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In Germania, un consorzio di laboratori accreditati (ALM) ha eseguito circa il 90% di
tutti i test di reazione a catena della polimerasi (PCR) per la sindrome respiratoria
acuta grave da coronavirus 2 (SARS-CoV-2) durante la pandemia di COVID-19 (da
marzo 2020 a gennaio 2023), e ha anche condotto test sierologici di massa per gli
anticorpi IgG fino a maggio 2021. Abbiamo analizzato gli andamenti temporali
settimanali osservati dall'’ALM delle frazioni positive ai test PCR e IgG, adattando con il
metodo dei minimi quadrati una semplice funzione del primo all'andamento del
secondo. Nello specifico, dimostriamo che ridimensionando e spostando la somma
cumulativa delle precedenti frazioni positive alla PCR si riproduce efficacemente
I'andamento temporale della frazione positiva alle IgG. Il valore di 0,14 trovato per il
parametro di ridimensionamento adattato significa che solo il 14% di coloro che sono
risultati positivi al test PCR & stato effettivamente infettato dal SARS-CoV-2. Questo
adattamento dei parametri implica inoltre che un quarto della popolazione tedesca
fosse gia portatore di anticorpi IgG da infezioni naturali nel sangue a cavallo tra il 2020
e il 2021. Per verificare questo adattamento utilizzando una seconda analisi
indipendente, abbiamo tratto dalla letteratura il rapporto specifico per la Germania di
1:10 per il rapporto tra un test PCR positivo e il corrispondente numero di persone
effettivamente infette da SARS-CoV-2, e con ci6 abbiamo stimato I'andamento
temporale di quest'ultimo all'interno della popolazione tedesca. Gli andamenti di tutte
e tre le frazioni, ovvero sia i positivi alle IgG osservati e quelli stimati in base al fit, sia
gli infetti stimati in base al fit, si sono allineati bene tra loro nel periodo compreso tra
I'inizio di dicembre 2020 e maggio 2021. Gli andamenti estrapolati di entrambe le
frazioni stimate in base al fit, ovvero quelli dei positivi alle IgG e degli infetti, si
allineano bene o perfettamente con la frazione positiva alle IgG (92%) riportata dal
Robert Koch Institute alla fine del 2021.

PAROLE CHIAVE

malattie infettive, epidemiologia, dinamiche epidemiche, COVID-19, sierologia

1 Introduzione

La pubblicazione dei risultati settimanali dei test di reazione a catena della polimerasi (PCR) fornisce
un segnale risolto nel tempo del rilevamento di materiale genetico virale in una popolazione, ma non
quantifica direttamente I'esposizione cumulativa. Qui, ci chiediamo: in che misura un segnale PCR-positivo
sommato puo essere calibrato per riprodurre la traiettoria di sieroprevalenza delle IgG osservata (ovvero,
il segnale IgG-positivo)? Affrontiamo questo problema con due modelli complementari e minimali: (i) un

adattamento ai minimi quadrati che scala I'esposizione cumulativa
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(i) una frazione settimanale positiva alla PCR per abbinare le frazioni IgG

positive e (i) una conversione, basata sui parametri della letteratura, dal

conteggio dei test PCR positivi a un numero stimato di infetti nella popolazione.

Questi approcci sono semplici per definizione, al fine di massimizzare la
trasparenza e l'interpretabilita.

Rilevare, tramite amplificazione, sequenze specifiche di acidi nucleici
di geni virali mediante test di PCR quantitativa in tempo reale con
trascrizione inversa da un tampone mucoso di una persona selezionata
dimostra la presenza di materiale genetico virale a livello della barriera
epitelio-mucosa, ovvero nel muco che ricopre I'esterno delle cellule
epiteliali, all'interno di queste cellule o in entrambi gli strati. Il materiale
virale attivo che entra nel muco o nelle cellule epiteliali pud essere legato
e probabilmente gia neutralizzato dagli anticorpi IgA, che vengono
prodotti continuamente dall'organismo (1). Gli anticorpi IgA sono di gran
lunga la classe di anticorpi piu diffusa, essendo I'anticorpo Ig
predominante sulla barriera epitelio-mucosa e circolando costantemente
nel sangue, formando cosi parte del sistema immunitario umorale. Se su
violazione la barriera epitelio-mucosale - “violazione” che significa
l'invasione dell'organismo di una persona da parte di materiale virale
attivo - un aumento della concentrazione di IgA puo anche essere
rilevato come una risposta nel sangue ed é terminologia scientifica
comune dire che “la persona é stata infettata” (2). Nella maggior parte dei
casi di infezione, in particolare quando si manifestano i sintomi, gli
anticorpi IgG diventano rilevabili anche nel sangue (3) come risposta
immunitaria secondaria, che € in qualche modo ritardata rispetto
all'attivita delle IgA a livello della barriera epitelio-mucosa. Infatti, come
conseguenza naturale dell'infezione, il sistema immunitario innesca una
moltitudine di risposte, una delle quali &, oltre alla presenza permanente
di anticorpi IgA sia a livello della barriera epitelio-mucosa che nel sangue,
la produzione e la secrezione nel flusso sanguigno (come parte del
sistema immunitario umorale) di anticorpi IgM in risposta all'invasione
virale dell'interno del corpo (ovvero in caso di infezione). La produzione e
la secrezione di anticorpi IgG (insieme ad altri due: IgD e IgE) avviene
quindi con un ritardo di alcuni giorni rispetto a quella degli anticorpi IgM.
La presenza di anticorpi IgG nel sangue ¢ rappresentativa dello stato di

salute dell'organismo.memoria immunologicadelle infezioni.

Prendendo dati susindrome respiratoria acuta grave coronavirus 2
(SARS-CoV-2; famigliaCoronaviridae,genereBetacoronavirus)come
esempio recente, nei casi pit gravi di malattia, gli anticorpi IgG diventano
rilevabili circa 2 settimane dopo l'infezione, vale a dire, durante la
seconda settimana dopo I'insorgenza dei sintomi (3); nei casi piu lievi,
possono essere necessarie fino a 4 settimane dopo l'infezione (4, Figura
supplementare 1). Secondo un altro studio (5), che ha eseguito il test IgG
circa sei mesi dopo, probabilmente con una sensibilita maggiore rispetto
a Rijkers et al. (4), anche nei casi con sintomi solo lievi o moderati, una
risposta immunitaria era rilevabile per almeno 36 settimane dopo
I'infezione naturale e gli anticorpi IgG rimanevano rilevabili fino a un
anno in almeno il 90% degli individui SARS-CoV-2-IgG-positivi infetti
naturalmente (6). Di conseguenza, nel corso di un'epidemia virale, la
percentuale di persone in una popolazione che presentano anticorpi IgG
nel sangue indica la quota cumulativa della popolazione che é stata
precedentemente infettata o vaccinata. In altre parole, se un campione
selezionato casualmentegruppoall'interno della popolazione éetestato per

gli anticorpi IgG,
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poi ilfrazionedi quel gruppomostrando anticorpi IgG,ciog, coloro che
sonolgG-positivo, rifletteil numero totale di persone infette fino a 2
settimane (o anche 7 giorni) prima (7).

Dopo I'emergere del SARS-CoV-2 alla fine del 2019, i test PCR (8) per il
materiale genetico specifico del virus nel muco nasofaringeo & diventato
il gold standard diagnostico globale. E interessante notare che i test PCR
rilevano semplicemente ilpresenza diframmenti di materiale genetico
virale, non necessariamente uninfezione attiva.Tuttavia, si pud
presumere che il rilevamento di materiale virale a livello della barriera
epitelio-mucosa sia correlato a una certa probabilita di infezione.
Pertanto, la frazione IgG-positiva a livello di popolazione in un dato
momento del test dovrebbe essere approssimativamenteproporzionale a
la somma cumulativa delle frazioni di individui risultati positivi al test PCR
fino a 2 settimane prima del test IgG. Questa approssimazione & corretta
solo se ogni persona positiva al test PCR risulta positiva una sola volta
durante il periodo analizzato; in altre parole, PCR positivicasidovrebbe
approssimarsi moltopersone.In effetti, forti prove quantitative da uno
studio precedente di alcuni degli autori attuali (9, Sezione 2.4) indica che i
test multipli non erano diffusi prima della tarda estate del 2021, vale a
dire oltre il periodo di tempo principalmente analizzato qui (vedere
Sezione2).

Studiare la relazione tra risultati PCR e IgG & fondamentale, poiché i
conteggi PCR-positivi sono stati ampiamente interpretati come indicatori
di infezioni reali e hanno costituito la base per le decisioni di politica
sanitaria pubblica. E quindi importante evidenziare due fonti note di
risultati PCR falsi positivi. In primo luogo, uno studio (10, ) ha scoperto
che il test PCR della Charité ha prodotto risultati positivi sui controlli
dell'acqua a valori di soglia del ciclo (CT) compresi tra 36 e 38. In secondo
luogo, secondo il teorema di Bayes, il tasso difalso i positiviaumentano
quando la prevalenza della malattia diminuisce, a causa della specificita
del test inferiore al 100%. Inoltre, gli individui i cui test PCR richiedono
valori CT superiori a 30 non sono comunemente considerati infettivi (11,
12), mentre in pratica molti test sono stati condotti con valori CT fino a 40
(13,14), (15, Supplemento: CT€37), (16, CT€38), e anche piu in alto (8,
CT=45).

In breve, un test PCR fornisce unistantaneadi un individuo
esposizione attualeal materiale genetico virale negli strati piu esterni del
corpo. In termini epidemiologici, la frazione PCR-positiva pud essere
interpretata come un indicatore (proporzionale ma non uguale)
dell'incidenza normalizzata delle infezioni virali, in particolare di SARS-
CoV-2 in questo caso. Contrariamente alla definizione di "incidenza"

In 1IL Atto §28a(3)

(“Infektionsschutzgesetz”), questa frazione non dipende dal numero

tedesco Infezione Protezione
assoluto di test condotti (supponendoinvariantecondizioni di test,
sebbene possano verificarsi effetti di selezione, ad esempio tramite
targeting), ed € quindi un indicatore piu robusto della frequenza delle
infezioni. In altre parole, quando normalizzata al numero di test,
l'incidenza identifica il denominatore come il numero variabile di persone
testate, piuttosto che una dimensione fissa del gruppo (ad esempio, la
popolazione di un distretto). Sebbene questo aggiustamento non affronti
i bias di preselezione (ad esempio, i test basati sui sintomi), tali bias
influenzano la rappresentativita di qualsiasi frazione di positivita al test;
questo problema é discusso di seguito. Al contrario, i test IgG specifici per
virus valutano se un virus specifico ha precedentemente infettato
I'individuo (entro una finestra di memoria che va da mesi ad anni); anche

la vaccinazione, in genere, induce sia IgM che IgG.
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produzione. Di conseguenza, la frazione IgG-positiva riflette la quota
della popolazione che é stata precedentemente infettata o vaccinata
e quindi serve come prova della risposta immunitaria collettiva.
Matematicamente, la frazione IgG-positiva in un dato momento
dovrebbe essere proporzionale all'incidenza accumulata di PCR-
positivi, almeno durante il primo anno dopo I'emergenza del virus.
Questo ignora il piccolo margine di errore dovuto alle limitazioni di
sensibilita del test IgG (17), che vanno dall'80% all'81% (18), dall'83%
all'86% (7), 91% (19), 97,5% (6), e fino al 100% (20), e tiene conto
anche degli eventi di sieroconversione “negativi” (16,21,22), con
Entrambifattori che causano la sottostima dei reali tassi di infezione.
Di conseguenza, come obiettivo principale di questo studio,
esaminiamo in che misura l'incidenza normalizzata PCR-positiva
osservata, che funge da istantanea settimanale della rilevazione virale
nella popolazione, si adatti alla frazione normalizzata IgG-positiva
osservata (e potenzialmente rappresentativa della popolazione), che
riflette la memoria del sistema immunitario delle infezioni passate.
Entrambi i set di dati si basano su misurazioni riportate dagli stessi
laboratori accreditati dall'autorita. Per indagare questa relazione,
applichiamo un adattamento ai minimi quadrati utilizzando due
parametri per modellare la connessione tra le frazioni PCR-positive e IgG-
positive attraverso una semplice funzione fenomenologica (modello 1),
ottenendo di fatto una calibrazione epidemiologica. In una seconda fase,
indipendente, utilizziamo la serie temporale dei conteggi grezzi PCR-
positivi osservati insieme a tre valori di parametro tratti dalla letteratura
per stimare la traiettoria della frazione effettivamente infetta all'interno
dell'intera popolazione tedesca (modello 2). Questo secondo approccio
presuppone che la frazione IgG-positiva sia un indicatore pratico delle

infezioni precedenti e quindi serve a convalidare i risultati del modello 1.

2 Materiali, metodi e risultati

Abbiamo esaminato la relazione settimanale tra la somma
cumulativa della frazione di conteggi positivi ai test PCR e la
corrispondente frazione di conteggi positivi ai test IgG nel periodo
specifico da meta marzo 2020 alla fine del 2021 in Germania. I dati sono
stati ottenuti da una pagina web (23), dove un consorzio di laboratori
medici (Akkreditierte Labore in der Medizin eV,ALM (Berlino, Germania)
ha riportato i risultati settimanali dei test PCR e IgG dei laboratori di
analisi tedeschi, inclusi sia i numeri assoluti che le percentuali di risultati
positivi. Il set di dati ALM & costituito da conteggi aggregati settimanali,
ovvero le informazioni demografiche riportate non sono state stratificate,
ad esempio, per etd o sesso. E interessante notare che la fonte di dati
online (23) non & pit disponibile. Solo alcune parti del set di dati IgG sono
ancora accessibili tramite (24), principalmente sotto forma di tabelle
stampate occasionalmente incluse nei briefing stampa, e solo fino
all'ultima settimana di calendario (#53) del 2020. Tuttavia, in precedenza
abbiamo estratto e salvato il set di dati completo come visualizzato nei
pannelli grafici interattivi online (23); viene fornito in termini di due file
separati (rispettivamente dati PCR e IgG) comeMateriale supplementare(
25).

Il consorzio ALM ha condotto ininterrottamente circa il 90% di
tutti i test PCR in Germania (24). I conteggi totali settimanali dei test
vengono visualizzati inFigura 1A(quadrati turchese scuro)
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rispetto alle settimane di calendario (cws), dove cwX(Y) indica la settimana
di calendario X nell'anno Y, ad esempio, cw10(2020), che si riferisce alla
settimana che termina I'8 marzo 2020. Il numero settimanale
corrispondente di test PCR che producono risultati positivi € mostrato
come quadrati turchese chiaro. Il numero settimanale totale di test IgG e
quelli risultati positivi sono tracciati come cerchi magenta scuro e
magenta chiaro, rispettivamente, in Figura 1AI rapporti di positivita
settimanali osservati da ALM, ovvero le frazioni di test PCR e IgG positivi
rispetto al totale dei test condotti, sono mostrati come percentuali in
Figura 1B: i quadrati turchesi indicano la frazione PCR-positiva, mentre i
cerchi magenta indicano la frazione IgG-positiva.

Di seguito, introduciamo due modelli complementari e
minimi, con equazioni semplici e quindi trasparenti: uno
(modello 1) che ridimensiona la frazione cumulativa settimanale
positiva al PCR per adattarla alle frazioni IgG positive e uno
(modello 2) che converte, con parametri noti per la Germania
dalla letteratura, i conteggi dei test PCR positivi in  un numero
stimato di persone infette.

Oltre a mostrare le due frazioni di test positive inFigura 1B, viene anche
tracciata la traiettoria della somma cumulativa delle frazioni PCR-positive
precedenti, ridimensionata da un moltiplicatore per adattarsi al meglio alla
frazione IgG-positiva osservata dall'ALM; questa somma e ridimensionamento
€ la nostra prima delle due semplici stime del modello: modello 1. Per stimare
la frazione IgG-positiva a un dato cw tramite il modello 1 (Equazione 1), le
frazioni PCR-positive delle settimane precedenti vengono sommate fino a 2
settimane prima di quella settimana. Questa somma viene quindi scalata di un
fattorePpcre un offsetOigG,oviene aggiunto, che rappresenta la frazione IgG-
positiva 2 settimane dopo I'inizio della sommatoria. La frazione IgG-positiva

modellata nella settimana di calendario cw € quindi data da (modello 1)

w2
FPcRriio.” (1 )
i0%8

FigG,cw%O1gG,0pPPCR

Qui,FpcRr,io¥aNPCRpos,io=NPCR,io€ ilosservatoFrazione PCR-positiva nella
settimana solareiofino a cw 2, conNPcR,ioE NPCRpos,ioche
rappresentano rispettivamente i conteggi settimanali dei test PCR
effettuati e di quelli che hanno prodotto risultati positivi. La somma
inEquazione Tinizia aio%8 (vedi fine di questo paragrafo), quindi
richiede cw 28, cioé cw€10.Equazione 1presuppone che gli
anticorpi IgG diventino rilevabili 2 settimane dopo l'infezione e che i
dati PCRpositivi siano disponibili a partire da cw8(2020) (i0%8).

InEquazione 1,01g6,0denota ilstimatoFrazione IgG-
positiva a cw10(2020), cio€,FigG,cwn10ll simboloFigs,cw
rappresenta ilstimatoFrazione IgG-positiva per la settimana solare
cw. Le frazioni IgG-positiveFigG,io¥%4NigGpos,io =NIgG,icosservato per ogni
cwiosono derivati dai conteggi settimanali dei test IgGNIgG,io
EN1gGpos,ioUtilizzando la funzione “Isqnonlin” in MATLAB
(versione R2024b, The MathWorks, Natick, MA, USA), la
sequenza stimataFige,cwdefinito inEquazione 1é stato
adattato ai minimi quadrati la sequenza osservataFigg,io,
ottimizzando i parametriOigG,0EPPcR.

L'ALM ha riportato il suo primo punto dati PCR nel cw11(2020), la
settimana conclusasi il 15 marzo 2020. Per catturare l'intera portata
dell'ondata iniziale di SARS-CoV-2, abbiamo estrapolato linearmente i dati
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- ALM-provided and modelled German SARS-CoV-2 test fractions vs calendar week
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(B) calendar week, cw# (year)

(UN)Conteggi settimanali del totale dei test PCR e anticorpali IgG per SARS-CoV-2 condotti da ALM Laboratories in Germania dal 2020 al 2022, insieme alla rispettiva
quota positiva. L'asse verticale sinistro si applica ai conteggi dei test IgG; 'asse verticale destro si applica ai conteggi dei test PCR. L'asse temporale (ascisse) inizia dalla
settimana di calendario 08 del 2020 [cw08(2020)], che si applica anche alla sottofigura (B). (B)Percentuali di positivita (frazioni di test positivi rispetto al totale dei test)
calcolate dai dati in (UN)sono mostrati sia per i test PCR che per quelli IgG, rappresentati rispettivamente dalla prima e dalla quarta voce nella legenda. La seconda e la
terza voce rappresentano una stima del limite inferiore della frazione IgG-positiva, visualizzando la potenziale incertezza dei dati dovuta agli effetti di preselezione (ad
esempio, test basati sui sintomi). Un fattore di bias potenziale massimo del 75% é stimato sulla base di Tancredi et al. (33, Figura 2). Il quinto elemento mostra tre punti
dati retro-estrapolati linearmente che estendono la frazione PCR-positiva a cw08(2020). Il sesto elemento (linea nera) rappresenta la frazione IgG-positiva piu adatta in
base aEquazione TusandoPpcr¥%0:14. Il settimo elemento (area ombreggiata in grigio) corrisponde all'intervallo di confidenza del 95% attorno a questo adattamento
ottimale. L'ottavo elemento (linea tratteggiata nera) mostra l'adattamento alla stima IgG-positiva del limite inferiore utilizzandoPpcr%40.:105. La nona voce (linea
arancione) mostra la frazione stimata di individui infetti da SARS-CoV-2 secondoEquazione 2, con tre dei quattro parametri derivati dalla letteratura e un valore iniziale
(non sensibile) ragionevolmente assunto come rappresentativo dei livelli precoci di infezione. Il decimo elemento (stelle rosse) indica due stime di prevalenza IgG-

year 2022

cw1(2023)

Frazione PCR-positivaFrcr,ioper 3 settimane: cw8(2020) [fine: 23
febbraio]: 0,005; cw9(2020) [fine: 1 marzo]: 0,02; cw10(2020)
[fine: 8 marzo]: 0,035 [vedi diamanti grigio scuro inFigura 1B,
etichettato “frazione PCR-positiva (estrapolata a 3 settimane
indietro)”], il che implica che la frazione PCR-positiva era molto
bassa o trascurabile fino a cw7(2020).

Il nostro parametro principale che si ricava dall'adattamento
Equazione 1ai dati IgG osservatiFige,ioeraPprcr%1=7:15€0.:14
(intervallo di confidenza, CI: 0:135-0:146). Cio suggerisce che, in
media, solo circa il 14% di coloro che sono risultati positivi al test
PCR erano effettivamente infetti. L'offset adattatoOigg,0era0.001,
ciog, 0.1%€0 (CL:1.1% a 0.9%). ConPrcr€0.14, il modello
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stimaFig,cw[Figura 1B, linea nera: “Modello IgG (1), cum. Fecr
adatto,Prcr%0.:14"] si adatta ai punti dati IgG osservati dall'ALM F
1gG.io(cerchi magenta: "frazione IgG-positiva"). Il residuo medio
per campione (ovvero l'errore quadratico medio su 61 campioni)
era del 2,2%.

Questo modello 1 stimaFigG,cwconsente inoltre I'estrapolazione
oltre i dati ALM IgG, che terminano a cw21(2020), estendendosi fino
all'inizio del 2022 quando la frazione IgG-positiva modellata
raggiunge 1. Il risultatoPrcr€0.14 implica che solo uno su circa sette
individui PCR-positivi sia stato effettivamente infettato. Questa
interpretazione si basa su una chiaveassunzione,fatto a causa della
mancanza dia prioriconoscenza dei criteri di selezione
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per il test IgG: noiassumere,per il momento, che quelli testati
per IgG sono stati selezionati tra quelli precedentemente testati
tramite PCR. Tuttavia, come discusso nella Sezione3.1, questa
ipotesi € quasi certamente errata. In realta, la frazione IgG-
positiva riportata dall'ALM & quasi rappresentativa della
popolazione, il che conferisce ulteriore trasparenza all'analisi in
Equazione 11l bias di preselezione insito nei test PCR rimane
quindi non quantificato, ma é efficacemente incapsulato dal
fattore di proporzionalitaPpcrin senso fenomenologico.

Di conseguenza, che si presuma che gli individui sottoposti al test IgG
siano stati selezionati dalla popolazione sottoposta al test PCR o che fossero
ampiamente rappresentativi della popolazione, il risultato rimane lo stesso:
solo circa il 14% di tutti gli individui PCR-positivi & risultato effettivamente
infetto da SARS-CoV-2, secondo i dati ALM. Cio vale indipendentemente dalla
mancanza di trasparenza dei criteri di preselezione per gli individui sottoposti
al test PCR (ad esempio, precedenti a un test antigenico, tracciati dai contatti o
con sintomi clinici) e dal fatto che gli individui sottoposti al test IgG siano molto
probabilmente pazienti dei medici di base che hanno chiesto informazioni sul
loro stato immunitario, ma che siano evidentemente quasi rappresentativi
della popolazione (vedere la Sezione3.1).

In secondo luogo, abbiamo stimato utilizzando il modello 2 (
Equazione 2) I'andamento temporale della frazioneFinfezione, cwdi individui
infetti da SARS-CoV-2 nell'intera popolazione tedesca (Npop¥%83.5€106
abitanti). Per fare questo, abbiamo trasformato |'affermazione "Per ogni
test PCR positivo, ci sono circa 10 infezioni effettive", che riassume i
risultati empirici in Germania (26, Tuinfezione€10) e Svizzera (27,28,

SEROCoV-POP:Tuinfezione11) in un'altra semplice equazione (modello 2)

Pin orario

Tuinfezione@ i0%0NPCRpos,io.”

RALM

Finfezione, cw¥%4OQinfettare,0p

Npop

InEquazione 2, i parametri sono i seguenti:Oinfettare,0%0.01 € la
frazione basale presunta di individui infetti a cw10(2020), Tuinfeziones
10 ¢ la stima empirica del numero di infezioni per test PCR positivo, e
RaLm140.9 riflette la quota di ALM (90%) di tutti i test PCR in Germania
(24). Questo valore diTuinfezione’410 € anche coerente con il rapporto
approssimativo tra il tasso di mortalita per infezione (IFR) e il tasso di
mortalita per caso (CFR) per la Germania: CFR=IFR€10, con CFR€0.
025 (9,RPF nelle tabelle 3, 4) e IFR€0.0021-0.0025 (29, “Germania”
nella Tabella 4).

Dal 1942 (30), il rilevamento di anticorpi specifici per il virus &
stato considerato il gold standard metodologico per confermare
I'infezione. Di conseguenza,Equazione 2(modello 2) rappresenta un
mezzo alternativo per stimare la frazione anticorpale positiva;
rispetto aEquazione 1(modello 1), richiede come input solo i
conteggi settimanali dei test PCR, anziché anche i conteggi dei test
PCR positivi per I'assegnazione della frazione positiva. Pertanto,
Equazione 2, con i suoi valori dei parametri presi come quelli
univocamente numerabili o fenomenologicamente descrittivi dalla
letteratura (tutti diversi dall'input aEquazione 1), comprende una
prospettiva, un approccio metodico e possibilmente un potenziale
significato nettamente diverso daEquazione 1. Pud quindi essere
considerato un approccio indipendente per convalidare il modello 1
(tramite I'output daEquazione 1) dal modello 2 (tramite l'uscita
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daEquazione 2), sebbene, se lo si considera da una prospettiva
puramente matematica,Equazioni TE2condividono in parte gli stessi dati
di input (la sequenza dei campioni settimanali dei conteggi dei test PCR).
L'andamento temporale diFinfezione, cwcome stimato daEquazione 2é
mostrato come una linea arancione inFigura 1Be etichettato “modello IgG
(2), cum.Npcrpos('infetto’).” Da novembre 2020 in poi, la curva si trova
approssimativamente al di sotto del 2%-6% rispetto alla frazione IgG-
positiva osservata e alla stima adattataFig,cwdal modello 1. Da cw46
(2021) in poi, tuttavia, superaFigc,cwcome estrapolato verso la fine del
2021.

A cavallo tra I'anno 2021 e il 2022, il valore estrapolato di F
IgG,cwraggiunge circa il 92%, in linea con il valore riportato dal
Robert Koch Institute (RKI) (31,32). Nel frattempo, la frazione
infetta modellataFinfezione, cwraggiunge il suo massimo teorico del
100%. Il forte aumento diFinfezione, cwalla fine del 2021 i risultati
numerici dal picco nei conteggi dei test PCR positivi intorno al
cw47(2021), come mostrato inFigura 1AL'apparente
raggiungimento del 100% suggerisce che, entro la fine del 2021,
venivano condotti pit test PCR per individuo, discostandosi dal
presupposto di un solo test a persona. Le prove di questo
fenomeno sono discusse nello studio di Rockenfeller et al. (9,
Sezione 3.3; Tabelle 5, 6). Pertanto, la forte ascesa e I'eventuale
sorpasso diFigG,cwdiFinfezione, cwnon pud essere considerato un
risultato affidabile. Tuttavia, considerandoFige,cw%0.92 in cw52
(2021) e la traiettoria diFinfezione, cwraggiungendo circa il 65%
entro il cw43(2021), stimiamo prudentemente che entro la fine
del 2021, almeno I'85% della popolazione tedesca fosse stata
infettata almeno una volta dal SARS-CoV-2, una cifra in stretto
accordo con il 92% riportato dall'RKI.

Un'implicazione particolarmente degna di nota dei dati IgG adattati &

(2) la velocita con cui la frazione IgG-positiva € aumentata durante la

prima meta del 2021, in concomitanza con la campagna di iniezioni anti-
SARS-CoV-2, con la frazione IgG-positiva in aumento a un tasso medio
dell'1,1% a settimana. Questo tasso é stato in media dell'1,1% a
settimana, corrispondente alla pendenza di un adattamento lineare ai
minimi quadrati attraverso i 12 punti dati finali diFigc,io[cio€, cerchi
magenta fino a cw21(2021) inFigura 1B]. Al contrario, durante le ultime
settimane del 2020, prima dell'inizio della campagna di iniezioni anti-
SARS-CoV-2, la pendenza della curva IgG-positiva osservata [da cw45 a
cw52 (2020)] era piu ripida, con una media di circa I'1,8% a settimana, ed

era interamente determinata da infezioni naturali.

3 Discussion

Di seguito sono elencati i principali risultati della nostra analisi:

+ Adattando la frazione cumulativa PCR-positiva su scala (modello 1) delle
persone sottoposte al test per SARS-CoV-2 alla traiettoria di
sieroprevalenza SARS-CoV-2 osservata dall'ALM (ovvero, I'andamento
temporale della frazione IgG-positiva) si ottienePpcr€0.:14 (IC 95%:
0,135-0,146) come fattore di calibrazione per la Germania. Cio implica
che circa solo un individuo tedesco su sette con un test PCR positivo
presentava successivamente anticorpi IgG rilevabili, ovvero era
effettivamente infetto da SARS-CoV-2.

* Un modello separato basato sul conteggio 2 utilizzandoTuinfezione¥
10 e RaLm¥%40.9 produce una frazione infetta da SARS-CoV-2
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traiettoria che & ampiamente coerente con laPpcr-curva SARS-CoV-2-
IgG-positiva su scala (vale a dire, con il modello 1), ed entrambe le
stime del modello si avvicinano alla frazione IgG aggregata riportata
dall'RKI di circa il 92% entro la fine del 2021.

* Le principali limitazioni sono la natura aggregata dei dati ALM (non sono
disponibili strati di eta o sesso) e il possibile (ma moderato nel suo effetto)

bias di preselezione su chi é stato sottoposto al test IgG.

3.1 Sensibilita delle inferenze sul decorso
delle infezioni nella popolazione:
considerare il bias di preselezione nei
test sulle persone

La nostra analisi dei dati e la loro interpretazione in questo
studio hanno preso come dati i valori delle frazioni positive al test
PCR riportati dall'ALM; questi dati riflettono intrinsecamente tutti i
fattori di preselezione della strategia di test tedesca, come il test
preferenziale su individui con sintomi o contatti noti con casi
confermati. Per quanto a nostra conoscenza, non sono stati
pubblicati dati per la Germania che consentano di quantificare
questo bias di preselezione (certamente dipendente dal tempo) nei
dati PCR osservati. Per "bias" intendiamo il rapporto tra la frazione di
positivita al test osservata e il valore teorico che si otterrebbe con un
campionamento casuale realmente rappresentativo della
popolazione. Un confronto rilevante puo essere tratto dalle scuole
belghe, dove i test mirati hanno introdotto un fattore di bias netto di
circa 3, come mostrato confrontando la positivita al PCR ("PR") tra
tutti gli individui testati con quella nei sottogruppi sottoposti a
screening casuale (36, Figura 4).

Partendo da questo, iniziamo affrontando un'ovvia obiezione alla
stima diretta della percentuale di individui infetti da SARS-CoV-2 nella
popolazione, correlando linearmente le frazioni positive alla PCR e alle
IgG riportate in laboratorio da sottopopolazioni settimanali di individui
testati in Germania. Questa obiezione deriva dalla possibilita che anche il
test delle IgG dell'ALM possa essere influenzato dalla preselezione. In tal
caso, una persona realmente rappresentativa della popolazione potrebbe
aver avuto uninferioreprobabilita di risultare positivo alle IgG rispetto a
qualcuno testato all'interno della sottoclientela dell’ALM. Al contrario, la
vera frazione IgG-positiva nella popolazione generale potrebbe essere
stata in qualche modoinferiorerispetto a quanto osservato dall'ALM. Di
conseguenza, il fattore di proporzionalitaPpcrIn Equazione 1ci si
aspetterebbe anche che fosseinferiorerispetto al valore stimato di 0,14. In
Figura 1B, abbiamo visualizzato un potenziale limite inferiore sulla
frazione IgG-positiva applicando un fattore di correzione del bias
massimo del 75% ai dati ALM osservati. Questo fattore & stato stimato
dalla letteratura (33, Figura 2) calcolando approssimativamente la media
dei fattori di deviazione regionale.

In sintesi, qualsiasi bias di preselezione nella frazione IgGpositiva
osservata dall'’ALM avrebbe avuto la tendenza asopravvalutarela
proporzione di individui realmente infetti nella popolazione tedesca. Di
conseguenza, se la proporzione di infetti fosse stata effettivamente
inferiorerispetto a quello osservato dall'ALM, allora ilPrcr
valore stimato dall'adattamento diEquazione 1dovrebbe essere pari
ancheinferioredi 0,14. Di conseguenza, un'interpretazione piu
conservativa dei nostri risultati suggerisce che solo uno su otto
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o addirittura in nove individui PCR-positivi, cioé circa I'11% (Ppcr,
0.105), potrebbe essere stato effettivamente infettato, piuttosto
che uno su sette (14%,Prcr%40.14).

Inoltre, come convalida indipendente diEquazione 1, si rimanda all'analisi
aggiuntiva presentata nella seconda meta della Sezione2, che introduce
Equazione 2Questa equazione fornisce una stima complementare della
frazione IgG-positiva (rappresentativa della popolazione) utilizzando parametri
derivati dalla letteratura. In particolare, entrambe le stime del modello basate
sulla PCR della frazione IgG-positiva producono valori che corrispondono
strettamente al valore di sieroprevalenza IgG del 92% riportato dall'RKI entro la
fine del 2021 (31,32). In primo luogo, questo accordo si trova nella curva IgG-
positiva estrapolata basata sul nostro parametro di proporzionalita adattatoP
PCR(tramiteEquazione 1). In secondo luogo, si riflette nel corso del tempo della
popolazione infetta come stimato utilizzando il moltiplicatore di infezioneTu
infezione
derivato dalla letteratura (tramiteEquazione 2). Inoltre, il valore
Tuinfezione¥410 € indipendentemente coerente con il rapporto tra
il CFR (9) e IFR (29) valori rilevati tramite analisi dei dati
epidemiologici tedeschi.

Nel complesso, il controllo incrociato traEquazione 1e la
formulazione basata sulla letteratura inEquazione 2fornisce un forte
supporto alla conclusione che la frazione IgG-positiva riportata dall'ALM &
effettivamente strettamente rappresentativa della reale dinamica

dell'infezione nella popolazione tedesca.

3.2 Condizioni di test, soglie PCRe IgG e
specificita del test PCR

A nostro awviso, il risultato del confronto traPpcr-somma
cumulativa in scala delle frazioni PCR-positive osservate (Equazione 1
) con la frazione IgG-positiva osservata & sorprendente. Data
I'estrema semplicita del modello di sommatoria, che astrae
implicitamente sia i dettagli fisiologici, come la presenza del virus
sulle barriere epitelio-mucosa e le risposte anticorpali
sierologicamente rilevabili del sistema immunitario umorale, sia i
dettagli tecnologici, come le procedure di test e i parametri di
laboratorio, la concordanza tra I'andamento temporale IgG-positivo
modellato e quello osservato direttamente (Figura 1B) puo essere
considerato sorprendentemente vicino.

Il sistematico sottovalutazione E successivo
sovrastima della frazione IgG-positiva osservata dall'ALM da parte delPrcr
Il segnale PCR cumulativo su larga scala durante la primavera e I'estate
2020 potrebbe riflettere i cambiamenti nella politica governativa sui test.
Dall'inizio di maggio 2020 in poi, i test sono stati estesi per includere
individui asintomatici (i cosiddetti "test di massa"). Piu avanti nell'estate, i
livelli di anticorpi potrebbero aver iniziato a scendere al di sotto delle
soglie di rilevamento, contribuendo a
discrepanze.

Un altro per IL

La sovrastima della positivita alle IgG da parte del modello (in particolare da

possibile spiegazione
maggio a settembre 2020) & dovuta al fatto che la sensibilita dei primi kit per il
test degli anticorpi SARS-CoV-2 (ad esempio, ELISA) era inferiore a quella dei kit
utilizzati pitt avanti nel corso dell'anno. Inoltre, il picco temporaneo di
sovrastima osservato a fine aprile 2020 potrebbe essere attribuibile a forti bias
di preselezione, per cui gli individui testati per le IgG avevano maggiori

probabilita di aver avuto una precedente positivita.
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Test PCR. Questo effetto & stato probabilmente ridotto nei mesi successivi (maggio e
giugno) poiché i volumi dei test PCR sono aumentati in un momento di prevalenza
molto bassa (vedereFigura 1A).

Naturalmente, un test PCR positivo da solo non puo in alcun
modo confermare l'infezione a livello individuale. Il fattore di
proporzionalita adattato Ppcr%1=7.15€0.14 indica che solo una
minoranza di individui PCR-positivi & stata effettivamente infettata.
Questo fattore,Ppcr, & di per sé il risultato netto di molteplici
influenze moltiplicative, in particolare: (i) criteri di preselezione
variabili nel tempo e non standardizzati per i test (ad esempio,
screening sintomatico), (ii) soglie CT non uniformi applicate dai
laboratori nell'analisi PCR e (iii) metodi di rilevamento e soglie
variabili nei test IgG (ad esempio, concentrazioni di reagenti, valori
limite di densita ottica). Tutti questi effetti, oltre alla preselezione,
sono generalmente riassunti nei due parametri principali dei test
diagnostici: sensibilita e specificita [vedere il riepilogo in Watson et
al. (37)]. In sostanza,PrcrRiflette la probabilita netta che una persona
diventi sierologicamente IgG-positiva (ovvero, sia stata infettata) se il
materiale genetico SARS-CoV-2 é rilevabile mediante PCR a livello
della barriera epitelio-mucosa. Questa probabilita e stimata in circa il
14% (CI: 13,5%-14,6%), con un limite inferiore conservativo del 10,5%
se si presume che i dati ALM IgG sovrastimino il livello
rappresentativo della popolazione.

Il parametro di prestazione del test piu rilevante per i nostri
risultati & la specificita dei test di massa PCR in Germania durante il
2020 e il 2021. Indipendentemente dalla sensibilita della PCR (che,
per amor di discussione, potremmo supporre essere del 100%), la
combinazione dei parametri osservati consente una stima della
specificita. La frazione media settimanale positiva alla PCR in
Germania tra I'11° gennaio 2020 e il 21° gennaio 2021, ovvero il
periodo di test ALM IgG, & stata di circa il 7%. Nel frattempo, ilPpcr%1
=7:15 implica che solo circa I'1% dei soggetti sottoposti a test a
settimana fosse effettivamente infetto. Supponendo che I'1% degli
individui testati fosse un vero positivo, una specificita del 94% spiega
il restante 6% dei risultati PCR positivi come falsi positivi tra il 99% di
coloro che non erano infetti. Questa stima & in ottimo accordo con le
valutazioni dirette della specificita della PCR in letteratura (38, ).

In sintesi, la nostra scoperta e chePpcr¥41=7:15 & del tutto coerente
sia con i bassi tassi di positivita alla PCR osservati sia con una specificita
complessiva della PCR del 94% in Germania. Questa interpretazione
fornisce un quadro coerente della relazione tra stato di infezione e

positivita al test durante i test di massa.

3.3 Frazioni IgG-positive: confronto tra
osservazioni di laboratorio, infezioni stimate
nella popolazione, dati riportati dall'RKI e
letteratura

Utilizzando i due approcci modello ampiamente indipendenti
descritti sopra, abbiamo stimato la frazione di individui infetti da
SARS-CoV-2 all'inizio della campagna di iniezioni anti-SARS-CoV-2 in
Germania il 27 dicembre 2020 (vedere Figura 1B) per rappresentare
circa il 24%. Cio e sorprendente, perché I'RKI al contrario ha riportato
che non piu del 2,8% (34)—e nelle dichiarazioni precedenti
nemmeno piu del 2% (35)-Di
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La popolazione era risultata IgG-positiva "fino a novembre 2020". La
data limite specifica per questa percentuale non é stata fornita. Se
ipotizziamo meta novembre, ovvero cw46(2020), la frazione IgG-
positiva osservata dall'ALM si attestava al 15%, un valore
pienamente corroborato dalla nostra stima modellata tramitePpcr
-segnale PCRpositivo cumulativo su scala (Equazione 1). Inoltre, la
nostra stima separata del tasso di infezione cumulativo a livello di
popolazione basata su Equazione 2era dell'11% nello stesso periodo.
Questa discrepanza tra, da un lato, le frazioni IgG-positive osservate
e modellate dall'ALM e, dall'altro, i valori sostanzialmente piu bassi
riportati dall'RKI & notevole, soprattutto considerando che i dati
dell'’ALM non solo erano disponibili, ma di fatto commissionati
dall'RKI. Una probabile spiegazione & che il metodo sierologico
utilizzato nello studio RKI-SOEP - campioni di sangue essiccato auto-
raccolti - non era sufficientemente sensibile (34).

Per quanto riguarda la differenza tra la frazione IgG-positiva
osservata dall'ALM e la nostra stima generalmente inferiore della
proporzione di infetti da SARS-CoV-2 (Equazione 2), non erano disponibili
informazioni specifiche sui metodi di test delle IgG utilizzati dall'ALM o su
come venivano selezionati i soggetti del test, a parte la nota generale che
tutti i test erano richiesti dai medici (24). Cio implica che il test delle IgG
sia stato probabilmente eseguito durante le visite dei pazienti,
indipendentemente dalla ragione medica. Nonostante questa mancanza
di dettagli, il set di dati ALM & consistente, comprendendo 12.000-100.000
test delle IgG a settimana (vediFigura 1A) in tutta la Germania. Non e
chiaro perché I'ALM abbia smesso di segnalare i dati sulle IgG dopo il
cw21 (2021), soprattutto perché la frazione IgG-positiva aveva appena
raggiunto il 50%. In particolare, entro la fine del 2021, I'RKT ha riportato
un tasso nazionale di IgG-positivita di circa il 92% (31,32). Questo valore si
allinea notevolmente bene con entrambe le nostre stime IgG basate su
ALM estrapolate (tramiteEquazione 1) e la nostra stima modellata della
frazione totale infetta basata suEquazione 2Inoltre, i nostri tempi stimati
per le frazioni IgG-positive e infette in Germania (vediFigura 1B) si
collocano ben all'interno dell'intervallo osservato per le popolazioni
regionali in Svizzera, come riportato dalCorona Immunitasiniziativa (33,
Figura 2), che ha utilizzato un disegno di campionamento sistematico

volto a rappresentare l'intera popolazione svizzera.

Ulteriori studi di sieroprevalenza convalidano ulteriormente le
nostre stime. Secondo Piler et al. (39, Figura 1), la frazione IgG-
positiva nella popolazione ceca era di circa 1'8% all'inizio di ottobre
2020, salendo al 16% entro la fine dello stesso mese, al 35% a
novembre, a circa il 42% a dicembre e gennaio 2021 e a circa il 56%
entro la fine di marzo 2021. Queste tendenze corrispondono
strettamente alla curva PCR-positiva a tre onde della Germania,
sebbene si siano verificate circa 4 settimane prima nella Repubblica
Ceca. In Pakistan, uno studio ha riportato tassi medi di IgG-positivi
del 23% a luglio-agosto 2020, del 28% a ottobre-dicembre 2020, del
48% a febbraio-aprile 2021 e del 78% a settembre-novembre 2021 (
40, Figura 2). Allo stesso modo, uno studio osservazionale su alunni
e insegnanti belgi ha riportato frazioni IgG-positive fino al 62% nel
dicembre 2021 (41).

Infine, I'Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS), il
Ministero Federale della Salute tedesco (BMG) e I'RKI sono tra gli
sponsor del progetto “Serotracker” (42), che mira a fornire una
panoramica globale degli studi sugli anticorpi SARS-CoV-2. Come
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di giugno 2025, molti degli studi citati sopra (33,34,39) sono
indicizzati nella piattaforma, sebbene altri, come Igbal et al. (40)—
non lo sono. Sebbene Serotracker sia una risorsa preziosa, il suo
utilizzo richiede cautela: la piattaforma spesso mostra solo un valore
di sieroprevalenza specifico nella sua interfaccia pop-up, mentre le
pubblicazioni sottostanti possono contenere set di dati piu estesi.

4 Riepilogo e conclusione

La principale scoperta emersa dalla nostra analisi dei dati ALM
sia sull'amplificazione degli acidi nucleici (PCR da tamponi mucosi)
sia sui test degli anticorpi IgG (sierologici) per SARS-CoV-2 in
Germania tra meta marzo 2020 e I'estate 2021 ¢ la seguente: solo il
14%, e forse anche meno, fino al 10%, degli individui identificati
come positivi al SARS-CoV-2 tramite test PCR erano effettivamente
infetti, come dimostrato dagli anticorpi IgG rilevabili.

La nostra conclusione & duplice. In primo luogo, il test delle IgG
condotto dai laboratori ALM & stato commissionato dall'RKI, a sua
volta subordinato al BMG. Ciononostante, I'acquisizione dei dati &
evidentemente cessata dopo la cw21 (2021) o, quantomeno, la
pubblicazione dei dati sul sito web dell'ALM (23) si € arrestato. I
risultati delle IgG osservati e pubblicati dall'ALM non sono stati
finora riconosciuti o comunicati dall'RKI, nonostante la trasparenza
nella comunicazione di tali dati dovrebbe essere obbligatoria, sia dal
punto di vista scientifico che in termini di rendicontazione pubblica.
In secondo luogo, la percentuale della popolazione tedesca con una
risposta immunitaria rilevabile al SARS-CoV-2 era gia sostanziale alla
fine del 2020. Circa un quarto della popolazione era portatore di
anticorpi IgG a quel punto, seguendo una traiettoria determinata
quasi esclusivamente da infezioni naturali. Entro la fine del 2021,
praticamente l'intera popolazione tedesca poteva essere considerata
IgG positiva.

Evidentemente, da marzo 2020 in poi, & stato condotto uno studio
nazionale tedesco di coorte sierologica sugli anticorpi, avviato e
supervisionato dall'RKI e dal BMG, sebbene non sia mai stato reso
pubblico come tale, né sia stato adeguatamente analizzato fino ad oggi.
Di conseguenza, le autorita tedesche hanno avuto accesso tempestivo e
affidabile a dati che tracciavano I'andamento della sieropositivita alle IgG,
dati che erano, di fatto, quasi rappresentativi della popolazione. Questi
dati avrebbero potuto fungere da parametro oggettivo per monitorare la
proclamata "situazione epidemica di rilevanza nazionale" ("Epidemische
Lage Nationaler Tragweite").

Invece, questo segnale sierologico rappresentativo e basato sull'evidenza
e stato ignorato a favore dell'affidamento settimanaleassoluto numero di test
PCR positivi, la cosiddetta "incidenza a 7 giorni" ("Sieben-Tage-Inzidenz").
Inequivocabilmente, questa definizione di incidenza produce un dato
scientificamente privo di significato nel contesto delle dinamiche dell'infezione,
poiché dipende interamente dal numero arbitrario (o imposto) di test PCR
eseguiti. Non si tratta quindi di un indicatore oggettivo della realta
epidemiologica, ma di un dato imposto amministrativamente, che riflette piu la
volonta politica che il rigore scientifico. Eppure, incomprensibilmente, questo
parametro di incidenza a 7 giorni € stato persino incorporato nella legge
tedesca sulla protezione dalle infezioni ("Infektionsschutzgesetz") come base

quantitativa per l'imposizione di misure di salute pubblica altamente restrittive.
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misure. Le carenze metodologiche e i processi istituzionali che
hanno consentito di elevarlo a status di politica richiedono una
rivalutazione critica, non solo per prevenire errori simili in futuro, ma
anche per ripristinare la fiducia nella governance della sanita
pubblica basata sulle prove.

Dichiarazione di disponibilita dei dati

I contributi originali presentati nello studio sono inclusi
nell'articolo/Materiale supplementare, ulteriori richieste possono
essere indirizzate all'autore corrispondente.

Dichiarazione etica

Per questo studio su esseri umani non & stata richiesta alcuna
approvazione etica, poiché i dati provengono da test di massa (PCR e
IgG) condotti da un consorzio di laboratori accreditati dalle autorita
tedesche. Questo studio € stato condotto in conformita con la
legislazione locale e i requisiti istituzionali. I campioni umani utilizzati
in questo studio sono stati acquisiti da persone selezionate dalle
autorita appartenenti alla popolazione tedesca e da pazienti in visita
medica. In conformita con la legislazione nazionale e i requisiti
istituzionali, non é stato richiesto il consenso informato scritto per
partecipare a questo studio da parte dei partecipanti o dei loro tutori
legali/parenti piu prossimi.
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