nello studio cui si fa riferimento, sono stati
descritti aCL di classe IgA e aB2GPI IgA/IgG (il titolo
e i metodo analitico non erano riportati). Il LAC era
negativo e non era evidente una seconda valutazione
di aPL (50). Per cui, questo reperto pud essere
rappresentativo di una positivita anticorpale non
specifica (e clinicamente irrilevante) correlata
all'infezione (nell’ambito di una immunotrombosi non-
APS, indotta dal COVID-19), piuttosto che una reale
APS.

SQUILIBRIO DEL SISTEMA RENINA-
ANGIOTENSINA-ALDOSTERONE (RAAS)

Una disfunzione di RAAS ha un ruolo importante
nella fisiopatologia della ARDS non-specifica (51,52).
ACEZ2, il recettore dell’ospite di SARS-CoV-2 & un
componente maggiore di RAAS (7). L'ipotesi & che le
alterazioni di RAAS contribuiscano in modo
significativo alla probabilita di sviluppare una COVID-

19 grave (53,54).
L’enzima ACE converte I'angiotensina | (Angl) in
angiotensina Il (Angll), mentre ACE2 converte Angll in
angiotensina 1-7 (Ang1-7). Angll si lega al recettore
Angll di tipo 1 (AT1) ed esercita effetti pro-
infiamamtori, pro-ossidativi, vasocostrittori ed anche
fibrotici (53). Al contrario, Ang1-7 si lega al recettore
Mas (MasR) ed esercita effetti anti-infiammatori, anti-
ossidativi e vasodilatatori (53). Possiamo ipotizzare
che il legame di SARS-CoV-2 ad ACE2 attenui
I'attivita di ACE2 attraverso [linternalizzazione,
spostando I'equilibrio ACE/ACE2 verso uno stato
dominato da elevati livelli di Angll, che causa
vasocostrizione polmonare nonché un danno
infiammatorio, ossidativo e fibrotico all’organo stesso,
progredendo in definitiva verso ALI/ARDS. COVID-19
sembra piu grave nei pazienti con ipertensione,
malattie cardiovascolari e diabete (55). Queste
condizioni sono associate a livelli di base diminuiti
della espressione di ACE2, che si ipotizza renda
questi pazienti piu suscettibili ad uno squilibrio
ACE/ACE2 mediato da SARS-CoV-2 (56).

In un modello animale con SARS-CoV-1, la
proteina “spike” del virus provocava un danno
polmonare acuto, che era attenuato dall’'uso di
bloccanti di AT1 (angiotensin receptor blocker, ARB)
(57). Liu et al. hanno osservato che le concentrazioni
plasmatiche di Angll erano significativamente piu
elevate in un piccolo gruppo di pazienti COVID-19 che
nei soggetti sani (58). Inoltre, hanno anche osservato
che i livelli di Angll in questi pazienti erano correlati
con la carica virale e il danno polmonare, suggerendo
che linfezione possa provocare uno squilibrio del
sistema RAAS e che il segnale predominante
ACE/Angll possa costituire un determinante
importante per lo sviluppo di ARDS. La
vasocostrizione polmonare causata dall’aumento di
Angll puo anche accrescere l'ipossiemia, che € in
grado di influenzare [Iiper-coagulabilita, come
descritto in precedenza.

Il sistema RAAS é intrisecamente legato alla
cascata coagulativa e pud esacerbare il processo di
immunotrombosi, promuovendo la formazione di
trombi in COVID-19 (Figura 2). Come primo punto,
Angll induce I'espressione di TF e PAI-1 da parte delle
cellule endoteliali attraverso il recettore ATA1,
contribuendo a sbilanciare il rapporto PAI-1/tPA e
quindi uno stato di iper-coagulazione (59,60). Questo
potrebbe spiegare la permanenza di depositi di fibrina
osservati nei pazienti con ARDS non-specifica, una
caratteristica che & stata anche osservata nei polmoni
delle vittime di SARS e COVID-19 (29,37,61). Una
altra interessante osservazione & che Angll stimola il
rilascio di PAI-1 dagli adipociti attraverso i recettori
AT1 e puo in parte spiegare la aumentata gravita della
malattia nei pazienti con indice di massa corporea
elevato (62).

In secondo
bradichinina. La

luogo, ACE metabolizza la
bradichinina stimola la
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Figura 2

Interazioni potenziali tra il sistema renina-angiotensina, il sistema della bradichinina e la fibrinolisi nella COVID-19 grave. Le frecce
indicano le interazioni. Le scritte in corsivo rappresentano la funzione fisiologica della molecola o dell’enzima. Il colore delle frecce
indica come SARS-CoV-2 puo influenzare. Le frecce verdi piene indicano che in COVID-19 il processo (in corsivo) € accentuato,
mentre le frecce rosse tratteggiate indicano che in COVID-19 il processo (in corsivo) é soppresso. Ad esempio: in COVID-19 una
diminuzione di ACE2 aumenta Angll, che aumenta I'aldosterone, che aumenta I'espressione di ACE, causando una diminuzione
importante di bradichinina, inibendo cosi il normale aumento di tPA mediato dalla bradichinina stessa.

ACE, angiotensin converting enzyme; ACE2, angiotensin converting enzyme 2; Angl, angiotensina I; Angll, angiotensina Il; Ang1-7,
angiotensina 1-7; AT1, recettore di angiotensina Il di tipo 1; MasR, recettore Mas; PAI-1, inibitore dell’attivatore del plasminogeno;
SARS-CoV-2, severe acute respiratory syndrome coronavirus 2; tPA, attivatore tessutale del plasminogeno.

vasodilatazione ed il rilascio di tPA dalle cellule
endoteliali (63). E tuttavia ancora poco chiaro in quale
modo il sistema kallicreina/bradichinina possa venire
alterato dallo squilibrio del sistema RAAS indotto dalla
COVID-19. Si puo ipotizzare che la risposta
infiammatoria all’infezione induca un aumento della
produzione di bradichinina (e quindi un aumento di
tPA). Tuttavia, un aumento di Angll porterebbe ad un
aumento di aldosterone che potrebbe ulteriormente
stimolare [I'attivita di ACE, che converte Ila
bradichinina a peptidi inattivi, attenuando cosi
'aumento di tPA mediato dalla bradichinina (64).
Basandosi sull’ osservazione di ipopotassiemia nei
pazienti COVID-19, é& stato supposto un iper-
aldosteronismo in COVID-19 grave (65). | livelli di
aldosterone e i livelli di PAI-1 sono correlati (66). E’
stato dimostrato inoltre che I'aldosterone aumenta
direttamente I'espressione di PAI-1, specialmente nel
tessuto renale (69).

Da questo deriva che, mentre la bradichinina (e
quindi tPA) pud essere aumentata, ACE, Angll e
aldosterone (e quindi PAI-1) sono aumentati in
maniera molto piu significativa, provocando una
diminuzione del rapporto tPA/PAI-1, e promuovendo
cosi una ipofibrinolisi. In aggiunta alla formazione di
microtrombi, questo sbilanciamento (tPA e uPA
diminuiti e PAI-1 aumentato) pud condurre ad una
scarsa risoluzione delle lesioni alveolari e spiegare il
significativo grado di fibrosi osservato nei pazienti
COVID-19 (29,61).
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Complessivamente, i livelli aumentati di Angll
possono esacerbare una eventuale disfunzione
endoteliale (sia essa attiva o al limite) e contribuire
cosi al danno polmonare in COVID-19. Gli ACE
inibitori (ACEi) sono in grado di migliorare la funzione
endoteliale ed é stato suggerito che il trattamento con
ACEi si associ a forme di meno gravi di COVID
(54,70). E interessante osservare che gli ACEi
possono diminuire i livelli di PAI-1 ed aumentare il
rilascio di tPA perché aumentano la concentrazione di
bradichinina (71-75). D’altra parte, € stato dimostrato
che gli ARBs hanno un effetto variabile sul PAI-1
[aumento (76), diminuzione (77), o nessun effetto
(78,79)] e non aumentano i livelli di tPA (74).

Lo spironolattone, un bloccante del recettore per
I'aldosterone, & in grado di diminuire i livelli di PAI-I
(66,80). In uno studio della durata di una settimana, il
trattamento con spironolattone di pazienti ipertesi, ha
significativamente ridotto i livelli di PAI-1 e aumentato
il tPA rispetto ai valori basali (80). Altri studi tuttavia
non hanno evidenziato tali modificazioni (81). Le
differenze tra studi diversi mettono bene in evidenza
la complessita del sistema RAAS; differenze nella
volemia e nel grado di attivazione del sistema RAAS
sono probabilmente fattori contribuenti (80, 81). Gli
effetti del sistema RAAS sul sistema polmonare e
sull’emostasi, lo rendono un allettante obiettivo per il
trattamento di COVID-19, ma ulteriori e urgenti studi
sono necessari per confermare queste ipotesi e
definire gli obiettivi terapeutici ottimali (53,54).

S34




- ____________________________________________________________________________
RASSEGNE

REVIEWS

CONCLUSIONI

L’iper-infiammazione e I'immunotrombosi sono
probabilmente fattori centrali nella fisiopatologia di
COVID-19. L’iper-reattivita piastrinica,
I'ipercoagulabilita, I'ipofibrinolisi, I'esagerata
attivazione del complemento e lo squilibrio del
sistema RAAS, concomitanti ad una disfunzione
endoteliale (indotta dalla inflammazione) conducono
probabilmente ad una coagulopatia COVID-indotta.
Fortunatamente, la medicina moderna dispone di

numerose opzioni terapeutiche contro i diversi
meccanismi coinvolti, purche i componenti che
influenzano la  malattia  siano identificati.

L'immunomodulazione (che include gli inibitori delle
citochine e del complemento), gli inibitori del RAAS,
gli anticoagulanti, gli antipiastrinici, e i fibrinolitici,
possono tutti avere un ruolo nella terapia della
COVID-19. Sono dunque urgentemente necessari
altri studi per definire quale sistema e quali
componenti sono danneggiati e quali contribuiscono
maggiormente alla morbilita e mortalita in COVID-19.
Studi multicentrici e collaborazioni internazionali
consentiranno di poter rispondere a queste questioni
aperte permettendo interventi terapeutici e di
monitoraggio mirati.
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Abbiamo avuto modo recentemente di presentare due contributi sul ruolo del laboratorio nella diagnosi del diabete
gestazionale (1, 2). Torniamo ora sullargomento per presentare un altro documento (un “position statement”)
prodotto dalle due principali associazioni diabetologiche italiane, la Societa Italiana di Diabetologia (SID) e
I’Associazione Medici Diabetologi (AMD) (3). Lo scopo di tale documento € di evitare che lo screening del diabete
gestazionale venga del tutto abbandonato laddove non sia possibile, per le donne in gravidanza, effettuare la curva
da carico orale di glucosio, come prescritto dalle linee guida vigenti (4, 5) per effetto della pandemia di COVID-19
(infezione da SARS-CoV-2) in corso, che ha imposto (ed e possibile che possa imporre nel prossimo futuro)
restrizioni nell’accesso alle strutture sanitarie .

Il documento fa quindi il punto sulla procedura per lo screening del diabete gestazionale e sostanzialmente
propone una semplificazione nella procedura, che consisterebbe nel limitarsi ad effettuare la sola misurazione della
glicemia plasmatica a digiuno, al posto dell'intera curva da carico orale di glucosio per consentire alle gravide di
trascorrere il minor tempo possibile all'interno degli ambulatori.

Senza entrare nei dettagli del documento, ci preme qui sottolineare alcuni aspetti:

La procedura semplificata € valida fino a che non verra dichiarata cessata I'emergenza nazionale, da parte del
Governo e/o dal Ministero della Salute.

La procedura vale solo se sono rispettate le indicazioni temporali per effettuare lo screening (cioé attorno alla 14°
settimana per le donne a rischio 1, ed attorno alla 26° per le donne a rischio 2).

La procedura ha un limite, perché molte donne in gravidanza, che stanno sviluppando il diabete gestazionale,
possono avere una glicemia basale ben inferiore a 92 mg/dL (5,2 mmol/L) ma mostrare poi glicemie alterate ad
un’ora e/o a due ore dal carico. Quindi va presa come semplificazione, con l'indicazione di tornare alla procedura
raccomandata nel piu breve tempo possibile.

La decisione in merito al rapporto rischio/benefici va presa dal team diabetologico che include certamente il
responsabile di laboratorio ed altre figure di rilievo nella gestione dell’ambulatorio.

Abbiamo chiesto di inserire nel documento AMD-SID un esplicito riferimento alla corretta gestione della fase pre-
analitica per la determinazione del glucosio plasmatico, in base alle raccomandazioni inter-societarie recente-
mente definite (ultimo paragrafo del Documento e riferimento 6 della bibliografia del documento citato).

La procedura va archiviata e tenuta in considerazione nel malaugurato caso che si debba andare incontro ad altri
periodi di confinamento, sia per una recrudescenza della pandemia COVID-19 sia per altre emergenze. Il docu-
mento ha quindi un valore che va al di |a della presente situazione.
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Introduzione

La pandemia COVID-19 ha richiesto una sostanziale maodifica nelle procedure di accesso ai servizi
sanitari.

La condizione di gravidanza richiede comunque una serie di controlli e di valutazioni cliniche che
devono permettere un regolare sviluppo del nascituro e, condizione fondamentale perché questo
avvenga, una buona salute della madre.

Il DPCM del 11/03/2020, in cui sono state varate misure per il contenimento del contagio da
Coronavirus, concernenti limitazioni alla possibilita di spostamento delle persone fisiche all’interno
di tutto il territorio nazionale, ha mantenuto tra le prestazioni da erogare le “visite in gravidanza”.
E’ stata confermata, infatti, |'organizzazione della rete materno- neonatale ed i percorsi
raccomandati prevedono l'assistenza nel servizio consultoriale /fterritoriale e nel contesto
ospedaliero; sono inoltre garantite le prestazioni diagnostiche e strumentali non procastinabili in
quanto correlate ad eta gestazionale specifica, purché siano adottate tutte le disposizioni di
sicurezza.

Il Diabete Gestazionale (GDM) & una condizione temporanea ma, se non adeguatamente
riconosciuto e trattato si traduce in un maggior rischio di complicanze materne e fetali sia nel breve
che nel lungo termine. Non ci sono ad oggi evidenze su COVID-19 e GDM, ma & noto che |'effetto
dell’iperglicemia, di qualsiasi natura, peggiora le condizioni di risposta immunitaria alle infezioni e
che lo stato infiammatorio a sua volta peggiora il quadro di insulino-resistenza.

Pertanto anche in questa situazione di pandemia € necessario non ridurre I'attenzione nei confronti
della diagnosi e trattamento del GDM.

Nel nostro Paese la diagnosi viene effettuata secondo le Linee Guida pubblicate nel 2011 dall’ISS
che prevedono uno screening per fattori di rischio e la possibilita di effettuare 'OGTT fra 16 e 18
settimane nei casi ad alto rischio, da ripetere nel caso di negativita fra 24-28 settimane, cosi come
viene effettuato nei casi di medio rischio.

Lo scopo di questo documento & quello di:

-stilare una guida TEMPORANEA per lo screening, da limitare a tutte quelle situazioni in cui la
procedura classica non possa essere attuata a causa di un rapporto rischio/beneficio sfavorevole
per la salute della gestante o in quelle condizioni in cui i servizi ambulatoriali si trovano nella
impossibilitd di erogare la prestazione.

Tutto cio premesso:

1. Le raccomandazioni concernenti le modifiche alla procedura di screening del diabete
gestazionale (GDM) di seguito riportate sono state prodotte specificamente in relazione
all’emergenza sanitaria dovuta alla pandemia COVID-19.

2. Tali raccomandazioni dovranno essere sostituite dalle precedenti (LG Gravidanza Fisiologica
ISS e Standard di Cura SID/AMD 2018 (1, 2) o eventuali successivi aggiornamenti nel
momento in cui si dichiari cessata I'emergenza nazionale.

3. Fermo restando che:

a. le evidenze scientifiche al momento disponibili non forniscono alcuna
alternativa di pari valore diagnostico alla curva con carico orale effettuata con
75 grammi di glucosio e con prelievi per glicemia ai tempi 0, 60°, 120’ e che tale
metodica resta il gold-standard per la diagnosi di GDM;
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b. viene considerata |'eccezionale emergenza sanitaria in cui versa il nostro Paese e
le peculiarita del COVID-19;
c. viene considerato il rapporto rischio/beneficio contingente a tale situazione;

si suggerisce di attuare le seguenti deviazioni dall'algoritmo di screening per il GDM e dalla consueta
modalita di svolgimento delle visite nel caso in cui il team decisionale della struttura/Ente di afferenza
ravveda un rapporto rischio/beneficio sfavorevole relativamente all’esposizione della donna gravida
al pericolo di contagio e/o qualora il Sistema Sanitario debba erogare prestazioni in modo limitato.

1. Al primo riscontro di gravidanza in tutte le donne va esclusa la presenza di un “Diabete
preesistente alla gravidanza”. Si pone diagnosi di diabete manifesto in presenza di una
glicemia plasmatica a digiuno = 126 mg/dL, di una glicemia plasmatica randomz 200 mg/dL,
o di una emoglobina glicata = 48 mmol/mol (6.5%)(Fig. 1).

Razionale: una serie di studi ha evidenziato che il diabete preesistente alla gravidanza se non
riconosciuto e trattato tempestivamente determina outcomes materni e fetali avversi. In
particolare, un recente studio Canadese (3) ha analizzato gli outcomes materni e fetali di
995,990 donne in gravidanza ed evidenziato che il 2.6% delle stesse presentava un diabete
preesistente alla gravidanza, in esse il parto pretermine, la mortalita perinatale, le
malformazioni congenite e l'ipoglicemia neonatale erano significativamente piu elevate
rispetto alle donne con Diabete gestazionale.

2. a. Siritiene accettabile la diagnosi di GDM, quando la procedura di screening non puo
essere eseguita in sicurezza, quando il valore della glicemia plasmatica a digiuno & >92
mg/dL. Perché il dato sia accettabile come diagnosi, la valutazione deve essere eseguita
esclusivamente nelle finestre temporali raccomandate in relazione ai fattori di rischio
definiti dalle predette LG. (Fig. 1).

b. Nel caso in cui sia possibile effettuare lo screening per GDM tale procedura dovra essere
effettuata nel rispetto delle disposizioni di distanziamento sociale in atto in tutti i servizi. Sia
la gestante che il personale sanitario dovranno utilizzare i dispositivi di protezione
individuale (mascherina chirurgica e guanti).

Razionale: per fare diagnosi di GDM e sufficiente un solo punto alterato dell’lOGTT. Dati in

letteratura suggeriscono che & possibile utilizzare la sola glicemia plasmatica a digiuno per
far diagnosi di Diabete gestazionale poiché la sensibilita e la specificita della glicemia
plasmatica a digiuno in un campione di 500 donne in gravidanza sono risultate del 88,8% e
del 95,2% (4). Tuttavia, & importante sottolineare che questa procedura, limitata alla
glicemia basale, sottostima la diagnosi di GDM; infatti una certa percentuale di pazienti ha
glicemia basale <92 mg/dl, mentre i valori post-carico risultano patologici. Inoltre dobbiamo
sottolineare che I'esecuzione dell'intero test, anche quando si rilevi un valore diagnostico a
digiuno, permette di identificare disturbi metabolici che hanno un diverso impatto clinico e,
conseguentemente, di definire la strategia terapeutica pil appropriata stratificando le
pazienti in base al rischio metabolico e cardiovascolare a breve e a lungo termine.

biochimica clinica, 2020, vol. 44 SS3 S42




C________________________________________________________________________
DOCUMENTI DOCUMENTS

126 mg/dL

biochimica clinica, 2020, vol. 44 SS3 S43



DOCUMENTS DOCUMENTI

SH)

ASSOCIAZIONE
MEDIC!

DIABETOLOGI

3. Successivamente alla diagnosi di GDM dopo la prima visita presso il centro di diabetologia,
verra mantenuto un contatto periodico attivando un percorso di controlli da remoto
(telemedicina) con modalita che verranno indicate con PDTA specifici.

Razionale: nell’ottica di ridurre gli accessi ai presidi sanitari € opportuno che vengano definiti
e standardizzati alcuni processi di gestione condivisa mediante strumenti di comunicazione
registrazione e monitoraggio; le strutture diabetologiche del nostro Paese condividono per
lo pili la stessa cartella informatizzata e si stanno attivando dei processi di registrazione da
remoto nella stessa cartella dei dati dell’automonitoraggio glicemico attraverso APP MySugr
o altri strumenti di condivisione. La stesura di PDTA fornisce un supporto gestionale ed &
volto ad armonizzare i comportamenti clinici con strumenti innovativi quali la telemedicina.

4. Ottimizzare la prescrizione e I'esecuzione di esami di laboratorio e strumentali cercando di
far convergere le prescrizioni dei vari specialisti coinvolti nella gestione della gravidanza,
limitando le uscite della paziente e i suoi contatti con presidi sanitari.

Razionale: |a gravidanza complicata da GDM comporta un aumento del rischio di complicanze
a medio e lungo termine per la madre e per il feto. In tal senso, |a gestione di tale condizione
€ particolarmente rigorosa e si puo avvalere di un maggiore frequenza di controlli di
laboratorio e di diagnostica strumentale come adiuvanti del percorso terapeutico (es.
monitoraggio dei parametri di crescita fetale) e/o come strumenti diagnostici precoci di
eventuali complicanze. Ponendo al numeratore il fatto che generalmente questi esami
richiedono accessi a presidi sanitari e dunque determinano un maggior rischio di esposizione
al contagio, e al denominatore il vantaggio in termini di riduzione del rischio di complicanze
materno fetali grazie all’'esecuzione dei suddetti esami, &€ compito di ciascun clinico
quantificare il rapporto rischio/beneficio per ciascuna paziente e agire condividendo il
percorso anche con gli altri specialisti coinvolti.

5. Differire 'OGTT postpartum alla fine dell’emergenza sanitaria nel Paese, fatti salvi i casi in
cui si ravvedano situazioni dirischio per la donna (es. persistenza di valori di glicemia capillare
elevati nell'immediato post- partum o elevato fabbisogno insulinico durante la gravidanza).
In tutti i casi la donna dovra essere informata sull'importanza dello screening post-partume
della partecipazione alle visite di follow up, che nel frattempo potranno essere effettuate in
telemedicina soprattutto nell'ottica di monitorare la gestione nutrizionale durante
I'allattamento per ridurre le complicanze anche a lungo termine.
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patologie metaboliche e cardiovascolari a breve e a lungo termine. Le societa scientifiche
SID/AMD raccomandano |'esecuzione diun OGTT dopo almeno 6 settimane dal parto ed entro
6 mesi al fine di identificare precocemente eventuali alterazioni glicemiche e viene suggerito
di rivalutare anche gli altri parametri metabolici ove necessario in relazione ai dati
anamnestici. L’attuale pandemia impone in primis di limitare tutte le condizioni non
strettamente necessarie che possono esporre la popolazione a rischio infettivo. Pertanto,
sebbene sia necessario e fondamentale eseguire il follow up del GDM, tale valutazione pud
essere procrastinata alla fine dell’attuale condizione di emergenza, fatta eccezione per i casi
in cuisi sospetti un persistere della condizione di diabete per cui anche attraverso il percorso
in telemedicina potra essere definita dallo specialista I'opportunita di ulteriori valutazioni.

6. In caso di positivita al COVID-19 intensificare il controllo glicemico.

Razionale: Attualmente non sono descritti in letteratura casi di gravidanze complicate da GDM
e COVID-19. In generale, sembra che il diabete, pur non aumentando il rischio di
contrarre l'infezione da SARS-COV-2 possa peggiorarne la prognosi (5). Si conferma che
I'unica terapia suggerita in caso di iperglicemia non-responder alla terapia medica-
nutrizionale & I'insulina.

7. Considerata I'importanza che nella presente raccomandazione riveste la misura della
glicemia a digiuno, si raccomanda che siano rispettate le condizioni di standardizzazione della
fase pre-analitica, soprattutto per quanto riguarda la scelta dell’anticoagulante adeguato, al
fine di evitare I'occorrenza di falsi negativi dovuti ad un abbassamento della glicemia in vitro,
tra il momento in cui il campioni di sangue viene prelevato ed il momento nel quale esso
viene analizzato in laboratorio. Per maggiore approfondimento si fa esplicito riferimento alle
raccomandazioni inter-societarie recentemente definite (6).
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ABSTRACT

Screening for G6PD deficit during COVID-19 emergency.

Hydroxychloroquine, a well known anti-malaria drug, is now widely used in the early treatment of patients infected with
SARS-CoV-2. Since chloroquine and its derivatives may cause an acute hemolytic crisis in subjects with glucose 6-
phoshpate dehydrogenase (G6PD) deficiency, with different penetrance in men and in women, we recommend that: a)
before using these drugs, especially in elderly subjects, the G6PD catalytic activity should be quantitatively estimated; b)
all the G6PD deficient subjects treated with chloroquine and its derivatives have to be characterized at molecular level, in
order to identify GBPD deficient subjects in their families; c) to be on the safe side, the use of hydoxycholoroquine or
chloroquine in carriers of severe G6PD deficiency, and infected by SARS-CoV-2, should be avoided; if treated, the
patients should be alerted on the possible hemolytic risks, and care should be paid to the best laboratory indicators of

such episodes (whole blood cell count, serum bilirubin, serum LDH, and hemoglobinuria).

E’ in corso di pubblicazione su Biochimica Clinica
una rassegna sul difetto di glucosio 6-fosfato
deidrogenasi (G6PD) che ha cercato di coprire i
molteplici aspetti di eterogeneita che caratterizzano
questa condizione su base genetica (1). Proprio mentre
preparavamo questa rassegna € esplosa la pandemia di
COVID-19 (infezione da SARS-CoV-2) che ha imposto
(ed é possibile che possa imporre nel prossimo futuro)
le restrizioni che tutti abbiamo sperimentato.

Come noto, uno dei primi presidi curativi consiste
nella somministrazione di idrossiclorochina (nome
commerciale: Plaquenil), un farmaco anti-malarico gia
utilizzato anche per I'artrite reumatoide per i suoi noti
effetti antiinfiammatori. Dal momento che & noto che la
clorochina ed i suoi derivati possono scatenare crisi
emolitiche nei soggetti con deficit di G6PD, occorre
porre attenzione al fatto che tali soggetti, se non
preventivamente individuati, possono subire importanti
crisi emolitiche dopo I'assunzione del farmaco. In
considerazione poi del fatto che il gene della G6PD &
localizzato sul cromosoma X, e che, per effetto della

lyonizzazione, anche alcune donne portatrici del deficit

in eterozigosi possono manifestare le crisi emolitiche

come i soggetti maschi emizigoti, I'occorrenza degli
episodi emolitici potrebbe colpire anche le donne, oltre
che gli uomini.

Pertanto vale la pena prestare attenzione ai
seguenti punti:

— La somministrazione di idrossiclorochina o di altri
sali della clorochina a pazienti anziani dovrebbe
essere preceduta almeno dalla valutazione biochi-
mica dell’attivita enzimatica, in quanto, nei portatori
di difetti di G6PD, si potrebbero verificare eventi
avversi dovuti a questi medicamenti.

— Le crisi emolitiche, che tipicamente si manifestano
dopo 2-7 giorni dall’assunzione del farmaco, potreb-
bero essere gravi, con abbassamenti dell’emoglobi-
na totale fino a 20 g/L, rispetto ai valori precedenti il
trattamento, e comparsa di emoglobinuria.

— FE’ difficile predire il numero di soggetti portatori di
deficit di G6PD all'interno di una popolazione affetta
da COVID-19, ma i dati epidemiologici italiani indica-
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no una prevalenza media per questo deficit attorno
al 2,2%, con punte significativamente piu alte
nell’ltalia insulare (in Sardegna la prevalenza media
€ attorno al 7,5%).

— Tutti i soggetti ospedalizzati che vengono trattati con
idrossiclorochina, preventivamente testati e risultati
portatori di deficit di G6PD, dovrebbero essere poi
caratterizzati dal punto di vista molecolare, anche
per l'identificazione dei familiari portatori.

— Per sicurezza, nei soggetti portatori di deficit grave
di G6PD e con infezione da SARS-CoV-2 i tratta-
menti farmacologici con idrossiclorochina o clorochi-
na dovrebbero essere evitati; quando invece trattati,
i pazienti andrebbero monitorati dal punto di vista
laboratoristico per gli aspetti relativi agli indicatori di
emolisi (emocromo, bilirubina, lattato deidrogenasi,
in particolare).

Tali raccomandazioni sono state esplicitate in un lavoro

pubblicato durante l'insorgenza della pandemia (2) e

successivamente ribadite anche da una

raccomandazione dell’lstituto Superiore di Sanita (3).
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COVID-19 e coagulazione: un legame indissolubile

Massimo Franchini
Dipartimento di Medicina Trasfusionale ed Ematologia, ASST Mantova

Un nuovo coronavirus simil-influenzale chiamato SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus
2), responsabile del COVID-19 (Coronavirus Disease 2019, una grave malattia coinvolgente prevalentemente il tratto
respiratorio), € apparso per la prima volta a fine 2019 nella cittd di Wuhan in China (1). Successivamente il virus si &
rapidamente diffuso in tutto il mondo globalizzato, infettando piu di 7 500 000 persone e causando pit di 420 000 morti
(2). L'ltalia & stato uno dei paesi maggiormente colpiti dalla pandemia COVID-19 con piu di 240000 casi e 34 000
decessi (dati aggiornati al 13 giugno 2020). Subito dopo la segnalazione dei primi casi di COVID-19 & apparso
evidente che questa grave malattia virale non € confinata esclusivamente ai polmoni, ma che il SARS-CoV-2 innesca
una serie di molteplici risposte inflammatorie sistemiche ed attivazione della coagulazione (3,4). Lo studio delle
alterazioni dell’emostasi in corso di infezione da nuovo coronavirus 2019 si e rilevato pertanto fondamentale per
capire la patogenesi di questa malattia e pianificare cure efficaci (5). A questo riguardo, vengono pubblicati in questo
Supplemento di Biochimica Clinica due articoli estremamente interessanti del Gruppo di Studio SIBioC Emostasi
(6,7). 1l primo articolo (6) analizza in dettaglio i meccanismi fisiopatologici alla base della coagulopatia associata a
COVID-19, passando in rassegna le alterazioni dei vari fattori che svolgono un ruolo fondamentale nell’emostasi, e
cioé I'endotelio, le piastrine, la coagulazione e la fibrinolisi. Gli autori, inoltre, cercano di individuare, in base alle attuali
conoscenze, quei parametri di laboratorio (ad esempio il conteggio delle piastrine, il tempo di protrombina ed il D-
dimero) in grado di indicare la possibile evoluzione negativa (cioé verso la temuta coagulazione intravascolare
disseminata o DIC) delle alterazioni coagulative durante I'infezione da SARS-CoV-2 (6). Il secondo articolo (7) parte
dalla patogenesi della trombosi nella malattia da COVID-19 per analizzare le varie terapie anticoagulanti disponibili.
Infine, si sofferma sul trattamento con I'eparina a basso peso molecolare, la pil promettente tra le terapie
antitrombotiche durante COVID-19, analizzando in maniera dettagliata il ruolo del Laboratorio di coagulazione nel suo
monitoraggio.

Si tratta di due articoli complementari che forniscono allo specialista in Medicina di Laboratorio una panoramica
chiara, completa ed attuale delle alterazioni coagulative in corso di COVID-19. Essi, inoltre, documentano come la
Medicina di Laboratorio rappresenti un ausilio fondamentale per i clinici, sempre piu spesso chiamati a prendere
decisioni difficili e complesse nella gestione dei pazienti con malattia grave da SARS-CoV-2.

Non mi resta che augurarvi buona lettura!
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Alterazioni dei meccanismi dell’emostasi in corso di infezione da SARS-CoV-2
(COVID-19)
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ABSTRACT

Alterations of hemostasis during SARS-CoV-2 infection (COVID-19).

The corona virus infection (hamed COVID-19), first identified in December 2019 in Wuhan, China, has contributed to
significant mortality in several countries with the number of infected cases increasing exponentially worldwide, in
particular in Italy and in the USA. The majority of the most severely ill patients initially presents with single organ
failure (i.e. severe respiratory syndrome), but some of them progress to more systemic disease and multiple organ
failure (MOF). One of the most significant poor prognostic features in these patients is the development of
coagulopathy, similarly to patients who develop sepsis from various infectious agents. Coagulopathy in patients with
COVID-19 may be asymptomatic but, in some cases, the septic state may evolve into Sepsis-Induced Coagulopathy
(SIC) and overt Disseminated Intravascular Coagulopathy (DIC). In patients with severe clinical manifestations, a
cytokine storm occurs that contributes to triggering a greater imbalance of the hemostatic mechanisms by promoting
the development of microthrombosis at the level of the pulmonary endothelium. The effectiveness of anticoagulant
therapies, performed primarily with low-molecular weight heparin, is greater the earlier the diagnosis is made. This is
possible through the adoption of diagnostic protocols that include laboratory tests and clinical scores. The laboratory
tests suggested for this purpose by the available Guidelines are prothrombin time, platelet count, D-dimer and
fibrinogen. D-dimer appears to be the parameter with the greatest prognostic significance since it also allows a
stratification of the thrombotic risk.

INTRODUZIONE pandemia I'11 marzo 2020. Dal sito del’OMS risultano al

13 maggio 2020 oltre 4 milioni di persone contagiate ed
oltre 280 000 decessi (1). La malattia prende il nome di
COVID-19 dall'acronimo inglese COronaVlirus Disease

Dai primi mesi del 2020 il Servizio Sanitario
Nazionale italiano € stato messo a dura prova dall’arrivo

di COVID-19, una malattia infettiva virale proveniente
dalla Cina che sta mietendo numerose vittime a causa
della sua elevata contagiosita e mortalita [10 volte piu
letale della influenza, secondo i dati recenti comunicati
dalla organizzazione Mondiale della Sanita (OMS)]. La
malattia si € diffusa con grande velocita anche negli altri
paesi europei e nel resto del mondo (negli Stati Uniti in
particolare), ed ha costretto 'OMS a dichiarare lo stato di

19 ed €& anche definita malattia respiratoria acuta da
SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2). L'intero spettro della malattia comprende
quattro fasi a seconda della gravita clinica: lieve,
moderata, grave e critica. Il piu grande studio
epidemiologico condotto in Cina ha mostrato che tra
44 672 casi confermati, 1'80,9% presentava polmonite
lieve o moderata, il 13,8% grave, il 4,7% critica. Il tasso
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di letalita per i pazienti critici & stato del 49%, con
pazienti con comorbidita (malattie cardiovascolari,
diabete, malattie respiratorie croniche, ipertensione,
neoplasie) con tassi piu elevati (10,5%, 7,3%, 6,5%,
6,0%, 5,6% rispettivamente) rispetto a quelli senza
comorbidita (0,9%) (2). Il tempo mediano dal primo
sintomo alla dispnea & stato di 5,0 giorni, al ricovero in
ospedale di 7,0 giorni e all' Acute Respiratory Distress
Syndrome (ARDS) di 8,0 giorni: questo significa che
purtroppo la malattia puod progredire rapidamente da
moderata a grave o critica e quindi devono essere
rapidamente prescritti gli esami diagnostici e le terapie
conseguenti.

I COVID-19, analogamente ad altri agenti infettivi, &
in grado di indurre nell’organismo contagiato uno stato di
sepsi che determina l'insorgenza della Sindrome da
Risposta Infammatoria Sistemica (SIRS) come risposta
all'invasione di tessuti, fluidi o cavita corporee
normalmente sterili. Le complesse interazioni tra il
microrganismo infettante, il sistema immunitario
dell'ospite, le risposte infiammatorie e la coagulazione
influenzano I'esito nella sepsi (3). La sepsi, malgrado sia
meno nota, ha un tasso di mortalita cinque volte
superiore all'ictus e dieci volte superiore all'infarto (4). La
diagnosi tempestiva & fondamentale per la gestione
della sepsi, come l'inizio di una corretta terapia precoce
e fondamentale per ridurre la mortalita da sepsi grave
(5).

Molti organi vengono interessati dalle complicanze
della malattia, in particolare i pazienti con COVID-19
grave e critica possono presentare grave
compromissione polmonare con ARDS, (67%),
insufficienza renale acuta (29%), insufficienza cardiaca
(23%) e disfunzione epatica (29%) (6). Non esiste a
tutt’'oggi un unico protocollo terapeutico per i pazienti
affetti da COVID-19, ma si fa sempre piu spesso ricorso
alla combinazione di diverse terapie indirizzate al
contenimento dell'infezione e dei suoi effetti. In
particolare, nei pazienti con COVID-19 vengono utilizzati
farmaci antivirali come lopinavir e ritonavir (gia in uso
contro I'HIV), darunavir e remdesivir (gia in uso per altri
coronavirus) (7), farmaci antimalarici come clorochina e
idrossiclorochina (8), antibiotici (azitromicina) (9),
anticorpi monoclonali anti-IL-6 come tolicilizumab,
sarilumab e siltixumab (10), anticorpi monoclonali anti-
C5-convertasi (eculizumab) (11), anticoagulanti come
I'eparina a basso molecolare o 'eparina standard (12). E
inoltre da poco stata sperimentata con successo la
terapia che utilizza il plasma iperimmune di soggetti
guariti dal COVID-19 che hanno sviluppato anticorpi
contro il SARS-CoV-2 (13).

Dalla compromissione degli organi coinvolti derivano
alterazioni di grado diverso di molti esami di laboratorio
(14). In una recente metanalisi Lippi et al. (15) hanno
analizzato i dati di 8 studi cinesi riscontrando che i
parametri maggiormente alterati nei pazienti con
prognosi sfavorevole sono: il conteggio dei leucociti, dei
granulociti neutrofili e dei linfociti, 'albumina sierica, la
lattato deidrogenasi, le transaminasi (sia alanina che

aspartato amino transferasi), la bilirubina, la creatinina,
la troponina cardiaca, il D-dimero, il tempo di
protrombina (PT), la procalcitonina (PCT) e la proteina C
reattiva (PCR). Ancora piu recentemente Favaloro et al.
(16) raccomandano dei profili minimi di esami di tipo
ematologico e biochimico da eseguire nei pazienti con
COVID-19 per il monitoraggio prognostico della malattia.

ALTERAZIONI DELL'EMOSTASI IN CORSO Dl
COVID-19

Molti pazienti affetti da COVID-19, soprattutto quelli
con manifestazioni piu gravi, presentano alterazioni a
carico di tutte le componenti del sistema emostatico
(endotelio, piastrine, coagulazione plasmatica e
fibrinolisi); ne deriva una coagulopatia che, come in altri
stati settici, pud progredire da semplice alterazione
asintomatica dei parametri della coagulazione ad uno
stato di Sepsis Induced Coagulopathy (SIC) (17) sino ad
arrivare alla coagulazione intravascolare disseminata
(DIC) con un significativo aumento della mortalita
(Figura 1).

Endotelio

L'endotelio, insieme alle componenti corpuscolate
del sangue (leucociti, eritrociti e piastrine), svolge un
ruolo fondamentale nella formazione di trombi in
combinazione con [lattivazione del sistema della
coagulazione e una delle caratteristiche tipiche della DIC
associata alla sepsi € la lesione endoteliale (18); il danno
endoteliale causato dal virus provoca un rilascio
transitorio dell’attivatore tissutale del plasminogeno (t-
PA), seguito da una sovraregolazione immediata della
produzione dell'inibitore dell’attivatore del plasminogeno
di tipo 1 (PAI-1), che contribuisce alla massiccia
deposizione di fibrina nel microcircolo (19,20). Oltre ai
cambiamenti nella funzione fibrinolitica, si verificano
effetti protrombotici dovuti a disfunzione endoteliale
causata dalla riduzione del rilascio di ossido nitrico e
prostaciclina, e incrementata espressione del fattore
tissutale (TF) e del fattore di von Willebrand (VWF) e
perdita del glicocalice (19). Il glicocalice € lo strato sottile
gelatinoso che copre I'endotelio vascolare ed & un
importante bersaglio di infezione e infiammazione (21). Il
glicocalice e composto da proteoglicani,
glicosaminoglicani e proteine plasmatiche come
albumina e antitrombina. L'attivita antitrombotica
dell'antitrombina € significativamente aumentata per
effetto del legame alle catene laterali di eparansolfato
del glicocalice e la stabilita del glicocalice & aumentata
dal legame dell'antitrombina per mantenere I'omeostasi
vascolare (22,23). Durante la sepsi, i componenti del
glicocalice vengono eliminati nel sangue e
rappresentano biomarcatori clinicamente rilevanti: si
ritiene quindi che la perdita del glicocalice contribuisca
alla disfunzione del microcircolo (24).
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Figura 1

Meccanismi patogenetici della Coagulazione Intravascolare Disseminata (DIC)
ADAMTS-13, A Disintegrin And Metalloproteinase with a ThromboSpondin type 1 motif, member 13; DAMP, Damage-Associated
Molecular Patterns; NET, Neutrophil Extracellular Traps; NO, Ossido Nitrico; PAMP, Pathogen-Associated Molecular Patterns; PGI2,

Prostaglandina 12; PS, Fosfatidilserina.

Modificato da Iba T et al. Advance in the Management of Sepsis-Induced Coagulopathy and Disseminated Intravascular Coagulation

J Clin Med 2019; 8: 728.

Piastrine

Anche il conteggio delle piastrine rappresenta un
parametro fondamentale nello studio della evoluzione
della coagulopatia nel paziente con COVID-19; la
trombocitopenia € uno dei parametri di laboratorio piu
importanti nella diagnostica delle complicanze
emostatiche perché la diminuzione delle piastrine si
verifica virtualmente in tutti i pazienti con DIC. Il numero
delle piastrine nella sepsi & influenzata da molteplici
fattori. Nonostante I'aumento dei livelli di trombopoietina,
la produzione di piastrine nel midollo osseo & spesso
soppressa a causa degli effetti delle tossine patogene e
dei mediatori infiammatori. Nella sepsi si verifica
|'attivazione piastrinica che contribuisce alla diminuzione
del loro numero, alla generazione di trombina,
allinfiammazione e alla secrezione del fattore di von
Willebrandt (VWF) (25). Le piastrine sono anche attivate
da trombina e da mediatori dell'infiammazione incluso il
complemento e partecipano attivamente alla patogenesi
della DIC associata alla sepsi. La trombina induce
attivazione piastrinica mediante scissione dei Protease-
Activated Receptors (PAR) espressi sulle piastrine
rilasciando il contenuto dei granuli piastrinici (in
particolare ADP e serotonina) (26). L'attivazione
piastrinica attraverso l'attivazione del recettore PAR &
anche associata alla generazione di trombossano A2 e
al rilascio di una vasta gamma di citochine
proinfiammatorie. Le piastrine rilasciano anche High-
Mobility Group Box 1 (HMGB1), uno dei principali
Damage-Associated Molecular Patterns (DAMP) della
sepsi, il quale nella forma attivata svolge un ruolo critico
nella trombosi, nel reclutamento dei monociti e nella
produzione di Neutrophil Extracellular Traps (NET) (27).

Coagulazione plasmatica

Numerosi fattori sono in grado di attivare la
coagulazione durante la sepsi; i Pathogen-Associated
Molecular Patterns (PAMP) attivano le risposte
infiammatorie attivando molteplici vie e i recettori che
includono i Pattern-Recognizing Receptors (PRR), i
DAMP, THMGB1, il DNA e gli istoni (28). Quando questi
mediatori vengono rilasciati dai tessuti e dalle cellule
danneggiate, possono iniziare l'infammazione e la
coagulopatia. Ulteriori mediatori umorali responsabili
della coagulopatia includono citochine proinfiammatorie
come interleuchina (IL) -1, IL-6, il Tumor Necrosi Factor
a (TNF- a), I'elastasi, la catepsina G e le proteine del
sistema del complemento, come risposta sistemica nella
sepsi (29). Inoltre anche i NET, costituiti da DNA, istoni e
proteine granulari rilasciate da neutrofili attivati e da altri
granulociti, sono implicati nella formazione di trombi
(30,31). Ricerche recenti hanno anche dimostrato
interazioni tra NET e vescicole extracellulari e vescicole
extracellulari recanti NET che aumentano la generazione
di trombina (32). Il fattore tissutale, 'iniziatore della via
estrinseca della coagulazione, & espresso su macrofagi,
monociti e cellule endoteliali e svolge un ruolo centrale
nello sviluppo della coagulopatia e della DIC nella sepsi
(33). A seguito di una lesione cellulare, il fattore tissutale
espresso sulle vescicole extracellulari promuove
ulteriormente le risposte procoagulanti (34). In sintesi,
tutti questi mediatori infiammatori attivano la trombina
come parte delle risposte di difesa dell'ospite che
conduce alla Multi-Organ Failure (MOF) associata alla
sepsi.

Anche gli inibitori fisiologici sono coinvolti nello
sbilanciamento del sistema emostatico in senso
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protrombotico. Tutti gli inibitori della coagulazione
plasmatica (antitrombina, proteina C e proteina S)
risultano ridotti in corso di coagulopatia correlata a
Sepsis Induced Cogulopathy (SIC) o a DIC.

La trombina & un mediatore chiave della patogenesi
della DIC associata alla sepsi e |'antitrombina & il piu
importante inibitore fisiologico della trombina (35,36). Si
stima che I'antitrombina fornisca 1'80% dell'attivita
inibitoria contro la trombina e altri fattori di coagulazione.
L'antitrombina inibisce  molteplici fattori della
coagulazione, inclusi i fattori X, IX, VI, XI e XII (37).
Tuttavia, i livelli di antitrombina sono noti per essere
ridotti nella sepsi a causa del consumo, della sintesi
alterata (specialmente nel sottogruppo di pazienti con
epatite acuta ischemica associata a shock settico),
stravaso e degradazione da parte di elastasi rilasciata da
neutrofili  attivati. L'antitrombina esercita effetti
antinflammatori locali sulla superficie delle cellule
endoteliali legandosi ai glicosaminoglicani. Come detto,
I'endotelio vascolare sano & ricoperto da un glicocalice;
se questo viene alterato a causa dei meccanismi
instaurati dalla sepsi aumenta la trombogenicita
dell’endotelio, aumenta la permeabilita capillare e
I'adesione cellulare all'endotelio danneggiato (38).

L'antitrombina & parte integrante del glicocalice dove
si lega ai glicosaminoglicani costituendo insieme ad essi
una barriera fisiologica a difesa dell’endotelio stesso
durante la sepsi (39); pertanto, il ruolo dell'antitrombina
non & solo quello di inattivare la trombina, ma anche
quello di mantenere una normale funzione endoteliale
mediante il legame col glicocalice.

Un altro importante sistema anticoagulante ¢ il
sistema trombomodulina/proteina C/proteina S. In
situazioni fisiologiche la proteina C viene attivata dalla
trombomodulina sulla superficie endoteliale e la proteina
C attivata esercita molteplici attivita biologiche, tra cui
effetti antitrombotici, citoprotettivi e antinfiammatori, per
mantenere l'integrita vascolare (40). La proteina C
attivata esercita attivita antitrombotica attraverso
l'inattivazione proteolitica dei fattori Va e Vllla, e attivita
citoprotettiva sulle cellule endoteliali mediati da recettori
come il recettore della proteina C endoteliale (EPCR) e il
PAR-1. Queste molteplici attivita si traducono in attivita
anti-apoptotica e anti-infiammatoria, regolazione
dell'espressione genica e stabilizzazione della barriera
endoteliale (41). La alterazione del sistema
trombomodulina/proteina C nella sepsi & ben noto e il
ridotto livello di proteina C & riconosciuto come un utile
biomarcatore della sepsi grave. Analogamente
all'antitrombina, i livelli di proteina C sono
particolarmente bassi nei pazienti con epatite ischemica
acuta (42) e i livelli di entrambe le proteine anticoagulanti
sono stati segnalati come predittori significativi di
mortalita (43). La trombomodulina & degradata
proteoliticamente, viene staccata dalla superficie
cellulare e circola in forma solubile. Livelli plasmatici
aumentati di trombomodulina solubile sono stati riportati
in pazienti con sepsi e disfunzione d'organo. Alcuni

autori ipotizzano che la trombomodulina circolante
inibisca I'adesione dei leucociti all'endotelio perché il
dominio della trombomodulina ricco di serina / treonina
espresso sulle cellule endoteliali vascolari lega le
integrine 32 leucocitarie (LFA-1 e Mac-1) (44). Sebbene
la trombomodulina solubile sia eliminata attraverso
meccanismi renali, i livelli sono correlati alla gravita della
disfunzione d'organo o del danno endoteliale e sono stati
misurati per valutare la lesione endoteliale nella sepsi
(45).

Fibrinolisi

La fibrinolisi € il componente finale del sistema
emostatico ed ha il compito fondamentale di rimuovere
la fibrina che si € generata attraverso I'azione combinata
dell’emostasi primaria e della coagulazione plasmatica.
Esistono profonde differenze nei meccanismi fibrinolitici
che caratterizzano i vari tipi di DIC; oggi la
classificazione della DIC anziché in compensata,
scompensata o acuta viene meglio definita con una
nuova terminologia in base alla minore o maggiore
attivazione della fibrinolisi.

In base alla classificazione proposta da Asakura et
al. (46) le DIC possono essere distinte in tre tipi:

DIC con fibrinolisi ridotta

DIC con fibrinolisi aumentata

DIC con fibrinolisi bilanciata

Al primo tipo appartiene la DIC presente nel paziente
con sepsi; la DIC con fibrinolisi aumentata si riscontra ad
esempio nei pazienti con leucemia promielocitica acuta,
nell’aneurisma dell’aorta, nel cancro della prostata;
mentre la fibrinolisi bilanciata € presente nei pazienti con
tumori solidi. Per comprendere i meccanismi che
portano alla soppressione della fibrinolisi nella sepsi &
opportuno ricordare il comportamento della fibrinolisi nel
soggetto sano. L'enzima chiave della fibrinolisi & la
plasmina la cui attivita & regolata principalmente
dall'attivatore tissutale del plasminogeno (t-PA) e dal suo
inibitore, l'inibitore dell'attivatore del plasminogeno 1
(PAI-1). Gli attivatori del plasminogeno convertono il
plasminogeno in plasmina. Le cellule endoteliali
vascolari partecipano alla modulazione della fibrinolisi
secernendo sia il t-PA che il PAI-1. La disfunzione delle
cellule endoteliali € una caratteristica essenziale nella
patogenesi della DIC associata alla sepsi (47). Il marcato
aumento del livello di PAI-1 porta al blocco della
fibrinolisi e questo evento chiave rappresenta la
caratteristica tipica della DIC di tipo trombotico che si
presenta nel paziente con sepsi. Oltre alla massiccia
formazione di coaguli, la fibrinolisi compromessa
impedisce la rimozione della fibrina e porta a trombosi
microvascolare sistemica (48). Cio si verifica con
l'arresto fibrinolitico indotto principalmente dalla
sovrapproduzione di PAI-1. | livelli plasmatici di PAI-1
sono stati segnalati come predittivi della elevata gravita
e della mortalita nei pazienti settici (49).

Un ulteriore importante meccanismo che determina
un blocco della fibrinolisi nella DIC associata a sepsi €
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rappresentato dalla diminuzione dell'inibitore della
fibrinolisi attivabile dalla trombina (TAFI). Il TAFI riduce la
generazione di plasmina e la degradazione della fibrina
rimuovendo il sito di legame al plasminogeno della
fibrina degradata dopo I'attivazione da parte di trombina
o plasmina. Contrariamente al PAI-1, i livelli di TAFI
diminuiscono a causa dell'attivazione e del consumo
estesi nella sepsi e, pertanto, possono avere un impatto
minore rispetto al PAI-1 nella soppressione della
fibrinolisi (50). Infine anche la riduzione dei livelli di
plasminogeno pud contribuire alla riduzione dell'attivita
fibrinolitica (51).

Evoluzione da coagulopatia a DIC

Tutti i meccanismi sopra descritti a carico delle
componenti del sistema emostatico possono condurre il
paziente con COVID-19 ad un netto peggioramento della
prognosi; in questo caso gli interventi terapeutici mirati
alla correzione della coagulopatia non sono nella
maggior parte dei casi efficaci, sottolineando la
necessita di intervenire in fasi precoci della DIC. A
questo scopo il sottocomitato della International Society
on Thrombosis and Haemostasis (ISTH) per la DIC ha
proposto una nuova categoria di DIC definita SIC (17,52)
con lo scopo di facilitare la diagnosi precoce di DIC e
interventi potenzialmente piu rapidi in questi pazienti
critici.

Lo score ISTH per la DIC acuta prevede unicamente
I'utilizzo di parametri di laboratorio facilmente disponibili
(il conteggio piastrinico, PT, fibrinogeno, marcatori

specifici della degradazione plasminica della fibrina
come FDP o D-dimero); ad ognuno di questi 4 parametri
viene attribuito un punteggio, se la somma di questi
punteggi € =5 il paziente ha una DIC acuta e questi
stessi parametri dovranno poi essere ripetuti nel tempo
per seguire il decorso della malattia e l'efficacia delle

terapie instaurate (Tabella 1) (53-59).

Lo score SIC comprende solo 3 parametri di
laboratorio (viene escluso il fibrinogeno) ma include il
Sequential Organ Failure Assessment) (SOFA) (60) che
€ un punteggio per la valutazione della disfunzione
d'organo nei pazienti affetti da sepsi, e considera
parametri inerenti i seguenti apparati/sistemi:
respiratorio, emostasi, epatico, cardiovascolare, sistema
nervoso centrale (SNC), renale (Tabella 1).

Per ogni parametro viene assegnato un punteggio
variabile tra 0 e 4, la cui somma costituisce il SOFA
score; questo valore & strettamente correlato alla
mortalita:

- Per il sistema respiratorio il parametro considerato &
il rapporto PaO,/FiO, (dove PaO, ¢ la tensione arte-
riosa dell'ossigeno misurata in mmHg e FiO, ¢ la fra-
zione di ossigeno nell'aria inspirata): questo rapporto
si riduce quando il parenchima polmonare & danneg-
giato.

- Per 'emostasi si utilizza il conteggio delle piastrine
con diversi punteggi, da 0 a 4 (la scala va da <20 a
2150 10°/L)

- Per il fegato si utilizza la bilirubina con diversi pun-
teggi, da 0 a 4 a seconda del valore (la scala va da

Tabella 1
Criteri di punteggio per la diagnosi di Coagulazione Intravascolare Disseminata (DIC) e la Coagulaopaita indotta dalla Sepsi (SIC)
DIC acuta
(criteri ISTH) sic
Parametro Punteggio Valore Valore
2 <50 <100
Piastrine (10°L)
1 250; <100 2100; <150
3 Forte incremento -
D-dimero (FDP)
2 Moderato incremento -
2 >1,4 >1,4
Tempo di protrombina (ratio)
1 >1,2; 1.4 >1,2; <14
Fibrinogeno (g/L) 1,00 <100 -
2 - 22
SOFA score
1 - 1
Score totale per DIC o SIC 25 24

Legenda: SOFA = Sequential Organ Failure Assessment

Modificata da “Advance in the Management of Sepsis-Induced Coagulopathy and Disseminated Intravascular Coagulation”, Iba T, et

al. J Clin Med, 2019 (rif 17).
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<1,2 a>12,0 mg/dL)

- Per il sistema cardiovascolare si utilizza la pressione
media arteriosa o la necessita di somministrare vaso-
pressori.

- Per il SNC viene utilizzato il “Glasgow Coma Scale”
(61) che & una scala di valutazione neurologica utiliz-
zata per seguire l'evoluzione clinica dello stato del
paziente in coma; essa si basa su tre tipi di risposta
agli stimoli (oculare, verbale e motoria) e si esprime
sinteticamente con un numero che & la somma delle
valutazioni delle tre funzioni.

- Per la funzionalita renale si utilizza la creatinina con
diversi punteggi, da 0 a 4 (la scala va da <1,2 a 25,0
mg/dL)

Nel SOFA score utilizzato per la SIC vengono
utilizzati solo 4 sistemi: respiratorio, cardiovascolare,
epatico e renale (risultano quindi esclusi il SOFA per
I’'SNC e per 'emostasi) (vedi Tabella 1).

Particolare attenzione deve essere rivolta al
conteggio delle piastrine in quanto, oltre che nella SIC e
nella DIC, una piastrinopenia pud essere riscontrata in
pazienti critici con microangiopatie trombotiche (MAT) e
con Heparin Induced Thrombocytopenia (HIT) di tipo 2,
malattie gravi caratterizzate da manifestazioni
trombotiche importanti.

RUOLO DEL LABORATORIO DI
COAGULAZIONE NELLA GESTIONE DELLA
COVID-19

Il decorso clinico della COVID-19 comprende 3
distinte fasi cliniche della malattia (62) (Figura 2).

Una fase iniziale durante la quale il virus si replica
allinterno delle cellule dell'ospite (Infezione allo stadio
iniziale - Stadio ).

Figura 2
Decorso clinico del COVID-19

La malattia pud poi evolvere verso una seconda fase
caratterizzata da alterazioni morfo-funzionali a livello
polmonare causate sia dagli effetti diretti del virus sia
dalla risposta immunitaria dell'ospite (Fase Polmonare -
Stadio Il). Questa fase & caratterizzata da un quadro di
polmonite interstiziale molto spesso bilaterale associata
ad una sintomatologia respiratoria che nella fase
precoce & stabile e senza ipossiemia (IlIA) ma puo
successivamente sfociare verso una progressiva
instabilita clinica (IIB). | pazienti in questa fase hanno
ipomobilita per I'allettamento e in questa fase I'eparina a
basso peso molecolare (EBPM) dovra essere utilizzata a
dose profilattica allo scopo di prevenire il
tromboembolismo venoso.

- La terza fase (Fase Iperinfiammatoria - Stadio
II), fortunatamente limitata ad un numero molto piu
esiguo di pazienti, € caratterizzata da una tempesta
citochinica e dal conseguente stato iperinfiammatorio
che determina conseguenze locali e sistemiche e
rappresenta un fattore prognostico negativo
producendo, a livello polmonare, quadri di vasculopatia
arteriosa e venosa con trombizzazione dei piccoli vasi ed
evoluzione verso lesioni polmonari gravi. Le fasi finali di
questo gravissimo quadro clinico portano ad una ARDS
grave e in alcuni casi alla DIC. In tale fase si € osservata
un’alterazione progressiva di alcuni parametri
inflammatori quali PCR, ferritina, e citochine pro-
inflammatorie (IL-2, IL-6, IL-7, IL-10, TNFa ed altre)
(63,64) e coagulativi, quali aumentati livelli dei frammenti
di degradazione della fibrina come il D-dimero, consumo
di fattori della coagulazione, trombocitopenia,
allungamento del PT (65-68).

Mentre le scelte terapeutiche della prima fase e della
seconda fase iniziale (llA) devono mirare al
contenimento della crescita virale, nella seconda fase

Modificato da Hasan K et Al. COVID-19 lliness in Native and Immunosuppressed States: A Clinical-Therapeutic Staging Proposal. J

Heart Lung Transplant 2020 (rif 62).
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avanzata (IIB) e nella terza fase della malattia 'obiettivo
e il contenimento dell'iperinfiammazione e delle sue
conseguenze utilizzando farmaci che bloccano la
cascata citochimica e la attivazione della coagulazione
ricorrendo alle EBPM o all’eparina non frazionata a dosi
terapeutiche, come da raccomandazioni dell’Agenzia
Italiana del Farmaco (AIFA) dell’11 aprile 2020 (69), della
Federazione dei Centri per la diagnosi della trombosi e
la Sorveglianza delle Terapie Antitrombotiche (FCSA)
(70) e della Societa Italiana per lo Studio del’Emostasi e
della Trombosi (SISET) (71).

Le EBPM hanno dimostrato di possedere anche
proprieta antinfiammatorie: infatti la frazione non
anticoagulante della enoxaparina ha mostrato
soppressione in vitro del rilascio di IL-6 e IL-8 da parte di
cellule epiteliali polmonari umane (72). L'eparina
possiede infatti, oltre all’azione anticoagulante,
numerose funzioni immunomodulanti: inibizione
dell’inflammazione, inibizione del reclutamento dei
granulociti neutrofili, inibizione dei mediatori infiammatori
indotti dai lipopolisaccaridi (LPS), inibizione della
migrazione dei granulociti eosinofili. Inoltre, studi
sperimentali in vitro ed in vivo hanno dimostrato che i
coronavirus umani utilizzano proteoglicani con
eparansolfato per legarsi alle cellule bersaglio (73). In
effetti, & stata recentemente dimostrata l'interazione tra il
dominio di legame del recettore della proteina Spike S1
SARS-CoV-2 (SARS-CoV-2 S1 RBD) e l'eparina
suggerendo un ruolo per l'eparina nell'armamentario
terapeutico contro il COVID-19 (74).

Va qui ricordato che particolare attenzione va posta
nei confronti dei pazienti con COVID-19 che al momento
dell'infezione erano gia in terapia anticoagulante per
varie indicazioni con anti-Vitamina K (AVK), coumadin e
sintrom o con i Direct Oral AntiCoagulant (DOAC). In tali
casi l'uso di terapie con antibiotici o con antivirali,
interferisce con I'azione anticoagulante di questi farmaci
ed é stato suggerito di sospendere DOAC e AVK e di

Figura 3

adottare una terapia con eparina (69).
Parametri dell'emostasi ed evoluzione della
coagulopatia e mortalita

Tra i parametri di laboratorio piu rilevanti per seguire
I'evoluzione della coagulopatia presente nei pazienti
affetti da COVID-19 risultano particolarmente utili:

- il conteggio piastrinico

- ilPT
- il D-dimero
Come riportato in diversi studi, il D-dimero & il

parametro che correla meglio con I'evoluzione clinica del
paziente. In uno studio di Tang et al. (75) sono stati
indagati 449 pazienti, di cui 99 (22,0%) avevano ricevuto
un trattamento con eparina per almeno 7 giorni, 94 con
EBPM (40-60 mg di enoxaparina/giorno) e 5 con eparina
non frazionata (ENF) (10 000-140 000 U/ giorno). Fra
questi pazienti, 97 (21,6%) soddisfano i criteri di SIC
(punteggio totale =4) e sono stati classificati come casi
gravi. Alla fine dello studio [a 28 giorni di monitoraggio,
315 pazienti (70,2%) erano sopravvissuti e 134 (29,8%)
pazienti erano deceduti]. Nessuna differenza sulla
mortalita a 28 giorni & stata riscontrata tra utilizzatori di
eparina e non utilizzatori (30,3% versus 29,7%, p=
0,910). Sono stati confrontati i risultati degli esami
del’emostasi tra sopravvissuti e non sopravvissuti,
applicando un modello di regressione logistica
multivariata per identificare un fattore di correlazione
indipendente della mortalita a 28 giorni della COVID-19;
¢ stata riscontrata significativita statistica (p<0,001) solo
per il D-dimero, il PT e la conta piastrinica. E' stata
valutata l'associazione tra trattamento con eparina ed
esiti in pazienti stratificati in base al punteggio SIC o al
risultato del D-dimero (Figura 3). Il trattamento con
eparina €& stato associato a una mortalita inferiore nei
pazienti con punteggio SIC 24 (40,0% versus 64,2%, p=
0,029), rispetto a quelli con punteggio SIC <4 (29,0%
versus 22,6%, p= 0,419). Poiché i pazienti sono stati
stratificati in base al risultato del D-dimero, la mortalita

Relazione tra mortalita a 28 giorni, positivita o negativita allo score SIC (20 <4), e valori del D-dimero
Legenda: SIC = Sepsis-Induced Coagulopathy, ULN = Upper Limit of Normal (<0,5 mg/L)
Modificato da “Anticoagulant treatment is associated with decreased mortality in severe coronavirus disease 2019 patients with

coagulopathy”. Tang N, et al. J Thromb Haemost 2020 (rif 75).
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nei pazienti in trattamento con eparina si €
sostanzialmente mantenuta allo stesso livello, mentre
nei non trattati con eparina, la mortalita € aumentata con
I'aumento del D-dimero. Quando il D-dimero era
superiore a 3,0 mg/L (6 volte il limite superiore del
normale, 6 ULN - Upper Limit of Normal), & stata rilevata
una riduzione approssimativa di circa il 20% della
mortalita nei pazienti che ricevevano eparina (32,8%
versus 52,4%, p = 0,017).

In uno studio di Huang et al. sono stati arruolati 41
pazienti con COVID-19, 13 ricoverati in terapia intensiva,
28 al di fuori della terapia intensiva: i livelli del D-dimero
sono risultati piu elevati nei pazienti in terapia intensiva
con una mediana di 2,4 mg/L (intervallo 0,6-14,4)
rispetto a 0,5 mg/L (intervallo 0,3-0,8, p = 0,0042) dei
pazienti non in terapia intensiva (14).

In un altro studio di Wang et al. sono stati valutati
138 pazienti, 36 ricoverati in terapia intensiva e 102 no;
i livelli del D-dimero al momento del ricovero erano piu
alti nei pazienti in terapia intensiva con una mediana di
0,41 mg/L (intervallo 0,19-1,32) rispetto a 0,17 mg/L
(intervallo 0,10-0,28), p <0,001) dei pazienti non in
terapia intensiva (76). Il profilo dinamico dei risultati di
laboratorio & stato monitorato in 33 pazienti (5 non
sopravvissuti e 28 sopravvissuti), con un aumento delle
concentrazioni del D-dimero piu elevato nei non
sopravvissuti rispetto ai sopravvissuti (76).

Ancora piu numerosi sono stati i pazienti reclutati
nello studio di Guan et al. che ha incluso 1099 pazienti;
in questi pazienti & stata operata una distinzione in base
al valore soglia del D-dimero (20,5 mg/L). Nei pazienti
classificati come gravi, il D-dimero era elevato nel 59,6%
dei casi (65 su 109) rispetto al 43,2% nei casi non gravi
(195 su 451) (69). Nei pazienti che sono stati ricoverati
nelle Unita di Terapia Intensiva per la necessita di
ventilazione meccanica o che sono deceduti, i valori del
D-dimero sono risultati elevati nel 69,4% dei casi (34 su
49) rispetto al 44,2% (226 su 511) degli altri pazienti (77).

Nello studio retrospettivo e multicentrico di Zhou et
al. sono stati inclusi 191 pazienti: di questi, 137 sono
stati dimessi e 54 sono morti in ospedale (78). | valori del
D-dimero sono risultati piu alti nei non sopravvissuti con
una mediana di 5,2 mg/L (intervallo 1.5 -21,1) rispetto a
0,6 mg/L (intervallo 0,3-1,0), p <0,0001) dei
sopravvissuti (70). Inoltre, lo studio ha esaminato la
percentuale di pazienti con tre diversi intervalli di
concentrazioni di D-dimero (<£0,5; da >0,5 a <1; e >1
mg/L). L'81% dei non sopravvissuti (44 su 54) aveva
valori di D-dimero >1 mg/L rispetto al solo 24% dei
sopravvissuti (28 su 118) (78).

Le modifiche temporali sono state monitorate per i
marcatori di laboratorio dall'insorgenza della malattia e i
valori mediani del D-dimero erano statisticamente diversi
tra i sopravvissuti e i non sopravvissuti per ogni
misurazione dopo il 4° giorno di malattia (giorni 4, 7, 10,
13, 16, 19, 22) (70). L'evoluzione dei valori mediani del
D-dimero nei sopravvissuti & rimasta relativamente
stabile a partire da 0,3 mg/L al giorno 4 rispetto a 0,5
mg/L al giorno 22. Cio € sorprendentemente diverso dai
valori di D-dimero nei non sopravvissuti che si & evoluto

da 1,5 mg/L al giorno 4 rispetto a 42,2 mg/L al giorno 22

(78).

Inoltre, gli autori hanno voluto esplorare i fattori di
rischio associati alla morte intra-ospedaliera, quindi
hanno eseguito un modello di regressione logistica
univariata e multivariata. Sono state scelte 5 variabili per
I'analisi multivariata sulla base dei risultati di studi clinici
precedenti. L'analisi multivariata ha confermato che le
probabilita crescenti [OR = 20,04 (6,52-61,56) p
<0,0001] di morte in ospedale erano associate a livelli di
D-dimero superiori a 1,0 mg/L al momento del ricovero.
Nell'analisi multivariata, lo studio ha trovato probabilita
crescenti [OR = 18,42 (2,64-128,55) p = 0,0033] di morte
in ospedale associate a livelli di D-Dimero superiori a 1,0
mg/L al momento del ricovero (78).

Infine Thachil et al. coll. nella Linea Guida “ISTH
interim guidance on recognition and management of
coagulopathy in COVID-19” (65) sottolineano I'utilita di
impiegare 4 parametri dellemostasi facilmente
disponibili in tutti i laboratori, per il riconoscimento della
coagulopatia: D-Dimero, PT, conteggio delle piastrine e
fibrinogeno, elencati per ordine di importanza. Per il D-
dimero viene altresi suggerito che un aumento di 3-4
volte al limite superiore di normalita pu0 essere
classificato come aumento marcato. In base a questo
valore viene proposto un algoritmo suddividendo i
pazienti in tre gruppi:

— Pazienti ad alto rischio che si presentano al momento
del ricovero con D-dimero marcatamente aumentato,
PT prolungato, piastrine <100 x 10°L e/o fibrinogeno
<2,0 g/L. Questi pazienti devono essere monitorati
con lo stesso pannello di esami quotidianamente o
anche due volte al giorno.

— Pazienti ricoverati con D-dimero non marcatamente
aumentato, PT normale, conteggio piastrinico norma-
le e fibrinogeno elevato a causa di altre patologie
devono essere monitorati quotidianamente con lo
stesso pannello di esami.

— Pazienti non ricoverati con D-dimero non marcata-
mente elevato, PT normale, conteggio piastrinico
normale e fibrinogeno elevato: questi dati potranno
essere utilizzati in seguito se i pazienti presenteran-
no dei sintomi.

CONCLUSIONE

Alla luce degli studi sopra condotti & importante
eseguire sui pazienti con COVID-19 in fase critica una
serie di esami di coagulazione semplici e alla portata di
tutti i laboratori per mettere in luce in maniera precoce
alterazioni importanti a carico del sistema emostatico.
Questi esami sono il PT, il conteggio delle piastrine, la
determinazione del fibrinogeno e del D-dimero. E’
importante  porre  particolare  attenzione alla
determinazione del D-dimero che deve essere ripetuto
con cadenza diversa a seconda della gravita del quadro
clinico del paziente (65). E' anche opportuno ricordare
che un ulteriore contributo pud essere richiesto al
laboratorio di coagulazione nel caso in cui il paziente sia
sottoposto a trattamento anticoagulante con EBPM; in
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questo caso, oltre alla determinazione della creatinina, &
necessario eseguire la misura con metodo cromogenico
dell'attivita anti-Xa (I'intervallo deve essere compreso tra
0,2-0,5 U anti-Xa/mL) in quanto una funzionalita renale
alterata puo portare ad accumulo del farmaco e quindi
esporre il paziente ad un rischio emorragico importante.
In alternativa si pud utilizzare eparina non frazionata
mantenendo un livello del tempo di tromboplastina
parziale attivato ratio intorno a 1,5 (cercando di
mantenere i livelli al limite superiore dell'intervallo
raccomandato) (70).
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ABSTRACT

The role of laboratory monitoring in heparin treatment of COVID-19 patients.

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) can be associated with serious clinical complications such as acute
respiratory distress syndrome (ARDS), sepsis and multiple organ failure (MOF). A key event in the pathophysiology
of ARDS is immunothrombosis, a process initiated by the innate immune system that provides a first line of defense
for local control of infection. In its physiological form, immunothrombosis is intended to facilitate the recognition,
containment and destruction of pathogens, thus protecting the integrity of the host without inducing significant
collateral damage. The cytokine storm that occurs during COVID-19 induces often venous and arterial thrombotic
events affecting different organs, not limited to the respiratory system. It is therefore necessary to introduce an
anticoagulant treatment in patients with COVID-19 to prevent the onset and the extension of thrombotic events. The
low molecular weight heparin (LMWH) is the first-choice drug recommended by the main international scientific
societies; alternatively, unfractionated heparin (UFH) or fondaparinux can be used. The dosage of these drugs in
patients with COVID-19 is still under discussion. The coagulation testing plays an important role in monitoring the
efficacy and safety of UFH treatment; in the case of LMWHSs, these usually do not require monitoring but, if
alterations of renal function occur, it is important to perform the chromogenic determinations of the anti-Xa activity,
paying a particular attention to the timing of sampling, the pre-analytical variables, calibration of the test and
reference ranges.

INTRODUZIONE

La malattia da coronavirus 2019 (COVID-19) &
causata dal virus SARS-CoV2, un patogeno
appartenente alla famiglia dei coronavirus (CoV), virus
respiratori responsabili di malattie con forme
sintomatiche che possono variare da lievi (come il
comune raffreddore) a moderate, fino a sindromi
respiratorie gravi come la sindrome respiratoria
mediorientale (MERS) e la sindrome respiratoria acuta
grave (SARS) (1-3).

La maggior parte dei pazienti affetti da COVID-19
presenta sintomi da lievi a moderati come febbre, tosse
secca, affaticamento, mal di testa e dolore muscolare;
meno frequentemente presenta mal di gola, naso che

cola, diarrea, emottisi e brividi. Tuttavia, il 15% di essi
progredisce verso una forma grave di polmonite
interstiziale, che richiede ospedalizzazione e supporto
d’ossigeno, e circa il 5% alla fine sviluppa una sindrome
da distress respiratorio acuto (ARDS), sepsi e shock
settico e/o insufficienza multipla d’'organo (MOF), a tal
punto da richiedere cure intensive. L’'acidosi metabolica
e la presenza di coagulopatia, inclusa la coagulazione
disseminata intravascolare (CID), si associano a queste
forme gravi di infezione (1). Gli adulti piu anziani, quelli
con disturbi immunitari e comorbilita, rappresentano i
soggetti piu a rischio di sviluppare ARDS, cosi come le
altre complicanze potenzialmente fatali; tuttavia anche i
pazienti giovani e altrimenti sani non ne sono
completamente esenti.
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Anche il sistema cardiovascolare viene interessato
dall'infezione virale, con complicanze quali miocardite,
infarto acuto del miocardio, insufficienza cardiaca,
disritmia ed eventi tromboembolici venosi (2,3). Il rischio
di eventi trombotici € particolarmente elevato nei pazienti
COVID-19 ricoverati in terapia intensiva, con stime che
vanno dal 25% delle casistiche cinesi, al 31% di un
recente studio olandese, in pazienti gia in profilassi
eparinica (4). L'attivazione della coagulazione e/o della
fibrinolisi si verificano come parte della risposta
inflammatoria acuta ad una infezione, e la forma grave di
COVID-19 & comunemente complicata da una grave
coagulopatia, nella quale livelli di D-dimero
marcatamente elevati si associano ad una prognosi
infausta (5).

L'ARDS & caratterizzata da una interruzione
dell'integrita della barriera endoteliale e da danno
polmonare diffuso. Lo squilibrio tra coagulazione e
inflammazione & una caratteristica predominante
dellARDS, che porta ad un'estrema risposta
infammatoria e alla deposizione diffusa di fibrina nel
letto capillare vascolare e negli alveoli. E stato osservato
che la maggior parte dei pazienti affetti da una forma
grave di COVID-19 presentano livelli sierici
particolarmente elevati di citochine pro-infammatorie tra
cui IL-6 e IL-1B, nonché di IL-2, IL-8, IL-17, Granulocyte
Colony Stimulating Factor (G-CSF), Granulocyte
Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF),
Tumor Necrosis Factor a (TNF a) ed altre (6,7).

Questa & una fase molto critica della malattia,
caratterizzata da una “tempesta citochinica”, ovvero da
una infiammazione fuori controllo indotta dal sistema
immunitario disregolato (7-9). Alti livelli di citochine pro-
inflammatorie possono causare shock e danni ai tessuti
nel cuore, nel fegato e nei reni, nonché insufficienza
respiratoria e MOF; inoltre, stimolano una massiccia
infiltrazione di neutrofili e macrofagi nei polmoni,
causando danno alveolare e formazione di membrane
ialine ed ispessimento della parete alveolare.

PATOGENESI DELLA IMMUNOTROMBOSI
NEL PAZIENTE COVID-19

Un evento chiave nella fisiopatologia dellARDS &
'immunotrombosi, un processo avviato dal sistema
immunitario innato che fornisce una prima linea di
difesa per il controllo localizzato dell'infezione (10). La
fibrina costituisce la base strutturale, I'impalcatura
(scaffold) dei coaguli immunotrombotici e il suo
assemblaggio prevede l'azione concertata di fattori
della coagulazione, piastrine e leucociti, all'interno dei
vasi sanguigni e in particolare nei microvasi.

L'immunotrombosi nella sua forma fisiologica &
deputata a facilitare il riconoscimento, il contenimento
e la distruzione dei patogeni, proteggendo cosi
l'integrita dell'ospite senza indurre danni collaterali
importanti all'ospite. Tuttavia, se non controllata,
I'immunotrombosi & un processo biologico che
favorisce le patologie associate alla trombosi.

Sebbene la capacita di formare trombi di fronte a
una lesione dei vasi sia nota da tempo come
essenziale per il mantenimento dell'emostasi, fino a
poco tempo fa non era stata riconosciuta come un
meccanismo intravascolare di difesa immunitaria. Il
termine immunotrombosi & stato coniato da
Engelmann e Massberg, che lo hanno descritto come
un potenziale ausilio biologico per contenere la
diffusione dell'infezione (11).

Le tappe fondamentali attraverso le quali
I'immunotrombosi previene la diffusione dell'infezione
sono quattro ed includono:

- la cattura dei patogeni nel microcircolo e il blocco
della loro diffusione
- il blocco dell'invasione dei tessuti anche lontani
attraverso la formazione di microtrombi
- la concentrazione di battericidi per I'eliminazione
dei patogeni da parte delle cellule immunitarie
innate
- il reclutamento di altre cellule immunitarie nel sito
dell'infiammazione per eliminare i restanti patoge-
ni.
In questo processo un ruolo fondamentale & svolto dai
“Neutrophil Extracellular Traps” (NETs). | NETs sono
costituiti da reti extracellulari di cromatina, proteine
microbicide ed enzimi ossidanti rilasciati dai neutrofili
attivati per contenere le infezioni (12). Tuttavia, se
non adeguatamente regolati, i NETs hanno il
potenziale di propagare linflammazione e indurre
trombosi microvascolare (13). E infatti stato
dimostrato che i vari costituenti dei NETs sono in
grado di agire sul processo coagulativo mediante
attivazione della via da contatto, contribuire
all'attivazione piastrinica, modulare la fibrinolisi e
indurre I'espressione di Fattore Tissutale (14) (Figura
1). Il ruolo dei NETs in pazienti con COVID-19 & stato
recentemente esplorato da Zuo et al. (15). In
particolare, gli autori hanno osservato che i sieri di
pazienti con COVID-19 (50 pazienti, 84 campioni)
presentano elevati livelli di DNA libero (cell-free DNA,
cfDNA), mieloperossidasi associata a DNA (MPO-
DNA) e di istone citrullinato H3 (Cit-H3); gli ultimi due
sono marcatori altamente specifici dei NET. | livelli di
cfDNA correlavano con le molecole di fase acuta tra
cui la proteina C-reattiva, il D-dimero e la lattato
deidrogenasi (LDH), nonché con la conta assoluta dei
neutrofili. Gli autori hanno mostrato inoltre che sia i
livelli di cfDNA che di MPO-DNA sono piu elevati nei
pazienti ospedalizzati che ricevevano ventilazione
meccanica rispetto ai pazienti ospedalizzati che
respiravano aria nella stanza.

Non solo i NETs hanno un ruolo nel processo
dell'immunotrombosi. Un altro attore molto importante
in questo fenomeno & I'endotelio vascolare (16).
Nell'emostasi fisiologica, la coagulazione e la
fibrinolisi sono strettamente regolate e mantenute in
equilibrio dall'endotelio, in modo tale da consentire al
sangue di fluire liberamente senza sanguinamento
sistemico o coagulazione. Il TF & una glicoproteina
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Meccanismi patogenetici della immunotrombosi.
vWEF, von Willebrand Factor; TF, Tissue Factor; PAI-1, Inibitore 1 de

transmembrana procoagulante sintetizzata
dall'endotelio e dai leucociti, che, in complesso con il
FVlla, attiva i FIX e FX, porta alla fine alla formazione
del coagulo. L'endotelio regola [lattivita del TF
producendo il suo inibitore (Tissue Factor Pathway
Inhibitor o TFPI), che limita la deposizione di fibrina
legandosi al FXa e inibendo il complesso FVIla/TF.
Inoltre, I'endotelio regola ulteriormente
I'anticoagulazione attivando la proteina C tramite la
trombomodulina e il recettore della proteina C
endoteliale (EPCR), che inibisce il FV, il FVII e
I'inibitore dell’attivatore del plasminogeno di tipo 1
(PAI-1). 1l PAI-1, un'altra glicoproteina sintetizzata
dall’endotelio e dal fegato, regola la fibrinolisi
inibendo l'attivatore del plasminogeno tissutale (tPA)
in condizioni fisiologiche, ma viene rilasciato
progressivamente durante l'infiammazione. In
condizioni di inflammazione e sepsi, le citochine e le
specie reattive inducono uno stato protrombotico,
antifibrinolitico. Le stesse sostanze pro-inflammatorie
rendono I’endotelio proadesivo, inducendone
I’esposizione di molecole di adesione [P-selettina,
Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1),
InterCellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1)] che
iniziano l'adesione dei leucociti, portando alla loro
trasmigrazione ai tessuti, in un processo chiamato
diapedesi. Nei tessuti, i leucociti possono rilasciare
mediatori inflammatori e molecole reattive per
distruggere i patogeni, ma allo stesso tempo possono
potenzialmente causare danni ai tessuti stessi.
Sappiamo che il SARS-Cov2, per infettare le
cellule dell'ospite, utilizza il recettore dell'enzima di
conversione dell'angiotensina (ACE2) espresso dagli
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Il'attivatore del Plasminogeno.

pneumociti del rivestimento alveolare epiteliale,
causando cosi lesioni ai polmoni. Tuttavia, il recettore
ACE2 & anche ampiamente espresso sulle cellule
endoteliali, che sono presenti in numerosi organi
(miocardio, tratto gastrointestinale, midollo osseo,
reni e milza), potenziale spiegazione della lesione
multiorgano osservata nei pazienti con infezione da
SARS-CoV2.

Il reclutamento delle cellule immunitarie, sia da
parte dell’endotelio infettato o immunomediato, pud
provocare una disfunzione endoteliale sistemica che
puo portare all’apoptosi. L'endotelio vascolare € un
organo paracrino, endocrino e autocrino attivo che ¢
indispensabile per la regolazione del tono vascolare e
il mantenimento dell'omeostasi vascolare.

La disfunzione endoteliale & un determinante
principale della disfunzione microvascolare spostando
I'equilibrio  vascolare verso una maggiore
vasocostrizione con successiva ischemia d'organo,
infiammazione con edema tissutale associato e stato
procoagulante. Uno studio su preparati autoptici
effettuato da Varga Z et al. (17) in una serie di pazienti
deceduti per COVID19, ha evidenziato la presenza di
elementi virali all'interno delle cellule endoteliali da
distretti vascolari di vari organi, cosi come la presenza
di una infliammazione endoteliale diffusa. Questi
risultati suggeriscono che l'infezione da SARS-CoV-2
facilita I'induzione di una endotelite in diversi organi
come conseguenza diretta del coinvolgimento virale
(come notato dalla presenza di corpi virali) e della
risposta infammatoria dell'ospite. Inoltre, I'induzione
dell'apoptosi e della pirotosi (una forma altamente
inflammatoria di morte cellulare programmata che si
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verifica piu frequentemente in seguito a infezione da
agenti patogeni) potrebbe avere un ruolo importante
nella lesione delle cellule endoteliali nei pazienti con
COVID-19.

Non bisogna dimenticare che all'interno delle
cellule endoteliali si trovano dei granuli, i cosiddetti
Weibel Palade Bodies (WPB), contenenti sostanze
proinflammatorie e procoagulanti, come il fattore di
von Willebrand (VWF), la P-selettina e I'angiotensina
2, che hanno il potenziale di regolare
I'immunotrombosi. E stato infatti dimostrato da vari
studi in vitro ed in vivo che gli istoni associati ai NETs
sono in grado di stimolare attivamente la secrezione
dei WPB dalle cellule endoteliali, con liberazione dei
multimeri ad altissimo peso molecolare di vVWF sulla
superficie endoteliale, che possono cosi legare le
piastrine in condizioni di flusso (18).

L'endotelite COVID-19 potrebbe spiegare la
funzione microcircolatoria compromessa sistemica in
diversi letti vascolari nonché le sequele cliniche in
questi pazienti. Questa ipotesi fornisce una logica per
le terapie mirate a stabilizzare I'endotelio mentre si
affronta la replicazione virale, in particolare con
farmaci anti-infiammatori anti-citochine, ACE-inibitori
e statine. Questa strategia potrebbe essere
particolarmente rilevante per i pazienti vulnerabili con
disfunzione endoteliale preesistente, che & associata
a sesso maschile, abitudine al fumo, ipertensione,
diabete, obesita e malattie cardiovascolari accertate,
tutte associate a esiti avversi nel COVID-19.

In  conclusione, [|'attivazione incontrollata
dell'infiammazione e la concomitante attivazione della
coagulazione e dell’endotelio vascolare possono
esitare nel fenomeno patologico dell'immunotrombosi
anche nei pazienti con COVID-19. A causa delle
chiare somiglianze tra la presentazione clinica di
COVID-19 grave e le NETopatie note - ARDS e
microtrombosi — & verosimile che un eccesso di NETs
possa svolgere un ruolo importante nella malattia, e
I'obiettivo terapeutico diretto e / o indiretto verso i
NETs con i farmaci disponibili potrebbe rappresentare
un presidio importante per ridurre la grave
sintomatologia clinica di COVID-19 (19).

LE TERAPIE ANTICOAGULANTI NEL
PAZIENTE CON COVID-19

Pur essendo disponibili studi preliminari e
raccomandazioni da parte di gruppi di lavoro e
Societa Scientifiche, ad oggi non esistono lavori
scientifici né linee guida che abbiano dimostrato
efficacia nel trattamento della coagulopatia da
COVID-2019 (COVID Associated Coagulopathy,
CAC). Non sono ancora disponibili, in quanto ancora
in corso, i risultati di studi clinici adeguati (prospettici,
randomizzati) che possano definire chiare strategie
terapeutiche. Sono state pubblicate serie di casi clinici
o riscontri aneddotici su numeri esigui di pazienti. Cio
e dovuto al fatto che la pandemia da COVID-19 ha
costituito, per la prima volta nella storia moderna, una

terribile emergenza che nei drammatici momenti
iniziali ha travolto i Sistemi Sanitari Nazionali, non
consentendo una immediata programmazione di studi
clinici.

In questa fase iniziale della pandemia sono state
segnalate ed utilizzate numerose strategie
terapeutiche, basate sull' utilizzo di farmaci attivi
sull'emostasi e di farmaci di altra natura, in grado di
generare un miglioramento della mortalita o della
sintomatologia della sindrome associata a COVID-19
ed alla CAC, complicanza avanzata della sindrome
stessa, descritta nelle fasi 3-4 della malattia (Figura
2).

E’ opportuno ricordare anche il ricorso ad alcune
molecole in grado di evitare o ridurre la "tempesta
citochinica", correlata all'enorme aumento dei livelli
circolanti di IL-1, IL-6 ed IL-8, TNF-alfa ed altre, virus-
indotte, che precedono e possono indurre la CAC.

Clorochina ed idrossiclorochina sono farmaci
antimalarici ed antireumatici, che hanno dimostrato
avere in vitro attivita anti SARS-CoV2, ritardando o
impedendo al virus la penetrazione attraverso la
membrana cellulare; se somministrati in fase precoce,
sono in grado di migliorare la prognosi e spesso di
evitare la necessita del trattamento in terapia
intensiva (ventilazione assistita). E’ stato anche
riportato che alcuni antivirali (lopinavir/ritonavir,
darunavir/ritonavir, darunavir/cabicistat, remdesivir)
gia utilizzati per il virus ebola o per altri coronavirus
mostrano una scarsa attivita nel frenare il COVID-19
(20). La validita dei corticosteroidi € ancora discussa
in tale contesto, mentre pare favorevole I'azione di un
antibiotico, I'azitromicina, in associazione con
I'idrossiclorochina;  tolicizumab, sarilumab e
saltixumab sono anticorpi monoclonali anti-IL-6.
Baricitinib, ruxolitinib ed imatinib sono molecole
utilizzate nelle forme mieloproliferative croniche, ed
hanno una attivita anti JAK1/JAK2. Anakinra ha
attivita anti IL-1, mentre eculizumab agisce contro la
cascata complementare, in particolare contro la C5-
convertasi. Questi farmaci, da soli o in associazione,
sono stati utilizzati con risultati non sempre univoci, e
non sono privi di effetti collaterali. Una caratteristica
comune a molte di queste molecole &€ comunque
quella di contenere la “tempesta citochinica”, di fatto
riducendo la possibilita di evoluzione clinica verso una
fase piu grave di malattia, e verso una CAC. Bisogna
ricordare che nei protocolli terapeutici e negli studi
clinici queste molecole sono state utilizzate con
modalita "off-label", cioé al di fuori dell'indicazione
ministeriale contenuta nella scheda tecnica.

La recentissima letteratura scientifica inoltre ha
cercato di definire la CAC da un punto di vista
fisiopatologico e laboratoristico, differenziandola dalla
CID e dalla coagulopatia indotta da sepsi (SIC) (21).
Per quanto queste ultime due entita nosologiche
siano note da tempo, non esiste un trattamento
consolidato e sicuramente efficace se non il
rimuovere la causa scatenante; la stessa definizione
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Algoritmo per la diagnosi e I'evoluzione clinica della malattia da COVID-19.

Modificata dal sito: http://www.rheumapainacademy.com/wp-content/uploads/2020/03/algoritmo-28.03.pdf.
EGA, emogasanalisi; PT, Tempo di protrombina; LDH, Lattico Deidrogenasi; PCR, Proteina C reattiva; IL6, Intereleuchina 6; ETG,
Ecografia toracica polmonare; CT-SCAN, Tomografia computerizzata.

di CID/SIC vede differenze fra diverse Societa
Scientifiche (22). Dal punto di vista delle analisi di
laboratorio le caratteristiche differenziali sono
riportate nella Tabella 1.

| parametri di laboratorio utilizzati nella diagnosi
differenziale sono: conteggio piastrinico, FDP o D-
dimero, fibrinogeno e tempo di protrombina. Che si
tratti di CID o di SIC, le indicazioni terapeutiche e i
risultati di studi clinici non sono concordanti. Mentre vi
€ un certo consenso nell'utilizzo di eparine a basso
peso molecolare (EBPM) a dosi di profilassi (4 000
U/die), come suggerito dalle principali Societa
Scientifiche del settore [la International Society of
Thrombosis and Haemostasis (ISTH), la Societa
Italiana per lo Studio del’Emostasi e della Trombosi
(SISET), Federazione dei Centri per la Diagnosi della
Trombosi e la Sorveglianza delle terapie
Antitrombotiche (FCSA)], I'antitrombina (AT), la
trombomodulina, e la proteina S sono state utilizzate
negli studi clinici che hanno incluso un limitato
numero di pazienti e non hanno fornito risultati
univoci. Di fatto questi farmaci non sono ancora
entrati a far parte della comune terapia in tale
contesto. Vi & pero un certo accordo nell'utilizzo di AT
se i valori circolanti di AT sono inferiori al 70%, ed e
stata proposto un trattamento con AT ad alte dosi
nelle CID/SIC ad elevato rischio emorragico, nelle
quali si preferisce evitare I'uso delle EBPM.

Pur non essendo facile distinguere la CID o SIC
dalla CAC, alcune caratteristiche peculiari sono
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emerse dai primi resoconti sulla CAC,
prevalentemente dall'esperienza cinese di Wuhan.
Nella CAC, il D-dimero & generalmente molto elevato,
ed i suoi livelli correlano con aumentata mortalita (23).
AT e piastrine sono raramente ridotte in modo
significativo ed il tempo di protrombina (PT) € di poco
alterato. Il fibrinogeno € normale, elevato o molto
elevato, la proteina C reattiva (PCR) e I'lL-6 sono
molto elevati. A fronte di una non risposta alla terapia,
questi parametri possono poi peggiorare evolvendo
verso una forma di CID conclamata, con
allungamento di PT e tempo di tromboplastina
parziale attivato (APTT), riduzione significativa del
numero delle piastrine e del fibrinogeno (fase 4 della
Tabella 1).

L'ISTH ha prodotto una "Interim Guidance"
definendo alcune caratteristiche della CAC, gia
riscontrate nell'esperienza cinese (24). Il D-dimero
elevato, il PT solo lievemente allungato e le piastrine
nella norma o lievemente ridotte costituivano la
caratteristica comune alla maggior parte dei pazienti
con sindrome COVD-19 correlata (25). In particolare,
per quanto riguarda il D-dimero, Tang et al. (26)
hanno osservato che gli elevati livelli (>3,0 mg/L)
correlavano direttamente con una cattiva prognosi.
Questa linea guida raccomanda la terapia con EBPM
in tutti i pazienti sintomatici ricoverati, a dosi
profilattiche, escludendo solo i pazienti con grave
piastrinopenia (<25 x 10°L) o con sanguinamenti in
atto.
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Tabella 1

Diagnosi differenziale della Coagulazione Intravascolare Disseminata (DIC) e della Coagulopatia Indotta da Sepsi (SIC).

Sintomi clinici Patologia sottostante: 1 p

Sanguinamento: 1 p Op
Insufficienza d’argano: 1 p Op

Conta Piastrinica 80-120:1 p 50-100:1 p
50-<80:2p <50:2 p
<50:3 p

Markers associati alla FDP FDP, D-Dimero, SF

Fibrina 10-20:1 p Aumento moderato:2 p
20-40:2 p Aumento forte: 3 p
>403 p

Fibrinogeno (mg/dL) 100-150:1 p <100:1 p
<100:2 p

PT PT ratio PT prolungato (s)
1.25-1.67:1 p 3-6:lp
>1.67:2p >6:2 p

Diagnosi di CID >7p >5p

Op SIRS score »3:1 p Op

0p Op SOFA 4 elementi*:
11p
>2:2p

50-100:1 p 80-120 0 | >30% 24h: 1 p 100-150: 1 p

<50:2p 50-<80 o ,50% 24h :2 p <100:2 p

FDP, D-Dimero, SF FDP Nessuno

Aumento moderato: 2 p  10-25:1 p

Aumento forte: 3 p >25:3p

Nessuno Nessuno Nessuno

PT prolungato (s) PT ratio PT ratio

3-6:1p 12:1p 1.2-14:1p

>6:2 p >14:2p

>4p >4 p >4 p (coagulopatia)

JMHW, Japanese Ministry of Health and Wellfare; ISTH, International Society of Thrombosis and Haemostasis; JAAM, Japanese
Association for Acute Medicine; SIRS, Systemic Inflammatory Response Syndrome; SOFA, Sequential Organ Failure Assessement;
FDP, Prodotti di Degradazione e della Fibrina; SF, Fibrina Solubile; PT, Tempo di Protrombina.

*SOFA 4 elementi include valutazione cardiovascolare, respiratoria, epatica e renale.

Modificata da “Haemostasis disseminated intravascular coagulation score in critically ill patients with sepsis 3.0: a retrospective

study.” Ding R, et al (22).

| pazienti ricoverati per polmonite COVID-19
correlata hanno generalmente una degenza di circa 4-
6 settimane, in condizioni spesso febbrili, con ridotta
mobilita o immobilita, che richiederebbe comunque
una rigorosa prevenzione antitrombotica. Inoltre &
stato dimostrato che la "tempesta citochinica"
riscontrata nei pazienti piu gravi induce una
condizione importante di ipercoagulabilita (26).
L'evidenza che elevati livelli di D-dimero in pazienti
con COVID-19 correlano con la mortalita indica un
ruolo preminente della trombosi nella morbilita e
mortalita di tali pazienti. Gli eventi trombotici sono
generalmente rappresentati da trombosi venose
profonde o embolie polmonari, ma anche da eventi
arteriosi come stroke o infarto miocardico acuto.
Inoltre, un’analisi di sottogruppo condotta in uno
studio osservazionale a Wuhan (25,26) ha dimostrato
una miglior prognosi nei pazienti piu gravi se trattati
con una EBPM (enoxaparina). Referti autoptici hanno
poi evidenziato un quadro di trombosi del microcircolo
polmonare (non embolia polmonare) in numerosi
pazienti studiati.

L'insieme di queste osservazioni ha indotto ad
utilizzare EBPM in tutti questi pazienti. Non & ancora
ben definita la dose di EBPM da utilizzare, anche se
questa generalmente varia a seconda che vi sia
indicazione a prevenzione (profilassi) o terapia del
tromboembolismo venoso.
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Il protocollo proposto dal Policlinico di Milano -
Regione Lombardia (27) stratifica i pazienti COVID-19
in 3 fasce basate sulla criticita clinica. L'aumento del
numero di complicanze trombotiche osservato in
pazienti COVID-19 e alla base della scelta di
incrementare le dosi di EBPM, rispetto a schemi
precedentemente pubblicati.

- bassa intensita di cura: enoxaparina 100 U/kg/die.
Se il paziente & obeso o € a rischio trombotico ele-
vato: dosaggio sub-terapeutico di 70 U/kg x 2/die

- intensita intermedia-alta: enoxaparina 70 U/kg x
2/die

- terapia intensiva: enoxaparina 100 U/kg x 2/die

Per quanto riguarda la bassa intensita di cura, la

scelta fra le due opzioni pud essere guidata dallo

score Sequential Organ Failure Score (SOFA) (28),

utilizzando la dose piu elevata se lo score € >6.

La terapia con EBPM deve essere effettuata per
tutto il periodo del ricovero ed essere continuata
anche dopo la dimissione, per altre 2 settimane.

E' evidente che non tutti i protocolli raccomandano
le stesse modalita terapeutiche con I'eparina; ad oggi
non esiste una chiara evidenza di quale possa essere
il miglior schema terapeutico, in termini di ridotti
eventi trombotici, controllo della CAC e ridotti eventi
emorragici, oltre all'outcome globale.

Il monitoraggio dell'attivita anti-Xa & indicato in
condizioni particolari (insufficienza renale, sovra-
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sottopeso, complicanze emorragiche, etc). La terapia
con EBPM ¢ sconsigliata se linsufficienza renale &
grave (eGFR <30 mL/min/1,73m? ) e nel paziente a
rischio emorragico o con emorragia in atto; in tali
situazioni & indicata la elastocompressione o
compressione pneumatica intermittente.

Riassumendo, l'unico  farmaco utilizzato,
raccomandato e verosimilmente attivo, con azione
diretta sull'emostasi nella sindrome COVID-19
correlata e nella CAC e risultata essere 'EBPM. In
sostanza la CAC deve essere soprattutto prevenuta,
quando possibile, con una terapia basata su
associazione di farmaci antivirali, idrossiclorochina,
anti IL-1, IL-6, anti JAK 1 ed anti JAK2 in grado di
ridurre la tempesta citochinica, mentre 'EBPM deve
essere somministrata a tutti i pazienti con COVID-19
ospedalizzati.

IL TRATTAMENTO EPARINICO IN CORSO DI
COVID-19

Mentre le scelte terapeutiche delle prime fasi
dell'infezione devono mirare al contenimento della
crescita virale, nelle fasi avanzate I'obiettivo & il
contenimento dell’iperinflammazione e delle sue
conseguenze, utilizzando farmaci che bloccano la
cascata citochinica e l'attivazione della coagulazione
ricorrendo alle EBPM o all’eparina non frazionata a
dosi terapeutiche, come da raccomandazioni
dell’Agenzia Italiana del Farmaco (AIFA) dell’11 aprile
2020 (29), della FCSA (30) e della SISET (31).

Le EBPM sono glicosaminoglicani che derivano
dalla eparina non frazionata (ENF) dopo trattamento
con depolimerizzazione chimica o enzimatica; hanno
un peso molecolare medio tra 4000 e 5000 daltons
con un intervallo compreso tra 2000 e 9000 daltons.
La depolimerizzazione dell'lENF produce frammenti a
basso peso molecolare che presentano un legame
ridotto con le proteine plasmatiche e con le cellule. La
ridotta affinita per le proteine plasmatiche e le cellule
spiega le differenze anticoagulanti, farmacocinetiche
ed altre differenze biologiche tra ENF e EBPM.
Pertanto, rispetto all'lENF, le EBPM hanno una ridotta
capacita di inattivare la trombina perché i frammenti
piu piccoli non possono legarsi contemporaneamente
all'AT e alla trombina. Il legame ridotto alle proteine
plasmatiche diverse dal’AT & responsabile della
relazione dose-risposta piu prevedibile delle EBPM.
La diminuzione del legame con i macrofagi e con le
cellule endoteliali spiega la maggiore emivita
plasmatica delle EBPM rispetto all'ENF, mentre il
legame ridotto con le piastrine e il fattore piastrinico 4
(PF4) spiega la minore incidenza di trombocitopenia
indotta da eparina (HIT).

Come I'ENF, anche le EBPM producono il loro
principale effetto anticoagulante catalizzando
I'inibizione dei fattori attivati della coagulazione
attraverso la mediazione dell’AT. Analogamente alla
ENF, anche per il legame delle EBPM all’AT &

richiesta una sequenza pentasaccaridica; questa
sequenza si trova su meno di un terzo delle molecole
di EBPM. Poiché solo le catene di eparina contenenti
pentasaccaridi, composte da almeno 18 unita
saccaridiche, sono di lunghezza sufficiente per
collegare I'AT alla trombina, molte molecole di EBPM
(dal 50% al 75%) hanno catene troppo corte per
catalizzare l'inibizione della trombina (Figura 3).
Tuttavia, queste catene sono in grado di promuovere
I'inattivazione del fattore Xa da parte dell’AT perché
questa reazione non richiede un legame tra 'eparina
e il fattore attivato. Poiché praticamente tutte le
molecole di ENF contengono almeno 18 unita di
saccaride, I'eparina non frazionata ha, per definizione,
un rapporto anti-Xa/anti-lla di 1:1. Al contrario, le
EBPM hanno rapporti anti-Xa / anti-lla tra 2:1 e 4:1 a
seconda delle loro dimensioni molecolari (32,33).

Ad oggi sono ormai numerose le societa
scientifiche che hanno raccomandato la
stratificazione del rischio e I|'adozione della
tromboprofilassi in tutti i pazienti ricoverati con
COVID-19 con EBPM, ma anche con ENF o con
fondaparinux (farmaco analogo sintetico della catena
pentasaccaridica dell'eparina) alle dosi previste nelle
rispettive schede tecniche, salvo controindicazioni,
come un sanguinamento in atto, insufficienza renale,
precedente storia di HIT o un conteggio piastrinico
<25 x 10°L (34,35). La SISET, nel raccomandare
fortemente la tromboprofilassi, ha preso in
considerazione anche la possibilita di una profilassi a
dosi intermedie (ad esempio enoxaparina 4.000 U
ogni 12 ore) in base alla valutazione individuale, nel
caso di coesistenza di multipli fattori di rischio,
sottolineando la mancanza di dati a supporto
dell’utilizzo di anticoagulanti a dosi terapeutiche (35).
In questo ambito, infatti, sono dibattuti possibili effetti
benefici dell’eparina, per la sua azione
antinfiammatoria (38,39) e, secondo alcuni modelli
sperimentali, anche antivirali (40,41).

Le EBPM hanno dimostrato di possedere anche
proprieta antinflammatorie: infatti la frazione non
anticoagulante della enoxaparina ha anche mostrato
soppressione in vitro del rilascio di IL-6 e IL-8 da parte
di cellule epiteliali polmonari umane (42). L'eparina
possiede infatti, oltre all’azione anticoagulante,
numerose funzioni immunomodulanti:
~ inibizione dell’inflammazione
inibizione del reclutamento dei granulociti neutrofili
inibizione dei mediatori infiammatori indotti dai lipo-
polisaccaridi (LPS)
inibizione della migrazione dei granulociti eosinofili.
Inoltre, studi sperimentali in vitro ed in vivo hanno
dimostrato che i coronavirus umani utilizzano
proteoglicani con eparansolfato per legarsi alle cellule
bersaglio (43). In effetti, € stata recentemente
dimostrata l'interazione tra il dominio di legame del
recettore della proteina Spike S1 SARS-CoV-2
(SARS-CoV-2 S1 RBD) e l'eparina suggerendo un
ulteriore ruolo per l'eparina nell'armamentario
terapeutico contro il COVID-19 (41).
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Attivita farmacologica dell’eparina non frazionata, dell’eparina a basso peso molecolare e del fondaparinux.

A: Eparina non frazionata
B: Eparina a basso peso molecolare
C: Fondaparinux.

Modificata da: Cronenwett JL Jonsthon KW. Antithrombotic therapy. In: Rutherfords Vascular Surgery. ed. Saunders Elsevier, 2014:

capitolo 35.

Va inoltre ricordato che particolare attenzione va
posta nei confronti dei pazienti con COVID-19 che al
momento dell'infezione erano gia in terapia
anticoagulante per varie indicazioni, con farmaci
anticoagulanti di tipo anti-vitamina K (AVK, coumadin
o sintrom) o con i Direct Oral AntiCoagulant (DOAC).
In tali casi, l'uso di terapie con antibiotici o con
antivirali, interferisce con l'azione anticoagulante di
questi farmaci; in questi pazienti & stato quindi
suggerito di sospendere i DOAC e gli AVK e di
adottare una terapia con eparina (29).

IL RUOLO DEL LABORATORIO DI
COAGULAZIONE NEL MONITROAGGIO DEL
TRATTAMENTO EPARINICO

Metodi Cromogenici per il dosaggio dell’atti-
vita anti X attivato

Principio del metodo

Il metodo cromogenico per la determinazione
dell’attivita anti-X attivato nel plasma (attivita anti-Xa)
introdotto alla fine degli anni 1970 & il metodo di
riferimento per la determinazione dellEBPM e del

biochimica clinica, 2020, vol. 44 SS3

fondaparinux e per il controllo degli anticoagulanti
orali diretti contro il FXa (denominati cumulativamente
xabani) (32,44). Questo metodo misura in maniera
indiretta la quantita di EBPM presente nel plasma del
paziente attraverso la misura dell’inibizione
dell'attivita del fattore X attivato della coagulazione.

Ci sono diverse tipologie di metodi cromogenici
che misurano I'attivita anti-Xa: questi includono i test
“one-stage”, i test “two-stage” ed i test “ibridi”.

| test di tipo “one-stage” e di tipo “two-stage”
possono misurare sia 'EBPM che [I’eparina non
frazionata (ENF) attraverso I'uso di una calibrazione
appropriata. Esistono inoltre, dei test definiti “ibridi”
che utilizzano un’unica curva di calibrazione valida
per entrambe le eparine EBPM ed ENF.

Il principio su cui si basano questi metodi € stato
descritto da Teien et al. nel 1977: 'EBPM si lega all’AT
formando complessi eparina-AT. Questi inibiscono il
fattore Xa che viene aggiunto in eccesso. L'attivita
residua del fattore Xa & misurata attraverso la sua
azione su un substrato altamente specifico che
determina il rilascio di paranitroanilina (pNA). La pNA
rilasciata viene monitorata cineticamente a 405 nm ed
€ inversamente proporzionale al livello di EBPM nel
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campione (Figura 4) (44-47).
In sintesi:

EBPM + AT (plasmatica e esogena) —» [EBPM-AT]
[EBPM-AT] + [FXa (eccesso)] —»{Xa-AT-EBPM] + [FXa
(residuo)]

[FXa (residuo)] + Substrato —» pNA

Le differenze fra i metodi disponibili in commercio
sono riferibili ai tempi di incubazione della reazione, al
tampone usato per diluire il plasma, al substrato e
all’addizione di AT esogena. La presenza di
destransolfato nel tampone riduce linfluenza degli
antagonisti dell’eparina come il fattore piastrinico 4
(PF4) (44).

| metodi “one-stage” non prevedono I'aggiunta di
AT esogena e sono stati sviluppati per semplificare il
metodo e ridurre il tempo di risposta. Questo metodo
si basa sul principio competitivo di inibizione. Il fattore
Xa viene aggiunto alla miscela plasma-substrato
portando a due reazioni simultanee: lidrolisi del
substrato da parte del fattore Xa e linibizione del
fattore Xa dal complesso EBPM-AT endogena. Una
volta che la reazione raggiunge I’equilibrio, la quantita

di pNA rilasciata dal substrato & inversamente
proporzionale alla concentrazione di EBPM nel
plasma.

In sintesi:

EBPM + AT (plasma) + Substrato + Xa —» pNA

L’aggiunta di AT esogena corregge i valori ridotti di
AT presenti nei neonati, nei pazienti con carenza
congenita di AT o nei pazienti cardiochirurgici. In tutti
gli altri pazienti I'aggiunta di AT esogena pud portare
ad una sovrastima dell’attivita anticoagulante in vivo
(44).

a ~ @D

EPARINA
EPARINA

Substrato
Xa

Figura 4

Principio del test cromogenico per il dosaggio dell’attivita anti-Xa.

AT, antitrombina; Xa, fattore X attivato; pNA, paranitroanilina

Per la curva di calibrazione, i kit del commercio
utilizzano standard secondari che si riferiscono allo
standard primario internazionale WHO per 'EBPM
(Second International Standard 2003, concentrazione
EBPM 1097 IU/ampolla). Dati della letteratura recenti
hanno dimostrato che non & necessario ottenere
curve specifiche per il tipo di eparina del commercio
utilizzata dal paziente. In due diverse pubblicazioni
viene dimostrato che le pendenze e le intercette delle
curve di calibrazione ottenute con plasma addizionato
con le diverse EBPM utilizzate nei pazienti
presentavano valori simili a quelli ottenuti con i
calibratori del commercio e che le eventuali piccole
differenze riscontrate non erano clinicamente
significative (48,49).

Fase preanalitica: raccolta e processamento
del campione

Per il prelievo € necessario utilizzare provette in
vetro siliconato o polipropilene che contengono sodio
citrato alla concentrazione 0,105 mmol/L come
anticoagulante. Il prelievo deve essere effettuato
mantenendo il laccio emostatico non piu di un minuto
in modo da evitare I'attivazione delle piastrine.
L’attivazione delle piastrine, infatti, determina il
rilascio di PF4 che si lega immediatamente all’eparina
determinando una sottostima della concentrazione del
farmaco presente nel plasma del paziente (50).

Cosi come per tutti gli altri esami di coagulazione
sono accettabili solo i campioni contenenti almeno il
90% del volume previsto (50).

Le provette primarie devono pervenire in
laboratorio ed essere processate entro 4 ore dalla
raccolta (48). Devono essere trasportate senza subire
traumi fisici e conservate a temperatura ambiente (15°
- 25°C) fino al momento dell’esecuzione dell’esame. Il
trasporto mediante posta pneumatica &€ consentito

~« @

EPARINA

pNA
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purché non induca una eccessiva vibrazione (da
verificare sperimentalmente) (50,51).

Allo scopo di assicurare I'eliminazione completa
dal plasma delle piastrine e delle microparticelle (MP)
€ necessario operare una doppia centrifugazione a
1500 g per 15 minuti con decantazione tra una
centrifugazione e l'altra (50,52).

Qualora il campione non possa essere analizzato
immediatamente dopo la doppia centrifugazione, il
plasma deve essere separato e frazionato in aliquote
in contenitori di polipropilene e congelato il piu
velocemente possibile a -70°C; il congelamento e la
conservazione a -20°C non sono altrettanto efficaci e
si associano a stabilita significativamente inferiore
(50-52).

Tempistica di monitoraggio e valori di
riferimento

Grazie al suo effetto anticoagulante altamente

predittivo ed alla sua efficacia e sicurezza in migliaia
di pazienti trattati, 'EBPM € un farmaco che non
richiede un monitoraggio routinario della sua attivita.
Vi sono tuttavia delle situazioni cliniche particolari in
cui & necessario effettuare un controllo della sua
attivita mediante la valutazione dell’attivita anti-Xa:
~ pazienti obesi
pazienti sottopeso
pazienti con insufficienza renale
donne nel terzo trimestre di gravidanza
pazienti pediatrici.
La frequenza e la tempistica dei controlli sono
suggerite dalle condizioni cliniche di questi pazienti.
Nel monitoraggio dell’attivita anti-Xa dellEBPM si &
osservato che le misurazioni e gli aggiustamenti
effettuati al picco correlano meglio del nadir con
I’efficacia e la sicurezza del farmaco (55).

Per ottenere la misurazione al picco dell’attivita
anti-Xa dellEBPM, il prelievo deve essere effettuato 4
ore dopo la somministrazione dell’eparina.

| valori attesi dell’attivita anti-Xa devono essere
compresi tra 0,2 e 0,4 unitd/mL in caso di dose
profilattica, e tra 0,6 e 1,0 unita/mL in caso di dose
terapeutica (56).

CONCLUSIONI

L'altissima incidenza cumulativa di complicanze
trombotiche nei pazienti COVID-19 positivi con
sintomatologia grave suggerisce [I'applicazione
rigorosa di un trattamento anticoagulante con EBPM
per le numerose proprieta non solo anticoagulanti ma
anche anti-inflammatorie utili a contrastare Ia
“tempesta citochinica” che si verifica nel corso
dell’infezione nei pazienti con sintomatologia grave.
La terapia con EBPM viene suggerita dalle principali
Societa Scientifiche nazionali ed internazionali. Il
farmaco non richiede usualmente un monitoraggio di
laboratorio ma, in alcune occasioni (alterazione della
funzionalita renale, pazienti con estremi di peso) e in

alcuni protocolli & prevista la sua determinazione ad
intervalli regolari. E’ quindi importante che il
Laboratorio di Coagulazione implementi il metodo
cromogenico per la determinazione dell’attivita anti-
Xa, seguendo scrupolosamente tutti i suggerimenti
inerenti alla tempistica del prelievo, al rispetto delle
condizioni preanalitiche e alla corretta esecuzione
dell’esame.
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Al “cuore” del quadro clinico di COVID-19

Luisa Zanolla', Maria Stella Graziani?
'Universita di Verona
Sezione di Biochimica Clinica, Universita di Verona

ABSTRACT

To the “heart” of the clinical picture of COVID-19.

Several studies document cardiac involvement in COVID-19 patients, as evidenced by cardiac biomarkers elevation.
Hospitalized patients with cardiac involvement have a poorer prognosis, in terms of need for intensive care unit, or
mortality. This paper provides a review of the wealth of literature on heart involvement in COVID 19. The majority of
the available papers reports data from the Chinese experience and it is not clear at the moment whether the
observations are related to really different populations of patients. The mechanism of the cardiac injury is likely
multifactorial. There could be direct myocardial damage by the virus, but the few heart histologic specimens available
do not evidence the presence of virus RNA in myocytes. The infection in the lungs may produce a cytokine storm
which in turn could damage myocytes. Coagulation system is also affected by COVID-19: D-dimer is increased, while
platelets are reduced in most studies, and both parameters relate directly with the risk of death. These alterations are
probably the cause of the many cases of pulmonary embolism, venous thromboembolisms, and arterial embolism
reported. Hypertension and previous cardiovascular diseases are also likely involved in the severity of the observed
cardiac injury. Although all these mechanisms may play a role in cardiac involvement, the severe lung infection alone
could justify cardiac damage, due to the simultaneous reduced supply and increased demand of myocardial oxygen.
We still know very little about this new viral disease, but as knowledge is accumulating, the medical community will
pinpoint the mechanism of cardiac involvement and find the optimal strategy to prevent its severe consequences.

INTRODUZIONE

Nell'attuale situazione di pandemia da COVID-19
(Corona Virus Disease 2019), il clinico si ritrova
disarmato e impreparato di fronte ad una nuova
emergenza, sulla quale la letteratura medica non
fornisce alcuna citazione fino ai primi giorni del 2020 (1).

Il quadro clinico € causato dal virus SARS CoV 2
(Sindrome respiratoria acuta grave coronavirus 2),
inizialmente denominato 2019-nCoV (nuovo
Coronavirus del 2019), individuato per la prima volta in
Cina: le manifestazioni sono caratterizzate da una
sindrome di tipo influenzale, di entita modesta nella larga
maggioranza dei casi, ma che nel 15% dei casi si
complica con una severa polmonite interstiziale e gradi
variabili di insufficienza respiratoria. La sintomatologia
tipica d’esordio di COVID 19 é costituita da febbre,
tosse, dispnea e astenia (2).

Nella prima casistica cinese pubblicata da Huang et
al. (3), apparsa il 30 gennaio 2020, il 29% dei pazienti

progrediva ad una sindrome da distress respiratorio
acuto (ARDS), con una mortalita del 15%. In un’altra
casistica cinese pubblicata a pochi giorni di distanza da
Wang et al. (4), il 61% dei casi progrediva ad ARDS;
veniva anche segnalata comparsa di aritmie nel 44,3%
dei casi, anche se non veniva precisato il tipo di aritmia.
Nella casistica di un ospedale di Wuhan pubblicata
successivamente da Chen et al. (5), i pazienti deceduti,
pari al 14% della casistica, erano progrediti a ARDS nella
totalita dei casi.

Gia in queste prime segnalazioni (3,4,5) appariva
evidente il ruolo della Medicina di Laboratorio,
soprattutto nel discriminare i pazienti ad evoluzione piu
sfavorevole, che richiedevano il ricovero in terapia
intensiva ed il supporto respiratorio, con elevata
mortalita. | parametri predittori di esito sfavorevole erano
identificati in: leucocitosi neutrofila con calo degli
eosinofili, aumento del D-dimero, diminuzione
dell’albumina, aumento delle transaminasi, della
bilirubina e della lattato deidrogenasi (LDH), aumento
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della procalcitonina, ma soprattutto aumento delle
troponine cardiache (4,5) o aumento del numero di casi
con troponine cardiache al di sopra del 99° percentile
(3), come anche di NT-proBNP (5). Un recente studio
italiano in un’area particolarmente coinvolta (6)
conferma questi parametri aggiungendo I'aumento della
concentrazione di urea, creatinina, proteina C reattiva e
ferritina e la diminuzione di emoglobina.

Nonostante I'attenzione nei pazienti COVID-19 fosse
ovviamente centrata sui sintomi respiratori, gia in queste
prime casistiche veniva segnalata la presenza di
alterazioni bioumorali indicative di un coinvolgimento
cardiaco nei casi piu gravi. Era tuttavia gia ben noto (7)
che nei casi di ARDS le troponine cardiache sono
aumentate in un numero elevato di pazienti, e che la loro
concentrazione costituisce un indicatore prognostico
sfavorevole. Ma & comparsa precocemente una serie di
segnalazioni che richiamavano I'attenzione su sintomi
cardiaci non direttamente riconducibili al solo
sovraccarico emodinamico dell'insufficienza respiratoria:
miopericardite (8,9,10), tamponamento cardiaco (11,12),
shock cardiogeno (13,14 15), embolia polmonare
(16,17), blocco atrio-ventricolare completo (18).
L'interesse della ricerca sugli effetti cardiaci della
COVID-19 si € andata quindi accentuando, rilevando
innanzitutto che una elevazione delle troponine
cardiache costituisce un reperto non infrequente,
associato a probabilita di ricovero in cure intensive e
mortalita.

Scopo di questa rassegna €& una revisione della
letteratura  pubblicata in questi primi mesi
sullinteressamento cardiaco in corso di COVID-19, sulla
sua frequenza, la sua rilevanza clinica, la sua genesi ed
i fattori di rischio. Data la complessita e la
frammentarieta del materiale pubblicato, diviene
laborioso per il lettore formarsi un’idea organica ed
organizzata. Da cio la scelta di organizzare una
rassegna che cerchi di fornire un inquadramento del
problema.

METODOLOGIA SEGUITA

Ricerca bibliografica

Per valutare la letteratura sull'impatto di COVID-19
sul cuore, si € scelto di delimitare I'area di ricerca.
Nell’'attuale fase della pandemia vi € un’intensa attivita di
pubblicazione, con contrazione dei tempi di revisione, a
rischio anche di limitarne la selettivita. Conducendo una
ricerca estremamente semplice su PubMed (al 5 maggio
2020) con “COVID 19 AND heart” come unici argomenti,
limitando la lingua all'inglese e all’italiano, si ottenevano
359 risultati. Ancor piu ampio il numero di lavori pre-
pubblicati su siti come BioRxiv o MedRxiv. E alto il
numero di lavori pubblicati su riviste cinesi, ma molte di
queste riportano la traduzione in inglese solo
dell'abstract, rendendone impossibile la valutazione.

Data la difficolta di orientarsi in una offerta cosi
ampia e non selezionata, in un arco temporale molto

ristretto, si € deciso di limitarsi ad utilizzare articoli di
riviste “peer reviewed” gia pubblicati a stampa o
comparsi sul sito della rivista “ahead of print”. In questa
fase iniziale gli studi possono risentire anche di un bias
di selezione: la pressoché totalita degli studi & stata
condotta su pazienti ospedalizzati, ed i primi casi studiati
erano costituiti da individui esposti precocemente e
senza protezione alla fonte di contagio. Molti dei primi
lavori indicano la percentuale di pazienti che avevano
avuto contatto con il “Huanan seafood market” di Wuhan
(2-4): & possibile che questi primi contagi abbiano avuto
una diversa gravita ed andamento clinico, oltre a subire
la penalizzazione derivante dalla totale inesperienza dei
medici nella gestione della patologia generata dal nuovo
virus.

Per i risultati degli esami di laboratorio e la
prevalenza di comorbidita sono stati riportati i valori
separatamente per livello di gravita della casistica; il
criterio secondo il quale viene effettuata tale divisione
nei diversi studi & estremamente variabile, considerando
a volte la mortalita, a volte la necessita di ricovero in
terapia intensiva, oppure l'interessamento cardiaco o il
livello clinico/strumentale di gravita. Pur tenendo conto di
tale eterogeneita, i dati sono presentati confrontando i
valori in pazienti piu 0 meno gravi, ma mantenendo
l'indicazione dei criteri con cui sono classificati.

Per quanto riguarda le frequenze di comorbidita, la
numerosita delle casistiche & estremamente eterogenea,
per cui linterpretazione delle frequenze non &
immediata. Per ottenere una stima globale del fenomeno
¢ stata utilizzata la tecnica della meta-analisi, generando
una stima ponderata dell’effetto in forma di rischio
relativo, a seconda dell’evoluzione sfavorevole o meno.
E stata utilizzata la routine METAN di Stata 14 (19). Il
calcolo non ha la pretesa di essere una meta-analisi, in
quanto la ricerca bibliografica & stata effettuata con
presupposti che precludono la copertura completa.

Per quanto concerne la prevalenza di patologia, una
stima ponderata che include anche i lavori in cui i dati
non sono disaggregati per livello di gravita & stata
effettuata utilizzando la routine METAPROP di Stata
(19).

Parametri di laboratorio

| valori dei parametri di laboratorio ricavati dalla
bibliografia consultata, che si trovano raggruppati in
tabelle specifiche, sono stati riportati come pubblicati nei
lavori originali, con la sola modifica delle unita di misura
che sono state tutte riportate al litro (L) per consentire gli
opportuni confronti. Va peraltro segnalato come le
informazioni sui parametri di laboratorio recuperabili nei
lavori originali siano estremamente carenti: i metodi
analitici non sono mai menzionati e molto raramente
vengono riportati i rispettivi intervalli di riferimento.
Queste mancanze rendono estremamente arduo il
confronto fra i valori contenuti in lavori pubblicati da
gruppi di Autori diversi. A titolo di esempio, si segnala
che non & sempre chiaro se i valori di troponina | siano
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stati ottenuti o meno con metodi ad elevata sensibilita
(hs), anche quando l'analita viene cosi identificato;
anche i risultati degli esami di coagulazione (tempo di
protrombina e tempo di tromboplastina parziale attivato)
espressi in secondi anziché come ratio, senza la
rispettiva indicazione degli intervalli di riferimento,
impediscono di fatto il confronto fra studi diversi; queste
carenze rendono difficili e a rischio di scarsa
accuratezza le rassegne sistematiche e le meta-analisi.

Come riportato da M. Plebani in questo stesso
supplemento della rivista (20), I'analisi della bibliografia
su COVID-19 ha evidenziato due aspetti particolarmente
importanti per la Medicina di Laboratorio: da un lato la
scarsa attenzione che riviste cliniche anche di notevole
prestigio dedicano alla presentazione dei dati di
laboratorio e in secondo luogo come sia assolutamente
necessario che il processo di armonizzazione in
Medicina di Laboratorio, gia intrapreso da alcuni anni
(21, 22) prosegua il piu celermente possibile
internazionalmente, con lo scopo ultimo di ottenere dati
utili ad una corretta comprensione dei fenomeni descritti
che ¢ il solo modo che la comunita scientifica conosce
per orientare una corretta gestione del paziente.

COVID-19 E BIOMARCATORI CARDIACI

Numerosi studi riportano i valori dei biomarcatori di
interessamento miocardico nei pazienti con COVID-19,
soprattutto in relazione alla gravita del quadro clinico.

In una coorte di 191 pazienti consecutivi con diagnosi
confermata di COVID-19, pubblicata da Zhou et al. (23),
veniva definito interessamento cardiaco la comparsa di
innalzamento dei valori di hs troponina | al di sopra del
99° percentile o] di nuove alterazioni
elettrocardiografiche o ecocardiografiche. | criteri di
interessamento cardiaco erano presenti nel 17% dei
pazienti: i pazienti successivamente deceduti
presentavano gia al momento del ricovero valori piu alti
di hs-troponine cardiache (Tabella 1), e una proporzione
piu elevata di questi presentava interessamento
cardiaco (59% versus 1% - p<0,0001).

In uno studio di coorte di Shi et al. (24), condotto
nellospedale universitario di Wuhan su 416 pazienti
consecutivi con diagnosi confermata di COVID-19, il
19,7% dei pazienti presentava segni di interessamento
cardiaco. Veniva definito interessamento cardiaco la
presenza di concentrazioni di marcatori cardiaci
superiori al 99° percentile, indipendentemente da nuove
anomalie all’elettrocardiogramma (ECG) o}
all’ecocardiogramma. La valutazione al momento del

ricovero dei pazienti che successivamente avrebbero
presentato interessamento miocardico, secondo la
definizione  utilizzata, segnalava gia valori
significativamente superiori a quelli della rimanente
popolazione ovviamente per hs troponina I, ma anche
per CK-MB® e NT-proBNP; i valori sono riportati in
Tabella 1. Nei pazienti con interessamento miocardico
era significativamente piu elevata la percentuale di quelli
che si complicavano con ARDS (58,5% versus 14,7% -
p<0,001) e dei deceduti (51,2% versus 4,5% - p<0,001).
Questo andamento, tuttavia, non consente di
discriminare se esista un interessamento cardiaco
diretto nel quadro di COVID-19 o se i segni di
interessamento cardiaco siano marcatori di quadri piu
gravi della patologia. A rendere piu difficoltosa
l'interpretazione di questi risultati, nel medesimo studio
(24) solo una bassa percentuale dei pazienti con segni di
interessamento cardiaco aveva effettuato un ECG,
presentando alterazioni di tipo ischemico in tutti i 14
tracciati effettuati durante il periodo di elevazione dei
biomarcatori cardiaci. Tuttavia, in una analisi multivariata
che teneva conto di eta, cardiopatia preesistente,
diabete, ARDS, aumento della creatinina e NT-proBNP
>900 ng/L, la mortalita risultava risentire
significativamente dell'interessamento cardiaco,
indipendentemente dalla ARDS, unica altra covariata
significativa; questo riscontro orienta per un
interessamento cardiaco diretto.

Osservazioni sostanzialmente simili sono riportate in
un’altra coorte di 187 pazienti dellarea di Wuhan
pubblicata da Guo et al. (25); i pazienti venivano
analizzati secondo la presenza di valori di troponina T
(TnT) al di sopra del 99° percentile®, che coincide con la
definizione di interessamento cardiaco nello studio di Shi
et al. (24). | pazienti con TnT elevata, rispetto ai
rimanenti, presentavano anche in questa casistica valori
piu elevati di CK-MB e di NT-proBNP (Tabella 1). Nei
pazienti con interessamento cardiaco la mortalita era piu
alta (59,6% versus 8,9%; p<0,001); interessante come
analizzando la mortalita secondo la presenza sia di TnT
elevata che di cardiopatia (Figura 1), [leffetto
dell'interessamento cardiaco denotato dalla TnT elevata
appare il piu evidente, anche se non é riportato un
confronto  statistico. Pazienti con cardiopatia
preesistente, ritenuti a rischio piu alto di evoluzione
sfavorevole di COVID-19, in presenza di TnT nella
norma presentavano una mortalita che differiva
scarsamente da pazienti con TnT nella norma pur in
assenza di cardiopatia.

@ | valori di CK-MB non sono stati inseriti nelle tabelle: in Europa e in Italia questo e considerato un marcatore obsoleto di danno
cardiaco del quale non si suggerisce I'utilizzo. Gli Autori hanno ritenuto che la trattazione di questi valori avrebbe potuto costituire

un messaggio fuorviante per i lettori

® Il lavoro di Guo et al. (24) non riporta i valori di Troponina T; i pazienti sono divisi in base a TnT sopra o sotto il 99° percentile.
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Tabella 1
Biomarcatori cardiaci

Autore Biomarcatore N ita Criteri itz Casi . Casi P

(riferimento) (unita di misura) umerositaLriterio gravita asi gravi meno gravi

Huang et al. (3) hs-troponina | (ng/L) 41 Ricovero in cure intensive 3,3 3,5 0,075
(3,0-163) (0,7-5,4) (NS)

Huang et al. (3) hs-troponina | >99° 41 Ricovero in cure intensive  31% 4% 0,017

percentile

Wang et al. (4)  hs-troponina | (ng/L) 138 Ricovero in cure intensive 11,0 5.1
(5,6-26,4) (2,1-9,8) 0,004

Chen etal. (5) hs-troponina | (ng/L) 274 Decesso 40,8 3,3 *
(14,7-157,8) (1,9-7,0)

Zhou et al. (23) hs-troponina | (ng/L) 191 Decesso 22,2 3,0 <0,0001
(5,6-83,1) (1,1-5,5)

Shi et al. (24) hs-troponina | (ug/L) 416 Interessamento cardiaco 0,19 <0,006 <0,001
(0,08-1,12) (<0,006-0,009)

Deng et al. (31) hs-troponina | (ug/L) 112 Severita quadro clinico 0,10 0,0 <0,01
(0,01-0,77) (0,0-0,01)

Ruan et al. (37) Troponina (ng/L) 150 Decesso 30,3 3,5 <0,001
(151,0) (6,2)

Inciardi et al. (52) hs-troponina | (ng/L) 99 Decesso 44 16 0.001
(19-65) (8-28)

Zhou et al. (77) hs-troponina | (ng/L) 34 Severita quadro clinico 46,8 4,8 <0,001
(34,2-299,8) (2,5-8,4)

Wei et al. (94) hs-troponina | (ng/L) 101 Interessamento cardiaco 42,0 6,0 <0,001
(17,1-320,1) (4,1-8,5)

Liang et al. (97) hs-troponina | (ng/L) 1590 Severita quadro clinico 288,1+1124,2  42,7+439,0 *

Chenetal. (5)  NT-proBNP (ng/L) 274 Decesso 800 72 *

(389,8-1817,5)  (20,0-185)

Shi et al. (24) NT-proBNP (ng/L) 416 Interessamento cardiaco 1689 139 <0,001
(698-3327) (51-335)

Guo et al. (25)  NT-proBNP ng/L) 187 Interessamento cardiaco  817,4 141,4 <0,001
(336-1944) (39,3-303,6)

Deng et al. (31) NT-proBNP (ng/L) 112 Severita quadro clinico 1142,0 101,9 <0,01
(388,3-5956,5) (34,0-363,8)

Inciardi et al. (52) NT-proBNP (ng/L) 99 Decesso 2196 198 0,001
(624-4546) (87-608)

Wei et al. (94) NT-proBNP (ng/L) 101 Interessamento cardiaco 6082 62,9 <0,001
(142,7-7588) (26,6-148,2)

NS, non statisticamente significativo

* confronto statistico non riportato

I dati sono riportati come mediana (intervallo interquartile) o media + 1 deviazione standard o frequenza assoluta (frequenza
percentuale)

Il lavoro di Ruan et al. (37)) riporta I'ampiezza dell’intervallo interquartile, e non i suoi limiti.
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Figura 1

Mortalita ospedaliera percentuale nello studio di T Guo et al. (25) secondo la presenza di cardiopatia anamnestica (cardiopatia
ischemica, ipertensione o cardiomiopatia) e rialzo della TnT oltre il 99° percentile al momento del ricovero

Le osservazioni sulla frequenza di rialzo delle
troponine cardiache sono numerose: la presentazione
numerica in Tabella 1 evidenzia come in tutti gli studi i
valori delle troponine cardiache fossero piu elevati nei
pazienti con maggior criterio di gravita; la sola differenza
non significativa & riportata nello studio di Huang et al.
(3), che ha una bassa numerosita, ma comunque
evidenzia una differenza significativa quando si
confrontano le percentuali di pazienti con valori di
troponine cardiache superiori al 99° percentile.

Un tentativo di sintesi quantitativa di questi risultati
sui biomarcatori cardiaci € riportato nella meta-analisi di
Li et al. (26). Le concentrazioni di tutti i biomarcatori
cardiaci erano significativamente piu elevate nei casi
severi di COVID-19, sia troponine cardiache che CK-MB
(p<0,0001 per entrambi) che NT-proBNP (p=0,009). Va
tuttavia puntualizzato che la meta-analisi tratta nello
stesso modo i dati di troponina T, troponina |, hs
troponina T e hs-troponina |, rendendo di dubbio valore
una sintesi quantitativa, pur in forma di differenza media
standardizzata. Va inoltre considerato che la larga
maggioranza dei dati di laboratorio & riportata negli
articoli citati come mediana e intervallo interquartile,
mentre la meta-analisi assumeva, per approssimazione,
come stima della media il valore della mediana e come
stima della deviazione standard la meta della differenza
tra i due estremi dellintervallo interquartile, benché
esistano metodi statisticamente validati per estrapolare
dati per la meta-analisi da lavori che presentano solo
lintervallo interquartile (27). Nei risultati della meta-
analisi, il rischio relativo di danno cardiaco, definito come
un rialzo delle troponine cardiache al di sopra della

norma, risultava aumentato a 5,99 nei casi severi
[intervallo di confidenza al 95% (95%IC) — 3,04-11,80;
p<0,001]. Il rischio relativo di morte era aumentato a
3,85 nei pazienti con danno cardiaco (95%IC 2,13-6,96;
— p<0,001). Globalmente il rischio relativo di morte dei
casi severi era 13,90 (95%IC 7,32-26,40; p<0,001).

Questi risultati segnalano che, in corso di COVID-19,
esistono segni di interessamento cardiaco, ma lasciano
aperto il dubbio sulla sua natura. Un rialzo delle
troponine cardiache € indicativo di danno miocardico,
ma non consente di distinguere una miocardite da danno
diretto alle cellule cardiache ad opera del virus, da un
danno ischemico miocardico. Nel contesto di una
infezione acuta, poi, I'ischemia cardiaca pud derivare
non da classica rottura di placca o trombosi di lesioni
delle arterie coronarie epicardiche, ma da uno
sbilanciamento tra apporto e domanda di ossigeno
(sindrome coronarica acuta tipo 2) (28).

INTERPRETAZIONI POSSIBILI

| meccanismi sottostanti il danno miocardico in corso
di COVID-19, evidenziato da un rialzo delle troponine
cardiache e di NT-proBNP rimangono da chiarire. Sono
state formulate piu ipotesi, non mutuamente esclusive,
per linterpretazione del fenomeno, che si associa
comunque ad una prognosi piu sfavorevole.
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Danno diretto del virus

Esiste la possibilita che i fenomeni descritti a carico
del cuore rappresentino un danno diretto al miocardio ad
opera del virus. Nel caso della SARS CoV era stata
dimostrata (29) la presenza del genoma virale nel
miocardio nel 35% delle autopsie. Anche un’altra grave
infezione da Coronavirus, la “Middle East respiratory
syndrome” (MERS-CoV), pud causare miocardite acuta
(30) e scompenso cardiaco. Il virus SARS-CoV-2,
responsabile  dell’attuale = pandemia, potrebbe
condividere meccanismi analoghi, data la somiglianza
del genoma virale. Sono perd molto scarsi i dati che
consentono di supportare o confutare questa ipotesi.

In una casistica di 112 pazienti con COVID-19 (31),
nellarea di Wuhan, la presenza di coinvolgimento
cardiaco veniva monitorata con maggiore attenzione,
associando al controllo dei biomarcatori cardiaci
I'esecuzione di ecocardiogramma. Nei casi piu severi la
frazione di eiezione (FE) risultava ridotta (58,5+5,4%
versus 62,0+5,5; p<0,01) ma rimanendo in un ambito di
normalita o “mid-range”. Un versamento pericardico con
spessore superiore ai 5 mm era presente nel 28,4% dei
casi piu severi, ma solo nel 6,7% dei rimanenti pazienti
(p<0,01). Per 14 pazienti (12,5%) erano presenti i criteri
di una possibile miocardite, 13 dei quali con quadro
severo; tutti questi pazienti presentavano aumento dei
valori di CK-MB e NT-proBNP. A differenza delle altre
casistiche riportate, nella maggior parte dei pazienti i
valori delle troponine cardiache risultavano normali al
momento del ricovero, ma successivamente
aumentavano nel 37,5% dei casi, con aumenti molto
marcati nella settimana che precedeva il decesso.
Esclusi dai 14 casi sospetti per miocardite, quattro
pazienti con cardiopatia preesistente ed uno con quadro
di infarto acuto del miocardio, nessuno degli altri nove
presentava all’ecocardiogramma riduzione della FE o
anomalie della cinetica segmentaria o ispessimento
parietale, reperti richiesti per confermare la diagnosi di
miocardite (32). Vi era in alcuni casi versamento
pericardico, ma di entita lieve, compatibile con il quadro
sistemico. Non si evidenziano quindi, da questa serie,
elementi sufficienti per ipotizzare un effetto diretto del
virus sul cuore.

Nonostante il valore soltanto aneddotico di un caso
clinico (33), di un uomo di 50 anni morto per arresto
cardiaco in corso di COVID-19, all’autopsia furono
reperiti al’esame autoptico del cuore scarsi infiltrati
cardiaci di monociti, senza altri segni di danno
miocardico.

Sono osservazioni, quindi, che non depongono per la
presenza di una miocardite da Coronavirus. Vi sono casi
invece piu suggestivi per miocardite, quale quello
riportato da Inciardi et al. (8): in presenza di alterazioni di
laboratorio indicative di interessamento miocardico e di
coronarie angiograficamente indenni, la risonanza
magnetica nucleare (RMN) evidenziava una ipocinesia
parietale diffusa, con aumento degli spessori parietali,
aspetto da marcato edema interstiziale e riduzione della

funzione sistolica globale a FE del 35%.

Sono assai scarsi i dati anatomici ed istologici
disponibili. Anche i dati morfologici forniti da
ecocardiogramma e RMN sono disponibili solo in casi
selezionati, data la difficolta di eseguire tali esami con le
misure di protezione del paziente e degli operatori
sanitari.

Nel caso descritto da Kim et al. (9), in una giovane
donna senza evidenza angiografica di coronaropatia,
allecocardiogramma la funzione sistolica era
severamente ridotta e la RMN presentava aspetti
suggestivi per edema parietale, orientando per diagnosi
di miocardite.

Un aspetto simile nella RMN, era documentato nel
caso riportato da Sala et al. (34), in una donna di 43
anni, con coronarie indenni all’angio-TAC; ipocinesia
infero-laterale con disfunzione globale moderata (FE
43%), diffuso edema miocardico, con aspetto di pseudo-
ipertrofia. La biopsia endomiocardica evidenziava
infiltrato di linfociti-T con importante edema interstiziale e
limitati focolai di necrosi. Non era documentabile
materiale genetico del virus SARS-CoV-2 nel miocardio.

Nel caso segnalato da Zeng et al (10) era disponibile
solo I'ecocardiogramma, che evidenziava una riduzione
della funzione sistolica con FE 32%, dilatazione
ventricolare ed ipertensione polmonare (44 mmHg);
dopo 11 giorni, il setto interventricolare si ispessiva a 14
mm, indicando la presenza di edema; dopo due
settimane la FE recuperava al 68%, e volumetria e
spessori ventricolari si erano normalizzati. Tra la 26a e la
29a giornata, la funzione del ventricolo destro
peggiorava rapidamente, e in 33a giornata il paziente
decedeva. Purtroppo, non sono disponibili dati autoptici
ed istologia del miocardio, che aiutino ad interpretare il
quadro.

Nel caso pubblicato da Doyen et al. (14), la diagnosi
di miocardite era sostenuta, oltre che dal’aumento delle
troponine cardiache, dallassenza di coronaropatia e
dall’aspetto alla RMN di “late enhancement” al gadolinio
dell'apice ventricolare e della parete infero-laterale,
ritenuto diagnostico dagli Autori, che decidevano di non
effettuare biopsia endomiocardica per I'assenza di segni
di scompenso 0  aritmie. Le  alterazioni
elettrocardiografiche erano del tutto aspecifiche.

Il caso di Tavazzi et al. (15) € tra i pochi a riportare
in dettaglio una biopsia endomiocardica in un paziente
di 68 anni, con severa disfunzione sistolica del ventricolo
sinistro (FE 34%). Nelle cellule interstiziali venivano
documentate particelle virali con le dimensioni e la forma
del Coronavirus; non erano invece osservate particelle
virali nei miociti e nell’endotelio. | miociti presentavano
alterazioni aspecifiche, con lisi focale miofibrillare; non
segni di vasculite o trombosi nei piccoli vasi intramurali.

L'assenza di particelle virali nei miociti & confermata
da uno studio cinese di Yao et al. (35) che riportava
I'esito di tre autopsie in pazienti deceduti per COVID-19:
I'osservazione al microscopio elettronico, la colorazione
immunoistochimica e [I'analisi molecolare con
Polymerase Chain Reaction (PCR) non hanno rilevato la
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presenza del virus nel tessuto miocardico. Il miocardio
era infiltrato di macrofagi e di un piccolo numero di
cellule T.

A tutt'oggi, quindi, non disponiamo di evidenze
conclusive sul ruolo di un danno diretto al miocardio ad
opera del virus; nel limitato numero di dati diretti
disponibile, il virus non sembra essere presente
localmente nei miociti, per cui appare difficile pensare ad
una sua azione diretta, mentre sono segnalate reazioni
di tipo infiammatorio, che potrebbero derivare da un
processo piu sistemico che locale.

“Tempesta” di citochine

Uno dei meccanismi piu interessanti proposti per
interpretare il danno cardiaco nelle forme severe di
COVID-19 chiama in causa la risposta inflammatoria
sistemica. Come altri Coronavirus, il SARS-CoV-2
potrebbe infatti indurre un rilascio intensivo di citochine.

Nella casistica di Huang et al (3) risultavano
aumentati, rispetto ai valori di riferimento, al momento
del ricovero i valori di interleuchina-1B, interleuchina-
1RA, interleuchina-7, interleuchina-8, interleuchina-9,
interleuchina-10, “granulocyte colony-stimulating factor”,
interferone-y, “inducible protein 10”, “monocyte
chemoattractant protein 17, “macrophage inflammatory
protein 1-a”, e “tumour necrosis factor-a” (TNF-a).

Nei 99 pazienti descritti da Chen et al. (36), il 52%
presentava valori di interleuchina-6 al di sopra della
norma. Anche nei pazienti di Zhou et al. (23) e di Ruan
et al. (37) i valori di interleuchina-6 erano piu elevati nei
pazienti deceduti.

Nella casistica di Chen et al. (5), benché
numericamente limitata, nei pazienti successivamente
deceduti si rilevavano, rispetto ai sopravvissuti, valori piu
elevati di recettore dell’interleuchina-2, di interleuchina-
6, di interleuchina-8, di interleuchina-10 e di TNF-a.

Le alterazioni dei parametri biochimici relativi al
sistema immunitario nei pazienti con COVID 19, sono
ben documentate nella casistica di Qin et al. (38), che
valutava 452 pazienti consecutivi ricoverati nel’ospedale
di Tongji. Il 63,3% dei pazienti manifestava una forma
severa di malattia e, rispetto ai rimanenti pazienti,
presentava valori piu elevati di interleuchina-2R,
interleuchina-6, interleuchina-8 e interleuchina-10,
mentre i valori di TNF-a erano marginalmente aumentati.
Il conteggio dei leucociti era aumentato, con valori piu
alti di neutrofili (Tabella 2) e piu bassi di linfociti, con
rapporto neutrofili/linfociti  significativamente piu alto.
Questo profilo suggerisce una vulnerabilita dei linfociti
all'infezione virale e alla distruzione (come del resto &
tipico in ogni infezione virale). Il numero di linfociti T era
significativamente ridotto (38); i linfociti T helper
(CD3+CD4+) erano inferiori alla norma, in modo piu
pronunciato nei casi severi; i linfociti T suppressor
(CD3+CD8+) erano inferiori alla norma, ma la differenza
tra casi severi e non, non era statisticamente
significativa. Gli Autori ipotizzano che, dati i livelli
aumentati di citochine e chemochine (soprattutto nei casi
piu gravi), il consumo delle cellule T (CD3+CD4+) e |l

calo delle cellule T regolatorie, possano determinare un
peggioramento della risposta infiammatoria, con
produzione di una tempesta di citochine e aggravamento
del danno tissutale.

Gli organi del sistema immunitario sono quelli piu
manifestamente aggrediti dal SARS-CoV 2, dopo i
polmoni. Le linee guida cinesi per la diagnosi ed il
trattamento di COVID-19 (39) riportano che, nel limitato
numero di autopsie condotte, la milza risultava atrofica,
con necrosi ed emorragie ed un numero molto ridotto di
linfociti e neutrofili. | linfociti erano ridotti anche nei
linfonodi, con riduzione della quota di CD4+ e CD8+.

Oltre ai parametri piu specifici, & rilievo frequente in
numerosi studi la leucocitosi neutrofila, 'aumento della
proteina C reattiva e I'aumento della procalcitonina,
come riassunto in Tabella 2.

Interessante I'emergere di nuovi marcatori, che
sembrano avere valore prognostico. La presepsina
(PSP) € un marcatore emergente di sepsi; € la frazione
solubile del cluster di differenziazione CD14, che
appartiene alla famiglia dei “Toll-like receptor”, che
riveste un ruolo importante nella identificazione dei
ligandi di batteri (gram positivi e negativi) ed € un
potente stimolatore della risposta infiammatoria (40, 41).
In una casistica di 75 pazienti con diagnosi confermata
di COVID-19 (42), i valori di PSP risultavano
significativamente piu elevati nei pazienti deceduti, e
pazienti con valori superiori ai 250 ng/L andavano
incontro ad wuna degenza in cure intensive
significativamente piu protratta.

Queste osservazioni suggeriscono un ruolo possibile
per una risposta iperinfiammatoria nella evoluzione di
COVID-19 verso le forme piu severe. Il rilascio di
citochine e chemochine, la cosiddetta “tempesta” di
citochine, risposta immunitaria fuori controllo e
disfunzionale, ha la potenzialita di determinare non solo
inflammazione vascolare e instabilita di placca, ma
anche infammazione diretta del miocardio, con apoptosi
o necrosi di miociti. Benché la risposta iperinfiammatoria
si sviluppi verosimilmente nell’organo bersaglio iniziale,
costituito dal polmone, la risposta infiammatoria
amplificata pud avere effetti deleteri su altri organi,
incluso il cuore, che risulta indirettamente danneggiato
(43). Questa interpretazione apre il cammino ad una
serie di studi clinici attualmente in corso su diversi tipi di
farmaci mirati a controllare tale risposta anomala.
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Tabella 2

Parametri di infammazione

Autore Biomarcatore N ita Criteri it Casi . Casi P

(riferimento) (unita di misura) umerosita Lriterio gravita asi gravi meno gravi

Huang et al. (3) Leucociti (x10°/L) 41 Ricovero in cure intensive 11,3 57 0,011
(5,8-12,1) (3,1-7,6)

Wang et al. (4)  Leucociti (x10%/L) 138 Ricovero in cure intensive 6,6 4,3 0,003
(3,6-9,8) (3,3-5,4)

Chenetal. (5) Leucociti (x10%L) 274 Decesso 10,2 5,0 *
(6,2-13,6) (3,7-6,3)

Zhou et al. (23) Leucociti (x10%/L) 191 Decesso 9,8 5,2 <0,0001
(6,9-13,9) (4,3-7,7)

Shi et al. (24) Leucociti (x10°%/L) 416 Interessamento cardiaco 9,4 55 <0,001
(6,9-13,8) (4,2-7,4)

Guo et al. (25)  Leucociti (x10°/L) 187 Interessamento cardiaco 7,4 4,6 <0,001
(4,9-11,6) (3,7-6,2)

Ruan et al. (37) Leucociti (x10°/L) 150 Decesso 10,62 6,76 <0,001
(4,76) (3,49)

Qin et al. (38) Leucociti (x10°%/L) 452 Ricovero in cure intensive 5,6 4,9 <0,001
(4,3-8,4) (3,7-6,1)

Inciardi et al. (52) Leucociti (x10°/L) 99 Decesso 54 7,0 0,029
(4,5-6,6) (5,0-8,9)

Zhou et al. (59) Leucociti (x10°/L) 34 Severita del quadro clinico 9.32 5,93 NS
(6,37-10,99) (4,77-7,45)

Wei et al. (94) Leucociti (x10°/L) 101 Interessamento cardiaco 5,9 54 0,83 (NS)
(3,6-7,8) (4,3-7,1)

Wang et al. (98) Leucociti (x10°/L) 296 Decesso 7,8 4,7 <0,001

Training cohort (4,7-11,9) (3,4-6,4)

Wang et al. (98) Leucociti (x10°/L) 44 Decesso 6,8 53 0,029

Validation cohort (5,9-9,1) (3,2-7,3)

Huang et al. (3) Neutrofili (x10°L) 41 Ricovero in cure intensive 10,6 4,4 0,00069
(5-11,8) (2,0-6,1)

Wang et al. (4)  Neutrofili (x10°/L) 138 Ricovero in cure intensive 4,6 2,7 <0,001
(2,6-7,9) (1,9-3,9)

Chen etal. (5)  Neutrofili (x10°/L) 274 Decesso 9,0 3,2 *
(5,4-12,7) (2,4-4,5)

Guo et al. (25)  Neutrofili (x10°/L) 187 Interessamento cardiaco 6,0 3,1 <0,001
(3,5-10,1) (2,4-4,9)

Qin et al. (38) Neutrofili (x10°/L) 452 Ricovero in cure intensive 4,3 3,2 <0,001
(2,9-7,0) (2,1-4,4)

Inciardi et al. (52) Neutrofili (x10°/L) 99 Decesso 3,0 5,2 0,035
(2,8-6,1) (3,2-7,1)

Wei et al. (94) Neutrofili (x10°/L) 101 Interessamento cardiaco 3,9 3,6 0,61 (NS)
(2,0-5,3) (2,8-5,2)

Liang et al. (97) Neutrofili (x10°/L) 1590 Severita del quadro clinico 6,4+3,6 3,9+1,9 *

Wang et al. (98) Neutrofili (x10°/L) 296 Decesso 6,4 3,0 <0,001

Training cohort (3,2-10,0) (2,0-4,4)

Wang et al. (98) Neutrofili (x10°/L) 44 Decesso 5,8 3,4 <0,001

Validation cohort (5,0-8,4) (2,0-5,0)

Huang et al. (3) Procalcitonina (pg/L) 41 Ricovero in cure intensive 0,1 0,1 0,031
(0,1-0,4) (0,1-0,1)
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Tabella 2

Continua

Autore Biomarcatore N ita Criteri it Casi ) Casi P

(riferimento) (unita di misura) umerosita Lriterio gravita asi gravi meno gravi

Wang et al. (4) Procalcitonina 138 Ricovero in cure intensive 27 (75%) 22 (21,6%) <0,001

> 0,05 (pg/L)

Chen etal. (5)  Procalcitonina (ug/L) 274 Decesso 0,33 0,05 *
(0,14-0,65) (0,03-0,08)

Zhou et al. (23) Procalcitonina (ug/L) 191 Decesso 0,1 0,1 <0,0001
(0,1-0,5) (0,1-0,1)

Shi et al. (24) Procalcitonina (ug/L) 191 Interessamento cardiaco 0,27 0,06 <0,001
(0,10-1,22) (0,03-0,10)

Guo et al. (25)  Procalcitonina (Hg/L) 187 Interessamento cardiaco 0,21 0,05 <0,001
(0,11-0,45) (0,04-0,11)

Deng et al. (31) Procalcitonina (pg/L) 112 Severita del quadro clinico 0,5 0,1 <0,01
(0,1-0,7) (0,0-0,3)

Qin et al. (38) Procalcitonina (ug/L) 452 Ricovero in cure intensive 0,1 0,05 <0,001
(0,0-0,2) (0,03-0,09)

Inciardi et al. (52) Procalcitonina (pg/L) 99 Decesso 0,8 0,1 0,005
(0,2-2,0) (0,1-0,3)

Wei et al. (94) Procalcitonina (ng/L) 101 Interessamento cardiaco 0,04 0,02 0,037
(0,02-0,13) (0,02-0,04)

Liang et al. (97) Procalcitonina (ug /L) 1590 Severita del quadro clinico 0,6+1,4 0,8+10,3 *

Chen et al. (5) Ferritina (ug/L) 274 Decesso 1418,3 481,2 *
(915,4-2236,2) (265,1-871,5)

Zhou et al. (23) Ferritina (ug/L) 191 Decesso 1435,3 503,2 <0,0001
(728,9-2000) (264-921,5)

Qin et al. (38) Ferritina (pg/L) 452 Ricovero in cure intensive  800,4 523,7 <0,001
(452,9-1451,6) (299,1-840,4)

Inciardi et al. (52) Ferritina (ug/L) 99 Decesso 1683 1371 0,51 (NS)
(684,5-2988) (753-2359)

Chenetal. (5) hsPCR (mg/L) 274 Decesso 113,0 26,2 *
(69,1-168,4) (8,7-55,8)

Shi et al. (24) PCR (mg/L) 191 Interessamento cardiaco 102 37 <0,001
(64-170) (10-73)

Guo et al. (25) hsPCR (mg/L) 187 Interessamento cardiaco 85,5 31,3 <0,001
(48,7-151,7) (12,4-57,5)

Deng et al. (31) PCR (mg/L) 112 Severita del quadro clinico 132,6 15,1 <0,01
(65,2-200) (5,0-83,4)

Ruan et al. (37) PCR (mg/L) 150 Decesso 126,0 34,1 <0,001
(1086,3) (54,5)

Qin et al. (38) PCR (mg/L) 452 Ricovero in cure intensive 57,9 33,2 <0,001
(20,9-103,2) (8,2-59,7)

Inciardi et al. (62) PCR (mg/L) 99 Decesso

Wei et al. (94) PCR (mg/L) 101 Interessamento cardiaco 23,7 9,3 0,05
(4,6-67,9) (2,2-24,0)

Liang et al. (97) PCR (mg/L) 1590 Severita del quadro clinico 84,5+76,3 30,6+43,8 *

NS, non statisticamente significativo

* confronto statistico non riportato

| dati sono riportati come mediana (intervallo interquartile) o media+t1 deviazione standard o frequenza assoluta (frequenza percentuale)
Il lavoro di Ruan et al. (37) riporta I'ampiezza dell’intervallo interquartile, e non i suoi limiti.
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Attivita protrombotica

L'infezione virale induce uno stato protrombotico, che
trova riscontro nei dati di laboratorio di numerosi lavori.
Non & chiaro I'esatto meccanismo che lo sostiene, anche
se & noto che infezioni virali possono influenzare la
coagulazione (44). In tutte le casistiche che riportano
dati di parametri coagulativi al momento del ricovero (3,
5, 23, 25, 31, 40), i valori di D-dimero erano
significativamente aumentati nei quadri clinici piu severi,
come sintetizzato in Tabella® 3. Va sottolineato ancora
una volta che la presentazione dei dati di laboratorio
nella letteratura consultata contiene diverse inesattezze
che generano difficolta interpretative; quelle relative ai
dati del D-dimero sono particolarmente rilevanti e
riguardano specificamente le unita di misura per
I'espressione dei risultati. L'importanza di questa
disomogeneita & stata segnalata in un importante
contributo (45), allinterno del quale viene fatto un
pressante richiamo alla necessita di procedere
rapidamente nel cammino di armonizzazione gia
intrapreso. |l rialzo del D-dimero nei casi piu gravi
costituisce peraltro un risultato di rilevanza clinica, se
nello studio di Zhou et al. (23) ad una analisi logistica
multivariata sul rischio di morte, un D dimero >1 mg/L
rappresentava uno dei soli tre predittori, oltre ad eta e
punteggio di danno multiorgano (SOFA score).

| dati che riguardano altri parametri coagulativi sono
meno omogenei. | valori del tempo di protrombina (PT)
(espresso in secondi) erano piu prolungati nella maggior
parte degli studi nei pazienti piu gravi (Tabella 3); I'entita
della differenza, nonostante la significativita statistica,
era modesta. Le Linee Guida dell'International Society of
Thrombosis and Haemostasis (ISTH) (46) sostengono
che differenze cosi modeste non si potrebbero cogliere
usando I'International Normalized Ratio (INR) invece del
tempo; anche nella forma non standardizzata, tuttavia, le
variazioni sembrano troppo modeste per rivestire
rilevanza clinica. | valori di tempo di tromboplastina
parziale attivata (aPTT) presentano una modesta e
generalmente non significativa tendenza alla riduzione
nei casi piu gravi (Tabella 3). La conta piastrinica risulta
significativamente ridotta nei casi piu gravi nella maggior
parte dei lavori, restando per0 sostanzialmente in un
ambito di normalita. Due meta-analisi valutano la
relazione tra variazioni della conta piastrinica ed
andamento clinico in COVID-19 (47, 48); in entrambe la
conta piastrinica risultava significativamente ridotta nei
casi piu gravi e nei pazienti deceduti. La meta-analisi piu
recente (48), considerando gli studi che riportavano la
proporzione di pazienti con trombocitopenia, stimava un
odds ratio di evoluzione in forma severa pari a 3,46

(95%IC 1,72-6,94) ed un odds ratio di mortalita pari a
11,75 (95%IC 3,51-39,31); non & tuttavia riportato il
criterio utilizzato per definire la trombocitopenia. La
relazione tra piastrinopenia e mortalita & analizzata in un
lavoro di Yang et al. (49) su 1476 pazienti: la mortalita
risultava del 4,7% nei pazienti con normale conta
piastrinica, e si incrementava a 17,5% per diminuzione
fino a 100 x10°L, a 61,2% per diminuzione fino a 5
x10°%L e a 92,1% per valori inferiori. La riduzione della
conta piastrinica dimostra quindi di possedere un chiaro
significato prognostico nel contesto di COVID-19.

Nel contesto del sovvertimento dei parametri della
coagulazione in COVID-19, é stato segnalato in una
casistica di 183 pazienti pubblicata da Tang et al. (50)
che criteri per la diagnosi di coagulazione intravascolare
disseminata (DIC) erano presenti nel 7,4% dei pazienti
deceduti, rispetto allo 0,6% dei sopravvissuti. | pazienti
che sarebbero poi deceduti presentavano gia al
momento del ricovero valori piu alti di D-dimero e PT
(Tabella 3); anche i prodotti di degradazione della fibrina
risultavano significativamente piu elevati (7,6 mg/L - IQR
4,0-23,4 versus 4,0 — IQR 4,0-4,3).

Dati i presupposti, sembrerebbe ragionevole
attendersi una incidenza aumentata di trombosi
arteriosa e venosa, ma le segnalazioni non sono
numerose. In una casistica di 81 pazienti con
manifestazioni gravi di COVID-19, I'incidenza di trombosi
venose era del 25% (20/81) (51). | pazienti con trombosi
venosa presentavano valori piu elevati di D-dimero
(5,243,0 versus 0,8+1,2 mg/L; p<0,001). Alcuni lavori
segnalano casi documentati di embolia polmonare in
pazienti con COVID-19 (16, 17,52,53). La paziente
descritta da Ullah et al. (17) era gia in terapia con
enoxaparina a dose profilattica, quando sviluppo
embolia polmonare a sella con scompenso destro. Nel
lavoro di Inciardi et al. (52) sono riportati 12 casi di
tromboembolia venosa (pari al 12% della casistica) e 3
casi di tromboembolia arteriosa, questi ultimi tutti in
pazienti con cardiopatia preesistente. In una casistica
olandese di 184 pazienti ricoverati in cure intensive per
COVID-19 (53), nonostante terapia profilattica
antitrombotica, venivano segnalati 25 casi di embolia
polmonare, un caso di trombosi venosa profonda all’arto
inferiore, due casi di trombosi del catetere e tre casi di
ictus ischemico. Nella casistica italiana di Lodigiani et al.
(54) su 388 pazienti con diagnosi di COVID-19 venivano
segnalati 10 casi di embolia polmonare e 16
tromboembolie venose, 9 ictus ischemici (uno in un
paziente con embolia polmonare), 4 casi di sindrome
coronarica acuta. Otto pazienti (pari al 2,1%)
rispondevano ai criteri diagnostici per DIC; in 4 pazienti
coesisteva una patologia neoplastica.

¢ In questa tabella non sono stati inclusi i risultati per il D dimero di Wang et al. (44), in quanto, nonostante venisse indicata la
medesima unita di misura (mg/L), il lavoro riportava valori di oltre 100 volte superiori a studi simili, sia per i casi piu gravi [414
mg/L — intervallo interquartile (IQR) 191-1324] che per i soggetti con minore gravita clinica (166 mg/L — IQR 101-285; p<0,001);
tale risultato, in assenza di riferimenti sul metodo usato per la determinazione, diviene non interpretabile, e per tale motivo e stato

escluso.
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Tabella 3

Parametri coagulativi

Autore Biomarcatore N ita Criteri ita Casi . Casi =

(riferimento) (unita di misura) umerosita Lriterio gravita asigravi meno gravi

Huang et al. (3) D-dimero (mg/L) 41 Ricovero in cure intensive 2,4 0,5 0,042
(0,6-14,4) (0,3-0,8)

Chenetal. (5) D-dimero (mg/L) 274 Decesso 4,6 0,6 *
(1,3-21,0) (0,3-1,3)

Zhou et al. (23) D-dimero (mg/L) 191 Decesso 52 0,6 <0,0001
(1,5-21,1) (0,3-1,0)

Guo et al. (25)  D-dimero (mg/L) 187 Interessamento cardiaco 3,85 0,29 <0,001
(0,51-25,58) (0,17-0,60)

Deng et al. (31) D-dimero (mg/L) 112 Severita del quadro clinico 11,9 0,7 <0,01
(3,8-52,4) (0,4-1,7)

Tang et al. (50) D-dimero (mg/L) 183 Decesso 2,12 0,61 <0,001
(0,77-5,27) (0,35-1,29)

Inciardi et al. (52) D-dimero (mg/L) 99 Decesso 0,8 0,5 0,15 (NS)
(0,5-2,0) (0,3-0,9)

Liang et al. (97) D-dimero (mg/L) 1590 Severita del quadro clinico 19,1+70,1 26,3+144,8  *

Wang et al. (98) D-dimero (mg/L) 296 Decesso 0,5 0,2 <0,001

Training cohort (0,4-1,4) (0,1-0,3)

Wang et al. (98) D-dimero (mg/L) 44 Decesso 1,1 0,6 0,025

Validation cohort (0,9-1,6) (0,3-1,1)

Huang et al. (3) PT (secondi) 41 Ricovero in cure intensive 12,2 10,7 0,012
(11,2-13,4) (9,8-12,1)

Wang et al. (4) PT (secondi) 138 Ricovero in cure intensive 13,2 12,9 0,37 (NS)
(12,3-14,5) (12,3-13,4)

Chenetal. (5) PT (secondi) 274 Decesso 15,5 13,9 *
(14,4-17,3) (13,2-14,4)

Guo et al. (25)  PT (secondi) 187 Interessamento cardiaco 13,3 12,4 0,005
(12,2-15,3) (12,0-13,0)

Tang et al. (50) PT (secondi) 183 Decesso 15,5 13,6 <0,001
(14,4-16,3) (13,0-14,3)

Wei et al. (94) PT (secondi) 101 Interessamento cardiaco 13 13 0,96 (NS)
(12,6-13,6) (12,6-13,7)

Liang et al. (97) PT (secondi) 1590 Severita del quadro clinico 15,9+24,1 17,6+50,5 *

Wang et al. (98) PT (secondi) 296 Interessamento cardiaco  13,7+1,9 13,3%£1,9 0,37 (NS)

Training cohort

Wang et al. (98) PT (secondi) 44 Interessamento cardiaco  14,1+1,2 13,2+0,8 0,007

Validation cohort

Huang et al. (3) aPTT (secondi) 41 Ricovero in cure intensive 26,6 27,7 0,57 (NS)
(22,5-33,9) (24,8-34,1)

Wang et al. (4) aPTT (secondi) 138 Ricovero in cure intensive 30,4 31,7 0,09 (NS)
(28,0-34,5) (29,6-33,5)

Chenetal. (6) aPTT (secondi) 274 Decesso 40,6 41,0 *
(35,6-46,9) (36,9-44,0)

Guo et al. (25)  aPTT (secondi) 187 Interessamento cardiaco 31,2 32,7 0,003
(27,5-33,2) (31,0-35,8)

Tang et al. (50) aPTT (secondi) 183 Decesso 44.8 41,2 0,09 (NS)
(40,2-51,0) (36,9-44,0)
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Tabella 3

Continua

Autore Biomarcatore N ita Criteri ita Casi . Casi =

(riferimento) (unita di misura) umerosita Lriterio gravita asigravi meno gravi

Wei et al. (94) aPTT (secondi) 101 Interessamento cardiaco 29,6 28,4 0,46 (NS)
(27,3-32,7) (26,2-31,3)

Liang et al. (97) aPTT (secondi) 1590 Severita del quadro clinico 34,8+50,9 43,3+150,6  *

Wang et al. (98) aPTT (secondi) 296 Decesso 29,3+03,0 30,844,1 0,107 (NS)

Training cohort

Wang et al. (98) aPTT (secondi) 44 Decesso 39,346,6 38,8+4,3 0,74 (NS)

Validation cohort

Huang et al. (3) Piastrine (x10°/L) 41 Ricovero in cure intensive 196 149 0,45 (NS)
(165-263) (131-263)

Wang et al. (4) Piastrine (x10%L) 138 Ricovero in cure intensive 142 165 0,78 (NS)
(119-202) (125-188)

Chen etal. (5)  Piastrine (x10°L) 274 Decesso 156 198 *
(118,8-219,3)  (160,0-256,0)

Zhou et al. (23) Piastrine (x10°%L) 191 Decesso 165,5 220,0 <0,0001
(107-229) (168-271)

Shi et al. (24) Piastrine (x10°L) 416 Interessamento cardiaco 172 216 <0,001
(111-215) (165-273)

Ruan et al. (37) Piastrine (x10°/L) 150 Decesso 173,6 2221 <0,001
(67,7) (78,0)

Liang et al. (97) Piastrine (x10°/L) 1590 Severita del quadro clinico 173,4+73,7 180,1+£70,4 *

Tang et al. (50)  Fibrinogeno (g/L) 183 Decesso 5,16 4,51 0,149 (NS)
(3,74-5,69) (3,65-5,09)

Wang et al. (98) Fibrinogeno (g/L) 296 Decesso 4,2+1,5 3,941,0 0,099 (NS)

Training cohort

NS, non statisticamente significativo
* confronto statistico non riportato

| dati sono riportati come mediat1 deviazione standard o mediana (intervallo interquartile)
Il lavoro di Ruan et al. (37) riporta 'ampiezza dell’intervallo range interquartile, e non i suoi limiti.

E possibile che il numero di eventi tromboembolici
sia sottostimato in modo importante per la limitazione
delle procedure diagnostiche imposte dalla fase iniziale
dell’epidemia. Tuttavia, le segnalazioni sono gia
abbastanza frequenti da suggerire I'opportunita di una
profilassi antitrombotica nei pazienti COVID-19; la
terapia antitrombotica & suggerita (55) per pazienti con
insufficienza respiratoria, con comorbidita, allettati o in
cure intensive. Pur con scarsi supporti scientifici, una
Consensus cinese ha raccomandato I'anticoagulazione
parenterale a dosi terapeutiche come terapia routinaria
in pazienti COVID-19 (56), nel presupposto che possa
prevenire la trombosi microvascolare. In uno studio
cinese su 449 pazienti con una forma severa di COVID-
19, 99 pazienti venivano trattati, su base non
randomizzata, con eparina a dosaggio terapeutico (57).
La mortalita a 28 giorni non differiva tra trattati e non

trattati (30,3% versus 29,7%; p=0,91, NS). Quando perd
i pazienti venivano stratificati secondo il punteggio
“sepsis induced coagulopathy” (SIC), proposto dalla
ISTH (58), nei pazienti con punteggio SIC 24, la mortalita
risultava significativamente piu bassa nei non trattati
(40% versus 64,2%; p=0.029). Il punteggio SIC é
costituito da prolungamento del PT-INR, da riduzione
della conta piastrinica, e da SOFA score. Sembrerebbe
quindi che nei pazienti piu gravi possa esserci un ruolo
per la terapia anticoagulante, pur in presenza di
parametri di laboratorio che potrebbero far temere il
rischio emorragico, ma ovviamente servono studi mirati
e randomizzati per stabilirlo.

Tuttavia, anche questi risultati possono confermare
un ruolo della coagulopatia nel quadro clinico di COVID-
19; rimane da chiarire se si tratti di una situazione
comune a gravi infezioni virali, o se esista una specificita
di azione del SARS-CoV-2.
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Il ruolo dellACE2

Un’altra ipotesi che mira a spiegare l'interessamento
miocardico in corso di COVID-19 chiama in causa
I’ACE2. ACE2 é I'enzima che degrada I'angiotensina Il in
angiotensina 1-7; mentre Il'angiotensina 1l & un
vasocostrittore, ad attivita proinfiammatoria e
profibrotica, I'angiotensina 1-7 €& un moderato
vasodilatatore, con proprieta antiproliferative e
antiapoptotiche. Inoltre l'angiotensina 1-7 limita nel
soggetto sano la sintesi di citochine proinfiammatorie. La
produzione di angiotensina 1-7 ad opera dellACE2
viene interpretata come un meccanismo di attenuazione
dell’attivazione del sistema renina-angiotensina-
aldosterone (RAAS). Nei modelli animali, TACE2 & un
regolatore della funzione miocardica, ed i topi “knockout”
per ACE2 presentano una severa disfunzione
ventricolare (59). E stato dimostrato che il legame con il
recettore dellACE2, ampiamente espresso a livello
cardiaco e polmonare, viene utilizzato dai Coronavirus
per entrare nelle cellule bersaglio (60). Il SARS-CoV-2
effettua una “downregulation” dellACE2, con
conseguente riduzione dei livelli di angiotensina 1-7.
Questa variazione pud amplificare la “tempesta” di
citochine, e la conseguente risposta infiammatoria (61).
E stato anche segnalato che i livelli di angiotensina II
sono significativamente aumentati nei pazienti COVID-
19, con una relazione lineare con il carico virale (62).
Anche la conseguente ulteriore attivazione del RAAS
pud causare disfunzione endoteliale e danno a carico di
numerosi organi, innanzitutto cuore, rene e polmone.

L'ACE2 ¢ scarsamente espresso nei miociti (63)
mentre € intensamente espresso nei periciti, cellule
murali perivascolari. | periciti sono localizzati
prevalentemente all’esterno dell’endotelio dei capillari e
di parte delle venule; per l'alta espressione di ACE2
potrebbero costituire un bersaglio del Vvirus,
contribuendo alla disfunzione microvascolare. Il gene
per 'ACE2 & localizzato sul cromosoma X, e questa
osservazione potrebbe rendere ragione della minor
incidenza di COVID-19 nelle donne.

L'ACE2 puo svolgere due ruoli contrapposti nei
pazienti con COVID-19: da un lato protezione nei
confronti di ipertensione arteriosa, ipertrofia miocardica,
aterosclerosi, ritenzione idro-salina, dall’altra possibilita
agire come porta d’ingresso dell'infezione, favorendo il
manifestarsi delle forme piu gravi della patologia. I
significato clinico di questi opposti meccanismi nei
confronti delle complicanze di COVID-19 resta ancora
ampiamente da chiarire.

Gli  ACE-inibitori e gli inibitori recettoriali
dell’angiotensina (ARB), farmaci estensivamente usati
nella terapia dell'ipertensione arteriosa, dello
scompenso cardiaco, del post-infarto, possono
potenziare 'ACE2 (64,65), anche se con gli ACE-inibitori
non risulta aumentata lattivita del’lACE2 miocardica
(64). Le osservazioni sul meccanismo dellACE2 hanno
portato alcuni Autori a sollevare dubbi sulla sicurezza
delluso di questi farmaci in corso di pandemia da
COVID-19 (66).

Recenti studi hanno tuttavia smentito I'ipotesi di un
peggiore andamento nei pazienti in terapia con ACE-
inibitori o ARB. Nella casistica di 362 pazienti con
ipertensione arteriosa e diagnosi confermata di COVID-
19 pubblicata da Li et al. (67), non si riscontravano
differenze nella severita del quadro e nella mortalita tra
pazienti trattati con ACE-inibitori o ARB e il rimanente
della casistica. In una ampia casistica di pazienti ipertesi
con diagnosi confermata di COVID 19, pubblicata da
Zhang et al. (68), dopo aggiustamento della casistica
con “propensity score”, la mortalita risultava
significativamente piu bassa nei pazienti trattati con
ACE-inibitori o ARB (3,7% versus 9,8%; p=0,01).

Anche nella casistica internazionale di 8910 pazienti
pubblicata da Mehra et al. (69), il rischio di morte
intraospedaliera non risultava aumentato con l'uso di
ACE-inibitori (2,1% versus 6,1%); odds ratio 0,33; 95%IC
0,20-0,54) né con l'uso di ARB (6,8% versus 5,7%; odds
ratio 1,23; 95%IC 0,87-1,74). Nella ampia casistica
italiana di Mancia et al. (70) i pazienti in terapia con ACE-
inibitori o ARB non presentavano incidenza aumentata di
COVID-19 all'analisi multivariata, rispetto ai pazienti che
non li assumevano (rispettivamente odds ratio 0,96;
95%IC 0,86-1,05 e odds ratio 0,96; 95%IC 0,87-1,07),
né decorso severo o fatale della patologia
(rispettivamente odds ratio 0,91; 95%IC 0,69-1,21 e
odds ratio 0,83; 95%IC 0,63-1,10). In un’ampia casistica
cinese di pazienti con COVID-19 ed ipertensione
arteriosa (68) l'uso di ACE-inibitori o ARB risultava
associato ad un rischio ridotto di morte (hazard ratio
aggiustato per eta, sesso e comorbidita 0,37; 95%IC
0,15-0,89; p=0,03). Gli studi sugli effetti di ACE-inibitori e
ARB in COVID-19 sembrano quindi addirittura suggerire
un potenziale meccanismo protettivo. Va tuttavia
puntualizzato che si tratta di studi non randomizzati, ma
su clinicaltrials.gov, il database americano degli studi
clinici, risultano al momento attuale 31 studi in corso
sull’argomento, e 4 su clinicaltrialsregister.eu, il
database europeo. Al momento le informazioni
disponibili appaiono sufficienti per confermare la
prosecuzione della terapia per i pazienti che la stanno
gia assumendo, come gia le Societa Scientifiche
avevano raccomandato (71), ma l'esito di questi studi
potrebbe attribuire anche un ruolo piu diretto a questi
farmaci nel trattamento di COVID-19.

Effetto dell'infezione respiratoria sul cuore

Vi sono osservazioni che orientano
allinterpretazione del coinvolgimento cardiaco in corso
di COVID-19, non come un problema diretto, ma come
secondario alla grave infezione respiratoria e alla ARDS:
€ possibile che i segni di interessamento cardiaco in una
significativa percentuale di pazienti con COVID-19 siano
prevalentemente la risultante di una infezione polmonare
grave, con aumento della domanda miocardica di
ossigeno e contemporanea riduzione della sua
disponibilita. E stato infatti stimato che le infezioni virali
possano aumentare il lavoro cardiaco da 4 a 8 volte (72).
Il problema era noto anche prima della pandemia da
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SARS-CoV-2: in un’ampia serie di pazienti con
polmonite batterica acquisita in comunita ricoverati in
cure intensive (73), di cui il 23,3% con cardiopatia
preesistente, il 4,8% si complicava con infarto
miocardico, il 7,8% con sindrome coronarica acuta,
I'8,6% con scompenso congestizio e I'11,8% con arresto
cardiaco. Nei pazienti con sindrome di tipo influenzale,
per ogni aumento del 5% dell'incidenza mensile, il tasso
di ospedalizzazione per scompenso cardiaco aumenta
del 24% (74). Anche il rischio di morte per infarto del
miocardio, confermato all’autopsia, aumenta con un
odds ratio di 1,30 in presenza di malattia respiratoria in
corso di epidemia influenzale (75).

Lo squilibrio tra domanda ed apporto di ossigeno
pud portare ad una sindrome coronarica di tipo 2 (76),
una condizione che prevale nelle infezioni acute, specie
quelle che interessano i polmoni, e che presenta una
mortalita piu elevata di quella dell’infarto classico
(sindrome coronarica di tipo 1).

Nella maggior parte degli studi sulla COVID-19, la
definizione di interessamento cardiaco € basata sul
rilievo di innalzamento dei valori di troponine cardiache.
Tuttavia, in uno studio (77) che focalizzava I'attenzione
su pazienti con forma polmonare severa, individuando
poi come molto severe le forme che richiedevano
ventilazione meccanica o presentavano un quadro di
shock o di deficit multiorgano, i casi molto gravi
presentavano valori significativamente piu elevati di
troponina | (46,8 ng/L; IQR 34,2-299,8 versus 4,8; IQR
2,5-8,4; p<0,001) e tendenzialmente piu elevati di CK-
MB (13 U/L; IQR 10-25 versus 10; IQR 17-13). Questa
osservazione sembrerebbe collegare il movimento dei
biomarcatori cardiaci piu alla gravita del quadro
respiratorio critico che ad un problema primitivamente
cardiologico. E tuttavia difficile interpretarlo come unico
meccanismo di danno cardiaco; & piu probabile che
l'interessamento cardiaco nel quadro di COVID-19 sia la
risultante della somma e dell'interazione di diversi
meccanismi di aggressione.

| meccanismi sono gli stessi in pazienti con
cardiopatia preesistente?

La larga maggioranza delle casistiche di pazienti con
COVID-19 considerate, segnala una frequenza
significativamente piu elevata di cardiopatia tra i pazienti
ad evoluzione piu grave o sfavorevole (Tabella 4). | dati
relativi alle comorbidita pubblicati risentono pero in
genere del mancato aggiustamento per covariate
importanti come eta, sesso, obesita, diabete o abitudine
al fumo.

Gli studi pubblicati sono poi tutti condotti su pazienti
ospedalizzati, con una quota rilevante di pazienti in
terapia intensiva, rappresentando un estremo dello
spettro di COVID-19, che potrebbe non essere
rappresentativo della distribuzione nei casi meno gravi,
tali da non richiedere ricovero ospedaliero.

Inoltre, nei dati cinesi, che sono i piu numerosi, il
rischio di sottostima di patologie croniche (78) e del dato
anamnestico € consistente. Si veda ad esempio il fumo:

nei dati di Chen et al (5) i fumatori sono il 7%, mentre la
prevalenza nei cinesi di sesso maschile € documentata
essere oltre il 60% (79).

Solo piu di recente sono state pubblicate casistiche
raccolte in altro ambito territoriale. Uno studio condotto
in un ospedale del Midwest degli USA (80) definiva come
variabile di risposta I'insieme di necessita di ventilazione
meccanica o di supporto inotropo, ricovero in cure
intensive o morte. Considerando la limitata numerosita
della casistica, la maggior prevalenza, tra quelli ad
evoluzione sfavorevole, di pazienti con cardiopatia
ischemica (25% versus 13%) o scompenso congestizio
(38% versus 13%) non raggiungeva la significativita
statistica. Una casistica di 333 casi raccolti a Shangai
(81) confermavano [Iinfluenza della cardiopatia
preesistente (Tabella 4). | dati di Myers et al. (82) non
confermano la prognosi peggiore nei pazienti con
cardiopatia, ma presentano i dati relativi allo scompenso
cardiaco come unica variabile di risposta. La stima
ponderata del rischio relativo di evoluzione sfavorevole
per i pazienti con cardiopatia preesistente, ottenuta con
la routine METAN di Stata (19) & 2,833 (p<0,001 -
modello a effetti random per significativa eterogeneita -
1>=87,3%). Nonostante la grande variabilita dei dati dei
singoli studi, emerge un rischio quasi triplicato per i
pazienti cardiopatici che contraggano una forma grave di
COVID-19. Data l'alta incidenza di casi di COVID-19
paucisintomatici o asintomatici nella popolazione, che
non consente di stimare in modo affidabile il numero dei
contagiati, non & possibile stimare se la cardiopatia
preesistente aumenti il rischio di infezione in generale, o
se individui una popolazione a rischio di forme gravi della
malattia.

La proporzione di pazienti con cardiopatia, stimata
dagli studi precedentemente citati e da altri che riportano
la frequenza a prescindere dalla gravita del quadro
(70,83-86), usando la procedura METAPROP di Stata 14
(19), € 11%, stimata con modello ad effetti random, per
la grande eterogeneita della casistica (p<0,01 — I?
98,98%): le proporzioni variano infatti dal 2% al 44%. Le
frequenze riportate devono essere interpretate con
cautela; spesso sono relative ai pazienti con cardiopatia
ischemica, ma non ai pazienti con altri tipi di cardiopatia,
solo pochi studi riportano la frequenza di scompenso
cardiaco, solo Mehra et al. (69) includono la frequenza di
patologia aritmica. In ogni caso, la frequenza non &
troppo diversa dai dati di popolazione cinesi (87) ed
americani (88), il che orienterebbe a ritenere che la
preesistenza di cardiopatia non condizioni la probabilita
di una forma di COVID-19 tale da richiedere ricovero, ma
possa poi influire sulla prognosi, almeno considerandola
indipendentemente da altri potenziali fattori di rischio.
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Tabella 4
Patologie concomitanti
(A;il:‘(te?'{r?lento) Patologia Criterio gravita Casi gravi 32?:0 gravi P
Huang et al. (3) Malattie cardiovascolari Ricovero in cure intensive 3 (23%) 3 (11%) 0,32 (NS)
Wang et al. (4) Malattie cardiovascolari Ricovero in cure intensive 9 (25%) 11 (10,8%) 0,04
Chen et al. (5) Malattie cardiovascolari Decesso 16 (14%) 7 (4%) *
Ruan et al. (37) Malattie cardiovascolari Decesso 13 (19%) 0 (0%) <0,001
Qin et al. (38) Malattie cardiovascolari Ricovero in cure intensive 24 (8,4%) 3 (1,8%) 0,004
Yu et al. (81) Malattie cardiovascolari Severita del quadro clinico 8 (30,8) 16 (5,2%) <0,001
Liang et al. (97) Malattie cardiovascolari Severita del quadro clinico 13 (9,9) 46 (3,2) *
Zhou et al. (23) Coronaropatia Decesso 13 (24%) 2 (1,0%) <0,0001
Shi et al. (24) Coronaropatia Interessamento cardiaco 24 (29,3%) 20 (6,0%) <0,001
Guo et al. (25) Coronaropatia Interessamento cardiaco 17 (32,7%) 4 (3,0) <0,001
Deng et al. (31) Coronaropatia Severita del quadro clinico 11 (16,4%) 4 (8,9%) 0,25 (NS)
Mehra et al. (69) Coronaropatia Decesso 103 (20%) 907 (10,8%)  *
Aggarwal et al. (80) Coronaropatia Ricovero in cure intensive 2 (25%) 1(13%) 1,0 (NS)
o decesso
Wei et al. (94) Coronaropatia Interessamento cardiaco 3 (18,8%) 2 (2,4%) 0,006
Wang et al. (98) Coronaropatia Decesso 5 (26,3%) 5(1,8%) <0,001
Training cohort
Wang et al. (98) Coronaropatia Decesso 3 (21,4%) 0 0,009
Validation cohort
Guan et al. (99) Coronaropatia Severita del quadro clinico 10 (5,8%) 17 (1,8%) *
Chen et al. (5) Scompenso cardiaco Decesso 1(1%) 0 (0%) *
Shi et al. (24) Scompenso cardiaco Interessamento cardiaco 12 (14,6%) 5 (1,5%) <0,001
Mehra et al. (69) Scompenso cardiaco Decesso 29 (5,6%) 160 (1,9%) *
Aggarwal et al. (80) Scompenso cardiaco Ricovero in cure intensive 3 (38%) 1 (13%) 0,56 (NS)
o decesso
Myers et al. (82) Scompenso cardiaco Ricovero in cure intensive 4 (3,5%) 18 (6,8%) *
Mehra et al. (69) Aritmie Decesso 35 (6,8%) 269 (3,2) *
Wang et al. (4) Malattie cerebrovascolari Ricovero in cure intensive 6 (16,7%) 1(1,0%) 0,001
Chen et al. (5) Malattie cerebrovascolari Decesso 4 (4%) 0 (0%) *
Qin et al. (8) Malattie cerebrovascolari Ricovero in cure intensive 8 (2,8%) 3 (1,8%) 0,753 (NS)
Aggarwal et al. (80) Malattie cerebrovascolari Ricovero in cure intensive 1 (13%) 1(13%) 1,0 (NS)
o decesso
Wei et al. (94) Malattie cerebrovascolari Interessamento cardiaco 3 (18,8%) 3 (3,5%) 0,018
Liang et al. (97) Malattie cerebrovascolari Severita del quadro clinico 10 (7,6%) 20 (1,4%) *
Wang et al. (98) Malattie cerebrovascolari Decesso 3 (15,8%) 4 (1,4%) <0,001
Training cohort
Wang et al. (98) Malattie cerebrovascolari Decesso 1(7,1%) 1(3,3%) 0,57 (NS)
Validation cohort
Guan et al. (99) Malattie cerebrovascolari Severita del quadro clinico 11 (1,2%) 15 (1,4%) *
NS, non statisticamente significativo
* confronto statistico non riportato
| dati sono riportati come frequenza assoluta (frequenza percentuale)
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Un elemento meritevole di attenzione & il rilievo nello
studio di Guo et al. (25) che la mortalita intraospedaliera
nei pazienti con cardiopatia preesistente e rialzo dei
valori di TnT sopra il 99° percentile era pari al 69,4%,
ma quando la cardiopatia non era accompagnata da un
aumento di TnT, la mortalita era del 13,3%, di poco
superiore a quella dei pazienti senza anamnesi di
cardiopatia e senza incremento di TnT (7,6%). Se ne
pud dedurre che l'interessamento cardiaco in corso di
COVID-19 influenzi la prognosi piu della presenza
anamnestica di cardiopatia.

Il rischio significativamente aumentato di maggiore
gravita del COVID-19 nei pazienti con cardiopatia
preesistente, potrebbe essere semplicemente
interpretato come una destabilizzazione della
cardiopatia esistente ad opera di una grave infezione
che determina uno sbilanciamento tra 'aumento della
domanda metabolica indotta dall'infezione e la ridotta
riserva cardiaca. Pazienti con cardiopatia ischemica e
scompenso cardiaco possono risultare particolarmente a
rischio per la possibilita di rottura di placca per la flogosi
sistemica (89,90). La reazione infammatoria nella sede
primaria di infezione, il polmone, produce citochine
(interleuchine-1 e -6, e TNF), mediatori che entrano in
circolo, e possono stimolare i macrofagi nella placca
aterosclerotica a produrre a loro volta citochine
localmente, rendendo la lesione piu trombogenica (91).

L'esperienza con altre forme virali, con il virus
dell'influenza ed altri Coronavirus, ha dimostrato che le
infezioni virali possono scatenare sindromi coronariche
(92). Gli effetti procoagulanti dell’infiammazione possono
poi contribuire al rischio di trombosi di stent. Nella
casistica di Guo et al. (25), inoltre, la frequenza di aritmie
maggiori (tachicardia ventricolare e fibrillazione
ventricolare) era significativamente piu elevata nei
pazienti con interessamento miocardico [9 (17,3%)
versus 2 (1,5%); p<0,001], un altro elemento clinico che
potrebbe contribuire allaumentata mortalita.

In sintesi, quello che & possibile dedurre da queste
eterogenee casistiche € che la presenza di cardiopatia
anamnestica si associa ad una peggiore evoluzione
prognostica di COVID-19, e tale tendenza non appare
essere giustificata soltanto dall’'eta piu avanzata dei
pazienti con cardiopatia, anche se sono pochi gli studi
che supportano tale interpretazione.

Le implicazioni pratiche di questa osservazione sono
una cautela estrema nella prevenzione del rischio di
infezione nei cardiopatici, soprattutto quando si associ
'eta avanzata, fattore di rischio comune a tutte le
casistiche.

Il ruolo dell'ipertensione arteriosa

In numerosi studi emergeva con costanza un rilievo
che ricevera molta attenzione da parte della stampa
divulgativa: nei pazienti con quadri piu gravi di COVID
19, la mortalita piu alta, e I'interessamento miocardico,
erano piu frequenti nei pazienti con ipertensione
arteriosa (Tabella 5). Le casistiche con piu alta
frequenza di ipertensione sono caratterizzate anche da

una eta significativamente piu elevata, da una frequenza
piu elevata di cardiopatia preesistente e diabete, per cui
resta da chiarire se l'ipertensione arteriosa sia un fattore
di rischio per sé, o non costituisca un fattore di
confondimento.

Analizzando gli studi che riportano la prevalenza di
ipertensione arteriosa in relazione all'evoluzione
prognostica (Tabella 5), il rischio relativo stimato di
evoluzione sfavorevole per i pazienti con ipertensione
arteriosa € risultato 1,957 (p<0,001 — modello a effetti
random per significativa eterogeneita - 1>=86,1%). I
valore risulta molto piu alto nella popolazione cinese,
pari a 2,27, valore ottenuto escludendo gli ultimi studi,
che includono popolazioni di altre etnie (80, 82, 83).

La prevalenza di ipertesi tra i pazienti degli studi
considerati & stimata con METAPROP pari al 28%
(p<0,001 — 12 98,93) con valori individuali che variano dal
9% al 56%. Considerando solo gli studi condotti in Cina,
eliminando dal conteggio gli altri (69,80, 82,83) si ottiene
una prevalenza di pazienti ipertesi del 24%, non molto
dissimile da quella riportata dal Center for Disease
Control cinese, pari al 23,2% (93). Non €& chiara la
motivazione di una apparente maggior rilevanza
dell’ipertensione come  comorbidita  favorente
un’evoluzione piu grave nei pazienti cinesi; una
differenza che colpisce €& il riscontro che in uno studio
(62) solo 16,7% dei pazienti ipertesi risultava in terapia
con ACE-inibitori o ARB. Un trattamento meno
cardioprotettivo potrebbe aver aumentato la vulnerabilita
di questi pazienti.

Nella casistica di Wei et al. (94) la presenza di
ipertensione arteriosa rappresentava uno dei predittori
indipendenti, all’analisi logistica univariata, della
progressione a forma severa, insieme all'eta, alla
disfunzione renale e ai marcatori di interessamento
miocardico. L'assenza di una analisi multivariata non
consente pero¢ di affermare con certezza I'indipendenza
dell'ipertensione arteriosa da altre covariate, quali ad
esempio eta e diabete. Lo studio di Grasselli et al (95)
riporta la prevalenza di ipertensione arteriosa secondo le
classi di eta in 1591 pazienti con COVID-19 ricoverati in
reparti di cure intensive; I'eta mediana dei pazienti
ipertesi era significativamente piu alta di quella dei
pazienti normotesi (66 anni; — IQR 60-72 versus 62; IQR
54-68; p<0,001). La Figura 2 evidenzia come vi sia una
progressione marcata della frequenza di ipertensione
arteriosa al crescere dell’eta. In effetti, nei dati
delllstituto Superiore di Sanita (96) I'eta mediana dei
pazienti italiani deceduti per COVID-19 (81 anni; IQR 74-
87) era notevolmente piu alta che nelle casistiche cinesi.
Occorre quindi distinguere il ruolo relativo di eta ed
ipertensione nell’influenzare I'andamento clinico. Nella
recente casistica di Inciardi et al. (52) vi era una
differenza significativa nella prevalenza di ipertensione
tra pazienti cardiopatici e non, a significare come non sia
semplice discriminare I'effetto della singola variabile.
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Validation cohort

Guan et al. (99)

165 (15%)

Severita del quadro clinico 41 (23,7%)

124 (13,4%)
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Tabella 5
Ipertensione arteriosa
(Ar#;(?irriento) Casistica totale Criterio gravita Casi gravi 22?:0 gravi P
Huang et al. (3) 6 (15%) Ricovero in cure intensive 2 (15%) 4 (14%) 0,93 (NS)
Wang et al. (4) 43 (31,2%) Ricovero in cure intensive 21 (58,3%) 22 (21,6%) <0,001
Chen et al. (5) 93 (34%) Decesso 54 (48%) 39 (24%) *
Zhou et al. (23) 58 (30%) Decesso 26 (48%) 32 (23%) 0,0008
Shi et al. (24) 127 (30,5%) Interessamento cardiaco 49 (59,8%) 78 (23,4%) <0,001
Guo et al. (25) 61 (32,6%) Interessamento cardiaco 33 (63,5%) 28 (20,7%) <0,001
Deng et al. (31) 36 (32,1%) Severita del quadro clinico 24 (35,8%) 12 (26,7%) 0,31 (NS)
Ruan et al. (37) 52 (34,7%) Decesso 29 (43%) 23 (28%) 0,07 (NS)
Qin et al. (38) 135 (29,5%) Ricovero in cure intensive 105 (36,7%) 30 (18,1%) <0,001
Mehra et al. (69) 2346 (26,3%) Decesso 130 (25,2%) 2216 (26,4%) *
Aggarwal et al. (80) 9 (57%) Ricovero in cure intensive 3 (38%) 6 (75%) 0,31 (NS)

o decesso

Yu et al. (81) 64 (19,2%) Severita del quadro clinico 9 (34,6%) 55 (17,9%) 0,069 (NS)
Myers et al. (82) 164 (43,5%) Ricovero in cure intensive 58 (51,3%) 106 (40,2) *
Wei et al. (94) 21 (21%) Interessamento cardiaco 9 (56,3%) 12 (14,3%) <0,001
Liang et al. (97) 269 (16,9%) Severita quadro clinico 53 (40,5%) 216 (14,8%) *
Wang et al. (98) 42 (14,2%) Decesso 9 (47,4%) 33 (11,9%) <0,001
Training cohort
Wang et al. (98) 11 (25%) Decesso 4 (28,6%) 7 (23,3%) 0,71 (NS)

*

NS, non statisticamente significativo
* confronto statistico non riportato
| dati sono riportati come frequenza assoluta (frequenza percentuale)

Figura 2

Prevalenza di ipertensione all'aumentare dell’eta (da rif 95)
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La non indipendenza delle variabili & confermata
dall’analisi multivariata del rischio di gravita nello studio
di Yu et al. (81): benché ad un confronto diretto i casi ad
evoluzione piu grave presentassero una prevalenza
tendenzialmente superiore di ipertensione (34,6%
versus  17,9%; p=0,069, NS), considerando
simultaneamente i regressori, la classe di eta ed il sesso
risultavano i principali determinanti, mentre 'anamnesi di
ipertensione non risultava significativa.

Anche nel recente lavoro di Liang et al. (97), nella
analisi logistica multivariata sui dati di 1590 pazienti,
utilizzata per costruire un punteggio di rischio per la
progressione di COVID 19 verso una condizione di
gravita, la presenza di ipertensione non risultava un
predittore indipendente, mentre I'eta rimaneva tra le
variabili del modello. Ma anche in questa casistica il
confronto delle frequenze di ipertensione arteriosa tra
casi critici e casi non critici (40,5% versus 14,8%;
p<0,0001) era statisticamente significativo, ad indicare
che il confronto che non tenga conto della relazione con
le altre covariate puo risultare fuorviante.

L'impressione che questi dati forniscono €& che
I'ipertensione arteriosa possa essere un fattore di
confondimento che sottende l'effetto di covariate piu
rilevanti, in primo luogo l'eta.

CONCLUSIONI

Questa prima fase della pandemia da COVID-19
lascia la classe medica disarmata rispetto alla totale
novita del quadro clinico. La problematica cardiologica &
emersa come un dato frequente e clinicamente rilevante,
ma occorrera ricerca ed esperienza per chiarirne i
meccanismi, le implicazioni prognostiche e le possibilita
terapeutiche. | dati di questa rassegna sono aggiornati ai
primi giorni del maggio 2020, ma la ricerca & in continua
e tumultuosa evoluzione, con la necessita di aggiornare
in continuo le proprie conoscenze.

Non ¢ facile tenere il passo con [I'evoluzione
rapidissima della letteratura medica. Un numero
rilevante di studi proviene direttamente dalla Cina, primo
focolaio di COVID-19, e molti sono condotti nella citta di
Wuhan (2,3,4,5,23-25,36,38,77,84): non & chiaro se vi
siano sovrapposizioni tra le casistiche riportate dai
singoli lavori o se effettivamente si tratti di osservazioni
indipendenti.

Siamo di fronte ad una pandemia i cui numeri sono
difficili da valutare: abbiamo grandi incertezze sui
numeratori, visto che la quasi totalita dei dati disponibili
sono stati raccolti solo su pazienti ricoverati, ma i
denominatori a livello della popolazione sono non noti e,
presumibilmente, non conoscibili. | numeri, i tassi, le
prevalenze su cui ragioniamo sono quindi asimmetrici,
perché la popolazione su cui sono generati non & ben
rappresentativa, e vanno interpretati con prudenza ed
umilta.

Sulla base di queste considerazioni, il messaggio di
questa rassegna € quindi che al momento non ¢
possibile né chiarire appieno il ruolo del coinvolgimento
cardiaco nella evoluzione clinica di COVID-19, né

comprendere quali meccanismi siano piu coinvolti nel
determinare il danno. La questione si presenta alquanto
complessa e probabilmente sara necessario attendere la
pubblicazione di una maggiore quantita di dati,
auspicabilmente meglio strutturati di quelli prodotti nella
fase acuta della pandemia, per una comprensione piu
solida.
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ABSTRACT

The impact of COVID-19 emergency in clinical laboratories: experiences and opinions of SIBioC Young
Scientists.

The recent pandemic status declared worldwide for the spreading of the new coronavirus-SARS-CoV-2 has
emphasized the key role of the Laboratory Medicine in the health care process. In this context, the clinical laboratories
needed to rapidly reorganize the internal workflow to face the emergency and to continue ensuring rapid and accurate
responses. This has been possible only thanks to the contribution of all the personal working in the laboratory,
including administrative staff, nurses, technical staff, and clinical chemists. The competence and the commitment of
the Young Scientists (YS), can be considered an essential contribution to the efficient and successful management
of the pandemic in clinical laboratories.

This paper reports the experiences and the opinions of some of the members of the SIBioC YS Study Group, who
have been involved in the clinical laboratory management of the COVID-19 pandemic. The paper is focused to
present and discuss the use of the molecular and serological tests for the screening and diagnosis of COVID-19, the
reorganization of laboratories, the development of panels of biochemical markers for organ damage and
cardiovascular involvement diagnosis. Finally, issues are addressed regarding the importance of safety procedures
for biohazard containment, and of future research and development perspectives, thanks to the availability of
biological specimens from patients affected by COVID-19, safely and correctly stored in biobanks, together with the
associated clinical data.

INTRODUZIONE I'obiettivo primario della MdL, nel contesto della
pandemia i laboratori sono stati costretti ad una rapida

La pandemia provocata dal nuovo coronavirus riorganizzazione per fronteggiare la situazione

SARS-CoV-2 (sindrome respiratoria acuta grave da
coronavirus 2) ha ulteriormente enfatizzato il valore
fondamentale della Medicina di Laboratorio (MdL)
nellambito del processo assistenziale. Sebbene il
fornire una risposta tempestiva e corretta sia da sempre

emergenziale e continuare a garantire risposte rapide e
accurate (1). Il numero elevato di pazienti con diagnosi
di malattia da SARS-CoV-2 (COVID-19) e le politiche di
screening attuate sulla popolazione da alcune Regioni
Italiane per confinare i contagi, hanno fatto si che
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migliaia di campioni, in particolare tamponi respiratori e
prelievi ematici per gli esami sierologici, pervenissero
quotidianamente ai laboratori.

In questo contesto, si € reso necessario attivare
misure di sicurezza per la protezione del personale in
servizio, come I'approvvigionamento di dispositivi di
protezione individuale (DPI), I'adozione di misure di
biocontenimento, nonché la riorganizzazione delle aree
e del personale per evitare assembramenti. Nella fase
acuta della pandemia, I'adeguata conservazione del
materiale biologico dei pazienti affetti da COVID-19 &
stata poi cruciale per permettere la ricerca e lo sviluppo
di nuove terapie e vaccini, e per la validazione di nuovi
esami di laboratorio. Inoltre, negli ultimi anni, le politiche
aziendali dirette alla riduzione dei costi e delle risorse
umane, a seguito dell’elevata automazione introdotta nei
laboratori di analisi e dell’accentramento di molte
diagnostiche, hanno inciso notevolmente sulle capacita
di reazione e di gestione dellemergenza all’interno dei
laboratori stessi. Per superare questa criticita, & stata
fondamentale la competenza e il coinvolgimento sia del
personale strutturato che dei precari e degli studenti
(specializzandi, dottorandi, borsisti).

Il gruppo di studio Young Scientists di SIBioC (GdS
SIBioC-YS) & composto da giovani professionisti che
operano nelle diverse discipline della MdL, in una rete
dinamica di scambio scientifico e culturale a livello
nazionale e internazionale (2,3). Il confronto a distanza,
spesso attraverso videoconferenze, & stato uno
strumento prezioso per la condivisione delle esperienze
tra YS operanti in diverse regioni italiane, soprattutto in
considerazione del fatto che I'epidemia da SARS-CoV-2
ha colpito in modo eterogeneo le regioni italiane, con
zone “rosse” che hanno avuto un contagio piu elevato e
anticipato rispetto al resto del Paese, dove le misure di
contenimento adottate dal Governo hanno contribuito ad
arginarne la diffusione.

Questo articolo raccoglie le esperienze e le opinioni
di alcuni membri del GdS SIBioC-YS impegnati in
laboratori e contesti assistenziali diversi durante
I'emergenza COVID-19. In particolare, verranno discussi
temi quali l'utilizzo degli esami molecolari e sierologici
per lidentificazione della infezione da SARS-CoV-2, i
problemi legati alla loro accuratezza diagnostica,
l'introduzione di nuovi esami nel repertorio disponibile in
urgenza per permettere la stratificazione dei pazienti
rispetto alla gravita dei quadri clinici osservati, e la
riorganizzazione del personale per affrontare
I'emergenza. Infine, verranno discusse le procedure di
sicurezza per il contenimento del rischio biologico, e le
prospettive future di ricerca possibili grazie alla
conservazione del materiale biologico nelle biobanche
COVID-19.

INDAGINI MOLECOLARI E SIEROLOGICHE

Gli esami molecolari

L'Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS)
raccomanda la ricerca diretta di sequenze di RNA virale

biochimica clinica 2020

del SARS-CoV-2 nei tamponi delle vie respiratorie (4)
per la diagnosi di COVID-19, in presenza di specifici
criteri clinici ed epidemiologici (5). Inoltre, & di
fondamentale importanza individuare e isolare i pazienti
asintomatici, rintracciando i loro potenziali contatti,
garantire il distanziamento sociale e il cambiamento

comportamentale della popolazione, per limitare
I'ulteriore diffusione virale (6).
I test molecolare con metodo rRT-PCR

(retrotrascrittasi inversa e reazione polimerasica a
catena) per SARS-CoV-2 consente di verificare la
presenza del genoma virale in secrezioni respiratorie
ottenute dalle alte e/o basse vie respiratorie (AVR e/o
BVR), queste ultime piu sensibili per una maggiore
presenza del recettore dell’enzima di conversione dell'
angiotensina-2 (ACE2), utilizzato dal virus per essere
internalizzato nella cellula (4). Nonostante la maggiore
invasivita e la minor compliance da parte del paziente, il
tampone delle BVR si & rivelato utile per limitare
l'incidenza di un possibile risultato falso negativo (FN).

L'utilizzo delle tecniche di virologia molecolare per
SARS-CoV-2 puo presentare alcune peculiarita , tra cui
la necessita di personale specializzato, lunghi tempi di
refertazione (4-6 ore), possibile alterazione dei risultati
dovuta a fattori biologici del virus. Infatti, risultati FN
possono verificarsi se Iindagine & effettuata
precocemente, in quanto il virus potrebbe non aver
ancora iniziato la sua fase replicativa, oppure possono
essere riscontrate differenze operatore-dipendenti nella
fase di prelievo o nelle fasi pre- e analitica. | tempi di
refertazione determinano una criticita sia per il paziente
che per la sua struttura ospitante che deve attuare
rapidamente misure di isolamento per contenere la
trasmissione. Tuttavia, il tampone rimane il metodo di
elezione per la diagnosi di COVID-19, sia nei pazienti
sintomatici che asintomatici. L'analisi viene effettuata in
modo centralizzato presso i principali ospedali e
laboratori di riferimento regionali. Questo ha portato alla
definizione di procedure che guidano il processo in tutte
le fasi (pre-analitca, analitica e post-analitca):
dall’esecuzione e trasporto del tampone, all’accettazione
e analisi del campione fino alla trasmissione del referto
(7-11) (Tabellat).

| kit di biologia molecolare attualmente usati nei
laboratori italiani, si basano sull'identificazione
contemporanea di tre geni: uno specifico per SARS-
CoV-2 (RNA polimerasi RNA-dipendente - RdRP), e due
comuni a tutti i betacoronavirus [nucleocapside (N) ed
envelope (E)] (12, 13). La positivita a tutti o solo parte di
questi tre geni comporta una diversa refertazione
(Tabella1). Solo da pochi mesi, in alcuni laboratori &
possibile utilizzare una nuova tecnologia, GENEXPERT
(CepheidTM, CA, USA), che pur basandosi sempre su
un’amplificazione genica, e completamente
automatizzata, permettendo di avere una diagnosi
molecolare molto rapida, in circa 1 ora, consentendo
cosi una gestione efficace dei casi urgenti.

La complessita delle procedure e il rischio di contagio
hanno portato all’istituzione di unita COVID-19 all'interno
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Tabella 1
Fasi del processo di laboratorio per I'analisi dei tamponi respiratori tramite retrotrascrittasi inversa e reazione polimerasica a catena
(rRT-PCR) per la ricerca di SARS-CoV-2

- Basse vie (BVR):

- Espettorato

- Lavaggio bronco-alveolare (BAL)
- Alte vie (AVR):

- Naso-faringei

- Oro-faringei

Esecuzione tampone

Trasporto tampone con scheda
allegata

Procedura per il contenimento del rischio biologico
Scheda: - dati e sintomatologia del paziente
- motivo della richiesta e nome medico richiedente

- Centralizzata
- Istituzione di un nuovo punto di accettazione con personale dedicato

Accettazione

Fase pre-analitica

Inattivazione Virus - Tampone con mezzo di trasporto contenente un inattivatore.
- Tampone con mezzo di trasporto privo di inattivatore:*
- Aggiunta di lisante
- Uso del calore:
- 56°C per 30’
-65°C per 10’

Sistema classico Estrazione RNA Automatica (con biglie magnetiche).

Durata: 1-2 ore

Amplificazione: rRT-PCR.
Durata: 1,30-2 ore

Nessuna estrazione, caricamento diretto.
Durata: 1 ora

Sistema integrato

Fase analitica

Refertazione - Positivo: positivo a tutti i target
- Debole positivo: positivita parziale ai target

- Negativo: Nessun target rilevato

- Pazienti ricoverati: visualizzazione immediata tramite proprio gestionale
- Pazienti esterni: invio al curante del referto tramite I'utilizzo di:
- Fax
- Email
- Creazione di piattaforme informatiche che fanno da tramite tra il laboratorio
e I'ente esterno che deve visualizzare il referto.

Visualizzazione referti

Fase post-analitica

*Inattivazione virus: Una volta preso in consegna il tampone, il laboratorio adibito all’esecuzione procede all'inattivazione del virus
nel caso in cui il tampone pervenisse in un mezzo di trasporto privo di inattivatore. Il trattamento con lisanti sotto cappe di biosicurezza
di livello 2 (fase piu rischiosa per gli operatori) e con I'utilizzo di appropriati dispositivi di protezione individuale (DPI), rientra tra i
metodi piu comunemente utilizzati. L'inattivazione al calore (56°C per la durata di 30’ 0 65°C per 10°), sebbene raccomandata da
documenti di consenso internazionali e meno rischiosa per I'operatore, potrebbe determinare la degradazione del RNA generando
potenziali falsi negativi (7).

dei laboratori, con personale dedicato esclusivamente
alla diagnostica molecolare del virus.

Gli esami sierologici

Nell'attuale fase dell’emergenza sanitaria da COVID-
19, la diagnostica sierologica, che consiste nella
rilevazione di anticorpi diretti contro SARS-CoV-2, ha
sicuramente un ruolo rilevante in ambito epidemiologico
in quanto permette di stimare la diffusione dell’infezione
e comprenderne la prevalenza in una determinata area
(14). La drammatica diffusione della pandemia ha
portato ad un rapido sviluppo, da parte di numerose
aziende, di un elevato numero di kit diagnostici. Questi
ultimi  sono costituiti  principalmente da test
immunocromatografici, metodiche immunoenzimatiche

(enzyme linked immunosorbent assay - ELISA) o in
chemiluminescenza (CLIA) per la ricerca sia qualitativa
che quantitativa di anticorpi di tipo 1gG, IgA e IgM anti
SARS-CoV-2 (Tabella 2) (15). Tuttavia, la situazione
emergenziale ha comportato che l'immissione nel
mercato dei nuovi kit diagnostici spesso non sia stata
accompagnata da una sufficiente validazione, e ancora
oggi i dati disponibili sull’affidabilita e accuratezza
diagnostica di questi test sono pochi e incerti (Tabella 2)
(14,16,17). La comparsa di anticorpi specifici nel sangue
solitamente si verifica una-due settimane dopo
l'insorgenza dei sintomi, ma si stima che la trasmissione
virale possa avvenire anche durante il periodo di
incubazione, di circa una o anche piu settimane prima
della manifestazione clinica (18). In particolare, la ricerca
combinata di IgM-IgG pud migliorare l'accuratezza
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diagnostica (sensibilita: 89%; specificita: 91%) rispetto
alla sola rilevazione di IgM o IgG (19).

Nell’'ambito degli studi di prevalenza dell'infezione
da SARS-CoV-2, diverse regioni hanno attivato un
percorso di monitoraggio volto alla sorveglianza degli
operatori sanitari e socio-sanitari asintomatici per
verificarne lo stato sierologico, al fine di attuare adeguati
interventi di sanita pubblica orientati al contenimento
della pandemia. Inoltre, per i datori di lavoro, & stata
attivata la possibilita di realizzare percorsi di screening in
collaborazione con il medico competente effettuando

Tabella 2
Principali  caratteristiche di alcuni metodi
https://www.elasitalia.it/news/sars-cov-2-sierologia/).

immunometrici

’esame presso laboratori privati, autorizzati dalla
Regione. Infine, 'accesso ai test sierologici & stato reso
disponibile anche ai privati cittadini, previa indicazione
da parte del medico di medicina generale.

Nonostante i numerosi mezzi a disposizione,
permangono ancora molte criticita che rendono la
ricerca epidemiologica sul SARS-CoV-2 ancora una
sfida. Le basse percentuali di positivita agli anticorpi
riscontrate nelle varie regioni italiane, ad eccezione delle
zone critiche maggiormente colpite, possono
verosimilmente essere ascrivibili almeno in parte alla

attualmente disponibili in commercio (adattato da

Nome Isotipo Specificita Tecnologia Metodica Tipo di Specificita Sensibilita  Produttore/
commerciale anticorpale anticorpale risultato diagnostica diagnostica distributore
dichiarata dichiarata
SARS-CoV-2 1gG Anti- Immunometrica CLIA Qualitativo 100% 99,6% Abbott
IgG o COV-2 nucleocapside a due fasi
1gG
LIAISON® 1gG Anti-proteina  Immunometrica CLIA Quantitativo 97,4% 98,5% DiaSorin
SARS-CoV-2 spike (S1 e indiretta
S1/82 IgG S2)
ENZY-WELL 1gG, IgM,  Anti-SARS- ELISA su Enzimatica Semiquantitativo  92,5%, 95,8%, DIESSE
SARS-CoV-2 IgA CoV-2 micropiastra  (perossidasi) 87,7%, 97,0%,
93,7% 96,3%
Anti SARS-  1gG, IgA  Anti-proteina ELISA su Enzimatica Semiquantitativo  93,8%, 99,6%, EUROIMMUN
CoV-2 ELISA spike (S1) micropiastra  (perossidasi) 100% 92,4%
ERADIKIT™ 1gG Anti- ELISA su Enzimatica Semiquantitativo  95,6% 100% IN3
COVID19 IgG nucleocapside micropiastra (perossidasi) Diagnostic
VITROS IgG +IgM  Anti-proteina Immunometrica CLIA Qualitativo 100% 100%  Ortho Clinical.
Anti-SARS- +I1gA spike a due fasi potenziata Diagnostics
CoV-2 Total
Reagent
Pack
Elecsys Anticorpi Anti- Immunometrica ECLIA Qualitativo 100% 99,8% Roche
Anti-SARS- totali nucleocapside sandwich
CoV-2 incluso
1gG
MAGLUMI™  IgG, IgM Anti- Immunometrica CLIA Quantitativo 91,2%, 97,3%, Snibe
2019-nCoV nucleocapside indiretta / con 78,7% 97,5% (Medical
1gG/IgM e anti-proteina  Ab. a cattura System)
spike (S1 e
S2)
COVID-19 IgG, Anti- Immunometrica CLIA Qualitativo 92%, 99%, Vircell
VIRCLIA® IgM+IgA  nucleocapside indiretta 97% 99% (Alifax)
MONOTEST e anti-proteina
spike
iFlash-SARS- IgG, IgM Anti- Immunometrica CLIA Quantitativo 97,3%, 96,3%, Yhlo
CoV-2 nucleocapside indiretta a due 86,1% 99,2% (PANTEC)
e anti-proteina fasi
spike
CLIA: chemiluminescenza; ECLIA: elettro-chemiluminescenza
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scarsa conoscenza attuale riguardo la dinamica
anticorpale di SARS-CoV-2 (20). Ad oggi, gli esami
sierologici, pur non potendo essere usati nell’attivita
diagnostica dello stato infettivo dell’individuo e quindi
non potendo sostituire 'esame molecolare, possono
essere rilevanti a fini epidemiologici per conoscere la
suscettibilita della popolazione e i modelli di
trasmissione del virus e, in prospettiva futura, per lo
sviluppo di terapie sierologiche (ad esempio I'utilizzo di
plasma di individui convalescenti con elevato titolo
anticorpale) e nel monitoraggio della risposta vaccinale
(13,21) oltre che, in casi specifici, essere di supporto alla
diagnosi di infezione nel caso di risultati dubbi dell’analisi
molecolare (20).

RIORGANIZZAZIONE DEI LABORATORI DI
BIOCHIMICA CLINICA

Nel contesto della emergenza da SARS-CoV-2, i
laboratori hanno dovuto modificare la loro
organizzazione non solo per far fronte ad una
considerevole richiesta di esecuzione di indagini
molecolari e sierologiche, ma anche per ampliare il
proprio repertorio di esami da eseguire in regime di
urgenza (ad esempio ferritina, interleuchina-6,
trigliceridi,) per consentire la stratificazione e
l'identificazione dei pazienti fragili. Inoltre, si & osservato
un aumento considerevole di richieste di alcuni esami
gia eseguibili in urgenza, come ad esempio proteina C-
reattiva (PCR), troponina (Tpn), creatina chinasi (CK),
lattato deidrogenasi (LDH), D-dimero, procalcitonina. Al
contempo sono diminuite le richieste di esami in routine
e quelle relative ai pazienti ambulatoriali, per la
sospensione di molte attivita routinarie all'interno degli
ospedali.

Il monitoraggio biochimico dei pazienti si € rivelato
utile nell’accertare la gravita della malattia, nel predire il
rischio di evoluzione verso la sindrome da distress
respiratorio acuto (ARDS), la coagulazione
intravascolare disseminata (CID) e la sindrome da
disfunzione multiorgano (22). In generale infatti, i
pazienti affetti da COVID-19 mostrano caratteristiche
ematochimiche comuni, quali linfopenia, aumento dei
valori di PCR, LDH, velocita di eritrosedimentazione
(VES) e D-dimero, ridotta concentrazione di albumina
sierica (23). Leucocitosi, neutrofilia e linfopenia sono
stati descritti come parametri di predizione di
progressione verso forme gravi e critiche di COVID-19
(24). Inoltre, nei pazienti con polmonite associata a
infezione da SARS-CoV-2 pud spesso manifestarsi una
“tempesta citochinica”, nota anche come linfoistocitosi
emofagocitica secondaria (sHLH) o]
un’iperinfiammazione sistemica designata sotto |l
termine generico di sindrome da attivazione dei
macrofagi.

Nei pazienti con COVID-19 e ARDS, una prognosi

negativa & legata ad un aumento protratto di
Interleuchina-1 e -6 (IL-1, IL-6), che solitamente si
osserva durante reazioni infammatorie acute associate
a lesioni, traumi, stress, infezioni, neoplasie e altre gravi
situazioni patologiche. Diversi studi hanno valutato
I'efficacia dei farmaci anti-IL-6 (Tocilizumab, Sarilumab),
inibitori della cascata citochinica, responsabile della
sintomatologia severa dell'infezione da SARS-CoV-2
(22-27). Il dato emerso soprattutto sui pazienti non
intubati, conferma l'importanza del trattamento con i
farmaci anti-IL-6 nelle fasi precoci della cosiddetta
“tempesta citochinica” che €& alla base del meccanismo
del distress respiratorio. L'analisi dei marcatori
bioumorali ha evidenziato una concentrazione basale
sierica di IL-6, CRP, e un rapporto neutrofili/linfociti molto
piu elevato nei pazienti non-responsivi al trattamento
rispetto ai pazienti che lo sono (24-28). La
determinazione di IL-6 nel siero di pazienti ricoverati in
terapia intensiva si € dimostrata utile nella valutazione
della sindrome da risposta infiammatoria sistemica, della
sepsi e dello shock settico, e nel monitoraggio durante il
trattamento con farmaci anti-IL.-6 (29). Come
conseguenza, in molti laboratori & stata introdotta la
misura di IL-6.

| dati del recente report del “Chinese Center for
Disease Control and Prevention” relativo a 72 314 casi di
COVID-19, mostrano che a fronte di una mortalita
complessiva del 2,3%, questa é risultata del 10,5% nei
pazienti con pregresse malattie cardiovascolari (30). In
questi pazienti linfezione da SARS-CoV-2 e
inflammazione sistemica possono portare ad infarto del
miocardio, scompenso cardiaco e aritmie tramite
numerosi meccanismi, quali linstabilita di una pre-
esistente placca aterosclerotica coronarica, tachicardia
con aumentato stress di parete, il rilascio di citochine
inflammatorie e uno stato di aumentata trombofilia (31-
35). Dallaltra parte studi piu recenti hanno dimostrato
che anche pazienti che prima dell’infezione non avevano
alcuna malattia cardiovascolare, potevano avere una
complicanza cardiaca, potenzialmente fatale, come la
miocardite (36). La diagnosi precoce delle complicanze
cardiache nei pazienti postivi al COVID-19 & possibile
attraverso la misura delle troponine cardiache | e T, che
le piu recenti linee guida internazionali raccomandano
come biomarcatori di riferimento per il danno miocardico
(37,38).

Diversi autori hanno dimostrato come una misura
precoce delle troponine cardiache abbia permesso di
fare diagnosi di miocardite, talvolta in pazienti
paucisintomatici, e di impostare tempestivamente una
terapia per il trattamento della cardiopatia (39). Pertanto
la determinazione delle troponine cardiache dovrebbe
essere presa in considerazione nei pazienti con COVID-
19, e in particolare in quelli a rischio piu elevato o che
mostrino sintomi specifici, per una diagnosi precoce e un
trattamento tempestivo delle complicanze cardiache.
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Figura 1. Diversi tipi di DPI utilizzati nella prevenzione dei contagi da SARS-CoV-2 e rispettiva capacita filtrante delle maschere facciali

GESTIONE DEL RISCHIO BIOLOGICO E
DELLA SICUREZZA IN LABORATORIO

Le misure di sicurezza in laboratorio previste nella
gestione dell’lemergenza per COVID-19 includono
requisiti gia adottati per il contenimento del rischio
professionale di contrarre infezioni da agenti patogeni
manipolati.

Il potenziale rischio dell'lagente biologico &
determinato sia dalla sua natura che dalle modalita di

camice monouso

tipo capacita filtrante capacita filtrante
maschera verso esterno verso interno |
m. chirurgica 95% 20%
FPP1 7500 72%
senza filtro
FPP2/N95 o
senza filtro 92% 92%
FPP3 98% 98%
senza filtro
FPP1 72%
con filtro 20% 3
FPP2
con filtro 20% 92%
FPP3
confitro 20% 98%

manipolazione. Le procedure di processazione dei
campioni (manipolazione, pipettaggio, centrifugazione)
per loro stessa natura possono generare aerosol. Inoltre,
I'amplificazione dell'organismo virale crea il potenziale
per un'esposizione su larga scala in caso di rilascio
accidentale (40). E necessario dunque fornire misure di
sicurezza adeguate al tipo di rischio biologico (BR) e
quindi prevedere l'uso di barriere primarie e secondarie.
I livelli di biocontenimento e biosicurezza devono essere
adeguati al BR, e stabiliti sulla base di infettivita,
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patogenicitda e neutralizzazione dell'agente patogeno.
Nei laboratori clinici, la natura infettiva dei materiali
biologici che pervengono in laboratorio € per lo piu
sconosciuta e i campioni vengono spesso inviati con una
richiesta di esame microbiologico per piu agenti. Salvo
circostanze particolari, il processo di ricerca sierologica
dei patogeni e il suo trattamento possono essere
eseguiti al livello di biosicurezza-2 (BSL-2),
raccomandato per campioni potenzialmente infetti (ad
esempio HBV/HIV), per i quali il rischio & correlato
all'esposizione percutanea/mucosa accidentale, o a
ingestione di materiale infetto. Tutte le procedure che
potenzialmente incrementano il rischio di esposizione
del personale devono essere eseguite con
strumentazioni primarie contenute in dispositivi protetti
(cabina di sicurezza biologica, o coppette di
centrifugazione di sicurezza) (41). | DPI devono essere
appropriati e devono inoltre essere disponibili barriere
secondarie, istruzioni e materiali per il corretto lavaggio
delle mani e la decontaminazione dei rifiuti per ridurre il
potenziale contagio ambientale. La ricezione, lo
smistamento, il trattamento e I’ analisi dei campioni
devono essere effettuati tenendo conto del rischio di
livello 2 da parte di tutto il personale (42). | DPI anti
COVID-19 sono quelli dedicati alla manipolazione sicura
dei campioni a rischio di infezione per via respiratoria.

Le maschere facciali sono classificate in FPP1,2,3 in
base al livello di protezione contro I'aerosol (Figura1). Le
FFP2 o N95 mantengono la loro protezione se utilizzate
correttamente, e sostituite ogni 4 ore (43). Le FFP3 sono
utili per un uso prolungato e richiedono una maschera
chirurgica aggiuntiva per evitare la diffusione
dell'espirazione dell'operatore nell'ambiente.

L'utilizzo prolungato & preferibile al riutilizzo ma ha
effetti collaterali, quali ad esempio lo sviluppo di
condensa, per la formazione di una maggiore umidita
all'interno della maschera, con cambiamenti nel
microbiota cutaneo e comparsa di arrossamenti,
dermatiti, prurito e/o acne nelle aree marginali di
sfregamento e sulla pelle di naso/bocca; oppure la
difficolta di respirazione, con sensazione di affanno e
fame d'aria per accumulo di CO2. Per usi prolungati,
oltre le 12 ore, possono verificarsi mal di testa,
ipossiemia, ipercapnia, stordimento, nausea, difficolta di
comunicazione (44).

Tabella 3

CONSERVAZIONE DEL MATERIALE
BIOLOGICO E DEI DATI CLINICI ASSOCIATI:
LE BIOBANCHE COVID-19

Un notevole sforzo a livello internazionale € in atto
nel campo della ricerca di base e preclinica per
individuare terapie, vaccini o esami diagnostici per
SARS-CoV-2. Per favorire la ricerca traslazionale futura
e l'accesso ai campioni per finalita di ricerca, la
conservazione del materiale biologico dei pazienti e dei
guariti all'interno delle biobanche COVID-19 &
fondamentale. Diverse raccomandazioni sono state
definite per armonizzare la conservazione del materiale
e dei dati associati secondo standard condivisi (45). In
questo processo, diversi fattori devono essere presi in
considerazione, come la manipolazione dei campioni
secondo Procedure Operative Standard (SOPs), il BR, e
soprattutto la tutela della privacy e degli aspetti etici,
legali e sociali dei pazienti. All'interno delle biobanche
possono essere conservati sangue e i suoi derivati, il
tampone naso e oro-faringeo, il BAL, e altro materiale
biologico, secondo procedure di buona pratica del
laboratorio microbiologico (46). In particolare, le analisi
molecolari (amplificazione genica, sequenziamento) e
sierologiche devono essere condotte presso le strutture
con livelli di contenimento del rischio biologico
comparabile a BSL-2, mentre la coltura di virus, saggi di
isolamento o di neutralizzazione vanno eseguiti in
laboratorio BSL-3 (47). In modo analogo, i campioni
provenienti da casi sospetti o confermati di COVID-19
rientrano nella categoria delle “Sostanze Biologiche
Categoria B UN-3373”, mentre le colture o gli isolati virali
devono essere trasportati come “Sostanza infettiva
categoria A, UN-2814", in modo conforme al Dangerous
Goods Regulations (DGR) dell’International Air
Transport Association (IATA).

Oltre al materiale biologico, di grande importanza €& la
raccolta dei dati associati, epidemiologici, clinici, anche
attraverso il collegamento con la cartella elettronica, e
informazioni riguardo al trattamento, al monitoraggio,
allo stato della malattia (Tabella 3) (48). Tuttavia, &
indispensabile ricevere dal paziente o tutore
autorizzazione al trattamento dei dati e alla
conservazione del materiale biologico per finalita di
ricerca e per studi futuri. In casi emergenziali, a causa

Raccolta di dati clinici associati a COVID-19: richiesta dalle biobanche e lista consigliata per I'armonizzazione. Fonte: Istituto Superiore
di Sanita, Rapporto COVID-19 n. 13/2020, http://iss.it (ultimo accesso: aprile 2020).

Infezione da SARS-CoV-2

Test positivo, test negativo, risultato non conclusivo, test non effettuato

Motivazione della raccolta

Sospetta infezione, screening, conferma guarigione

Sintomi clinici e durata

Assenti, lievi o gravi
Comorbilita, trattamento, monitoraggio.

Stato di malattia

Non affetto, affetto, guarito, deceduto.

Test diagnostici

Titolo anticorpale di IgM e IgG anti-virus, collegamento alla cartella clinica, risultati
degli esami di laboratorio al ricovero, immagini TAC e/o di radiografia polmonare.
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dello stato clinico del paziente, la firma del Consenso
Informato pud essere ottenuta anche successivamente
rispetto alla raccolta del materiale, ma ¢ il fondamento di
tutto il processo di conservazione, per evitare di dover
ricorrere all’anonimizzazione e distruzione del materiale
al termine dello svolgimento delle finalitd per cui era
stato raccolto. Il Regolamento Europeo Generale sulla
Protezione dei Dati (GDPR 2016/679) definisce infatti il
diritto alla protezione dei dati e la responsabilita del
titolare o del responsabile del trattamento, per cui in
nessun caso é consentito il trattamento dei dati associati
dei pazienti in assenza di un loro consenso specifico.

DISCUSSIONE

La pandemia da SARS-CoV-2 ha impattato in modo
devastante sul servizio sanitario nazionale dei paesi
colpiti, in particolar modo I'ltalia. La MdL & stata coinvolta
in prima linea, al fianco di medici clinici, infermieri e
soprattutto pazienti. Limplementazione in tempi rapidi di
metodiche di biologia molecolare per I'identificazione del
SARS-CoV-2 e la valutazione di numerose piattaforme
commerciali per le indagini sierologiche ha richiesto
infatti  I'impegno di numerose risorse umane
adeguatamente formate. Gli esami sierologici, anche se
non alternativi al RT-PCR su tampone per la diagnosi di
infezioni virali acute, costituiscono un approccio
complementare per la diagnosi e il monitoraggio della
malattia oltre che per studi epidemiologici. Inoltre, il
potenziamento della sezione del laboratorio dedicata
agli esami da eseguire in regime di urgenza/emergenza,
per far fronte alle necessita dei pazienti con quadri clinici
complessi, € stata una misura eccezionale adottata nei
laboratori che ha richiesto una ri-organizzazione
impegnativa, insieme al dovere della conservazione del
materiale biologico secondo SOPs e nel rispetto dei
diritti dei donatori, per offrire un supporto al futuro della
ricerca traslazionale su COVID-19.

| giovani professionisti della MdL hanno contribuito
attivamente alla risposta allemergenza. Da un
sondaggio del 2019, la maggior parte dei giovani (meno
di 40 anni) con una specializzazione inerente la MdL
lavora in ambito sanitario, soprattutto in strutture
pubbliche, ospedaliere territoriali o universitarie, e nei
laboratori privati (49). Sebbene le tipologie di contratto
siano varie, e sebbene solo una parte di questi
professionisti abbia un contratto stabile, essi hanno
fornito un importante contributo sul campo, sia in ambito
diagnostico che di ricerca, per individuare gli obiettivi
terapeutici, per la ricerca sui vaccini e sui farmaci
efficaci. Inoltre, I'alto rischio biologico e la possibilita di
contagio hanno ulteriormente messo a dura prova la
condizione lavorativa di tutto il personale, che ha operato
con grande sforzo e responsabilita.

L’'emergenza causata dal SARS-CoV-2 ha mostrato
diversi punti di debolezza del Sistema Sanitario, dovuti in
parte al sotto-finanziamento e alla carenza di personale
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e al consolidamento delle strutture sanitarie in atto da
alcuni anni, ma dall’altro ha messo in luce le importanti
eccellenze dei nostri sistemi di assistenza e ricerca.
Grande risalto & stato giustamente dato a livello
nazionale al lavoro di sequenziamento del virus da
campioni umani svolto da un gruppo composto anche da
giovani ricercatrici precarie presso I'lstituto Nazionale
per le Malattie Infettive Lazzaro Spallanzani di Roma
(50). La nostra speranza e augurio € che si possa
valorizzare I'impegno e la capacita di tanti YS che
operano quotidianamente con professionalita e
abnegazione nella MdL.
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SARS-CoV-2: nuove prospettive della diagnostica di laboratorio
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ABSTRACT

SARS-CoV-2: new perspectives for the clinical laboratory diagnostics. The new Coronavirus Disease 2019
(COVID-19), caused by the virus SARS-CoV-2, is characterized by a broad spectrum of clinical manifestations and
different degrees of severity, ranging from asymptomatic/mild symptoms to Acute Respiratory Distress Syndrome
(ARDS) and Multiple Organ Failure (MOF), potentially life-threatening. The clinical course of COVID-19 includes usually
three stages. The first stage, defined as “early infection”, occurs at the time of virus infiltration in the lung parenchyma,
via the interaction of SARS-CoV-2 with the angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) in ciliated bronchial epithelial cells.
The second step, the “pulmonary phase”, is characterized by viral pneumonia with localized inflammation within the
lung. The third stage, the “hyperinflammation phase”, is the most severe because of the development of a systemic
inflammation and cytokine overproduction leading to ARDS and MOF.

In this complex contest, the laboratory can provide a strong support for the appropriate clinical management of COVID-
19 for diagnosis, prognosis, and monitoring of the disease. Current research focuses on the potential role of immune
and/or inflammatory biomarkers as useful tools in COVID-19 patients. In this narrative review, we will provide an
overview about some of these biomarkers: procalcitonin, mid regional-pro adrenomedullin, presepsin, soluble fms-like
tyrosine kinase 1/placental growth factor, ACE2, interleukin-6 and vitamin D.

INTRODUZIONE mondiale, associata ad un elevato indice di mortalita, ha
indotto I'Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) a
dichiarare lo stato di pandemia, conosciuta oggi con il

termine generico COVID-19 (Coronavirus Disease

Nel dicembre del 2019, nella citta di Wuhan, una
provincia di Hubei situata nella Cina centro-orientale, si &

diffuso un focolaio epidemico di polmonite atipica ad
eziologia sconosciuta. Nella prima decade del mese di
gennaio e stato reso noto che l'agente eziologico era
riconducibile ad un nuovo ceppo di CoronaVirus (CoVs),
denominato ufficialmente SARS-CoV-2 (Severe Acute
Respiratory Syndrome - CoronaVirus - 2) dall'International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) (1). Tale
patogeno € responsabile, in piu del 40% dei casi, dello
sviluppo di una sindrome respiratoria acuta (Severe Acute
Respiratory Syndrome - SARS) dai risvolti prognostici non
sempre favorevoli.

Le prime ipotesi, relative all'espansione di una
infezione virale dalla citta di Wuhan, hanno identificato il
possibile focolaio nel mercato di pesce e di animali vivi
venduti a scopo alimentare in quell'area geografica. L'11
marzo 2020 la rapida diffusione del virus a livello

2019). Ad oggi sono stati confermati 23 673 902 casi in
tutto il mondo di cui 261 174 in [l'ltalia, collocata al
diciannovesimo posto per numero di contagiati rispetto a
tutti i Paesi interessati (2).

Caratteristiche del SARS-CoV-2

I CoronaViruses sono virus a RNA in grado di contagiare
sia gli esseri umani che un'ampia varieta di animali.
Questi patogeni possono causare infezioni delle vie
respiratorie, del tratto gastrointestinale, del sistema
epatico e del sistema nervoso, con manifestazioni
cliniche differenti che vanno dalla sindrome influenzale
alla SARS ed alla sindrome respiratoria mediorientale
(Middle East Respiratory Syndrome - MERS). Queste
ultime sono state protagoniste di due epidemie causate
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da coronavirus, la SARS che si & manifestata
improvvisamente in Cina tra il 2002 e il 2003 e la MERS
scoppiata nel 2012 in Arabia Saudita (3, 4).

Il nome "Coronavirus" deriva dalla presenza nei virioni
della proteina S (“spike protein”) del peplomero virale
che genera, al microscopio elettronico, un'immagine che
ricorda una corona reale. Attualmente, sono noti 7 CoVs,
molto comuni in specie animali come cammelli e
pipistrelli che, in taluni casi, possono subire delle
modifiche nel patrimonio genetico diventando idonei per
essere trasmessi all'uomo. Quattro dei 7 CoVs (HCoV-
NL63, -229E, -OC43 e -HKU1) sono responsabili di
infezioni lievi e autolimitanti delle vie respiratorie
superiori; in taluni casi, possono peraltro causare gravi
infezioni delle vie respiratorie inferiori, in categorie a
rischio (neonati, anziani e individui
immunocompromessi). SARS-CoV-2 appartiene al
genere dei betaCoronaVirus (B-CoV), agenti virali
rivestiti da un “Envelope”, costituiti da una singola catena
di RNA a singolo filamento a polarita positiva e con un
diametro di 60-140 nm. Secondo recenti studi, il genoma
del SARS-CoV-2 mostra una omologia genetica del 79%
con il CoVs della SARS (SARS-CoV), del 52% con il
virus della MERS (MERS-CoV) e dell'87% con il genoma
di un CoVs SARS-like identificato nel 2015 nella citta di
Zhoushan (Repubblica Popolare Cinese) (5).

Trasmissione e manifestazioni cliniche del
SARS-CoV-2

Diverse ipotesi suggeriscono una diffusione mediata da
vettori quali i pipistrelli, serpenti e pangolini (6-8). Una
volta trasmesso all'uomo, il contagio avviene attraverso
le secrezioni, principalmente tramite goccioline d’aerosol
provenienti dalle vie respiratorie di un soggetto infetto

e/o con il contatto di superfici contaminate. Il periodo di
incubazione e stimato da 1 a 14 giorni dal primo incontro
con il patogeno.

Il virus riesce a penetrare nella cellula tramite il legame
della spike protein con alcuni recettori cellulari. Recenti
studi individuano la proteina Angiotensin Converting
Enzyme 2 (ACE2), come possibile recettore di
membrana per SARS-CoV e mediatore dell'ingresso del
virus nella cellula (6, 9). Una volta penetrato all'interno
della cellula, 'RNA genomico a polaritd positiva viene
tradotto con conseguente sintesi di una polimerasi virale
necessaria per la formazione dellRNA a polarita
negativa, utilizzato a sua volta come stampo per ogni
singolo MRNA monocistronico. Le singole proteine virali
e I'RNA genomico vengono successivamente assemblati
nell'apparato del Golgi ed i nuovi virus vengono
trasportati alla superficie della cellula e rilasciati
nell'ambiente extracellulare.

L'infezione determina alterazioni patologiche, piu o
meno gravi, in differenti organi (Figura 1).

E possibile osservare forme di congiuntivite, perdita
dell'olfatto e disturbi gastrointestinali. Nei polmoni si
osserva essudato fibromixoide con infiltrato di monociti e
macrofagi a livello alveolare ed iperplasia degli
pneumociti di tipo 2, alcuni dei quali presentano
inclusioni virali visibili anche a livello macrofagico.
Alterazioni analoghe sono evidenziabili anche a livello
bronchiale, in cui oltre alla presenza di inclusioni virali a
livello cellulare, & possibile identificare desquamazione
delle cellule epiteliali e abbondante produzione di muco.
Queste modificazioni a livello polmonare spiegano
linsufficienza respiratoria acuta. E possibile evidenziare,
inoltre, un aumento degli indici sierici di danno
epatocellulare e di danno renale. Contestualmente, a

livello cerebrale & possibile identificare degenerazione

Figura 1. Principali organi coinvolti nell'infezione dall'agente virale SARS-CoV-2.
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neuronale ad etiopatogenesi ignota (10, 5).

Altri organi possono subire la presenza dell'agente
patogeno. La milza si presenta di ridotto volume con
aree di necrosi, linfocitopenia e aumentato numero dei
macrofagi. A livello linfonodale si osserva una riduzione
del numero dei linfociti, uno stato di pancitopenia e un
midollo osseo ipocellulare. Infiltrati monocitici e di
neutrofili sono presenti a livello dell'interstizio miocardico
ed epatico, in cui si possono osservare aree di
degenerazione e necrosi (5). Recenti evidenze
associano linfezione da SARS-CoV-2 ad un quadro
vasculitico virale in cui la replicazione virale é
responsabile di una condizione infammatoria sistemica
che si associa ad uno stato di ipercoagulabilita con la
formazione di microemboli polmonari, infarto acuto del
miocardio e miorcaditi (11).

Studi autoptici condotti su pazienti COVID-19
documentano la rilevanza di questi processi
fisiopatologici sull'outcome dell'infezione (12). In tale
contesto, l'identificazione di una fase precoce della
Coagulopatia Intravascolare Disseminata (CID) indotta
dallo stato settico covid-associato (Sepsis Induced
Coagulopathy - SIC), proposta dalla International
Society of Thrombosis and Haemostasis (ISTH),
potrebbe avvalersi della misura di biomarcatori di
disfunzione d'organo in grado di identificare tale quadro
clinico (13).

Il quadro clinico pud essere accompagnato, inoltre, da
uno stato di iperglicemia con alterata funzionalita dei
neutrofili (14); in particolare, il sistema respiratorio di
soggetti diabetici COVID-19 positivi sembrerebbe
essere maggiormente predisposto a fenomeni
microangiopatici con conseguente riduzione degli
scambi gassosi e della compliance polmonare (9, 15).

Sintomatologia da infezione da SARS-CoV-2

| sintomi pit comuni sono rappresentati da rialzo termico
della temperatura corporea (88,5%), tosse secca
(68,6%), astenia e mialgia (35,8%), congestione nasale
(28,2%) e diarrea (4,8%). Nei casi piu gravi si osserva
dispnea (21,9%), ipossiemia fino all’insufficienza
respiratoria acuta, shock settico, acidosi metabolica,
insufficienza multiorgano (78,1%) (Figura 1) (16).

I quadri clinici possono presentare una elevata variabilita
con forme asintomatiche o lievi che non vengono
riconosciute dall'individuo che contrae l'infezione virale.
Da cio deriva un numero non prevedibile di soggetti
portatori della malattia clinicamente silenti, ma
epidemiologicamente pericolosi  perché in grado di
trasmettere la malattia.

Le forme clinicamente moderate sono caratterizzate da
lieve ipertermia e da uno stato di astenia, solitamente a
prognosi favorevole che, raramente, evolvono in una
forma di polmonite atipica. Nelle fasce di eta intermedie
puo essere osservata una sintomatologia lieve e spesso
atipica con sintomi gastrointestinali come vomito, diarrea
e astenia (17). Le malattie allergiche, l'asma e la
Broncopatia Cronica Ostruttiva (BPCO) non
rappresentano fattori di rischio per l'infezione da SARS-
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CoV-2; diversamente, un'eta avanzata e la co-presenza
di patologie croniche pre-esistenti (ipertensione, malattie
cardiache, diabete mellito, neoplasie) sono state
associate a quadri clinici piu severi che ne aggravano la
prognosi (17).

L'indagine diagnostica ritenuta il gold standard secondo
I'OMS, Il'lstituto Superiore di Sanita (ISS) e il Center for
Disease Control and Prevention di Atlanta (CDC) é
rappresentato dalla individuazione, attraverso indagini di
biologia molecolare, del’RNA virale isolato da materiale
biologico prelevato mediante tampone oro-faringeo e
naso-faringeo.

Tale metodica € stata affiancata dall'indagine sierologica
mediante metodi qualitativi e/o semi-quantitativi, per
individuare la comparsa delle immunoglobuline sieriche
di classe IgA, IgM ed IgG. Tale approccio presenta, ad
oggi, diversi problematiche rappresentate da valori di
specificita e sensibilita metodo-dipendenti e dalla
comparsa piu 0 meno tardiva delle differenti classi di
immunoglobuline. Per tale motivo, l'indagine sierologica
puo essere considerata un valido aiuto nella
sorveglianza epidemiologica, non utilizzabile per fini
diagnostici, ma di supporto alle indagini molecolari.
Alla luce di quanto detto, nuovi studi volti a definire il
tropismo virale, i meccanismi patogenetici ed i marcatori
di infettivita sono la premessa indispensabile per
individuare il percorso diagnostico piu idoneo e le a
terapie piu efficaci al fine di bloccare la replicazione e
la diffusione del virus. L'individuazione di biomarcatori,
nuovi o gia noti e proposti per altri contesti clinici,
potranno essere strumenti utili nella stratificazione del
rischio, nella prognosi e nel monitoraggio di terapie ad
0ggi ancora non ben definite aventi come obiettivo finale
la cura del singolo paziente nonché la salvaguardia della
salute pubblica (Tabella 1).

POTENZIALI BIOMARCATORI

Mid Regional-proADrenoMedullin

L’ADrenoMedullina (ADM), & un peptide sintetizzato, in
condizioni di stress fisiologico, in differenti organi quali il
cuore, la midollare del surrene, i polmoni, a livello renale
e nell'endotelio vascolare. L'ADM, isolato e
caratterizzato nel 1993 da tessuto di feocromocitoma, &
stato inizialmente studiato per le sue proprieta
vasodilatatorie. Successivi studi hanno messo in luce
una possibile associazione tra 'ADM ed i meccanismi
coinvolti nella risposta infiammatoria (18, 19). |
lipopolisaccaridi e le citochine pro-infliammatorie, come il
Fattore di Necrosi Tumorale (TNF)-a e ['InterLeuchina
(IL)-1, promuovono rapidamente la produzione di ADM
attraverso un aumento della sua espressione genica in
diversi tessuti (20, 21).

Il rilascio di ADM nel flusso sanguigno regola il tono
vascolare, garantendo un'adeguata perfusione d'organo.
Inoltre, svolge un’attivita antibatterica ed € implicato in
meccanismi immunomodulatori inducendo processi
apoptotici.
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Tabella 1

Caratteristiche biochimico-cliniche note e possibile impiego di alcuni biomarcatori nella COVID-19.

Infezione da SARS-CoV-2

Biomarcatore Valenza clinica nota Livelli Possibile applicazione
circolanti
Mid Regional-pro - Predittore precoce delle disfunzioni d'organo. 1 Possibile biomarcatore nella
ADrenoMedullina - Utile nella valutazione della permeabilita stratificazione del rischio nei pazienti
(MR-proADM) endoteliale. affetti da polmonite per avviare il
- Utile nella stabilizzazione della microcircolazione trattamento farmacologico pit idoneo;
durante i processi infiammatori. nessuna conferma é presente in
letteratura.

PreSePsina - Utile nella diagnosi e nella prognosi di sepsi, 1 Possibile biomarcatore per identificare
(PSP) indica insufficienze d'organo. quadri clinici severi e tempi di ricovero
- Utile nel monitoraggio della sepsi e della risposta pit lunghi (48).

agli interventi terapeutici.

Vitamina D - Ruolo immunomodulatore ed anti-infiammatorio. ! Utile per ridurre il rischio di infezioni

(VIT D) inducendo la sintesi di citochine anti-
infiammatorie, inibendo le citochine
pro-infiammatorie responsabili
dell'infiammazione a livello polmonare e
stimolando I'azione di catelicidine e
defensine (50-59).

ProCalciTonina - Utile nella diagnosi differenziale delle patologie 1 Possibile biomarcatore per identificare

(PCT) polmonari. quadri clinci piu severi (66).

- Utile nell'impiego della terapia antibiotica.

InterLeuchina 6 - Fattore chiave nell'ambito dell'attivazione della 1 Possibile biomarcatore per identificare

(IL-6) risposta immunitaria. quadri clinici pit severi (72, 73).

Enzima di - Enzima chiave nella regolazione del sistema ! Possibile fattore di infettivita ed invasivita

Conversione Renina-Angiotensina-Aldosterone mediando mediando l'ingresso del virus nella

dell'Angiotensina 2 effetti di vasodilatazione, inibizione della fibrosi cellula ospite (78-83).

(ACE2) polmonare ed azione antinfiammatoria.

Soluble Fms-Like - Utile punteggio nell'identificazione precoce di uno 1 Possibile indice di disfunzione

Tyrosine kinase 1/
PLacental Growth
Factor
(sFLT1/PLGF)

stato di preeclampsia.

endoteliale conseguente ad alterato
equilibrio di Angiotensina Il e
Angiotensina 1-7 (84).

I gene ADM & localizzato nel braccio corto del
cromosoma umano 11 (p11.1-3) ed € costituito da
quattro esoni e tre introni. L'mRNA codifica le
informazioni per la sintesi di un pre-pro-ormone di 185
aminoacidi, noto come pre-pro-adrenomedullina, che
viene successivamente degradato in un peptide di 164
aminoacidi, chiamato pro-ADrenoMedullina (pro-ADM),
attraverso la scissione del segnale peptide (21).
Successivamente, per l'azione di una peptidasi
endogena, il precursore proADM & scisso in quattro
diversi peptidi: ADM, il Peptide AMinoterminale di Pro-
adrenomedullina (PAMP), I' adrenotensina, e la Mid
Regional-proADrenoMedullina (MR-proADM) (21). Le
modifiche post-traduzionali determinano il rilascio di
guantita equimolari di ADM e MR-proADM.
Recentemente, € stato proposto un ruolo di marcatore di
insufficienza d'organo al frammento MR-proADM,
riconoscendo a quest'ultimo una stabilita maggiore
rispetto allADM ed una piu agevole determinazione della
sua concentrazione in circolo (22, 23). | livelli sierici di
ADM sono fisiologicamente bassi ma aumentano sotto
stimolazione di vari fattori tra cui il rilascio di
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catecolamine, presenza di ipossia, stress ossidativo,
sintesi di mediatori inflammatori e citochine (24, 25).
Tuttavia, la misurazione di ADM e tecnicamente
impegnativa in quanto ha un'emivita plasmatica di 22
minuti, & rapidamente degradata dalle metalloproteasi
presenti in circolo e si lega in maniera aspecifica alle
superfici del tubo di raccolta, aumentando
significativamente la sua adesivita alle pareti; inoltre,
circola legato alla proteina 1 di legame ADM
(AdrenoMedullin binding Protein 1 - AMBP1) che lo
rende inaccessibile a qualsiasi analisi immunometrica
diretta (23, 24, 26-28).

Il frammento MR-proADM é secreto in un rapporto 1:1
con ADM, presenta un'emivita piu lunga di quest'ultima
ed una stabilita maggiore in vitro. Per tali ragioni, la
valutazione del’MR-proADM & preferibile alla
determinazione di ADM (22).

Ricerche sul’MR-proADM hanno evidenziato delle
buone prestazioni cliniche in termini di predittore di
mortalita e prognostico in differenti condizioni, quali la
polmonite acquisita in comunita (Community Acquired
Pneumonia - CAP), la sepsi, l'insufficienza cardiaca e
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l'infarto acuto del miocardio (29-37). Patologie croniche
quali l'ipertensione, linsufficienza renale, le patologie
delle basse vie respiratorie e lo shock settico sono
associate ad elevati livelli plasmatici di MR-proADM, la
cui sintesi risulta up-regolata anche in relazione alla
gravita del quadro clinico.

In considerazione dei dati presenti in letteratura, il
frammento MR-proADM risulta essere un utile
biomarcatore per la predizione precoce delle disfunzioni
d'organo e per la valutazione della permeabilita
endoteliale (38, 39). Inoltre, sembra svolgere azioni
protettive in risposta allo shock causato da batteri e
rivestire un ruolo chiave nella stabilizzazione della
microcircolazione nei processi inflammatori attraverso |l
ripristino della stabilita endoteliale degli organi
interessati (40-44). Un recente studio su 1 099 pazienti
COVID-19 ha evidenziato una elevata frequenza di
decessi (90% dei casi) riconducibili a sepsi e/o shock
settico e Sindrome da Distress Respiratorio Acuto —
ARDS (31). In tale coorte, la valutazione dei livelli
plasmatici di MR-pro-ADM ha migliorato la stratificazione
delle differenti condizioni cliniche, rivelandosi uno
strumento utile per la predizione dell’outcome del
paziente (31).

Per quanto differenti score clinici siano efficaci nella
valutazione e stadiazione del quadro septico (CRB-65 e
qSOFA, PSI, SOFA e APACHE), la misura di MR-
proADM potrebbe essere un biomarcatore valido in
termini di tempestivo trattamento di cura (45). In tale
contesto, il suo utilizzo nella valutazione dei pazienti
affetti dal SARS-CoV-2 potrebbe essere di elevato
interesse speculativo in quanto, al momento attuale, non
sono presenti dati di letteratura (Tabella 1).

Presepsina

La PreSePsina (PSP), nota anche come “Soluble
Cluster of Differentiation 14-Sub Type’(sCD14-ST), e
una glicoproteina di 55kDa espressa sulla superfice
della membrana di monociti/macrofagi e neutrofili,
generata dall'attivita enzimatica delle proteasi e dal
processo di fagocitosi in seguito al riconoscimento da
parte del sistema immunitario di agenti patogeni per lo
pitu di origine batterica e funginea. Dati di letteratura
propongono la determinazione della PSP nei reparti di
terapia intensiva ed in Pronto Soccorso, non solo per
agevolare la diagnosi e la prognosi di sepsi, fornendo
utili indicazioni su eventuali insufficienze d’organo, ma
anche per il monitoraggio della malattia e della risposta
agli interventi terapeutici (46, 47).

La PSP ¢ caratterizzata da una cinetica molto rapida: il
tempo di attivazione dall'insorgenza di un evento
batterico e fungineo é di sole 2 ore, con un picco dei suoi
livelli alla terza ora. Questa caratteristica la rende un
biomarcatore precoce rispetto ad altri utilizzati nello
stesso contesto clinico, come [IL-6, il D-dimero, la
Proteina C Reattiva (PCR) e la Procalcitonina (PCT) ed
i suoi livelli possono essere correlati in maniera
significativa con la gravita dell'infezione. Valori piu
elevati al primo giorno di monitoraggio sono strettamente
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associati ad una piu alta incidenza di danno d’organo ed
una instabilitd emodinamica nelle successive 24 ore.
Inoltre, in relazione alla sua emivita (4-5 ore) risulta
essere un indicatore piu efficace e precoce per la
gestione della terapia farmacologica rispetto ad altri
marcatori (37, 48).

L'infezione da SARS-CoV-2 potrebbe essere la causa
diretta della disregolazione della risposta dell'ospite,
responsabile della disfunzione d'organo. A tal proposito
e stato condotto uno studio su 75 pazienti COVID-19
positivi, ricoverati in unita di terapia intensiva, in cui i
primi dati sembrano supportare un ruolo prognostico
della PSP nella casistica valutata, consentendo di
identificare, per valori iniziali superiori a 250 ng/L, una
severitd maggiore e tempi di ricovero piu lunghi
(p<0,001) (Tabella 1) (48).

Vitamina D

Vi sono diverse ipotesi a supporto di un'azione protettiva
del colecalciferolo come ausilio nel trattamento
dell'infezione da COVID-19 (49-51). Tali ipotesi nascono
dal gia noto ruolo immunomodulatore della vitamina D,
da un suo potenziale effetto antivirale e da un'azione
protettiva nei confronti delle infezioni respiratorie (52,
53). La vitamina D puo ridurre, infatti, il rischio di infezioni
up-regolando le concentrazioni di citochine anti-
infammatorie e inducendo l'azione di catelicidine e
defensine, che possono ridurre i tassi di replicazione
virale ed inibire le citochine responsabili
dell'infiammazione a livello polmonare (54). Le prove a
sostegno del ruolo della vitamina D nell'infezione da
COVID-19 comprendono l'osservazione dell'evento
epidemiologico nella stagione invernale, periodo in cui le
concentrazioni di 25-idrossivitamina D (25(OH)D) sono
pit basse; l'evidenza che la carenza di vitamina D
contribuisce alla sindrome da distress respiratorio acuto
e i tassi di mortalita che aumentano con I'eta e con la
comorbidita delle malattie croniche, entrambe associate
a una concentrazione piu bassa di 25(OH)D (Tabella 1).
In particolare, I'evidente maggiore gravita dell'infezione
COVID-19 nelle zone del nord-Italia potrebbe essere
correlata ad una maggiore carenza di vitamina D nel
settentrione rispetto alle zone del meridione. In accordo
con tali considerazioni, uno studio recente, ha raccolto i
dati provenienti da 88 paesi, evidenziando una
associazione significativa tra la latitudine delle regioni
geografiche ed il tasso di mortalita per l'infezione da
SARS-Cov2 nelle aree prese in esame (55).

Il diverso grado di mortalita potrebbe, dunque, dipendere
da una esposizione differente alla luce solare, associata
alla presenza di uno stato di ipovitaminosi D maggiore
nei paesi a minor esposizione ai raggi UV (56, 57).
Tuttavia, € bene ricordare che la presenza di eventuali
polimorfismi genetici, associati ad intermediari chiave del
metabolismo della vitamina D, potrebbe influenzare i
suoi livelli indipendentemente dalla latitudine geografica
(58-64).

Queste evidenze scientifiche supportano l'ipotesi che
una eventuale supplementazione con vitamina D
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potrebbe influenzare positivamente il decorso di questa
grave infezione virale (56). In tale contesto potrebbe
essere di rilevante interesse scientifico valutare I'azione
di una eventuale integrazione di vitamina D, in situazioni
di carenza e/o di insufficienza dei suoi livelli, al fine di
monitorare il rischio infettivo e/o di complicanze
associate all'infezione da SARS-CoV-2.

Procalcitonina

E’ noto che i livelli di PCT, il precursore dell'ormone
calcitonina, aumentano in risposta all'infiammazione
sistemica, in particolare di origine batterica e sono
risolutivi nei casi di scompenso cardiaco, in assenza di
sospette e contemporanee infezioni. In particolare,
I'utilizzo della PCT e utile nella diagnosi differenziale
delle differenti forme di polmonite ed in un eventuale
avvio di terapia antibiotica (65). La PCT sembra avere,
inoltre, un ruolo importante nelle infezioni virali,
dimostrandosi un promettente biomarcatore
nell'identificazione di quadri piu severi dell'infezione da
SARS-CoV-2. La produzione di PCT aumenta durante le
infezioni batteriche, in quanto il suo rilascio & stimolato
da elevate concentrazioni di IL-1B, TNF-alfa e IL-6, ed &
invece inibita dall'Interferone gamma (IFN-y), le cui
concentrazioni aumentano durante le infezioni virali. |
risultati di una metanalisi, che include 4 studi,
suggeriscono che misurazioni seriali della PCT possano
essere uno strumento utile per individuare quadri clinici
piu severi (66). La PCT sembra, infatti, rientrare nei
valori di riferimento nei pazienti con forme SARS-CoV-2
lievi, ed aumentare in co-presenza di infezione batterica,
identificando quadri generali clinici piu severi (66)
(Tabellal). Ulteriori studi dovranno supportare le poche
evidenze presenti al momento in letteratura.

Interleuchina-6

Successivamente all'infezione da SARS-CoV-2, alcuni
individui producono wuna quantitd di citochine
infammatorie moderata ma, sufficiente ad attivare |l
sistema immunitario contro il virus, andando incontro a
remissione dalla malattia (soggetti paucisintomatici). In
altri casi (soggetti in cui spesso sono presenti patologie
croniche pre-esistenti) le citochine inflammatorie
vengono sintetizzate in quantita elevate, provocando in
taluni casi "tempeste citochiniche". Le citochine pro-
inflammatorie in eccesso sono in grado di danneggiare
le cellule dell'epitelio polmonare provocando la
formazione di “voragini” nelle pareti dei vasi che irrorano
i polmoni determinando un forte accumulo di liquido nei
polmoni stessi. Questi pazienti vanno, quindi, incontro a
sindrome da distress respiratorio acuto, necessitando
della terapia intensiva con ventilazione meccanica. In
condizioni cliniche particolarmente critiche quantita
elevate di citochine infammatorie vengono riversate dai
polmoni all'interno della circolazione raggiungendo altri
organi e provocando una disfunzione multiorgano, che
risulta essere la causa dell’elevata incidenza di mortalita
in soggetti con problemi respiratori (67, 68).
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In tale contesto svolge un ruolo di primaria importanza
I'lL-6 che, in seguito all'infezione virale, viene
sintetizzata e rilasciata da diversi tipi cellulari, tra cui le
cellule dendritiche e i macrofagi del sistema immunitario
innato. Una volta prodotta, I'lL-6 lega il suo recettore (IL-
6R), presente sulla superficie di varie cellule, attivando
numerose azioni pro-infammatorie, tra cui la produzione
da parte dei fibroblasti del fattore di crescita endoteliale
vascolare (Vascular Endothelial Growth Factor - VEGF)
con conseguente aumento della permeabilita dei vasi
endoteliali, la sintesi di ulteriori proteine pro-
inflammatorie e pro-coagulanti nel fegato, la sintesi di
anticorpi diretti contro il virus da parte dei linfociti B e
I'attivazione dei linfociti T helper 17 (Th17), in grado di
eliminare le cellule infettate dal virus. Un’azione
moderata e transitoria dell'lL-6 & preziosa per attivare il
sistema immunitario, ma un’azione spropositata e
prolungata di questa citochina pud provocare effetti
devastanti. Infatti, oltre a causare un’eccessiva
permeabilitd dei vasi con conseguente accumulo di fluidi
negli organi, I'lL-6 puo, nel tempo, attivare il sistema
immunitario in modo aberrante inducendo la produzione
di anticorpi e linfociti T non soltanto a sfavore degli
agenti infettivi, ma, anche, contro molecole “self”. Da cio
deriva il ruolo chiave dell'lL-6 nel’lambito di diverse
malattie autoimmuni, tra cui l'artrite reumatoide e la
conseguente necessita, negli ultimi anni, di promuovere
la ricerca di nuovi farmaci in grado di bloccare Iattivita di
guesta citochina (69-71).

Il Tocilizumab & uno dei farmaci piu efficaci in grado di
regolare I'lL-6. Esso € un anticorpo monoclonale in
grado di legare IL-R6. Tale legame blocca il meccanismo
di trasduzione del segnale mediato dalla citochina,
inibendo la sua azione pro-inflammatoria. Il Tocilizumab
viene comunemente utilizzato per il trattamento
dell’artrite reumatoide, in caso di inefficacia o di tossicita
di altri farmaci anti-inflammatori, rallentando il decorso
della malattia.

Nell'ambito dell'infezione da SARS-CoV-2, elevati livelli
di IL-6 sono stati messi in correlazione alla presenza di
quadri clinici particolarmente severi. In particolare, il
processo infiammatorio innescato dall'agente patogeno
e caratterizzato non solo dalla risposta immunitaria
innata ma anche dall'attivazione dellimmunita mediata
dalle cellule T helper. Infatti, la via di segnalazione Delta
Like 4 (DLL4)/Notch rappresenta un importante induttore
della polarizzazione dei macrofagi M1 (72). Nei
macrofagi, Notchl sembra legare in maniera diretta il
promotore dell'lL-6 in risposta all'lFN-y, regolando
positivamente la produzione di IL-6 (73). Esperimenti in
vitro e in vivo hanno dimostrato che linibizione di
Notchl, mediata dagli Inibitori delle Gamma-Secretasi
(GSI) o da anticorpi anti-DLL4, determina una
attenuazione dei processi infiammatori. In questo
scenario, la possibilita di associare inibitori di Notchl e
anti-IL-6 sembra poter costituire un approccio
terapeutico innovativo (Tabella 1).

Ulteriori evidenze scientifiche hanno suggerito che
I'inibizione della via di segnalazione dell’lL-6 in pazienti
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positivi al COVID-19 potrebbe migliorare [lattivita
citotossica delle cellule Natural Killer (NK), componenti
cellulari indispensabili nellimmunita innata e nella
risposta a differenti infezioni virali (74). In tale contesto,
alcuni autori hanno osservato che i livelli sierici di IL-6
sono inversamente correlati alla funzione delle cellule
NK ed in particolare, il trattamento con Tocilizumab ne
migliora la loro funzionalita in vitro (75, 76).

Le prime evidenze scientifiche sull'utilizzo del
Tocilizumab in pazienti COVID-19 hanno messo in luce
un significativo miglioramento del quadro clinico, per
quanto gli studi siano attualmente in corso, e pur
osservando risultati promettenti, un’analisi piu lunga nel
tempo e su un numero piu ampio di pazienti sara
necessaria per trarre ulteriori conclusioni (77).

Enzima di Conversione dell'Angiotensina 2

Pazienti positivi al SARS-CoV-2 con insufficienza renale,
dializzati o trapiantati di rene hanno un rischio piu
elevato di evolvere in forme cliniche piu severe. E noto
che l'infezione da SARS-CoV-2 sia associata al Sistema
Renina-Angiotensina-Aldosterone (RAAS) coinvolgendo
I'azione delllACE2, che, fisiologicamente, contrasta
I'attivazione del sistema RAAS e, in presenza del virus
SARS-CoV-2 funge da recettore mediando l'ingresso
del patogeno nella cellula ospite (78).

Il meccanismo attraverso il quale il virus danneggia
I'apparato renale e probabilmente connesso alla
presenza del virus in loco. Cio e giustificato dal numero
elevato di ACE2 a livello delle cellule tubulari e nelle
cellule epiteliali del glomerulo, che mediano e
permettono l'ingresso del virus nelle cellule, attivando un
meccanismo di tossicita diretta del virus (79). Studi
sperimentali hanno messo in evidenza che SARS-CoV-2
determina un decremento dell’attivita mediata dal’ACEZ2,
in particolare a livello polmonare e miocardico
promuovendo, in tali distretti, processi infammatori (80).
La perdita funzionale di ACE2 é causata dall'endocitosi
dell'enzima ACE e dell'agente virale permettendo
I'ingresso del virus allinterno della cellula e
determinando una riduzione delle molecole di ACE2
espresse sulla superficie cellulare (81, 82).

In tale contesto sembrerebbe plausibile ritenere che una
down-regulation di ACE2, mediata da SARS-CoV-2,
possa indurre una maggiore suscettibilita tissutale
all'infammazione (Tabellal).

Citochine e mediatori dell'inflammazione possono
danneggiare il parenchima renale sia direttamente
(infiltrati inflammatori a livello del rene, segni di
attivazione della cascata del complemento con danno
endoteliale e lesioni riconducibili all’azione delle
citochine pro-infiammatorie presenti in circolo) che
indirettamente (danno mediato da ipossia, shock e
rabdomiolisi) determinando un aumento della
microcoagulazione del sangue in diversi organi, tra cui il
rene. Per tale motivo, il trattamento con enoxaparina
potrebbe dimostrarsi un utile supporto per controllare il
tromboembolismo consequenziale (83). Analogamente,
I'utilizzo degli inibitori del’ACE (ACE 1) e gli antagonisti
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del recettore dell'angiotensina Il (ARB) necessitano di un
approfondimento maggiore. Al momento, infatti, si
ipotizza che limpiego di questi farmaci possa
determinare una sovraespressione di ACE2, inducendo
un aumento nella produzione di Angiotensina 1-7 (Ang 1-
7) (fattore anti-infiammatorio) e riducendo i livelli locali di
angiotensina 1l (Ang ll), (fattore pro-inflammatorio).
D'altra parte sara importante valutare se l'up-regulation
di ACE2, indotta dai farmaci, possa favorire I'ingresso di
SARS-CoV-2 nelle cellule.

In considerazione alle complesse interazioni tra SARS-
CoV-2 e RAAS evidenziate dagli studi sperimentali finora
disponibili, solo evidenze scientifiche ottenute con dati
clinici ed epidemiologici potranno fare chiarezza in
questo ambito ed eventualmente guidare specifiche
strategie terapeutiche.

E, altresi, interessante evidenziare che l'alterazione a
livello renale potrebbe scaturire da una tossicita derivata
dai differenti trattamenti farmacologici a cui vengono
sottoposti i pazienti affetti da COVID-19 (84).

Rapporto Soluble Fms-Like Tyrosine kinase
1/PLacental Growth Factor

La preeclampsia & una condizione caratterizzata da una
alterazione nello sviluppo dell'angiogenesi placentare
causato da uno squilibrio tra fattori pro-angiogenici,
come il PLacental Growth Factor (PLGF) e fattori anti-
angiogenici, come ad esempio il soluble Fms-Like
Tyrosine kinase 1 (sFLT1). Entrambe queste proteine
possono essere determinate nel siero materno per
ottenere  un  punteggio  (SFLT-1/PLGF) utile
nell'identificazione precoce di uno stato di preeclampsia.
Maggiore € il predominio dei fattori anti-angiogenici, piu
elevata € la probabilitd di sviluppare esiti avversi.

In pazienti COVID-19 I' Angll media una secrezione
anormale di sFLT-1 e un conseguente elevato rapporto
SFLT-1/PLGF, causando uno squilibrio patologico tra
fattori angiogenici e anti-angiogenici.

Uno studio su 19 pazienti COVID-19 ha mostrato un
aumento dei valori di sFLT-1 nei pazienti COVID-19
rispetto ai pazienti con polmonite ma negativi per
COVID-19 e controlli sani. | valori di PLGF non sono
cambiati significativamente nei due gruppi ma il rapporto
sFLT1/PLGF era aumentato significativamente
(p=0,00002). Il danno endoteliale probabilmente dovuto
a infezione diretta attraverso ACE2, si traduce in un
aumento del rapporto s-FLT1/PLGF, a causa di uno
squilibrio patologico tra Angll e Angl-7 (Tabella 1) (85).
Ulteriori studi sono necessari per supportare le poche
evidenze oggi presenti in letteratura.

CONCLUSIONI

L'infezione da SARS-CoV-2 pud manifestarsi sotto
differenti forme cliniche, con soggetti asintomatici e
soggetti in cui la comparsa di una tempesta citochinica si
riflette in quadri clinici gravi che possono giungere ad
esiti infausti. Per tale motivo e per la natura pandemica
dell'infezione & possibile definirla una patologia infettiva
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grave, complessa e multifattoriale che prevede un
approccio multidisciplinare, dove le differenti
competenze professionali sono chiamate a fornire il loro
contributo nella risoluzione di un "puzzle" clinico
eterogeneo. L'obiettivo principale, in tale contesto, e
comprendere in maniera rapida la
suscettibilita/ricettivita/infettivita soggettiva del patogeno
virale, identificando biomarcatori che possano
supportare la diagnosi eziologica dell'infezione e,
contestualmente, la sorveglianza epidemiologica nel
tempo attraverso la diagnostica sierologica (86, 87).
Nonostante la ricerca in questo campo stia facendo
passi da gigante, la strada da percorrere per |l
raggiungimento  dell'obiettivo  prevede ulteriori
approfondimenti. A tal proposito, sara utile considerare
altri biomarcatori, oltre a quelli trattati nel presente
manoscritto, utili nellidentificazione precoce di
complicanze cardiovascolari e/o di eventuali comorbidita
preesistenti (diabete, ipertensione, dislipidemia, danno
d’organo, disordini della coagulazione e neurologici) per
definire protocolli diagnostici e terapeutici efficaci volti al
raggiungimento del pitu alto livello possibile di esiti
positivi (87-100).
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ABSTRACT

Evaluation of Anti-SARS-CoV-2 immunoglobulin G and M on Snibe Maglumi 800

Introduction: the severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) is a due to new beta-coronavirus
causing the pandemic called Coronavirus disease 2019 (COVID-19). The evaluation of the presence of
immunoglobulin G and M anti-SARS-CoV-2 (IgG and IgM) is important to understand the epidemiology of the disease
and to confirm the presence of the disease when clinical signs are present, but RNA is not detected.

Methods: leftover serum samples from different types of patients were used: sera from biobank collected in 2018 as
negative controls; patients recovering from the disease as positive controls; patients presenting at the Emergency
Room with a positive rhino-pharyngeal swab; patients in Intensive Care Units. Anti-SARS-CoV-2 IgG and IgM were
measured with MAGLUMI 2019-nCoV IgM/IgG Kits on Maglumi 800.

Results: one out of 61 expected negative resulted positive, and 2 were borderline for IgG (95% specificity, 95%CI
89.6-100), 1 positive for IgM (98.4% specificity, 95%CI 95.2-100); one out of 41 expected IgG positive resulted
negative (97.6% sensitivity, 95%CI 92.8-100). All the 13 Intensive Care patients were positive for IgG, 11 for IgM. IgG
were negative in 50.9% of the 55 swab positive from Emergency Room patients, while IgM were negative in 87.3%.
Discussion: sensitivity and specificity of the test appear good for IgG, some false positive is expected and low
antibody titles in subjects with no disease story should be rechecked with an alternative method. IgM show a good
specificity, but the unexpected low percentage of positivity in Emergency Room patients compared to IgG, pose some
relevant doubts on the sensitivity of the test.

INTRODUZIONE (4). Diventa quindi sempre piu necessario identificare i
soggetti che sono venuti a contatto con il virus anche
quando la malattia non & piu in atto, soprattutto per

comprendere la reale diffusione della malattia. La

A partire dalla fine del mese di dicembre 2019, una
serie di casi di polmonite ad eziologia non nota & stata

segnalata nella citta di Wuhan, provincia di Hubei, Cina,
ed é stata collegata ad un mercato di prodotti animali (1).
Successivamente, un nuovo beta-coronavirus definito
severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2) e stato identificato come I'agente
etiologico dell’epidemia e la malattia correlata & stata
chiamata coronavirus disease 2019 (COVID-19) (2). La
diagnosi della malattia si effettua mediante la ricerca
del’lRNA virale con metodi basati sulla real-time
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) (3). Per motivi
tecnici, € stato impossibile effettuare tamponi a tutti gli
individui sospettati di aver contratto questa patologia
che, inoltre, decorre in modo asintomatico o
paucisintomatico in una elevata percentuale di soggetti

verifica della presenza di anticorpi di classe IgG o IgM e
la loro quantificazione sono strumenti essenziali per
ottenere questa informazione. Gia alcuni metodi sono
stati descritti in letteratura (5,6) e sono disponibili diverse
proposte commerciali. Il metodo utilizzato in questo
lavoro (Snibe MAGLUMI 2019-nCoV IgG and IgM
chemiluminescence immunoassays) € gia stato valutato
nelle sue caratteristiche tecniche (7,8). Lo scopo di
questo lavoro & di valutare la risposta anticorpale in
diverse popolazioni di pazienti in modo da ottenere una
stima della sua specificita e sensibilita.
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METODI
Pazienti

Sono stati selezionati sieri residui di 4 diverse
tipologie di pazienti. 61 sieri da sieroteca risalenti al
2018, utilizzati come controlli negativi; 41 sieri di pazienti
guariti o in corso di guarigione da COVID-19; sieri di 55
pazienti entrati in Pronto Soccorso per patologie
respiratorie e positivi al tampone per la ricerca di RNA di
SARS-CoV-2; sieri di 13 pazienti affetti da COVID-19 e
ricoverati in Terapia Intensiva. Questi campioni sono stati
raccolti parte in Policlinico e parte in Ospedale San
Raffaele (Milano) e costituiscono sieri residui, prelevati
per I'effettuazione di altre tipologie di esami correlati alla
patologia COVID-19 e destinati all’eliminazione. Per
I'esecuzione degli esami sierologici non & stato percid
richiesto il consenso informato al paziente; le procedure
adottate sono state tutte aderenti alla Dichiarazione di
Helsinki, come emendata nel 2013.

Metodo analitico

Si é utilizzato il metodo in chemiluminescenza
Maglumi™ 2019-nCoV IgG e IgM, applicato su Maglumi
800 (Snibe Diagnostic, Shenzhen New Industries
Biomedical Engineering Co., Ltd, Shenzhen, Cina,
commercializzato da Medical Systems, Genova). Il
metodo per la misura delle IgG & basato su microsfere
magnetiche rivestite di antigene ricombinante del virus
SARS-CoV-2 (sia proteine spike che nucleocapside);
dopo l'incubazione con il siero in esame le microsfere
con lI'immunocomplesso sono separate in campo
magnetico e viene eseguito un ciclo di lavaggio. Viene
quindi aggiunto un anticorpo anti-lgG umane marcato;
dopo la necessaria incubazione ed il relativo ciclo di
lavaggio viene aggiunto lo starter e gli anticorpi presenti
sono quantificati in base all'intensita della luce emessa.
Il segnale € espresso in unita arbitrarie sulla base di una
curva di calibrazione. Nel caso delle IgM invece, le
microsfere sono ricoperte di anticorpi anti IgM umane
che catturano le IgM presenti nel campione; viene quindi
aggiunto I'antigene virale ricombinante marcato. Dopo il
necessario tempo di incubazione e lavaggio, viene
aggiunto lo starter e letta I'intensita della luce emessa.
Sia per IgG che per IgM il tempo necessario per
completare la reazione €& di 34 minuti.

Metodo per la rilevazione dellRNA virale: metodo
RT-PCR, Seegene AllplexTM2019-nCoV Assay
(Seegene, Seoul, South Korea). L'estrazione del RNA
era effettuata con NIMBUS, la PCR real-time era
effettuata su CFX96TMDx (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
CA, USA) ed interpretata con il software Seegene
Viewer. Il metodo Seegene AllplexTM2019-nCoV Assay
identifica il virus attraverso la rilevazione della presenza
di 3 geni virali (E, RARP and N).

biochimica clinica, 2020, vol. 44 SS3

RISULTATI

Pazienti negativi

| risultati ottenuti sui 61 sieri ottenuti da biobanca del
2018 sono mostrati nella Tabella 1. Per le IgG, 1
campione presenta un risultato positivo (1,39 AU/mL)
riconfermato da una seconda misura; due campioni
rientrano nella zona grigia (risultato dubbio) (0,959 e
1,069 AU/mL) mentre gli altri 58 sono al di sotto delle 0,9
AU/mL. Per le IgM un solo campione ha dato un risultato
appena oltre la soglia (1,078 AU/mL). Da questi dati si
desume una specificita per le IgG del 95,1% [intervallo di
confidenza al 95% (95%IC) 89,7-100] e per le IgM del
98,4 (95%IC 5,2-100).

Tabella 1
Sieri di soggetti prelevati nel 2018 per indagini sierologiche
(ricerca anticorpi anti-citomegalovirus)

Classe

anticorpale AU/mL N % Classificazione
1gG <0,9 58 95,1 Negativo

1gG >1,1 1 1,6 Positivo

IgG 0,9-1,1 2 3,3 Dubbio

Totale 61 100

IgM <1,0 60 98,4 Negativo

IgM >1,0 1 1,6 Positivo

Totale 61 100

Pazienti guariti o in corso di guarigione

Si tratta di 27 pazienti che, dopo 1 tampone positivo
hanno superato la malattia ed hanno fatto un prelievo nel
corso della visita di controllo, con la conferma del
secondo tampone negativo e di 14 pazienti che alla visita
di controllo sono risultati ancora con una carica virale al
tampone naso-faringeo (6 per tutti e 3 i geni, 8 solo per
il gene N). | risultati sono riassunti in Tabella 2. 1
soggetto ha dato risultati di IgG negativi, tutti gli altri
hanno mostrato valori nettamente positivi (da 1,6 a 79
AU/mL). Nel caso delle IgM, solo poco piu della meta dei
pazienti (51%) mostrava valori positivi (da 1,002 a 12,3
AU/mL). Tutti i pazienti avevano avuto la diagnosi della
malattia da 2 a 4 settimane prima del prelievo.
Considerando che € atteso che tutti i soggetti che hanno
avuto la malattia abbiano sviluppato un certo livello di
anticorpi, possiamo calcolare per le IgG una sensibilita
del 97,6% (95%IC 92,8-100). Nel caso delle IgM invece
e possibile che, dato il tempo trascorso, siano gia
scomparse e quindi non € possibile definire la sensibilita
da questo campione di soggetti.
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Tabella 2

Campioni di pazienti con patologia COVID-19 confermata dalla
presenza di RNA virale nel tampone rino-faringeo e che sono
guariti clinicamente; 27 hanno avuto il doppio tampone negativo,
14 mostrano ancora presenza del virus (6 positivi e 8
debolmente positivi).

g*?iii?pale AU/mL N % Classificazione
IgG <0,9 1 2,4 Negativo

lgG >1,1 40 97,6 Positivo

I9G 09-11 0 Dubbio

Totale 41 100

IgM <10 20 49 Negativo

IgM >1,0 21 51 Positivo

Totale 41 100

Pazienti da pronto soccorso

La Tabella 3 mostra i risultati di questi pazienti. Per
quanto riguarda le IgG, risultano presenti solo nel 45,5%
dei soggetti al momento della diagnosi; uno dei 2
pazienti con risultato borderline ha avuto un secondo
prelievo 5 giorni dopo ed é risultato nettamente positivo.
3 pazienti hanno continuato a risultare negativi 3 o 4
giorni dopo il tampone positivo. | valori di concentrazione
delle 1gG sono risultati molto variabili, da appena sopra
la soglia (1,1 AU/mL) a 79 AU/mL, senza alcuna
relazione con il tempo intercorso dall’inizio dei sintomi.
Le IgM inaspettatamente risultano presenti solo in 7
soggetti su 55 (12,7%) ed uno soltanto presentava IgM
positive in assenza di IgG che si sarebbero positivizzate
solo 2 giorni dopo. Anche nei 19 pazienti seguiti nel
tempo la positivizzazione delle IgM sembra
apparentemente piu lenta rispetto a quella delle IgG con
2 dei 10 pazienti seguiti per 15 giorni ancora negativi
dopo 5 giorni e 5 fra gli altri 9 pazienti ancora negativi
dopo 4 giorni.

Tabella 3

Pazienti provenienti dal Pronto soccorso. Prelievo effettuato
contestualmente all’esecuzione del tampone rino-faringeo
risultato positivo per la presenza di RNA di SARS-CoV-2.

grlaf;)?pale AU/mL N % Classificazione
IgG <0,9 28 50,9 Negativo

1gG >1,1 25 455 Positivo

IgG 09-11 2 3,6 Dubbio

Totale 55 100

IgM <1,0 48 87,3 Negativo

IgM >1,0 7 12,7 Positivo

Totale 55 100

Tutti i pazienti sono arrivati in Pronto Soccorso
almeno 2 giorni dopo l'inizio dei sintomi, alcuni anche 14
giorni dopo; 47 dei 55 pazienti sono stati ricoverati: Fra
gli 8 dimessi, 4 avevano presenza di IgG anti-SARS-
CoV-2 uno sia di IgG che di IgM, mentre 3 non
presentavano anticorpi. La cinetica dello sviluppo degli

biochimica clinica, 2020, vol. 44 SS3

anticorpi appare molto differente da un paziente all’altro.
Il caso dei 3 pazienti € illustrato nella Figura 1 per le IgG
e nella Figura 2 per le IgM.

--Pz1
Pz2

=-Pz3
:20 /

Tempo, giorni

1gG anti-SARS-CoV-2, AU/mL
g 8

Figura 1

Cinetica dello sviluppo degli anticorpi IgG anti-SARS-CoV-2 in
tre pazienti. Il tempo zero € il momento di presentazione in
Pronto Soccorso. Il paziente 1 dichiara un inizio dei sintomi da 4
giorni prima della presentazione in Pronto Soccorso , il paziente
2 da 10 giorni ed il paziente 3 solo dal giorno precedente. La
linea tratteggiata indica il valore soglia per la positivita.
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Figura 2

Cinetica dello sviluppo degli anticorpi IgM anti-SARS-CoV-2 in
tre pazienti. Il paziente 1 dichiara un inizio dei sintomi da 4 giorni
prima della presentazione in Pronto Soccorso , il paziente 2 da
10 giorni ed il paziente 3 solo dal giorno precedente. La linea
tratteggiata indica il valore soglia per la positivita

Pazienti in Terapia Intensiva

| risultati sono riportati in Tabella 4. 1l 100% presenta
valori di IgG nettamente positivi (da 8 a 81 AU/mL) che,
nei 3 pazienti seguiti per 5 giorni consecutivi, si
mantengono costanti nel tempo. Due pazienti su 13
presentano valori di IgM negativi; sono tra i soggetti con
valori di IgG piu elevati e ricoverati da tempo maggiore
(23 e 18 giorni).
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Tabella 3

Pazienti COVID-19 in Terapia Intensiva. Il prelievo é stato
effettuato in un periodo che varia dai 2 ai 23 giorni dal primo
tampone positivo

grlw?iizerpale AU/mL N % Classificazione
IgG <0,9 0 0,0 Negativo

IgG >1,1 13 100,0 Positivo

IgG 09-11 0 Dubbio

Totale 13 100

IgM <1,0 2 15 Negativo

IgM >1,0 11 85 Positivo

Totale 13 100

DISCUSSIONE

Anticorpi anti-SARS-CoV-2 di classe IgG: il metodo
appare dotato di buona specificita (95,1%, 95%IC 89,7 —
100%), anche se non mancano i falsi positivi, e valori di
poco superiori a 1,1 AU/mL (valore soglia) dovrebbero
essere ricontrollati con un metodo alternativo prima di
catalogare il paziente come soggetto che ha incontrato il
virus. Non siamo in grado al momento di ipotizzare il
motivo per questi falsi positivi; potrebbe trattarsi di un
segnale aspecifico oppure potrebbe trattarsi di anticorpi
contro qualche altro tipo di coronavirus. Questo dato &
parzialmente in contrasto con quanto riportato sul
foglietto informativo del metodo che riporta una
specificita del 100%, verificata su 370 soggetti. La
sensibilita, dando per assodato che i soggetti guariti o in
corso di guarigione debbano presentare anticorpi di tipo
IgG, appare buona (97,6%, 95%IC 92,8 — 100%), ma la
casistica € piuttosto ristretta ed un allargamento dei casi
potrebbe portare a stime migliori. L'unico soggetto
risultato negativo aveva avuto una patologia di lieve
entita, con tampone risultato negativo dopo soli 16 giorni
dal tampone positivo. Il nostro dato peraltro &€ migliore di
quanto riportato nel foglietto informativo (91,21%).

Per quanto riguarda I'utilizzo del’esame in contesti di
Pronto Soccorso si conferma [I'utilita molto limitata con
una elevata percentuale (51%) di soggetti che, almeno
nella nostra piccola casistica, risultano avere 1gG
negative, negativita che in alcuni soggetti permane
anche oltre i 10 giorni dall’inizio della sintomatologia;
peraltro i pochi dati di letteratura danno indicazioni di
tempi lunghi per la siero conversione. La maggioranza
dei soggetti da noi analizzati (47 su 55) ha richiesto
ospedalizzazione, indicando quindi condizioni cliniche
compromesse. Guo et al. (5) indicano 14 giorni per le
IgG, Okba et al. che la sieroconversione avviene
nellarco di 2 settimane (9), come anche Padoan et al
(7); una sintesi piu completa dei risultati ad oggi
disponibili & fornita da Infantino et al (10).

Difficile interpretare il risultato delle IgM; la specificita
appare in linea con quanto riportato dal produttore
(100%); per quanto riguarda la sensibilita i nostri dati non
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consentono valutazioni precise, ma appare inferiore al
48,3% indicato dal produttore. La letteratura indica che
le IgM sono piu precoci (5) o circa contemporanee alle
IgG (10) mentre i nostri risultati sembrano indicare una
presentazione piu tardiva (Figura 2). Si sarebbe portati a
credere che il metodo non sia sufficientemente sensibile
e quindi non in grado di rilevare la presenza di IgM anti-
SARS-CoV-2 se non quando presenti in quantita molto
elevata. Questo € in contrasto con quanto pubblicato da
Padoan et al. (7) che, con lo stesso sistema analitico
vedono comparire IgG ed IgM all'incirca nello stesso
momento temporale. La nostra casistica € limitata e la
differenza potrebbe essere legata alla diversa tipologia
di pazienti.

In conclusione, il lavoro conferma le buone
prestazioni del metodo, in particolare per lo scopo
primario di indagini epidemiologiche, avendo dimostrato,
pur su una casistica limitata, buone prestazioni nella
identificazione dei soggetti immunizzati e limitato
numero di segnali aspecifici.
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ABSTRACT

Serum prevalence of anti-SARS-CoV-2 antibody in a population of health care and administrative workers in

a hospital in Tuscany (ltaly).

Introduction: the challenges due to COVID-19 pandemic forced scientific community to focus their efforts to improve
diagnosis and management of patients. The recognized gold standard for the diagnosis is the reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR) on orofaringeal and nasal swabs. Recently, the antibody detection surge to
attention with the aim of estimating the epidemiological impact of the pandemic.

Methods: the Screen Test COVID-19 2019-nCov IgG/IgM (Screen lItalia, Perugia, Italy) an immunochromatographic
lateral flow test has been used to assess the immunological status of 356 asymptomatic healthcare and
administrative workers of our hospital.

Results: only 26 (7.3%) of the screened subjects was positive for IgM and/or IgG anti SARS-CoV-2 virus although the
beginning of the epidemic in Tuscany can be dated two months before. The RT-PCR performed on these samples
revealed that only 5 (19%) of them were positive for viral RNA on orofaringeal swab.

Conclusions: antibody detection will be of great value in the near future to assess global pandemic impact on
population and to drive health policy for the lock down release.

INTRODUZIONE

Alla fine del 2019 a Wuhan, nel distretto di Hubei in
Cina, sono stati segnalati i primi casi di una polmonite
atipica il cui agente eziologico & stato poi riconosciuto
appartenere alla categoria dei beta-coronavirus,
definitivamente denominato severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) (1). |
coronavirus sono una famiglia di virus zoonotici a RNA a
singolo filamento e sono ben noti causare varie patologie
umane (2). Le patologie correlate possono essere lievi,
come il comune raffreddore, o aggravarsi con
interessamento  esteso  dell'albero  respiratorio,
generando polmoniti anche severe. Nello scorso
ventennio sono state segnalate due epidemie di
sindromi respiratorie acute da coronavirus, la SARS
(Severe Acute Respiratory Syndrome) e la MERS

(Middle-East Respiratory Syndrome), negli anni 2002-
2003 e 2012, che ebbero pero diffusione limitata e
causarono singolarmente meno di 1000 decessi (3,4).
La pandemia in atto, dovuta al virus SARS-CoV-2 e
alla patologia correlata che & stata denominata
“coronavirus disease 2019” (COVID-19) (5), sta
mettendo a dura prova la capacita di risposta dei servizi
sanitari dei singoli paesi di tutto il mondo, a causa
dell’elevato numero di pazienti che richiedono gestione
intensiva o0 sub-intensiva per Iinteressamento
polmonare o sistemico della patologia (6,7). La
possibilita di ottenere diagnosi tempestiva e accurata &
indubbiamente uno degli aspetti fondamentali nel
controllo e nella gestione di qualsiasi pandemia,
compresa quindi quella da COVID-19 (8). Dal momento
della sua scoperta a Wuhan, numerosi sono stati gli
sforzi dei ricercatori per trovare un test in grado di
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diagnosticare tempestivamente e con elevata efficienza
SARS-CoV-2 (9). Il metodo di riferimento per la diagnosi
eziologica rimane al momento l'identificazione di RNA
virale mediante reverse transcription polymerase chain
reaction (RT-PCR) in campioni orofaringei e nasali,
prelevati mediante tampone (10-12). Con il progredire
della pandemia, e con un numero sempre maggiore di
pazienti infetti, il poter disporre di metodiche che
consentano di valutare la risposta immunologica
specifica anti-SARS-CoV-2 sta assumendo una
sostanziale rilevanza epidemiologica, non solo per
identificare i soggetti asintomatici, ma anche per stabilire
la quota di popolazione che potrebbe essere gia immune
0 immunizzata, soprattutto nell’'ottica del monitoraggio
dellimmunita di gregge, conseguita con 0 senza un
comunque auspicabile vaccino.

Nonostante non sia ancora possibile produrre
informazioni certe sulla cinetica della risposta
anticorpale, evidenze  scientifiche preliminari
suggeriscono che le IgM anti-SARS-CoV-2 tendano a
comparire dal quinto al settimo giorno dopo la comparsa
dei sintomi, mentre le 1gG dal decimo al diciottesimo
giorno (13). E importante poi sottolineare che, mentre la
comparsa di IgG e pressoché costante in tutti i pazienti
con COVID-19, la percentuale di pazienti che sviluppa
IgM & compresa in genere tra 60-90%. Cid conferma
I'assunto generale che la determinazione della risposta
immunitaria non debba essere usata per la diagnosi di
COVID-19, a causa del rischio elevato di falsi negativi
(14). Alla luce della cinetica descritta in precedenza,
infatti, la risposta anticorpale potrebbe non essersi
ancora sviluppata in un’ampia percentuale di pazienti
portatori dell’infezione in fase pre-sintomatica,
impedendone cosi il trattamento terapeutico e
soprattutto I'isolamento, correndo cosi il serio rischio di
propagare ulteriormente l'infezione. Nei pazienti anziani
e immunocompromessi, inoltre, la comparsa degli
anticorpi potrebbe essere ritardata o assente,
complicando ancor piu l'interpretazione del quadro
sierologico alla luce del reale contagio.

Malgrado  siano  oggi  disponibili  metodi
immunocromatografici per la determinazione rapida di
IgG e IgM anti-SARS-CoV-2 in campioni di sangue
intero, siero o plasma (15), sono ancora numerose le
perplessita sulle loro prestazioni diagnostiche (14).
D’altronde, l'urgenza imposta dalla pandemia ha
permesso alcune deroghe alle normali procedure che
precedono la commercializzazione, consentendo quindi
la commercializzazione di dispositivi con la sola
marcatura CE attestante l'aderenza ai requisiti di
sicurezza. E' peraltro da sottolineare che in questi tempi
di emergenza, la necessita di avere presto disponibili le
determinazioni anticorpali ha reso comunque “preziosi”
questi strumenti (16). E' da ricordare comunque che
I'industria del diagnostico si & rapidamente adeguata alle
esigenze cliniche e numerosi saggi immunometrici sono
in via di commercializzazione.
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METODI

L'lstituto Fiorentino di Cura e Assistenza (IFCA) di
Firenze & un ospedale privato convenzionato di 271
posti letto e numerose specialita mediche e chirurgiche.
Durante la pandemia da COVID-19 I'ospedale, in stretta
sinergia con il Sistema Sanitario Regionale Toscano, ha
messo a disposizione la propria terapia intensiva post
chirurgica per il ricovero di pazienti critici non affetti da
COVID-19, ha mantenuto la propria attivita chirurgica
programmata e non differibile di ortopedia e
neurochirurgia, ha potenziato I'erogazione congiunta di
prestazioni con I'Azienda USL Toscana Centro e
I'’Azienda Ospedaliero Universitaria di Careggi, ha
incrementato la disponibilita di posti letto ordinari di
medicina provenienti dal Dipartimenti Emergenza e
Accettazione (DEA), ha mantenuto I'offerta di ricovero
per la riabilitazione neurologica e cardiologica nonché il
servizio essenziale di emodialisi.

L'lstituto, inquadrato dall'inizio dell’'epidemia come
Presidio no COVID, si e trovato a gestire alcuni casi di
pazienti inviati dai DEA o dai reparti per acuti degli
Ospedali Pubblici che si sono positivizzati dopo
'ammissione e che, quindi, sono stati opportunamente
isolati in un piano di degenza dedicato e autonomo, in
coerenza con le indicazioni Regionali e Nazionali.

In analogia con la curva epidemiologica del contagio
in Toscana, i casi di COVID-19 sopra riportati sono stati
diagnosticati, quindi con referto positivo al tampone oro
naso faringeo, nel periodo compreso tra il 23 marzo ed il
25 aprile.

Dal 25 febbraio 2020 al momento in cui si scrive,
nella nostra Regione, si € avuta una diffusione
dell'infezione da SARS-CoV-2 pari a oltre 9000 casi.

Nell'lstituto, per motivi epidemiologici e di
sorveglianza sanitaria attiva, si & deciso di valutare la
risposta immunitaria contro SARS-CoV-2 del personale
sanitario ed amministrativo non gia sottoposto a
tampone oro-naso-faringeo, al fine di ottenere un quadro
generale della situazione all'interno della struttura,
mappando il diverso livello di esposizione al rischio di
entrare in contatto con il virus.

Metodo analitico

E’ stato utilizzato il kit Screen Test COVID-19 2019-
nCov IgG/IgM (Screen ltalia, Perugia). Il saggio & basato
sul principio immunocromatografico rapido a flusso
laterale, in kit monouso, che utilizza esclusivamente
sangue intero da digito puntura. Il kit, che rileva
qualitativamente gli anticorpi IgG e IgM anti-SARS-CoV-
2, e costituito da due componenti, uno per la rilevazione
delle IgG e uno per la rilevazione delle IgM. || campione
reagisce nella zona iniziale della cassetta con particelle
rivestite di antigeni del virus SARS-CoV-2 e
successivamente migra per capillarita fino ad incontrare
le zone di rilevazione. Se sono presenti anticorpi IgG e/o
IgM contro gli antigeni del SARS-CoV-2, si formano degli
immunocomplessi che migrano, assieme alla miscela di
reazione, lungo la membrana cromatografica e, quando
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incontrano le zone di rilevazione, reagiscono con gli
anticorpi antiglobuline umane qui adesi, formando una
banda colorata. E' presente un controllo interno che
funge da verifica della corretta dispensazione,
migrazione e reazione. Esso & costituito da anticorpi di
topo rivolti verso un antigene del controllo che e situato
nella zona iniziale della cartuccia. Questa zona si dovra
colorare sempre di rosa, segno della corretta procedura
eseguita. In caso contrario il test deve essere
considerato non valido e scartato.

Le prestazioni analitiche dichiarate dal produttore e
che sono frutto del raffronto dei risultati del kit con quelli
forniti da una RT-PCR commerciale su un campione
costituito da 70 pazienti, di cui 20 positivi e 50 negativi
per COVID-19, sono le seguenti: per le 1gG la sensibilita
€ 100% intervallo di confidenza al 95% (95%CIl): 86%-
100%), la specificita 98% (95%CI: 89%-100%). Di fatto
dei 50 campioni negativi 49 sono risultati tali e 1 positivo,
mentre i 20 positivi sono stati tutti correttamente
classificati. La precisione per le IgG & stata quindi del
99% (95%CI: 92%-100%), Per le IgM, sempre su 70
campioni di cui 20 positivi e 50 negativi alla RT-PCR, le
analoghe prestazioni dichiarate sono sensibilita 85%
(95%CI: 62%-97%), specificita 96% (95%CI: 86%-99%)
e precisione 93% (95%CI: 84%-98%). In questo caso,
dei 20 campioni positivi 3 sono risultati negativi con il kit
Screen Test COVID-19 2019-nCov IgG/IgM e dei 50
negativi 2 sono risultati positivi. La valutazione di questo
metodo in altre strutture, cosi come riportato dai dati
cumulativi pubblicati nel sito FIND
(https:/ffinddx.shinyapps.io/COVID19DxData/), riportano
sensibilita e specificita cumulative comprese tra 56-
100% e 92-100% (nello studio pitu ampio i corrispondenti
valori di sensibilita e specificita sono 90% e 100%).

Dopo l'aggiunta di una goccia di sangue capillare del
paziente, la comparsa di bande colorate indica la
presenza di anticorpi IgG e/o IgM verso SARS-CoV-2. |
saggio € di tipo qualitativo, quindi non esiste nessuna
correlazione fra l'intensita del colore sviluppato e la
quantita di immunoglobuline presenti. Qualsiasi sia
l'intensita del colore sviluppato nella banda, I'esame
deve essere considerato positivo; la conferma e
effettuata mediante esecuzione della ricerca del’lRNA
virale in biologia molecolare su tampone orofaringeo e
nasale .

Soggetti esaminati

La popolazione oggetto di questo nostro studio
consiste di 356 soggetti asintomatici appartenenti alla
categoria di personale dipendente e libero professionista
di IFCA, cui 'esame é stato effettuato tra il 30 marzo ed
il 26 aprile 2020. | soggetti si sono sottoposti
volontariamente all’esame, sottoscrivendo apposito
consenso informato riportante lo scopo dello stesso, le
caratteristiche e limitazioni intrinseche del metodo, le
possibili alternative e la necessita, qualora fosse rilevata
la presenza di IgG o IgM anti-SARS-CoV-2, di sottoporsi
al tampone oro-naso-faringeo per la ricerca del virus
mediante RT-PCR. Tultti i soggetti sono stati sottoposti a

biochimica clinica, 2020, vol. 44 SS3

“travel occupation contact cluster survey” (TOCC)
dell'organizzazione mondiale della sanita (OMS). | test
sono stati letti da un gruppo di medici appositamente
addestrati sulle istruzioni previste di utilizzo del kit, e
ogni medico ha letto in autonomia i risultati riferiti agli
operatori a cui ha somministrato il questionario, fatto la
storia clinica ed eseguito il prelievo.

L'esecuzione dello screening e stata approvata dalla
Direzione Aziendale e Sanitaria e si € svolta nel rispetto
della Dichiarazione di Helsinki, come emendata nel
2013.

RISULTATI

Un numero totale di 330 esami dei 356 eseguiti sono
risultati negativi (92,7%), mentre 26 hanno dato esito
positivo (7,3%). Di questi, 12 hanno evidenziato
positivita per IgM (3,4%), 12 per IgG (3,4%) e 2 per
entrambe le immunoglobuline (0,6%). Su tutti i soggetti
risultati positivi & stata quindi eseguita la ricerca
del’RNA virale mediante RT-PCR su tamponi oro- e
naso-faringei, evidenziando una positivita del 19,2%
(5/26). Questi 5 tamponi positivi corrispondevano alle
seguenti positivita anticorpali rilevate: 1 per le IgM, 3 per
le 1gG e 1 per entrambe le immunoglobuline.

DISCUSSIONE

Dall'insorgenza della pandemia da COVID-19 sono
stati compiuti degli sforzi estenuanti a livello globale per
contenere gli effetti devastanti sulla salute e
sull’economia. A tutt'oggi la diagnosi di malattia acuta si
basa esclusivamente sull'identificazione del’RNA virale
nelle mucose della cavita nasale e nell'orofaringe
mediante RT-PCR. Nondimeno, questa tecnica non é
esente da limiti pratici e analitici (17). E’, infatti, ben noto
che un campione prelevato con procedure non idonee,
conservato e trasportato senza seguire le norme di
qualita preanalitica, e analizzato con metodica non
validata pu0 portare a errori nella diagnosi della malattia
COVID-19. Assieme all’'evidenza biologica che il virus
pud prematuramente scomparire in oro-faringe, pur
persistendo in altri distretti organici (polmoni, apparato
gastro-intestinale) a lungo, questo contribuisce a ridurre
I'efficienza diagnostica della biologia molecolare sui
tamponi oro- e naso-faringei (18). Nel tentativo legittimo
di potenziare l'efficienza diagnostica di questo
strumento, € stato ipotizzato che la sierologia potrebbe
rappresentare un potenziale ausilio. La ricerca e/o
titolazione di anticorpi anti-SARS-CoV-2 si sono
sviluppate in due differenti ambiti. Il primo riguarda i test
rapidi, dei quali esiste una grande varieta in commercio
(14). Il secondo ambito riguarda invece i test che
utilizzano i principi dei metodi immunometrici/
immunochemiluminescenti, e che sono quindi
automatizzabili su strumentazioni gia presenti in
laboratorio. | primi ad essere rilasciati sono stati i test

ELISA seguiti a breve distanza dai test in
chemiluminescenza, il cui numero €& in aumento
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esponenziale (19-20).

La generazione di anticorpi contro il virus, per la
caratteristica cinetica, & difficilmente di ausilio nel
diagnosticare COVID-19 in fase attiva, ma pud essere
fondamentale per valutare I'epidemiologia della malattia
e nei progetti di sorveglianza sanitaria, aiutando i governi
e le istituzioni sanitarie nel pianificare le azioni di sanita
pubblica che sono alla base di una ripartenza della
economia e della vita sociale. La ricerca degli anticorpi
pud anche aiutare a porre diagnosi nei casi RT-PCR
negativi nei quali il nesso causale con il virus SARS-
CoV-2 e l'aspetto clinico pongono un forte sospetto di
COVID-19. In queste evenienze, la ricerca degli anticorpi
su campioni di siero prelevati nella seconda settimana di
malattia potrebbero chiarire la diagnosi.

Nel caso di IFCA, pur con le limitazioni insite nel test
POCT utilizzato, la ricerca di anticorpi nel personale ha
dimostrato che solo una piccola percentuale dei soggetti
testati dimostra una sieropositivita al COVID-19 a
distanza di quasi 2 mesi dalla comparsa in Toscana del
primo caso di infezione da virus SARS-CoV-2. Per
quanto riguarda la gestione delle positivita, in una prima
fase, il personale trovato positivo al test POCT & stato
temporaneamente sospeso dal servizio ed € stato
segnalato all'’Azienda Sanitaria di riferimento che ha
provveduto ad effettuare il tampone. In una seconda
fase, in accordo I'Azienda Sanitaria di riferimento, il
personale positivo al test rapido é stato immediatamente
sottoposto a tampone presso IFCA e comungue soSpeso
dal servizio in attesa dell'esito.

In conclusione, la sorveglianza della sieropositivita,
se ripetuta nel tempo, potra aiutare a comprendere
'andamento dell’epidemia e della presenza di anticorpi
specifici nel personale sanitario ed amministrativo,
permettendo nel futuro politiche sanitarie mirate. Difatti,
guando sara piu chiara la cinetica anticorpale con la
relativa certezza di una neutralizzazione virale e quindi
di copertura in caso di nuovo contagio, la
determinazione dello stato anticorpale degli operatori
sanitari potrebbe gettare le basi per un utilizzo ragionato
e sicuro delle risorse umane. A livello di popolazione
generale, la determinazione dello stato anticorpale
aiuterebbe a dimostrare I'entita dell'epidemia e potrebbe
essere di ausilio nelle politiche di riapertura della vita
economica e sociale permettendo la ripresa produttiva e
sostenendo la popolazione nella ripresa di una normale
quotidianita.
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Determinazione degli anticorpi IgM e 1gG anti-SARS-CoV-2 mediante
piattaforma iFlash1800 CLIA in una casistica italiana

lolanda Bottari', Margherita Resta’, Pietro Gatti?, Domenico Potenza®, Bruna Andriulo’, Vito Cornacchiulo’
‘Laboratorio di Patologia Clinica Presidio Ospedaliero di Francavilla Fontana (ASL BR)

*Medicina Interna Presidio Ospedaliero “A. Perrino” di Brindisi (ASL BR)

Malattie Infettive Presidio Ospedaliero “A. Perrino” di Brindisi (ASL BR)

ABSTRACT

Detection of IgG and IgM anti-SARS-CoV-2 by iFlash1800 CLIA analyser in an Italian population.

Introduction: World Health Organization guidance dated 17 January 2020 indicates the need to associate the
detection of antibodies anti-SARS-CoV-2 to real time reverse transcriptase PCR test (rRT-PCR) for the diagnosis of
the new coronavirus infection. Aim of this study is to acquire information about the prevalence of IgG and IgM anti-
SARS-CoV-2 antibodies in a population of health workers (control group) and in patients affected by COVID-19.
Methods: the control group includes 190 asymptomatic health workers; the patient group includes 44 affected
patients. Serum IgM and IgG antibodies to SARS-CoV-2 were measured by using iFlash1800, a fully automatic
chemiluminescence immunoassay analyser. rRT-PCR was performed with CFX96 TouchTM system (Bio-Rad,
Hercules, California, USA) and LightCycler 480 Real-Time PCR System (Roche Diagnostics, Mannheim, Germania).
Results 186 out of 190 asymptomatic health workers were negative for rRT-PCR. Among these, 3 were positive for
IgG antibodies (98% specificity, 95%CI 96-99) and 5 for IgM antibodies (97,3% specificity, 95%CI| 95-98). 40 out of
44 patients were positive for rRT-PCR. Among these, 39 were positive for IgG (97,5 sensibility, 95%CIl 91-100); 30
were positive for IgM anti-SARS-CoV-2 (75%).

Discussion: rRT-PCR is a routine method for the diagnosis and confirmation of COVID-19 infection. However, false
negative and positive results from rRT-PCR were found in a number of healthcare workers. They were possibly due
to sample collection, storage conditions, difference of virus load in the infection site, RNA extraction methods and kit
quality, contaminations and test performed in patients from areas with low prevalence of the infection. These rRT-
PCR failures can determine an important negative impact on the diagnosis. The high sensitivity of IgG and IgM
detection in the patient group indicates that serological tests are of great help in improving the clinical sensitivity of
COVID-19 diagnosis. Our results show that anti-SARS-CoV-2 IgG and IgM antibody detection is a very effective tool,
in association with molecular test for diagnosis, and epidemiologic studies of this severe disease.

INTRODUZIONE

Il documento della Organizzazione Mondiale della
Sanita (OMS) del 17 gennaio 2020 (1) indicava la
necessita di associare l'uso di test sierologici alla
diagnosi molecolare per COVID-19 mediante Reverse
Real-Time PCR (rRT-PCR) nelle polmoniti associate al
nuovo coronavirus. Gli esami sierologici hanno infatti la
finalita di evidenziare e valutare nel tempo la risposta
immunologica a questo patogeno.

Abbiamo quindi acquisito, nel nostro laboratorio, uno
strumento automatico, con metodo in

chemiluminescenza (CLIA), per la misura degli anticorpi
IgG e IgM anti- SARS-CoV-2 sia in soggetti asintomatici
(operatori sanitari ad alto rischio di contagio) che in
pazienti affetti da COVID-19 ricoverati nei reparti per
acuti e post acuti della Azienda Ospedaliera di Brindisi.

Il primo obiettivo era quello di identificare nel gruppo
di sanitari asintomatici e con tampone negativo,
eventuali soggetti immunologicamente competenti. |l
secondo obiettivo era valutare I'andamento della
risposta immune in relazione al quadro clinico in pazienti
ricoverati.
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Inoltre, in accordo con Ila Direzione, la
determinazione degli anticorpi & stata utilizzata per
individuare negli operatori sanitari, sia gli individui ad
elevato rischio di contagio (esame sierologico negativo),
che i soggetti che avessero gia contratto la malattia
(esame sierologico positivo), vista I'impossibilita, in fase
pandemica, di eseguire i test molecolari su tutti gli
operatori.

METODI

Soggetti

Il gruppo di controllo € costituito da 190 soggetti, (85
maschi e 105 femmine), tutti operatori sanitari,
asintomatici, sottoposti contestualmente a tampone
naso-faringeo per la ricerca molecolare del virus e a
prelievo di sangue periferico per la ricerca di anticorpi
anti -SARS-CoV-2.

Il gruppo di pazienti & costituito da 44 pazienti (34
maschi e 10 femmine ), tutti sottoposti ad almeno un
tampone naso-faringeo per la ricerca molecolare del
SARS-CoV-2 cosi distinti:

- 28 pazienti, (23 maschi e 5 femmine ) ricoverati pres-
so i reparti per acuti del Presidio Ospedaliero “A.
Perrino” di Brindisi

- 16 pazienti, (11 maschi e 5 femmine ) ricoverati pres-
so le strutture per post-acuti della Azienda
Ospedaliera.

Tutti i campioni ematici e i tamponi naso-faringei sono

stati raccolti nel periodo di tempo compreso tra il 28

marzo e il 4 maggio 2020.

Durante I'effettuazione dello studio € stata rispettata
e applicata la Dichiarazione di Helsinki del 1975,
emendata nel 2013. E stato ottenuto un Consenso
Informato da ciascuno dei soggetti del gruppo controllo.
Data la gravita e la situazione d’'urgenza non €& stato
ottenuto un consenso informato dai pazienti. Si
sottolinea, che i campioni ematici dei pazienti sono stati
prelevati per le necessarie indagini legate alla
valutazione del loro stato di salute.

Metodi analitici

Esami sierologici

| prelievi ematici sono stati eseguiti mediante sistema
Vacutainer, utilizzando provette RST (rapid serum tube)
con trombina e gel separatore (Becton Dickinson Italia
S.p.A., Milano, Italia). Le provette, provviste di barcode
identificativo, sono state sottoposte a centrifugazione
per 8 minuti a 4000g, quindi, caricate, come provette
primarie, sull'analizzatore iFlash1800, interfacciato al
LIS di laboratorio Lab2000 (MCA, Taranto, Italia)

Per la determinazione degli anticorpi anti-SARS-
CoV-2 di isotipo IgG e IgM ¢ stato utilizzato lo strumento
iFlash1800, analizzatore multiparametrico in
chemiluminescenza della ditta Shenzen YHLO Biotech
(Cina).

I kit 2019-nCoV IgG e IgM, adattati a questa
piattaforma strumentale, sono ugualmente prodotti dalla
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ditta Shenzen YHLO Biotech (Cina). La determinazione,
definita dai produttori di tipo qualitativo, vista I'assenza di
standard internazionali, grazie all'algoritmo del software
strumentale poteva essere considerata di tipo semi-
quantitativo.

Il metodo, della durata di 30 minuti, prevede I'utilizzo
di microparticelle magnetiche adsorbite con due antigeni
del SARS-CoV-2, la proteina del nucleocapside virale
(proteina N) e la glicoproteina S facente parte delle
“spicole virali”. Le microparticelle vengono poste in
incubazione con il siero per 15 minuti; dopo opportuni
lavaggi, alle cuvette di reazione viene aggiunto un
anticorpo anti-lgG o IgM umane coniugato con acridinio.
Dopo ulteriori lavaggi, l'aggiunta di “Pre-Trigger e
Trigger” consente di misurare l'eventuale complesso
immune presente nelle cuvette come unita di luce
relativa (RLUs). Il sistema calcola automaticamente la
concentrazione dell’analita nel campione, attribuendo un
risultato in Unita Arbitrarie per mL (UA/mL).

Il valore soglia indicato dal produttore & di 10 UA/mL
sia per per la determinazione di IgG che IgM.

Test molecolari

| tamponi naso-faringei sono stati esequiti utilizzando
i tamponi FLOQSwabs (COPAN Diagnostics Inc.,
California, USA), trasportati nei laboratori di riferimento
con provetta UTM3ML (COPAN Diagnostics Inc.,
California, USA) entro due ore dal prelievo.

Gli esami sono stati eseguiti presso il Laboratorio
dell'lstituto Zooprofilattico di Foggia ed il Laboratorio di
Microbiologia del Presidio Ospedaliero A. Perrino di
Brindisi utilizzando le seguenti metodiche. Estrazione
del’lRNA virale con sistema QIAcube HT (Qiagen,
Hilden, Germania). rRT-PCR in accordo al protocollo
WHO per la ricerca del SARS-CoV-2 (2) con il sistema
CFX96 TouchTM (Bio Rad, Hercules, California, USA) e
con LighCycler 480 Real-Time PCR System (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germania).

RISULTATI

Operatori sanitari

186 dei 190 (97,8%) operatori sanitari sono risultati
negativi al test molecolare. Tre dei 186 operatori sanitari
sono risultati positivi per IgG [specificita 98%, (intervallo
di confidenza al 95% (95%ClI) 96-99] e 5 positivi per IgM
(specificita 97,3%, 95%CI 95-98). | dati sono riportati in
Tabella 1.

4 soggetti (A, B, C, D) sono risultati positivi al
tampone naso-faringeo con rRT-PCR, ma negativi
allesame sierologico; posti in quarantena fiduciaria,
sono stati sottoposti novamente a tampone naso-
faringeo, risultato negativo e ad ulteriori due
determinazioni sierologiche a distanza di 14 e 28 giorni
dal primo prelievo, risultate ugualmente negative.

In 7 casi & stata evidenziata una positivita di anticorpi
anti- SARS-CoV-2. In 4 soggetti (E, F, G, H), era positiva
la ricerca per IgM (16,7; 14,9; 24,8 e 28,1 UA/mL
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rispettivamente); i test sono stati ripetuti nel tempo ed
hanno mostrato risultati sovrapponibili. Un soggetto (L) &
risultato positivo sia per IgG che per IgM in due diverse
determinazioni (81,7 e 79,3 UA/mL per IgG; 24,3 e 22,2
UA/mL per IgM). 2 soggetti (M e I) sono risultati positivi
a due determinazioni solo per la ricerca delle IgG (73,0
e 78,5; 84,2 e 86,7 UA/mL rispettivamente) e con valori
inferiori al valore soglia per le IgM (9,5 e 8,2; 2,6 e 2,7
UA/mL). | dati di questi 11 soggetti sono riportati in
Tabella 2.

Pazienti

40 dei 44 pazienti ricoverati presso i reparti per acuti
e per post-acuti della Azienda Ospedaliera sono risultati
positivi al test molecolare (90,9%). 39 dei 40 pazienti
sono risultati positivi per IgG anti-SARS-CoV-2
(sensibilita 97,5; 95%CI 91-100). 30 pazienti sono
risultati positivi per IgM (sensibilita 75%). Per questo
dato non si é ritenuto di esprimere gli IC in quanto nei
soggetti con quadro clinico in via di risoluzione &
possibile assistere alla scomparsa delle IgM. | risultati
sono illustrati in Tabella 3. 24 dei 28 pazienti ricoverati

Tabella 1
Sieri di operatori sanitari negativi al tampone naso-faringeo

presso i reparti per acuti erano risultati positivi ad
almeno un tampone durante la malattia, in 4 non era mai
stata evidenziata la positivita per SARS-CoV-2 con rRT-
PCR. In tutti i 28 pazienti abbiamo riscontrato la
positivita per IgG anti- SARS-CoV-2 (con valori compresi
tra 13,4 e 93 UA/mL). La ricerca di IgM é risultata
positiva in 21 pazienti (con valori compresi tra 13,2 e 636
UA/mL) e negativa in 7 (con valori compresi tra 1,6 € 9,8
UA/mL). Questi risultati sono riportati in Tabella 4; viene
riportato il dettaglio dei pazienti (P, R, S, T) risultati
negativi al test molecolare .

| 16 pazienti del reparto post-acuti avevano nella loro
storia clinica almeno una determinazione di positivita per
SARS-CoV-2 mediante rRT-PCR. In questi soggetti
abbiamo evidenziato la positivita per IgG anti-SARS-
CoV-2 in 15 pazienti con valori compresi tra 18 e 90,4
UA/mL. 11 pazienti erano positivi per le IgM (valori
compresi tra 17,5 e 3626 UA/mL). In 4 pazienti le IgM
erano negative (valori compresi tra 0.8 e 9,6 UA/mL). Un
paziente (Paziente V) era negativo per IgG e IgM, con
1,3 e 0,6 UA/ml rispettivamente. | dati sono pure riportati
in Tabella 4.

Classe anticorpale AU/mL N % Esito
1gG <10 183 98 Negativo
IgG >10 3 2 Positivo
Totale 186 100

IgM <10 181 97,3 Negativo
IgM >10 5 2,7 Positivo
Totale 186 100

Tabella 2

Valori di IgG e IgM anti-SARS-CoV?2 e risultato del tampone naso-faringeo in 11 operatori sanitari asintomatici

EsitoTampone IgG (UA/mL) IgM  (UA/mL)
Soggetto A Positivo — Negativo 06 —-05—-04 0,2—-04—-0,3
Soggetto B Positivo — Negativo 0,2—-0,2—-0,3 1,8—>15—-17
Soggetto C Positivo — Negativo 156—-13—->18 1,1—-09—-1,0
Soggetto D Positivo — Negativo 0,7—-12-14 06—-15-14
Soggetto E Negativo — Negativo 05—0,3 16,7 — 16,9
Soggetto F Negativo 27— 2,8 14,9 —» 13,7
Soggetto G Negativo 0,2—-0,5 24,8 — 23,9
Soggetto H Negativo — Negativo 0,204 28,1 — 25,9
Soggetto | Negativo 84,2— 86,7 2,6— 2,7
Soggetto L Negativo 81,7— 79,3 243— 22,2
Soggetto M Negativo 73,0 - 78,5 9,56 - 8,2

La freccia indica la progressione dei controlli eseguiti ogni due settimane. Il valore soglia per la positivita del’esame sierologico & 10

UA/mL.
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Tabella 3
Sieri di pazienti positivi al tampone naso-faringeo

Classe anticorpale AU/mL N % Esito

IgG <10 1 2,5 Negativo

1gG >10 39 97,5 Positivo

Totale 40 100

IgM <10 10 25 Negativo

IgM >10 30 75 Positivo

Totale 40 100

Tabella 4

Valori di IgG e IgM anti-SARS-CoV2 nei pazienti affetti da COVID-19

Pazienti in Reparti per acuti (N=28)

Pazienti EsitoTampone 1gG (UA/mL) IgM (UA/mL)

N=24 Positivo Valori compresi tra 13,4 e 93,0 19 Positivi con valori compresi
tra 13,2 e 636
5 Negativi con valori compresi
tra1,6 e 8,8

Paziente P Negativo 46,1 9,8

Paziente R Negativo 69,5 3,8

Paziente S Negativo 55,3 21,0

Paziente T Negativo 33,8 341,3

Pazienti in Reparti per post-acuti (N=16)

Pazienti EsitoTampone 1gG (UA/mL) IgM (UA/mL)

N=15 Positivo Valori compresi tra 18 e 90,4 11 Positivi con valori compresi
tra 17,5 e 3626
4 Negativi con valori compresi
tra 0,8 € 9,6

Paziente V Positivo 1,3—-15 06— 1,1

La freccia indica la progressione dei controlli eseguiti ogni due settimane.

DISCUSSIONE

L'infezione da SARS-CoV-2, dovuta ad un
coronavirus del genere beta appartenente alla
sottofamiglia Orthocoronaviridae, virus a RNA a
filamento positivo, caratterizzata da possibili gravi
manifestazioni cliniche a carico delle vie respiratorie, &
un'infezione virale altamente contagiosa, ad alta
morbilita e mortalita.

La diagnosi si basa sui test molecolari (3), su criteri
clinici e su quadri patognomonici radiologici (4). La
presenza di falsi negativi nei test rRT-PCR, possibile per
inadeguata tecnica del prelievo, per limiti nella sensibilita
dei kit utilizzati, per una oggettiva difficolta operativa
nelle fasi di estrazione manuale del'lRNA virale nei test
semi-automatici, o ancora per la fugace e transitoria
presenza del virus nelle prime vie aeree rispetto alla
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comparsa dei sintomi clinici specifici, che pud verificarsi
anche dopo 14 giorni dall'avvenuto contagio, ha convinto
molti esperti epidemiologi della necessita di affiancare
alla diagnosi molecolare e alle evidenze cliniche le
indagini immunologiche per la lotta a questa pandemia
(5). Del resto, la OMS, fin dal gennaio 2020 (1) aveva
considerato questo aspetto come fondamentale nel
controllo dell'infezione da SARS-CoV-2.

Numerose osservazioni suggeriscono che la risposta
immune dell'ospite gioca un ruolo fondamentale nel
controllo di questa infezione virale (5, 6). Livelli circolanti
di IgM anti-SARS-CoV-2 possono essere osservate
dopo 3 settimane dal contagio, tendono a mantenersi
per ulteriori 4 settimane, e forse piu a lungo. Le IgG anti-
SARS-CoV-2 si manifestano dopo 4 settimane dal
contagio e raggiungono i valori piu alti dopo 8 settimane

).
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Sulla scorta di queste considerazioni abbiamo
acquisito nel mese di marzo 2020 uno strumento
multiparametrico per l'esecuzione delle determinazioni
sierologiche degli anticorpi anti-SARS-CoV-2. Abbiamo
optato per uno strumento con metodo CLIA e non per i
test rapidi qualitativi perché avevamo la necessita, per
quanto nelle nostre competenze, di supportare i Clinici
nella comprensione, dal punto di vista immunologico,
della risposta dell'ospite a questa infezione virale. L'uso
dei test rapidi, sicuramente utilissimo per progetti di
screening di massa, soprattutto nelle regioni piu colpite
dalla pandemia, non poteva soddisfare questa esigenza.

La scelta della piattaforma strumentale iFlash 1800A
si € basata sulle indicazioni di sensibilita e specificita
dichiarate dal produttore (sensibilita 97,3 e specificita
96,3 per la misura di IgG; sensibilita 86,1 e specificita
99,2 per la misura delle IgM). | nostri risultati sembrano
essere in linea con quanto dichiarato; non abbiamo
verificato inaccuratezza e imprecisione, le curve di
calibrazione sono risultate stabili e i controlli all'inizio e a
termine di ogni seduta hanno testimoniato ottimi livelli di
prestazioni analitiche. L’accuratezza diagnostica della
strumentazione e dei kit utilizzati € stata ben illustrata da
altri Autori (8).

Osservando i nostri risultati, emergono alcuni aspetti
che meritano una discussione. Innanzitutto vale la pena
di soffermarsi sul riscontro, nel gruppo di controllo, di 4
soggetti asintomatici, con test molecolare positivo e
ricerca di anticorpi IgG e IgM anti-SARS-CoV-2 negativa,
sia al momento dell'arruolamento, che al prelievo di
controllo eseguito dopo 4 settimane. Criticamente
abbiamo attribuito a questo dato il significato di un
possibile falso negativo. Tuttavia, pur essendo ben
consci della rarita di test rRT-PCR falsamente positivi,
non va esclusa la possibilita che una quota variabile di
test molecolari risulti tale (9). Cio & soprattutto possibile
quando l'uso di questi test sia largamente diffuso in
regioni a bassa prevalenza d'infezione (9). Va inoltre
sottolineato che l'assoluta necessita di allargare la
diagnostica molecolare a piu laboratori, come si &
verificato in questa pandemia, pud aver determinato un
utilizzo di questi metodi da parte di personale privo di
adeguate esperienza e competenza. Purtroppo, a
conclusione dell'analisi di questa incongruenza tra dato
molecolare e sierologico, vorremmo sottolineare che non
disponiamo al momento di informazioni sui test di
conferma: se sono stati approntati, con quale metodo
alternativo e con quale esito.

Fra le ipotesi plausibili, vale la pensa di citare le
seguenti possibilita:

- che una bassa carica virale, pur dimostrata con test
molecolari, non sia in grado di determinare malattia e
soprattutto una risposta anticorpale;

- che esistano soggetti non suscettibili all'infezione;

- che esistano altre specificita anticorpali, in risposta
all'infezione, non dimostrabili con il metodo adottato;

- che nei soggetti con bassa carica virale si possa pro-
durre una diversa risposta immune mediata da altri
isotipi anticorpali (ad esempio anticorpi anti- SARS-
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CoV-2 di tipo IgA).

Un caso che sembra confermare i dubbi ora espressi ¢ il
paziente del secondo sottogruppo, ricoverato in una
struttura per post-acuti della nostra Azienda (Paziente V
della Tabella 4). Si tratta di un dipendente dei Servizi
Sociali che & stato sottoposto ad isolamento nella
struttura per post-acuti insieme ad un altro paziente
(contatto stretto). Entrambi asintomatici, sono risultati
positivi al test molecolare, ma solo uno dei due &
risultato positivo alla ricerca degli anticorpi (Tabella 4).
L'impatto di un test rRT-PCR falsamente positivo o
negativo pud determinare oltre a seri problemi
diagnostici, gravi ripercussioni sull'individuo per terapie
inadeguate, limitazioni della propria liberta individuale e
per ultimo il rischio aumentato di contrarre l'infezione se
posto in quarantena insieme ad altri pazienti
sicuramente affetti da infezione da COVID-19 (9).

Nel gruppo di controllo abbiamo evidenziato
sicuramente 3 falsi positivi per la ricerca delle IgM anti-
SARS-CoV-2 ( soggetti F, G e H della Tabella 2). Questo
dato & in linea con la sensibilita del test. Va sottolineato
che i 3 soggetti oltre a mantenere una debole positivita
per IgM nei controlli seriali, non presentavano in
anamnesi nessuna patologia degna di nota. Per quanto
riguarda i 3 soggetti del gruppo di controllo (I, L e M della
Tabella 2) in cui abbiamo riscontrato la positivita per IgG
anti-SARS-CoV-2, vorremmo sottolineare i seguenti dati.
Per un soggetto (I) si poteva documentare una
permanenza in Lombardia nel mese di febbraio 2020. Il
secondo soggetto (L) riferiva nel mese di febbraio la
comparsa di una sintomatologia simil-influenzale. Nel
terzo caso (M) non si avevano informazioni che
potessero giustificare I'infezione da COVID-19.

Una ulteriore conferma del ruolo cruciale della
ricerca di anticorpi anti-SARS-CoV-2 & la ridotta
positivita per la ricerca delle IgM rispetto a quella delle
IgG nel gruppo dei pazienti. Questo dato sembra in
accordo con la sieroconversione. Nei soggetti in via di
risoluzione clinica si assiste alla lenta perdita della
risposta IgM-mediata a fronte del consolidamento di
quella di tipo IgG (6, 8). Va sottolineato che in questa
patologia non si assiste ad un vero picco di IgM
specifiche come osservato nell'infezione da SARS (7). |
nostri dati confermano tali acquisizioni, soprattutto
osservando i risultati dei pazienti ricoverati presso le
strutture aziendali per post-acuti (parte finale della
Tabella 4) ( 8, 10).

Un ulteriore obiettivo del nostro studio era quello di
individuare negli operatori sanitari, individui ad elevato
rischio di contagio, i soggetti che potessero aver
contratto questa patologia. | nostri risultati mostrano che
solo 7 operatori su 190 (3,7%) erano postivi allesame
sierologico, di questi solo 3 (I, L e M, 1,6%) avevano
sicuramente contratto I'infezione da SARS-CoV-2.

Una ultima considerazione riguarda I'utilizzo dei test
rapidi qualitativi di screening nelle regioni a bassa
prevalenza  d'infezione. @ Per questa finalita
epidemiologica € sicuramente auspicabile I'uso di
questa tipologia di test piu economici e facilmente
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utilizzabili da personale non specialistico (11). Eventuali
soggetti positivi andrebbero successivamente sottoposti
a test molecolare e a ricerca quantitativa degli anticorpi
anti-SARS-CoV-2 con metodi immunometrici quantitativi.

E’ indubbio che in questa grave infezione la diagnosi
sia, come sempre, multidisciplinare, e debba basarsi sui
dati clinici, e radiologici e nell'ambito della diagnostica di
laboratorio, sull'uso combinato di test molecolari e
sierologici.

RINGRAZIAMENTI

Gli Autori desiderano ringraziare la Ditta Pantec S.r.l.
(Torino, Italia) per il supporto tecnico e il Dott. Marcello
Nisi per la supervisione statistica.

CONFLITTO DI INTERESSE

Nessuno.

BIBLIOGRAFIA

1. World Health Organization. Laboratory testing of 2019
novel coronavirus (2019-nCoV) in suspected human
cases: interim guidance, ,17 January 2020. World Health
Organization. https://apps.who.int/iris/handle/
10665/330676 (ultimo accesso: giugno 2020).

2. Corman VM, Landt O, Kaiser M, et al. Detection of 2019
novel coronavirus (2019-nCoV) by real time RT-PCR.
Euro Surveill. 2020;25:2000045.

3.  Lippi G, Plebani M. The critical role of laboratory medicine
during coronavirus disease 2019 (COVID-19) and other
viral outbreaks. Clin Chem Lab Med 2020 doi:
10.1515/cclm-2020-2040.

4. Lin C, Ding Y, Xie B, et al. Asymptomatic novel
coronavirus pneumonia patients outside Wuhan: The
value of CT images in the course of disease. Clin Imaging
2020;63:7-9.

5. JinY, Wang M, Zuo Z, et al. Diagnostic value and dynamic
variance of serum antibody in coronavirus disease 2019.
Int J Infect Dis 2020;94:49-52.

6. Tan W, Lu Y, Zhang J, et al. Viral kinetics and antibody
responses in patients with COVID-19. MedRxiv 2020
https://doi.org/10.1101/2020.03.24.20042382  (ultimo
accesso giugno 2020).

7. Lippi G, Salvagno GL, Mattiuzzi C. Guida sintetica alla
diagnostica della malattia da coronavirus 2019 (COVID-
19). 2020 doi: 10.19186/BC_2020.052

8. Infantino M, Grossi V, Lari B, et al. Diagnostic accuracy of
an automated chemiluminescent immunoassay for anti-
SARS-CoV-2 IgM and IgG antibodies: an lItalian
experience. J Med Virol 2020 doi 10.1002/jmv.25932.

9. Cohen AN, Kessel B. False positive in reverse
transcription PCR testing for SARS-CoV-2. MedRxiv 2020
https://doi.org/10.1101/2020.04.26.20080911  (ultimo
accesso: giugno 2020).

10. Phelan AL, Katz R, Gostin LO. The novel coronavirus
originating in Wuhan, China: Challengees for global health
governance. JAMA 2020 doi: 10.1001/jama.2020.1097.

11. Li Z, Yi Y, Luo X, et al. Development and clinical
application of a rapid IgM-IgG combined antibody test for
SARS-CoV-2 Infection Diagnosis. J Med Virol 2020 doi:
10.1002/jmv.25727.

biochimica clinica, 2020, vol. 44 SS3 S128



_____________________________________________________________________]
CONTRIBUTI SCIENTIFICI SCIENTIFIC PAPERS

The role of acute phase proteins for predicting SARS-CoV-2 positivity upon
emergency department admission

Gian Luca Salvagno', Fabian Sanchis-Gomar?, Giuliana Lo Cascio®, Simone Denitto’, Brandon M. Henry*, Giuseppe
Lippi'

'Section of Clinical Biochemistry, University of Verona, Verona, Italy

“Department of Physiology, Faculty of Medicine, University of Valencia and INCLIVA Biomedical Research Institute, Valencia,
Spain

Microbiology and Virology Unit, Department of Pathology, University Hospital of Verona, Verona, Italy

“Cardiac Intensive Care Unit, The Heart Institute, Cincinnati Children’s Hospital Medical Center, Ohio, USA

ABSTRACT

Background: due to the important abnormalities observed in the concentration of many inflammation/infection
biomarkers in patients with coronavirus disease 2019 (COVID-19), this study was aimed to evaluate whether the
assessment of C-Reactive Protein (CRP), interleukin 6 (IL-6) and procalcitonin (PCT) could help predicting SARS-
CoV-2 positivity at emergency department (ED) presentation in patients with suspected infection.

Methods: the study population consisted of patients consecutively admitted to the ED of the University Hospital of
Verona, with clinical suspicion of SARS-CoV-2 infection over a 2-week period. Blood samples as well as
oropharyngeal and nasopharyngeal swabs were collected upon ED admission.

Results: the final study population consisted of 92 patients, 48 with negative and 44 with positive SARS-CoV-2 swabs.
No significant differences were observed in concentrations of CRP, IL-6, or PCT between patients with or without
acute SARS-CoV-2 infection. A significant correlation was found between CRP and IL-6 in both negative (r=0.77) and
positive (r=0.74) SARS-CoV-2 cases, between CRP and PCT in SARS-CoV-2 negative (r=0.38) and positive (r=0.44)
cases, and between IL-6 and PCT in SARS-CoV-2 negative (r=0.37) and positive (r=0.40) cases. The area under the
curve (AUC) of none of the biomarkers could efficiently discriminate patients with negative or positive swabs (CRP:
0.52; IL-6: 0.51; PCT: 0.53).

Conclusions: routine measurement of CRP and IL-6, together with PCT, does not seem a useful pre-test strategy in
ED patients with clinical suspicion of COVID-19.

INTRODUCTION recent survey of the American Association of Clinical
Chemistry (AACC) carried out in September 2020, more
than half of respondent laboratories declared to be

unable to obtain the materials needed to perform all the

The continuous spread of severe acute respiratory
coronavirus 2 (SARS-CoV-2), which is responsible for

the ongoing coronavirus disease 2019 (COVID-19)
pandemic outbreak, is causing a devastating impact on
healthcare services, society and economy across the
world (1). With the number of COVID-19 cases
exponentially growing, the volume of molecular tests,
which are still considered the gold standard for
diagnosing SARS-CoV-2 infection, has increased to
such a large extent that most clinical laboratories are no
longer capable of meeting testing needs. According to a

necessary tests (2). Specifically, over 60% of all
laboratories which participated in the survey reported
that they were unable to secure test kits and supplies,
whilst more than half reported being plagued by a
shortage of staff required to run the tests.

Overall, the data clearly demonstrates that the
current testing strategy seems to have failed in many
countries (3,4), and that different approaches are
urgently need for counteracting the ongoing emergency
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of providing tests to all who will need them. Some
strategies have been suggested for enhancing the
efficacy and the likelihood of obtaining positive results of
molecular testing, including pre-test probability
calculation of nucleic acid amplification test (NAAT)
positivity, the use of rapid molecular tests which would
not require RNA extraction and purification, pooling
together and then measuring a variable number of
clinical samples, and rapid (antigen) testing (5,6). With
respect to pre-test probability calculation, a number of
models have been proposed and validated, with the aim
of quickly and accurately assessing the individual risk of
SARS-CoV-2 infection, especially during the triage in the
emergency room (7-11). Although the cumulative
diagnostic performance of these algorithms is rather
heterogeneous, some of these - such as the so-called
“corona-score” - display acceptable accuracy (i.e.,
between 70-90%) (7,8).

One essential and common element of all these pre-
test scoring systems is the incorporation of laboratory
tests within the algorithm, especially inflammatory
biomarkers, such as C-Reactive Protein (CRP) and
ferritin, as well as pro-inflammatory cytokines, such as
interleukin-6 (IL-6). This is mostly due to the fact that the
pathogenesis of COVID-19 is characterized by a
systemic immune hyperactivation, which can be
accompanied by a so called “cytokine storm syndrome”
(frequently abbreviated to “cytokine storm”), especially in
patients with severe and/or critical disease. This
syndrome is typically characterized by considerable
release of pro-inflammatory mediators, imbalance of the
renin-angiotensin-aldosterone system, as well as by a
paradigmatic form of vascular disease, called COVID-
19-associated coagulopathy (CC) (12). Importantly, the
adverse clinical progression of COVID-19 seems also
influenced by development of secondary (especially
bacterial) co-infections (13,14), so that the measurement
of procalcitonin (PCT) seems an important variable in
patient evaluation and monitoring (15).

Due to the important role played by inflammatory and
infection biomarkers in COVID-19 (16), the aim of this
article was to evaluate whether the assessment of some
of these molecules could help predicting the positivity of
SARS-CoV-2 molecular testing upon patient
presentation to the emergency department (ED).

METHODS

The study population consisted of a series of patients
consecutively admitted to the ED of the University
Hospital of Verona, with clinical suspicion of SARS-CoV-
2 infection (i.e., fever, dyspnea, cough, gastrointestinal
and other pathognomonic symptoms) over a 2 weeks
period. Blood samples were collected upon ED
presentation along with oral- and nasopharyngeal
swabs, according to standard procedures and in
accordance with the World Health Organization (WHO)
recommendations (17). Molecular analysis for detecting
SARS-CoV-2 RNA was carried out using Seegene
AllplexTM2019-nCoV Assay (Seegene, Seoul, South

biochimica clinica, 2020, vol. 44 SS3

Korea), in which viral RNA identification is based on
multiplex Real time polymerase chain reaction (PCR)
targeting three SARS-CoV-2 genes (E, RdRP and N),
and thus fulfilling validated international testing
protocols. The serum concentration of CRP, PCT and IL-
6 was measured on MAGLUMI 800 (SNIBE, Shenzhen,
China), according to manufacturer’s instructions. All
these immunoassays are based on chemiluminescent
detection. The performance of the tests, as declared by
the manufacturer, are as follows: CRP: functional
sensitivity 0.00015 mg/L, linearity up to 100 mg/L, total
imprecision <6%; IL-6: limit of detection 1.5 pg/mL,
linearity up to 5000 pg/mL, and total imprecision <7%;
PCT: limit of detection 0.04 ng/mL, linearity up to 10000
ng/mL (with dilution) and total imprecision <10%.
Results were finally expressed as median with
interquartile range (IQR). The comparison of biomarker
values between SARS-CoV-2 negative and positive
patients was carried out with Mann-Whitney U or Chi-
Squared tests when appropriate, the potential
associations were assessed with Spearman’s correlation
(and relative 95% confidence interval; 95% CI), whilst
their diagnostic performance was assessed with receiver
operating characteristics (ROC) curve analysis.
Statistical significance was set at p<0.05. The statistical
analysis was carried out using Analyse-it (Analyse-it
Software Ltd, Leeds, UK). The general study design has
been cleared by the local Ethical Committee (University
Hospital of Verona; SOPAV-2; protocol n. 35747).

RESULTS

The final study population included 92 patients, 48
with negative swab [mean (SD), 54 (20) years; 58%
women] and 44 with positive swab for SARS-CoV-2 [57
(23) years; 50% women]. No additional information on
the final diagnosis could be obtained for patients testing
negative for SARS-CoV-2 infection. The concentration of
none of the three biomarkers appeared significantly
different between patients testing positive or negative for
SARS-CoV-2. Specifically, the concentration of the three
biomarkers was CRP: 20 mg/L (IQR, 3-75 mg/L) versus
17 mg/L (IQR, 5-66 mg/L; p=0.198); IL-6: 27 pg/mL (IQR,
12-65 pg/ml) versus 24 pg/mL (IQR, 12-59 pg/mL;
p=0.146) and PCT: 0.06 ng/mL (IQR, 0.01-0.11 ng/mL)
versus 0.05 ng/mL (IQR, 0.01-0.11 ng/mL; p=0.279)
(Figure 1). Although a significant number of patients
displayed biomarker values above the relative upper
reference limit (URL), such percentages for CRP (URL,
0.7 mg/L; 86% versus 90%; p=0.634), IL-6 (URL, 7
pg/mL; 98% versus 98%; p=0.950) and PCT (URL, 0.05
ng/mL; 50% versus 52%; p=0.842) were not found to be
significantly different in patients testing positive or
negative for SARS-CoV-2 infection.

A significant correlation was found between CRP and
IL-6 in both negative (r=0.77; 95% CI, 0.61-0.87;
p<0.001) and positive (r=0.74; 95% CI, 0.57-0.84;
p<0.001) SARS-CoV-2 cases, between CRP and PCT in
SARS-CoV-2 negative (r=0.38; 95% CI, 0.10-0.61;

$130




CONTRIBUTI SCIENTIFICI SCIENTIFIC PAPERS

p=0.010) and positive (r=0.44; 95% CI, 0.18-0.65;
p=0.002) cases, as well as between IL-6 and PCT in
SARS-Cov-2 negative (r=0.37; 95% CI, 0.08-0.60;
p=0.013) and positive (r=0.40; 95% CI, 0.13-0.61;
p=0.005) cases.

The analysis of the area under the curve (AUC)
revealed that none of these three biomarkers could
efficiently discriminate patients with negative or positive
swab for SARS-CoV-2 (Figure 2). More specifically, the
serum concentration of neither CRP (AUC, 0.52; 95% Cl,
0.40-0.64), IL-6 (AUC, 0.51; 95% ClI, 0.39-0.63), or PCT
(AUC, 0.53; 95% CI, 0.41-0.65) was found to have a
statistically significant accuracy for predicting swab
positivity for SARS-CoV-2.

Figure 1

DISCUSSION

Although a pro-inflammatory state seems
commonplace in patients with SARS-CoV-2 infection,
especially in those with unfavorable progression (18),
our evidence on the values of CRP, IL-6 and PCT in a
cohort of patients acutely presenting to the ED with
clinical suspicion of SARS-CoV-2 infection clearly attests
that these biomarkers are not predictive enough of swab
positivity to be used as a valid pre-molecular test
strategy.

These results are not really surprising according to
recent literature data. Sinha et al. studied 39 patients
with SARS-CoV-2 (19), and compared their clinical and
laboratory data with those of 39 patients with acute
respiratory distress syndrome (ARDS) caused by

Serum concentration of C-Reactive Protein (CRP), interleukin-6 (IL-6) and procalcitonin (PCT) upon emergency department
presentation in a cohort of patients who tested negative or positive for suspected severe acute respiratory syndrome coronavirus 2

(SARS-CoV-2) infection.

Figure 2

Diagnostic performance in receiver operating characteristics (ROC) curve analysis of C-Reactive Protein (CRP), interleukin-6 (IL-6)
and procalcitonin (PCT) upon emergency department admission in a cohort of patients who tested negative or positive for suspected
severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) infection.
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diseases other than COVID-19. Notably, not only was
the rate of hyperinflammatory syndrome found to be
slightly lower in patients with COVID-19 ARDS than in
those with respiratory failure due to other reasons (i.e.,
21% versus 28%), but also the concentration of some
pro-inflammatory biomarkers, especially IL-6 (p=0.35),
was found to be similar between the two patient cohorts.
In an ensuing article, Leisman et al. carried out a meta-
analysis of all COVID-19 studies reporting cytokine
concentrations in patients with severe/critical COVID-19
compared to those with sepsis, cytokine release
syndrome or ARDS unrelated to COVID-19 (20). In
keeping with our evidence, the *“cytokine storm” in
patients with COVID-19 was found be of lesser extent
compared to that of the other conditions. In particular, the
increase of several pro-inflammatory biomarkers such as
CRP, IL-6 and ferritin was found to be similar or even
globally lower in COVID-19 patients with severe and
critical illness than in patients with sepsis, cytokine
release syndrome or ARDS unrelated to COVID-19. The
serum concentration of PCT was also found to be lower
in patients with COVID-19 that in those with sepsis,
whilst D-dimer values were found to be consistently
higher. However, interferon response, seemed to be
substantially suppressed in COVID-19 compared to the
other diseases. This would hence confirm that COVID-19
may be characterized by a tendency of developing a
viral-induced immunosuppression/anti-inflammatory
cytokine response, i.e. an “immunoparalysis” (21),
leading to a dysregulated, or even paradoxically
inadequate, inflammatory response to SARS-CoV-2
infection, whilst direct cytopathic injury in several organs
and tissues, along with the profuse endothelial damage,
would place immunothrombosis at the very core of the
pathogenesis of COVID-19 (1,22).

Although we could not collect information on the final
diagnosis of patients who tested negative for SARS-
CoV-2, which is the major limitation of this study, we can
however conclude that CRP, IL-6 and PCT cannot
efficiently discriminate COVID-19 from other acute
diseases leading patient presentation to the ED. There is
significant heterogeneity with respect to clinical
indications and patient needs for presentation in various
EDs, that may often be impacted by geographical
variability, as well as seasonal trends (e.g., influenza),
which further complicates the use of these biomarkers
even in well-validated SARS-CoV-2 pre-test probability
scoring systems (23). Therefore, the routine
measurement of CRP, IL-6, and PCT, does not appear a
useful pre-test strategy in patients presenting to the ED
with clinical suspicion of COVID-19. Their measurement
should be reserved for disease monitoring and
prognostication, rather than for specific diagnostic
purposes.
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Kinetics of SARS-CoV-2 IgG response: a model from a case report

Ettore Rocchi, Sara Peluso, Davide Sisti
Unit of Biostatistics and Biomathematics, Department of Biomolecular Sciences, Urbino University “Carlo Bo”, Urbino, Italy

Dear Editor,

Afew articles describing the temporal trend of the anti-SARS-CoV-2 IgG production, are presently available (1-4) and
almost all of these studies deal mainly with the onset of the immune response and neglect the descending phase.

A mathematical model showing the trend and capable, at the same time, to predict it, has not been published yet.
In this paper, we tried to model the kinetics of anti SARS-CoV-2 IgG, limited to the descending phase (during the
ascending phase, the immunometric assays were not available yet in our Region). The model is based on a single
patient, monitored over the time for the specific purpose of studying the immune response. Obviously, it is not
possible to provide a statistical approach on a single case, but the result are potentially interesting, since the chosen
model presents an excellent goodness-of-fit with the available data.

The subject, an ltalian 57-year-old male, living in Pesaro (a province of the Marche Region, one of the main
outbreaks of the epidemic in Italy), manifested the onset of symptoms (non-respiratory, but with diarrhea, asthenia,
articular and muscle pain, anosmia, and ageusia) starting from March, 9" (fixed as day 0). The duration of the
symptoms was 15 days. Health policy, in Italy, at that time, did not allow to perform the swab in the absence of fever,
respiratory symptoms and a history of contact with positive subjects.

The blood samples were taken in the days 66, 95, 133 and 224 from the beginning of the symptoms; the
immunological test were performed in a clinical laboratory, in Pesaro using a CLIA chemiluminescence assay,
(MAGLUMI® SNIBE).

Typical equations of first-order kinetics were used to describe the trend of the IgG concentration, so that a
negative exponential function was obtained:

C=ae™ (1)

where t is time (days), C is the serum IgG concentration, k is the elimination constant, a is a constant reflecting the
force of the immune response and e is the Euler’'s number.

Obviously, this approach was possible thanks to the fact that we had to model only the descending phase. With
some easy mathematical passages, from (1) we obtain

In C=-kt+lna (2)

In other words, we find that the logarithm of IgG concentration versus time is linear, so it is possible to apply linear
regression methods. Moreover, once we have the equation parameters, it is possible to calculate both the half-life of
the specific IgG and the time of their disappearance from the circulation (i.e. the time when the serological test turns
negative, <1.1 AU/mL for MAGLUMI® diagnostic assay).

The graph of the exponential model (whose parameters were calculated by linear regression applied to the log-
transformed data) is reported in Figure 1. The results show an excellent coefficient of determination (R?=0.9942).
Kinetics parameters for the descending phase of anti SARS-CoV-2 serum IgG concentration are shown in Table 1.
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Figure 1
Exponential regression of kinetics data

L?r?elﬁcls parameters for the descending phase of anti-SARS-CoV-2 serum IgG concentration
Parameters

k 0.027

a 162.43

t(1/2) 25.67 days
t-to-neg 199.98 days

k, elimination constant; a, constant reflecting the force of the immune response; t(1/2), half-life; t-to-neg, time required for the
serological test to turn negative.

This result does not necessarily imply a deficiency of immune protection at the expected time of IgG
disappearance (i.e. around 6 months, 190 days). Really, as Sette et al. (5) have recently highlighted, a cell-mediated
immunity could still be present. Our data become particularly relevant, especially if confirmed on a broader number
of patients, since they could be able to give indications about the time required for the serological test to turn
negative. The disappearance of IgG antibodies within 6 months (around 190 days) after the onset of symptoms
makes the use of antibody testing to infer contact or infection with SARS-CoV-2 more than 6 months previously, very
unreliable, or even impossible.

The main limitations of this study are listed below:

- the study was carried on a single patient;

- the patient does not seem to be particularly representative of the COVID-19 positive population (no respiratory
symptoms);

- no data on viral load are available;

- the analyzed curve concerns only the descending phase and therefore the IgG peak remains unknown.

Moreover, a huge variability of the 1gG kinetics parameters among subjects can be predictable. Nevertheless and

despite of the expected inter-subject variability, the good adaptation of the negative exponential model seems to be

promising; it also suggests that the model could fit equally well for other cases, with other parameters.

Further studies will be needed to confirm the proposed model, as well as to estimate the variability of the kinetic
parameters.
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Sindrome simil-Kawasaki in una bambina positiva al SARS-CoV-2:
I’approccio di laboratorio

Eleonora Palella, Federica Spolaore, Micaela Corbo, Silvia Fasanella, Patrizio Caciagli
Unita Operativa di Patologia Clinica, Ospedale S. Chiara, Trento

ABSTRACT

Kawasaki-like disease in a positive SARS-CoV-2 child: a laboratory approach.

This case describes the clinical presentation of a Kawasaki-like syndrome, an inflammatory process that can affect
all blood vessels of the body and may cause cardiac complications, such as coronary artery aneurysms. Patients are
typically children, the majority of them are below 5-year-old, who initially present high fever and non-specific skin rash.
The girl who came to our attention showed typical clinical symptoms and the diagnosis of Kawasaki disease was
made based on the clinical evaluation, anamnesis and interpretation of laboratory results. This case came to our
observation during the recent Coronavirus pandemic infection in Northeast of Italy, and can be classified as a
Kawasaki-like syndrome. The laboratory data recorded at the time of diagnosis and during the follow-up are presented

and discussed.

CASO CLINICO

La paziente, una bambina di 3 anni proveniente dalla
regione Lombardia, una delle regioni italiane piu colpite
dalla pandemia di COVID-19, € giunta al pronto
soccorso pediatrico dell’ Ospedale Santa Chiara di
Trento, in seguito alla persistenza di febbre (37,5°C)
refrattaria alla terapia con paracetamolo, trattata a
domicilio con terapia antibiotica (Cefaclor Monoidrato)
con iperemia faringea ed eruzione cutanea sul palmo
delle mani e sulla pianta dei piedi. La bambina
presentava, inoltre, tachipnea, astenia, irritazione
bilaterale degli occhi ed esfoliazione della mucosa delle
labbra. All'esame obiettivo iniziale le condizioni generali
erano buone; venivano rilevati i seguenti parametri:
frequenza cardiaca, 145 atti ritmici; frequenza
respiratoria, 54; pressione arteriosa 87/45 mmHg;
temperatura corporea, 36°C; saturazione di ossigeno,
95% in aria ambiente; dolore, 0/10 (scala FLACC, per la
valutazione del dolore in pediatria); AVPU (scala per la
valutazione del livello di coscienza), A. L'obiettivita
toracica e la valutazione radiografica sono risultate
negative; I'addome si presenta piatto, trattabile, con
organi ipocondriaci nei limiti. Al’esame ecocardiografico

sono emerse una riduzione del calibro delle coronarie ed
una minima insufficienza trans valvolare mitralica.

All'anamnesi, i genitori riferivano di aver eseguito test
sierologico rapido per SARS-CoV-2 risultato positivo per
IgM e IgG. Entrambi avevano presentato sintomi
compatibili con l'infezione da COVID-19, non confermata
tuttavia dal tampone rinofaringeo.

Durante il ricovero in pediatria, sono stati eseguiti
numerosi esami emato-chimici; le alterazioni piu
significative di questi sono presentate in Tabella 1. La
ricerca del genoma SARS-CoV-2 da mucosa naso-
faringea, eseguita con metodo di reazione a catena della
polimerasi inversa e risultata positiva con rilevazione del
gene RARP (Tabella 1); il test sierologico & pure risultato
positivo per IgG. Nella fase iniziale del ricovero,
’emocromo presentava le alterazioni quantitative tipiche
della infezione da SARS-CoV-2: un aumento del
conteggio dei neutrofili e una concomitante diminuzione
del numero dei linfociti (1,2). Allo striscio periferico sono
state riscontrate anche anomalie morfologiche a carico
dei neutrofili che riguardavano sia la granulazione
nucleare che citoplasmatica con la presenza di
granulazioni simili a quelle tossiche, con aree agranulari
blu-chiaro periferiche. Le anomalie della morfologia
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Tabella 1
Esami biochimici significativi eseqguiti allammissione ed alla dimissione
Valori di riferimento Ricovero Dimissione
(2.05.2020) (19.05.2020)
Test molecolare per SARS-COV-2  metodo PCR real time positivo non rilevabile
(rilevato gene
RARP)
Esame sierologico SARS-COV-2 IgG 1,47 index 7,19 non eseguito
(metodo in chemiluminescenza) (campione/calibratore)
Marcatori infiammatori S-Proteina C Reattiva (mg/L) <0,6 262 34
B-VES (mm/h) <37 71 3
S-IL6 (pg/mL) 0-4,4 1159,1 non eseguito
S-Ferritina (ng/mL) 8-140 342 171
Marcatori Cardiaci P-NT-proBNP (pg/mL) <125 5500 136
Parametri coagulativi P-Fibrinogeno (mg/dL) 200-450 471 157
P-Antitrombina % 75-125 41 111
P-D-Dimero (ng/mL) <250 2007 559
Tipizzazione linfocitaria CD16+CD56 (Cellule Natural Killer) 3-20 % 0,6 non eseguito
CD19 (Linfociti B totali) 4-29% 34,4 non eseguito

nucleare mostrano una elevata frequenza di forme a
banda ma anche di cellule dismorfiche con totale
assenza di segmentazione nucleare, simili a quelle
riscontrate nello “pseudo-Pelger”. E stata inoltre
osservata la presenza di granulociti immaturi (mielociti e
metamielociti); le anomalie morfologiche dei linfociti
erano relative alla presenza di linfociti attivati (1,2). In
Figura 1 sono presentate alcune delle alterazioni
morfologiche riscontrate

Su richiesta del clinico pediatra, che considerata la
presentazione clinica, era interessato ad evidenziare
I'eventuale presenza di una patologia autoimmunitaria,
sono stati anche eseguiti la tipizzazione
immunofenotipica, che ha mostrato alterazione dei
CD19 e CD16+CD56 (Tabella 1) ed e stato inoltre
valutato un profilo autoimmunitario che é& risultato
caratterizzato da positivita degli anticorpi antinucleo
(ANA) con titolo 1:640 e pattern di tipo “speckled” nel
nucleo in interfase, con eterogeneita per dimensione,
intensita di fluorescenza, distribuzione dei granuli e una
fluorescenza granulare associata alla cromatina in
metafase. Classicamente questa descrizione definisce
tale pattern come “Dense Fine Speckled”. Il quadro
fluoroscopico & stato confermato dalla debole positivita
rilevata per I'antigene DFS-70 ottenuto dall'immunoblot
di 19 antigeni associati alle connettiviti. Negativa la
ricerca di anticorpi anti-citoplasma dei neutrofili, anti-
mieloperossidasi, anti-proteinasi 3 e fattore reumatoide.

Durante il ricovero si & assistito ad un aumento della
temperatura corporea (38°C), alla comparsa di
congiuntivite bilaterale non essudativa con palpebre
eritemato-edematose, lingua rossa "fragola", faringe
francamente iperemica, macule palmari eritematose
bilaterali, piu accentuate alle falangi distali e
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linfoadenopatia bilaterale plantare piu sfumata,
linfoadenopatia non cervicale, eruzione cutanea non
polimorfica del tronco. L'edema marcato a carico di mani
e piedi, come pure I'oggettivita cutanea e mucosa sono
rimasti invariati anche al successivo esame fisico. Dal
punto di vista respiratorio, & stata riscontrata dapprima
una persistenza della respirazione superficiale con
polipnea correlata all'analisi dei gas ematici di alcalosi
respiratoria; la frequenza respiratoria si €& poi
progressivamente risolta in coincidenza della
negativizzazione del tampone rinofaringeo ed i
successivi parametri emogasanalitici arteriosi e venosi
sono rientrati negli intervalli di riferimento.

La prima conclusione diagnostica e stata per
sindrome di Kawasaki probabilmente atipica (simil-
Kawasaki, SK).

Relativamente al trattamento farmacologico,
all'arrivo in reparto, nel sospetto di SK e stata avviata
terapia endovenosa con immunoglobuline (lg) alla dose
di 2 g/kg in accordo con le linee guida dell’ American
Heart Association del 2017 (3); il trattamento includeva
acido acetilsalicilico 100 mg/die e, data I'assenza di
miglioramento clinico, & stata inoltre iniziata in terza
giornata una terapia con Deltacortene 1 mg/kg. A tale
trattamento ha fatto seguito una risoluzione del quadro
febbrile e la progressiva stabilizzazione della frequenza
respiratoria. L’insufficienza mitralica & migliorata in
seguito alla terapia anti-aggregante. | parametri di
laboratorio sono progressivamente migliorati (Tabella 1),
come pure si sono risolte le alterazioni della morfologia
dei granulociti, mentre a carico dei linfociti si e
riscontrata una persistente eterogeneita morfologica con
grandi linfociti atipici, cellule linfoplasmacitoidi ed un
aumento della percentuale di grandi linfociti granulari.
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Figura 1

Anomalie morfologiche allo striscio periferico.
A Granulociti eosinofili displastici

B,C Linfociti attivati e plasmalinfociti

D Neutrofili circolanti apoptotici

E Linfocita reattivo con citoplasma iperbasofilo
F Mielociti neutrofili circolanti

DISCUSSIONE

Questo caso clinico descrive l'insorgenza di una
sindrome di Kawasaki atipica, o SK (4), in una bambina
di 3 anni affetta da COVID-19. La sindrome SK &
identificata dagli Autori americani come “sindrome
infammatoria multisistemica dei bambini (MISC-C),
mentre in Europa e in Asia viene identificata come
“sindrome multisistemica infiammatoria pediatrica
temporaneamente associata alla infezione da SARS-
CoV-2 (PIMS-TS)". La sindrome di Kawasaki, descritta
dal medico giapponese T. Kawasaki nel 1967 (5), € una
vasculite sistemica acuta ed autolimitante dei vasi
arteriosi di medio e piccolo calibro che colpisce
prevalentemente bambini di eta inferiore ai 5 anni. Tale
patologia € la causa piu comune di malattia cardiaca
acquisita nei bambini nei paesi sviluppati. La sua
incidenza annuale negli Stati Uniti & di circa 20 casi per
100000 con un tasso significativamente piu alto tra gli
asiatici e gli abitanti delle isole del Pacifico. La pandemia
COVID-19 ha comportato un imprevisto aumento della
prevalenza di questa sindrome tra pazienti sintomatici,
soprattutto, ma non solo, bambini e adolescenti (6-8).

La sindrome di Kawasaki & descritta in letteratura
come una malattia inflammatoria rara; spesso causa
un'arterite coronarica acuta che si associa ad aneurismi
delle arterie coronarie che, se non trattati, possono
evolvere in una grave infiammazione sistemica con
complicanze che possono risultare letali. Nella fase
acuta, infatti, talvolta si pud manifestare un’instabilita
emodinamica che da origine ad ipotensione,
ipoperfusione e shock (sindrome da shock Kawasaki)
che richiede il ricovero in terapia intensiva (9). Le
osservazioni evidenziate finora dall'inizio della pandemia
sembrerebbero rilevare I'emergere di un'entita
nosologica autonoma, correlata a COVID-19, rispetto
alla sindrome di Kawasaki (6-9).
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La causa della sindrome di Kawasaki rimane
sconosciuta, ma la stagionalita, la prevalenza nell’'eta
infantile, la ricaduta rara ed il verificarsi nel corso di
infezioni suggeriscono un’infezione pregressa o in atto
ad eziologia prevalentemente virale. L'eziologia infettiva
e stata correlata alla presenza di tossine batteriche con
attivitd di superantigene, alle sindromi da shock tossico
da stafilococco e da streptococco, alle infezioni da altri
batteri meno comuni e da vari agenti virali, (10,11) ai
quali ora possiamo aggiungere SARS-CoV-2 (8).

E importante riconoscere i primi segni e sintomi per
una diagnosi tempestiva poiché le complicazioni
possono essere prevenute con la somministrazione di g
endovena entro un periodo di tempo critico (massimo 10
giorni) dall'inizio della malattia (3). La maggior parte dei
bambini con SK mostra una rapida risoluzione della
febbre e dei sintomi a seguito di questo intervento
terapeutico.

Il trattamento riduce notevolmente il rischio di
aneurisma dell'arteria coronaria, ma il 5-20% dei casi di
SK non risponde, presentando persistenza o
reiterazione della febbre e richiedendo quindi ulteriori
terapie con antinfiammatori. | pazienti resistenti al
trattamento con Ig hanno un aumentato rischio di
sviluppare aneurismi coronarici (3,12).

Nel caso clinico discusso, la malattia & stata
diagnosticata in base all’associazione sintomatologica
caratteristica di febbre, linfoadenopatia, eruzione
cutanea, alterazioni delle mucose, desquamazione ed &
stata facilitata e confermata dall’appropriata scelta degli
esami di laboratorio.

La negativizzazione del tampone nasofaringeo e la
normalizzazione degli esami di laboratorio, durante il
ricovero in ospedale, sono stati di grande importanza per
valutare l'efficacia della terapia e la concomitante
risoluzione clinica della malattia, senza che si
sviluppassero complicazioni o disfunzioni degli organi. In
assenza di un trattamento specifico, i sintomi clinici di
solito si sviluppano tra 7 e 14 giorni e si risolvono
gradualmente, ma la febbre ed il grave processo
infammatorio potrebbero persistere per 2-4 settimane in
casi gravi non trattati (12,13) e le complicanze
cardiovascolari e dermatologiche potrebbero peggiorare.
Da questo e da altri casi descritti in letteratura, possiamo
trarre la conclusione che & essenziale mantenere un alto
grado d’allerta e sospettare la SK in tutti i bambini con
febbre prolungata provenienti da zone di pandemia per
infezione da Coronavirus e, quindi, richiedere con la
dovuta appropriatezza un ampio pannello di esami di
laboratorio che includano necessariamente I'esame
emocromocitometrico accompagnato dalla valutazione
accurata dello striscio periferico nonché la valutazione
degli indici infiammatori ed emogasanalitici. Inoltre, sia la
tipizzazione immunofenotipica che gli anticorpi anti
nucleo possono contribuire a chiarire il quadro. La
tipizzazione immunofenotipica & stata richiesta dal
clinico pediatra in quanto nei pazienti SARS-CoV-2
positivi & stata rilevata un’ alterazione a carico dei
linfociti T CD8+ e CD4+ la cui funzionalita puo risultare,
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quindi, compromessa (14). La richiesta del clinico di
determinare gli ANA & stata dettata dalla necessita di
escludere una eventuale componente autoimmunitaria in
questa presentazione clinica cosi complessa. La
determinazione degli ANA ¢ infatti utilizzata come test di
screening per le piu frequenti malattie autoimmunitarie
reumatiche sistemiche (SARD). Il riscontro della
positivita agli ANA con pattern DSF-70 ad alto titolo
esclude la fase attiva di SARD e conferma la reazione
del sistema immunitario ad un agente infettivo.
L'infezione infatti induce uno stress ossidativo cellulare
ed uno stato inflammatorio con sovra-regolazione del
gene DFS70/LEDGFp75 che si traduce nella produzione
di anticorpi IgG anti DFS-70 (15).

E’ auspicabile, in futuro, la creazione di uno specifico
pannello di esami laboratoristici che possa indirizzare
precocemente alla diagnosi di una sindrome che si
configura come una patologia infiammatoria dei vasi
correlata ad infezione da SARS-CoV-2 nei giovani
pazienti e che richiede una individuazione ed un
trattamento tempestivo.
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