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ABSTRACT

Big Data analysis to evaluate the clinical utility of IgM anti SARS-CoV-2 determination: the Modena experience
Introduction: since the scarce diagnostic accuracy of specific circulating antibodies for SARS-CoV-2, we aimed to
assess the clinical utility of IgM detection in SARS-CoV-2 using the Big Data analysis.

Methods: this is a retrospective study; all the blood samples collected between March and September 2020 were
processed using a lateral flow immunoassay (LFIA) kit for IgG and IgM antybody testing. Positives results were tested
again using a chemiluminescent method. Subjects confirmed with a positive result were contacted for a molecular test.
Results: more than 69000 serological tests (from 42911 subjects) were performed. 94.5% (40559/42911) of subjects
had negative results for both IgG and IgM. 1.5% (n = 640) subjects had both IgG and IgM positive results, and vi-
ral RNA research confirmed positivity in 16% (85/533). Among subjects with IgG negative and IgM positive results
(n=271), a positivity was confirmed in 1% (4/270). Conversely, in subjects with IgG positive and IgM negative results,
a positivity was confirmed in 8% (97/1215). Therefore, the analysis suggests that up to 98% of serological test results
of IgM positivity and IgG negativity are false positive.

Discussion: the study, based on Big Data analysis application, proved the scarce clinical utility of IgM detection in
COVID-19 management, and underlines the responsibility of laboratory professionals in highlighting the limitations of
the serological tests also due to uncertainty in their interpretation.
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INTRODUZIONE

Il percorso per la diagnosi di COVID-19 & ormai
ben definito in tutto il mondo e basato sull’esecuzione
di accurati test di biologia molecolare che prevedono la
ricerca dellRNA virale preferenzialmente su tampone
naso e/o oro-faringeo (1). Allo stesso tempo sono stati
resi disponibili gli esami sierologici per la determinazione
degli anticorpi (Abs) anti SARS-CoV-2 sia IgG sia IgM,
essenziali ed informativi per la sorveglianza e il controllo
dell'infezione, utili per confermare un pregresso contatto
con il virus. Questa caratteristica differenzia I'esame
sierologico dal test molecolare che invece stabilisce se un

soggetto & infetto nel momento dell'esecuzione del test, e
quindi potenzialmente in grado di trasmettere il virus.

Durante i primi mesi della pandemia, dato il limitato
accesso agli esami diagnostici molecolari e [lalta
incidenza degli individui asintomatici, la maggior parte
dei soggetti & stata sottoposta ad esami sierologi; questi
risultati hanno fornito importanti informazioni riguardo la
diffusione del virus nella popolazione e sono stati utilizzati
per favorire la ripresa economica e sociale (2). Tuttavia,
il significato clinico della determinazione degli Abs
specifici per SARS-CoV-2 e la durata della protezione
contro I'infezione rimangono ancora oggetto di molti studi
nazionali e internazionali.
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SARS-CoV-2 & un B-coronavirus formato da quattro
proteine strutturali: nucleocapside (N), membrana (M),
envelope (E) e spike (S). L'ingresso del virus nella cellula
€ dovuto al legame tra il dominio RBD (receptor binding
domain) della proteina Spike, espressa sulla superficie
delle particelle virali, e il recettore ACE2, espresso dalla
cellula ospite. La risposta anticorpale pud essere diretta
contro tutte le proteine virali, anche se le proteine S e
la N sono considerate i bersagli principali della risposta
umorale (3). L'utilita degli esami sierologici & influenzata
dalla cinetica della risposta anticorpale. In caso di
infezione da SARS-CoV-2, gli anticorpi di tipo IgM e IgG
possono insorgere quasi contemporaneamente entro 2-3
settimane dall’esordio della malattia. Le IgM compaiono
velocemente ma hanno una emivita molto breve. Le
IgG sono determinabili nel siero dopo circa 7-14 giorni
dall’inizio dei sintomi. Tuttavia, quanto a lungo gli anticorpi
specifici rimangano rilevabili nel siero & ancora oggetto di
studio (4).

In commercio, sono a disposizione molti esami
di laboratorio per la determinazione degli anticorpi
specifici anti-SARS-CoV-2. Si tratta di test ELISA, in
chemiluminescenza (CLIA) o testimmunocromatografici
(LFIA), che hanno il vantaggio di poter essere eseguiti
con modalita meno rigorose rispetto alle metodiche di
biologia molecolare usate per la ricerca del’RNA virale.
Tuttavia, I'accuratezza diagnostica non & ottimale (5).
Una recente meta-analisi ha evidenziato come i diversi
metodi analitici mostrino un ampio intervallo di valori di
sensibilita (97,8% per CLIA e 66% per LFIA) e adeguati
valori di specificita (96,6% e 99,7% rispettivamente)
(6). Inoltre, l'accuratezza varia se si considerano
separatamente gli Abs IgG e IgM. | metodi per la
determinazione delle sole IgG mostrano alta sensibilita
e specificita; i valori sono ottimali se la determinazione
¢ effettuata almeno dopo 2 settimane dal rilevamento
del’RNA virale. Le IgM sono solitamente considerate
indicative di una recente infezione, ma la scarsa
sensibilita dei metodi mette in dubbio I'utilita clinica
della determinazione di questi Abs (7,8), pur rimanendo
importante il loro ruolo nell’attivita di neutralizzazione
(9,10).

Fin dai primi momenti dall’'esplosione della pandemia
di COVID-19, ¢ stata raccolta una gran quantita di dati,
sia qualitativi sia quantitativi, con I'intento di accumulare
€ accrescere conoscenze in questo campo per arginare
e combattere la diffusione del virus. In questo contesto,
i progressi degli ultimi anni nel campo dellintelligenza
artificiale, delle tecnologie informatiche e computazionali
dei Big Data, hanno consentito di gestire in modo
produttivo queste informazioni per migliorare I'utilizzo
delle risorse sanitarie.

Il termine Big Data non indica solamente una gran
quantita di dati, ma definisce un concetto piu ampio,
descritto dalle 5 V: velocita (velocita di acquisizione,
elaborazione e manipolazione dei dati); volume (ovvero
ampia quantita di informazioni disponibili); varieta (dati
provenienti da diverse fonti e in diversi formati); veridicita
(qualita dei dati, privi di errori); valore (possibilita di
apportare benefici e produrre conoscenza) (11,12,13).

La disponibilita di grandi quantita di dati in
associazione a strumenti informatici adeguati consente
di applicare il concetto di Big Data ai dati di laboratorio,
producendo informazioni utili per lo studio, il controllo e il
monitoraggio della pandemia, per prevedere I'evoluzione
della diffusione dellinfezione, per I'aggiornamento
periodico sulla situazione da parte dei governi e delle
istituzioni e per prendere decisioni riguardo I'allocazione
delle risorse sanitarie (14).

Questa modalita di gestione e analisi di un database
di grande dimensioni € stata applicata al nostro
studio. Presso il Dipartimento di Medicina di Laboratorio
dellAzienda USL di Modena sono stati eseguiti migliaia
di esami sierologi fin dalle prime fasi della pandemia,
e raccolta una grande quantitd di dati. Il Dipartimento
ha a disposizione un database che raccoglie circa 15
milioni di risultati I'anno. Si tratta di esami eseguiti in tutti
i laboratori provinciali che servono un bacino di 700 000
abitanti. Il database & aggiornato in modo continuo
quotidianamente, consentendo di ottenere un quadro
preciso sul’andamento dei vari esami, per cui & possibile
sapere in ogni istante quanti esami sono prenotati,
quanti sono in lavorazione e quanti sono refertati. Inoltre
€ possibile verificare le stesse informazioni anche per i
giorni e mesi precedenti.

L'obiettivo di questo lavoro & stato quello di valutare
la reale utilita clinica della determinazione degli Abs anti
SARS-CoV-2 di tipo IgM.

METODI

Per questo studio sono stati analizzati, in modo
retrospettivo, i risultati degli esami sierologici eseguiti
per la determinazione degli Abs anti SARS-CoV-2 in
campioni raccolti dall’ 11 marzo al 30 settembre 2020
(15,16). | campioni analizzati appartenevano agli
operatori sanitari e ai pazienti degenti nell’ospedale
Sant'Agostino Estense di Modena, per i quali era stata
richiesta ed eseguita la ricerca anticorpale per il controllo
dell'infezione da SARS-CoV-2. La determinazione degli
Abs anti-SARS-CoV-2 di tipo IgG e IgM é stata eseguita
utilizzando due differenti piattaforme analitiche. All’arrivo
in laboratorio i sieri sono stati analizzati mediante un
metodo immunocromatografico (Techno Genetics KHB
Group-Shanghai) per cui Abs specifici IgG e/o IgM sono
visualizzati direttamente sul dispositivo dalla comparsa (o
dalla assenza) di una banda specifica dopo un periodo di
incubazione di 15 minuti. | campioni positivi (comparsa di
una banda debole o ben definita) sono stati analizzati con
un metodo in chemiluminescenza (iFlash 1800-YHLO
Biotech Co., Ltd., Shenzhen, China) per la conferma
della positivita. Per valori compresi tra 9 e 11 AU/mL, il
campione é stato refertato dubbio, per valori >11 AU/mL
il campione ¢ stato considerato positivo , indicando una
potenziale infezione da SARS-CoV-2. La procedura &
stata eseguita secondo le istruzioni dei produttori.

I soggetti con esito positivo sono stati successivamente
contattati dal Dipartimento di Igiene e Sanita Pubblica per
I'esecuzione di un tampone oro- o naso-faringeo per la
ricerca del’lRNA virale (Alinity m SARS-CoV-2 Assay-
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Abbott Molecular) per la diagnosi definitiva.

Per questo studio retrospettivo sono stati analizzati
i dati gia presenti all'interno del database dell’Azienda
USL di Modena. Essendo lo studio retrospettivo e
osservazionale, la numerosita campionaria non & stata
calcolata a priori, ma sono stati considerati tutti i dati
raccolti nel database nel periodo dello studio. Data la
mancanza di consenso informato e I'impossibilita della
sua acquisizione a posteriori, i dati sono stati resi anonimi
e negata la possibilita a ciascun ricercatore o utilizzatore
dei dati di risalire all'identita del paziente. Un ricercatore
ha estratto i dati dal database utilizzando specifiche query
di ricerca senza includere alcun codice identificativo
personale, producendo tabelle di analisi. | dati sono stati
estratti tramite query SQL dal database “Vertica SQL”
in cui vengono archiviate le informazioni provenienti dal
sistema informativo aziendale. In fase di estrazione, i dati
sono stati pseudonimizzati eliminando tutte le informazioni
non utili allindagine e sostituendo al codice unico
personale e al codice analisi, rispettivamente un codice
realizzato tramite procedura “Secure Hash Algorithm” che
impedisse di risalire ai codici di partenza, ma consentisse
viceversa di collegare le analisi effettuate per ogni
individuo, all'individuo stesso. Gli individui scelti sono tutti
quelli presenti nel database alla data del 30.09.2020 che
abbiano effettuato le analisi sierologiche e i tamponi per
COVID-19 necessari per lo studio. Il matching e I'analisi
statistica sono stati effettuati utilizzando il pacchetto
“Pandas” in “Python 3.8”, adeguatamente interfacciato
con “Vertica SQL” attraverso il pacchetto ufficiale nativo
“Vertica-Python”. Per gli individui che avevano numerosi

tamponi, tutti negativi, si € considerato solamente I'ultimo
risultato in modo da verificare la traccia del paziente nel
database e confermare la sua non positivita. Viceversa,
per gli individui che avessero sia tamponi positivi che
negativi, si & considerato il primo tampone positivo come
inizio dell'infezione. Nella definizione del dataset sono
state scartate esclusivamente le analisi con risultati non
determinabili e quelle che presentavano come risultato
un errore tecnico legato a provette non analizzabili.
Un secondo ricercatore ha utilizzato le tabelle prodotte
per l'analisi dei dati. La Figura 1 mostra il flusso per
I'estrazione dei dati.

| dati analizzati per lo studio della frequenza
degli anticorpi nella popolazione considerata, sono
stati stratificati in sottogruppi in base alla tipologia di
immunoglobulina.

RISULTATI

Nel periodo di studio, sono stati eseguiti 69 343
test sierologici in 42911 soggetti, e 140 965 tamponi
oro- o naso-faringei in 88 771 soggetti. L'arco di tempo
trascorso tra il primo esame sierologico e il successivo
test molecolare & stato di 7 giorni (intervallo: 4-10). In
seguito al riscontro di un risultato positivo dell'esame
sierologico, il successivo test molecolare & stato eseguito
da 2 346 soggetti.
| risultati della nostra analisi sono riportati in Tabella 1. In
sintesi:

- il 94,5% (40559/42 911) dei soggetti & risultato
negativo sia per IgG sia per IgM;

Database AUSL Modena

Definizione delle queries

l

Interrogazione del database di laboratorio

l

Estrazione dati dal database

Y

Anonimizzazione dei pazienti

h

Analisi dei dati

Figura 1
Descrizione del percorso dalla definizione delle query di ricerca all’analisi dei dati.
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Tabella 1

Risultati dell’analisi eseguita: esame sierologico e rilevazione dellRNA virale con relativa positivita secondo l'iniziale

determinazione di IgG e IgM

Risultato esame sierologico

Numero soggetti

Risultato positivo del successivo test
molecolare

Negativo per IgG e IgM 40 559
Positivo per IgG e IgM 640
Positivo per IgG pos e negativo per IgM 1644
Positivo per IgG e dubbio per IgM 152
Negativo per IgG e positivo per IgM 271
Negativo per IgG e dubbio per IgM 231

Non eseguito
85/533 (15,9%)
97/1215 (7,9%)
7/120 (5,8%)
4/270 (1,5%)

3/208 (1,4)

- 1,5% (640/42911) é risultato positivo per IgG e IgM.
La successiva ricerca del’RNA virale & stata eseguita
da 533 soggetti, confermando la positivita nel 16%
(85/533) degli individui;

- 1l 4,2% dei soggetti (1796/42911) ha riportato un
risultato positivo per le IgG e negativo o dubbio
per IgM. La positivitd del test molecolare & stata
confermata in circa I'8% dei soggetti (104/1 335
tamponi eseguiti).

- 502 soggetti avevano un risultato positivo o dubbio
per IgM e negativo per IgG. La positivita € stata
confermata solo in 1,4% dei soggetti (7/478).
Successivi esami sierologici hanno mostrato un
risultato positivo per IgG in 1,6% soggetti (8/498), di
cui 1 paziente aveva una precedente risultato positivo
per le sole IgM.

Pertanto, I'analisi dei dati suggerisce che fino al
98% dei risultati positivi per le sole IgM erano in realta
dei risultati falsi positivi, mentre i risultati degli esami
sierologici positivi per IgG sono veri positivi confermati dai
test molecolari successivi. Pertanto, la determinazione
delle IgM non accompagnate da IgG (1,2% dei casi)
non sembra essere utile per I'identificazione dei pazienti
infettati da SARS-CoV-2.

DISCUSSIONE

L'applicazione dell’'analisi dei Big Data ha consentito
di elaborare un’ampia quantita d’informazioni contenute
nel database dell’Azienda USL di Modena. Questo tipo
di approccio non solo ha confermato la nostra ipotesi
iniziale che metteva in discussione I'utilita clinica della
determinazione delle IgM anti SARS-CoV-2, ma si €
rivelata molto utile per ottimizzare il processo analitico
dei dati di laboratorio, identificare eventuali errori,
guidare un piu accurato percorso di screening e gestione
dei soggetti durante la pandemia di COVID-19. Il nostro
studio ha messo in evidenza che la determinazione delle
IgM non ¢é indicativa di una infezione corrente, e la loro

rilevazione, in assenza di IgG & nel 98% dei casi un
risultato falso positivo.

Infatti, la rilevazione sierica degli anticorpi di tipo
IgG e IgM ¢ influenzata da diversi fattori come il tempo
trascorso dall’insorgenza dei sintomi, la possibilita di
avere reattivita crociata con altre proteine non virali e
soprattutto la cinetica anticorpale. La risposta anticorpale
innescata dall'infezione da SARS-CoV-2 induce in un
primo momento la produzione di IgM seguita in breve
tempo da quella di IgG anti N che possono essere
determinate nel siero anche 4 giorni dopo l'inizio dei
sintomi, per cui potrebbero essere utilizzate per una
diagnosi precoce dellinfezione. Tuttavia, gli esami
sierologici non sono solitamente reattivi nei primi giorni
dopo linfezione, limitandone I'utilita per la diagnosi di
infezione acuta, mentre risultano essere accurati circa 2
settimane dopo l'inizio dei sintomi (1). Questo ne limita
I'utilita per la diagnosi di infezione acuta.

In commercio sono disponibili molteplici test ELISA,
in chemiluminescenza e immunocromatografici in grado
di determinare Abs diretti contro la proteina N e S, i
quali presentano diverse caratteristiche di accuratezza
diagnostica (6,8,17,18). Recenti studi hanno dimostrato
cheitestperladeterminazione delle IgG hanno prestazioni
migliori rispetto a quelli per la determinazione delle IgM
(19) e che i test sierologici per la determinazione degli
Abs IgG anti-S hanno una maggior sensibilita rispetto agli
anti N (20).

Nell'infezione da SARS-CoV-2 gli Abs anti RBD e
anti N sono associati all’attivita neutralizzante, inibendo
I'infettivita virale attraverso diversi meccanismi di azione,
incluso il blocco del legame della proteina Spike con il
recettore ACE2 (21). Gli esami sierologici sono stati
ampiamente utilizzati fin dalle prime fasi della pandemia,
quando era diffusa la concezione che la presenza di
Abs nel siero fosse sufficiente per ridurre la necessita
del distanziamento fisico e sociale ed era opinione
comune che i soggetti che erano stati a contatto con
il virus fossero con buona probabilita immuni da una
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reinfezione. Oggi sappiamo che una reinfezione &

comunque possibile, per cui, i soggetti che in precedenza

hanno contratto il virus, possono infettarsi nuovamente

e contribuire alla sua trasmissione. La presenza degli

Abs neutralizzanti &€ associata alla immunita protettiva

verso una reinfezione, e al successo vaccinale che

riduce la severita dell'infezione. SARS-CoV-2 continua a

diffondersi nel mondo con la conseguente necessita di

avere a disposizione Abs neutralizzanti da usare come

strategia profilattica e terapeutica per prevenire, trattare

e monitorare la sua diffusione (22).

La possibilita di riconoscere e legare antigeni
riconducibili alla proteina Spike e il suo dominio RBD e
la proteina N costituisce una sfida e un’opportunita per
la ricerca. La sfida consiste nell'individuare marcatori
appropriati con lo sviluppo di esami di laboratorio con
ottime caratteristiche che producano risultati accurati.
L'opportunita & data dalla disponibilita di marcatori
multipli che, se misurati in combinazione, forniscano
informazioni riguardo la condizione immunitaria di un
soggetto e consentano di definire un profilo sierologico
(23). Infatti, & da tener presente che il titolo anticorpale
cambia nel tempo e una sola determinazione pud non
essere sufficiente per classificare un soggetto come
immune o meno.

Nonostante la limitata utilita diagnostica degli esami
sierologici, questi hanno numerose applicazioni:

- nella pratica clinica sono di supporto per la
valutazione dei pazienti con un forte sospetto clinico
di infezione e test molecolare negativo o inconclusivo,
o in caso di non disponibilita del test molecolare (24)
e in ambito pediatrico sono informativi per identificare
un pregresso contatto con il virus. Inoltre, nei Paesi
con limitate risorse sanitarie, in cui & difficile reperire
ed eseguire test diagnostici molecolari, gli esami
sierologici potrebbero essere utilizzati in supporto allo
screening di popolazione;

- nella sorveglianza sanitaria per il tracciamento
epidemiologico dell'infezione, per attuare azioni
di protezione della salute degli operatori sanitari,
dei pazienti e della popolazione in generale, e per
valutare la possibilita di reinfezione.

- in ambito di politica sanitaria per controllare la
diffusione della malattia, stimare [Iefficacia delle
strategie di contenimento dell'infezione, calcolare il
rischio di trasmissione all'interno di una comunita, e
valutare l'allocazione delle risorse disponibili;

Nel complesso, la determinazione non quantitativa
degli Abs & particolarmente utile nelle indagini
epidemiologiche per studiare, controllare e prevedere
la diffusione del virus e 'andamento della pandemia, e
la determinazione quantitativa e semi-quantitativa puo
essere utile per rilevare cambiamenti del titolo anticorpale
e indirizzare le scelte diagnostiche successive, pur
rimanendo non appropriati perlo screening di popolazione.
In questo contesto, I'analisi dei Big Data pud essere di
supporto alla diagnostica e all'identificazione precoce dei
soggetti infetti o ad alto rischio, e, come nel nostro studio,
a migliorare I'efficacia delle scelte diagnostiche.

Il concetto Big Data fa riferimento ad un insieme
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enorme di dati, di tale complessita da imporre l'uso
di approcci analitici e statistici dedicati. Il metodo
utilizza approcci computazionali avanzati per estrarre
le informazioni dai dataset e costruire nuovi modelli di
associazione. | dati possono provenire da diverse fonti
(banche dati amministrative, cartelle cliniche elettroniche,
studi epidemiologici), per cui € importante sviluppare un
sistema di integrazione e analisi dei dati appropriato
in modo che le informazioni siano affidabili e possano
essere tradotte in decisioni cliniche appropriate.

La crescente disponibilita di dati e la maggiore
capacita analitica hanno consentito di migliorare i risultati
non solo in campo economico e finanziario, ma anche
in sanita pubblica e nell’assistenza sanitaria migliorando
i percorsi diagnostici, sviluppando modelli prognostici
predittivi di malattia, personalizzando i regimi terapeutici;
trovano anche applicazione anche nelle iniziative di
prevenzione (25,26).

L'applicazione dell’analisi dei Big Data in sanita
ha numerosi vantaggi in quanto consente di: integrare
dataset differenti e costruire differenti algoritmi e modelli
di apprendimento piu complessi per trovare nuove
associazioni genetiche, biologiche e cliniche (27);
analizzare direttamente i dati provenienti dall’intera
popolazione, superando I'approccio statistico che
prevede l'analisi dei dati provenienti da un campione
rappresentativo per poi fare inferenza sulla popolazione
(anche se gli studi randomizzati controllati rimangono
sempre il gold standard per studiare l'efficacia di un
trattamento); studiare l'effetto dei trattamenti a lungo
termine.

Questo approccio ha comunque dei limiti legati al
fatto che l'analisi retrospettiva si scontra con l'elevata
variabilita dei dati e assenza di standardizzazione nella
raccolta delle informazioni. Questi limiti possono essere
superati dall'utilizzo di sistemi computazionali adeguati
che aiutino a ridurre gli eventuali bias presenti e rendano
i dati piu facilmente utilizzabili.

Inconclusione, irisultati di questo studio sottolineanola
scarsa utilita clinica della determinazione sierica delle IgM
anti SARS-CoV-2 nella gestione del COVID-19 e pongono
'accento sulla responsabilita dei professionisti della
medicina di laboratorio nel guidare la scelta dellesame
sierologico da eseguire, nel supporto all’interpretazione
del risultato del’esame, e nell’evidenziare i suoi limiti
derivati dall'incertezza analitica e diagnostica.

Inoltre, i dati a disposizione dei professionisti sanitari
continueranno a crescere nel tempo e la possibilita di
integrare dati provenienti da fonti diverse e analizzarli
con metodi analitici avanzati pud accrescere valore nel
percorso di cura del paziente e supportare il sistema
sanitario.
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