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Wykaz stosowanych skrotow:

ACE2 (ang. angiotensin converting enzyme 2) — konwertaza angiotensyny 2,

ARDS (ang. acute respiratory distress syndrome) — zespot ostrej niewydolnosci oddechowe;j,
COVID-19 (ang. coronavirus disease) — choroba spowodowana przez SARS-CoV-2,

eGFR (ang. estimated glomerular filtration rate) — oszacowane przesgczanie klebuszkowe,
FDA (ang. Food and Drug Administration) — Agencja Zywnosci i Lekow,
GKS - glikokortykosteroidy,

GISAID - (ang. Global Initiative on Sharing All Influenza Data) — otwarty dost¢p do danych
genetycznych wirusow grypy,

HDCz — heparyna drobnoczasteczkowa,

IFN — interferon,

Il — interleukina,

LFA — (ang. lateral flow assay) — test przeptywu bocznego,

MERS (Middle East respiratory syndrome) — bliskowschodni zesp6t niewydolno$ci

oddechowej,
PaO2 — ci$nienie parcjalne dwutlenku wegla we krwi tetniczej,
RDT — (ang. rapid diagnostic test) szybki test diagnostyczny,

RT-PCR — (ang. reverse-transcription polymerase chain reaction) — reakcja tancuchowa

polimerazy z odwrotng transkrypcja,

SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) — koronawirus zespotu ostrej

niewydolno$ci oddechowej 2,
SpO2 — wysycenie tlenem hemoglobiny krwi tetniczej mierzone za pomoca pulsoksymetru,
TNF-o — (ang. tumor necrosis factor o) — cytokina, czynnik martwicy nowotworow,

WHO (World Health Organization) — Swiatowa Organizacja Zdrowia.



1. COVID-19

COVID-19, czyli choroba wywotana przez koronawirusa SARS-CoV-2, zostata po raz
pierwszy zidentyfikowana w grudniu 2019 roku w miescie Wuhan, w prowincji Hubei,
w Chinach. Nazwa "COVID-19" jest skrotem od "coronavirus disease 2019". Choroba ta
szybko rozprzestrzenita si¢ na caty §wiat, stajac si¢ pandemig. W marcu 2020 roku, gdy liczba
zakazonych i zgonéw zaczela gwaltownie rosnaé na catym globie, Swiatowa Organizacja

Zdrowia (WHO), ogtosita pandemi¢ COVID-19.

Choroba COVID-19 przenosi si¢ drogg kropelkows, poprzez wdychanie zakaznych
czastek wirusa lub kontakt tych czastek, z nosem lub ustami. Najwieksze ryzyko wystepuje po
bliskim kontakcie z osoba zakazong wirusem SARS-CoV-2, ale male czgstki wydzieliny
zakazonego pacjenta, zawierajgce wirusa mogg unosi¢ si¢ w powietrzu i przenosi¢ si¢ na
wigksze odleglosci, szczegélnie wewnatrz zamknigtych pomieszczen, np. sala chorych.
Zakazenie moze roéwniez nastgpi¢c po kontakcie z powierzchniami lub przedmiotami

zanieczyszczonymi wirusem [1].

Obraz kliniczny COVID-19 charakteryzuje si¢ réznorodnym spektrum objawow,
poczawszy od tagodnych do ciezkich, ktére moga obejmowaé goraczke, kaszel, dusznosé,
zmeczenie, bole mieséni, utrate smaku i wechu, a takze inne objawy zwigzane z uktadem
oddechowym. U niektorych pacjentow choroba moze przebiega¢ bezobjawowo lub
Z objawami o tagodnym nasileniu, podczas gdy u innych moze prowadzi¢ do powaznych
powiktan, w tym niewydolno$ci oddechowej, zapalenia ptuc, niewydolnosci wielonarzagdowej

i zgonu [2].

1.1 Rys historyczny

Rys hisotryczny COVID-19 zostat przedstawiony na Rycinie 1.



Rycina 1. Rys historyczny COVID-19 na przestrzeni lat.
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1.2 Epidemiologia

Choroba COVID-19, stanowita i nadal stanowi globalne wyzwanie epidemiologiczne,
ktére pojawito si¢ w grudniu 2019 roku i szybko przerodzito si¢ w pandemi¢ obejmujaca caty
$wiat. Badania epidemiologiczne skupiajg si¢ na analizie transmisji wirusa, czynnikéw ryzyka
zakazenia, klinicznych manifestacji choroby oraz skutecznosci srodkow zapobiegawczych.

W  epidemiologii COVID-19, istotne s3 Dbadania dotyczace dynamiki
rozprzestrzeniania si¢ wirusa, identyfikacja grup ryzyka, skutki spoteczne i zdrowotne oraz
ocena skutecznosci roznych strategii interwencyjnych. Przyjete $rodki zapobiegawcze, takie
jak zachowanie dystansu spotecznego, powszechne noszenie masek, izolacja chorych,
masowe testowanie i kampanie szczepien, maja na celu zarzadzanie transmisj3
I minimalizacj¢ skutkéw zdrowotnych.

Wiedza dotyczaca choroby petni kluczowa role w ksztattowaniu decyzji zdrowotnych
i politycznych, umozliwiajac monitorowanie sytuacji epidemicznej, identyfikacj¢ trendow
oraz dostosowywanie dziatan prewencyjnych w zaleznosci od zmieniajacej si¢ Sytuacji
epidemiologicznej. Jest to fundamentalny obszar badawczy w kontekScie zarzadzania
pandemia, wymagajacy stalego monitorowania i aktualizacji w $wietle nowych danych

i odkry¢ naukowych (Tabela 1) [3, 4].



Tabela 1. Najwazniejsze aspekty zwigzane z epidemiologia COVID- 19.

Kluczowe punkty
dotyczace epidemiologii
COVID-19

Pochodzenie wirusa

Wirus SARS-CoV-2, zostat zidentyfikowany po raz pierwszy
w grudniu 2019 roku w mie$cie Wuhan, w prowincji Hubei,
w Chinach.

Szybkos$¢
rozprzestrzeniania si¢

Wirus szybko rozprzestrzenia si¢ drogg kropelkowa, glownie
podczas kontaktu z zakazonymi osobami, kichania, kaszlu
i kontaktu z zanieczyszczonymi powierzchniami.

Objawy

Objawy COVID-19 mogg obejmowac goraczke, Kkaszel,
trudno$ci w oddychaniu, utrate smaku i wechu, bole miesni,
zmeczenie i inne objawy zwigzane z uktadem oddechowym.

Rozprzestrzenianie si¢

Osoby objawowe, skgpoobjawowe, w tym takze bezobjawowe,

bezobjawowe mogg przenosi¢ wirusa, €O utrudnia kontrolg nad jego
rozprzestrzenianiem.

Grupy ryzyka Osoby starsze, osoby z istniejacymi  schorzeniami
zdrowotnymi, takimi jak choroby serca, cukrzyca czy

problemy z ukladem immunologicznym, sa bardziej podatne
na ci¢zki przebieg choroby.

Testowanie i diagnostyka

Testy RT-PCR, testy antygenowe sa szeroko stosowane
w diagnozowaniu zakazenia. Badania obrazowe, takie jak
tomografia komputerowa klatki piersiowej, moga by¢
wykorzystywane do oceny stopnia zaawansowania choroby.

Zasady zapobiegania

Zachgcanie do noszenia maseczek, utrzymania dystansu
spotecznego, czegstego mycia ragk 1 unikania duzych
zgromadzen sg kluczowymi srodkami zapobiegawczymi.

Szczepienia

Globalne wysitki w celu opracowania 1 wprowadzenia
szczepionek przeciwko COVID-19 miaty na celu ograniczenie
rozprzestrzeniania si¢ wirusa i zmniejszenie ciezkosci zakazen.

Mutacje wirusa

Alfa, Beta, Gamma, Delta, Elipson, Omikron, Eta, lota,
Kappa, Zeta, Mu.

Dzialania rzadow i
spoleczenstw

Rzady na catym S$wiecie wprowadzity rdéznorodne S$rodki
pomagajgce ogranicza¢ rozprzestrzenianie si¢ wirusa, takie jak
lockdown,  kwarantanne, ograniczenia podrozy, aby
kontrolowa¢ rozprzestrzenianie si¢ wirusa.

Wyzwania globalne:

Pandemia COVID-19 stanowi ogromne wyzwanie dla
systemow opieki zdrowotnej, gospodarek S$wiatowych
I spotecznosci migdzynarodowej, wymagajac wspoltpracy na
szerokg skale.




1.3 Etiologia

Wirusy z rodziny koronawirusow maja pochodzenie odzwierzece. Powoduja choroby
0 objawach przypominajacych tagodne przezigbienie, az po powazne, takie jak ciezki ostry
zespot oddechowy (SARS) - ang. severe acute respiratory syndrome, bliskowschodni zespo6t
oddechowy (MERS) - ang. Middle East respiratory syndrome oraz COVID-19 [5].

SARS-CoV-2, czynnik etiologiczny COVID-19, to wirus z rodziny koronawiruséw,
z rodzaju betakoronawirusow. Wiron sktada sie¢ z otoczki i jednoniciowego RNA. Wszystkie
koronawirusy wykazuja podobienstwo w organizacji i ekspresji swojego genomu, ktory
koduje 16 biatek niestrukturalnych i 4 biatka strukturalne: biatko kolca (S), otoczkowe (E),
btonowe (M) i nukleokapsyd (N) [6].

Biatko S (biatko powierzchniowe) odpowiada za interakcje z receptorem znajdujacym
si¢ na powierzchni komorek gospodarza, biatko E (otoczkowe) jest odpowiedzialne m.in. za
tworzenie wirionow, biatko M (blonowe) stanowi gtowne biatko, tworzace macierz wirusa,
natomiast biatko N (nukleokapsyd) odpowiada za ochrone duzej czesci RNA i uczestniczy

w replikacji wirusa oraz modyfikacji procesoéw komorkowych [7].

1.4 Patogeneza

Patogeneza choroby COVID-19, wywotywanej przez wirusa SARS-CoV-2, obejmuje
szereg procesOwW biologicznych 1 immunologicznych, ktoére prowadza do wystgpienia

objawow 1 powiklan zwigzanych z ta choroba.

Wirus SARS-CoV-2 wnika do komodrek gospodarza poprzez interakcje biatka S
(biatko kolca) z receptorem ACE2 (enzym konwertujacy angiotenzyne 2) znajdujacych si¢ na

powierzchni komorek, szczeg6lnie tych zlokalizowanych w uktadzie oddechowym.

Fuzja komorkowa to istotny proces w patogenezie wszystkich infekcji wirusowych.
W przypadku zakazenia SARS-CoV-2, podjednostka S1 biatka SARS-CoV-2 S (biatko kolca)
zawierajagca domene wigzaca receptor (RBD), poprzez wigzanie si¢ z receptorem ACE2
uczestniczy w fuzji wirusa z komorka gospodarza. Region biatka kolca zwany RBD (receptor
binding domain), wykazuje wysoka afinno$¢, czyli silne i specyficzne wigzanie do receptora
ACE2, ktore wspiera efektywne wtargniecie wirusa do komorki gospodarza. Ponadto, wejscie

wirusa do komorki jest preaktywowane przez furyne - konwertaz¢ proproteinowa, co



zmniejsza zalezno$¢ SARS-CoV-2 od proteaz komoédrkowych. To potencjalnie umozliwia

wirusowi SARS-CoV-2 efektywne wtargnigcie do komorki, omijajac nadzor odpornosciowy
[8].

Po wniknieciu do komorki, wirus uwalnia swoj material genetyczny, a nastepnie
wykorzystuje mechanizmy komorkowe do replikacji swojego RNA i produkcji nowych
wirionow. Organizm reaguje na zakazenie poprzez aktywacj¢ uktadu odporno$ciowego.
Limfocyty T, B i inne komoérki immunologiczne sg zaangazowane w zwalczanie zakazonych

komorek 1 neutralizacj¢ wirusa.

Wirus moze prowadzi¢ do wywotlania stanu zapalnego w organizmie, zwlaszcza
w ptucach. SARS-CoV-2 zakaza komorki, ktore w reakcji na infekcje uwalniajg rozne
cytokiny, takie jak IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-o, IFN-B, IFN-y, CXCL-10, MCP-1, MIP-1
(hipercytokinemia - zjawisko znane, jako ,,burza cytokinowa”). To skutkuje aktywacja
réznorodnych komorek odporno$ciowych, wiaczajac neutrofile, limfocyty T pomocnicze oraz
cytotoksyczne. Efektem tego jest uszkodzenie obu rodzajow pneumocytow (typu I 1 II),
rozlegle uszkodzenie pecherzykéw plucnych. W nastepstwie prowadzi to do rozwinigcia
zespolu ostrej niewydolno$ci oddechowej (ARDS). W przypadku pacjentow z cigzkim
przebiegiem choroby w badaniach laboratoryjnych obserwuje si¢ takze wyczerpanie

limfocytow T, limfopenie. [9].

W  przewazajacej liczbie przypadkow, wirus aktywnie replikuje si¢ do okoto
dziesigtego dnia od momentu zakazenia. Z kolei faza dysfunkcji immunologicznej,
prowadzaca do zmian patologicznych w ukladzie oddechowym oraz wystapienia powiklan,
ma miejsce od 6smego do czternastego dnia lub dtuzej. Charakterystyczny dla zakazenia
SARS-CoV-2 jest obraz histopatologiczny uszkodzenia pecherzykéw plucnych, ktory
przypomina uszkodzenie pluc w przypadku innych wirusowych infekcji uktadu
oddechowego, takich jak MERS czy grypa. Dodatkowo, w przypadku COVID-19, obserwuje
si¢ takze cigzkie uszkodzenie S$rodblonka naczyniowego, przypadki zakrzepicy,

mikroangiopatii i angiogenezy [10].

Badania nad COVID-19 sa nadal prowadzone, zrozumienie patogenezy tej choroby

moze ulec zmianie w miar¢ zdobywania nowych informacji naukowych.
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1.5 Obraz kliniczny

Objawy moga si¢ pojawic¢ od 2 do 14 dni po ekspozycji na wirusa. Przebieg choroby
jest zr6znicowany, a czas trwania objawow rozny. Niektorzy pacjenci przechodza zakazenie
bezobjawowo, inni doswiadczaja tagodnych objawow przez kilka dni, podczas gdy u innych
choroba rozwija si¢ powoli, prowadzac do powaznych komplikacji. Nat¢zenie objawow moze
zaleze¢ od wielu czynnikow, takich jak wiek pacjenta, obecno$¢ wspotistniejagcych schorzen
oraz stopien zaawansowania choroby. Pacjenci z grup ryzyka, sg bardziej podatni na
rozwinigcie ci¢zkiego przebiegu choroby, co moze prowadzi¢ do powiktan, takich jak zespot
ostrej niewydolnosci oddechowej (ARDS). Do czgsto zglaszanych objawow naleza goraczka,
kaszel, dusznosci, zmeczenie, bole glowy i migéni, bole gardla. Pacjenci moga réwniez
dos$wiadcza¢ utraty wechu czy smaku, nudno$ci, biegunki 1 innych objawéw uktadu

pokarmowego [11].

W przypadku ci¢zkiego przebiegu COVID-19 u chorych moze wystapié¢ zespot ostrej
niewydolnos$ci oddechowej (ARDS), ktérzy w nastepstwie moga wymagac¢ intensywnej
terapii. Wirus moze réwniez wplywac na inne narzady i uklady, powodujac miedzy innymi

powiktania sercowo-naczyniowe, neurologiczne.

Charakterystyka obrazu klinicznego COVID-19 ulegata zmianom wraz z kolejnymi
falami pandemii. Objawy zalezaly miedzy innymi zréznicowanej patogennosci kolejnych
wariantow wirusa [12]. Sredni okres inkubacji choroby, ktéry dla wcze$niejszych wariantow
SARS-CoV-2 wynosit 4-5 dni, ulegt skroceniu do 3 dni w przypadku nowego wariantu
Omikron [13]. Transmisja wirusa po 7-10 dniach od pojawienia si¢ objawdéw jest mato
prawdopodobna nawet, jesli testy PCR daja dodatni wynik [14]. Zakazenie wariantem
Omikron charakteryzuje si¢ tagodniejszym przebiegiem, a odsetek przypadkoéw
bezobjawowych jest wyzszy niz w przypadku wczesniejszych wariantow, szczegolnie Delta
[15]. Niemniej jednak, u niektorych pacjentéw moze dochodzi¢ do ciezkiego przebiegu
choroby, ktory wymaga hospitalizacji i moze prowadzi¢ do zgonu. Zakazenie wariantem
Omikron rzadziej wigze si¢ z objawami z dolnych drég oddechowych w poréwnaniu
z poprzednimi wariantami [16]. Dane z Republiki Poludniowej Afryki sugeruja, ze zakazenie
wariantem Omikron zmniejsza ryzyko hospitalizacji o 29%, a raporty z Wielkiej Brytanii
wskazuja na obnizenie ryzyka hospitalizacji o 20-25% i wielodniowej hospitalizacji o 40—
45% wsrod osob nieszczepionych, ktore wezesniej nie przebyty infekcji SARS-CoV-2 [17,

18]. Woeczesniejsze przebycie zakazenia zmniejsza ryzyko hospitalizacji i wielodniowej
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hospitalizacji odpowiednio o 50% i 61% [19]. Objawy zakazenia wariantem Omikron sa
podobne do tych wywotanych przez poprzednie warianty, ale ich wystapienie i nasilenie
moga by¢ determinowane nie tylko przez wiek i choroby wspoétistniejace, ale przede
wszystkim przez wywiad wczesniejszej infekcji i szczepienie przeciwko COVID-19 [20].
Wyrdznia si¢ 4 stadia choroby.

1.5.1 Stadium |

W pierwszym stadium choroby pacjenci zazwyczaj nie wykazuja zadnych objawow
lub objawy sg tagodne, bez dusznosci. Poziom nasycenia tlenem hemoglobiny krwi tetnicze;,
mierzony pulsoksymetrem (SpO2), wynosi >94% podczas oddychania powietrzem
atmosferycznym, co nie wymaga hospitalizacji. Badania radiologiczne Klatki piersiowej nie
wykazujg istotnych nieprawidtowosci w tej fazie choroby. Objawy COVID-19 sg réznorodne
1 czesto niespecyficzne. NajczeScie] wystepujacymi objawami zakazenia wywolanych
wariantem Omikron sg kaszel, katar, kichanie, b6l glowy, zmegczenie, bol gardta i gorgczka.
Inne objawy, ktére moga wystapi¢ to dusznos¢, trudnosci w oddychaniu, boéle migsni lub
catego ciala, zapalenie spojowek, utrate apetytu, nudnosci, wymioty, biegunke oraz bole
brzucha. Natomiast zaburzenia smaku (ageusia) lub wechu (anosmia) sa rzadziej zglaszane
przez chorych. U starszych pacjentbw moga wystepowat wahania temperatury ciata
z tendencja do hipotermii, majaczenie oraz ogolne ostabienie, wystgpowanie upadkow,

mogace poprzedzaé pojawienie si¢ objawow zwigzanych z uktadem oddechowym [21].

Wiekszo$¢ osob zakazonych wirusem SARS-CoV-2 (ok. 80%) przechodzi zakazenie
bezobjawowo lub z tagodnymi objawami i nie wymagajg hospitalizacji. Ten odsetek znaczaco
wzrést wraz z rozpowszechnieniem wariantu Omikron, ktory glownie wywotuje symptomy
zwigzane z goérnymi drogami oddechowymi. Niemniej jednak istnieje ryzyko, ze tagodne
objawy moga by¢ wstepnym sygnalem rozwoju zapalenia ptuc, ktore zazwyczaj wystepuje
w |1 stadium choroby. Osoby w | stadium choroby, pozostajg zazwyczaj pod opieka lekarza
podstawowej opieki zdrowotnej, przede wszystkim wymagajg oceny stanu zdrowia ogolnego,
monitorowania poziomu tlenu we krwi (SpO2) oraz oceny czynnikéw ryzyka ciezkiego
przebiegu COVID-19. Do tych czynnikow zaliczaja si¢: wiek powyzej 60 lat, otylosc,
cukrzyca, choroby nowotworowe, przewlekta niewydolno$¢ serca, przewlekta niewydolnos¢
oddechowa, przewlekla niewydolnos¢ nerek, niedobory odpornosci oraz stosowanie lekow

immunosupresyjnych [22].
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1.5.2 Stadium 11

W drugim stadium choroby pacjenci wykazuja tagodne do umiarkowanego zapalenie
ptuc, stwierdzane na podstawie objawow klinicznych i wynikéw badan radiologicznych.
Poziom SpO2 spada ponizej 94% podczas oddychania powietrzem atmosferycznym.
Czesto u pacjentOw na tym etapie choroby wystepuje ogolne ostabienie, gorgczka, kaszel

I duszno$¢ oraz inne objawy pozaptucne.

1.5.3 Stadium 111

W stadium trzecim, ktdre jest powazna postacia choroby, towarzyszy niewydolnosé
oddechowa objawiajaca si¢ dusznoscig z czesto$cig oddechéw powyzej 30 na minutg, oraz
SpO2 ponizej 90% przy oddychaniu powietrzem atmosferycznym [23]. Dodatkowo,
w badaniach obrazowych takich jak tomografia klatki piersiowej, obserwuje si¢ rozlegle
zmiany zapalne w ptucach obejmujace ponad 50% podl ptucnych. W tym stadium moze dojs$¢
takze do rozwoju burzy cytokinowej, a to stanowi zagrozenie dla ponad 15% chorych [24].
Objawy neurologiczne, obejmujace zar6wno centralny, jak i obwodowy uktad nerwowy, sg
powszechne u pacjentow z cigzka infekcja [25]. Moga wystgpowaé rowniez ostre choroby
mozgowo-naczyniowe, takie jak udar niedokrwienny, krwotok srodmoézgowy oraz zakrzepica
zyt glebokich mézgu. Dodatkowo, pacjenci sg narazeni na powiktania psychiatryczne, w tym

zaburzenia nastroju lub psychotyczne, Iek i bezsennos¢ [26, 27].

1.5.4 Stadium IV

W stadium czwartym, ktore jest zwigzane z zespotem ostrej niewydolnosci
oddechowej (ARDS), rozwijajacym si¢ u okoto 5% chorych, moze towazyszy¢ takze wstrzas
septyczny oraz/lub niewydolno$¢ wielonarzagdowa. W tym stadium mogg wystepowaé
dodatkowe powiklania, takie jak ostre uszkodzenie nerek i1 watroby, niedroznos¢ jelit lub
niedokrwienie krezki [28]. Pacjenci moga doswiadczaé zaburzen rytmu serca, ostrego zespotu
wiencowego, niewydolno$ci serca, zapalenia mig$nia sercowego oraz niestabilnosci
hemodynamicznej, co obserwuje si¢ u ponad 20% pacjentdéw przyjmowanych na oddziaty
intensywnej terapii (OIT). Ryzyko Zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej (ZChZZ), w tym
zatorowosci plucnej bylo na poczatku pandemii oceniane, jako wysokie u pacjentéw na OIT,
siegajac niekiedy nawet ponad 30%. Jednakze, nowsze badania wskazuja, ze ogdlne ryzyko

zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej u chorych na COVID-19, niezaleznie od ci¢zkosci
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choroby, jest nizsze niz poczatkowo zaktadano, chociaz pozostaje wyzsze niz w populacji
ogolnej. Okoto 8% pacjentow cierpigcych na COVID-19 doswiadcza wspolistniejacych
infekcji bakteryjnych lub grzybiczych, ktore sg jednym z gléwnych czynnikéw zgonu, oprocz
ARDS i niewydolnosci wiclonarzadowej [29]. Najczesciej izolowanymi patogenami
w przypadku towarzyszacych nadkazen s3: Haemophilus influenzae, Streptococcus

pneumoniae, Klebsiella pneumoniae i Aspergillus fumigatus [30].

1.6 Diagnostyka

Rozw¢j diagnostyki COVID-19 na przestrzeni czasu byt niezwykle dynamiczny
i kluczowy w walce z pandemig. Od momentu wybuchu pandemii, naukowcy, lekarze
I instytucje zdrowia publicznego na catlym $wiecie pracowali nad opracowaniem skutecznych

i szybkich metod diagnozowania tej choroby.

Roéznorodno$¢ narzedzi diagnostycznych COVID-19 obejmuje precyzyjne metody
identyfikacji obecno$ci wirusa SARS-CoV-2. Wérdd nich wymieni¢ mozna badania metoda

PCR, testy antygenowe, badania serologiczne.

1.6.1 Metoda PCR

Meotda PCR to wysoce precyzyjna metoda wykrywania materiatlu genetycznego

wirusa w probkach z drog oddechowych, takich jak wymaz z nosa czy gardia.

RT-PCR, czyli reakcja tancuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja, to metoda
PCR opracowana celem wykrywania materiatu genetycznego wirusa (RNA). Jest to szybka
i niezawodna technika, dostarczajaca wynikow w ciggu kilku godzin w sposob o duzej
przepustowosci [31]. Proces ten obejmuje dwie Kkolejne reakcje: konwersje RNA
w komplementarng DNA (cDNA) za pomoca enzymu odwrotnej transkryptazy oraz
amplifikacje probki cDNA za pomocag reakcji tancuchowej polimerazy z uzyciem

specyficznych dla genu starteréw i fluorescencj¢ 0znaczonych sond hydrolizy.

W pierwszym kroku RNA jest przeksztalcane w cDNA, tworzac szablony DNA do
uzycia w drugim kroku. W trakcie drugiego kroku liczba kopii DNA zwigksza si¢ poprzez
powtarzajace si¢ cykle termiczne. Startery specyficzne dla genu kieruja amplifikacje
wybranych regiondw genomu, natomiast fluorescencyjnie oznaczone sondy generujg sygnaty

po udanej amplifikacji obszarow genu, umozliwiajac system reakcji ilosSciowej [32].
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Odkrycie metody RT-PCR zrewolucjonizowato wykrywanie transkrypcji genéw,
umozliwiajac identyfikacje gendw na $Sladowych poziomach. Ta technika jest powszechnie

wykorzystywana w badaniach choréb zakaznych na catym $wiecie [33].

Zestawy do wykrywania wirusa SARS-CoV-2 metoda RT-PCR zawieraja gtownie
enzymy odwrotnej transkryptazy i amplifikacji, dwa do trzech zestawow starterow i sond do
amplifikacji okreslonych regionow genomu wirusa, a takze reagenty do kontroli negatywnej,
pozytywnej 1 wewnetrznej. Probki kontrolne sg przetwarzane w taki sam sposob jak probki
pobrane od pacjentow i sg zataczone do kazdego zestawu w zestawach wykrywania o duzej
przepustowosci. Prawidtowe skonfigurowanie testu PCR, w tym prawidlowe uzycie probek
kontrolnych, jest kluczowe dla uzyskania doktadnych 1 wiarygodnych wynikow
diagnostycznych. Dzigki monitorowaniu 1 potwierdzaniu poprawno$ci dziatania testu za
pomocg probek kontrolnych mozliwe jest zapewnienie wysokiej jakosci diagnostyki
molekularnej. Niektore zestawy RT-PCR autoryzowane przez EUA (European Union

Allowance), moga przetwarzaé okoto 96 probek w ciggu okoto 4 godzin [34].
Podsumowanie metody molekularnej (RT-PCR):
- Wykrywanie RNA SARS-CoV-2, wskazujacego na aktywne zakazenie wirusem.
Typy probek:

- Powszechnie wykonywane sa wymazy z nosogardta, pobrana plwocina lub ptyn

Z ptukania pecherzykow oskrzelowych.

1.6.2 Testy antygenowe

Szybkie testy, ktore identyfikujg biatka wirusa w badanych probkach pobranych od
pacjentow z aktywna infekcjg. Oferuja szybkie wyniki, jednak mogg by¢ mniej czule niz testy
PCR.

Antygen moze wywota¢ reakcje¢ uktadu immunologicznego 1 indukowa¢ produkcje
przeciwcial, ktére zabijaja patogeny, chronigc w ten sposdb organizm. Testy antygenowe,
W przeciwienstwie do metod opartych na PCR, wykrywajg elementy budowy wirusa (takie jak
glikoproteina S, biatko M lub uwolnione biatko N) lub sam wirus bez przej$cia etapow
termicznej amplifikacji. Podobnie jak metody oparte na PCR, testy antygenowe sa przydatne
w wykrywaniu tylko aktywnej infekcji wirusowej, a nie procesu powrotu do zdrowia. Testy

antygenowe moga by¢ przeprowadzane na paskach LFA (Lateral flow assay), w celu
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szybkiego wykrywania lub testy ELISA dla lepszej czulo$ci i zastosowania duzej
przepustowosci (w niektorych przypadkach jednoczesny pomiar nawet 96 probek). Diao
I wsp. opracowali barwny test immunochromatograficzny LFA do wykrywania biatka
nukleokapsydu (N) SARS-CoV-2 [35]. W tescie wykorzystuje si¢ przeciwciala mysie anty-N
oraz przeciwciata kozie anty-lgG w celu utworzenia odpowiednio linii testu i kontroli.
Zamiast konwencjonalnych nanoczastek ztota, do oznaczania uzywa si¢ przeciwciala
kroliczego anti-N znakowanego karboksylo-modyfikowanymi mikroczastkami chelatu europu
(IIT) z polistyrenu. Jako probki uzyto wymazoéw z nosa i gardla oraz probek moczu.
W pordéwnaniu z testami na bazie kwasoéw nukleinowych, test wykazal czulo$¢ na poziomie

68% 1 specyficznos¢ na poziomie 100% [36].

Testy antygenowe sa przydatne do szybkich badan przesiewowych, ale moga mie¢
nieco nizszg czulo$¢ w poroéwnaniu do testow metodg PCR. Te metody diagnostyczne
zapewniaja kompleksowe podejscie do wykrywania zakazen wirusem SARS-CoV-2, biorgc
pod uwage rézne aspekty, takie jak aktualny stan infekcji, reakcje immunologiczng oraz
potencjalng odporno$¢. Wybor konkretengo testu zalezy od celu testowania, czasu

i dostepnosci zasobow.
Podsumowanie metody testow antygenowych:

- Polega na identyfikacji biatek wirusa, w szczegélnosci antygenow SARS-CoV-2,
w badanej probcee.

Typy probek:

- Zazwyczaj testy antygenowe przeprowadzane za pomocg wymazow z nosa lub gardla,

pozwalajac na szybka 1 wygodng mozliwo$¢ wykonania testu na miejscu (punkt pobran).

1.6.3 Metody serologiczne

Celem badan serologicznych jest ocena miana przeciwcial wskazujacych na przebyta

infekcje lub odpowiedZ immunologiczng po szczepieniu.

Przeciwciato to biatko wytwarzane przez uklad odpornosciowy w odpowiedzi na
antygen. Kazde przeciwciato posiada miejsca wigzace, ktore mogg zwigza¢ tylko jeden
konkretny rodzaj antygenu, aby usung¢ go z organizmu. Specyficzno$¢ ta jest determinowana
przez regiony wigzace antygen (ang. antigen-binding regions), zlokalizowane na N-koncu

przeciwciata. Przeciwciala sg rowniez nazywane immunoglobulinami (Ig). Istnieje pie¢ klas
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przeciwcial: I1gM, IgD, IgG, IgA i IgE, ktore roznig si¢ obszarami C-koncowymi [37].
Przeciwciata sg wydzielane w btonie $luzowej i krwi, wiazac si¢ 1 dezaktywujac antygeny.
Neutralizacja  przeciwcial zapobiega zakazaniom komoérek przez wirusy [38].
Rekombinowany antygen, ktory imituje wirusa, moze by¢ produkowany w laboratorium,
a przeciwciata o okreslonej zdolno$ci wigzania mogg by¢ wytwarzane przy uzyciu tych
sztucznych patogenow [39]. Najczesciej uzywane testy serologiczne opieraja si¢ na testach
metoda  przeplywu bocznego (LFA) i testach immunoenzymatycznych lub
immunoenzymosorpcyjnych (ELISA).

W tescie typu LFA obecno$¢ badanej czasteczki jest okre$lana przez przeciwciala
unieruchomione na jej membranie. Urzadzenie sklada si¢ z kasety, ktora otacza pasek
Z membrany polimerowej, zawierajacej dwie linie: kontrolng 1 testowa. W tescie
serologicznym typu LFA analizowane sa okre$lone przeciwciala zawarte w probce krwi
pacjenta, ktora jest nastgpnie aplikowana na wktadke probki za pomoca portu, a nastepnie
przemieszcza si¢ przez pasek dzigki zjawisku kapilarnemu. W momencie dotarcia do
pierwszej linii, przeciwciata oznaczone nanoczastkami zlota taczg si¢ z docelowa czasteczka
w probcee. Nastepnie, w trakcie przemieszczania si¢ probki, przeciwciata oznaczone ztotem sg
wigzane przez przeciwciala pochtaniajagce w liniach. W momencie przekroczenia granicy
wykrywalnosci testu, nadmiar przeciwciat oznaczonych zlotem przemieszcza si¢ dalej wzdtuz
paska i jest wychwytywany na linii kontrolnej. To powoduje powstanie kolorowego prazka
testowego, ktory wskazuje wynik dodatni. Nawet w przypadku braku badanej czasteczki
W roztworze probki, przeciwciata oznaczone ztotem musza by¢ uchwycone na linii kontrolnej,
co stanowi kontrole poprawnos$ci przeprowadzenia testu [40]. W zaleznosci od tego, czy test
dotyczy przeciwciat klasy IgG, IgM, czy obu, w oknie wyswietlania powinno by¢ widoczne
odpowiednio jedno, dwa lub trzy paski. Jesli test dotyczy tylko jednej klasy przeciwcial i jest
ujemny, wyswietla si¢ jeden pasek tylko na linii kontrolnej. Jesli test jest pozytywny,
powinny pojawi¢ si¢ dwa paski - zard6wno na linii kontrolnej, jak 1 linii testowej. Jesli test
dotyczy obu przeciwciat i jest ujemny, powinien ponownie pojawic si¢ jeden pasek na linii
kontrolnej. Jesli jest pozytywny dla obu, pojawia si¢ trzy paski: jeden na linii kontrolnej,
jeden na linii testowe] dla IgG 1 jeden na linii testowej dla IgM. Dodatkowo, w tescie
IgG/IgM moze by¢ obecne tylko jedno przeciwciato, co moze by¢ posrednim wskaznikiem

przebiegu zakazenia lub bezposrednig odpowiedzig immunologiczng.

Korzysci ptynace z zastosowania testu LFA w porownaniu z testem ELISA wynikajg

z mozliwosci wykorzystania urzadzenia w warunkach domowych bez koniecznosci
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przeszkolenia, analogicznie do testow cigzowych przeznaczonych do samodzielnego uzytku.
Test ELISA to technika diagnostyczna, ktéra moze by¢ przeprowadzana jedynie
W laboratoriach posiadajacych uprawnienia do przeprowadzania testow o umiarkowanej lub
wysokiej ztozonosci. Protokot tej metody obejmuje wiele krokow oraz dhugi czas
oczekiwania, wymagajac rownoczesnie wykwalifikowanego personelu i specjalistycznego
wyposazenia. W kontek$cie badan nad SARS-CoV-2 szczegélny nacisk kladzie si¢ na
poprawg czutosci i swoistosci testow LFA. W celu zwigkszenia doktadnos$ci, czutosci oraz
przepustowos$ci testowania, opracowywane sg nowe rozwigzania, takie jak modyfikacje
badania zwigkszajgce czutos¢ i testy typu multiplex. Zwtaszcza w obszarach o ograniczonych
zasobach finansowych oraz infrastrukturalnych, brak wczesnej diagnozy prowadzi do
nierozpoznania  wielu  przypadkéw, co z kolei skutkuje niekontrolowanym
rozprzestrzenianiem si¢ wirusa. W takim kontek$cie testy LFA typu multiplex staja sie
niezbedne do jednoczesnego badania wielu biomarkerdw, co pozwala na redukcje
zuzywanych reagentéw, czasu oczekiwania oraz kosztow pracy. Warto jednak zauwazy¢, ze

obie metody diagnostyczne napotykaja na pewne trudnos$ci i ograniczenia.

Gléwnym wyzwaniem dotyczacym testow serologicznych jest zjawisko krzyzowej
reaktywnosci. Reakcje krzyzowe wystepuja, gdy przeciwciata tacza si¢ z antygenem innym
niz antygen docelowy, czesto z powodu podobienstw miedzy czgsteczkami. Zjawisko
krzyzowej reaktywnosci zaobserwowal Okba i1 in. dla bialka kolca (S) SARS-CoV-2
Z biatkami S SARS-CoV i MERS-CoV [41]. Jednakze, nie zaobserwowano krzyzowej
reaktywnosci dla podjednostki S1 biatka kolca i MERS-CoV. Najwickszym problemem
zwigzanym z krzyzowga reaktywnoscig jest to, ze moze prowadzi¢ do fatszywie pozytywnych
wynikow: pacjent wezesniej zainfekowany SARS-CoV moze uzyskaé pozytywny wynik dla
SARS-CoV-2, chociaz nie przechodzi obecnie aktywnej infekcji. Dodatkowo, przeciwciala sg
produkowane w trakcie infekcji i negatywny wynik testu moze nie potwierdzi¢, ze pacjent jest
zakazony. Wigkszos¢ pacjentow wytwarza przeciwciala po okoto 14 dniach w odpowiedzi na
zakazenie SARS-CoV-2, podczas gdy niedawne badanie pokazuje, Ze zarowno przeciwciala
IgG, jak i IgM, byty wykrywane pie¢ dni pozniej [39, 42]. Ta ogdlna pdzna odpowiedZ moze
prowadzi¢ do falszywie ujemnych wynikow: gdy pacjent jest zainfekowany, ale nie
wytworzyl jeszcze przeciwcial w wykrywalnych ilo$ciach. Dlatego tez istotne jest ustalenie
wartos$ci czulo$ci 1 swoistosci testow, aby oceni¢ prawdopodobienstwo fatszywych wynikow
dodatnich i ujemnych. Czuto$¢ to procent prawdziwie pozytywnych wynikow wsrod

wszystkich pozytywnych wynikoéw, a swoisto$¢ to procent prawdziwie negatywnych
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wynikow wérod wszystkich negatywnych wynikow [43]. Z drugiej strony, ze wzgledu na
pézne wykrycie przeciwcial, badania serologiczne moga by¢ retrospektywnie korzystne
w badaniach nad szczepionkami, badaniach epidemiologicznych i po6znych powiktaniach,
gdzie testy RT-PCR moga dawa¢ falszywie ujemne wyniki ze wzgledu na wydalanie lub
niskie obcigzenie wirusem w badanych probkach [44]. Kundu i wsp. twierdza, ze badania
serologiczne nie moga powiedzie¢, kto jest zakazony, poniewaz przeciwciala generujg si¢
nawet do dwoch tygodni od poczatku objawdw, gdy wirus powinien zostaé wyeliminowany
z organizmu. Jednakze, moze odpowiedzie¢ na pytania, kto rozwingt odpornos¢ na wirusa

i jaki odsetek populacji byt zakazony [45, 46].
Podsumowanie metod serologicznych:

- Metody serologiczne shuzg wykrywaniu réznych rodzajow przeciwcial przeciwko
wirusowi SARS-CoV-2

Typy probek:
- probka surowicy lub osocza krwi pacjenta

Powszechnie dostepne mozliwosci diagnostyczne wykrywania wirusa SARS-CoV-2
przedstawiono na Rycinie 2.
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Rycina 2. Mozliwos$ci diagnostyczne wykrywania wirusa SARS-CoV-2.

Testy serologiczne

IgA
IeM
IeG
anty-S, anty-N, S-
RBD
(surowica, krew
pelna)
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wykrywania wirusa
SARS-CoV-2
Testy molekularne
ty(RT-PCR) Testy antygenowe
1 antygeny
Material genetyczny SARS-CoV-2 w
wirusa w probce orobee
(wymazy z nosa, _
gardla, plwocina, (WYmﬁZ_}('ﬂZ nosa 1
BALF) gardla)

1.6.4 Badania radiologiczne

Jesli istniejg objawy kliniczne wskazujace na zajecie ptuc, takie jak utrzymujacy sie
kaszel oraz spadek poziomu saturacji krwi tetniczej, zaleca si¢ przeprowadzenie badan
obrazowych pluc. Badeniem pierwszego rzutu jest badanie rentgenowskie (RTG) klatki
piersiowej, cho¢ ma on nizsza skutecznos¢ diagnostyczng niz tomografia komputerowa (TK).
Ostateczna decyzja o wyborze metody obrazowania powinna by¢ podejmowana w zaleznos$ci

od stanu klinicznego pacjenta oraz dostepnych zasobow organizacyjnych [47].

W sytuacji, kiedy objawy w przebiegu COVID-19 nasilaja si¢, a wskazniki wymiany
gazowe] pogarszaja si¢, badanie RTG pluc moze by¢ przydatne do rozrdéznienia migdzy
progresja COVID-19 a innymi stanami, ktore mogg by¢ przyczyng probleméw z wymiang

gazowa, takimi jak samoistna odma oplucnowa, jako mozliwe powiktanie COVID-19.
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W przypadku pacjentow w ciezkim stanie, szczegdlnie tych wymagajacych wentylacji
mechanicznej, u ktorych istnieje konieczno$¢ oceny stanu pluc, zalecane jest wykonanie

badania rentgenowskiego ptuc w pozycji lezacej wykonywane przytdzkowo.

W objawowym COVID-19, przebiegajacym bez postepujacej niewydolnosci
oddechowej, nalezy ograniczy¢ wykonywanie kontrolnych badan RTG klatki piersiowej do
sytuacji, w ktorych wynik badania moze mie¢ istotny wpltyw na dalsze postepowanie

terapeutyczne u pacjenta [48].

Rousan i1 wsp. zaobserwowali, ze badania RTG klatki piersiowej wykonywane na
wczesnym etapie choroby, najczeSciej wykazywaly zmiany typu matowej szyby.
Konsolidacje czesciej wystgpowaty w drugim tygodniu choroby, nastgpnie wykazujac
regresje do postaci zmian typu matowej szyby. W drugim tygodniu zaobserwowali takze
zmiany mieszane siateczkowate, o charakterze konsolidacji, matowej szyby i pogrubienia
przegrod migdzyptatowych. Badania rentgenowskie, ktore nie uwidacznialy uchwytnych

zmian badacze obserwowali w miare poprawy klinicznej pacjentow [49].

1.6.5 Tomografia komputerowa

Przed rozwazeniem koniecznosci skierowania pacjenta z COVID-19 na badanie TK
(tomografii komputerowej, istotne jest doktadne zastanowienie si¢ nad korzy$ciami oraz
potencjalnymi niedogodno$ciami zwigzanymi z tym badaniem, wlaczajac w to dawke
promieniowania, jaka pacjent otrzyma podczas badania. Nalezy unika¢ rutynowego
wykonywania badan TK, jako metod skriningowych u pacjentow bez objawow lub

Z tagodnymi objawami, ktorzy sg leczeni ambulatoryjnie.

Badanie TK wykazuje wysokg czuto$¢ w diagnozowaniu COVID-19, jednak jego
swoisto$§¢ jest ograniczona. Mimo ze niektore zmiany moga by¢ interpretowane, jako
niezwigzane z COVID-19, to w potaczeniu z pelng oceng kliniczng moze pomdc w ustaleniu
wstepnego rozpoznania choroby. W szczegélnych sytuacjach, takich jak dlugi czas
oczekiwania na wynik testu RT-PCR, podejrzenie wyniku falszywie ujemnego, lub
wystgpienie silnych objawow klinicznych sugerujagcych COVID-19, rozwazenie wykonania
TK moze by¢ uzasadnione, o ile pomoze to w decyzji 0 dalszym postgpowaniu z pacjentem
[50].

W stadium objawowym, gdy nie wystepuje niewydolnos¢ oddechowa, tomografia

komputerowa jest bardzo czuta w wykrywaniu zmian wewnetrznych i moze dostarczyé
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istotnych informacji o dynamice tych zmian. Kliniczna ocena efektywno$ci wymiany gazowej

w potaczeniu z wynikami TK moze stanowi¢ istotne narzedzie prognostyczne.

TK klatki piersiowej jest zalecane takze u pacjentow z COVID-19, u ktorych istnieje
podejrzenie wystapienia powiktan, takich jak ropniak czy ropien ptuc, lub przy wspoétistnieniu

innych schorzen, takich jak zatorowo$¢ ptucna.

Typowe zmiany uwidaczniane badaniem TK Klatki piersiowej u chorych na COVID-
19:

- Pojawiajgce si¢ zazwyczaj obustronnie, zageszczenia o wygladzie matowej szyby, ktore
moga by¢ obecne, wraz z obszarami konsolidacji 1 pogrubieniem przegrod

migdzyzrazikowych, tworzace wyglad podobny do kamienia brukowego.
- Wiele miejscowych, okragtych zageszczen o wygladzie matowej szyby.

- Widoczny obraz tzw. "odwroconego halo" lub inne charakterystyczne zmiany typowe dla

rozwijajacego si¢ stanu zapalnego ptuc (obserwowane w pdzniejszym stadium choroby) [51].

Do oceny stopnia zaawansowania zmian w plucach wykorzystuje si¢ rézne skale
(ocena procentowa lub w formie punktacji, okreslajaca rozleglos¢ zmian chorobowych
W ptucach), ktore umozliwiaja radiologom ocene stopnia zajecia poszczegdlnych obszarow
anatomicznych. Dodatkowo stosuje si¢ komputerowe narzg¢dzia, takie jak specjalistyczne
oprogramowanie, ktore umozliwiaja analiz¢ procentowego zajecia ptuc. Lin i wsp. opracowali
metod¢ z zastosowaniem sztucznej inteligencji (Al), ktory umozliwia réznicowanie migdzy
COVID-19 a pozaszpitalnym zapaleniem ptuc 0 innej etiologii na podstawie obrazow
tomografii komputerowej Kklatki piersiowej. Wyniki przedstawione przez chinskich badaczy
sugerujg, ze metody oparte na sztucznej interligencji, wykorzystujace model sieci

konwolucyjnych, posiadajg zdolnos$¢ do skutecznego rozrdzniania obu tych schorzen [52].
1.6.6 Badania laboratoryjne krwi

Badania laboratoryjne krwi w kontekscie COVID-19 stanowia kluczowy element
monitorowania pacjentdw 1 oceny wptywu wirusa na réznorodne parametry fizjologiczne.
Szczegdtowa analiza tych badan dostarcza cennych informacji na temat stanu zdrowia

pacjenta oraz ewolucji choroby [53].

Pierwszym kluczowym parametrem jest peilna morfologia krwi. Wzrost liczby

leukocytow, zwlaszcza neutrofiléw moze wskazywa¢ na aktywna infekcje, natomiast
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zmniejszenie liczby limfocytéw, zwlaszcza limfocytow T, moze by¢ zwigzane z reakcja

immunologiczng na obecno$¢ wirusa.

Badania biatek zapalnych, takich jak CRP (biatko C-reaktywne) czy interleukina-6
(IL-6), dostarczaja informacji na temat stopnia aktywacji uktadu immunologicznego.
Wartos$ci te sg istotne w ocenie stopnia stanu zapalnego w organizmie pacjenta. Interleukina-6
odgrywa istotng role¢ w reakcji zapalnej organizmu 1 moze by¢ zwigzana z cigzkimi
przypadkami COVID-19. Wirus SARS-CoV-2 moze prowadzi¢ do nadmiernego uwalniania
IL-6, co w efekcie moze przyczyni¢ si¢ do tzw. ,,burzy cytokinowej”, czyli szkodliwej reakcji
zapalnej organizmu. W niektérych przypadkach wysokie stezenia IL-6 zostaly zwigzane
Z nasileniem stanu zapalnego, uszkodzeniem narzadoéw 1 cigzkim przebiegiem choroby
COVID-19. Blokowanie dziatania IL-6 za pomoca lekow takich jak tocilizumab moze by¢

rozwazane w leczeniu pacjentow z cigzka postacig COVID-19 [54].

Rowniez stezemie prokalcytoniny moze by¢ mierzone w celu rdéznicowania miedzy
zakazeniem wirusowym a bakteryjnym. Nadkazenia bakteryjne moga wystgpowac, jako
wspotistniejace lub wtorne infekcje u pacjentow z COVID-19. Zakazenie wirusem SARS-
CoV-2 moze ostabi¢ naturalng odporno$¢ organizmu, co moze sprzyja¢ rozwojowi infekcji
bakteryjnych. Dodatkowo, pacjenci hospitalizowani z powodu COVID-19 czesto sa narazeni
na czynniki ryzyka zakazen szpitalnych, co zwieksza prawdopodobienstwo wystapienia

nadkazenia bakteryjnego.

Aktywnos¢ enzymow watrobowych, takich jak asparaginianotransferaza (AST)
i alaninotransferaza (ALT), sa3 monitorowane, aby oceni¢ ewentualne uszkodzenia watroby
w wyniku infekcji. Oznaczenie st¢zenia D-dimerow pomaga zidentyfikowaé aktywacje

uktadu krzepnigcia, co moze wigzac si¢ z ryzykiem powiktan zakrzepowych.

Elektrolity, takie jak sod, potas czy magnez, podlegaja szczegodlnej obserwacji

u pacjentow hospitalizowanych z powodu COVID-19.

Analiza stezenia kreatyniny i mocznika pozwala na ocen¢ funkcji nerek, co jest
istotne, zwlaszcza u pacjentow z cigzszym przebiegiem choroby, u ktérych nalezy

modyfikowa¢ dawki lekéw w zaleznosci od funkcji narzadu.
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1.7 Leczenie

1.7.1 Leczenie w | stadium choroby

Nie nalezy rutynowo podawac lekéw przeciwwirusowych wszystkim pacjentom na
pierwszym etapie choroby. Leki, ktore blokuja namnazanie si¢ wirusa, takie jak
molnupirawir, nirmatrelwir/rytonawir oraz remdesiwir, powinny by¢ stosowane do piatego
dnia od pojawienia si¢ objawow W pierwszym stadium u pacjentéw, ktorzy spetniajg kryteria
ryzyka cigezkiego przebiegu choroby. W przypadku pacjentow z potwierdzong
immunosupresja, wynikajacag z choroby lub stosowanej terapii, czas rozpoczgcia leczenia
przeciwwirusowego moze by¢ wydhuzony do 10 dni, zaktadajac, ze wirus bedzie replikowat
przez dtuzszy czas. Zaden z tych lekdéw nie jest zalecany dla kobiet w cigzy i karmigcych,

z uwagi na brak badan klinicznych dla tej grupy pacjentow [55].

Terapia przeciwwirusowa jest szczegdlnie zalecana u pacjentdow z ryzykiem cigzkiego
przebiegu COVID-19 opisanych w stadium pierwszym. Ze wzglgdu na potencjalne ryzyko
i ograniczenia zwigzane z charakterystyka tych lekow, powinny by¢ one stosowane pod
scistym nadzorem lekarza, zwlaszcza unikajac stosowania u kobiet w cigzy i matek

karmigcych piersia.

Molnupirawir i nirmatrelwir/rytonawir sa lekami doustnymi stosowanymi 2 razy
dziennie przez 5 dni. Molnupiravir jest obecnie rzadko stosowany z powodu matej aktywnoS$ci
wzgledem dominujgcego obecnie szczepu wariantu Omikron. Remdesiwir jest lekiem
w stosowanym w formie dozylnej, zaleca si¢ go podawac u pacjentow, ktorzy nie wymagaja
tlenoterapii. U pacjentéw niewymagajacych hospitalizacji, wykazano, ze terapia trzydniowa
jest wystarczajgca [56]. Stosowanie wymienionych lekow przeciwwirusowych znaczgco
zmniejsza ryzyko hospitalizacji i cigzkiego przebiegu COVID-19 u o0s6b obcigzonych

czynnikami ryzyka.
Czynniki zwigkszajace ryzyko wystgpienia ciezkiego przebiegu COVID-19:
- Zaawansowany wiek, zwlaszcza powyzej 60 lat
- Nadmierna masa ciata (otytos¢)
- Cukrzyca

- Choroby nowotworowe
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- Przewlekta niewydolno$¢ serca

- Przewlekta niewydolno$¢ oddechowa

- Przewlekta niewydolno$¢ nerek

- Niedobory odpornosci lub stosowanie lekéw immunosupresyjnych

Osoby z tagodnymi objawami infekcji drog oddechowych, takich jak niewysoka lub
krotkotrwata gorgczka, bole glowy, gardta, migsniowo-stawowe, lub katar, bez widocznych
objawdéw choroby ptuc lub wspotistniejacych chordéb pogarszajacych rokowanie, zazwyczaj
nie wymagajg leczenia farmakologicznego, lecz jedynie regularnego monitorowania stanu

zdrowia.

W ramach leczenia objawowego, pacjenci moga potrzebowaé stosowania lekow
w przypadku wystapienia goraczki (najlepiej niesteroidowych lekow przeciwzapalnych
(NLPZ) lub paracetamolu). Osobom z nasilonym suchym kaszlem, utrudniajacgcym
mowienie i sen, zaleca si¢ stosowanie lekow przeciwkaszlowych, np. z kodeing. Dla
dorostych pacjentow z tagodnym lub umiarkowanym przebiegiem COVID-19 zaleca si¢
rowniez stosowanie wziewnego budezonidu w dawce 800 pg dwa razy dziennie [57]. Wtym
stadium choroby nie zaleca si¢ podawania glikokortykosteroidow (GKS) w formie doustnej
lub dozylnego podania, ze wzgledu na ich dziatanie immunosupresyjne, ktdore moze nasila¢

i wydtuza¢ czas replikacji wirusa, co moze prowadzi¢ do pogorszenia rokowania [58].

Brakuje wystarczajacych danych, aby rutynowo =zaleca¢ stosowanie lekow
przeciwzakrzepowych w COVID-19 u pacjentow nichospitalizowanych. Zaleca si¢
stosowanie heparyny drobnoczasteczkowej (HDCz) w dawce profilaktycznej u chorych
przewlekle unieruchomionych i u tych z innymi, niezwigzanymi z COVID-19, wskazaniami
do profilaktyki przeciwzakrzepowej, zwlaszcza u os6b z czynnikami ryzyka wystgpienia
zakrzepicy zyt glebokich lub zatorowosci ptucnej [59]. Antybiotyki nalezy stosowac¢ jedynie
w przypadku uzasadnionego podejrzenia rozwoju towarzyszacej infekcji bakteryjnej,
poniewaz nie udowodniono ich skutecznosci w leczeniu COVID-19. Nie ma réwniez
uzasadnienia dla stosowania profilaktycznej tlenoterapii domowej we wczesnej fazie choroby.
Woystgpienie koniecznosci tlenoterapii zwigzane jest z gwattownym pogorszeniem stanu

klinicznego stanowi bezwzgledne wskazanie do hospitalizacji.
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1.7.2 Leczenie w 11 stadium choroby

W momencie zaobserwowania u pacjenta narastajacej dusznosci, gdy poziom saturacji
tlenu (SpO2) spada ponizej 94%, konieczna jest tlenoterapia, co wigze si¢ z koniecznos$cia
hospitalizacji. Zazwyczaj na tym etapie choroby wystarczajaca jest tlenoterapia o niskim
przeplywie, nieprzekraczajaca 15 I/min. Profilaktyczne dawki heparyny drobnoczasteczkowe;j
(HDCz) sa rutynowo zalecane do stosowania u pacjentow hospitalizowanych,
a w odpowiednio uzasadnionych przypadkach mozna zwigkszy¢ ich dawke do terapeutycznej
[60].

Pierwszym lekiem przeciwwirusowym, ktory =zostal zarejestrowany 1 wykazat
skutecznos¢ w zwalczaniu SARS-CoV-2 u dorostych oraz u dzieci powyzej 12 roku zycia,
jest remdesiwir. W przypadku chorych hospitalizowanych zaleca si¢ podawanie remdesiwiru
we wlewie dozylnym w dawce 200 mg pierwszego dnia, a nastepnie 100 mg przez kolejne
4 dni. Glownym przeciwwskazaniem do stosowania tego leku jest niewydolno$¢ nerek
Z eGFR ponizej 30 ml/min. Leczenie remdesiwirem nalezy przerwac, jesli aktywnos¢ ALT
przekroczy pigciokrotnie gorng granicg normy [61]. Alternatywa dla remdesiwiru (Veklury),
byt molnupirawir (Lagevrio), ktéry mozna byto przyjmowaé doustnie w dawce 800 mg dwa
razy dziennie przez 5 dni, lub nirmatrelwir/rytonawir (Paxlovid), ktory obecnie podaje sig¢
doustnie w dawce 300/100 mg dwa razy dziennie przez 5 dni. Nirmatrelwir/rytonawir sa
przeciwwskazane do stosowania u pacjentow z cigzka niewydolnos$cig watroby oraz u os6b
Z niewydolnoscig nerek i eGFR ponizej 30 ml/min; u oséb z eGFR 30-60 ml/min mozna
stosowac¢ lek w dawce zredukowanej do 150/100 mg dwa razy dziennie. Ponadto, lek ten jest
inhibitorem CYP3A, wigc konieczna jest ocena ryzyka interakcji z innymi lekami wedlug
ChPL [62]. Zaden z tych trzech lekéw przeciwwirusowych nie zostal zatwierdzony do
stosowania u kobiet w cigzy i karmigcych. Z uwagi na mechanizm dziatania molnupirawiru
I jego potencjalne, cho¢ niepotwierdzone badaniami klinicznymi dzialanie mutagenne, nalezy
szczegllnie zwroci¢ uwage na skuteczng antykoncepcje w przypadku stosowania u kobiet

w wieku rozrodczym.
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1.7.3 Leczenie w 111 stadium choroby

W przypadku nasilajagcych si¢ objawow U pacjentow w drugim drugim tygodniu
choroby, takich jak narastajaca duszno$¢ i obnizenie SpO2 ponizej 90%, kwalifikujacych si¢
do 11l stadium choroby, nalezy stosowac tlenoterapi¢ oraz rozwazy¢ zastosowanie tlenoterapii

wysokoprzeptywowej do 60 1/min.

W sytuacji stwierdzenia u pacjenta podwyzszonego stezenia IL-6 powyzej 100 pg/ml,
w leczeniu nalezy rozwazy¢ podanie tocilizumabu (RoActemra) - przeciwciata
monoklonalnego skierowanego przeciw receptorowi IL-6. Jest to dziatanie, ktore znaczaco
zmniejsza ryzyko koniecznos$ci zastosowania mechanicznej wentylacji oraz zgonu pacjenta
[63].

Tocilizumab nalezy podawaé¢ wytacznie we wlewie dozylnym, w pojedynczej dawce
zaleznej od masy ciata, nie przekraczajac jednak 800 mg (po uprzednim indywidualnym
dostosowaniu dawki m.in. w zalezno$ci od parametrow funkcji nerek, watroby). W przypadku
braku efektu, mozna rozwazy¢ podanie kolejnej dawki po 8-24 godzinach, cho¢ nie ma
pewnos$ci, co do skutecznosci podania drugiej dawki leku. Nalezy unika¢ podawania
tocilizumabu pacjentom, u ktdérych liczba neutrofili spada ponizej 2000/pl, liczba ptytek krwi
ponizej 50 000/ul lub gdy aktywno$¢ ALT przekracza pigciokrotnie gorng granice normy
[64].

W razie potrzeby stosowania GKS, rozpoczgcie terapii deksametazonem powinno
nastgpi¢ dopiero po zastosowaniu tocilizumabu, w przypadku braku korzystnego efektu lub

jesli tocilizumab nie byt podawany w ogole [65].

1.7.4 Leczenie w IV stadium choroby

Pogorszenie si¢ stanu klinicznego pacjenta zwigzane z ostrym zespotem
niewydolno$ci oddechowej (ARDS) prowadzi do sytuacji, w ktorej tlenoterapia
wysokoprzeptywowa jest nieskuteczna, a konieczna staje si¢ intubacja i respiratoroterapia.
W przypadku tych pacjentow zauwazono najwigksze korzySci ze stosowania
glikokortykosteroidow [66]. Warto takze rozwazy¢ wczesne zastosowanie tocilizumabu,
szczegblnie u pacjentow z wysokimi poziomami IL-6 lub CRP. Nie wykazano korzysci
Z rozpoczynania lub kontynuowania terapii przeciwwirusowej u pacjentow poddawanych

mechanicznej wentylacji. W takich przypadkach nalezy zastosowal strategi¢ wentylacji
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oszczedzajacej ptuca, ktora polega na podawaniu matych objetosci oddechowych,
odpowiednich warto$ci  dodatniego ciSnienia koncowo-oddechowego (PEEP) oraz
dostosowywaniu zawarto$ci tlenu w mieszaninie oddechowej do poziomu tlenu we krwi
tetniczej i saturacji tlenu. Dla niektorych chorych, ktorzy nie reagujg na standardowe metody
leczenia 1 respiratoroterapii, korzystne moze by¢ przejScie na wentylacje w pozycji
odwroconej, czyli na brzuchu [67]. Smiertelno$¢ pacjentow z COVID-19, ktorzy wymagaja
mechanicznej wentylacji, wynosi do 67% [68].

1.8 Powiklania, ,,zespétl post-COVID-19” i ,,Long- COVID”

Juz po kilku miesigcach od rozpoczgcia pandemii zaczgto raportowac pozne,
wielonarzadowe objawy u o0sob, ktore przebyly COVID-19. Aktualnie, jest to istotny problem
w obszarze medycznym i zdrowia publicznego na catym $wiecie [69]. Definicja zespotu
post-COVID-19 dotyczy dolegliwosci z réoznych narzadow lub uktadow, ktore utrzymuja si¢
dluzej niz 3 tygodnie po ostrej fazie zakazenia SARS-CoV-2 [70]. Najczesciej dotyczy
objawow, ktore wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia, trwaja dluzej niz trzy miesigce od

momentu zachorowania [71, 72].

Dhugotrwate powiktania po COVID-19 stanowi istotny problem w sferze medycznej
i zdrowia publicznego na catym globie. Wiele raportow potwierdza dlugoterminowe
konsekwencje COVID-19 w postaci objawoéw zwigzanych z uktadem oddechowym, sercowo-
naczyniowym, neurologicznym, nerkowym, hematologicznym, zotadkowo-jelitowym,
endokrynologicznym i psychospotecznym [73]. Konieczne jest kontrolowanie pacjentow po
ostrej fazie COVID-19 w celu rozpoznania i leczenia potencjalnych pdznych,

wielonarzagdowych konsekwencji po zakazeniu wirusem SARS-CoV-2.

1.8.1 Uklad oddechowy

Uszkodzenie funkcji uktadu oddechowego podczas COVID-19 wynika glownie
z uszkodzenia nablonka pluc i1 naczyn krwiono$nych. Infekcja wirusem SARS-CoV-2
powoduje nadmierng ekspresj¢ receptora hACE2-R, co prowadzi do zmian zapalnych
w plucach i zakldcen w uktadach kinina-kalikreina oraz renina-angiotensyna, co zwigksza
ryzyko zakrzepicy [74]. Intensywna terapia tlenowa i mechaniczna wentylacja moga tez

poglebia¢ uszkodzenia pluc. Proces naprawy tkanki ptlucnej, obejmujacy rdézne szlaki

28



molekularne, moze prowadzi¢ do ich wtdknienia, co zmniejsza zdolnos¢ do wymiany gazowe;j

i moze skutkowac rozwini¢ciem przewleklej niewydolnosci oddechowej [75, 76].

1.8.2 Uklad nerwowy

Istnieja rézne teorie wyjasniajagce, w jaki sposob COVID-19 wplywa na uktad
nerwowy. Jedng z gtownych koncepcji jest mozliwos¢, ze wirus SARS-CoV-2 dostaje si¢ do
mozgu poprzez krwiobieg lub zakazone limfocyty. Istnieje roOwniez sugestia, ze wirus moze
dosta¢ si¢ do mozgu przez nos lub nerwy obwodowe [77]. Zainfekowanie osrodkowego
uktadu nerwowego, nasilone przez nadmierng reakcje immunologiczng, szczegélnie przez
interleuking 6 (IL-6), prowadzi do uszkodzenia neuronéw, naczyn krwionos$nych i moze

przyczyni¢ si¢ do stanu zapalnego naczyn oraz przewleklej niedotlenienia.

Badania wskazuja, ze objawy neurologiczne u oséb z dlugotrwalym przebiegiem
COVID-19 obejmuja problemy z funkcjami poznawczymi, takie jak dezorientacja (zwana
»mglta mozgowya”), trudno$ci z koncentracja, bdle glowy, zaburzenia snu, neuropati¢
obwodowa, zawroty gtowy, depresje i Ieki [74]. Pacjenci z "mgla mdzgowa" opisuja uczucie
spowolnienia myslenia, dezorientacji lub trudnosci w kontakcie z rzeczywistoscig. Osoby,

ktore przeszty COVID-19, czesto doswiadczajg trudnosci z koncentracjg uwagi [78].

1.8.3 Uklad krazenia

W przypadkach ciezkiego przebiegu COVID-19, uogdlniona reakcja zapalna oraz
wysoki poziom cytokin i mediatoréw immunologicznych, takich jak IL-6 i TNF-a, moga
przyczynia¢ si¢ do uszkodzenia migénia sercowego. Zwickszona obecno$é receptorow
hACE2 w migéniu sercowym umozliwia takze wirusowi przenikniecie do komorek serca.
Dodatkowo, infekcja wirusem moze prowadzi¢ do procesoOw wioknienia migsnia sercowego.
U o0s6b z istniejagcymi schorzeniami sercowo-naczyniowymi, starszymi i kobietami, reakcja
organizmu na COVID-19 moze powodowac uszkodzenie serca, a nawet $mier¢. Badania
pokazuja, ze u wigkszo$ci pacjentow, ktorzy mieli cigzki przebieg COVID-19, po wypisie ze
szpitala, wystepuja zaburzenia pracy serca u blisko 80%, zapalenie migsnia sercowego u 60%,

a zmiany w strukturze komor serca u prawie 30% z nich [73].
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1.9 Profilaktyka

Profilaktyka COVID-19 obejmuje réznorodne dziatania, a jednym z kluczowych
elementéw jest program szczepien. W przestrzeni lat, szczepienia przeciwko COVID-19
ewoluowaty, dostosowujac si¢ do zmieniajacej si¢ sytuacji epidemiologicznej i pojawiania si¢

nowych wariantoéw wirusa.
1.9.1 Poczatkowe badania i zatwierdzenie szczepionek (2020-2021):

W poczatkowej fazie pandemii przeprowadzono intensywne badania nad skutecznymi
szczepionkami. Pierwsze szczepionki, takie jak szczepionka Pfizer-BioNTech i Moderna,
otrzymaty zatwierdzenie od odpowiednich agencji regulacyjnych. Rozpoczeto wowczas

masowg kampanig¢ szczepien w wielu krajach na catym §wiecie.
1.9.2 Kampanie masowych szczepien (2021-2022):

Szczepienia staty si¢ powszechne, a wiele krajow rozwijato programy szczepien, aby
osiggng¢ jak najwiekszy odsetek o0sOb zaszczepionych. Rozpoczeto szczepienia grup
priorytetowych, takich jak personel medyczny, osoby starsze i osoby z grup podwyzszonego

ryzyka na zachorowanie.

1.9.3 Przystosowanie szczepionek do poszczegélnych wariantéw wirusa (2022-2023):

W miar¢ pojawiania si¢ nowych wariantow wirusa, producenci szczepionek
dostosowali formuty, aby zwigkszy¢ skuteczno$¢ przeciwko nowym odmianom.

Wprowadzenie ewentualnych ulepszonych lub dostosowanych szczepionek.

1.9.4 Rozszerzanie Zakresu Szczepien (2023-obecnie):

Stopniowe zwigkszanie dostepnosci szczepien dla szerszych grup spoteczenstwa,
wtym dzieci i mlodziezy. Prowadzono kampanie us$wiadamiajace 1 edukacyjne, aby

zwigkszy¢ zaufanie do szczepien ochronnych.

1.9.5 Badania naukowe i nowe technologie w zakresie szczepien:

Trwaja badania nad dlugotrwalym dzialaniem szczepionek, koniecznos$cia

ewentualnych dawek przypominajacych oraz skutecznosciag wobec nowych wariantow.
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Profilaktyka COVID-19 za pomocg szczepien jest dynamicznym procesem, ktory
obejmuje ciggle dostosowywanie strategii do zmieniajacej si¢ sytuacji epidemiologicznej
I naukowym postgpom. Kampanie szczepien odgrywaja kluczowa role w ograniczaniu

rozprzestrzeniania si¢ wirusa i zmniejszaniu ciezkosci zachorowan [79].

2. Odpowiedz immunologiczna w zakazeniu SARS-CoV-2

Odpowiedz immunologiczna polega na wytwarzaniu przeciwciat IgA, IgM i IgG we
krwi. Powszechnie dostepne testy serologiczne wykrywajg przeciwciata przeciwko biatku S
i N. Przeciwciata przeciwko biatku S neutralizujg wirusa oraz stanowig ochrone przed
zachorowaniem. Natomiast przeciwciala przeciwko biatku N wskazuja jedynie kontakt

Z wirusem.

Jak wspomniano w rozdziale 1, badania serologiczne odgrywaja bardzo istotng rolg
w diagnostyce COVID-19. Przy pomocy badan serologicznych wykrywa si¢ nastepujace typy
przeciwcial (Tabela 2).

Tabela 2. Typy i charakterystyka przeciwcial badanych przy pomocy badan serologicznych.

Typ przeciwcial Charakterystyka

IgA Badanie miana IgA dostarcza informacji o0 odpowiedzi

immunologicznej w btonach sluzowych w kontek$cie SARS-CoV-2.

IgM Wykrywanie IgM wskazuje na niedawne zakazenie 1 wczesng

odpowiedz immunologiczna.

19G Ocena IgG informuje o wcze$niejszej odpowiedzi immunologicznej i

potencjalnej odpornosci.

Anty-S, Anty-N Badanie przeciwcial przeciwko biatkom wirusa, w tym bialku kolca

(S) i nukleokapsydowemu (N).

S-RBD Wykrywanie przeciwcial przeciwko domenie wigzacej receptory

(RBD) biatka kolca, kluczowej dla przenikania wirusa.

31




Testy moga by¢ przeprowadzane z uzyciem osocza, surowicy lub krwi pelnej, co

pozwala na elastyczno$¢ w pobieraniu materiatu do badania.

Dzigki roznym rodzajom przeciwcial wykrywanych w trakcie zakazenia SARS-CoV-2
mozliwe jest okreslenie stadium infekcji. Wystepowanie przeciwcial u ozdrowiencow
I zaszczepionych o0sob jest rozne (ozdrowiency posiadajg przeciwciata przeciwko biatkom S
i N wirusa, podczas gdy osoby zaszczepione obecnymi szczepionkami posiadajg jedynie
przeciwciala przeciwko biatku S) [80]. Poszczegdlne rodzaje przeciwcial mogg by¢ przydatne

w roznych sytuacjach klinicznych, ktore przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 3. Charakterystyka typow przeciwciat produkowanych u o0s6éb  po

zakazeniu/szczepieniu®.

T rzeciweial Ozdrowiency po | Zaszczepieni przeciwko Zaszczepieni

ypy P COVID-19 COVID-19 ozdrowiency
anty-S * * *
anty-N * i *

* QOsoby zaszczepione szczepionkami opartymi na biatku S wirusa SARS-CoV-2

(szczepionki: Pfizer/BioNTech, Moderna, AstraZeneca).

Przeciwciata w klasie IgA i IgM sa wezesnym wskaznikiem zakazenia (sa wykrywalne
okoto 1-2 tygodni od poczatku choroby), natomiast przeciwciata w Kklasie IgG sg istotnym
wskaznikiem niedawnego i przebytego zakazenia (pojawiaja si¢ okoto 2-4 tygodni od
poczatku choroby) [81]. Macedo i wsp. opisali, ze wickszo$¢ pacjentow uzyskuje
serokonwersj¢ okoto 7 do 11 dni po zakazeniu, ale u niektorych pacjentow przeciwciata IgG
moga by¢ produkowane wczesniej. Stezenie przeciwcial 1gG w surowicy moze wzrosngé
jednoczesnie lub wczesniej niz przeciwciata klasy IgM [82]. Mallano i wsp. potwierdzili, ze
testy serologiczne mogg by¢ przydatne w potwierdzaniu zakazenia metodami diagnostyki
molekularnej w niektorych przypadkach, zwtaszcza po okoto 5 dniach od poczatku objawéw

w przypadku wczesnego wytwarzania przeciwciat klasy 1gG [83].

Ocena serologiczna wystgpowania przeciwcial nie moze zastapi¢ bezposredniego

wykrywania fragmentow genomu wirusa za pomocg metody PCR [84]. Po okoto tygodniu po

32



wystgpieniu objawow COVID-19, prawdopodobienstwo wykrycia materiatu genetycznego
wirusa SARS-CoV-2 stopniowo maleje, zwlaszcza w przypadku tagodnego przebiegu
zakazenia. Testy wykrywajace przeciwciata zaczynaja odgrywaé kluczowa role w pozniejszej
fazie zakazenia SARS-CoV-2, gdyz umozliwiajg potwierdzenie kontaktu pacjenta z nowym

koronawirusem [85].

Badania serologiczne nie powinny by¢ stosowane natychmiast po zaobserwowaniu
pierwszych objawéw klinicznych choroby, poniewaz przeciwciala pojawiajg si¢
Z opoznieniem (co najmniej kilka dni odwystgpienia pierwszych objawdéw zakazenia). Okres,
w ktorym pacjent jest seronegatywny pomimo zakazenia, nazywny jest oknem
serologicznym. Testy serologiczne moga uzupeilia¢ bezposrednie metody wykrywania

wirusa SARS-CoV-2 takie jak RT-PCR, testy antygenowe.

Powszechnie dostgpne sg rozne metody wykrywania przeciwcial, takie jak ELISA czy
metoda chemiluminescencyjna CLIA (chemiluminescencyjne testy immunologiczne).
Badania serologiczne, tzw. pary surowicze - czyli pobrane od tego samego pacjenta, co
najmniej 2 tygodnie po sobie, mogg by¢ stosowane do wykrywania serokonwersji lub wzrostu
miana przeciwcial, zwlaszcza u pacjentow z COVID-19, u ktérych nie wykryto materiatu
genetycznego/antygenowego wirusa SARS-CoV-2. Serokonwersja lub wzrost miana
przeciwcial moze by¢é wykorzystywany do retrospektywnego potwierdzenia -etiologii
i podejmowania decyzji terapeutycznych, np. w przypadku zapalenia ptuc czy burzy

cytokinowej, a takze do oceny immunizacji po ekspozycji na zakazenie [86, 87].

Czulo$¢ 1 swoistos¢ testow serologicznych sg istotnymi cechami. Przy wyborze testu
serologicznego nalezy zwrdci¢ uwage na uzywany antygen, poniewaz to on okresla czutos¢
I swoistos$¢ testu. Wybor odpowiedniego antygenu jest kluczowy dla uzyskania wiarygodnego

wyniku testu i minimalizowania ryzyka fatszywie dodatnich lub negatywnych.

Czulo$¢ testu jest Scisle zwigzana z czasem od poczatku choroby, a jego przydatnosé
wzrasta po 15 dniach od wystgpienia pierwszych objawow, zwlaszcza w wykrywaniu
izolowanych przeciwciat IgG [88]. W metaanalizie Deeks i wsp., obejmujacej 40 badan,
oceniano obecnos¢ przeciwciat IgG przeciwko SARS-CoV-2 w pierwszym tygodniu choroby.
Odsetek fatszywie ujemnych wynikow wynosit od 44% do 87% [89]. Dlatego jednoczesna
analiza przeciwciat IgM 1 IgG, ze wzgledu na rézne czasy pojawiania si¢ przeciwcial, moze
zwigkszy¢ czutos¢ testu serologicznego [90, 91]. Rajpal i wsp. rowniez stwierdza, ze testy

przeciwcial IgG i IgM oparte na ELISA maja ponad 95% swoistosci dla diagnozy COVID-19
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[92, 93]. Ponadto dodatkowe oznaczanie miana przeciwcial IgA jednocze$nie z analiza
przeciwcial IgM 1 IgG moze rowniez zwigkszy¢ czuto$¢ testow serologicznych dla SARS-
CoV-2, ale wykazano, ze testy wykrywajace tylko IgM i IgA sa niewystarczajace do wczesnej
diagnozy COVID-19 i w zwigzku z tym majg ograniczong przydatnos¢ [94]. W metaanalizie
opartej na wynikach z 35 badan, swoisto$¢ testow serologicznych dla wszystkich rodzajow
przeciwcial ogotem wyniosta ponad 98%. Czutos¢ testow dla wykrywanych przeciwcial klasy
IgG wynosita od 80% do 85%, z najwyzsza czuloscig w przypadku testow CLIA, nastgpnie
ELISA i LFA [95, 96]. Ocena przeciwcial IgM wykazata czulos¢ wynoszacg 80,9% dla
CLIA, 84,5% dla ELISA i 51,4% dla LFA. To badanie pokazato rowniez, ze przy uzyciu
jednoczesnych testow IgM/IgG, CLIA byt lepszy niz ELISA i LFA, z odpowiednio 97,3%,
90,5% i 85,8% [97].

Najnowsze dane przedstawione przez Zheng i wsp. w przegladzie systematycznym
wspieraja te ustalenia, pokazujac, ze testy oparte na przeciwcialach IgG miaty wyzsza czutosé
niz testy oparte na przeciwciatach IgM, podczas gdy testy oparte na CLIA, z wykorzystaniem
jednoczesnych testow IgG/IgM, byty najbardziej doktadne diagnostycznie [98].

Wiarygodna diagnostyka serologiczna moze by¢ zapewniona poprzez uzycie testow
0 wysokiej swoistosci 1 wysokiej czuloSci, zawierajacych antygeny, takie jak S1 lub

zmodyfikowany biatko N (NCP - biatko fosfoproteinowe nukleokapsydu) [99].

Emeribe i wsp. obsserwowali, ze odsetek pacjentdow z niewykrywalnym RNA, ale
Z wykrywalnymi immunoglobulinami, wzrastat z 28,7% w ciagu pierwszych 3 dni do 100%
w ciggu 15-39 dni po wystapieniu objawow. Te ustalenia potwierdzaja teze, ze przeciwciata
moga by¢ traktowane, jako skuteczne narzedzia diagnostyczne uzupelniajgce testy oparte na
RT-PCR. Ponadto, zwickszaja mozliwos¢ zastosowania odpowiednich terapii i zarzadzania
izolacjg [100].

Guo i wsp. sugeruja, ze kombinacja testow RNA i IgM-IgG moze by¢ bardziej czuta
niz postawienie diagnozy COVID-19 opartej jedynie na RNA [101].

Falszywie pozytywne wyniki moga wynikac ze specyficznosci, ktora nie osigga 100%
W zadnym z testow - tzw. reakcji krzyzowych z innymi koronawirusami lub innymi

patogenami.

Reakcje krzyzowe sa zwigzane z podobiefistwem antygenéw migdzy innymi

koronawirusami, takimi jak HKU1, NL63, OC43 czy koronawirus 229E. Antygeny te
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wystepuja w organizmie z nadmierng odpowiedzig humoralng, np. w przebiegu chorob

autoimmunologicznych (czynnik reumatoidalny) [102, 103].

Chong i wsp. przeprowadzili badanic dotyczace testow RDT opartych na
przeciwcialach I1gG/IgM w krajach afrykanskich, a analizowane dane wskazaty, ze fatlszywe
wyniki pozytywne sg glownie zwigzane z nieswoista krzyzowa reaktywnoscia krazacych
przeciwciat IgM w przypadku innych zakazen wirusowych 1 pasozytniczych (np.
metapneumowirus, wirus zapalenia watroby typu C, ludzki wirus uposledzenia odpornosci,
malaria). Problem ten moze zosta¢ rozwigzany poprzez jednoczesne lub sekwencyjne
stosowanie dwoch testéw RDT. Te ustalenia sugeruja, ze skuteczno$¢ zestawow testowych

moze si¢ rozni¢ w zaleznosci od lokalizacji geograficznej probek [104].

U nielicznych 0s6b obserowano brak obecnos$ci przeciwical po zakazeniu SARS-CoV-
2. Moze to prowadzi¢ do blednej diagnozy zakazenia koronawirusem poprzez identyfikacje

przeciwcial we krwi pacjenta [105].

2.1 Przydatnos¢ szybkich testow immunochromatograficznych

Szybkie testy immunochromatograficzne (tzw. testy kasetkowe o charakterze
jakosciowym), wykrywajace obecno$¢ przeciwcial przeciwko SARS-CoV-2, maja
ograniczong przydatno§¢ z powodu niskiej czulo$ci i1 swoisto$ci diagnostycznej oraz

wysokiego ryzyka falszywie ujemnych i fatszywie dodatnich wynikow [106].

2.2 Rola przeciwcial neutralizujacych

Przeciwciala neutralizujace (NAbs) odgrywaja kluczowa role w eliminowaniu wirusa
i uzyskiwaniu ochrony przed SARS-CoV-2. Moga to robi¢ na kilka sposoboéw, m.in. blokujgc
wnikanie wirusa do komorek gospodarza, zaklocajac wigzanie wirionu do receptorow,
zapobiegajac ujawnianiu genomu wirusowego w endosomach lub powodujac agregacje
czastek wirusowych. Ich rola w przypadku COVID-19, w tym warto§¢ prognostyczna

neutralizacji w pordéwnaniu ze Szczepieniem, pozostaje niejasna.

Badania wykazaly, ze wigkszos¢ probek osocza ozdrowiencow nie wykazuje
wysokich poziomoéw aktywnosci neutralizujacej. Osoby, ktore wyzdrowialy, posiadaja
rzadkie, ale powtarzajagce si¢ przeciwciata anty-SARS-CoV-2 RBD (Receptor Binding

Domain) o silnej aktywnos$ci przeciwwirusowej. Zestaw monoklonalnych przeciwcial (mAb)
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wigzacych si¢ z RBD, pochodzacy od ozdrowiencow po COVID-19, obejmuje przeciwciata
C121, C144 1 C135, ktore sg silnymi przeciwciatami neutralizujacymi przeciwko SARS-CoV-
2 [107]. Domena N-terminalna (NTD) i RBD znajduja si¢ na biatku S1. Niektére mAb
skierowane przeciwko NTD moga hamowaé zakazenie SARS-CoV-2. Zapobiegaja one
zmianom konformacyjnym w biatku S wirusa, hamujgc tym samym fuzj¢ blonowa

I wniknigcie wirusa.

Podobnie, gdy mAb skierowane przeciwko RBD i nanociata (Nbs) skiecrowane
i wigzagce sie z RBD, tworza kompleksy RBD-mAb lub RBD-Nb, ktére hamujg wigzanie
RBD z ACE2 [108].

Test ELISA moze by¢ uzywany, jako proste narzedzie do oznaczenia poziomu
przeciwcial neutralizujgcych (nAbs). Testy typu SVNT (Surrogate Virus Neutralization Test)
stosowane sg do oceny odpowiedzi immunologicznej po zakazeniu SARS-CoV-2 lub po
szczepieniu przeciwko COVID-19, umozliwiajac wykrywanie przeciwcial neutralizujacych
[109]. Dotychczas wigkszo$¢ dostepnych testow wykazywata wiele falszywie dodatnich
wynikow w poréwnaniu do testow wykrywajacych aktywnos¢ wirusa w tescie VNT. Nalezy
zauwazy¢, ze informacje dotyczace wykrywania przeciwcial IgG skierowanych przeciwko S1
w instrukcjach testu odnosza si¢ do wykrywania wszystkich przeciwciat IgG, zar6wno

neutralizujacych, jak i nieneutralizujacych.

Aby test byl rownowazny z testem neutralizacyjnym, powinien odwzorowac¢ naturalny
proces wigzania SARS-CoV-2 z receptorem ACE2 na powierzchni komorek gospodarza,
przez ktory wirus wchodzi do komorki. Réwnowazno$¢ z testem neutralizacyjnym umozliwia
wykrywanie funkcjonalnych przeciwciat neutralizujacych, ktére blokuja wigzanie SARS-

CoV-2 z receptorem ACE2 [110].

Pacjenci z cigzkim przebiegiem COVID-19 wytwarzaja najwyzsze miana przeciwciat
przeciwko RBD oraz przeciwcial przeciwko biatku S (Spike). Moze to by¢ zwigzane
Z odpowiedzig gospodarza, ktora obejmuje hiperinflamacje i/lub niekontrolowang replikacje
wirusa, prowadzaca do nadmiernego wytwarzania przeciwcial, ktore dziataja, jako
biomarkery cigzkos$ci choroby. Pacjenci z cigzkim przebiegiem COVID-19 wykazuja znaczny
wzrost poziomow przeciwcial IgA 1 IgG skierowanych przeciwko wirusowi SARS-CoV-2
w surowicy, 3-5 dni po wystgpieniu objawow choroby. Miana przeciwcial IgG skierowanych
przeciwko RBD silnie koreluja z mianami przeciwcial neutralizujacych skierowanych

przeciwko biatku S, co wskazuje, ze przeciwciata skierowane przeciwko RBD moga by¢

36



stosowane do réznicowania pacjentOw z ostatnimi i wczesniejszymi zakazeniami [111].
W Tabeli 4 przedstawiono przyklady wynikow testow neutralizacji pseudowirusa
stosowanych do monitorowania odpowiedzi przeciwcial neutralizujacych (NADS) u pacjentow
zakazonych SARS-CoV-2. Aktywno$¢ neutralizujagca wykazata korelacje z mianami
przeciwcial przeciwko biatku S (Tabela 4) [112].

Tabela 4. Przyktady wynikow testow neutralizacji pseudowiruséw stosowanych do

monitorowania odpowiedzi przeciwciat neutralizujagcych (NAbs) u pacjentow zakazonych

COVID-19 [113, 114, 115, 116].

Czynniki
Czas wykrywania wplywajace na
efekt neutralizacji

Liczba Miana przeciwcial
probek neutralizujacych (NAbs)

Typ testu
neutralizacyjnego

Przeciwciata IgG

33% prébek NT50 < 50, skierowane
0, 4 , - .e
794 probek NT50 < 1000, Srednio 39 dni po przeciwko RBD i S, Test neutrall_zaCJl
149 srednia geometryczna stapieniu obiawéw. | wiek. czas trwania i dla pseudowirusa
NT50 = 121 ($rednia Wystap ) o DA HIV
> nasilenie choroby,
arytmetyczna = 714) .
ptec.
Miana przeciwciat
Od wystapienia 1gG skierowanych | Test neutralizacji
343 NT50: 20- 3240 objawow - do 75 dni | przeciwko RBD dla pseudowirusa
po. (Receptor Binding | HIV
Domain).
Odsetek 0s6b z ID50 > 100 Suchv kaszel
wynosit 79%, 92% i 98% |, g oo ]S 5031’(1 i | Test neutralizacii
160 odpowiednio 13-20, 21-27 At oG Wystap ysoxl dla pseudowirusa
. . . | objawow masy ciala (BMI),
i 28-41 dni po wystapieniu . HIV
C nadcisnienie.
objawow.
Iflgzgg;fl;?zfﬁcz?ma Test neutralizacji
14 NAT50: 0- 2000 Nieoszacowane biaipka y dla pseudowirusa
HIV
nukleokapsydu

Opowiedz immunologiczna pozwala na budowanie odpornosci nabytej w trakcie
zycia, co w polaczeniu z ukladem odpornosciowym wrodzonym stanowi fenotyp
immunologiczny osoby. Ta odpowiedz jest kluczowa w kontroli 1 eliminacji zakazenia przez
SARS-CoV-2 [117]. W trakcie choroby tworzy si¢ pula komdrek pamieci ukierunkowanych
na SARS-CoV-2, a wigkszo§¢ komoérek CD4+ ksztaltuje profil pamigci, co prowadzi do
dhugotrwatej reakcji uktadu immunologicznego [118]. Na podstawie 44 badan dotyczacych
odpowiedzi serologicznej na immunizacjg¢ COVID-19 wérod pracownikow stuzby zdrowia we
Whtoszech, Ciniselli i wsp. doszli do wniosku, ze kluczowym elementem odpornosci na

SARS-CoV-2 sa przeciwciala neutralizujace przeciwko wirusowi, wraz z produkcja komoérek
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B pamigci oraz komoérek T pamiegci CD4+ 1 CD8+ po zakazeniu, szczepieniu lub ponownym

zakazeniu [119].

Wskazania do wykonywania testow serologicznych wykrywajacych przeciwciata

klasy 1gG przeciwko SARS-CoV-2 obejmuja:

- Podejrzenie skapoobjawowego lub bezobjawowego zakazenia w przypadku
negatywnego wyniku testu molekularnego i wywiadu ewidentnego narazenia

epidemiologicznego,

- Kontakt z pacjentem zakazonym SARS-CoV-2, ale po ustgpieniu wiremii, gdy

przydatnos¢ testow RT-PCR jest ograniczona,

- U 0s6b narazonych na SARS-CoV-2 (np. pracownicy ochrony zdrowia) - w okreslonych
odstepach czasu w celu zaobserwowania ewentualnej serokonwersji (szczegélnie istotne
w aspekcie historycznym, gdy na poczatku pandemii zakazenie nie bylo tak powszechne,

a szczepienia przeciwko SARS-CoV-2 nie byly dostepne),

- Po przejsciu infekcji grypopodobnej z powiklaniami i braku potwierdzenia diagnozy

W czasie rzeczywistym za pomocg testu PCR [120],
- Po powrocie z krajow o wyzszej zachorowalno$ci na COVID-19,

- W strategii nadzoru epidemiologicznego uzupetnionego o oznaczanie miana przeciwciat,

na przyktad w krajach o niewystarczajagcym dostgpie do szczepien [121, 122],

- U o0so6b uczestniczacych w badaniach epidemiologicznych w celu okreslenia
rozpowszechnienia zakazenia w populacji, np. w badaniu przeprowadzonym przez Azami

i wsp. [123],

- W celu sprawdzenia miana przeciwcial po wyzdrowieniu z naturalnej infekcji i po

szczepieniu [124],

- Potaczenie metod serologicznych 1 RT-PCR wykazuje zwigkszona czulo$¢ 1 swoistos¢
[125].
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2.3 Badanie odpornosci poszczepienne;j

Liczne raporty w literaturze, prezentujgce wnioski z obserwacji osob zaszczepionych
preparatami przeciwko COVID-19 dost¢pnymi na rynku, pokazuja, ze szczepienie wywoluje
silng odpowiedz immunologiczng humoralng, osiggajac "maksimum" okoto 5-8 tygodni po
pierwszej dawce szczepionki. W badaniu przeprowadzonym przez Assis i wsp., miano
indywidualnych przeciwcial porownywano u pacjentéw po szczepieniu w poréwnaniu do po
przebytym zakazeniu naturalnym, przy uzyciu serologicznej metody IFA (test
immunofluorescencyjny). Uzyskane wyniki pokazaly, ze szczepienie mRNA indukuje
znacznie wyzsze poziomy przeciwciat skierowanych przeciwko RBD niz zakazenie naturalne.
Miana przeciwcial neutralizujacych sg znacznie wyzsze w odpowiedzi na szczepionke niz
w przypadku zakazenia naturalnego [126]. Udowodniono, ze szczepionki mRNA sg bardzo

skuteczne w zwigkszaniu miana przeciwciat przeciwko SARS-CoV-2 [127].

Zaobserwowano podwyzszone miana przeciwciat u zaszczepionych osob. Stopniowo
zmniejszaly si¢ one w czasie, ale pozostaty podwyzszone u wszystkich uczestnikow badania
3 miesigce po podaniu dawki przypominajacej. Okoto 6 miesigcy po drugiej dawce

szczepionki poziom przeciwcial znaczaco spadat [128].

Miano przeciwcial przeciwko biatku S1 podjednostki biatka SARS-CoV-2 IgG
(poszczepienne) byto wyzsze niz stezenie przeciwcial po przebytym zakazeniu. Devi i wsp.
stwierdzili, ze osoby seropozytywne mialy istotnie wyzsze poziomy przeciwcial przeciwko
biatku S w porownaniu do 0s6b seronegatywnych po jednej dawce szczepionki Pfizer-
BioNTech lub Moderna [129]. Ponadto, miano przeciwcial anty-S lub RBD moze

odzwierciedla¢ ochrong przed ponownym zakazeniem [130].

Warto réowniez zauwazy¢, ze u osOb, ktore przyjely trzecia dawke szczepionki,

zaobserwowano bardzo szybki wzrost poziomu przeciwcial, nawet w ciagu kilku dni.

Analiza miana przeciwciat przeciwko biatku S wirusa SARS-CoV-2 w czasie zar6wno
u ozdrowiencow, jak 1 u zaszczepionych pacjentow dostarcza informacji dla lepszego
zrozumienia reakcji immunologicznej w przebiegu COVID-19. Prowadzenie ilosciowych
badan przeciwciat IgG przeciwko SARS-CoV-2 pozwala okresli¢, czy pacjent zareagowal na
szczepienie 1 w jakim stopniu. Jest to szczegollnie istotne w przypadku osob starszych

I pacjentow cierpiagcych na choroby przewlekle [131]. Dzigki obserwacji pacjentow
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i ilosciowym badaniom przeciwcial przeciwko SARS-CoV-2 (z wykorzystaniem antygenu

S1) w Klasie 19G, szanse ustalic:

- jak dlugo po szczepieniu utrzymujg si¢ wysokie miana przeciwciat,
- jaki poziom przeciwciat chroni przed zakazeniem lub cigzkim przebiegiem choroby,

- czy spadek poziomu przeciwcial rowna si¢ utracie odpornosci [132].

Ta wiedza potencjalnie pozwala podejmowaé uzasadnione decyzje dotyczace dawek

przypominajacych szczepionek przeciwko COVID-19 [133, 134].

Safari i wsp. sugeruja, ze podjednostka Spike S1, ze szczegdlnym uwzglednieniem
domeny RBD, jest bardzo istotna pod wzgledem zakaznosci, zdolnosci do transmisji oraz
ucieczki przed ukladem odpornosciowym w zwigzku z ewolucja genomu SARS-CoV-2
I pojawianiem si¢ kolejnych wariantow [135]. Dopico i wsp. obserwowali, ze przeciwciata
wywotane szczepieniem sa bardziej skoncentrowane na RBD biatka S niz przeciwciata
wywotane zakazeniem [136]. Te wyniki wspierajg hipoteze o silniejszej odpowiedzi

serologicznej po szczepieniu niz w przypadku naturalnego zakazenia.

Kolejng istotng grupa sa osoby posiadajace tzw. hybrydowa odpornos¢, czyli osoby,
ktore przeszly zakazenie i zostaly zaszczepione przeciwko SARS-CoV-2. Misra i wsp.
w swoim badaniu przeprowadzonym w lzraelu wskazuja, ze niezaleznie od tego, jak
odpornos¢ zostala wytworzona, ma tendencj¢ do ostabiania si¢ wraz z uptywem czasu.
Hybrydowa odporno$¢ daje nizsze ryzyko zakazenia w pordwnaniu tylko do samego
szczepienia [137].

Prog przeciwcial, ktory mozna uzna¢ za ochronny przed zakazeniem lub cigzkim
przebiegiem choroby wywolanej przez warianty SARS-CoV-2, nadal nie zostat jednoznacznie

ustalony.

2.4 Ocena odpowiedzi immunologicznej u pacjentéw z immunosupresja

Pacjenci z zaburzeniami funkcjonowania uktadu immunologicznego (po przeszczepie,
cierpigcy na schytkowa niewydolno$¢ nerek, ktorzy sa przewlekle dializowani, podczas
leczenia immunosupresyjnego, chorujacy na cukrzyce) sa znacznie bardziej podatni na
zakazenie SARS-CoV-2 oraz cigzki przebieg COVID-19. U pacjentow z immunosupresja

obserwuje si¢ nizsza reakcje immunologiczng na szczepienia przeciwko COVID-19

40



W poréwnaniu do os6b immunokompetentnych. Dane literaturowe wskazuja, ze ci pacjenci

stanowig ponad 40% hospitalizacji z powodu niewystarczajacej odpowiedzi na szczepienie.

Dostepne dane pokazuja, ze wskaznik serokonwersji po dwoch dawkach szczepionki

przeciwko COVID-19 wynosi:

- 99% dla os6b bez obnizonej odpornosci,

- 92% dla 0sob z guzami litymi,

- 78% dla 0sob z chorobami zapalnymi zwigzanymi z uktadem immunologicznym,
- 64% dla 0so6b z nowotworami hematologicznymi,

- 27% dla biorcoéw przeszczepow [138].

Sakuraba i wsp., opierajac si¢ na 16 badaniach obejmujacych 1453 pacjentow
chorujacych na nowotwory, wykazali, ze odsetek pacjentow osiggajacych odpowiedz
serologiczng po jednej i dwoch dawkach szczepionki przeciwko COVID-19 wynosit
odpowiednio 54,2% (95% przedziat ufnosci [CI] 41,0-66,9) i 87,7% (95% CI 82,5-91,5).
Pacjenci z nowotworami hematologicznymi mieli nizszy odsetek odpowiedzi po drugiej
dawce szczepionki w porownaniu do pacjentow z guzami litymi (63,7% vs. 94,9%). Moze to
by¢ wynikiem niskich wskaznikéw odpowiedzi zwigzanych z rodzajem schorzen (przewlekta
biataczka limfatyczna, chtoniak) oraz leczeniem (przeciwciata anty-CD20, inhibitory kinazy).
Nizszy odsetek pacjentdéw z nowotworami uzyskal odpowiedz serologiczng w poréwnaniu do
pacjentow z grupy kontrolnej po jednej i dwoch dawkach szczepionki (OR 0,073 [95% CI
0,026-0,20] i 0,10 [95% CI 0,039-0,26], odpowiednio) [139].

Devi i wsp. takze stwierdzili, ze wigkszo$¢ pacjentow z chtoniakami nie wytwarza
przeciwcial po szczepieniu (30/67), podczas gdy wszyscy zdrowi uczestnicy badania je
wytworzyli. Moze to by¢ zwiazane z powszechnie stosowanymi terapiami chtoniakow, ktore
moga wptywaé na skutecznos$¢ szczepionek przeciwko COVID-19. Riccardi i wsp. zauwazyli,
ze serokonwersja, PO Szczepieniu szczepionkami opartymi na mMRNA pacjentow
z chtoniakami niezréznicowanymi oraz przewlekla biataczka limfatyczna, osiaga 40-50%.
Terapia przeciwciatami anty-CD20 i inhibitorami BTK zostaty wymienione, jako powody
nizszej serokonwersji lub miana przeciwciat u pacjentow z chorobami hematologicznymi po

szczepieniu [140].

Fox i wsp. przeprowadzili badanie dotyczace odpowiedzi serologicznej u pacjentow
cierpigcych na cukrzyce typu 2, prezentujaC nizsze wskazniki serokonwersji po szczepieniu

przeciwko SARS-CoV-2 u pacjentdow z cukrzycg w poroéwnaniu do zdrowych oséb z grupy
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kontrolnej. Mimo to, odpowiedz immunologiczna pozostaje silna, co czyni ich grupa

priorytetowa do szczepienia [141].

Obserwowane zmniejszenie reakcji poszczepiennej u o0s6b z immunosupresjg
w poréwnaniu do os6b immunokompetentnych wydaje si¢ by¢ ogdélnym zjawiskiem dla

szczepionek przeciwko COVID-19, bez wzgledu na technologie produkcji szczepionki [142].

U pacjentow z immunosupresja, ktoérzy otrzymali dodatkowag dawke szczepionki 1-3

miesigce po podstawowym schemacie szczepien, zaobserwowano nastepujace zjawiska:

- Reakcje poszczepienne zblizone w porownaniu do tych po podaniu podstawowych
dawek (brak obaw dotyczacych bezpieczenstwa),

- Wozrost odpowiedzi humoralnej z 41% do 67% w poréwnaniu do poziomu po
pierwotnym szczepieniu,

- Produkcje przeciwcial u osob, ktore nie wykazywaty tej odpowiedzi immunologicznej

po podstawowym szczepieniu (Srednio 44%) [143].

Wyniki sugeruja, ze pacjenci z immunosupresja powinni kontynuowac stosowanie
srodkow bezpieczenstwa, w tym noszenie maseczek ochronnych po szczepieniu. Cortés-
Sarabia i wsp., analizujac zmiany w odpowiedzi immunologicznej humoralnej wywotane
podaniem szczepionki Pfizer/BioNTech BNT162b2, doszli do wniosku, ze ocena fluktuacji
odpowiedzi immunologicznej przeciwko biatku S po szczepieniu jest istotna glownie

W populacji 0s6b z immunosupresja [144].

Dlatego tez oznaczanie miana przeciwcial moze poméc w identyfikacji potrzeby
dodatkowych dawek przypominajacych szczepionek lub niskiej odpowiedzi immunologicznej
u 0s6b z immunosupresja, ktore moga skorzysta¢ z profilaktycznych lub terapeutycznych

przeciwcial monoklonalnych przeciwko biatku S [145].

Coraz wigcej wiadomo na temat reakcji immunologicznej po przechorowaniu COVID-
19. Ocena odpowiedzi humoralnej moze wskazywaé na wcze$niejszy kontakt z wirusem,
takze u osob, ktére przebyly chorobe bezobjawowo. Niemozliwe jest postawienie diagnozy
wytacznie na podstawie badan serologicznych, cho¢ rola informacyjna przeciwcial jest bardzo

istotna.

Obecnie nie jest znane miano przeciwcial zapewniajacych ochrone. Jednakze
zauwazono, ze po zakazeniu miano przeciwcial jest zazwyczaj nizsze, a przeciwciala znikaja

szybciej niz po szczepieniu - dlatego zaleca si¢ szczepienie rowniez u ozdrowiencow. Testy
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serologiczne sg uzyteczne w medycynie populacyjnej, a zwlaszcza w przypadku pacjentow

w zalezno$ci od sytuacji kliniczneyj.

Mozliwe jest obserwowanie zmian w mianie przeciwcial neutralizujgcych w czasie
poprzez powtarzanie ilo§ciowych testow przeciwcial w przysztosci. Je§li zmiany w mianie
przeciwcial s3 monitorowane w czasie, test powinien by¢ przeprowadzany tym samym testem

i w tym samym laboratorium.

Monitorowanie miana przeciwcial w czasie pozwala na obserwacj¢ dynamiki miana
w zalezno$ci od wielu czynnikow takich jak ciezkos¢ przebiegu choroby, nasilenie stanu
zapalnego, wywiadu szczepien u chorych hospitalizowanych. U os6b z populacji ogdlne;j
badanie miana przeciwcial pozwala natomiast na wykrywanie osob, ktére chorobe przeszty
bezobjawowo oraz porownac réznice w Wytwarzaniu przeciwcial w stosunku do pacjentow
ktorzy chorobe przebyli z duzym nasileniem i konieczno$cig hospitalizacji, co moze miec¢

wazne znaczenie z punktu widzenia zdrowia publicznego.

Z tych przestanek wynikaty cele przeprowadzonej pracy.

3. Cele pracy:

Praca badawcza przebiegala w dwoch etapach, co wynikalo ze zmieniajacej si¢
sytuacji pandemicznej i nowych potrzeb adekwatnych do dynamicznego rozwoju sytuacji

epidemiologicznej oraz ewolucji zrozumienia choroby 1 jej skutkow.

3.1 Etap |

Celem prac przeprowadzonych w Etapie | byto ocenienie obecnos$ci przeciwciat anty-
S przeciwko SARS-CoV-2 u ozdrowiencéw po COVID-109.

Cele szczegotowe obejmowaty:
- Oceng dynamiki miana przeciwciat przeciwko SARS-CoV-2 w czasie

- Oceng réznic W wytwarzaniu przeciwciat przeciwko SARS-CoV-2 w zaleznosci od

nasilenia choroby

- Oceng réznic w wytwarzaniu przeciwcial przeciwko SARS-CoV-2 w zaleznosci od

statusu szczepienia
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- Oceng korelacji migdzy wytwarzeniem przeciwcial przeciwko SARS-CoV-2

a parametrami zapalnymi

3.2 Etap 11

Celem Il etapu badan serologicznych realizowanych w trakcie pandemii, byta ocena
obecnosci przeciwciat anty-S i anty-N przeciwko SARS-CoV-2 6 miesigcy po zakazeniu
COVID-19 we wszystkich falach pandemii oraz poréwnanie odpowiedzi immunologicznej

U pacjentow i w zdrowej populacji.

Cele szczegdtowe byty nastgpujace:

- Ocena czestosci wystgpowania przeciwciatl przeciwko SARS-CoV-2 w populacji

ogolnej podczas czterech fal pandemii

- Ocena roznic w wytwarzaniu przeciwcial przeciwko SARS-CoV-2 migdzy
ozdrowiencami a zdrowa populacja

- Ocena czestosci zakazen bezobjawowych w oparciu o status przeciwcial anty-N

- Ocena roznic w Wytwarzaniu przeciwcial przeciwko SARS-CoV-2 w oparciu o status
szczepienia

- Ocena ro6znic w wytwarzaniu przeciwcial w zaleznosci od objawoéw w ostrej fazie

choroby 1 6 miesigcy po przechorowaniu.

4. Material i metody:

4.1 Etap |

Do badania wlaczono 322 pacjentow (282 hospitalizowanych 1 40 pacjentow
zZ tagodnymi objawami COVID-19 izolowanych w domu) w wieku $rednim 59,1 + 15,72 lat,
obojga ptci (165 kobiet i 157 mezczyzn) z przebytym zakazeniem SARS-CoV-2.

Diagnoza zakazenia wirusem SARS-CoV-2 zostata potwierdzona testem PCR
w czasie rzeczywistym (RT-PCR) za pomoca systemu CFX96 Real-Time System (Bio-Rad)
uzywajac materialu pobranego wymazami z nosogardzieli lub gardta. Pacjenci nie zgtaszali w

wywiadzie wczesniejszego zakazenia SARS-CoV-2.
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Krew pobierano w 4 punktach czasowych od 29.02.2020 do 21.05.2021r.: podczas
hospitalizacji (probka I), po 1 miesigcu (probka II), po 3 miesigcach (probka III) oraz po
6 miesigcach (probka IV) od hospitalizacji. Obliczono wspotczynniki miana przeciwciat
oznaczanych w poszczegdlnych punktach czasowych: /1, 1/, IV/I, T/, IV, VL
Dziewig¢édziesigciu trzech pacjentow przyjeto szczepionki przeciwko COVID-19 miedzy
pobraniem Il a IV probki. W przypadku pacjentow z fagodnymi objawami zakazenia pobrano
tylko probki na badania serologiczne. W zwiazaku z izolacja w domu nie przeprowadzano

badan laboratoryjnych ani radiologicznych.

Wykrywanie przeciwciat przeciwko SARS-CoV-2 w klasie 1gG przeprowadzono
testem ilosciowym LIAISON SARS-CoV-2 S1/S2 IgG (DiaSorin, Wtochy). Oceng
przeprowadzono za pomocag w pelni zautomatyzowanego rozwigzania na platformie

LIAISON XL, zgodnie z zaleceniami producenta.

Analizowano objawy kliniczne i parametry laboratoryjne takie jak WBC, neutrofile,
limfocyty, trombocyty, D-dimery oraz CRP. Parametry laboratoryjne, zostaly oznaczone
przed i po leczeniu. W wywiadzie uwzgledniono pytanie 0 przebycie szczepien (typ

szczepionki, liczba dawek, czas szczepienia).

Badanie zostalo zatwierdzone przez Komisje¢ Bioetycznatyczng Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku (nr APK.002.259.2020). Wszyscy pacjenci podpisali zgode na

udzial w badaniu.

4.2 Etap 11

W drugim etapie populacja badanych osob sktadata si¢ z 2 grup:

Grupa | - osoby po przebytym COVID-19 - 232 pacjentow, ktorzy wymagali
hospitalizacji. Pacjenci byli oceniani sze$¢ miesiecy po zakazeniu. Pacjenci cierpieli na
choroby przewlekte: 99 (42,7%) na nadcis$nienie tetnicze, 3 (1,3%) na niewydolnos¢ serca, 19
(8,2%) na cukrzyce, 102 (44%) na otytos¢, 17 (7,3%) na niewydolnos¢ nerek, 24 (10,3%)
Z choroba nowotworowa, 8 (3,4%) na przewlekla obturacyjna chorobe ptuc, 17 (7,3%) na

astme.

Grupa Il - 544 pacjentéw z kohorty badania populacyjnego - Bialystok PLUS. Badanie
Biatystok PLUS dostarcza informacji na temat Stanu zdrowia lokalnej spotecznosci poprzez

analiz¢ badan i ankiet przeprowadzonych na starannie wybranej kohorcie reprezentatywnej
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dla populacji lokalnej. Badanie Bialystok PLUS dotyczy aktualnego stanu zdrowia populacji,
dostarczajac cennych informacji zaréwno o rozwoju chordb, jak i o tle psychologicznym
I socjologicznym, ktére moga na nie wplywaé. W ramach projektu Biatystok PLUS
uczestniczy¢ mogg jedynie osoby wybrane losowo sposrod populacji Bialegostoku
i zaproszone indywidualnie do udziatu. Niestety, nie ma mozliwosci akceptacji czyjego$
innego niz wylosowane zaproszenia do udzialu w badaniu. Aby osiggna¢ wiarygodne
rezultaty, istotne jest, aby w projekcie uczestniczyly doktadnie te osoby, ktore zostaty
wylosowane. Nie mozna w zaden sposob uwzgledni¢ wynikéw osob, ktore zglaszajg sig

dobrowolnie [146].

U pacjentow stwierdzano nastgpujace choroby wspotistniejace: 157 (28,9%) na
nadci$nienie tetnicze, 12 (2,2%) na niewydolno$¢ serca, 39 (7,2%) na cukrzyce, 133 (24,5%)
na otytos¢, 30 (5,5%) na niewydolnos¢ nerek, 31 (5,7%) z chorobg norotworowa, 14 (2,6%)
na przewlekla obturacyjng chorobg ptuc, 26 (4,8%) na astme.

Ta grupa zostata podzielona na 2 podgrupy:
Grupa Ila (pacjenci z populacji, ktérzy mieli COVID-19 - 151 pacjentow)

Grupa IIb (pacjenci z populacji, ktorzy zglosili, ze nie mieli COVID-19 - 393

pacjentow).
Powyzsze grupy badawcze sktadaty si¢ z 0osob wybranych z lokalnej populacji.

Miano przeciwciat anty-N i anty-S byly oceniane sze$¢ miesigcy po przebytym

zakazeniu dla kazdego pacjenta we wszystkich falach pandemii:
Fala 1 - od 29.02.2020 do 31.12.2020r. - warianty "dzikie"
Fala 2 0od 01.01.2021 do konca kwietnia 2021 r. - warianty "dzikie" i Alfa
Fala 3 0od 01.05.2021 do 31.12.2021r. - Warianty Delta
Fala 4 od 01.01.2022 do 31.03.2022r. - Warianty Omikron [147].

Charakterystyke demograficzng 1 status szczepien pacjentow z badanych grup

przedstawiono w Tabeli 5.
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Tabela 5. Charakterystyka demograficzna i status szczepien ogétem oraz w poszczegdlnych

falach pandemii.

Grupa | Grupa Il
Srednia Min Max Srednia Min Max
Wiek (lata)
Ogolem 54 23 78 50 20 80
Fala 1 54 27 78 40,5 29 66
Fala 2 57 34 78 51 21 79
Fala 3 54 23 76 50 20 80
Fala 4 49 36 73 51 20 79
Szczepienie

Liczba i % Liczbai% |Ogolem |[Liczbai % Liczbai% | Ogélem

zaszczepionych | Pacjentow o zaszczepionych | Pacjentéw o

pacjentow nieznanym pacjentow nieznanym

statusie statusie
szczepienia szczepienia
Ogolem 113 (48,7%)| 119 (51,3%) 232 319 (58,7%) | 224 (41,3%) 543
Falal 50 (48,1%)| 54 (51,9%) 104 0 (0%) 10 (100%) 10
Fala 2 19 (73,1%) 7 (26,9%) 26 11 (11,6%)| 84 (88,4%) 95
Fala 3 37 (40,7%)| 54 (59,3%) 91 86 (65,6%)| 45 (34,4%) 131
Fala 4 7 (63,6%) 4 (36,4%) 11 222 (72,3)| 85(37,7%) 307
Pleé

Liczba i % Liczbai % |Ogétem |[Liczbai % Liczbai% | Ogétem

mezczyzn kobiet mezezyzn kobiet
Ogolem 117 (50,4%)| 115 (49,6%) 232 250 (46%) 293 (54%) 543
Fala 1 49 (47,1%)| 55 (52,9%) 104 4 (40%) 6 (60%) 10
Fala 2 13 (50%) 13 (50%) 26 56 (58,9%)| 39 (41,1%) 95
Fala 3 51 (56%) 40 (44%) 91 63 (48,1%)| 69 (51,9%) 131
Fala 4 4 (36,4%) 7 (63,6%) 11 127 (41,4%)| 180 (58,6%) 307

Wykrywanie przeciwciat anty-S w Klasie 1gG zostalo przeprowadzone za pomoca

testow LIAISON SARS-CoV-2 S1/S2 IgG (DiaSorin, Wlochy). Ocena zostata
przeprowadzona za pomocg w pelni zautomatyzowanego procesu na LIAISON XL. Wyniki

byty podawane w jednostkach AU/ml. Prog odciecia byt wyznaczony, jako >15,0 AU/m.

Wykrywanie przeciwciat anty-N w klasie 1gG zostalo przeprowadzone za pomoca
Elecsys Anti-SARS-CoV-2 - testu immunologicznego przeznaczonego do jako$ciowego
wykrywania przeciwcial przeciwko SARS-CoV-2 w surowicy i osoczu ludzkim. Ocena

zostata przeprowadzona za pomoca w petni zautomatyzowanego procesu COBAS. Wynik

47



badanej probki byt podawany, jako reaktywny lub nierecaktywny, a takze w postaci wskaznika

odciecia (COI; probka sygnatowa/odcigcie), zgodnie z zaleceniami producenta.

Wsérod pacjentow, u ktorych wykonano oznaczenia, przeprowadzono ankiete

dotyczaca statusu szczepien i Stanu zdrowia.

Na przeprowadzenie badania zostata udziclona zgoda przez Komisje Bioetyczng
Uniwersytu Medycznego w Biatymstoku, Polska (humer zatwierdzenia: APK.002.346.2020).
Wszystkie procedury przeprowadzone w badaniach byty zgodne z Deklaracja Helsinska.
Pacjenci brali udziat w badaniu dobrowolnie i wyrazili pisemng zgod¢ na udzial. Wszystkie
procedury zostaty doktadnie wyjasnione uczestnikom przed rozpoczeciem badania. Nie bylo

kryteriow Wylaczenia.
5. Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg programu Statistica 13.0. Dane
zostaty przedstawione, jako s$rednie i odchylenia standardowe lub mediany, minimum

i maksimum, w zaleznoSci od rozktadu.

Rozktad normalny zostal oceniony testem Shapiro-Wilka. W analizie statystycznej
uzyto testu U Manna-Whitneya, testu parowanego Wilcoxona oraz testow Kruskala-Wallisa
i chi-kwadrat. Korelacje zostaly zmierzone za pomocg testu rang Spearmana. Poziom

prawdopodobienstwa P<0,05 uznano za istotny statystycznie.

6. Wyniki:

6.1 Ogolne wyniki etapu |

Parametry laboratoryjne i miana przeciwciat przeciwko SARS-CoV-2 wszystkich

pacjentow wlaczonych do badania podczas przyjecia przedstawiono w Tabeli 61 7.
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Tabela 6. Parametry laboratoryjne wszystkich pacjentow wiaczonych do badania podczas

hospitalizacji.

Srednia SD Mediana Min Max
Wiek 59,1 15,7 60 19 94
Badania laboratoryjne
CRP (mg/l) 73 701 50 0,3 3284
Prokalcytonina (ng/ml) 0.2 0.6 01 0,01 6.6
WBC (1/u) 6362 3553 5630 1400 40570
PLT (1/pl) 205843 89702 191000 42000 933000
IL-6 (pg/mi) 69,4 97,6 435 15 11705
D-dimery (ng/m) 2540 10473 820 106 102965
ALT (1ul) 41,3 36 30 5 305
Tabela 7. Miano przeciwciat przeciwko SARS-CoV-2 pacjentéw hospitalizowanych.
Srednia SD Mediana Min Max
Wiek 59.1 15.7 60 19 94
Badania serologiczne

Przeciwciala 78,4 83,4 63,4 1,0 535
anty-SARS-CoV-2 | ’ ' ’ '

Przeciwciala

anty-SARS.COV-2 11 174,8 192,3 126 1,0 1460
Przeciwciala

ANty SARS.CoV-2 111 289,3 655,6 1305 1,0 4970
Przeciwciala

Nty SARS.Cov-2 IV 1828 4096 390 0,0 20000
Wspolezynnik I1I/1 18,5 48,1 1,9 0,0 277
Wspotczynnik ITI/1 20,6 69,5 1,6 0,0 400
Wspotczynnik IV/I 13,2 28,8 1,0 0,0 128,2
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6.1.1 Etap |

Analiza podgrup z podziatem na pte¢ wykazala roznice jedynie w wynikach badan
laboratoryjnych, a nie w serologicznych. Analiza wynikdéw testow serologicznych wykazata
istotne réznice w wspotczynnikach pobrania I/l oraz znaczacy wzrost miana przeciwciat po
szczepieniu. Najwickszy wzrost zaobserwowano miedzy 3 a 6 miesigcem, gdy pacjenci byli
juz po szczepieniu. OdpowiedZ immunologiczna po przechorowaniu COVID-19 utrzymywata
si¢ przez ponad 6 miesigcy u wszystkich pacjentéw, cho¢ miana przeciwciat byly znaczaco
wyzsze u pacjentow z historig cigzkiego przebiegu COVID-19 oraz u zaszczepionych

pacjentow.

Odpowiedz immunologiczna po przechorowaniu COVID-19 nie zalezala od pfci.
Zaobserwowano istotng korelacje migdzy wytwarzaniem przeciwciat przeciwko SARS-CoV-
2 astopniem stanu zapalnego w ostrej fazie choroby (parametry zapalne we krwi i rozlegtosé

zmian w ptucach uwidocznionych badaniem TK klatki piersiowej).

Poréwnanie wynikow testow serologicznych w zaleznosci od przebiegu choroby
przedstawiono w Tabeli 8 i na Rycinie 3. Przebieg skgpoobjawowy okreslany byt kiedy
U pacjentow wystepowaty dwa objawy choroby lub mniej. Natomiast przebieg okreslano jako

objawowy, gdy wystepowaty dwa objawy lub wiecej.

Rycina 3. Miano przeciwciat IgG anty-SARS-CoV-2 u o0s6b po zakazeniu COVID-19

0 przebiegu skapoobjawowym w poréwnaniu z objawowym.

Miano przeciwcial anty-SARS-CoV-2 u pacjentow
skapoobjawowych 1 objawowych oznaczane w czasie
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Analiza wynikéw testow serologicznych, w zaleznosci od przebiegu choroby,

wykazata istotne réznice miedzy wyzszym mianem przeciwcial przeciwko SARS-CoV-2

U pacjentow z objawami 3 miesigce po zakazeniu oraz istotnie wyzszym wspotczynnikiem

pobrania Il/I.

Tabela 8. Wyniki badan serologicznych pacjentow w zaleznosci od przebiegu choroby.

Przebieg objawowy n=282 Przebieg skapoobjawowy n=40 P
Srednia| SD | Mediana | Min | Max | Srednia| SD | Mediana | Min | Max
Wiek 59,4 16 60| 19 94| 558 132 575| 38 81| NS
Badania serologiczne

Przeciwciala
anty-SARS- 70,1| 63,2 604 1,0 307| 1214|139,9] 101,3] 10| 535| NS
CoV-2 1
Przeciwciala
anty-SARS- 182,3] 2039 131,0] 1,0| 1460 157] 1575 114| 10| 712] NS
CoV-2 I
Przeciwciala
anty-SARS- 365| 767,9] 1620 1,0 4970 115] 117,8 835 10| 400| 0,0
CoV-2 11
Przeciwciala
anty-SARS- 1785| 3893 400| 36,5] 20000| 2034| 4718 380| 0,0] 18500| NS
CoV-2 IV
Wspolezynnik
M 22,1 52,6 20| 00| 277 3| 58 1,3] 00| 245] 0,03
?’IVIS/II"’*CZY““"‘ 232| 74,9 17| 00| 400 56| 122 16| 00| 38| Ns
msf,’flczy"mk 8| 424 08| ool 337 11| o7 1| 01| 36| Ns
Wspolczynnik
Vil 12,8 29,1 1| o,0| 1282 21,4] 28,9 21,41 1,0] 41,8]| NS
I"\Vljﬂ"*czy““‘k 1028|9775 20| 02| s180| 205 343 65| 00| 927 Ns
I"\Vljﬂ"l*czy““ik 64| 113 16| 03] so| 118 256 1.7 06| 791] Ns

Poréwnanie wynikow badan serologicznych i biochemicznych w zaleznosci od pici

przedstawiono w Tabeli 9 i 10, wykaujac réznice jedynie w testach laboratoryjnych, ale nie

w wynikach testow serologicznych (Tabela 9, Tabela 10, Rycina 4).
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Tabela 9. Wyniki badan biochemicznych pacjentow w zalezno$ci od pfci.

Kobiety n=165 Mezezyzni n=157 P
Srednia| SD |Mediana| Min | Max |Srednia] SD |Mediana| Min | Max
Wiek 61,4 15,9 62 19 94| 56,6| 151 56 22 920,05
Badania biochemiczne
CRP (mg/l) 62,6 68,1 35,3 0,3] 3215 83,8 70,8 60,8] 0,65| 328,4]10,05
Prokalcytonina
0,2 0,6 0,11 0,03 4,2 0,2 0,7 0,11 0,01 6,6]0,05

(ng/ml)
WBC (1/ul) 5891,3] 27915 5080| 1400] 17360] 6850,2| 4153,2 6110| 2470| 40570]0,05
PLT (1/nb) 203154 74098 190000 | 42000 | 463000 208630} 103628 191000 | 43000]933000| NS
IL-6 (pg/ml) 58,2 60 383 15| 3035 80| 122,6 50] 15| 11705]| NS
a'g'rm‘;ry 23854 9695,1 812| 106| 93239| 2699,9| 11258| 8455| 138|102065] NS
ALT (1U/l) 37,9 41,7 25 7 305 448 28,7 37 5 14210,05
Tabela 10. Wyniki badan serologicznych pacjentow w zaleznos$ci od pici.

Kobiety n=165 Meizczyzni n=157 P

Srednia| SD |Mediana| Min | Max | Srednia] SD [Mediana| Min | Max
Wiek 61,4 15,9 62 19 94 56,6 15,1 56 22 921 0,05
Badania serologiczne

Przeciwciala
anty-SARS-CoV- 104,9 89,6 101] 13,1 535 97,1 54,7 101] 13,5 307] NS
21
Przeciwciala
anty-SARS-CoV- 196,41 238,9 101) 21,5 1460 171,5 123 1425 10 580] NS
211
Przeciwciala
anty-SARS-CoV- 258,9 417 1501 16,8| 2880 339,8 836 121 29,1] 4970] NS
2111
Przeciwciala
anty-SARS-CoV- 2279 5104 380 16| 20000 1257,1| 1924 400| 46,4 7590| NS
21V
mpaczy““‘k 3| 31 19 o3| 121 22| 16 15| 02| 67| Ns
ms/fl"’“zy““‘k 39| 33 24 1| 120 79| 249 2| o8| 1132] Ns
Wspolczynnik 30,7 40,7 8,3 0,6] 128,2 18,9 30,6 3,3 1,2] 85,2] NS
1V/1
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Rycina 4. Miano przeciwcial IgG anty-SARS-CoV-2 u o0séb po zakazeniu COVID-19

w zalezno$ci od pici.

Miano przeciwcial anty-SARS-CoV-2 u kobiet 1
MEZCZyZn oznaczane w czasie

kobiety == == mezczyzni

6.1.2 Porownanie wynikow badan serologicznych w zaleznosci od wywiadu szczepien

Poréwnanie wynikow badan serologicznych i biochemicznych w zaleznosci od
wywiadu szczepien przedstawiono w Tabeli 9 i 10. Wszyscy pacjenci, ktorzy zostali
zaszczepieni, otrzymali szczepionke miedzy pobraniem trzeciej a czwartej probki. Mediana

czasu migdzy szczepieniem a badaniem wynosita 28 dni.

Analiza wynikow testow serologicznych podczas podziatu grup wedtug wywiadu
szczepien wykazala istotne roznice w punkcie czasowym IV w poréwnaniu do punktu
pobrania | (wspotczynnik). Dokonano szczepien u dziewig¢édziesigciu trzech pacjentow,
a analiza miana przeciwcial przeciwko SARS-CoV-2 za pomocg testu Wilcoxona wykazata
istotny wzrost poziomu przeciwcial w tej podgrupie (Rycina 5). Najwigkszy wzrost
zaobserwowano migdzy trzecim a szostym miesigcem (probki III i V), gdy wiekszos$¢ osdb
zostata zaszczepiona. Trend wzrostowy w wytwarzaniu przeciwcial migdzy trzecim a szoéstym

miesigcem odzwierciedlono rowniez w grupie nieszczepionych, chociaz wzrost byt niewielki.
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Rycina 5. Miano przeciwcial 1gG przeciwko SARS-CoV-2 u 0séb po zakazeniu COVID-19

wsrod pacjentow zaszczepionych i nieszczepionych przeciwko SARS-CoV-2.
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Miano przeciwcial anty-SARS-CoV-2 u 0séb
zaszczepionych 1 niezaszczepionych oznaczane w czasie

ZASZCZEPIEN] == ==

e

nieszczepieni

Tabela 11. Wyniki badan biochemicznych w zaleznosci od wywiadu szczepien.

Pacjenci zaszczepieni n=93 Pacjenci nieszczepieni n=229 P
Srednia|l SD | Mediana] Min Max | Srednia] SD | Mediana| Min Max
Wiek 58,1 12,4 60,5 27 84 59,5 16,9 60 19 94| NS
Badania biochemiczne

CRP (mg/l) 68,1 73,7 40,6 0,5] 2874 74,6 69,1 51,4 0,3] 328,4]NS
Prokalcytoninaf 5| g 01| oos| 28] 02| o7 01| 001 66[Ns
(ng/ml)
WBC (1/ul) 6133,1]2391,9 5370 2550 13250 6434 | 3846,9 5670| 1400| 40570]|NS
PLT (1/nl) 212373 93297 197000 | 42000 | 480000 203799 | 88672| 187000 | 43000 | 933000 | NS
IL-6 (pg/ml) 60,7 61,9 32,5 291 267,1 71,4 104,2 454 1,5] 1170,5| NS
a{;‘mml;’ry 1959,6| 7796 747| 106| 63564| 2721,1] 11190 823| 138]102965|Ns
ALT (1U) 43 35,7 34 11 241 40,7 36,2 30 5 305] NS
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Tabela 12. Wyniki badan serologicznych w zaleznosci od wywiadu szczepien

Pacjenci zaszczepieni n=93 Pacjenci nieszczepieni n=229 P
Srednia| SD |Mediana| Min | Max | Srednial SD |Mediana| Min | Max
Wiek 58,1 12,4 60,5 27 84 59,5 16,9 60 19 941 NS
Badania serologiczne

Przeciwciala
anty-SARS- 87,4 96,2 75,5 1,0 535 67,7 61,1 54 1,0] 207]| NS
CoV-21
Przeciwciala
anty-SARS- 193,71 211,7 149,5 1,0] 1460 146,3| 154,2 106,5 1,0] 726] NS
CoV-2 1l
Przeciwciala
anty-SARS- 366,4 803 157] 1,0] 4970 158 170 105 1,0] 706| NS
CoV-2 111
Przeciwciala
anty-SARS- 2223,8| 4598,7 400] 1,0]20000| 621,5]1191,3 181,5] 19,8] 3910| NS
CoV-2 IV
?’IV/SIP"“ZY““"‘ 196| 552 17| 1000 277] 169| 356 19] 015] 168] Ns
?’IVIS/II"’“ZY““"‘ 286| 844 2| 00| 400 53| 155 11| o0l 71,7| ns
Wspolezynnik
v/l 17,2 33,8 1,3] 0,0] 128,2 55 12,9 0,8] 0,0] 41,8]0,04

Przeprowadzono analiz¢ korelacji migdzy mianem przeciwciat przeciwko SARS-CoV-
2 a wybranymi parametrami laboratoryjnymi i radiologicznymi. Procent zajetych przez
COVID-19 ptuc uwidocznionych badaniem TK klatki piersiowej korelowat z mianem
przeciwcial przeciwko SARS-CoV-2 Il (R = 0,3, P < 0,05). Stezenie biatka C-reaktywnego
(CRP) przed leczeniem korelowato z mianem przeciwciat przeciwko SARS-CoV-2I (R =
0,22, P < 0,05), przeciwciatami przeciwko SARS-CoV-2 Il (R = 0,37, P < 0,05)
i przeciwciatami przeciwko SARS-CoV-2 IIl (R = 0,39, P < 0,05). Stezenie prokalcytoniny
korelowato z mianem przeciwciat przeciwko SARS-CoV-2 Il (R = 0,22, P < 0,05). Wartos¢
IL-6 przed leczeniem korelowata z mianem przeciwciat przeciwko SARS-CoV-2 Il (R =
0,25). Wartosci D-dimerow przed leczeniem korelowaty z mianem przeciwcial przeciwko
SARS-CoV-2 Il (R = 0,41) i mianem przeciwcial przeciwko SARS-CoV-2 Ill (R = 0,25).
Aktywnos$¢ aminotransferazy alaninowej (ALT) przed leczeniem korelowata z mianem
przeciwciatl przeciwko SARS-CoV-2 11 (R = 0,39).
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6.2 Etap 1l

Czestos¢ wykrywania przeciwcial klasy 1gG anty-N i anty-S 6 miesi¢cy po zakazeniu
dla kazdego pacjenta we wszystkich falach pandemii przedstawiono na Rycinie 6.
Obserwowano stopniowy wzrost czesto$ci wystepowania obu analizowanych przeciwcial,

pokazujac 92,5% przeciwcial anty-S i 69,7% przeciwciat anty-N po fali Omikron (Rycina 6).

Rycina 6. Wystepowanie przeciwcial anty-N i anty-S w populacji we wszystkich falach
pandemii COVID-19.

Czestoéé wystepowania przeciweial anty-N i anty-S w populacji

100°%

Przeciweciala
Anty-N
— Anty-S

Prewalencja

202012 202102 2021-04 2021-06 202108 202110 202112 202202 202204 202206 202208 202210

Czas

Szczegdlowa analiza pokazala, ze 17,4% calkowitej badanej populacji miato
stwierdzone dodatnie miano przeciwcial anty-N, pomimo braku zgloszenia przebytego
COVID-19 (prawdopodobnie bezobjawowy przebieg COVID-19), a 9% badanych miato
przeciwciata anty-S pomimo braku wywiadu szczepienia czy przebycia COVID-19. Niemniej
jednak rzeczywiste liczby sg blizsze warto$ciom mierzonym w ostatnich miesigcach badania,

co szczegoblnie podkresla wysoka czestos¢ wystepowania bezobjawowego COVID-19.

Sposrod  hospitalizowanej populacji 6 miesigcy po czwartej fali  pandemi,
odpowiednio 4,3% i 3,7% nie wykazywalo znaczacego statystycznie wzrostu miana
przeciwcial anty-S 1 anty-N. Jedynie 1% pacjentow zaszczepionych nie wytworzyl
przeciwcial anty-S. Poréwnanie mediany wieku osob, ktore nie odpowiedziaty na szczepienie,

wskazywalo na starszy wiek (42,4 vs 65,4, p <0,05).

56



W analizie czestosci zakazen wirusem SARS-CoV-2 w poréwnaniu z liczbg
zachorowan w kazdej fali pandemii, 93,4% stanowito grupe hospitalizowang, 4,9% stanowito

grupe Ila, a 1,7% stanowito grupe IIb (p <0,05).

Osoby zaszczepione biorace udziat w badaniu byty starsze niz te, ktore nie byly
zaszczepione (mediana wieku zaszczepionych pacjentow wynosita 55 lat (zakres 20-80);
podczas gdy mediana wieku nieszczepionych wynosita 45 lat (zakres 20-78), p <0,05). Wsrod
pacjentow, ktorzy nie mieli wywiadu potwierdzonej choroby COVID-19, grupa  z dodatnig
warto$cig miana przeciwcial anty-S byla istotnie starsza. Pte¢ nie miata wplywu na réznice
w wystepowaniu przeciwciatl anty-N i anty-S po wszystkich analizowanych falach pandemii.
Porownanie miana przeciwciatl anty-N i anty-S 6 miesiecy po zakazeniu we wszystkich
grupach wykazato wyzsze miano przeciwciat anty-N (mediana - 97,34; min - 0,078; max -
275,3) u pacjentow, ktorzy chorowali na COVID-19, w poréwnaniu z populacja (mediana -
0,091; min - 0,05; max - 293,3), p <0,05, co jest zgodne z wiedzg na temat immunogennosci
wirusa SARS-CoV-2. Miano przeciwcial anty-S 6 miesiecy po zakazeniu nie wykazato roznic
istotnych statystycznie migdzy Grupa I (mediana - 1190 BAU/ml; min - 16,3 BAU/ml; max -
98900 BAU/ml) a Grupg II (mediana - 1090 BAU/mI; min - 4,81 BAU/mI; max - 53936
BAU/mI).

Porownanie miana przeciwcial anty-N 1 anty-S 6 miesi¢gcy po zakazeniu migdzy
pacjentami z objawowym przebiegiem choroby, wymagajacymi hospitalizacji a populacja,
ktora nie wymagata hospitalizacji, ale chorowata na COVID-19, wykazato wyzsze miano
przeciwcial anty-N u pacjentow hospitalizowanych (Tabela 13). Analiz¢ réznic w mianie
przeciwciat anty-N i anty-S migdzy pacjentami, ktorzy zglaszali rozne objawy w ostrej fazie
infekcji (np. goraczka, suchy lub mokry kaszel, duszno$¢, spadek saturacji tlenu, zmegczenie,
katar, bol migsni, bol w klatce piersiowej, anosmia, bol glowy, dreszcze), a 6 miesiecy po
zakazeniu (np. duszno$¢, suchy lub mokry kaszel, zaburzenia pamigci 1 koncentracji, bole
glowy, zaburzenia ci$nienia krwi, zaburzenia rytmu serca) przedstawiono w Tabeli 14 i Tabeli
15.
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Tabela 13. Porownanie miana przeciwciat anty-N i anty-S 6 miesi¢cy po zakazeniu migdzy

pacjentami wymagajacymi hospitalizacji a populacja, ktéra nie wymagata hospitalizacji, ale

chorowata na COVID-19.

Grupal Grupa lla P
Srednia Min Max Srednia Min Max
Anty-N 97,3 0,08 275,3 415 0,06 259 0,00025
Anty-S 1190 16,3 98900 1290 48 39500 NS
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Tabela 14. Miano przeciwcial anty-N i anty-S 6 miesigcy po zakazeniu u pacjentow pod

wzgledem objawow w ostrej fazie choroby.

Objawy Obecne Nieobecne P
Srednia | Min | Max | Srednia | Min | Max
Ostra faza choroby
Goraczka anty-N 84,265] 0,08] 275,3 22,55] 0,061] 239,9 0,05
anty-S 1770] 4,81] 98900 799| 4,81] 74400| 0,000004
Suchy kaszel anty-N 88,79] 0,061| 275,3 43,495] 0,062 259] 0,000393
anty-S 1630 4,81] 74400 1160 4,81] 98900| 0,014365
Mokry kaszel anty-N 104,11 0,48] 2753 61,34] 0,061 259] 0,023386
anty-S 1490] 19,4] 39900 14201 4,81] 98900 NS
Duszno$é anty-N 98,2| 0,062 256 41,27] 0,061] 2753 0,001
anty-S 1650] 4,81] 98900 1255] 4,81] 39500 0,003383
Desaturacja anty-N 109,5] 0,906 247,2 42,88] 0,061] 2753 0
anty-S 1960 49,9] 98900 1185] 4,81] 39900| 0,000904
Zmeczenie anty-N 85,31] 0,062] 275,3 10,6] 0,061] 253,8 0
anty-S 1630] 4,81] 98900 787,5] 4,81] 28100| 0,000685
Katar anty-N 82,29] 0,08 259 66,66] 0,061] 275,3| 0,042404
anty-S 1505] 4,81] 98900 1420] 4,81] 74400 NS
Bol mie$ni anty-N 88,79] 0,062] 275,3 40,13] 0,061] 253,8] 0,000005
anty-S 1390] 4,81] 74400 1605] 4,81] 98900 NS
Bol gardla anty-N 67,2] 0,061 259 70,87] 0,062| 275,3 NS
anty-S 1720 55| 54200 1300 4,81] 98900 NS
Bol w klatce piersiowej anty-N 93,9] 0,062 256 64,64| 0,061] 275,3| 0,013142
anty-S 1690 4,81] 39900 1365 4,81] 98900 NS
Utrata wechu anty-N 85,875] 0,061 259 52,03] 0,062| 275,3] 0,00075
anty-S 1475 55| 98900 1180 4,81] 70400 NS
Bol glowy anty-N 93,92] 0,062 275,3 38,045] 0,061] 253,8] 0,00002
anty-S 1420 4,81] 98900 1430 4,81] 70400 NS
Dreszcze anty-N 84,18] 0,062 259 53,26] 0,061| 275,3] 0,001321
anty-S 1670] 4,81] 39900 1240 4,81] 98900| 0,030677
Zaburzenia zakrzepowo-zatorowe | anty-N 14471 0541 2354 66,66] 0,061| 275,3] 0,017942
anty-S 1630 98,2] 70400 1425] 4,81] 98900 NS
Biegunka anty-N 84,77 2,53 2441 67,74] 0,061] 275,3 NS
anty-S 1215] 19,4] 74400 14501 4,81] 98900 NS
Zmiany skorne anty-N 121,5] 0,184| 2354 67,74] 0,061] 275,3 NS
anty-S 1130] 33,8 4290 1430] 4,81] 98900 NS
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Tabela 15. Miano przeciwciatl anty-N i anty-S 6 miesigcy po zakazeniu u pacjentow pod

wzgledem objawow 6 miesigcy po chorobie.

Objawy Obecne Nieobecne P
Srednia | Min | Max | Srednia | Min | Max
6 miesiecy po przebyciu choroby
Suchy kaszel anty-N 88,79] 0,184] 275,3 65,71] 0,069 259 0,020305
anty-S 1980] 18,1| 74400 1250 4,81] 98900 0,018231
Mokry kaszel anty-N 100,3] 0,184] 156,9 70,57] 0,069| 275,3 NS
anty-S 1120 19,41 37800 1620] 4,81] 98900 NS
Dusznos¢ anty-N 103,05] 0,078 256 57,841 0,069] 275,3] 0,001504
anty-S 1955 19,41 74400 13501 4,81] 98900| 0,00767
Zmeczenie anty-N 92,055] 0,078 259 16,01] 0,069] 275,3 0
anty-S 1810 18,11 98900 7471 4,81] 37800] 0,000035
Zaburzenia pamieci anty-N 88,325 0,53] 253,8 59,821 0,069] 275,3] 0,007626
anty-S 1720] 31,3] 74400 1315] 4,81] 98900 0,027407
Bole glowy anty-N 85,31] 0,184 256 66,28] 0,069| 275,3 NS
anty-S 1620] 19,4| 74400 1510] 4,81] 98900 NS
Zaburzenia koncentracji anty-N 92,095 0,184] 253,8 59,82] 0,069] 275,3] 0,015798
anty-S 1570] 19,4] 98900 1505| 4,81] 70400 NS
Utrata wechu anty-N 93,98] 0,184 259 58,83] 0,069] 275,3| 0,012901
anty-S 1300 23] 98900 16901 4,81] 70400 NS
Zaburzenia ci$nienia tetniczego anty-N 137,4 2,18 2472 65,9] 0,069 275,31 0,007526
anty-S 2045 155] 70400 14601 4,81] 98900 NS
Zaburzenia rytmu serca anty-N 73,82 2,97 203 67,741 0,069] 275,3 NS
anty-S 1245 19,41 26800 16251 4,81] 98900 NS
Zaburzenia lekowe anty-N 142,5 2,53] 253,8 65,805| 0,069| 275,3] 0,005955
anty-S 1760] 19,4] 37800 1490| 4,81] 98900 NS
Powiklania zakrzepowo-zatorowe | anty-N 139,7] 19,94 203 67,5] 0,069| 275,3 NS
anty-S 1270 181] 38000 1570] 4,81] 98900 NS
Béle stawow anty-N 98,07] 0,66 256| 65,805| 0,069] 2753 NS
anty-S 1190] 19,4] 37800 1650] 4,81] 98900 NS
Zmiany skorne anty-N 57,38 0,53 1215 70,655] 0,069] 275,3 NS
anty-S 4090 33,8 6580 1490] 4,81] 98900 NS
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6.2.1 Porownanie miana przeciwcial anty-N pomiedzy falami

Analiza 0s6b spoza populacji ogolnej (Grupa IIb), ktore wytworzyly przeciwciata

anty-N 1 nie zgltaszaty przebycia COVID-19, wykazata obecno$¢ przeciwceiat u 2/11 (18%) po
fali 1 pandemii, 14/85 (16,5%) po fali 2, 22/132 (16,7%) po fali 3 i 97/307 (31,6%) po fali 4.

Analiza pacjentow z Grupy IIb wykazata rdznic¢ w mianie przeciwciat anty-N u pacjentéw po

falach 1, 2 i 3 w poréwnaniu z falg 4. Porownanie przeciwciat anty-N podczas fali 1 wykazato

roznice miedzy Grupa I a IIb (p <0,05). Podczas 2 fali wystapity istotne statystycznie roznice
edzy Pa p ystapity ysty

miedzy Grupa I a IIb. Podczas fali 3 wystapity istotne statystycznie réznice miedzy Grupg I

alla oraz Grupa I a IIb, a takze II a z IIb. W fali 4 istnialy istotne statystycznie rdznice
miedzy Grupg I a IIb oraz Ila z IIb (Tabela 16a i Tabela 16b).

Tabela 16a. Porownanie miana przeciwciat anty-N i anty-S 6 miesi¢ecy po zakazeniu mi¢dzy

falg ['1 1L
Grupa Fala 1 Fala 2
Srednia Min Max Srednia Min Max

' Anty-N 74,4 0,08 2229 76,1 0,08 275,3
Anty-S 8455 438 74400 2020 438 39900

lla Anty-N - 19,8 9,1 100,4
Anty-S - 169 41,8 291

b Anty-N 0,0625 0,059 24 0,078 0,069 133,5
Anty-S 4.8 4.8 48 471 4,8 4330

Tabela 16b. Porownanie miana przeciwciat anty-N i anty-S 6 miesi¢cy po zakazeniu migdzy

falg Il 1 I'V.
Grupa Fala 3 Fala 4
Srednia . Srednia )
Min Max Min Max
I Anty-N
103,3 0,9 247,2 174,3 3,0 245,3
Anty-S
1035 30,2 98900 2000 19,4 32700
lla Anty-N
6,6 0,1 156,4 53,3 0,06 259
Anty-S
364 4,8 13000 1520 4,8 39500
b Anty-N
0,084 0,056 236,3 2,4 0,05 293,3
Anty-S
419 4,81 28100 1800 4,81 53936
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6.2.2 Porownanie miana przeciwcial anty-S miedzy falami

Poréwnanie miana przeciwciat anty-S w fali 1 wykazato r6znice miedzy Grupg I a IIb
(p<0,05). W fali 2 zaobserwowano istotne statystycznie roznice migdzy Grupa I a IIb,
podobnie jak w przypadku przeciwcial anty-N. W fali 3 wystapily istotne statystycznie
réznice miedzy Grupg I a Ila oraz Grupa I a IIb. W fali 4 nie stwierdzono istotnych
statystycznie roznic migdzy grupami (Tabela 16a i Tabela 16b). Poréwnanic miana
przeciwcial anty-N miedzy falami w Grupie Il wykazato istotne statystyznie rdéznice migdzy
fala 4 a pozostatymi falami (p<0,05). Jednakze, wigksza liczba rdznic zaobserwowana zostata
w przypadku analizy miana przeciwciat anty-S. Porownanie miana przeciwciat anty-S migdzy
falami w Grupie II wykazalo istotne statystycznie réznice migdzy falami 1 a 3 oraz 4, falami 2
a 3 oraz 4 (p<0,05). Potwierdza to obserwowany trend, ze masowe szczepienia populacji
rozpoczely si¢ po pierwszej fali, podczas gdy masowe zachorowania na COVID-19 wzrosty

po fali Omikron.

6.2.3 Miana przeciwcial anty-N i anty-S u pacjentéw zaszczepionych w poréwnaniu do
nieszczepionych

Analiza miana przeciwciat anty-N i anty-S u pacjentdow zaszczepionych
I nieszczepionych wykazata réznice w mianie przeciwcial anty-S w grupie | i Il oraz
przeciwciat anty-N w grupie Il (Tabela 17). Jedynie miano przeciwciat anty-N nie réznito si¢

miedzy pacjentami zaszczepionymi a nieszczepionymi.

Tabela 17. Miano przeciwciat anty-S i anty-N 6 miesigcy po zakazeniu u zaszczepionych

i nieszczepionych.

Zaszczepieni Nieszczepieni P
Srednia Min Max Srednia Min Max
Miano przeciwcial anty-S
Pacjenci 97,4 0,08 275,3 103,3 2,53 233,6 NS
Populacja 1,5 0,05 293,3 15,8 0,05 259 0,00079
Miano przeciwcial anty-S
Pacjenci 4360 245 98900 535,5 19,4 5020 0,00001
Populacja 1690 4,8 52600 100 4,8 53936 0,0001
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7. Dyskusja

Wyniki przeprowadzonych badan dodaja nowej wiedzy na temat odpowiedzi
immunologicznej przeciwko SARS-CoV-2 w polskiej populacji. We wlasnej analizie
zaobserwowano, ze odpowiedZz immunologiczna po zakazeniu COVID-19 utrzymuje sig,
przez co najmniej ponad pot roku, a miano przeciwcial jest wyzsze u oséb z cigzkim
przebiegiem choroby i zaszczepionych niz u oséb bezobjawowych lub skapoobjawowych.
W przeprowadzonym badaniu nie wykazano zalezno$ci miedzy odpowiedzig immunologiczng
a plcig. Na podstawie wiasnej analizy zaobserwowano, ze istnieje korelacja miedzy
wytwarzaniem przeciwcial a nasileniem stanu zapalnego w ostrym okresie choroby.
Identyfikacja os6b z dodatnim mianem przeciwcial bez wywiadu przebytego COVID-19
pokazuje skale wystepowanie bezobjawowych przypadkow zakazenia. Badania serologiczne
analizowane w trakcie badania sg przydatne w kontroli pandemii i z punktu widzenia zdrowia

publicznego.

Analizowano zwigzek wytwarzania przeciwcial z zalezno$ci od réznych czynnikow,
w tym plci. Dane w literaturze dotyczace zwigzku miedzy produkcjg przeciwciat a plcig sa
niejednoznaczne. Natomiast w przeprowadzonych badaniach wtasnych nie zaobserwowano
roznic W wytwarzaniu przeciwcial w zaleznos$ci od pici, co rowniez dostarcza nowych
informacji. Od marca 2020 roku SARS-CoV-2 byt odpowiedzialny za 428 mln zakazen i 5,91
mln zgonow [148]. Terpos i wsp., obserwowali, ze pte¢ zenska i mtody wiek predysponuja do
intensywniejszej odpowiedzi immunologicznej po przechorowaniu COVID-19 [149].

Niemniej jednak nie zaobserwowaliSmy tej korelacji w naszym badaniu.

Amorim i wsp. w badaniu przeprowadzonym w Brazylii, obserwowali, ze m¢zczyzni
mieli nieco wyzsza seroprewalencje, niz kobiety (odpowiednio 4,1% w pordéwnaniu do 3,5%),
jednak roznica ta nie byta istotna statystycznie (OR 1,20, 95% CI 0,82-1,76) [150]. Podobny
trend zaobserwowano we francuskim badaniu, przeprowadzonym przez Gallian i wsp.,
w ktorym seroprewalencja byta wyzsza u me¢zczyzn niz u kobiet, ale nie roznita si¢ istotnie
(2,82% w pordéwnaniu do 2,69%) [151]. Réznice w wystepowaniu przeciwcial obserwowane
w materiale wlasnym nie zalezaty od pici, co jest zgodne z wynikami badan innych autorow
[152]. Havers i wsp. przetestowali 16 025 probek surowicy pobranych na duzym obszasze
Stanow Zjednoczonych Ameryki wiaczajac do badania duze miasta, obejmujace niektore

przedmiescia lub obszary podmiejskie (m.in. Nowy Jork, Louisiana, Poludniowa Floryda,
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Filadelfia, Missouri, San Francisco, Minnesota), nie wykazujac wyraznej zalezno$ci miedzy

seroprewalencja a ptcig w poszczegolnych miejscach [153].

Najskuteczniejszym sposobem zapobiegania COVID-19 jest szczepienie. Jednym
z potencjalnych probleméw w zarzadzaniu pacjentami z COVID-19 jest brak danych
dotyczacych dynamiki przeciwcial neutralizujacych w populacji, co mogloby dostarczy¢

przydatnych informacji dla przysztych zmian w zaleceniach dotyczacych szczepien.

Skutecznos¢ szczepien zostala wykazana w wielu badaniach, a szczepienie
prawdopodobnie zapewnia wigkszag ochron¢ niz zakazenie naturalne. Szczepionka
prawdopodobnie rowniez wystarcza, aby wywota¢ wtdrne wzmacniajgcg odpowiedz
immunologiczng u ozdrowiencow po COVID-19, ktorzy sa seropozytywni w Klasie 1gG
przeciwko S-RBD (domenie wigzacej receptor) [154, 155, 156, 157, 158, 159].
U zaszczepionych pacjentow we wlasnej analizie zaobserwowano silny wzrost miana
przeciwcial miedzy trzecim a czwartym punktem czasowym pobrania krwi, co $wiadczy
0 efekcie wzmacniajagcym odpowiedZ immunologiczng po szczepieniu, podczas gdy w grupie

nieszczepionej wzrost miana byt znacznie nizszy.

Ogollny odsetek szczepien w Polsce w chwili przeprowadzenia ostatnich analiz
(pazdziernik 2022 roku) wynosil 56,75%. We wiasnej analizie populacji uczestniczacej
w badaniu odsetek ten byt podobny (58,63%). Analiza przeciwcial anty-N i anty-S pacjentow
zaszczepionych w poréwnaniu z nieszczepionymi wykazata réznice w przeciwciatach anty-S
i anty-N w przypadku pacjentow z kohorty badania populacyjnego oraz przeciwciat anty-S u
0sob po przebytym COVID-19. Zaszczepiona populacja byla znaczaco starsza niz
nieszczepiona. Co ciekawe, jeden procent pacjentdw zaszczepionych nie wytworzylt
przeciwcial anty-S 1 bylo to czg$ciej obserwowane u pacjentow starszych. Wyniki
przedstawionych w tej pracy badan sa zgodne z wynikami Hagg i wsp., ktorzy zauwazyli, ze
odporno$¢ poszczepienna przeciwko SARS-CoV-2 stabnie z czasem 1 jest nizsza w starszej

populacji [160].

Zarowno starsi pacjenci, jak 1 ci z istniejgcymi chorobami wspdtistniejgcymi,
wykazywali stabsza odpowiedZ humoralng po szczepieniu. Potwierdzaja to badania Notarte
1 wsp., dotyczace pacjentbw z zaawansowang niewydolnoscig nerek poddawanych
przewlektej hemodializoterapii, ktorzy roéwniez wykazywali znaczaco nizsze miana

przeciwcial po szczepieniu [161].

64



W badaniu wlasnym poréwnano miano przeciwciat anty-N i anty-S i zaobserwowano
wyzsze miano przeciwcial anty-N u pacjentow wymagajacych hospitalizacji w poréwnaniu
z pacjentami, ktorzy nie wymagali hospitalizacji, co odzwierciedla obserwacje innych
autorow. Ciekawym odkryciem ptynagcym z niniejszego badania jest fakt, ze w pierwszych
trzech falach obserwowano wyzsze miano przeciwcial anty-S u pacjentdow z cigzkim
przebiegiem COVID-19, ale nie po 4 fali. Ponadto interesujace jest to, ze porownanie réznic
w mianie przeciwciat wykazato wiele zwigzkow z objawami w fazie ostrej choroby, co jest
bezposrednio zwigzane z przebiegiem choroby, ale takze moze by¢ zwigzane

Z utrzymujagcymi si¢ objawami, ktore sg sktadnikami tzw. zespotu Long-COVID-19.

Wigkszos$¢ pacjentow zakazonych wirusem SARS-CoV-2 jest bezobjawowa lub ma
tagodne objawy, podczas gdy u mniejszosci choroba przybiera cigzki przebieg z zespotem
ostrej niewydolnosci oddechowej (ARDS), rozlegtym stanem zapalnym i tzw. ,burza
cytokinowa”. Pacjenci z objawami o ciezkim przebiegu wymagaja hospitalizacji [162].
Przeciwciata sg wykrywalne juz od 6 dnia po potwierdzeniu zakazenia za pomocg testu PCR.
Przeciwciata glownie ukierunkowane sa przeciwko biatku kolca (S) i nukleokapsydowemu
(N) wirusa SARS-CoV-2 [163]. Biatko S jest gtownym czynnikiem odpornosci ochronnej,
natomiast monoklonalne przeciwciata przeciwko biatku S moga neutralizowaé¢ zakaznos¢
wirusa [164, 165]. Na tej podstawie Walls i wsp. wnioskowali, ze ekspozycja na SARS-CoV-
2 moze wywota¢ wzajemnie krzyzowo reaktywne, potencjalnie neutralizujace przeciwciata
[166]. Biatko N znajduje si¢ w jadrze wirusa. Nie opisano jeszcze wptywu wysokich mian

IgG przeciwko biatku N na wyniki kliniczne choroby wywotanej przez wirusa SARS-CoV-2.

Ozdrowiency po COVID-19 stanowig wazng grupe, poniewaz wcigz nie wiadomo,
jakie czynniki wptywaja na odpowiedZz immunologiczna gospodarza i czy ci pacjenci sa
nawet czg¢sciowo odporni na ponowne zakazenie. Przeprowadzona analiza wykazata, ze

wszyscy badani ozdrowiency wytworzyli przeciwciata przeciwko SARS-CoV-2.

Zakazenie SARS-CoV-2 prowadzi do wytwarzania przeciwcial, nawet u pacjentow
catkowicie bezobjawowych. Jednak poczatkowa odpowiedZz immunologiczna nie jest tak silna
jak u pacjentow z cigzszym przebiegiem choroby. Niniejsza analiza potwierdza obserwacje
innych autorow dotyczace odpowiedzi immunologicznej po zakazeniu SARS-CoV-2. Choe
i wsp. oceniali wytwarzanie przeciwcial u 58 os6b w Korei Potudniowej i odkryli, ze
U pacjentow bezobjawowych lub tagodnie objawowych, przeciwciala przeciwko SARS-CoV-
2 nadal byly wykrywalne po 8 miesigcach od zakazenia (anty-N pan-lg u 91,4%, anty-N 1gG
u 25,9%, anty-S IgG u 86,2%, a anty-S1 IgG u 69,0%) [167].

65



W przeprowadzonym badaniu pacjenci z cigzkim przebiegiem COVID-19 wykazali
silniejszg odpowiedz immunologiczng, co wskazuje wyzszy wspotczynnik miana przeciwicat
w punkcie czasowym pobrania materiatu I/l i wyzsze mediany miana przeciwciat 3 miesigce
po zakazeniu. Jest to zgodne z obserwacja Trogakos i wsp., ktorzy stwierdzili, ze ciezki
przebieg COVID-19 (w poréwnaniu z chorobg o umiarkowanym nasileniu) wywoluje
wczesniejsza  1bardziej  intensywng  odpowiedZ  immunologiczng  u pacjentow
hospitalizowanych [168]. Miano przeciwcial pozostaje na wysokim poziomie
u ozdrowiencoéw po COVID-19. Podobnie jak Choe i wsp., zauwazono, ze nawet u pacjentow
z tagodnymi objawami miano przeciwcial przeciwko SARS-CoV-2 nie zmniejszalo si¢

istotnie po 6 miesigcach.

W przedstawionym w tej pracy badaniu zauwazono rowniez korelacje odpowiedzi
immunologicznej miesigc po zakazeniu z wszystkimi istotnymi wskaznikami zapalnymi we
krwi (CRP, D-dimery, IL-6), co dodatkowo potwierdza wpltyw nasilenia choroby na
humoralng odpowiedZz immunologiczng. Hartley i wsp. wykazali, ze pacjenci z COVID-19
szybko generuja pamie¢ komorek B zarowno do antygenow kolca, jak i nukleokapsydu po
zakazeniu wirusem SARS-CoV-2. Zauwazono, ze miano przeciwciat przeciwko SARS-CoV-
2 maleje w czasie, a to zmniejszenie odzwierciedla faze spadku odpowiedzi immunologicznej
[169].

Liczne badania sugeruja, ze miana przeciwciat przeciwko SARS-CoV-2 sg zwigzane
z nasileniem COVID-19 [170, 171, 172, 173, 174, 175]. Kurano wsp. zauwazyli, ze poziomy
wszystkich mierzonych elementow odpowiedzi immunologicznej byly wyzsze w grupie

pacjentow z cigzkim przebiegiem COVID-19 [176].

Stabsza odpowiedz immunologiczna w postaci nizszego miana przeciwciat
u pacjentow z tagodnymi objawami w poréwnaniu z tymi o ci¢zSzym przebiegu choroby
zostaly zauwazone przez Long i1 wsp. oraz Chen 1 wsp. w przypadku zakazenia wirusem
SARS-CoV-2, jak i w przypadku innych infekcji koronawirusowych, takich jak MERS-CoV
[177, 178].

Podczas trwania badania skorzystano z danych zintegrowanego procesu
monitorowania w czasie rzeczywistym (RT) dla poszczeg6lnych wariantoéw 1 mapy mutacji
SARS-CoV-2 "RT-COVAR" do retrospektywnej analizy wariantow SARS-CoV-2
wplywajacych na populacje polska w analizowanym okresie [179]. Na poziomie krajowym,

wirtualna mapa "RT-COVAR" byta codziennie wykorzystywana przez Ministerstwo Zdrowia
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1 Narodowy Instytut Higieny do tworzenia polityki epidemiologicznej kraju. Dane dotyczace
réznorodnosci genomu wirusa SARS-CoV-2 w Polsce sg wykorzystywane przez globalne
bazy danych, takie jak GISAID, ktore nastepnie sa wykorzystywane do tworzenia specjalnych
zalecen przez instytucje takie jak FDA czy WHO. Analizujagc okres czasowy
przeprowadzonego badania, wysuni¢to wniosek, ze dominowaly wowczas warianty typu
dzikiego oraz wariantami Alfa i Delta. Przeprowadzone badanie wltasne w tym zakresie
przyniosto nowa wiedz¢ na temat odpowiedzi immunologicznej w zaleznosci od wariantow

wirusa.

W Il etapie analiz, wlaczenie do badan lokalnej populacji oraz oznaczanie
seroprewalencji pozwolito na zrozumienie przebiegu pandemii COVID-19 w badanej grupie
osob oraz jej wplywu na stan zdrowia publicznego. W przeprowadzonym badaniu
obserwowano stopniowy wzrost czesto$ci wystepowania przeciwciat IgG anty-N i anty-S
6 miesigcy po zakazeniu, osiagajac 92,5% 1 69,7% odpowiednio po fali z przewaga wariantu
Omikron. Te wyniki pokazuja trwato§¢ odpowiedzi immunologicznej po zakazeniu SARS-

CoV-2 oraz odzwierciedlaja skal¢ zakazen w populacji.

Interesujgce jest rowniez zidentyfikowanie oséb z przeciwciatami anty-N, pomimo
braku zgloszenia COVID-19. Wyniki te sugeruja obecno$¢ bezobjawowych przypadkow
COVID-19 w badanej populacji. To zjawisko wystepuje réwniez w przypadku innych
wirusow (np. EBV), gdzie biatka nukleokapsydowe, takie jak biatko N, sg silnie
immunogenne, co sprawia, ze sg skutecznymi narzedziami diagnostycznymi do wykrywania
infekcji wirusowych [180]. Istnienie bezobjawowych przypadkow zakazenia SARS-CoV-2
podkresla znaczenie skutecznosci $rodkow kontroli transmisji i szczepien w zapobieganiu

rozprzestrzenianiu si¢ wirusa.

Zgodnie z metaanaliza Bergeri 1 wsp. ogolna seroprewalencja w populacji §wiatowej
gwattownie wzrosta w 2021 roku z powodu zakazen w niektorych regionach (np. z 26,6%
[24,6% do 28,8%] do 86,7% [84,6% do 88,5%] w Afryce w grudniu 2021 roku) oraz
szczepien 1 zakazen w innych (np. z 9,6% [8,3% do 11,0%] w czerwcu 2020 roku do 95,9%
[92,6% do 97,8%] w grudniu 2021 roku w krajach o wysokim dochodzie w Europie. Po
pojawieniu si¢ Omikrona w marcu 2022 roku, seroprewalencja indukowana przez zakazenie
wzrosta do 47,9% [41,0% do 54,9%] w krajach wysokorowzinigtych w Europie i do 33,7%
[31,6% do 36,0%] w krajach wysokorozwini¢tych w Ameryce. Od lipca do wrzesnia 2021
roku mediany seroprewalencji do zachorowalnosci wynosity od okoto 2:1 w Ameryce
I krajach wysoko rozwinietych w Europie, do ponad 100:1 w Afryce [181]. Wyniki te sa
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zgodne z przeprowadzonym badaniem, gdzie réwniez zaobserwowano stopniowy wzrost
seroprewalencji przeciwcial anty-N i anty-S (anty-N - 10%, 17,9%, 27% odpowiednio po
kazdej z trzech fal, anty-S - 0, 29,5%, 82,4% odpowiednio po kazdej z trzech fal).

W miarg postepu pandemii réznice migdzy obecnoscig przeciwciat w grupie oséb po
przechorowaniu a populacjg zacierajg si¢. Mozliwy jest W tej sytuacji wptyw szczepien lub
zakazen bezobjawowych. Po wprowadzeniu szczepien (po drugiej fali) réznica w mianie
przeciwcial anty-S znika. Niniejsza analiza dostarcza informacji na temat zmian
w seroprewalencji w czasie pandemii. Wyniki uzyskane na podstawie wtasnych obserwacji sg
podobne do wynikéw uzyskanych przez Castilla i wsp., ktorzy przeprowadzili analizg
w Nawarze, Hiszpanii, w maju 2022 roku, obserwujac seroprewalencj¢ przeciwcial anty-N
ianty-S SARS-CoV-2 na poziomie odpowiednio 58,9% i 92,7% [182]. Badanie
przeprowadzone w Japonii sugeruje wzrost seroprewalencji do ponad 90% w lutym 2022 roku
[183].

W Afryce ogolna seroprewalencja SARS-CoV-2 przed trzecig fala (BDS5),
skorygowana pod katem wrazliwosci i specyficznosci testu, wynosita 26% na terenach
wiejskich 1 41% w spotecznosciach miejskich. Po trzeciej fali ogdlna seroprewalencja wzrosta

do 60% na terenach wiejskich i 70% w spoteczno$ciach miejskich [184].

Wyniki biezacej pracy pozwolily na obserwacje, ze 9% populacji wytworzylo
przeciwciala anty-S, a 17,4% wytworzytlo przeciwciata anty-N pomimo braku wywiadu
choroby czy przebytego szczepienia. Analiza pacjentoéw bezobjawowych i skapoobjawowych,
ktorzy nie zglaszali choroby, ale wytworzyli przeciwciata anty-N w kazdej fali, pokazata
wzrastajaca obecnos$¢ przeciwcial, z najwyzszym odsetkiem po fali Omikron, si¢gajacym do
31,6%. Odzwierciedla to skale zakazen bezobjawowych w spoteczenstwie. Zakazenia
bezobjawowe wcigz stanowig istotne zagrozenie dla zdrowia publicznego, co nalezy
podkresli¢ 1 stale podkreslac. Istotne jest przeprowadzanie badan przesiewowych w celu
uzyskania wigkszej wiedzy na temat zakazen bezobjawowych 1 wykrywania ich jak
najszybciej, aby zapobiec rozprzestrzenianiu si¢ pandemii. Wange i wsp. w swoim raporcie
pokazali, ze zakazenia bezobjawowe Stanowig, CO najmniej jedng trzecig wszystkich
przypadkéw, podezas gdy na podstawie przegladu systematycznego i metaanalizy odsetek ten

wynosi okoto jednej piatej [185].

Zaobserwowano, ze substytucje w biatkach kolca dominujacych wariantow SARS-

CoV-2 umozliwiajg unikanie wytworzonej odpornosci. He i wsp. zauwazyli, ze niektore
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substytucje, w tym L452R (obecne w wariancie Delta), uposledzajg wigzanie przeciwciato-
antygen, umozliwiajagc wirusom ucieczke. Autorzy zauwazyli, ze pierwsze warianty
Omikrona byly wrazliwe na przeciwciato R1-32, ale pojawily si¢ i szybko rozprzestrzenity si¢

podwarianty, ktore zawieraty L452R [186].

W przeprowadzonym badaniu zaobserwowano nizszg odpowiedz anty-S 6 miesiecy po
zakazeniu wariantem Delta w pordéwnaniu z innymi wariantami, w tym Omikronem.

Ta obserwacja wymaga dalszych badan.

Badania metoda serologiczna opieraja si¢ na wykrywaniu przeciwcial specyficznych
dla SARS-CoV-2, ktore sa produkowane przez uklad odpornosciowy. Wzrost miana
przeciwcial skierowanych przeciwko SARS-CoV-2 nastepuje pdzniej niz zakazenie (okno
serologiczne), dlatego testy serologiczne nie sg odpowiednie do wykrywania COVID-19
w pierwszej fazie choroby [187]. Testy serologiczne sg bardziej odpowiednie w obserwacjach
epidemiologicznych. Ponadto pomagaja poprawi¢ dokladnos¢ diagnozy COVID-109.
Kolejnym istotnym ograniczeniem testow serologicznych jest krzyzowa reaktywnos¢ IgM
i IgG skierowanych przeciwko innym wirusom [188]. Nalezy podkreslic, ze 90%
podobienstwa biatek N SARS-CoV i SARS-CoV-2 moze prowadzi¢ do wysokiej krzyzowe;j
reaktywnosci z tym antygenem. Potwierdzona krzyzowa reaktywnos$¢ zostata rdéwniez

zauwazona miedzy SARS-CoV-2 a antygenem wirusa Dengi.

Ograniczeniem przeprowadzonego badania w | etapie byla mata grupa pacjentow
(szczegblnie z tagodnym przebiegiem COVID-19). Kolejnym ograniczeniem niniejszej
analizy bylo to, Zze pacjenci bioracy udzial w badaniu byli w wieku $rednim lub starszym,
a bardzo malo danych jest dostepnych dotyczacych miodych oséb bezobjawowych lub
z tagodnym przebiegiem choroby. Jednakze, pacjenci hospitalizowani zazwyczaj sg starsi niz
pacjenci bezobjawowi lub z tagodnymi objawami. Poniewaz przeprowadzone badanie wtasne
skoncentrowato si¢ gtoéwnie na pacjentach hospitalizowanych, zebrane dane odzwierciedlaja
wyniki w tych grupach wiekowych. Proces szczepien w badanej grupie byl réwniez
niejednolity, a pacjenci byli szczepieni w rdéznych punktach czasowych pobrah probek do
badan (miedzy 3 a 6 miesigcem), co mogto wplyna¢ na wyniki. Ponadto, interesujace byloby
poznanie doktadnego wplywu wariantu SARS-CoV-2 na intensywno$¢ odpowiedzi
immunologicznej, niestety jednak nie dysponowano takimi danymi, co uwazane jest za

kolejne ograniczenie badania.
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Ograniczeniem badan serologicznych jest brak mozliwo$ci oceny pelnego spektrum
odpowiedzi immunologicznej, w szczego6lnosci komodrkowej odpornosci mediowanej przez

limfocyty T.

Do ograniczen przeprowadzonego badania zalicza si¢ jego retrospektywny charakter

oraz brak danych dotyczacych dtugoterminowej trwatosci odpowiedzi immunologiczne;.

Bardzo dynamicznie zmieniajgca si¢ sytuacja epidemiologiczna podczas trwania
analiz, miata odzwierciedlenie w stosunkowo niewielkich grupach oso6b ocenianych
W kazdym okresie czasu, dlatego mozliwo§¢ wiarygodnej oceny interakcji mi¢dzy réznymi
zmiennymi Kklinicznymi a mianem przeciwcial byla ograniczona. Ponadto nie posiadano
danych dotyczacych ponownego zakazenia, co moglo wplyna¢é na wyniki, szczegdlnie

w okresie fali Omikron.

Mimo ze pandemia COVID-19 obecnie jest mniej istotnym problemem, wiedza na
temat ludzkiej odpowiedzi immunologicznej na zakazenie wirusem SARS-CoV-2 moze by¢
wykorzystana w przysztosci w kontekscie innych koronawiruséw. W niniejszej analizie nie
posiadano dostepu do informacji na temat rodzaju stosowanej szczepionki, co moze by¢
rowniez istotne w zdobywaniu nowej wiedzy na temat odpowiedzi immunologicznej na
wirusa SARS-CoV-2.

Nowoscig, jak i réznicg przeprowadzonego badania w pordwnaniu z innymi badaniami
nad immunologia w COVID-19 jest fakt, ze odbylo si¢ w unikalnym okresie czasu, gdy
pandemia ewoluowata, a probki pobierano w roéznych okresach pandemii, z dominacja
roznych podtypow wirusa. Ponadto, unikalnym aspektem jest dostep do duzej bazy danych
populacyjnych ocenianych jednoczesnie, poniewaz zebrano probki od pacjentéw cierpigcych

na te chorobg, jak 1 od 0séb z ogolnej populacji.

Zaleta prezentowanego badania byla jego ztozono$¢ 1 mozliwo$¢ pordwnania
wystepowania przeciwciat anty-N i anty-S sze$¢ miesiecy po kazdej fali pandemii w lokalnej
populacji oraz u pacjentow, ktorzy wyzdrowieli z COVID-19. Wyniki przeprowadzonej
analizy dobrze odzwierciedlaja sytuacje w polskiej populacji w danym przedziale czasowym
i dodajg istotnych informacji na temat seropozytywnosci w pandemii COVID-19. Ta wiedza

moze by¢ przydatna w przysztosci.

Przyszte trendy w diagnostyce, zwlaszcza w zakresie testow typu multiplex,

odgrywaja kluczowg role w szybkim 1 doktadnym wykrywaniu chorob, szczegélnie
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w kontekscie pandemii COVID-19. Testy serologiczne typu multiplex sg cennymi
narzgdziami w diagnostyce i monitorowaniu infekcji wirusowych uktadu oddechowego,
wtym COVID-19, grypy i RSV (syncytialnego wirusa oddechowego). Pozwalajg one na
jednoczesne wykrywanie 1 pomiar wielu przeciwcial przeciwko roéznym patogenom
wirusowym w jednej probce. Ta zdolno$¢ niesie ze sobg kilka korzysci pod wzgledem
efektywnosci, optacalno$ci i mozliwosci roéznicowania migdzy rdéznymi zakazeniami.
W kontekscie grypy, COVID-19 i RSV testy multiplex odgrywaja kluczowa role w szybkim
i doktadnym identyfikowaniu czynnikéw sprawczych infekcji uktadu oddechowego [189].

Badania serologiczne stanowig istotne narzedzie diagnostyczne, pomocne w strategii
kontroli pandemii, umozliwiajac wykrywanie oraz ilo§ciowe oznaczanie miana przeciwciat
przeciwko pojedynczemu antygenowi. W przesziosci powszechnie stosowane testy
enzymatyczne typu ELISA zostaly zastapione przez nowoczesne technologie badan

serologicznych, w tym testy wieloantygenowe, ktore obecnie sg masowo wykonywane [190].

Nowe technologie, takie jak testy serologiczne typu multiplex, oferuja przewagg
W poréwnaniu do poprzednich metod poprzez mozliwo$¢ pomiaru wielu przeciwcial w jedne;j
prébce materialu biologicznego, co umozliwia bardziej wszechstronne i skuteczne analizy.
Testy multiplex pozwalaja na jednoczesne wykrywanie rdéznych przeciwcial przeciwko

réznym antygenom oraz sg bardziej oplacalne [191].

Weczesne 1 wlasciwe diagnozowanie pacjentéw jest kluczowe dla skutecznej kontroli
zakazen, zarzadzania podczas trwania epidemii oraz zapewnienia odpowiedniej opieki
osobom dotknigtym infekcja. Testy typu multiplex, ktore jednocze$nie wykrywaja grype,
COVID-19 1 RSV w jednej probcee, oferuja kilka korzysci w diagnostyce i leczeniu infekcji
uktadu oddechowego. Poprzez usprawnienie procesu testowania 1 dostarczanie
kompleksowych wynikow, te testy umozliwiaja pracownikom ochrony zdrowia
podejmowanie $wiadomych decyzji dotyczacych opieki nad pacjentami oraz wprowadzania
odpowiednich $rodkéw kontroli zakazen [192, 193]. Pandemia COVID-19 przyspieszyta

rozwoj diagnostyki multiplex, w szczegdlnosci dla patogenow uktadu oddechowego [194].

Whioski plynace z przedstawionej pracy majg istotne znaczenie dla strategii kontroli
pandemii COVID-19, jak i pandemii wywotanych innymi czynnikami chorobotwoérczymi,
ktore moga wystapi¢ w przysztosci. Oprocz oceny skutecznosci szczepien przeciwko SARS-

CoV-2, istotne jest roOwniez monitorowanie odpowiedzi immunologicznej populacji po
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przebytym zakazeniu. Badania seroprewalencji w populacji pomagaja lepiej zrozumieé

dynamike epidemii i kierowa¢ dziataniami poprawiajacymi zdrowie populacji.
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8. Whnioski

1. Humoralna odpowiedz immunologiczna po przechorowaniu COVID-19 utrzymuje si¢

przez co najmniej pot roku.

2. Miano przeciwciat anty-SARS-CoV-2 jest istotnie statystycznie wyzsze u pacjentow
z wywiadem cigzkiego przebiegu COVID-19 oraz u oséb zaszczepionych.

3. Odpowiedz immunologiczna po przebyciu COVID-19 nie jest zalezna od pfci.

4. lstnieje istotna statystycznie zaleznos¢ miedzy wytwarzaniem przeciwciat anty-SARS-

CoV-2, a nasileniem stanu zapalnego w ostrym okresie choroby.

5. Identyfikacja 0s6b z dodatnim mianem przeciwciat anty-N bez wywiadu potwierdzonego
przebycia COVID-19 podkresla wystgpowanie bezobjawowych przypadkéw zakazenia
wirusem SARS-CoV-2 w populaciji.

6. Badania serologiczne petnig wazng funkcje zarowno z punktu widzenia indywidualnego
pacjenta, jak 1 catego spoleczenstwa, stanowigc istotne narzedzie w strategii kontroli

pandemii.

73



9. Streszczenie

Choroby drog oddechowych, w tym COVID-19, wywolywane przez wirusa SARS-
CoV-2, stanowig globalne wyzwanie dla zdrowia publicznego. Pandemia COVID-19,
ogtoszona przez WHO w marcu 2020 roku, znaczaco wptyneta na spoteczenstwo, gospodarke
i systemy opieki zdrowotnej. Skuteczne zarzadzanie chorobami przenoszonymi droga
kropelkowa, wymaga glebokiej wiedzy na temat transmisji, Srodkéw zapobiegawczych
I strategii leczenia.

Badania przeprowadzono w dwoéch etapach, uwzgledniajac zmieniajaca si¢ sytuacje
pandemiczng. Celem I etapu pracy byla ocena obecnosci przeciwciat anty-SARS-CoV-2
u rekonwalescentow po COVID-19 oraz ich wytwarzaniu w zalezno$ci od nasilenia choroby,
parametrow zapalnych, plci, wieku i statusu szczepien. W |l etapie oceniano czgsto$¢
wystepowania przeciwcial w populacji ogdlnej podczas czterech fal pandemii oraz roznice
W wytwarzaniu przeciwcial migdzy pacjentami a osobami zdrowymi. Analizowano rowniez
czestos¢ zakazen bezobjawowych w oparciu o status przeciwcial anty-N i wywiadu
szczepienia. Zgoda na badania zostata udzielona przez Komisje Bioetyczng Uniwersytetu
medycznego w Bialymstoku (nr: APK.002.346.2020 oraz APK.002.259.2020).

Do I etapu badan wiaczono 322 pacjentow (282 hospitalizowanych w Klinice Chordb
Zakaznych 1 Neuroinfekcji Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku 1 40 pacjentow
Z tagodnymi objawami COVID-19 izolowanych w domu), obojga ptci (165 kobiet 1 157
mezcezyzn) z wywiadem zakazenia SARS-CoV-2.

W 1II etapie populacja badanych osob skladala si¢ z 2 grup. Do grupy
| zakwalifikowano osoby po przebytym COVID-19 (232 pacjentéw, ktorzy wymagali
hospitalizacji). Grupe II stanowilo 544 pacjentow z kohorty badania populacyjnego -
Bialystok PLUS. Badanie Biatystok PLUS dostarcza informacji na temat stanu zdrowia
lokalnej spoteczno$ci poprzez analiz¢ badan i1 ankiet przeprowadzonych na starannie
wybranej kohorcie reprezentatywnej dla populacji lokalnej. Pacjenci byli oceniani sze$¢
miesiecy po zakazeniu. Do badan wykorzystano krew pacjentdéw z potwierdzonym
zakazeniem SARS-CoV-2 oraz osob z lokalnej populacji.

Wyniki analizy probek krwi uzyskano standardowymi metodami stosowanymi
w badaniach biochemicznych, miano przeciwciatl anty-S w klasie 1gG oznaczono testem
ilosciowym LIAISON SARS-CoV-2 S1/S2 IgG, za$ przeciwko biatku anty-N za pomoca
testu immunologicznego przeznaczonego do jakosciowego wykrywania przeciwciat

przeciwko SARS-CoV-2 (Elecsys Anti-SARS-CoV-2, COBAS).
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Stwierdzono, ze humoralna odpowiedZz immunologiczna po zakazeniu SARS-CoV-2
utrzymuje si¢ przez ponad 6 miesi¢cy. Zaobserwowane miano przeciwcial przeciwko SARS-
CoV-2 jest istotnie statystycznie wyzsze u pacjentow z wywiadem cigzkiego przebiegu
COVID-19 1 0s6b zaszczepionych. Jednoczesnie obserwowano istotng statystycznie korelacje
miedzy produkcjg przeciwcial przeciwko SARS-CoV-2, a nasileniem stanu zapalnego
W ostrym okresie choroby. Stwierdzono, ze odpowiedz immunologiczna po zakazeniu
COVID-19 nie zalezy od pfci. Identyfikacja 0sob z dodatnim mianem przeciwciat anty-N, bez
wywiadu COVID-19, podkresla skale istnienia bezobjawowych przypadkéw w populacji.

Uzyskane wyniki przeprowadzonej analizy odzwierciedlaja sytuacje w polskiej
populacji w trakcie pandemii. Wyniki dodajg istotnych informacji na temat seropozytywnosci
w trakcie trwania pandemii COVID-19 i potwierdzaja, ze badania serologiczne petnig wazng
funkcje, zarowno z punktu widzenia indywidualnego pacjenta, jak i catego spoteczenstwa,

stanowigc istotne narzedzie w strategii kontroli pandemii.
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10. Summary

Respiratory diseases, including COVID-19 caused by the SARS-CoV-2 virus, pose
a global public health challenge. The COVID-19 pandemic, declared by the WHO in March
2020, has significantly impacted society, the economy, and healthcare systems. Effective
management of droplet-transmitted diseases, including COVID-19, requires deep

understanding of transmission mechanisms, preventive measures, and treatment strategies.

The research was conducted in two stages, taking into account the evolving pandemic
situation. The aim of the first stage of this study was to assess the presence of anti-SARS-
CoV-2 antibodies in COVID-19 convalescents and their production depending on disease
severity, inflammatory parameters, gender, age, and vaccination status. In the second stage,
the frequency of antibody occurrence in the general population during four pandemic waves
was assessed, along with differences in antibody production between patients and healthy
individuals. The frequency of asymptomatic infections was also analyzed based on anti-N
antibody status and vaccination history. The study was approved by the Bioethics Committee
of the Medical University of Biatystok (approval numbers: APK.002.346.2020 and
APK.002.259.2020).

In the first stage, 322 patients (282 hospitalized at the Clinic of Infectious Diseases
and Neuroinfections, Medical University of Biatystok, and 40 patients with mild COVID-19
symptoms isolated at home), both male and female (165 females and 157 males), with
a history of SARS-CoV-2 infection were included.

In the second stage, the study population comprised two groups:

Group | consisted of individuals after COVID-19 (232 hospitalized patients). Patients
were evaluated six months after infection.Group II comprised 544 patients from the Bialystok
PLUS study cohort. The Biatystok PLUS study provides information on the local
community's health status through analysis of tests and surveys conducted on a carefully
selected cohort representative of the local population. Blood samples from patients with
confirmed SARS-CoV-2 infection and individuals from the local population were used for the

study.

Blood sample analysis results were obtained using standard biochemical methods.
Anti-SARS-CoV-2 1gG antibody titers were determined quantitatively using the LIAISON
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SARS-CoV-2 S1/S2 IgG assay, while anti-N protein antibodies were detected qualitatively
using the Elecsys Anti-SARS-CoV-2 (COBAS) immunoassay.

The study found that the humoral immune response to SARS-CoV-2 infection persists
for over 6 months. The observed anti-S antibody titers against SARS-CoV-2 were
significantly higher in patients with a history of severe COVID-19 and vaccinated individuals.
Additionally, a statistically significant correlation was observed between antibody production
against SARS-CoV-2 and the severity of inflammation during the acute phase of the disease.
It was observed, that the immune response to COVID-19 infection was independent of
gender. Identification of individuals with positive anti-N antibody titers without a history of

COVID-19 underscores the existence of asymptomatic infection cases in the population.

The obtained results reflect the situation in the Polish population during the COVID-
19 pandemic. The results provide significant information on seropositivity during the
pandemic. The findings confirm that serological studies are essential tools both for individual
patients and for the entire society, serving as significant instruments in pandemic control

strategies.
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