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GiRiS:

Kullanilan simiilasyon modellerinin COVID-19 vaka ylkind, verilecek saglik hizmetini ve
olimleri dogru tahmin edebilmesi icin, patojenin popiilasyona giris tarihinin dogru bir sekilde
degerlendirilmesi gereklidir. SARS- CoV-2'nin topluma tam olarak giris zamanini belirlemek icin
klinik selunum yolu orneklerinin geriye doniik olarak molekiler incelenmesi, niikleik asit testi
(NAT) ve bazi durumlarda filogenetik analizler gibi stratejiler gelistirilmistir. Erken filogenetik
analizler, SARS-CoV-2 "nin Ekim-Aralik 2019 arasinda ortaya ¢iktigini disiindlirmektedir. Cin'den
sonraki ilk vakanin Tayland’da ciktigi kaydedilmis olsa da 27 Aralik 2019 da Fransa’da hastanede
yatan bir hastanin solunum yolu érneklerinden geriye doniik olarak yapilan molekuler testlerde
SARS-CoV-2 gosterilmistir. Benzer sekilde Seattle, Washington bdlgesinde 18 Ocak-"9 Subat 2020
tarihleri arasindaki arsivienmis solunum yolu orneklerinden geriye doniik yapilan molekiler
testlerde de SARS-CoV-2 gosterilmistir.

Serolojik testler daha 6nce; HIV'de oldugu gibi viral enfeksiyonlarin topluma giris
zamanini belirlemek icin kullanilmistir. Geriye dénik yapilacak serolojik testler, solunum yolu
orneklerinden yapilan molekiler test sonuglarini gliclendirebilir. Bu ¢alisma, serolojik testlerle
SARS-CoV-2 virtstunin ABD’ne giris zamanini belirleyebilmek i¢in planlanmis olup; 13.12.2019-
17.01.2020 tarihleri arasinda Amerikan Kizil Hag Kurumu tarafindan kabul edilen kan bagislarina

ait sahit numunelerde SARS-CoV-2 reaktif antikorlarinin serolojik calisiimasi yoluyla yapilmistir.



GEREC VE YONTEM
Calisma, Amerikan Kizil Hag Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir. ABD’'deki gontilltilerden
mobil ve yerlesik bagis yerlerinden kan toplanmaktadir. Subat 2020’ye kadar normal
sorgulamaya ek olarak SARS-CoV-2 acisindan kan bagiscilarinin Cin‘e seyahat oOykulsi
irdelenmemistir. Bagis oncesi bagiscilarin tim degerlendirmeleri yapilmis, bagisci serumlari FDA’
nin belirledigi kurallar geregince enfeksiyoz belirtegler acisindan test edilmis ve sonrasinda
transflizyon iliskili enfeksiyonlar# agisindan “sahit numune” leri dondurulmus ve arsivlenmistir.

Calisma kapsaminda 7.389 bagisin sahit numuneleri kullaniimistir. Bagis¢i numuneleri 13
Aralik 2019 ve 17 Ocak 2020 tarihleri arasinda ABD’deki 9 eyaletten (California, Connetticut,
lowa, Massachusttes, Michigan, Oregon, Rhode Island, Washington ve Wisconsin) toplanmis ve
Atlanta’daki CDC merkezine gonderilmistir.

CDC’ ye ulagan orneklerde 6ncelikle pan-lg ELISA yontemi ile S1 ve S2 domainlerini
iceren spike proteini (S) taranmistir. ELISA tekniginde 1/100 diliisyonda ¢aligilan_ numunelerin
optik dansitesi (OD) 0,5 veya daha Ustiinde olanlar ilk reaktif numune olarak kabul edilmistir. ilk
reaktif-numuneler 1/100 ve 1/400 dilisyonda, ayni teknik kullanilarak tekrar calisiimis ve
dogrulamasi yapilmistir. Bunun sonucunda OD 0,4 de esik orani 1 ve Uzerinde sinyal veren
numuneler dogrulanmis reaktif olarak kabul edilmistir. Diizeltilmis OD nin 0,4 kabul edildigi
1/100 dilusyonda, testin spesifitesi %99,3 sensitivitesi ise %96 olarak hesaplanmistir. PCR ile
dogrulanmis, sik gorlilen diger corona viriis serumlari da bu teknikle calisilmis; 42 numunenin
sadece 4 tanesi akut ve iyilesme dénemlerinde sinyal vermesine karsin, verdikleri sinyaller cut-
off degerinin altinda kalmistir.

Dogrulanmis  reaktif numunelere sonrasinda canli SARS-CoV-2USA-WA1/2020 ile
mikronotralizasyon testi, SARS-SaV-1 S1 pan Ig ELISA (Ortho Clinical Diagnostic, Raritan NJ) testi
ve serumun S reseptor baglanma proteini (RBD) ile hiicresel ACE2 reseptori arasindaki
baglanmayi bloke etme kapasitesini 6l¢en surrogate notralizasyon testi uygulanmistir.

Mikronétralizasyon testi icin, serumlar 1/20 ve 1/640 arasinda her defasinda ikiye
katlanacak sekilde diliie edilmis ve viriisle 37 °C de 30 dakika inkiibe edildikten sonra VeroCCL-
81’e inokiile edilmistir. 5 giinltik inkiibasyondan sonra canli ve 6li hiicreleri gozlemleyebilmek
icin formalin-kristal viyole ile fikse edilmis ve boyanmistir. Viral enfeksiyonun inhibe edildigi en
yuksek serum dilisyonu nétralizasyon titresi olarak belirlenmis ve bu titrenin 1/40’dan blylk
olmasi pozitif olarak kabul edilmistir. SARS-SoV-1 S1 pan Ig ELISA ve surrogate ndtralizasyon testi

firmalarin belirttigi prosedirler dogrultusunda yapilmistir.



Bu calismanin istatistiksel analizi, bagislarin bolgesi, tarihi ve bagiscilarin yasi ve cinsiyeti

kullanilarak SAS versiyon 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC) programi ile yapilmistir.

SONUGLAR

Calismada, CDC’ ye Anti-SARS-CoV-2 testi icin gonderilen 7.389 sahit numunenin 106
tanesinde pan-lg S ELISA ile dogrulanmis pozitiflik tespit edilmistir. Testin dogrulanmasi
sirasinda, 519 gercek negatif serumdan 3'U sinyalin Gzerinde reaktivitelere sahipti. Bu gercek
negatif serumlar (n = 377), saglkli bireylerden, hanta virlisii hastalarindan (n = 101), HIV pozitif
bireylerden (n = 10), hepatit B pozitif bireylerden (n = 10) ve hepatit C pozitif bireylerden (n =
10) toplanmistir. Gergek pozitif 99 adet . serum PCR ile.dogrulanmis semptomatik COVID-19
hastalarindan elde - edilmis ve bunlarin sinyal degerleri (0.11-6.99) ortalama 6,10 olarak
hesaplanmistir.

106 dogrulanmis reaktif serumdan 67'si, 1.0 ile 2.11 arasinda esik cut-off’'unun Gzerinde
sinyal veren gercek negatif serumlarla ayni aralikta bulunmustur. Buna ragmen 106 dogrulanmis
reaktif numunenin 32 tanesinin cut-off’ lar 2,12-4,08 ve 4 tanesinin de >4,30 olarak gercek
negatif numunelerin cut-off limitlerinin tGzerinde bulunmustur.

106 dogrulanmis reaktif numunenin 90 tanesine izotip- spesifik spike protein ELISA
testleri, Ortho pan-lg S1 testi, mikronotralizasyon testi ve surrogate notralizasyon testi
yapilabilmistir. Mikronotralizasyon testinde 90 serumun 84’Unde son titre >40 bulunmustur.
Anti-spike protein izotip cevabinda, 90 numunenin 39 unda (%43,3) S-reaktive hem IgG hem de
IgM pozitif, 8’inde IgM pozitif, 29 unda IgG pozitif ve kalan 14’tinde pan 1gG ile test edildiginde
pozitif sonug alinmistir. Ortho S1 pan Ig testiyle sadece tek bir serum 1.89 esik cut-off da sinyal
vermistir. Ve son olarak surrogate notralizasyon ile 21 serumda %20-30, 1 serumda %45 ve 1
serumda %71 inhibisyon goésterilmistir. TUm test sonuclari her bir numune ile karsilastinldiginda,
numuneler arasinda testlerde pozitiflik olusmasi yoniinde belli bir patern gosterilememis, her
bir bagis numunesinin kendine 6zgi test sonuglari oldugu gorilmustir. Bu sonuglar, potansiyel
reaktif numunelerle, SARS-CoV-2 enfekte kisilerin numuneleri arasinda net bir semanin
kurulamayacagini gosteriyor olabilir.

Tekrarlayan reaktivitede bagiscilarin ortalama yasi 52 olarak bulunmustur, Calismanin
tarih araliginda erkek bagisci sayisi (ortalama %54,35) kadin bagisci sayisindan fazlalik gostermis
ve yine calismada erkek bagiscilardaki reaktiflik orani ortalama %1.85 iken kadin bagiscilarda

ortalama %1.05 olarak bulunmustur. Calismadaki 13-16 Aralik 2019 tarihlerinde California,
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Washington ve Oregon eyaletlerinde reaktivitenin cogunlukla 40 vyas usti bagiscilarda

bulundugu gosterilmistir.

TARTISMA

Bu calisma sonucunda, 13-16 Aralik 2019 tarihlerinde bagslica California, Washington ve
Oregon eyaletlerinde olmak tizere, 106 serum 6rneginde SARS-CoV-2 reaktif antikorlarinin tespit
edildigi gosterilmistir. Bu pozitiflik ABD'nin bati kisimlarinda resmi olarak belirtilen pozitiflik
tarihinden dnce SARS-CoV-2 enfeksiyonu bulundugunu ya da popilasyonun az bir kisminda
daha 6nce bulunan bir antikorun SARS-CoV-2 S’e baglanabilecegini gostermektedir. Benzer
sekilde Connecticut, lowa, Massachusetts, Michigan, Rhode Island ve Wisconsin’de de 2020
Ocak ayinin baslarinda SARS-CoV-2 reaktif antikorlari tespit edilmistir. Bu sonuglar, SARS-CoV-2
enfeksiyonunun resmi olarak agiklanan 19 Ocak 2020 tarihinden 6nce de ABD’nde bulunup
bulunmadigini sorgulatmaktadir.

COVID-19 epidemisinin gorilmesiyle, bu enfeksiyonun daha o©nceden gegcirilip
gecirilmedigini tespit etmek amaciyla SARS-CoV-2'ye yonelik pek cok serolojik test gelistirilmistir.
Yakin zamandaki bir calismada, serum SARS-CoV-2 antikorlari ile 6zellikle OC43 olmak lizere sik
gorilen insan corona virlslerinin az bir kisminda ELISA testlerinde cross-reaktivite ve yine bu
diger corona viruslar ile daha o6nceden enfekte olmus kisilerin serumlariyla SARS-CoV-2'nin
ozellikle S proteininin S2 kismina karsi notralizan aktivite gosterilmistir.

Yakalama antijeni olarak SARS-CoV-2 spike proteinini igeren pan-lg ELISA testlerinde
reaktif ornekleri daha iyi karakterize etmek wve bunlari c¢apraz reaktiviteden yaygin
koronavirusleri ayirmak icin daha spesifik SARS-CoV-2 testi yapilmistir. Serolojik testlerde
antijen olarak S1 proteinin tiim S proteinine gore daha spesifik oldugu gosterilmistir. Yine yakin
zamanda yapilan calismalarda COVID-19 gecirdigi dogrulanan hastalarin serumlarinin sadece
SARS-CoV-2 S- spesifik IgG antikorlari icerdigi, IgM ve IgA icermedigi; bu serumlardaki nétralizan
aktivitenin spike proteinin sadece S2 kismina kars! olustugu gosterilmistir. Bu sebepten IgM ve
IgA antikorlarinin bulunmasi ve S1 spesifik baglanma aktivitesi SARS-CoV-2 antikorlarini diger

corona virls antikorlarindan ayirt etmeye yardimci olabilir.

Bu ¢alismada 90 reaktif serumun 84 i (%93) SARS-CoV-2 virlisa karsi notralizan aktivite,
39 (%44,3) serumda hem IgG hem de IgM SARS-CoV-2 S spesifik antikorlari, 2 (%2,2) serumda

surrogate notralizan akivite ve 1 (%1,1) serumda da SARS-CoV-2 S1 spesifik Ig gosterilmistir.
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Toplu olarak bu veriler, reaktif kan bagis¢i serumlarinin en azindan bir kisminin énceki SARS-CoV-
2 enfeksiyonundan kaynaklanabilecegini goéstermektedir. Connecticut'ta 10 Ocak 2020'de
toplanan bir serum, 320 noétrlestirme titresi, 6,75 sinyal esik orani ve yedek notrlestirme
aktivitesi ile %70 inhibisyon aktivitesi gostermis, ancak Ortho S1 reaktif tespit edilmemistir. Bu
veriler, bagisin muhtemelen gecmis veya aktif SARS-CoV-2 enfeksiyonu olan bir kisiden geldigini
gostermektedir.

SARS-CoV-2 disindaki diger insan corona viriis enfeksiyonlariyla capraz reaktivite
olasiligindan dolayi bu ¢calismadaki verilerde asagida belirtilen kisitlamalar bulunmaktadir.

1. Hicbir serum “gercek pozitif” olarak kabul edilemez. Gergek pozitif serumlar ya pozitif
molekiiler testi olan kisilerden ya da akut ve iyilesme donemlerinde toplanmis olup cift
serum Orneginde titre artisi olmalidir.

2. Bu calismadaki bagislar belirtilen eyaletlerdeki tiim bagislan gostermemektedir ve bu
sebepten elde edilen sonuglar calisma tarih araliginda yapilan tim ‘bagislar icin
genellestirilemez.

3. SARS-CoV-2 enfeksiyonuna karsi bazi serumlarda saptanan antikorlarin toplum kokenli mi
yoksa seyahat kékenli mi oldugu sonucu gikarilamamaktadir.

4, Her ne kadar yuksek spesifitesi olan test kullanilsa da 6zellikle diisiik prevalansh yerlerde
vanlis pozitif sonuglar gérulebilmektedir.

Bununla birlikte, bu calismada tanimlanan reaktif 6rneklerin sayisi, pan Ig spike ELISA'nin
ozgllligi goz oniline alindiginda beklenenden daha yiiksektir. Ayrica, mikro notralizasyon, SARS-
CoV-2' ye 0zgli 1gG ve IgM'nin tespiti ve SARS-CoV-2 S1'e 6zgli Ig reaktivitesi gibi ek kanitlar, tim
reaktif numunelerin yanls pozitifleri temsil etme olasilhigini ¢cok diistik kilmaktadir. Aralik 2019'un
ortalarinda ABD'nde SARS-CoV-2'ye 6zgu antikorlarin varligini 6ne stiren mevcut bulgulari daha
da desteklemek icin insan orneklerinin molekiler veya serolojik yontemlerle retrospektif
analizlerini iceren daha ileri calismalar gereklidir.

Bu galisma ayni zamanda kan bagislarinin SARS-CoV-2 siirveyans c¢alismalari i¢in de ne
kadar 6nemli bir kaynak oldugunu gostermektedir. CDC, ABD genelinde birden fazla boélgede
SARS-CoV-2 enfeksiyonunda kan bagislari ve klinik laboratuvar 6rnekleri kullanarak strekli
gbzetim yapmak icin federal ve hikimet disi ortaklarla birlikte calismaya devam etmektedir.
Elde edilecek ilerlemeler, bu yeni virlisiin epidemiyolojisinin anlasiilmasini pekistirecek ve COVID-

19 ile iliskili morbidite ve mortaliteyi azaltmak icin gerekli miidahaleleri iyilestirecektir.



