“Medicina del Lavoro

Esami di laboratorio per SARS-CoV-2 nella gestione in ambito
occupazionale della pandemia COVID 19

MATERIALE SUPPLEMENTARE

Guo e coll (4) hanno condotto uno studio volto a in-
dagare il ruolo della risposta umorale nella SARS-CoV-2
esaminando 208 soggetti di due distinte coorti. La prima di
101 soggetti con sintomatologia COVID /ike sottoposta sia
a tampone su saliva che a prelievo ematico: per 43 soggetti
la diagnosi di COVID-19 ¢ stata fatta mediante tecnica deep
sequencing (tecnica diagnostica rapida o con PCR quantita-
tiva o real-time; 58 soggetti sono invece risultati negativi per
infezione da SARS-CoV-2 utilizzando entrambe le tecniche
diagnostiche. Nella prima coorte sono stati effettuatil69 pre-
lievi ematici (100 nei pazienti con diagnosi di COVID-19
e 69 in pazienti con sospetta infezione da SARS-CoV-2).
La seconda coorte ha incluso 39 pazienti ospedalizzati con
diagnosi di COVID-19 per i quali ¢ stata prevista la raccolta
di un campione ematico tra la 1° e la 39° giornata dallesor-
dio della sintomatologia compatibile con COVID-19. Sono
stati anche raccolti in modo retrospettivo 150 campioni di
plasma risalenti all’anno 2018 e 2019 da soggetti adulti dello
stesso distretto di Whuan, con diagnosi d’infezione acuta del
tratto respiratorio inferiore.

Metodo di analisi: le proteine purificate ricombinanti
(rNPs) del Coronavirus sono state ottenute da plasma uma-
no e analizzate con tecnica Western blot al fine di valutare la
cross reattivitd delle rNPs con gli anticorpi utilizzati. E sta-
ta utilizzata la tecnica ELISA indiretta per la rilevazione di
anticorpi IgM, IgA e IgG contro SARS-CoV-2 utilizzando
come antigeni di rivestimento. Si sono ottenuti i seguenti
risultati:

- si ¢ osservata una cross reattivita tra le rNPs per SARS-
CoV e SARS-CoV-2 (il 90,5% delle sequenze ammino-
acidiche ha mostrato omologia con SARS-CoV).

- il rapporto osservato di IgM positivita per SARS-CoV-2
¢ del 75,6% (62/82) nei casi COVID-19 confermati e
del 93,1% (54/58) nei casi sospetti d’infezione da SARS-
CoV-2.

- 1a PCR ¢ risultata positiva nel 90% dei soggetti a distanza
di 1-3 giorni dall'insorgenza dei sintomi e nell'80% (IC
95%, 57,1-95,7) dei soggetti al sesto giorno dall'insor-
genza dei sintomi e in meno del 50% (IC 95 % 23,7-59,5)
dei soggetti dopo 14 giorni dall'insorgenza dei sintomi.
Complessivamente, il tasso di rilevazione (rapporto sog-

getti positivi al test / soggetti COVID-19 ndr) per gPCR

era superiore al test ELISA IgM entro i primi 5,5 giorni
dallinsorgenza dei sintomi, mentre lefficienza di rilevazio-
ne (detection efficiency) con ELISA IgM ¢ stata risultata su-
periore a quella del metodo PCR dopo i primi 5,5 giorni
dall'insorgenza dei sintomi. Il tasso di rilevazione (inteso
come positivita in alternativa rispettivamente al test mole-
colare o al test immunoenzimatico) & risultato del 51,9%
per un singolo test PCR e del 98,6% utilizzando la strategia
combinata (esecuzione ELISA IgM in soggetti con PCR
negativa).

Amanat e coll (1) riportano come i betacoronavirus
SARS-CoV-2 esprimano una glicoproteina di 140 KDa
denominata “spike” 0 “S” che ¢ responsabile del legame con
le cellule dell'ospite anche grazie alle interazioni con il re-
cettore dellenzima convertente 'angiotensina (ACE di tipo
II). La proteina S ha caratteristiche di forte immunogenici-
ta, ovvero ¢ in grado di elicitare una risposta immunologica
da parte dell'antigene. Gli Autori riportano come i soggetti
infettati da coronavirus possano sviluppare anticorpi neu-
tralizzanti che potrebbero conferire una protezione per un
periodo non definito di tempo. Gli Autori riportano come
abbiano generato in vitro due varianti della proteina “S”:
una corrispondente alla versione “completa” della protei-
na e una caratterizzata dalla sola presenza di un dominio
denominato RBD (receptor-binding domain). Entrambe le
sequenze sono state ottenute dal sequenziamento del geno-
ma del virus “Wuhan-Hu-1", conosciuto e reso disponibile
in termini di sequenza genomica dal 10 gennaio 2020. Gli
Autori hanno analizzato 59 campioni di siero umano con
storia di infezioni virali quali Hantavirus, virus Dengue, co-
ronavirus NL639, confermate in laboratorio. I campioni di
siero sono stati utilizzati con metodologia ELISA per testare
la reattivita “di fondo” nei confronti di SARS-CoV-2 nella
popolazione generale degli Stati Uniti d’America quando il
SARS-CoV-2 non aveva circolazione locale. I campioni di
siero sono stati raccolti ai giorni 2, 4, 6, e 20 in seguito alla
comparsa di sintomatologia compatibile con COVID-19.
Quattro campioni di plasma / siero da 3 soggetti COVID19
sono stati utilizzati per determinare la risposta immunologi-
ca degli individui con infezione da SARS-CoV-2 allRBD e
alla proteina “S” completa.

Il metodo ELISA prevedeva diluizioni progressive, al
fine di quantificare la riposta immunologica quantitativa nei
confronti dei due domini “S” e RDB. La risposta anticorpa-



le dei pazienti COVID-19 ¢ stata maggiore nei confronti
della proteina spike “S” di dimensioni maggiori. Gli Autori
riportano come non siano state osservate (o siano trascura-
bili) cross reazioni con altri coronavirus umani pure reattivi
con i recettori ACE-2. Quindi, gli anticorpi mostrano una
reattivitd soddisfacente sia nei confronti della proteina “S”
in toto sia nei confronti del dominio RDB (che rappresenta
il principale bersaglio per gli anticorpi neutralizzanti per la
famiglia dei coronavirus), con una risposta anticorpale carat-
terizzata da IgG3 maggiore rispetto a quella della sottoclas-
se IgG1, a differenza di cio che avviene in risposta ai virus
influenzali stagionali. Vi ¢ differenza tra le due sottoclassi
anticorpali per lemivita (circa 7 giorni per la classe 3 e circa
23 giorni per la classe 1): questa osservazione potrebbe avere
importanti implicazioni in termini di limiti temporali di sie-
ro protezione per SARS-CoV-2. Gli Autori (in una versione
del lavoro “not peer-reviewed”) sottolineano come la velocita
della metodica utilizzata e la riproducibilita della stessa pos-
sano essere punti di forza per l'utilizzo di questa tecnica in
prima battuta negli operatori sanitari.

Liu e coll (6) nella parte introduttiva del loro lavoro ri-
portano come i CoV, contengano quattro principali proteine
strutturali denominate: spie (S), di membrana (M), envelgpe
(E) e nucleocapside (N). La proteina S & necessaria per il
legame con i recettori cellulari dellospite, le proteine E e M
sono coinvolte nelle fasi di assemblaggio del virus, mentre la
proteina N ha ruolo di confezionamento del genoma virale
incapsulato nel virione agendo anche da silenziatore dell'R-
NA virale con effetto replicativo per i coronavirus. Viene
sottolineato come la proteina N abbia unelevata immuno-
genicitd e come sia sovra-espressa in corso d’infezione da
coronavirus. Nello studio hanno utilizzato la tecnica ELISA
saggiata su un frammento ricombinante di SARS-CoV-2
della proteina N, esaminando 238 soggetti confermati CO-
VID-19 o sospetti d’infezione da SARS-CoV-2. Di questi
per 53 soggetti avevano era stata confermata una diagnosi di
COVID-19 tramite tempone faringeo (analizzato con RT-
PCR), mentre 85 soggetti sono stati definiti come fortemen-
te sospetti in base a criteri clinici. Sono stati inclusi anche
120 pazienti come gruppo di controllo.

Leta media dei soggetti inclusi nello studio era di 55 anni
(IQR, 38,3-65), 38 (58,0%) dei soggetti erano di genere ma-
schile. Tra i soggetti inclusi nello studio, 63 erano ipertesi
(26,5%), 25 (10,5%) erano diabetici e 24 (10,1%) avevano
disturbi cardiovascolari non meglio specificati. I sintomi pit
comuni allesordio della malattia sono stati riportati essere:
febbre 206 (86,6%), tosse seccal28 (53,8%), astenia n 78
(32,8%), addominalgie 1 (0,4%), emesi 3 (1,3%), e vertigi-
ni 4 (1,7%). Leucocitopenia era presente in 41 (17,2%) dei
soggetti, e leucocitosi in n=21 (8,8%); in 125 (52,5%) linfo-
citopenia, mentre in nessun soggetto ¢ stata riscontrata lin-
focitosi; neutropenia in 28 soggetti (11,8%), mentre in 32

(13,4%) i ¢ stata riscontrata neutrofilia; 235 pazienti (98,7%)
hanno avuto riscontro di opacita a vetro smerigliato e / 0 om-
breggiatura irregolare allesecuzione della tomografia compu-
terizzata. Gli anticorpi (classe IgG e/o IgM) nella coorte
selezionata sono risultati dosabili in 194 soggetti (81,5%) a
fronte dei 153 (64,3%) soggetti COVID-19 positivi con RT-
PCR. Non sono state riscontrate differenze significative in
relazione alla rilevazione di IgM e/o IgG tra i soggetti con
diagnosi di COVID-19 (83,0%, 127/153) ed i soggetti con
sospetta infezione da SARS-CoV-2 (78,8%, 67/85). Gli au-
tori concludono come la tecnica RT-PCR eseguita su cam-
pione biologico sia piti efficace per la diagnosi di COVID-19
nei primi 11 giorni successivi all'insorgenza dei sintomi, per
poi diminuire, in seguito alla comparsa della risposta anti-
corpale. Suggeriscono inoltre di utilizzare la tecnica ELISA
per la rilevazione degli anticorpi di classe IgM e/o IgG in
pazienti che presentano sintomi da pit di 10 giorni. Nello
studio viene riportato come il 50% dei casi non diagnosticati
con RT-PCR ma diagnosticati con criteri clinici abbia pre-
sentato concentrazioni rilevabili di IgM e/o IgG, ipotizzan-
do quindi una strategia combinata ELISA ¢ RT-PCR anche
nelle prime fasi dell'infezione da SARS-CoV-2.

Wang To e coll (8) hanno selezionato una coorte di sog-
getti COVID-19 positivi in due nosocomi di Hong Kong.
Sono state eseguite analisi su campioni salivari orofaringet,
ematici, urinari, e su campioni mucosali rettali. La carica vi-
rale ¢ stata indagata tramite tecnica RT-quantitative PCR.
I titoli anticorpali nei confronti di SARS-CoV-2 sono stati
analizzati tramite immunotest enzimatico (EIA) nei con-
fronti della nucleoproteina interna (NP) e, dello specifico
dominio della nucleoproteina RDB. La coorte selezionata
include 30 soggetti arruolati tra il 22 gennaio e il 12 febbraio
2020. E stato osservato come la carica virale abbia raggiunto
livelli massimali nella prima settimana successiva all'insor-
genza dei sintomi compatibili con COVID-19, (fino 25 gg
in 1 soggetto) per poi decrescere; letd avanzata ¢ stata riferita
essere correlata ad una maggiore carica virale (correlazione
di Spearman ¥ = 0,48, 95% CI 0,074-0,75; p = 0,020).In 16
soggetti ¢ stata effettuata un'analisi sul siero a 14 giorni dalla
comparsa del quadro sintomatologico. Sono stati osservate
IgG anti-NP in 15 soggetti (94%); IgM anti-NP in 14 sog-
getti (88%); sono state osservate IgG anti-RBD in n = 16
soggetti (100%) e IgM anti-RBD in n=15 soggetti (94%).
Non sono state osservate mutazioni del genoma virale. Gli
Autori hanno anche descritto 'andamento della carica virale
in relazione alla comparsa dei sintomi osservando che questa
¢ apparsa maggiore in prossimita della comparsa degli stes-
si, questo dato ¢ stato interpretato anche nel contesto della
rapida diffusione di SARS-CoV-2. Gli Autori sottolineano
come il dosaggio sierologico anticorpale possa essere uno
strumento di supporto per la diagnosi di COVID-19 come
integrazione della RT-qPCR.



Li e coll (5) hanno sviluppato e proposto un test siero-
logico rapido al fine di fornire uno strumento di supporto
nell'identificazione su larga scala di soggetti asintomatici con
infezione da SARS-CoV-2, dopo aver premesso che RT-
PCR e diagnostica per immagini rappresentano i principa-
li strumenti per la diagnosi d’infezione da SARS-CoV-2.
Richiamano perd i principali e noti limiti della RT-PCR:
tempi di prelievo e analisi dei campioni, numero di labora-
tori in grado di effettuarla, sensibilita del test non ottimale
(falsi negativi). Gli Autori hanno sviluppato un test immu-
nologico rapido con tecnica LFIA (ateral flow immunoassay)
al fine di rilevare IgM e IgG su sangue in tempi rapidi (15
minuti circa). La metodica utilizza 'antigene ricombinante
(MK201027) come dominio di legame del recettore della
proteina; “S” per SARS-CoV- mediante anticorpi IgG-IgM
ottenuti da uomo/animali.

La presenza di anticorpi IgG e IgM anti SARS-CoV-2 ¢
indicata da una linea rossa / viola nella regione delle bande
d’identificazione del dispositivo. Le bande d’identificazio-
ne sono caratterizzate da anticorpi monoclonali anti-siero
umano di topo (anti-IgG e anti-IgM). Il meccanismo del
test si basa sull'idratazione e sul trasporto dei reagenti (es.,
Ig di coniglio) mentre interagiscono con il campione Al fine
di saggiare la specificita del test proposto hanno condotto
uno studio multicentrico in 8 differenti nosocomi cinesi che
ha incluso 397 soggetti COVID-19 (diagnosi con PCR po-
sitiva), e 128 soggetti senza diagnosi d’infezione da SARS-
CoV-2.352 soggetti (352/397 - 88,66% di sensibilitd) sono
risultati positivi al test rapido e 12 (12/128 — 9,37% specifi-
cita 90,63%) sono risultati positivi senza documentata infe-
zione da SARS-CoV-2. 256 soggetti COVID-19 (256/397
— 64,48%) presentavano sia IgM che IgG.

Gli Autori stessi nella discussione sottolineano che il
test non ¢ utilizzabile per la diagnosi d’infezione da SARS-
CoV-2, ma che puo essere utilizzato per identificare infezio-
ni di recente acquisizione. Non state condotte stratificazioni
per ziming desecuzione dei test rapidi in relazione allesecu-
zione dei tamponi e della comparsa del quadro sintomato-
logico. Non sono state studiate possibili cross-reazioni con
altri coronavirus e con i virus influenzali.

Xiao e coll. (7) hanno condotto uno studio per indagare
il profilo degli anticorpi specifici per SARS-CoV-2 in una
popolazione di 34 soggetti arruolati tra il 1 ° febbraio e il 29
febbraio 2020 con diagnosi di COVID-19. La tecnica utiliz-
zata prevede I'analisi di IgM e IgG anti SARS-CoV-2 me-
diante test immunologico in chemiluminescenza per IgM e
IgG anti SARS-CoV-2 dopo 2, 3, 4, 5, 7 settimane dalle-
sordio dei sintomi. A 3 settimane dall'insorgenza del quadro
clinico, tutti i soggetti sono risultati positivi per IgM e IgG
anti SARS-CoV-2, con un valore medio rispettivamente di
322.80 AU (unita di assorbimento) ml e 112.40 AU / ml (ri-
ferimento: <10 AU / ml). Nella quarta settimana (dalla com-

parsa della sintomatologia COVID-19 /ike), tutti i soggetti
erano ancora positivi per IgM e IgG. Le IgM hanno regi-
strato trend decrementale mentre le IgG hanno registrato
un trend incrementale, con un valore medio rispettivamente
di 147,92 AU/ml e 157,01 AU /ml. Nella quinta settimana
dalla comparsa della sintomatologia COVID-19 /iZe, tutti i
soggetti erano positivi per le IgG, mentre 2 pazienti sui 12
testati (16,7%) hanno ottenuto risultati negativi per le IgM.
I11ivello di IgM ha continuato a diminuire (78,03 AU /ml) e
le IgG hanno continuato a registrare valori maggiori (163,56
AU / ml). Al termine del periodo di osservazione (7 set-
timane), 2 pazienti sui n=6 testati (33,3%) hanno ottenuto
risultati negativi per IglVl, mentre tutti i pazienti sono risul-
tati positivi per IgG, con un valore medio rispettivamente di
21,83 AU/ mle 167,16 AU / ml.

Bin Lou e coll. (2) hanno condotto uno studio volto ad
identificare la risposta anticorpale nei confronti di SARS-
CoV-2 sia in relazione alla comparsa dei sintomi CO-
VID-19 /ike sia in relazione allesposizione a casi confermati
(per sintomi NAATn RT-PCR rx torace), su 80 soggetti
ospedalizzati per COVID-19. Complessivamente sono stati
inclusi nello studio n=80 soggetti. La metodica ELISA per
misurare gli anticorpi anti SARS-CoV-2 ha prevedeva tre
saggi (ELISA-Ab, ELISA-IgM ed ELISA-IgG), tre test
“lateral flow immunoassay” (LFIA-Ab, LFIA-IgM e LFIA-
IgG) e due test immunologici di microparticelle in chemi-
luminescenza (CMIA-Ab e CMIA-IgM). La rilevazione di
anticorpi nei pazienti COVID-19 anti SARS-CoV-2 ¢ ri-
sultata essere nellordine di comparsa: Ab, IgM e quindi IgG,
con un tempo d’insorgenza medio rispettivamente di 9, 10
e 12 giorni. Il tasso di sieroconversione per Ab, IgM e IgG
¢ stato rispettivamente del 98,8% (79/80), 93,8% (75/80) e
93,8% (75/80). La sieroconversione per Ab ¢ stata signifi-
cativamente piu rapida di quella di IgM e IgG (p <0,001).
La curva di sieroconversione cumulativa ha mostrato che il
tasso ha raggiunto il 100% al 16" successivo all'insorgenza
dei sintomi giorno per Ab e al 21° giorno per le IgM mentre
ha raggiunto il 97,1% al 29° giorno per le IgG. In parallelo
alla comparsa dei differenti titoli anticorpali ¢ stato osser-
vato un decremento della carica virale (saggiata con PCR
su tampone ndr). Per quanto riguarda la valutazione della
risposta anticorpale in relazione all'esposizione a casi di CO-
VID-19 (45/80) confermati i dati riportati hanno mostrato
un tasso cumulativo di sieroconversione pari a 45,5% al 14°
giorno dallesposizione e pari al 75% al 20° giorno post-
esposizione. Il periodo mediano di incubazione (tempo in-
tercorso dallesposizione alla comparsa dei sintomi) ¢ stato
osservato essere di 5 giorni (IQR, da 2 a 10), molto simile
a quanto precedentemente riportato in letteratura. Il tempo
necessario (mediana) per la sieroconversione nei confronti di
SARS-CoV-2 per i soggetti con un lungo periodo di incu-

bazione (definito come maggiore di 5 giorni) ¢ risultato es-



sere di 21 giorni mentre per i soggetti con un breve periodo
di incubazione (definito come minore o uguale a 5 giorni)
¢ stato osservato pari a 13 giorni. Gli Autori sottolineano
come i test sierologici non possano sostituire, ad oggi, i test
molecolari sottolineando tuttavia I'importanza del follow-up
clinico e sierologico nelle due settimane successive ai primi
14 giorni post-esposizione (periodo di quarantena) al fine
di limitare la possibile diffusione dell'infezione da parte di
pazienti COVID-19.

Cheng e collaboratori (3) hanno condotto rassegna non
sistematica (narrative review) con lo scopo di mappare i test
diagnostici oggi disponibili per SARS-CoV-2. Gli Auto-
ri riportano come i test basati su RT-PCR rappresentino
lo standard di riferimento per la diagnostica per SARS-
CoV-2. Una diagnostica accurata atta a identificare e isolare
i soggetti contagiosi rappresenta nell’attuale contesto 'unico
strumento disponibile per ridurre la trasmissione di SARS-
CoV-2, anche in considerazione dell’assenza di terapie ben
definite e dell'assenza di preparati vaccinali efficaci. Gli Au-
tori riportano come uno degli sforzi che ha contribuito a
rallentare la trasmissione dell'infezione in Korea del Sud sia
stata 'implementazione di strategic basate sullesecuzione
di test diagnostici molecolari nella popolazione generale.
Singapore ha adottato una strategia per Uinfection control
basandosi principalmente sul contact tracing. Singapore, Tai-
wan e Hong Kong hanno utilizzato approcci basati su test
diretti a pazienti con polmoniti e patologie simil-influenzali
sia negli ospedali sia nelle strutture di assistenza primaria.
Per ognuna di queste strategie di infection control Iobiettivo
¢ risultato essere quello di orientare le attivita assistenziali in
base al risultato che il test utilizzato era in grado di fornire.
Nonostante la notevole rapiditd con cui sono stati svilup-
pati e resi disponibili test diagnostici per SARS-CoV-2, gli
Autori riportano come gli strumenti attuali soddisfino solo
parzialmente le diverse esigenze in ambito assistenziale. Lo
sviluppo di test diagnostici deve tener conto dell’ouzcome che
si intende indagare (es., il test & finalizzato a rilevare in modo
diretto I'infezione tramite la rilevazione del virus stesso o il
test ha la finalitd di rilevare in modo indiretto I'infezione
tramite la rilevazione di anticorpi specifici). Inoltre, I'indi-
cazione ad eseguire determinati test deve considerare anche
la capacita di analisi degli stessi (¢hroughput), la necessita di
disporre di un numero minimo di campioni prima dellese-
cuzione test (batch), nonché la riproducibilita della tecnica
d’analisi. Gli Autori riportano come, ad esempio, i test che
rilevano il virus respiratorio sinciziale o gli antigeni del virus
dell'influenza stagionale mediante test immunologico sia-
no disponibili da molti anni pur con il limite di possedere
bassa sensibilita a fronte di una bassa complessita e rapidi-
ta di analisi; analoghe problematiche si riflettono anche nei
confronti di SARS-CoV-2 con lobiettivo prioritario di una
corretta interpretazione di questi test indiretti. I test sierolo-

gici sono meno complessi dei test molecolari e possono avere
indicazioni circa il lorio utilizzo in determinate circostanze.
Tuttavia, la loro utilita diagnostica per infezioni acute & pro-
babilmente limitata nel periodo di insorgenza dei sintomi,
quando il rischio di diffusione e di trasmissione sembrano
essere piu elevati. Le risposte anticorpali all'infezione richie-
dono infatti giorni se non settimane per essere rilevabili in
modo affidabile. Inoltre, risultati negativi non escluderebbe-
ro l'infezione da SARS-CoV-2, in particolare nei casi con
recente esposizione/infezione. Un altro aspetto critico ri-
guarda la reattivita crociata degli anticorpi nei confronti de-
gli antigeni (o delle proteine specifiche) non SARS-CoV-2,
per cui i risultati positivi possono essere dovuti ad esposizio-
ni pregresse ad altri coronavirus. Gli autori riportano come i
test sierologici potrebbero avere un loro razionale utilizzo in
scenari di pazienti con complicazioni tardive da COVID-19
o quando la RT-PCR possa essere falsamente negativa, in
considerazione del fatto che lo shedding virale diminuisce nel
tempo. La disponibilita di test sierologici accurati in termini
diagnostici, in grado di confermare 'immunita /suscettibili-
ta per SARS-CoV-2, risultera essenziale per la conduzione
di studi epidemiologici anche retrospettivi, e per lo sviluppo
di preparati vaccinali e, potenzialmente, per la valutazione
del rischio negli operatori sanitari. Nella review & riporta-
to come i test immunologici siano presenti sul mercato in
alcuni Paesi, sebbene la loro accuratezza diagnostica e un
loro razionale utilizzo rimangono attualmente ancora non
ben definiti.

La stessa rassegna riporta un ulteriore studio condotto da
un gruppo di esperti del CDC che ha indagato I'accuratezza
di differenti test sierologici per SARS-CoV-2. Gli Autori
descrivono l'utilizzo di test sierologici per la rilevazione di
anticorpi con ELISA nei confronti della proteina N e dei
domini della proteina S, tra cui la subunita S1, e il dominio
di legame del recettore (RBD) di SARS-CoV-2 (identificati
come le maggiormente immunogeni). Le coorti selezionate
hanno incluso soggetti COVID-19 (confermati con PCR) e
soggetti con infezione da altri coronavirus stagionali e altri
patogeni respiratori (confermati con PCR). Tale selezione &
stata condotta per studiare la specificitd di questi test indi-
retti per evitare risultati falsi positivi in considerazione del
fatto che la maggior parte dei soggetti possiede anticorpi
rilevabili nei confronti dei 4 coronavirus umani endemici
(229E, HKU1, NL63 ¢ OC43) € in considerazione del fat-
to che i coronavirus zoonotici (SARS-CoV e MERS-CoV
sono beta-coronavirus come SARS-CoV-2) possono, poten-
zialmente, aumentare la cross-reattivita. In linea con i prece-
denti dati della letteratura (studi condotti su MERS-CoV)
la subunita S1 & risultata essere I'antigene pit specifico per
i test sierologici nei confronti di SARS-CoV-2. La speci-
ficita di S1 o del suo RBD per la rilevazione di anticorpi
SARS-CoV-2 non ha mostrato cross reazioni, ad eccezione



dei campioni di siero di pazienti con SARS-CoV. Tuttavia,
in considerazione della non circolazione di SARS-CoV
dall’anno 2003, gli Autori riportano come sia improbabile
che i risultati interpretati come falsi positivi siano causati
dalla reazione crociata con anticorpi SARS-CoV. Gli Autori
riportano come la sieroconversione IgG sia osservabile nel-
la seconda settimana successiva alla comparsa della malattia
clinica. A causa del numero limitato di dati longitudinali
relativi al siero di pazienti COVID-19, ¢ stato complicato
valutare con precisione il tempo di sieroconversione. Nei 3
test ELISA testati, gli ELISA RBD e N erano piu sensibili
del’ELISA S1 nel rilevare gli anticorpi nei pazienti con in-
fezione lieve ¢ hanno mostrato una maggiore correlazione
con i titoli PRNTS50. Pertanto, potrebbe essere necessario
rilevare anticorpi contro 2 diversi antigeni per confermare i
risultati ed evitare risultati falsi negativi negli studi di sorve-
glianza epidemiologica. Complessivamente, i test sviluppati
e validati in questo studio potrebbero essere impiegati per il
tracciamento dei contatti di casi confermati, studi di siero
sorveglianza e studi di valutazione dei vaccini. Poiché i vari
studi saranno condotti in differenti laboratori, ¢ fondamen-
tale calibrare e standardizzare i test sviluppati utilizzando
riferimenti ben definiti come parte della validazione del test
diagnostico. Questa standardizzazione non € necessaria solo
per ridurre la variabilita inter-test, ma anche per correlare i
risultati ottenuti da diversi laboratori che utilizzano vari test.
Si riporta come questo aspetto sia cruciale per un miglio-
re confronto e interpretazione dei risultati di diversi studi,
per lo sviluppo di preparati vaccinali e per consentire una
valutazione puntuale e omogenea dellimmunogenicitd e
dellefficacia; anche in ottica di una migliore comprensione
di eventuali correlati di protezione.
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