4 OH.R

ONE HEALTH &

VOL. 2, ISSUE 2
RISK MANAGEMENT

2021

& MEDICAL
SCIENCES

EVALUAREA PREZENTEI ANTICORPILOR ANTI SARS-COV-2 LA DONATORII
DE PLASMA CONVALESCENTA CU SCOPUL DE A ARGUMENTA UTILIZAREA
LOR IN TRATAMENTUL COVID-19

Constantin

SPINUY,

Svetlana CEBOTARI2, Octavian SAJIN!, Igor SPINU2 Ala DONOS3,

Ana VOLNEANSCHIY, Igor GOSTEV?Y, [urie DOPIRA#

1Agentia Nationala pentru Sandtate Publicd, Republica Moldova

2Centrul National de Transfuzie a Sangelui, Republica Moldova

3Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,Nicolae Testemitanu”, Republica Moldova
4 SC Balkan Pharmaceuticals SRL, Chisinau, Republica Moldova

Autor corespondent: Octavian Sajin, e-mail: octavian.sajin@ansp.gov.md

DOI: 10/38045/0hrm.2021.2.08

CZU: 616.98:578.834.1-078

Keywords: COVID-19
treatment, plasma
donors, anti SARS-
CoV-2, IgG class anti-
bodies.

Cuvinte cheie: trata-
mentul COVID-19,
plasma donatorilor,
anti SARS-CoV-2, an-
ticorpi IgG.

ASSESSMENT OF ANTI SARS-COV-2 ANTIBODIES PRESENT IN CONVALESCENT
PLASMA DONORS AIMED AT BEING USED IN COVID-19 TREATMENT

Introduction. Currently, COVID-19 treatment includes several options, including the use
of convalescent plasma. Therefore, the presence of anti-SARS-CoV-2 in blood donors after
the clinical recovery of COVID-19, depending on their place of residence, age and the clin-
ical manifestation of the disease is of scientific-practical interest.

Material and methods. A total of 119 donors among patients were examined, namely
males aged 18-60 years, having a past history of COVID-19 disease, being confirmed by
PCR and treated, showing a negative PCR-based test result, which was performed at least
14 days after clinical recovery. The presence/absence of anti-SARS-CoV-2 was assessed by
enzyme-linked immunosorbent assay.

Results. The obtained data showed that 87.4% of plasma donors responded to COVID-19
infection by anti-SARS-CoV-2 IgG expression, being predominantly found in the 26-35 age
group. Most donors experienced mild and medium clinical forms. It is important to note
that all severe clinical manifestations of the infection were followed by formation of anti-
SARS-CoV-2 IgG. Urban living environment was predominantly found in convalescent do-
nors (75.0%), which indicates that they are better informed by medical institutions.
Conclusions. The study shows that male blood donors aged 18-60 years, subsequently cured
and being positive to anti-SARS-CoV-2 IgG can serve as a source of fresh plasma used for the
treatment of COVID-19 patients.

Introducere. Tratamentul COVID-19 include mai multe optiuni, inclusiv utilizarea
plasmei convalescente. Astfel, prezintd un interes stiintifico-practic existenta anticorpilor
anti SARS-CoV-2 la donatorii de sdnge dupd recuperarea clinica de COVID-19, in functie de
mediul de trai, de vdrstd si de forma de manifestare clinicd a bolii.

Material si metode. Au fost examinati 119 donatori din rdndul pacientilor, persoane de
sex masculin, cu vdrsta de 18-60 ani, cu istoric de boald COVID-19, caz confirmat prin PCR,
vindecati, cu rezultat negativ pentru COVID-19, confirmat de testul PCR, la cel putin 14 zile
de la recuperarea clinicd. Prezenta/absenta anti SARS-CoV-2 a fost apreciatd prin analiza
imunoenzimaticd.

Rezultate. Datele obtinute relevd cd 87,4% dintre donatorii de plasmd au rdspuns la in-
fectia COVID-19 prin expresia anti SARS-CoV-2 IgG, cu predominare in grupul de vdrstd de
26-35 ani. Majoritatea donatorilor au facut forma clinicd usoard si medie. Este important
de mentionat cd toate formele clinice grave de manifestare a infectiei au fost insotite de
producerea de anti SARS-CoV-2 IgG. Donatorii sunt preponderent din mediul urban (75%),
fapt ce indicd cd acestia sunt mai bine informati de institutiile medicale.

Concluzii. Donatorii de sdnge de genul masculin, cu vdrsta de 18-60 ani, au avut o imuno-
genezd activd in urma infectdrii cu SARS-CoV-2, manifestand un nivel inalt de pozitivitate
la anticorpii infectiei date.

|58



ONE HEALTH &
RISK MANAGEMENT

4 OHR

VOL. 2, ISSUE 2
2021

INTRODUCERE

La momentul de fatda sunt studiate mai multe
optiuni pentru tratamentul COVID-19, printre
care se evidentiaza medicamente nou concepute
pentru a viza SARS-CoV-2, dar si unele variante
terapeutice deja existente si implementate in tra-
tamentul altor maladii. Optiunile terapeutice in-
vestigate pentru COVID-19 pot fi clasificate dupa
cum urmeazd: tratamente cu rezultate bune
(Dexametazona, Remdesivir) (1, 2, 3, 4, 5); trata-
mente promitdtoare (plasma convalescenta, anti-
corpi monoclonali, Famipirovir, interferon) (6, 7,
8, 9, 10); tratamente in fazele initiale de studiu
(Ivermectind, MK-4482, proteina ACE, epurarea
sangelui, anticoagulante) (3, 5, 11, 12).

Concomitent, mentionam ca OMS a prezentat in-
formatii ca produsele medicamentoase: Remdesi-
vir, Lopinavir/Ritonovir, Hidroxiclorixin si inter-
feronii, nu demonstreaza, in conditii de spital, un
efect evident asupra reducerii mortalitatii.

Cel mai vechi tratament, dintre cele mentionate
mai sus si testat deja de mai bine de 100 de ani in
cazul altor boli infectioase, este plasma convales-
centd. Acesta consta In utilizarea plasmei san-
guine, recoltate de la persoanele care s-au vinde-
cat de COVID-19 si administrarea acesteia per-
soanelor infectate cu noul coronavirus. Plasma,
transfuzata pacientilor care se afla in stare grava
si extrem de grava, oferd un impuls sistemului
imunitar, astfel favorizand accelerarea procesului
de recuperare. Utilizarea plasmei convalescente
implica transferul de anticorpi de la bolnavii care
deja au un raspuns imun, oferind astfel protectie
individuala (dar tranzitorie) destinatarului (6, 7,
8). Concluzia unui studiu timpuriu, cu 39 pacienti
avand COVID-19, este ca plasma convalescenta
poate fi un tratament eficient, mai ales pentru pa-
cientii ne intubati (7). Un studiu a 136 pacienti cu
COVID-19 a demonstrat o reducere a mortalitatii
(comparativ cu cei carora nu li s-a administrat
plasma), daca tratamentul e initiat devreme si ni-
velul de anticorpi e mai ridicat (8). Pe de alta
parte, un studiu olandez a fost sistat in faze initia-
le, atunci cand s-a observat ca nu exista vreo ame-
liorare a stdrii celor care primesc plasma si s-a
constatat ca, oricum, pacientii au dezvoltat anti-
corpi si fara acest tratament (13).

Exista Insa probleme majore in a stabili eficienta
acestui tratament: recoltarea de plasma de la cei
care au avut COVID-19 este o procedura anevo-

ioasa si nivelul de anticorpi difera de la pacient la
pacient.

Un studiu efectuat in SUA, la Mayo Clinic, a
urmarit evolutia a peste 35.000 subiecti care au
primit plasma convalescenta, majoritatea dintre
ei fiind in fazele critice ale bolii (6). Concluzia ob-
servatiei a fost ca pacientii carora li se admi-
nistreaza tratamentul cu plasma convalescenta la
72 ore de la diagnostic prezinta un risc mai scazut
de deces (21,7% dupa 30 zile) fata de cei carora li
se face transfuzia de plasma la 96 ore sau mai
mult (26,7%). Totusi in acest studiu a lipsit un lot
de control, ceea ce reduce din relevanta acestor
concluzii, iar plasma ramane la stadiul de ,trata-
ment experimental”, cel putin in SUA (2).

Bazandu-ne pe abordarile din diferite tari, menti-
onate mai sus si pe faptul ca in Republica Moldova
plasma convalescenta este aprobata si reco-
mandata pacientilor care dezvolta forme clinice
severe de COVID-19 (14), am considerat ca stabi-
lirea nivelului de decelare a anticorpilor anti
SARS-CoV-2 in plasma donatorilor convalescenti,
cu scopul de a argumenta utilizarea sau exclude-
rea acestui tip de terapie in tratamentul COVID-
19 prezinta un interes stiintific evident.

Ipoteza studiului: Cea mai mare parte a conveles-
centilor de COVID-19 au avut o imunogeneza ac-
tivd, manifestata printr-un nivel Tnalt de sero-
pozitivitate a anticorpilor anti SARS-CoV-2, fapt
care recomanda utilizarea plasmei acestora in
tratamentul formelor medii si grave ale maladiei.

MATERIAL SIMETODE

Studiul a inclus 119 donatori din randul pa-
cientilor (prezumtiv testati la absenta markerilor
infectiilor hemotransmisibile: hepatitele virale B,
C si D si virusul HIV), din diferite teritorii admi-
nistrative ale Republicii Moldova (15, 16, 17), de
gen masculin, cu varsta cuprinsa intre 18-60 ani,
cu istoric de boala COVID-19, caz confirmat, vin-
decati (rezolvarea completa a simptomelor) si re-
zultat negativ pentru COVID-19, confirmat prin
test PCR, la cel putin 14 zile de la recuperarea cli-
nica. Testul PCR a fost realizat prin utilizarea echi-
pamentului Applied Biosystems, SUA si a consu-
mabilelor, dupa cum urmeaza: RIBO, Rusia (kit
pentru extractie) si N-CoV (China) kit pentru am-
plificare. Analiza imunoenzimatica ELISA pentru
identificarea anti SARS-CoV-2 IgG a fost realizata
prin utilizarea ELISA, Generic Assays GmbH (Ger-
mania). Procesarea statistica a rezultatelor obti-
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nute a fost realizata cu ajutorul Microsoft Excel
2019.

REZULTATE

Lotul de 119 donatori de plasma convalescenta a
fost repartizat in functie de varsta In urmatorul
mod: au prevalat persoanele cu varsta cuprinsa
intre 26 si 45 ani, intr-un numar mai redus au fost
donatorii de 18-25 ani si 46-60 ani. Din numarul
total de donatori, 104 (87,4%) au demonstrat
prezenta anti SARS-CoV-2, clasa IgG, iar la 15
(12,6%) a fost constatatd absenta anticorpilor.
Donatorii identificati pozitiv la prezenta anti
SARS-CoV-2 s-au repartizat astfel, conform
varstei: 18-25 ani (12,5%), 26-35 ani (37,5%), 36-
45 ani (28,8%) si 46-60 ani (21,2%) (tab.1).

Anticorpii nominalizati au fost identificati mai des
la grupul de varsta 26-45 ani (p=0,01), fenomen
ce poate fi explicat prin imunogeneza mai activa
la acest contingent, cu formarea de anti SARS-
CoV-2, comparativ cu persoanele cu varsta 260
ani (17).

Analiza absentei anti SARS-CoV-2 IgG in grupurile
de varsta demonstreaza ca acesti indicatori, dupa
valoare, statistic nu se deosebesc (p=0,05), cu
toate cala grupul de 46-60 ani se atesta o tendinta
de reducere a acestui indicator, dar pentru argu-
mentarea acestei constatdri se cere prezenta unor
studii suplimentare, cu un numar mai mare de do-
natori de plasma.

Tabelul 1. Rezultatele investigarii donatorilor de plasma la anti SARS-CoV-2 IgG prin ELISA.

Prezenta anti SARS-CoV-2 IgG

Absenta anti SARS-CoV-2 IgG

Varsta (ani) din numarul total

din numarul celor

din numarul total din numarul

de donatori pozitivi de donatori celor negativi

Ani  abs. P+ES abs. P+ES abs. P+ES abs. P+ES abs. %
18-25 18 15,1+3,3 13 10,9+2,9 13 12,5+3,2 5 4,2+1,8 5 33,3
26-35 44 37,0+4,4 39 32,8+4,3 39 37,5+4,7 5 4,2+1,8 5 33,3
36-45 33 27,7+4,1 30 25,2+4,0 30 28,8+4,4 3 2,5¢1,4 3 20,0
46-60 24 20,2+3,7 22 18,5+3,6 22 21,2+4,0 2 1,7+1,2 2 13,4
18-60 119 100,0 119 87,4+3,0 104 100,0 15 12,6 15 100,0

In functie de mediul de trai, donatorii s-au pre-
zentat astfel: urban - 90 (75,6%) si rural - 29
(24,4%) (p=0,001). Probabil, aceasta diferenta
poate fi explicata prin nivelul mai inalt de infor-
mare al celor din mediul urban de catre insti-
tutiile medico-sanitare, prin accesul la diferite
surse mass-media si la transportul public pentru
a se deplasa la punctele de donare. Mai mult, ma-
joritatea bolnavilor, respectiv a donatorilor, care
au contractat boala si s-au recuperat, provin din
localitatile urbane (18). Ponderea donatorilor, in

functie de forma de manifestare clinica a infectiei
COVID-19, a fost urmatoarea: forme clinice
usoare (infectii respiratorii virale acute) - 73
(61,3%), forma clinicdA medie (laringotraheita
acutd, bronsita acutd, rinofaringita acuta) - 36
(30,3%) si forme grave (pneumonie bilaterala,
forma grava) - 10 (8,4%). Este necesar de mentio-
nat ca dintre donatorii de plasma3, testati negativ
la prezenta anti SARS-CoV-2 IgG, nu s-au regasit
cei cu forme grave de manifestare clinica a bolii
(tab. 2).

Tabelul 2. Distribuirea donatorilor de plasma convalescenta conform mediului de trai, formei clinice a
COVID-19, rezultatului la anti SARS-CoV-2.

Mediul de trai Forma clinica a COVID-19 Anti SARS-CoV-2
urban rural usoara medie grava pozitiv negativ
abs. P+ES abs. PzES abs. P+ES abs. P+ES abs. PxES abs. P+ES abs. PzES

90 95,6+39 29 24,4+39 73

61,3+x4,5 36 30,3%4,2

10 8,4+25 104 87,4+#3,0 15 12,6%3,0

Prezinta interes stiintifico-practic datele privind
repartizarea donatorilor de plasma convales-
centa cu anti SARS-CoV-2 dupa varst3, mediul de
trai si forma de manifestare clinica a infectiei re-

flectate in Tabelul 3.

in functie de varsta, donatorii de plasma conva-
lescenta s-au repartizat astfel: 18-25 ani (12,5%);
26-35(37,5%); 36-45(28,8%); 46-60 ani - 21,2%.
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Tabelul 3. Distribuirea donatorilor de plasma convalescenta pozitivi la anti SARS-CoV-2 dupa varsta,
mediul de trai si forma clinica a COVID-19.

A s Mediu de trai Forma clinica a COVID-19
Varsta ” ; =
urban rural usoara medie grava

ani abs. P+ES abs. P+ES abs. PxES abs. PzES abs. P+ES abs. P+ES
18-25 13 12,5+3,2
26-35 39 37,5%4,7
36-45 30 288+4.4 78 75,0+4,2 26 25,042 63 60,6448 31 29,8+45 10 9,6%2,9
46-60 22 21,2440

Datele prezentate demonstreaza ca ponderea do-
natorilor cu anti SARS-CoV-2 care au donat plas-
ma convalescenta a fost mai fnalta in grupurile de
varsta de 26-35 ani (37,5%) si de 36-45 ani
(28,8%), comparativ cu grupul de varsta 18-25
ani (12,5%) (p=0,01).Aceasta diferenta poate fi
explicata partial prin faptul ca incidenta COVID-
19 1n Republica Moldova este sporita in randul
persoanelor de 26-45 ani (18).

Ponderea donatorilor de plasma cu anti SARS-
CoV-2 IgG in functie de forma clinica de manifes-
tare a bolii s-a prezentat astfel: usoara (infectii
respiratorii virale acute) - 63 (60,6%); medie (la-
ringotraheita acutd, bronsita acutd, rinofaringita
acuta) - 31 (29,8%) si grava (pneumonie bilate-
rala, forma grava) - 10 (9,6%). Analizand rezul-
tatele prezentate in Tabelul 3, constatam ca la do-
natorii de plasma, pozitivi la prezenta anti SARS-
CoV-2 IgG, a dominat forma usoara de manifes-
tare clinica a bolii (60,6%), urmata fiind de forma

medie - 29,8%. Forma grava de manifestare a in-
fectiei COVID-19 la donatorii de plasma a consti-
tuit 9,6%, fapt care poate fi explicat partial prin
incidenta mai joasa a acestei forme, comparativ
cu cele medii si grave.

Repartizarea donatorilor de plasma convales-
centa negativi la prezenta anti SARS-CoV-2 dupa
varsta, mediul de trai si forma de manifestare cli-
nicd a infectiei COVID-19, releva urmatoarele:
dupa varsta nu se atesta o diferentd statistica
semnificativa intre grupuri (p=0,05); dupa mediul
de trai, ponderea donatorilor din mediul urban
este mai mare, decat a celor din mediul rural, fapt
explicabil prin dominarea absoluta a donatorilor
din spatiul urban, dar pentru concluzii relevante
se cer studii suplimentare. Prezinta interes pon-
derea donatorilor la care anticorpii anti SARS-
CoV-2 nu au fost detectati in plasma, in functie de
forma de manifestare clinica a infectiei COVID-19
(tab. 4).

Tabelul 4. Distribuirea donatorilor de plasma convalescenta negativi la anti SARS-CoV-2 dupa varsta,
mediu de trai si forma clinica a COVID-19.

A ax Mediu de trai Forma clinica a COVID-19
Varsta = : =
urban rural usoara medie grava
ani abs. P+ES abs. P+ES abs. Pz%ES abs. PzxES abs. P#ES abs. P+ES
18-25 5 33,3+12,2
26-35 5 33,3+12,2
36-45 3 20,0£10.3 12 80,0+10,3 3 20,0+10,3 10 66,7+12,1 5 33,3%x12,2 - -
46-61 2 13,3+8,7

Forma clinica usoara a fost identificata la 10 do-
natori, iar forma clinica medie - la 5 donatori, este
important de mentionat ca forma grava de mani-
festare a COVID-19 nu a fost depistata la donatorii
testati negativ la prezenta anti SARS-CoV-2. Pro-
babil, aceste date ne sugereaza ideea ca formele
grave de boala induc producerea de anti SARS-
CoV-2 intr-un procent mult mai sporit, compa-ra-
tiv cu formele usoare si medii, dar si in aceasta si

tuatie se cer efectuate studii suplimentare (17).

DISCUTII

Meritd atentie datele care demonstreaza ca la 40
donatori de plasma convalescentd, care au donat
repetat dupa 8-25 zile, indicii de referinta a pro-
belor de plasm3, testate in dinamica (repetat), ex-
primate prin valoarea cut-off, rezultat negativ,
echivoc si pozitiv in ELISA, practic nu se deose-

61|



ONE HEALTH &
RISK MANAGEMENT

4 OH.R

VOL. 2, ISSUE 2
2021

besc, ceea ce demonstreaza ca la pacientii cu CO-
VID-19, dupa recuperare, anti SARS-CoV-2 IgG se
pastreaza, insa, pentru stabilirea termenului li-
mita de identificare a anticorpilor nominalizati, se
cere monitorizarea acestui fenomen in conti-
nuare (19).

Rezultate similare au fost obtinute si de alti cer-
cetatori (20, 21, 22), de exemplu, de Ibarrondo si
colaboratorii, care au demonstrat, pe un lot de 34
pacienti (initial confirmati la prezenta SARS-CoV-
2 prin PCR) ca majoritatea dintre ei (20 femei si
14 barbati) cu varsta medie de 43 ani (interval
21-68) au avut o forma clinica usoara. Un total de
31 din cei 34 de participanti au avut doua
masurari repetate ale nivelurilor de IgG, iar restul
(3 participanti) au avut trei masurari seriale. Pro-
bele de sange la prezenta anti SARS-CoV-2 au fost
analizate prin testul ELISA, capabil sa identifice si
concentratia anticorpilor. Astfel, prima masurare
a fost obtinuta la o medie de 37 zile dupa aparitia
simptomelor, iar ultima masurare dupa 86 zile de
la debutul simptomelor. Nivelul mediu initial de
IgG a fost de 3,48 log 10 ng per mililitru (interval
2,52-4,41).

Ulterior, pe baza unui model de regresie liniar3,
care a inclus varsta si sexul participantilor, zilele
de la debutul simptomelor pana la prima masu-
rare si primul nivel de anticorpi detectat, a fost
demonstrat ca modificarea medie estimata
(panta) a fost de 0,0062, ceea ce corespunde unei
perioade de Tnjumatatire de aproximativ 36 zile,
in perioada de observatie de pana la 100 zile.
Comparativ cu titrul anticorpilor dezvoltat de vi-
rusul SARS-CoV-1, el este mai redus, probabil, si
perioada de identificare a IgG In sange pentru
SARS-CoV-2 este mai mica, fapt constatat de auto-
rii Tn cauzd, ca urmare a unei evaluari

CONCLUZII

exponentiale comparabile a dinamicii de redu-
cere a concentratiei de anticorpi clasa IgG. Aceste
circumstante sporesc Ingrijorarea cu privire la
faptul ca imunitatea umorala dezvoltata impo-
triva infectiei cu virusul SARS-CoV-2 poate sa nu
fie de durata la persoanele cu forme clinice usoare
de COVID-19. Rezultatele obtinute necesita o in-
terpretare prudenta in ceea ce priveste identifi-
carea perioadei de pastrare ai anticorpilor IgG in
plasma, a pragului de protectie si a duratei imu-
nitatii.

Studiile efectuate de alti savanti (23), pe un lot de
750 pacienti, au demonstrat ca anti SARS-CoV-2
IgG raman in organism mai mult de 100 zile dupa
ce apar. Acest tip de anticorpi au fost masurati la
fostii bolnavi de COVID-19, la niveluri stabile,
panala 105 zile, fata de IgM si IgA, a caror concen-
tratie incepe sa scada dupa 30 zile. Autorii
atentioneaza ca nu exista informatii certe despre
nivelul de protectie fata de o potentiala reinfec-
tare, Insa concluzioneaza ca un vaccin eficient ar
asigura un raspuns imunitar de durata. Unii
dintre cercetatori, cum ar fi MacMullan M.A si co-
laboratorii incearca sa demonstreze ca nivelul an-
ticorpilor din saliva ar corela cu cel din sange,
ceea ce ofera posibilitatea utilizarii unor teste de
alternativa (24). Analiza si evaluarea informatiei
prezentate demonstreaza ca sunt necesare studii
suplimentare pentru a stabili durata aflarii anti
SARS-CoV-2 IgG in plasma, pragul de protectie,
rata de declin (de semiviatd) a anticorpilor in ser,
concentratia lor in functie de formele clinice de
manifestare a bolii, date extrem de importante nu
numai pentru serviciul de sange, dar si pentru for-
tificarea masurilor de control si de raspuns la in-
fectia COVID-19, inclusiv prin identificarea indi-
catorilor de seroprevalenta, a duratei imunitatii, a
pragului de protectie etc.

1. Datele obtinute demonstreaza ca practic 87,4% dintre donatorii de plasma au raspuns la infectia CO-
VID-19 prin expresia de anti SARS-CoV-2, IgG cu predominare in grupul de varsta de 26-35 ani.

2. Majoritatea donatorilor au suportat o forma clinica usoara si medie, fara a fi identificata o legatura
intre modul de manifestare si prezenta sau absenta anti SARS-CoV-2, pre deosebire de formele clinice
grave ale COVID-19, care in toate cazurile au fost insotite de formarea de anti SARS-CoV-2, IgG.

3. Ponderea donatorilor de plasma convalescenta cu anti SARS-CoV-2 a fost mai inalta in grupurile de
varstd de 26-35 ani (37,5%) si de 36-45 ani (28,8%), comparativ cu grupul de varsta - 18-25 ani
(12,5%). Exponentii din mediul de trai urban (75,0%) predomina printre donatorii de plasma con-

valescenta.
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