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GiRIS

Milano SARS-CoV-2 salgini sirasinda, agir hastalarin %26’ sinin 6limuyle en agir darbeyi
alan bélgelerdendi. italya niifusunun %9.8' inin SARS-CoV-9 tarafindan enfekte oldugu tahmin
edilmektedir. SARS-CoV-2 replikasyonunu COVID-19 tanisi ve iyilesenlerde 1gM/IgG
serokonversiyonu izler. Yilda 40.000 kan bagisi toplayan Milano'daki ana kan merkezinde
gergeklestirilen bu ¢alismada, salgin sirasinda saglikli ve asemptomatik bireylerlerdeki SARS-
CoV-2 antikor reaktivitesinin durumunu, enfeksiyonla iliskili risk faktorlerini ve laboratuvar

ozelliklerini incelemek amaclanmistir.

YONTEMLER

GCalisma gruplari: SARS-CoV-2 seroprevalansini degerlendirmek icin, 24 Subat (italyan
salgininin ilk haftasi) ile 8 Nisan 2020 arasinda kan bagisi yapan 3.586 kisi icerisinden, giinde
rastgele secilen 20 kisi olmak Uizere toplam 789 kisi ¢alismaya dahil edilmistir. 26 Mart'tan bu
yana kan bagiscisi kriterlerine uyan bagiscilar icin ek olarak, bagistan 6nceki 14 giin boyunca
COVID-19 semptomlari bulunmayan ve dogrulanmis vakalarla yakin temasi olmayan kisiler
donor kabul edilmistir. 789 kisinin klinik 6zellikleri ve anti-SARS-CoV-2 antikorlarinin varlgi
Tablo1'de gosterilmistir.

Salgindan 6nceki dénemde epidemiyolojik egilimler hakkinda bilgi edinmek igin, Aralk

2019 ve Mart 2020 arasindaki 184 kan bagisisinin sahit numuneleri calismaya dahil edilmistir.
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Anti-SARS-CoV antikorlarinin degerlendirilmesi: Plazma o6rneklerinde SARS-CoV-2'ye
karsi IgM/1gG varligi lateral flow immiinoassay (COVID-19 IgG/IgM Hizh Test, Prima Lab, Balerna,
CH) ile belirlenmistir. Antikor, SARS-CoV-2'nin nikleokapsid antijenine karsi idi. Lateral flow
immiinoassay’de; IgG icin 6zglllik %98.0, duyarlilik %100, dogruluk %98.6; IgM icin Ozgulllik
%96.0, duyarlihk %85.0; dogruluk %92.9 bildirilmistir. Test, kolay, hizli ve predonasyon taramasi
icin uygulanabilir idi. Test, iki bagimsiz uzman tarafindan okunmus, cok zayif veya slipheli pozitif
sonuclar spesifik olarak kabul edilmemistir. Serolojik test, pozitif kontrol olarak, Subat ve Mart
2020 arasinda gRT-PCR ile teyit edilmis 22 COVID-19 hastasinin plazmasinin test edilmesiyle
dogrulanmistir. Negatif kontrol olarak, 2009 vyilindaki 120 kan dondrinidn serumlari
kullanilmistir. Lateral flow immiinoassay IgG testi, SARS-CoV-2'nin spike proteinindeki

antijenleri degerlendiren inhouse bir ELISA testiyle valide edilmistir.

SONUCLAR

Testin Validasyon Sonuglari

Pozitif kontrol grubu 22 hastada (hastaneye yatirildiktan 10 giin sonra) Lateral flow
immuinoassayde duyarhlk 1gG igin %100, IgM igin %68 saptanmistir (Sekil S1). Hafif
semptomatik bir kiside 1gG belirgin pozitif saptanmistir (nasal swab ile viral RNA'nin negatif hale
gelmesinden iki hafta sonra).

Negatif kontrol grubunda 120 hastada 6zgiillik %98.3 (IgM pozitif ve IgG pozitif her ikisi
icin %99.2). Yanls pozitif iki birey altmish yaslarindaydi. IgG pozitif erkek hasta aktif trolojik
kanser, IgM pozitif kadin hasta ise romatoid artrit tanisi almis idi.

Lateral flow immiinoassayin 1gG'yi saptamak icin ELISA testi ile iyi bir uyumu vardi.

Salgin sirasinda seroprevalans egilimleri

Genel seroprevalans, IgM, IgG ve kombine profildeki egilim Figure 1'de gosterilmistir.
Salginin baslangigtaki yayginhgr %4,6; testin ayarlanmis tahmini yayginhg %2.7 (%0,3-6)
saptanmistir. Sosyal izolasyon dnlemlerinin kademeli olarak uygulandigi calismamiz déneminde
(Figure 1A), ayarlanmis seroprevalansinda IgG pozitiflikerindeki artis sebebiyle strekli olarak
artmis ve %7,1 (%2,4-%9,0 arahginda) olmustur. 1gM pozitifligindeki degisme ise anlamli

bulunmamistir.



Calisma periyodunda kombine 1gM/IgG pozitifliginin degisimi Figure 1B' de
sunulmaktadir. Calismadan onceki 3 ay boyunca seroprevalans, ek sonuclar Figure S2' de

bildirilmistir.

Seropozitif bireylerin klinik 6zellikleri

Gahsmadaki 789 saglikli donoriin SARS-CoV-2 IgG pozitifligi ve IgM pozitifligi ve bagimsiz
verilerle durumu Tablo 2' de gosterilmistir. 1gG pozitifligi zamanla giderek artmaktadir ve geng
bireylerde daha sik saptanmistir. 1gG pozitifligi laboratuvar parametrelerindeki degisimlerle
iliskili bulunmamugtir.

Table 3’ de calismadaki 789 saglikli donérdeki SARS-CoV-2' ye karsi IgM antikorlarinin
(n=24) saptanmasiyla iliskili biyokimyasal ve hematolojik parametreler gosterilmistir. IgM
pozitifligi ileri yasla birlikte artmis ancak zamanla degismemistir. IgM pozitifligi 6zellikle 45
yasindan blyik dondrlerde daha sik gozlenmistir. 1gG serokonversiyonu yash bireylere gore
(IsM pozitifligi) genclerde daha sik saptanmistir. IgM pozitifligi bagimsiz olarak yilksek

trigliseritlerle, eozinofillerle ve lenfositlerle iliskilendirilmistir.

TARTISMA

Salgin baslangicinda saglikh yetiskinlerin yaklasik %4.6' si IgM (%3.7) ve/veya IgG (%2.0)
icin zaten pozitif oldugu, SARS-CoV-2 enfeksiyonu gergek prevalansinin tahmini yaklasik %2.7
(Bayesian yaklasimla %1) oldugu bulunmustur. Bu veriler, siddetli COVID-19 vakalarinda hizh
artis goézlenmeden once enfeksiyonun popilasyonda yayildigini géstermektedir. Calisma suresi
boyunca IgG pozitifliklerinde her hafta %2.7 + 1.3'liik bir artis orani gézlemlenmistir. Bununla
birlikte, 1gG serokonversiyonu, blylk sosyal izolasyon 6nlemleri uygulanmadan 6nce edinilmis
enfeksiyonlari yansitmaktadir.

Yasin seroprevalans egilimleri Uzerindeki farkh etkisi (yani, genclerde 1gG ve yaslilarda
IgM), SARS-CoV-2 yayihminin kisitlamalardan 6nce genc bireyler arasinda daha yaygin oldugunu,
okullarin ve Universitelerin kapatilmasindan sonra ise yayilimin ¢alismaya devam eden daha ileri

yash aktif bireyler arasinda devam ettigini desteklemistir. Bu veriler okullarin kapatilmasinin ve
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karantinanin yararini da gostermektedir. A kan grubunun IgM/G pozitifliginde anlaml bir etkisi

gozlemlememistir.

llging bir sekilde, artmis trigliserit, eozinofil ve lenfosit diizeyleri ile IgM pozitifligi ile
arasinda tutarh bir iliski tespit edilmistir. Hipertrigliseridemi, COVID-19' lu hastalardaki
inflamasyon ile iliskilendirilmistir, ancak ciddi enfeksiyon genellikle dolasimdaki lenfositlerin ve
eozinofillerin azalmasi ile iliskilidir. Sirkiilasyondaki I6kosit cevabi ve belirgin bir bagisiklik
modelinin SARS-COV-2' ye karsi etkili bir bagisiklik reaksiyonunun isareti oldugu dusindlebilir.
Dikkat cekici bir sekilde, eozinofiller yakin zamanda akcigerde viral enfeksiyonlara mukoza
cevabi, immiin homeostaz ve bagirsakta IgA (retimi ile iliskilendirilmistir. Bununla birlikte, testin
tanisal dogrulugu ve hastalik prevalansi goz o6niine alindiginda, vakalarin Ugte birinden
fazlasinda pozitif testlerin blyik ihtimalle spesifik olmamasi nedeniyle, bu bulgularin
yorumlanmasi kisithdir.

Bu calismanin baska kisitlamalari da vardir. Epidemiyolojik ¢alismalar ‘igin yeterli
performans gostermesine ragmen, lateral low immuinoanalizlerinin dogrulugu sinirli olabilir.
Takip verileri henliz mevcut olmasa da, kullandigimiz test vakalarinin bir grubu ELISA ile
dogrulanmistir. Ek olarak, testin duyarhliginin fazla tahmin edilmesi, SARS-CoV-2
enfeksiyonunun gercek prevalansinin ilimh disik tahminine yol agmis olabilir, ancak g¢alisma
sirasindaki ayarlanan IgG pozitiflik artis orani daha az etkilenmistir. Kan dondrleri genellikle
genel poptllasyondan daha sagliklidir, bu nedenle diger gruplardan daha fazla sosyal etkilesime
sahip olabilirler. Ayrica, ciddi COVID-19 riski degisken olan cok genc ve cok yaslh insanlar bu
gruba dabhil degildir.

Sonuc olarak, SARS-CoV-2 enfeksiyonu COVID-19 salgininin baslangicinda Milano' da
zaten dolasmaktaydi. Sosyal mesafe gen¢ bireylerde daha etkili olabilir ve 8 Nisan 2020' ye
kadar saglkli yetiskinlerin %2,4-9,0' inda serokonversiyon kaniti ortaya cikmistir. Asemptomatik

enfeksiyonun laboratuvar testleri Gzerinde (lipid profili ve kan sayimi gibi) etkisi olabilir.
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Figure Sa. Frequency of positivity for IgG + alone, IgM + alone, IgG and IgM + in patients tested before and

after ten days since the onset of symptoms.
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Figure 1. Seroprevalence trends during the COVID-1g9 Milan outbreak and lock-down. A) Overall
seropositivity, IgM+ and IgG+ trends in 789 healthy blood donors enrolled in the CoDS study, stratified by
the time of evaluation (bi-weekly periods). P values were adjusted for age, sex, and BMI. Main political
measures to limit the contagion have been highlighted in the timeline. B) Frequency and pattern of antibody

positivity during the study period (n=789).
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Figure S2. A) Frequency and pattern of antibody positivity during the preceding months in 184 individuals

e ¢ m’.;.

older than 4o years with dysmetabolism, and in a comparable subgroup of blood donors during the study
period. Historical controls are shown as reference for the specificity of the test. B) Trends in IgM+ and IgG+

in 973 donors stratified by month of evaluation.
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Table 1. Clinical features of 78q individuals, who donated blood between February 24™ and April 8%,

stratified by the presence of anti-SARS-CoV-2 antibodies.

SARS-CoV-2 P-value*
antibodies
Present Absent
N= 40 (5.2) 749 (94.9)
Age, years 42.6213.4 40.7¢13.2 0.37
Sex, F 10 (25.0) 266 (35.6) 0.26
Residency, 24 (60) 497 (66.4) 0.91
Milan
Health-care 2 (s) 35 (53) 0.75
profession, yes
8MI, Kg/m® 255433 24-3¢3.7 0.040
Arterial 2 (3.2) 60 (8.1) 076
hypertension,
yes
Smoking, active | 7 (27.9) 197 (27.3) 0.27
ABo blood 16/16/0/2/6 (s0/40f0/5/15) | 342/287/3/27/90 (45.6/38.4/0.4/3.6/12.0) | 0.92
group:
o/AlA1/AB/B
Week of 4.5 [2-6] 4.0 [2-5] 0.10
outhreak, n
Lymphocytes, 1.9440.54 1.9140.52 0.70
10'/mm’
ALT, U/l 25.3811.9 25.6216.0 081
GGT, IUN 24.3%20.0 18.2#331 0.090

Data are shown as mean+5SD, median [IQR], N (%) values. ALT: alanine aminotransferases, GGT: gamma-

glutamyl transferases. * At logistic regression analysis.
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Table 2. Independent predictors of the presence of anti-SARS-CoV-2 IgG and IgM antibodies in 789 healthy

individuals, who donated blood between February 24" and April 8™

IgG+ IgM+
OR 95% C.i. P-value* | OR 95% C.i. P-value®
Age, per 0.96 0.93-1.00 0.043 1.05 1.02-1.09 0.002
year
Sex, F 0.61 0.24-1.61 0.31 0.78 0.30.2.03 0.60
BMI, Kg/m® 1.07 0.97-1.17 0.21 1.07 0.96-1.18 0.24
Time, weeks | 1.26 1.00-1.57 0.039 0.85 0.24-3.02 0.80

NA: not assessed. * At logistic regression analysis adjusted for the independent predictors shown in the

table; © Further adjusted for IgG.

Table 3. Biochemical and hematological parameters associated with detection of IgM antibodies (n=24)

against SARS-CoV-2 among 789 healthy individuals, who donated blood between February 24™ and April

8"
M Estimate+SE P-value®
Triglycerides, mg/dl 409 +0.017+0.006 0.0078
HDL cholesterol, mg/dl 409 -0.068+0.035 0.058
Easinophils, 10°/mm? 789 +2.59+1.24 0.036
Lymphocytes, 10°/mm? 789 +0.81+0.42 0.048

* At logistic regression analysis adjusted for age, sex, BMI, presence of 1gG antibodies. P values <0.1 are
shown. No significant association was found between IgM+ and AST, ALT, GGT, glucose, total cholesterol,
creatinine, Hb, MCV, circulating neutrophils, basophils, menocytes and presence of arterial hypertension. SE:

standard error. Results are shown for P<0.1,



