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NEUTRALISING ANTIBODIES TO SARS CORONAVIRUS 2 iN SCOTTISH BLOOD DONORS — A
PILOT STUDY OF THE VALUE OF SEROLOGY TO DETERMINE POPULATION EXPOSURE

iSKOCYALI KAN BAGISCILARINDA SARS CORONAVIRUS 2’ YE KARSI NOTRALIZAN ANTIKOR -
TOPLUM MARUZIYETINDE SEROLOJINiIN DEGERINi OLCMEDE ONCU CALISMA
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GIRIS

iskogyali kan bagiscilarinda serolojik bir calismayla SARS CoV 2’ye karsi gelismis
antikorlari saptanmaya ve SARS-CoV-2 maruziyeti tahmin edilmeye calisiimistir. 17, 21, 22 ve 23
Mart 2020 tarihlerinde kan bagiscilardan yaslar 18-75 yas arasi degisenler calismaya dahil
edilmistir. Psodotiplendirilmis SARS-CoV-2 virlisi mikrondétralizasyon (pMN) deney formati,
SARS CoV-2 nétralizan antikorlari agisindan incelenmistir. Bu format daha 6nce SARS-CoV-1 ve
Ebola Virls seroepidemiyolojik ¢alismalari icin de kullanilmistir. Daha sonra ELISA yontemi ile
antikorlarin spike proteinleri saptanarak dogrulama yapilmis, bdylece nétralizan antikorlarin
sikhg1 ve tahmini popilasyon maruziyeti sonuglari degerlendirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Ornekler: 17 Mart 2020’de toplanan 500 plazma 6rnegi ayrica 21-23 Mart 2020 tarihleri
arasinda toplanan toplam 500 plazma 6rnegi analiz edilmistir. Negatif kontrol grubu olarak
heniiz SARS CoV-2 Cin’de tespit edilmemisken, Eylil 2018 ve Aralik 2019 (IRAS Proje No. 18005)
tarihlerinde toplanmis 100 farkli donér érnegi Iskocya Ulusal Kan Transfiizyon Servisi (SNBTS)
anonim arsivinden c¢alisilmistir. Donér secim kriterlerine gore Suppl. Data. SNBTS kan bagiscilar
virolojik testler acisindan tam aydinlatilmis onam vermektedir. Kan bagislari SNBTS Kan
Kurulusu Yoénetimi'nde yapilmis ve calisma SNBTS Arastirma ve Ornek Yénetim Komitesi
tarafindan onaylanmistir. 7 adet temas takipli hasta numunesi PCR ile konfirme edilmis ve SARS
CoV-2 pozitif enfekte hasta ornekleri calismada pozitif kontrol olarak kullaniimistir. Pozitif
serum Ornegi alinan bireylerin hepsinde asemptomatik SARS CoV-2 enfeksiyonu vardi ve Birlesik
Krallik ISARIC WHO Klinik Karakterizasyon Protokol (CCP-UK) taburculuk isleminden 28 giin
sonraki zaman diliminde alinmislardi. Ornekler serolojik test éncesi 30 dakika boyunca 56°C’de
Ist ile inaktive edilmislerdir.
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SARS-CoV-2 Psodotip Mikronétralizasyon (pMN) Deneyi: Sentetik kodon uygun hale
getirilerek kullanilan ve ylzeyinde dikensi g¢ikintilari olan lentivirlis bazli bir SARS-CoV-2
psodovirts partikiili  yapilmistir (Sayr No: YP_009724390.1). Bu metot daha once
psodotiplendirilmis SARS-CoV-1, MERS-CoV ve Ebola Virlis yapiminda kullanilmistir. Virls
enfektivitesi HEK 293T ACE2 plazmid transenfekte hiicrelerin titrasyonuna gore belirlenmistir
(Nie et al, 2020). Noétralizan antikor titreleri (Nab) iki kath sonlanim noktali bir dizi seyreltinin,
10° bagil 1sik birimi (RLU) psédotiplendirilmis virls ile karistiriimasi ve 37°C'de iki saat inkiibe
edildikten sonra 10* HEK 293T ACE2-transenfekte hlicre ile karistirilmasi sonucu belirlenmistir.
Levhalar 37°C'de 72 saat inklibe edilmis ve daha sonra hiicreler eritilerek lusiferaz ekspresyonu
icin tayin edilmistir. No6tralizasyon titreleri 1Cso degerleri olarak verilmistir. Deney sirasinda
levhalar barkodlanmis ve kontroller aralikli olarak yapiimistir.

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA): Trimer S proteinin antikorlari ELISA ile
saptanmistir. MAXISORP immiin levhalar (442404; NUNC) StrepMAB-Classic (2-1507-001;iba) ile
kaplanmistir. Levhalar %2 yagsiz sit ile PBS iginde bir saat bloklandiktan sonra 0.125ug
¢Ozilnebilir SARS-CoV-2 trimer Spike protein veya PBS iginde %2 yagsiz st ile inkiibe edilmistir.
Bir saat sonra 1:50 dillisyonda plazma eklenmis, bunu 1:10.000 dilisyonda ALP ile konjuge
edilmis anti-human IgG (A9544; Sigma) veya 1:5.000 diliisyonda ALP ile konjuge edilmis anti-
human IgM (A9794; Sigma) izlemistir. Reaksiyon PNPP substrati eklenmesi ile gerceklestirilmis
ve NaOH eklenmesi ile sonlandirilmistir. Bir saat sonra absorbans 405nm olarak 6l¢ctlmustiir.

Analizin istatistigi ve Modellenmesi: Ornekler SciPy egri uygulamasi kullanilarak, Ferrara
& Temperton protokoliinde 6zetlendigi sekilde analiz edilmistir. Her levha (V) icin degerler, 6
negatif kontrol kuyucugunun (i) ortalamasinin cikartiimasiyla dizeltilmistir. Her bir 6rnek
degerin (S) standardize notralizasyon ylizdesi, her bir levha (p) icin 6 teknik pozitif kontroliin
ortalamalarinin karsilastirildigi denklemlerle hesaplanmistir.

SONUC VE TARTISMA

Seroloji Testleri: 1000 kan bagiscisi ve 100 pandemi oncesi kontrol kanindan (2019
senesinden) serum pMN deneyi ile anti-SARS-CoV-2 nétralizan antikoru agisindan incelenmistir.
Test 6rnekleri icinden randomize bir sekilde 17 Mart 2020’de alinanlar (sayi:500), 21-23 Mart
2020 tarihleri arasinda alinanlar (sayi:500) ve pandemi 6ncesi donemde Eylil 2018-Aralik 2019
arasinda alinanlar (sayi:100) secilmistir. Kan érnekleri tim iskogya’da kentler ve kéyler dahil
edilerek toplanmistir. Dondrler arasinda cinsiyet kadin ve erkek olarak esit dagilmis fakat yas
gruplar 18 ve 75 arasinda zorunlu tutulmustur; bu durum iskogya’da yasi 75ten biyik
popdulasyon icin belirsizlik yaratmistir.

2019 ve 2020 haftalarindan gelen 6rneklerin hepsi pMN tahliliyle 1:20- 1:640 dillisyonda
iki seyreltme serisi plazma kullanilarak g¢alisilmistir. Psddotiplendirilmis replikasyonun %50
bisyonunu (ICso) saglayan diliisyonun tahmini icin her bir dillisyonda antikora baglanan lusiferaz
sinyal azalmasi egriye uydurulmustur. ikinci bir 6l¢li derecesi ise, diliisyon serilerinin data
noktalarindan tahmini sigmoid egriye kadar uyum icin kullanilan sigdirma derecesidir ve R?
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olarak ifade edilir. Spesifik olmayan giris engelleyici 6rnekleri (konsantrasyona bagli olmayan)
disik bir R? degeri gosterecektir. 7 pozitif kontrol 6rneginden, 6 tanesi saptanabilen notralizan
egilim gostermis ve bunlar pandemi Oncesi Orneklerin Uzerinde kalmis ve iyi egri uyumu
gostermislerdir (ICso araligi: 83.18-323.59 ve R? araligi: 0.79-0.96; Resim 2). ikinci hafta bakilan
orneklerden toplam 5 tanesi notralizan antikor egilimi gdstermistir (1Cso araligi: 78.42-3434.90
ve R? araligi: 0.64-0.95). 2020’ye ait diger tiim 6rnekler dusuk ICso degeri, diisiik R? degeri veya
vakalarin ¢ogunda ikisinde de dlisik degerler gostermisler ve negatif olarak
siniflandiriimislardir.

Antikor sonuglarini dogrulamak igin, pozitif 6rnekler ve pMN deneyinde pozitif sinira
yakin olanlar da dahil olmak lzere negatif 6rneklerden bir kisim ile 1:50 dilisyonda anti-spike
protein ELISA’da IgG ve IgM antikorlari agisindan test edilmistir. ELISA analizi pMN tahlilinde
kesin pozitif sonug vermeyen ileri antikor pozitiflikleri belirlenmistir (ICso: 2.55; R%: 0.32; Resim
2’de sol asagida gosterilmistir). Optik dansiteler (ODs) pozitif kontroller ve kan bagisi
orneklerinden pMN tahlilinde pozitif olanlari kaydetmis ve 1gG ELISA’da noétralizan antikorlar ile
arasinda iyi bir korelasyon saptanmistir (Resim 3). pMN yonteminde zayif pozitif olan iki 6rnek
ELISA testinde de kesin olarak reaktif bulunmus ve bu calismada pozitif olarak
degerlendirilmistir. Diger tim Ornekler negatif idi. Dlslik veya saptanamayan IgM titreleri ELISA
ile saptanmistir (Data verilmemistir).

Sonug olarak, iskogya’da yapilan bu calismada edinilen ham seroprevalans tahminleri,
Mart 2020 ortalarinin iki 6rnekleme noktasinda 0/500 ve 6/500 olarak saptanmistir. Mart 21-23
araliginda toplanan orneklerden 6 dondr 6rnegi anti-SARS-CoV-2 agisindan pozitif, bir énceki
haftadan ve 2019’dan toplanan tim bagisci 6rnekleri ise negatif bulunmustur. Pozitif donérler
20-60 yas araliginda, Edinburgh Health Board (sayi=4), Grampian (sayi=1) ve Ayrshire & Arran
(sayi=1) gevresinden koken almaktaydi. Bu tahminler kan bagislayan popilasyonda onceden
SARS-CoV-2'ye maruziyetinin sonraki donemlerdeki yansimasini gostermistir. Ayrica bu ve daha
genis topluluklarda SARS-CoV-2'nin gec¢mis enfeksiyon sikliginin tahmin edilmesine ve
gelecekteki calismalarinda ¢oziilmesi gereken belirsizlikler icerdigini gostermektedir. Buna
ragmen, bu calisma SARS-CoV-2 gibi epidemilerin yayiliminin izlenmesi agisindan yeni bir metot
goziikmektedir ve bekleyen benzeri tehditlerin acil cevabinda rutin bir bilesen olarak dikkatle
kullanilmahdir



FIGURE 1

SAMPLING DISTRIBEUTION OF THE SCOTTISH BLOOD DONORS
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FIGURE 2

ASSOCIATION OF 1C., INEUTRALISING ANTIBODY) VALUES
AND R* (GOODNESSS OF CURVE FITS) OF THE TEST SAMPLES
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FIGURE 3

REILATIONSHIP BETWEEN 7., AND ELISA REACTIVITY OF POSITIVE SAMPLES

ELISA Optical Density vs Mall Msoamal Inhibtory Concentration
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