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ABSTRAK

EVALUASI KADAR ANTIBODI SPIKE RECEPTOR BINDING DOMAIN
SARS COV-2, INTERLEUKIN-4 DAN INTERLEUKIN-6 PASCA
TERAPI PLASMA KONVALESEN PADA PASIEN CORONA VIRUS
DISEASES 2019 (COVID-19) DERAJAT BERAT - KRITIS

Pendahuluan : Plasma konvalesen merupakan alternatif terapi untuk tatalaksana
COVID-19 namun penggunaannya masih kontroversial. Tujuan penelitian ini
adalah untuk menganalisa efektivitas plasma konvalesen dalam memodulasi
respons imun berdasarkan kadar Ig G sSRBD SARS CoV-2, sitokin proinflamasi
IL-6 dan sitokin antiinflamasi IL-4 dan mortalitas sebelum dan sesudah
mendapatkan terapi plasma konvalesen pada pasien COVID-19 derajat berat-kritis
Metode : Penelitian analitik observational, kohort prospektif. Dilakukan periode
Juni 2020-September 2021, menggunakan sampel pasien COVID-19 (n=39) yang
di rawat di RIK RSUD Dr. Soetomo Surabaya. Pengambilan sampel secara
consecutive sampling dan pemeriksaan sampel dilakukan sebelum pemberian
terapi plasma konvalesen dan pada hari ke-1, ke-2, ke-7 setelah pemberian terapi
plasma konvalesen. Pemeriksaan kadar Ig G sRBD menggunakan metode CLIA
dengan alat Maglumi (Snibe Diagnostic, China), IL-6 menggunakan metode
Cytometric Beads Array (BD CBA Kit, BD Bioscience, USA), dan IL-4
menggunakan ELISA (Quantikine HS, R&D system, USA).

Hasil : Pada 39 sampel penelitian ini didapatkan peningkatan kadar Ig G sSRBD
setelah pemberian plasma konvalesen hari ke-1, ke-2 dan ke-7 dengan nilai
p<0,05. Tidak didapatkan peningkatan bermakna kadar IL-4 dan penurunan kadar
IL-6 setelah pemberian TPK (p>0,05). Tidak didapatkan hubungan antara
perningkatan kadar Ig G sRBD dengan peningkatan IL-4 dan penurunan IL-6,
serta tidak ada hubungan antara peningkatan IgG sRBD, peningkatan IL-4 dan
penurunan IL-6 terhadap mortalitas pasien.

Kesimpulan : Tidak terdapat hubungan antara peningkatan kadar IgG sRBD
dengan perubahan kadar IL-4 dan IL-6. Perubahan Kadar IgG sRBD, IL-4 dan IL-
6 tidak berhubungan dengan mortalitas pada resepien plasma konvalesen COVID-
19 derajat berat — kritis.

Kata kunci : Ig G sRBD, IL-4, IL-6, COVID-19, plasma konvalesen, berat kritis,
mortalitas.
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ABSTRACT

EVALUATION OF SPIKE RECEPTOR BINDING DOMAIN SARS COV-2
ANTIBODY LEVEL, INTERLEUKIN-4 AND INTERLEUKIN-6 AFTER
CONVALESCENT PLASMA THERAPY IN SEVERE - CRITICAL
CORONA VIRUS DISEASES 2019 (COVID-19 ) PATIENTS

Background : Convalescent plasma is an alternative therapy for the management
of COVID-19 but its use is still controversial. The purpose of this study was to
analyze the effectiveness of convalescent plasma in modulating immune responses
based on Ig G levels of SRBD SARS CoV-2, pro-inflammatory cytokines IL-6 and
anti-inflammatory cytokines IL-4 and mortality before and after obtaining
convalescent plasma therapy in severe-critical COVID-19 patients.

Methods : This is an observational analytical research, prospective cohort.
Conducted for the period of June 2020-September 2021, using samples of
COVID-19 patients (n = 39) who were treated at the RIK rsud Dr. Soetomo
Surabaya. Consecutive sampling and sample examination are carried out before
the administration of convalescent plasma therapy and on the 1st, 2nd, 7th day
after administration of convalescent plasma therapy. Examination of Ig G sRBD
levels using the CLIA method with the Maglumi tool (Snibe Diagnostic, China),
IL-6 using the Cytometric Beads Array method (BD CBA Kit, BD Bioscience,
USA), and IL-4 using ELISA (Quantikine HS, R&D system, USA).

Result : 39 samples of this study obtained an increase in Ig G sRBD levels after
convalescent plasma administration on the 1st, 2nd and 7th days (p<0,05). No
significant increase of IL-4 and no significant increase of IL-6 level after
convalescent plasma administration (p>0,05). No correlation betweenThere was
no association between an increase in Ig G sSRBD levels with an increase in IL-4
and a decrease in IL-6, and there was no association between an increase in IgG
sRBD, an increase in IL-4 and a decrease in IL-6 to patient mortality.

Conclusion : There was no relationship between the increase in SRBD IgG levels
and changes in IL-4 and IL-6 levels. Changes in IgG levels of sSRBD, IL-4 and IL-
6 are not associated with mortality in severe-critical degree COVID-19
convalescent plasma recipient.

Kata kunci : Ig G sRBD, IL-4, IL-6, COVID-19, severe — critical, convalescent
plasma.
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RINGKASAN

SARS-CoV-2 adalah virus dari famili coronaviridae merupakan virus
enveloped non-segmented positive-sense, single stranded RNA dengan ukuran
panjang 26-32 kb yang menyebabkan penyakit pernapasan akut (coronavirus
disease-2019, COVID-19). Manifestasi klinis pada 40% kasus akan mengalami
penyakit ringan, 40% akan mengalami penyakit sedang termasuk pneumonia, 15%
kasus akan mengalami penyakit parah, dan 5% kasus akan mengalami kondisi
kritis. Pada kasus COVID-19 yang berat terjadi disregulasi sistem imun,
disregulasi ini ditandai inflamasi dan produksi sitokin atau kemokin proinflamasi
dalam jumlah besar yang menyebabkan systemic inflammatory response syndrome
(SIRS) dan acute respiratory distress syndrome (ARDS). Tingkat keparahan
infeksi SARS CoV-2 diyakini sebagai akibat dari proses hiperinflamasi yang
disebut sebagai hipersitokinemia atau badai sitokin. Badai sitokin memiliki peran
penting dalam proses memburuknya penyakit yang pada akhrinya dapat
menyebabkan kematian.

Terapi yang spesifik dan paling efektif untuk tatalaksana COVID-19
belum banyak dilaporkan, antivirus masih digunakan sebagai salah satu terapi
utama . Strategi imunisasi pasif dengan plasma konvalesen merupakan intervensi
klasik yang telah banyak digunakan dalam tatalaksana pada berbagai pandemi
abad ke-20. Penggunaan Terapi plasma konvalesens (TPK) sebagai salah satu
alternatif terapi pada COVID-19 masih kontroversial. Plasma konvalesen
merupakan plasma yang didapatkan dari orang yang telah sembuh dari terinfeksi
virus SARS CoV-2. Plasma konvalesen banyak mengandung protein yang
berupa antibodi, sitokin, albumin, protein anti koagulasi sehingga dapat memicu
efek anti-inflamasi pada pasien COVID-19 yang mengalami stimulus inflamasi
yang berlebih.

Tujuan penelitian ini adalah menganalisis perbedaan kadar antibodi
sRBD SARS CoV-2, IL-4 dan IL-6 sebelum dan setelah pemberian TPK hari ke-
1, 2 dan 7 pada pasien COVID-19 derajat berat-kritis, dan menganalisis hubungan
hubungan perubahan antibodi sSRBD dengan IL-4, IL-6 serta mortalitas. Penelitian
ini merupakan penelitian studi observational analitik dengan rancangan kohort
prospektif. Pasien COVID-19 derajat berat-kritis yang memenuhi kriteria inklusi
diberi terapi plasma konvalesen dengan dosis 2x200ml kemudian dilakukan
pengambilan dan pemeriksaan sampel darah dan swab sebelum dan sesudah
mendapatkan terapi plasma konvalesen hari ke-1, ke-2 dan ke-7. Parameter yang
diperiksa adalah Ig G sRBD, IL-4 dan IL-6. Pasien diikuti dan diamati
mortalitasnya dalam 30 hari.

Pemberian plasma konvalesen pada pasien COVID-19 kelompok berat
kritis pada penelitian ini meningkatkan kadar Ig G sRBD (p<0,05). Peningkatan
IL-4 dan penurunan IL-6 setelah pemberian TPK tidak signifikan (p>0,05). Ig G
sRBD sesudah pemberian plasma konvalesen sesuai dengan penelitian Ampudia
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A et al bahwa plasma konvalesen sebagai bentuk imunisasi pasif mengandung
banyak antibodi yang dapat meningkatakan kadar Ig G sRBD pasien. Peningkatan
IL-4 yang tidak signifikan ini sejalan dengan beberapa studi sebelumnya yang
menunjukkan kadar I1-4 meningkat diatas minggu ke-enam atau bersamaan
dengan perbaikan limfopenia yang mengindikasikan penyembuhan. Penurunan IL-
6 yang tidak signifikan menunjukkan kemungkinan peningkatan sitokin inflamasi
sistemik pada ARDS atau MODS yang tidak bisa segera diatasi dengan pemberian
TPK.

Tidak terdapat hubungan antara peningkatan IgG sRBD dengan IL-4 dan
IL-6. Pada penelitian ini koefisien korelasi negative pada hari ke-7 meskipun
namun tidak signifikan secara statistik. Studi pada pang et.al melaporkan pada
studi yang tidak menggunakan TPK terdapat penurunan kadar sitokin proinflamasi
dalam 1 bulan. IL-4 merupakansitokin utama dati Th2 yang termasuk dalam
sitokin fase lambat yang meningkat pada akhir infeksi atau awal penyembuhan
infeksi COVID-19. Tidak adanya hubungan peningkatan IgG sRBD dengan
peningkatan I1-4 dan penurunan IL-6 menunjukkan bahwa IgG sRBD bukan satu-
satunya faktor yang mempengaruhi efektivitas TPK. Komorbid dikatakan dapat
mempengaruhi variasi rerspon inflamasi terhadap infeksi SARS CoV-2. Plasma
konvalesen menginduksi peningkatan sementara sitokin inflamasi yang melawan
infeksi dengan mengontrol sindrom badai sitokin. Kadar sitokin IP-10,IL-6, IL-7,
IL-8, 1I-10 dikatakan produksinya dipengaruhi oleh lamanya sakit,sex, usia, faktor
genetik, dan fenomena autoimun yang mana tidak semua faktor tersebut kami
evaluasi dalam penelitian ini.

Perubahan kadar Ig G sRBD, I1-4 dan IL-6 tidak berhubungan dengan
mortalitas pasien COVID-19 kelompok berat-kritis. faktor yang mempengaruhi
mortalitas pasien sangat beragam seperti variasi onset gejala dan lamanya sakit,
komorbid, usia kelainan endotel dan angiogenesis tidak kami sertakan dalam
analisis penelitian ini. Penyebab kematian pada pasien COVID-19 derajat berat —
kritis berkaitan dengan gagal organ multiple akibat badai sitokin, dan pemberian
TPK tidak sepenuhnya bisa mengembalikan keadaan ini. Pemberian TPK dapat
meningkatkan klirens virus namun tidak cukup untuk mengurangi kerusakan paru
akibat inflamasi pada pasien fase lanjut atau derajat kritis. Hal ini sejalan dengan
studi Liu et.al (2020) yang menyatakan bahwa IL-6 berkorelasi dengan derajat
keparahan penyakit namun tidak berhubungan dengan mortalitas, juga sejalan
dengan hasil studi RECOVERY trial. Kadar antibodi dalam plasma konvalesen
serta waktu perawatan dianggap sebagai faktor penting terkait dengan efektivitas
terapi Plasma Konvalesen. Viremia mencapai ke puncak pada minggu pertama,
yang diikuti dengan munculnya respons imun primer, sehingga untuk
mendapatkan manfaat terbesar dari Plasma Konvalesen, pengobatan harus
diberikan pada awal perjalanan penyakit. Pemberian 72 jam pertama dari onset
gejala dikatan waktu yang terbaik untuk memberikan plasma konvalesen pada
pasien COVID-19.
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SUMMARY

SARS-CoV-2 is a virus from the family coronaviridae is an enveloped
non-segmented positive-sense, single stranded RNA virus with a length of 26-32
kb that causes acute respiratory disease (coronavirus disease-2019, COVID-19).
Clinical manifestations in 40% of cases will have mild illness, 40% will have
moderate illness including pneumonia, 15% of cases will have severe illness, and
5% of cases will have critical conditions. In severe cases of COVID-19, immune
system dysregulation occurs, this dysregulation is characterized by inflammation
and the production of large amounts of proinflammatory cytokines or chemokines
that cause systemic inflammatory response syndrome (SIRS) and acute respiratory
distress syndrome (ARDS). The severity of SARS CoV-2 infection is believed to
be the result of a hyperinflammatory process referred to as hypercytokinemia or
cytokine storms. Cytokine storms have an important role in the process of
worsening diseases that can cause death.

The specific and most effective therapies for the management of COVID-
19 have not been widely reported, antivirals are still used as one of the main
therapies . The strategy of passive immunization with convalescent plasma is a
classic intervention that has been widely used in management in various
pandemics of the 20th century. The use of convalescent plasma therapy (TPK) as
an alternative therapy in COVID-19 is still controversial. Convalescent plasma is
plasma obtained from people who have recovered from being infected with the
SARS CoV-2 virus. Convalescent plasma contains a lot of proteins in the form of
antibodies, cytokines, albumin, anti-coagulation proteins so that it can trigger anti-
inflammatory effects in COVID-19 patients who experience an excessive
inflammatory stimulus.

The purpose of this study was to analyze the differences in sSRBD antibody
levels of SARS CoV-2, IL-4 and IL-6 before and after the administration of TPK
day 1, 2 and 7 in severe-critical COVID-19 patients, and analyze the relationship
of sSRBD antibody changes with IL-4, IL-6 and mortality. This study is an
analytical observational study research with a prospective cohort design. Severe-
critical COVID-19 patients who meet the inclusion criteria are given convalescent
plasma therapy at a dose of 2x200ml and then taken and examined blood samples
and swabs before and after receiving convalescent plasma therapy on the 1st, 2nd
and 7th days. The parameters examined are Ig G sRBD, IL-4 and IL-6. The patient
was followed and observed mortality within 30 days.

Administration of convalescent plasma theraphy in severe — critical degree
COVID-19 patients cause increase of [gG sRBD (p<0.05) but increase of IL-4 dan
decrease of IL-6 was not significant (p>0.05). Ig G sRBD after administration of
convalescent plasma in accordance with the study of Ampudia A et al that
convalescent plasma as a form of passive immunization contains many antibodies
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that can increase the patient's Ig G sSRBD levels. This insignificant increase in IL-4
is in line with several previous studies that showed I1-4 levels increased above the
sixth week or along with improvements in lymphopenia indicating healing. An
insignificant decrease in IL-6 indicates a possible increase in systemic
inflammatory cytokines in ARDS or MODS that cannot be immediately overcome
by the administration of convalescent plasma teraphy.

There was no relationship between the increase in IgG sRBD with IL-4
and IL-6. In this study, the correlation coefficient was negative on day 7 although
it was not statistically significant. Studies in pang et.al reported in studies that did
not use TPK there was a decrease in levels of pro-inflammatory cytokines in 1
month. IL-4 is the main cytocin in Th2 which belongs to the slow-phase cytokines
that increase at the end of infection or the beginning of the cure of COVID-19
infection. The absence of an association of an increase in SRBD IgG with an
increase in I1-4 and a decrease in IL-6 indicates that SRBD IgG is not the only
factor affecting the effectiveness of TPK. Comorbidities are known to affect
variations in inflammatory responses to SARS CoV-2 infection. Convalescent
plasma induces a temporary increase in inflammatory cytokines that fight
infection by controlling cytokine storm syndrome. Cytokine levels of IP-10,IL-6,
IL-7, TL-8, 11-10 influenced by the duration of illness, sex, age, genetic factors,
and autoimmune phenomena, not all of which we evaluated in this study.

Changes in Ig G levels of sRBD, I1-4 and IL-6 were not associated with
mortality of severe-critical group COVID-19 patients. factors that affect patient
mortality are very diverse such as variations in symptom onset and duration of
illness, comorbidities, age of endothelial abnormalities and angiogenesis we did
not include in the analysis of this study. The cause of death in severe — critical
COVID-19 patients is related to multiple organ failures due to cytokine storms,
and the administration of convalescent plasma teraphy cannot fully restore this
situation. convalescent plasma teraphy administration can increase viral clearance
but is not enough to reduce lung damage due to inflammation in advanced phase
or critical degree patients. This is in line with Liu et.al's study (2020) which states
that IL-6 correlates with the severity of the disease but is not related to mortality,
also in line with the results of the RECOVERY trial study. The level of antibodies
in convalescent plasma as well as the timing of treatment are considered important
factors related to the effectiveness of Convalescent Plasma therapy. Viremia
reaches to its peak in the first week, which is followed by the appearance of a
primary immune response, so in order to get the greatest benefit from
Convalescent Plasma, treatment should be given at the beginning of the course of
the disease. The administration of the first 72 hours of symptom onset is the best
time to give convalescent plasma to COVID-19 patients.
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