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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
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“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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