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2. Streszczenie

Drugi koronawirus ciezkiego ostrego zespotu oddechowego (SARS-CoV-2) wywotujgcy
chorobe COVID-19 zostat zidentyfikowany po raz pierwszy w grudniu 2019 r. Od czasu
rozpoczecia pandemii COVID-19 w marcu 2020 r. podejmowano rézne dziatania chronigce
przed zakazeniem SARS-CoV-2, w tym niezwykle szybko opracowano i wprowadzono
skuteczne szczepionki. Pomimo, ze pandemia COVID-19 zostata uznana za zakonczong
w maju 2023 r., stale mutujgcy SARS-CoV-2 nadal stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia
ludzkiego, a wiele aspektéw odpornosci przeciwko temu wirusowi pozostaje nieznanych.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie odpowiedzi obronnej organizmu na zakazenie
SARS-CoV-2 albo szczepienie przeciwko COVID-19. W badaniach okreslono poziom
przeciwciat przeciwko SARS-CoV-2 w populacji Poznania oraz Wielkopolski w réznych
punktach czasowych w latach 2020-2022.

Wykazano, ze seroprewalencja zakazen SARS-CoV-2 w ogodlnej populacji Poznania
po pierwszej fali pandemii COVID-19 wyniosta 0,93%, a najbardziej narazone na zakazenie
byly osoby starsze, majgce czesty kontakt z innymi ludzmi oraz niestosujgce sie do obostrzen
sanitarno-epidemiologicznych. Bezobjawowe zakazenie SARS-CoV-2 odnotowano u okoto
1/3 o0so6b posiadajgcych przeciwciata przeciwko SARS-CoV-2. Nastepnie udowodniono,
ze poziom przeciwciat po zakazeniu SARS-CoV-2 koreluje z przebiegiem choroby i jest tym
wyzszy, im ciezszy przebieg COVID-19. Analogicznie, u 0s6b z ciezszym przebiegiem choroby
obserwowano wyzszy poziom przeciwciat poszczepiennych niz u osob zaszczepionych,
ktére wczesniej przeszty infekcje SARS-CoV-2 bezobjawowo. Stwierdzono réwniez,
ze poziom przeciwciat wytworzonych w odpowiedzi na szczepionke mRNA jest wyzszy
niz na szczepionke wektorowg, lecz ulega on szybszemu obnizeniu sie. Miano przeciwciat
wytworzonych po przyjeciu dwéch dawek szczepionki albo infekcji SARS-CoV-2 znacznie
maleje w ciggu siedmiu miesiecy, u niektérych o0sob spadajgc nawet ponizej progu
wykrywalnosci. Przyjecie kolejnych dawek szczepionek zwieksza poziom przeciwciat.
Niezaleznie od miana przeciwciat, szczepienia zapewnity ochrone przed zakazeniem
na przetomie dominacji wariantow alfa i delta. Z kolei po szczytowych falach zakazen
spowodowanych wariantami delta i omikron stwierdzono czestsze przypadki infekcji SARS-
CoV-2, bez wzgledu na liczbe przyjetych dawek szczepionki.

Wyniki analizy poziomu przeciwciat, przedstawione w niniejszej pracy, przyczynity sie
do lepszego zrozumienia odpowiedzi odpornosciowej po zakazeniu SARS-CoV-2
albo szczepieniu przeciwko COVID-19. Tym samym dostarczyty one informacji przydatnych
dla opracowania strategii zapobiegania i kontroli zakazen SARS-CoV-2, ze szczegolnym

uwzglednieniem polityki szczepien.



3. Summary

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) causing the COVID-19
disease was first identified in December 2019. Since the beginning of the COVID-19 pandemic
in March 2020, various measures have been taken to protect against SARS-CoV-2 infection,
including the extremely rapid development and introduction of effective vaccines. Although
the COVID-19 pandemic was declared over in May 2023, the constantly mutating SARS-CoV-
2 still poses a serious threat to human health, and many aspects of immunity against this virus
remain unknown.

This doctoral thesis aims to study the immune response to SARS-CoV-2 infection and/or
vaccination against COVID-19. In this research, levels of antibodies against SARS-CoV-2
were determined in the population of Poznan and Greater Poland province at different time
points in 2020-2022.

It was shown that the SARS-CoV-2 seroprevalence in the general population of Poznanh
after the first wave of the COVID-19 pandemic was 0.93%, and the most vulnerable to infection
were the elderly, those in frequent contact with other people, and those who did not comply
with epidemiological recommendations. Asymptomatic SARS-CoV-2 infection was reported
in about one-third of those with antibodies against SARS-CoV-2. Subsequently, it was proven
that the levels of antibodies after SARS-CoV-2 infection correlate with the course
of the disease and are higher the more severe the course of COVID-19. Similarly, higher levels
of postvaccination antibodies were observed in those with a more severe course of the disease
than in vaccinated individuals who had previously undergone asymptomatic SARS-CoV-2
infection. It was also found that the level of antibodies produced in response to the mRNA
vaccine is higher than that to the vector vaccine, but it declines more rapidly. The titer
of antibodies produced after receiving two doses of the vaccine and/or having SARS-CoV-2
infection decreases significantly within seven months, in some cases even below the detection
threshold. Receipt of subsequent vaccine doses increases antibody levels. Regardless
of antibody titers, vaccination provided protection against new cases of infection during
the displacement of the Alpha by the Delta variant. However, after peaks of the Delta
and the Omicron variant waves, more frequent cases of SARS-CoV-2 infection were found,
regardless of the number of vaccine doses received.

The results of the antibody levels analysis presented here contribute to a better
understanding of the immune response after SARS-CoV-2 infection and/or COVID-19
vaccination. Thereby, they provide information of use for developing strategies
for the prevention and control of SARS-CoV-2 infection, with a special focus on vaccination

policies.



4. Wprowadzenie

4.1. Pandemia COVID-19

Nowy, dotychczas nieznany wirus zostat zidentyfikowany po raz pierwszy w grudniu
2019 r. w Wuhan w Chinach u oséb z objawami ciezkiego ostrego zespotu oddechowego
(ang. severe acute respiratory syndrome, SARS) o nieznanej etiologii [1]. W dniu 31 grudnia
2019 r. Miejska Komisja Zdrowia Wuhan przekazata do Swiatowej Organizacji Zdrowia
(ang. World Health Organization, WHO) informacje o wystgpieniu sytuacji epidemicznej [2],
a po kilku dniach zostat opublikowany pierwszy genom nowego wirusa uznanego za czynnik
chorobotworczy u pacjentow z Wuhan. Ze wzgledu na genetyczne pokrewienstwo nowo
zidentyfikowanego wirusa z innymi ludzkimi koronawirusami (ang. human coronavirus, HCoV),
Miedzynarodowy Komitet Taksonomii Wiruséw (ang. International Committee on Taxonomy of
Viruses, ICTV) nadat mu nazwe ,drugi koronawirus ciezkiego ostrego zespotu oddechowego”
(ang. severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2) [3]. Nastepnie, w dniu
20 stycznia 2020 r. z powodu wzrostu liczby zakazen SARS-CoV-2 w Chinach wdrozono
surowe obostrzenia, m.in. kwarantanny domowe os6éb zakazonych i majgcych kontakt
Z chorymi oraz ograniczenia w przemieszczaniu sie i udziale w zgromadzeniach publicznych
[4]. Pomimo podjetych srodkow zapobiegawczych wirus nadal rozprzestrzeniat sie w populacii,
co spowodowato, ze 30 stycznia 2020 r. WHO ogtosito stan zagrozenia zdrowia publicznego
0 zasiegu miedzynarodowym. Ze wzgledu na duzg liczbe nowych zakazeh zgtaszanych
w wielu innych krajach, w dniu 11 marca 2020 r. ogloszono pandemie COVID-19
(ang. coronavirus disease 2019) [2].

Pierwszy przypadek zakazenia SARS-CoV-2 w Polsce zostat zidentyfikowany 4 marca
2020 r., a osiem dni pdzniej wprowadzono stan zagrozenia epidemicznego. Od 23 marca
2020 r. roku w Polsce obowigzywat stan epidemii COVID-19, ktéry zostat odwotany 16 maja
2022 r. Ze wzgledu na zmniejszenie liczby zakazeh SARS-CoV-2 i spowodowanych nimi
hospitalizacji oraz zgonéw 1 lipca 2023 r. zniesiono stan zagrozenia epidemicznego [5-8].
tacznie od marca 2020 r. do lipca 2023 r. w Polsce potwierdzono ponad 6,5 min zakazen
SARS-CoV-2 oraz prawie 120 tys. zgondéw powigzanych z COVID-19 [9].

Gtéwnie dzieki wprowadzeniu szczepien ochronnych przeciwko COVID-19, w dniu
5 maja 2023 r. WHO ogtosito, ze COVID-19 nie stanowi juz zagrozenia zdrowia publicznego
0 zasiegu miedzynarodowym. Do tego czasu na sSwiecie odnotowano ponad 765 min
przypadkow zakazen SARS-CoV-2 oraz prawie 7 min spowodowanych nimi zgonéw. Nalezy
pamietac, ze m.in. ze wzgledu na rézne strategie diagnozowania oraz bezobjawowy przebieg

zakazen SARS-CoV-2 u niektérych osob, liczby te mogg by¢ mocno niedoszacowane [9-13].



4.2. Ludzkie koronawirusy

Koronawirusy sg najliczniejszg grupg rodziny Coronaviridae nalezgcej do rzedu
Nidovirales. Wszyscy przedstawiciele tego rzedu posiadajg materiat genetyczny w postaci
niesegmentowanego, jednoniciowego RNA o dodatniej polarnosci. Cechami wyrézniajgcymi
koronawirusy sg charakterystyczne biatka powierzchniowe przypominajgce w obrazie
mikroskopowym korone stoneczng, ktérym zawdzieczajg swojg nazwe, a takze najwicksze
genomy wsréd wirusowych genoméw RNA, posiadajgce nawet 32 tys. nukleotyddéw. Biorgc
pod uwage pochodzenie ewolucyjne koronawirusy podzielono na cztery rodzaje: alfa, beta,
gamma i delta. Postawg klasyfikacji byta analiza filogenetyczna siedmiu kluczowych replikaz
I biatek pomocniczych koronawirusow. Alfa- i betakoronawirusy infekujg niemal jedynie ssaki,
podczas gdy gamma- i deltakoronawirusy, z kilkoma wyjgtkami, majg swoj rezerwuar wsréd
ptakow [3, 14].

Do tej pory zidentyfikowano siedem koronawiruséw zdolnych do infekowania ludzi:
HCoV-229E i HCoV-NL63 nalezgce do alfakoronawiruséw, oraz HCoV-OC43, HCoV-HKUL1,
pierwszy koronawirus ciezkiego ostrego zespotu oddechowego (ang. severe acute respiratory
syndrome coronavirus 1, SARS-CoV-1), koronawirus bliskowschodniego zespotu
oddechowego (ang. Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus, MERS-CoV) oraz SARS-
CoV-2, ktoére z kolei nalezg do betakoronawiruséw. Koronawirusy powodujg zwykle tagodne
infekcje uktadu oddechowego o objawach przeziebienia, przy czym trzy ludzkie
betakoronawirusy: SARS-CoV-1, MERS-CoV i SARS-CoV-2, mogg wywotywac epidemie

chordb o ciezszym przebiegu i wyzszej Smiertelnosci 3, 14, 15].

4.2.1. Koronawirusy ,przeziebieniowe” - HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-OC43,
HCoV-HKU1

Najdiuzej znane HCoV ,przeziebieniowe”, HCoV-229E oraz HCoV-OC43 zostaly
wyizolowane w latach 60. XX w. od pacjentéw z infekcjg gornych dréog oddechowych. Dwa
pozostate HCoV zostalty odkryte dopiero po ponad 40 latach, w wyniku badan
zapoczagtkowanych pojawieniem sie SARS-CoV-1. W 2004 r. z gérnych drég oddechowych
pacjenta o tagodnym nasileniu objawéw wyizolowano HCoV-NL63, podczas gdy
zidentyfikowany rok pézniej HCoV-HKU1 pochodzit od osoby z zapaleniem ptuc. Istnieje
hipoteza gtoszaca, ze HCoV-229E oraz HCoV-NL63 mogty wyewoluowaé od koronawiruséw
nietoperzy. HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-NL63 oraz HCoV-HKU1 wystepujg na caltym
Swiecie i sg odpowiedzialne za 10-30% wszystkich infekcji géornych dréog oddechowych,
w wiekszosci o tagodnym, samoograniczajgcym sie przebiegu przypominajgcym
przeziebienie. Ponowne infekcje tymi HCoV wystepuja powszechnie, co wskazuje, ze infekcja

czesto nie wywotuje dtugotrwatej ochrony [14].



4.2.2. SARS-CoV-1

SARS-CoV-1 zostat po raz pierwszy zidentyfikowany w listopadzie 2002 r. w Chinach.
Wywotana przez SARS-CoV-1 choroba, SARS, szybko osiggneta rozmiary epidemii, a do
konca 2003 r. liczba potwierdzonych laboratoryjnie zakazen siegneta ponad 8 tys.
przypadkow, ze wskaznikiem smiertelnosci wynoszgcym 9,6% [16]. Po 2004 r., w ktérym
zanotowano pojedyncze przypadki zachorowania na SARS, nie zgtoszono zadnych nowych
zakazen SARS-CoV-1. Objawami SARS sg wysoka gorgczka, kaszel, bole miesni
I zmeczenie, ktérym w wigkszosci towarzyszg zaburzenia zotgdkowo-jelitowe. Niewydolnosé
oddechowa, postepujaca przewaznie u oséb w wieku powyzej 50 lat i chorujgcych przewlekle,
czesto przybierata ostry przebieg i prowadzita do zgonu [17]. Dotychczas nie zatwierdzono
zadnego leku na SARS, a metaanaliza skutecznos$ci terapeutykow stosowanych przy innych
infekcjach wirusowych do zwalczania SARS-CoV-1 wykazata brak korzystnego dziatania
na pacjentéw [18]. Transmisje wirusa udato sie skutecznie ograniczy¢ w krétkim czasie
poprzez monitorowanie kontaktéw z osobami zakazonymi SARS-CoV-1 iwprowadzenie
kwarantanny, a takze utrzymanie dystansu spotecznego poprzez zamknigcie szkot i miejsc
pracy [17]. Kilka lat po zakonczeniu epidemii odkryto, ze gospodarzami wielu koronawirusow
podobnych do SARS-CoV-1 s3g nietoperze, przy czym niektére z nich nie wymagajg
gospodarza posredniego do zakazenia cztowieka [19]. SARS byla pierwszg grozng i fatwo

przenoszacg sie nowg chorobg, ktdra pojawita sie w XXI wieku [20].

4.2.3. MERS-CoV

W przeciwienstwie do epidemii SARS, epidemia bliskowschodniego zespotu
niewydolnosci oddechowej (ang. Middle East Respiratory Syndrome, MERS) nie zostata
opanowana od kwietnia 2012 r., kiedy to po raz pierwszy stwierdzono zakazenie MERS-CoV
u cztowieka. MERS-CoV zostat wyizolowany z wielbtgddw Potwyspu Arabskiego, Afryki
i czesci Azji [21], a obecnos¢ przeciwciat przeciwko MERS-CoV stwierdzono w probkach
surowicy krwi wielbtgdéw pochodzgcych z wczesnych lat 80. XX w [22]. Analizy ewolucyjne
sugerujg, ze MERS-CoV pochodzi od wystepujgcych u nietoperzy koronawirusow, ktére
zostaty przeniesione na wielbtady, a z nich na cztowieka [23]. Powody, dla ktorych zakazenie
MERS-CoV wsréd ludzi wystgpito dopiero w XXI w. gitdwnie na terenie Arabii Saudyjskiej, gdzie
zaobserwowano 84% wszystkich zakazen i 39% spowodowanych nimi zgonow, pozostajg
nieznane [24]. Spektrum objawéw MERS obejmuje wysokg gorgczke, kaszel, problemy
z oddychaniem i biegunke, a w przypadku ciezkiego przebiegu choroby moze dojsé
do niewydolnosci wielonarzadowej i w konsekwencji zgonu [25]. Pomimo prawie 3-krotnie
mniejszej liczby zakazen MERS-CoV w poréwnaniu do SARS-CoV-1, wynoszacej niewiele
wiecej niz 2,6 tys., do kwietnia 2024 r. az 36% z nich skonhczyto sie zgonem [24]. Profilaktyka

zakazen MERS-CoV polega na przestrzeganiu dobrych nawykéw higieny osobistej,
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szczegolnie w pracy z wielbtgdami i w placéwkach opieki zdrowotnej oraz unikaniu spozywania
surowych produktéw pochodzenia zwierzecego [26]. Podobnie jak w przypadku SARS-CoV-
1, nadal nie zatwierdzono leku na MERS, a leki stosowane przy innych chorobach wirusowych

nie przynosity poprawy stanu pacjentow zakazonych MERS-CoV [25, 27].

4.3. SARS-CoV-2

W 2019 r. w Chinach pojawit sie nowy koronawirus podobny do SARS-CoV-1, ktory
ze wzgledu na filogenetyczne pokrewienstwo z SARS-CoV-1 zostat nhazwany SARS-CoV-2
i zaliczony jest do podrodzaju Sarbecovirus (ang. SARS-Betacoronavirus) [3]. SARS-CoV-2
niezwykle szybko rozprzestrzenit sie po catym swiecie, adaptujgc sie do infekcji cztowieka,
powodujgc najwiekszg i najpowazniejszg pandemie od czasu pandemii grypy hiszpanki
z 1918 r. Pochodzenie SARS-CoV-2 wcigz nie zostato ustalone. Pomimo bardzo duzego
podobienstwa SARS-CoV-2 do koronawirusow izolowanych z nietoperzy [28] oraz mniejszego
do tych pochodzacych z tuskowcow [29], nie jest jasne czy koronawirusy zwierzece sg
przodkami pandemicznego koronawirusa, ani czy ich gospodarze petnig role rezerwuaru
SARS-CoV-2 [15, 30, 31].

4.3.1. Budowa

Kulisty wirion SARS-CoV-2 sktada sie z jednoniciowego genomowego RNA
zwigzanego z biatkiem nukleokapsydu (ang. nucleocapsid, N) i zamknietego w kapsydzie
zbudowanym z biatek btony (ang. membrane, M), otoczki (ang. envelope, E) i kolca
(ang. spike, S) zakotwiczonych w ostonce (Rycina 1A) [14]. Trimery biatka S wyraznie wystajg
z otoczki, a helikalny nukleokapsyd sktadajgcy sie z genomu SARS-CoV-2 i biatka N tworzy
gesty rdzen widoczny pod mikroskopem elektronowym (Rycina 1B) [32].
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Genomowy RNA
= —
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Rycina 1. Wirion SARS-CoV-2. A. Schematyczne przedstawienie wirionu SARS-CoV-2. B. Zdjecie
wirionu SARS-CoV-2 spod transmisyjnego mikroskopu elektronowego, kolorowane. Pasek skali
odpowiada 100 nm. Zéttym kolorem oznaczono ostonke lipidowa, czerwonym trimer biatka kolca (S),
a niebieskim genomowy RNA otoczony biatkiem nukleokapsydu (N). Kapsyd budujg rowniez biatka
btony (M) oraz otoczki (E). A. przygotowano na podstawie [14], zaadoptowano z “SARS-CoV-2 (COVID-
19 virus)”, BioRender.com (2024). Zrédto [33]. B. pochodzi z [32].



Genom SARS-CoV-2 ma blisko 30 tys. pz i zawiera 14 otwartych ramek odczytu
(ang. open reading frame, ORF). Ze wzgledu na fakt, ze genom SARS-CoV-2 ma posta¢
jednoniciowego RNA o dodatniej polarnosci, zawierajgcego na koncu 5 czapeczke, a na
koncu 3’ ogon poliA, moze on ulega¢ translacji bezposrednio po wniknieciu do komorki
gospodarza. Okoto dwie trzecie konca 5' genomu SARS-CoV-2 koduje policistronowa
replikaze (polimeraze RNA zalezng od RNA), zawierajgcg dwie nakladajgce sie na siebie
ramki odczytu ORFppla oraz ORFpplab. Powstajgce na ich matrycy dwie poliproteiny sg
trawione przez dwie proteazy wirusowe do 16 biatek niestrukturalnych (ang. non-structural
protein, NSP), niezbednych do replikacji i transkrypcji SARS-CoV-2. Cztery ORF na koncu 3’
genomu wirusowego kodujg zestaw biatek strukturalnych: N, S, M i E, ktére budujg kapsyd i sg
odpowiedzialne m.in. za skfadanie i uwalnianie wirusow potomnych z komorki. Pomiedzy
genami kodujgcymi biatka strukturalne znajdujg sie dodatkowe geny kodujgce biatka

pomocnicze, zaangazowane w regulacje infekcji wirusowej (Rycina 2) [14, 34].

Niesegmentowany, jednoniciowy genom SARS-CoV-2 w postaci RNA o dodatniej polarnosci
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Rycina 2. Genom SARS-CoV-2. ORF - otwarta ramka odczytu, NSP - biatko niestrukturalne, S - biatko
kolca, E - biatko otoczki, M - biatko btony, N - biatko nukleokapsydu. Przygotowano na podstawie [14]

z uzyciem BioRender.com.

Ze wzgledu na tematyke niniejszej pracy doktorskiej opis budowy biatek strukturalnych

SARS-CoV-2 zostanie ograniczony do biatek S i N.

Biatko S wystaje z otoczki wirusa w formie trimeréw, nadajgc SARS-CoV-2
charakterystyczny ksztatt przypominajgcy korone. Biatko S odgrywa wazne role
w infekcyjnosci, zakresie gospodarzy i patogenezie, posredniczac we wnikaniu SARS-CoV-2
do komorek gospodarza. Biatko S SARS-CoV-2, podobnie jak biatka S SARS-CoV-1
oraz HCoV-NLG63, wigze ludzki enzym konwertujgcy angiotensyne 2 (ang. human angiotensin-
converting enzyme 2, hACE2). Warunkiem koniecznym do fuzji blony wirusowej z btong
komorki gospodarza jest proteolityczna aktywacja biatka S, zachodzgca przez jego przeciecie
przez proteazy komoérkowe. Moze sie ona odbywac za posrednictwem transbtonowej proteazy
serynowej typu 2 (ang. type Il transmembrane serine protease 2, TMPRSS2)
lub endosomalnych proteaz cysteinowych takich jak katepsyna L lub katepsyna B [35]. Wybor

sposobu wnikania wirusa do komorki zalezy od dostepnosci proteaz, ktéra moze rozni¢ sie
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w zaleznosci od typu komoérek [36] oraz sekwenciji biatka S [37]. Sugeruje sie takze, ze SARS-
CoV-2 moze wykorzystywac alternatywne receptory dla hACE2 (np. neuropiline 1) [38]
jak i angazowaé inne proteazy do proteolitycznej aktywacji (np. nalezgce do rodziny
adamalizyn) [37].

W budowie biatka S, ztozonego z 1273 reszt aminokwasowych, na podstawie ciecia
przez proteazy komérkowe mozna wyrozni¢ dwie podjednostki: S1 oraz S2. Podjednostki S1
tworzg ,gtowe” trimeru, podczas gdy podjednostki S2 stanowig jego rdzen i kotwiczg trimer
w btonie [39, 40]. Podjednostka S1 sktada sie z sekwencji sygnatowej poprzedzajgcej domene
N-koncowg (ang. N-terminal domain, NTD) oraz domene C-korncowg (ang. C-terminal
domain, CTD), ktéra zawiera domene wigzgca receptor (ang. receptor binding domain, RBD).
Podjednostka S2, zaczynajgc od konhca N, jest zbudowana kolejno z peptydu fuzyjnego
(ang. fusion peptide, FP), dwéch sekwencji powtdrzen heptapeptydu 1 i 2 (ang. heptad
repeat 1, HR1 i ang. heptad repeat 2, HR2) otaczajgcych centralng helise (ang. central
helix, CH) oraz domene tacznikowg (ang. connector domain, CD), domeny transbtonowej
(ang. transmembrane domain, TM) oraz ogona cytoplazmatycznego (ang. cytoplasmic
tail, CT). Biatko S jest rozcinane przez proteazy komérkowe gospodarza najpierw na styku
podjednostek S1 oraz S2, a nastepnie w miejscu S2’ sgsiadujgcym z FP. SARS-CoV-2 rozni
sie od SARS-CoV-1 wystepowaniem wielozasadowego miejsca ciecia specyficznego
dla furyny (ang. furin cleavage site, FCS) na styku podjednostek S1 oraz S2. FCS o innych
sekwencjach aminokwasowych sg za to obecne u pozostatych ludzkich betakoronawiruow
[39].

Biatko S ulega dynamicznym zmianom podczas wnikania i infekcji. W stanie
prefuzyjnym biatko S moze przyjmowaé dwie rézne konformacje, przechodzgac miedzy
konformacjg ,zamknietg” ze wszystkimi trzema domenami RBD lezgcymi ptasko
na powierzchni trimeru S uniemozliwiajgcymi zwigzanie receptora, a konformacjg ,otwartg”,
w ktdrej jedna lub wiecej domen RBD unosi sie, odstaniajgc miejsce wigzania receptora [40].
Po zwigzaniu receptora nastepuje przejscie z formy prefuzyjnej do formy postfuzyjnej,
w wyniku ktérej podjednostka S1 prawdopodobnie oddysocjowuje od podjednostki S2. Dalsze
zmiany konformacyjne zachodzgce w podjednostce S2 obejmujg jej wydluzenie
i ekspozycje FP, umozliwiajgc zblizenie i fuzje bton SARS-CoV-2 i gospodarza [35].

Mutacje w obrebie biatka S mogg wptywac¢ na jego strukture, a tym samym zmieniac
m.in. site wigzania z komdérkowymi receptorami albo zdoIlno$¢ rozpoznawania poszczegodlnych
epitopdbw przez przeciwciata gospodarza, bedgcg podstawg unikania odpowiedzi
immunologicznej przez patogeny [41], dlatego sg gtéwnym obiektem badan molekularnych
i epidemiologicznych. Biatko S podlega ewolucji adaptacyjnej, wykazujgc wiele miejsc
pozytywnej selekcji. Analiza mutacji w obrebie sekwencji kodujgcej biatko S na podstawie

wszystkich  sekwencji SARS-CoV-2 zdeponowanych w bazie National Center
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for Biotechnology Information (NCBI) Virus do 14 kwietnia 2023 r. wykazata, ze mutacje
wystepowaly w 1252 z 1273 pozycji aminokwasowych. Liczba mutacji wahata sie od jednej
do 55 na sekwencje biatka S, z maksymalnie 14 ré6znymi rodzajami mutacji w kazdej pozycji.
Mutacje wystepujgce w ponad 40% sekwencji stwierdzono w dwdch pozycjach domeny NTD
(reszty aminokwasowe 19 i 142), czterech pozycjach domeny RBD (reszty aminokwasowe
452, 478, 484 i 501), dwoch pozycjach domeny CTD podjednostki S1 (reszty aminokwasowe
614 i 655), jednej pozycji FCS (reszta aminokwasowa 681) oraz jednej pozycji HR1 (reszta
aminokwasowa 969) [42].

Podobnie jak w przypadku innych HCoV, biatko S jest gtdwnym celem
opracowywanych lekow i szczepionek [43-45]. Sposréd roznych etapow cyklu replikacyjnego
SARS-CoV-2, etap wnikania jest jednym z najbardziej atrakcyjnych celdéw terapeutycznych nie
tylko ze wzgledu na inicjacje infekcji, ale rowniez dlatego, ze receptory komdrkowe i biatka

zaangazowane we wnikanie wirusa sg dostepne w przestrzeni zewnatrzkomaorkowej.

Najwazniejszg rolg biatka N jest fgczenie sie z genomowym RNA i tworzenie
wirusowego kompleksu rybonukleoproteinowego (ang. viral ribonucleoprotein complex,
VRNP), ktéry posredniczy w pakowaniu RNA do wirionéw poprzez stabo poznane interakcje
miedzy biatkami N i M. Biatko N jest wigczane do kompleksu RTC na wczesnych etapach
infekcji, co przypuszczalnie utatwia synteze i translacje wirusowego RNA poprzez rekrutacje
czynnikéw translacyjnych gospodarza i promowanie zmiany matrycy RNA. Istniejg dowody
sugerujgce, ze oprocz wspierania replikacji wirusowego RNA biatko N uczestniczy w supresji
odpowiedzi odpornosciowej gospodarza.

Biatko N sktada sie z 419 aminokwaséw. W jego budowie mozna wyrdzni¢ dwie
domeny wystepujgce na koncach N i C, otoczone trzema regionami wewnetrznie
nieuporzgdkowanymi (ang. intrinsically disordered regions, IDRs). Uwaza sig, ze domena NTD
posredniczy w specyficznej interakcji z sygnatem pakowania genomu wirusowego,
a domena CTD tworzy zwarty dimer, ktéry prawdopodobnie pomaga w formowaniu VRNP.
Region IDR tgczacy NTD z CTD posiada fragment bogaty w seryne oraz arginine, ktory jest
fosforylowany w zakazonych komodrkach. Regiony IDRs na koncach N i C sg mniej

konserwatywne [46, 47].

4.3.2. Cykl replikacyjny

Cykl replikacyjny SARS-CoV-2 rozpoczyna sie od adsorpcji, czyli zwigzania sie biatka
S z receptorem na powierzchni komorki gospodarza, ktorym preferencyjnie jest biatko hACE2.
Nastepnie w zaleznosci od miejsca proteolitycznej aktywacji biatka S (opisanej
w powyzszym paragrafie) (i) wirus wnika do wnetrza komorki bezposrednio poprzez fuzje

btony komérkowej oraz bton wirusowych lub (ii) dochodzi do endocytozy, po czym na skutek
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dziatania katepsyn oraz zakwaszenia srodowiska endosomu do fuzji bton endosomu oraz
wirusa i uwolnienia materialu genetycznego wirusa do cytoplazmy [35]. Nastepnie,
z wykorzystaniem rybosoméw gospodarza zachodzi translacja genu replikazy i z dwéch
poliprotein, ppla oraz pplab, powstaje 16 NSP formujgcych kompleks replikacji i transkrypcji
(ang. replication-transcription complex, RTC), ktéry inicjuje namnazanie sie wirusowego RNA.
Oprocz syntezy genomowego RNA, w procesie nieciggtej syntezy RNA powstajg
subgenomowe RNA (ang. subgenomic RNA, sgRNA) o ujemnej polarnosci (-sgRNA). -sgRNA
sg transkrybowane do sgRNA o dodatniej polarnosci (+sgRNA) i przeksztatcane w mRNA
(sgmRNA). W oparciu o sgmRNA w bfonie retikulum endoplazmatycznego (ang. endoplasmic
reticulum, ER) syntezowane sg strukturalne i pomocnicze biatka SARS-CoV-2.
Powstate biatka wirusowe oraz genomowy RNA 1gczg sie nastepnie w wiriony potomne
w przedziale posrednim pomiedzy ER a aparatem Golgiego (ang. Golgi apparatus, GA)
(ang. endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment, ERCIG). Ziozone czgstki
wirusowe trafiajg ostatecznie do GA, skad sg uwalniane z zainfekowanej komérki na drodze

egzocytozy (Rycina 3) [14].
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Rycina 3. Cykl replikacyjny SARS-CoV-2. Opis w tekscie. Przygotowano na podstawie [14],

zaadoptowano z “Coronavirus Replication Cycle”, BioRender.com (2024). Zrédto [33].
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4.3.3. Zmiennos¢ genetyczna

Podobnie jak wiekszos¢ wirusow RNA, SARS-CoV-2 ewoluuje z czasem. Mutacje
i rekombinacje w genomie SARS-CoV-2 prowadzg do powstania nowych wariantéw moggcych
rézni¢ sie transmisjg, wywolywanymi objawami i przebiegiem choroby, a takze odpowiedzig
na leczenie czy szczepienie [48]. SARS-CoV-2 zidentyfikowany w Wuhan w grudniu 2019 r.
zostat uznany za wirus typu dzikiego. W celu nadania priorytetu globalnemu monitorowaniu
i badaniom kolejnych powstajgcych wariantéw SARS-CoV-2, WHO opracowato trzystopniowy
system oceny ryzyka dla zdrowia publicznego. Nowy wariant trafia pod obserwacje WHO,
jezeli obecne w nim zmiany genetyczne budzg podejrzenia w kwestii ich wptywu
na wlasciwosci i zwiekszong transmisje w porownaniu do aktualnie krgzgcych wariantow
SARS-CoV-2. Gdy przewidywania sie potwierdzajg, a nowo powstaty wariant wirusa zaczyna
dominowaé oraz cechuje sie m.in. zwiekszong zdolnoscig do przenoszenia sig, unikaniem
odpowiedzi immunologicznej czy zmieniong wrazliwoscig na leczenie i detekcje, zyskuje
on status wariantu budzgcego zainteresowanie (ang. variant of interest, VOI). Wariant ten staje
sie wariantem alarmowym (ang. variant of concern, VOC) w momencie, gdy dodatkowo spetni
co najmniej jedno z trzech kryteriow: 1) zmiany objawow klinicznych zwigzanych z ciezszym
przebiegiem zakazania; 2) zmiany w epidemiologii choroby znaczgco wptywajacej na zdolnosé
systeméw opieki zdrowotnej do zapewnienia opieki pacjentom z COVID-19 lub innymi
chorobami, a tym samym wymagajgcej powaznych interwencji w zakresie zdrowia
publicznego; 3) znaczacego spadku skutecznosci dostepnych szczepionek w ochronie przed
ciezkg chorobg. Do nazewnictwa wariantdw SARS-CoV-2 wykorzystuje sie greckie litery.
Poczatkowo, od maja 2021 r. przypisywano je kazdemu nowemu VOI. System nazewnictwa
zostat zmieniony w marcu 2023 r. i obecnie greckie litery sg zarezerwowane jedynie
dla oznaczania VOC [49].

Dodatkowo, w celu ujednolicenia nazewnictwa dziesigtek tysiecy
zsekwencjonowanych genoméw SARS-CoV-2 zaproponowano system nazewnictwa Pangolin
(ang. Phylogenetic Assignment of Named Global Outbreak LINeages). Opiera sie on wytgcznie
na analizie filogenetycznej. Zgodnie z nomenklaturg Pangolin, kazdej linii przypisuje sie litere
lub kombinacje liter, po ktérej nastepujg liczby (np. B.1.1.7). Klasyfikacja ta utatwia Sledzenie
najpowszechniejszych i najszybciej rozprzestrzeniajgcych sie linii SARS-CoV-2, a takze
zrozumienie wzordéw i czynnikéw warunkujgcych globalng transmisje SARS-CoV-2 [50].

Prawie rok od dominaciji typu dzikiego SARS-CoV-2 na swiecie pojawity sie kolejno
cztery VOC: alfa (linia B.1.1.7, zidentyfikowany po raz pierwszy w Wielkiej Brytanii),
beta (linia B.1.351, zidentyfikowany po raz pierwszy w Potudniowej Afryce), gamma (linia P.1,
zidentyfikowany po raz pierwszy w Brazylii), oraz delta (linia B.1.617.2, zidentyfikowany po raz
pierwszy w Indiach). W przeciwienstwie do innych VOC, dominujgcy obecnie pigty VOC
omikron (linia B.1.1.529), ktory zostat wykryty po raz pierwszy w listopadzie 2021 r.
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w Potudniowej Afryce, ewoluowat z niezwyklg réznorodnoscig i jest podzielony na pie¢
gtéwnych linii (BA.1, BA.2, BA.3, BA.4 i BA.5), z wieloma podliniami, w ramach ktérych pojawity
sie dalsze zmiany antygenowe [48].

Wszystkie VOC wyrdzniajg sie zwiekszong liczbg mutacji niesynonimicznych
oraz odmiennymi wtasciwosciami fenotypowymi, w tym zmieniong zdolnoscig do transmisji
i immunogennoscig [48]. Najwiecej mutacji stwierdzono w VOC omikron, ktéry cechuje zmiana
ponad 50 reszt aminokwasowych w poréwnaniu do szczepu typu dzikiego, przy czym ponad
potowa z nich wystepuje w biatku S. Wraz z rozwojem pandemii pojawiaty sie i zanikaty kolejne
mutacje, dajgc poczatek nowym VOC. Niektére ze zmian aminokwasowych sg unikalne dla
okreslonych VOC, podczas gdy inne mutacje, w tym reszt aminokwasowych 417, 484, 501
i 681 biatka S, byly obecne w wiekszosci VOC, a mutacja zmieniajgca pozycje 614 biatka S
wystepuje we wszystkich VOC [51]. Przyktadowo, najbardziej powszechna zamiana kwasu
asparaginowego na glicyne w pozycji 614 biatka S indukuje zmiane konformacyjng w biatku S,
ktore staje sie bardziej ,otwarte”, zwieksza sie jego powinowactwo wigzania i interakcja
z hACE2. Co wigcej, mutacja ta jest zwigzana z wyzszg zakaznoscig i stosunkowo nizszg
Smiertelnoscig, co prowadzi do jej pozytywnej selekcji [52].

Do kwietnia 2024 r. gtdwnymi VOC wystepujgcymi w Polsce w porzadku
chronologicznym byty: alfa (okres dominacji od lutego 2021 r. do czerwca 2021 r.), delta
(okres dominacji od lipca 2021 r. do grudnia 2021 r.), omikron BA.1 (okres dominacji
od stycznia 2022 r. do lutego 2022 r.), BA.2 (okres dominacji od marca 2022 r. do czerwca
2022 r.), BA.5 (okres dominacji od lipca 2022 r. do grudnia 2022 r.), BQ.1 (okres dominacji
od stycznia 2023 r. do lutego 2023 r.), XBB.1.5 (okres dominacji od marca 2023 r. do czerwca
2023 r.), CH.1.1 (okres dominaciji lipiec 2023 r.), EG.5.1 (okres dominacji od sierpnia 2023 r.
do grudnia 2023 r.), oraz BA.2.86, ktéry dominuje w Polsce od stycznia 2024 r. [53].

4.3.4. Transmisja oraz objawy zakazenia

Do zakazenia SARS-CoV-2 moze dojs¢ na skutek bezposredniego bliskiego kontaktu
Z zakazong osobg poprzez wdychanie kropelek z drég oddechowych zawierajgcych wirusa,
w tym aerozoli wytwarzanych podczas kichania, kaszlu, méwienia, $piewania lub oddychania,
a takze poprzez przebywanie w zattoczonych i stabo wentylowanych pomieszczeniach,
w ktoérych znajduje sie osoba zakazona. Rozprzestrzenianie sie SARS-CoV-2 mozliwe jest
rowniez w wyniku dotykania oczu, nosa lub ust po dotknigciu powierzchni skazonych wirusem
[54, 55]. Wyzsze ryzyko zakazania SARS-CoV-2, wigzgce sie z nadmierng ekspozycjg
na wirusa oraz niedostateczng ochrona, szczegdlnie na poczatku pandemii COVID-19, przed
wprowadzeniem szczepien ochronnych, dotyczylo zwtaszcza oséb pracujgcych w sektorze
ochrony zdrowia oraz narazonych na czeste kontakty spoteczne i korzystajgcych z transportu

publicznego, atakze o nizszym statusie socjoekonomicznym, mezczyzn, starszych
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i chorujgcych przewlekle [56]. Zwiekszone ryzyko zakazenia SARS-CoV-2 stwierdzono
szczegolnie wsrdd osob pracujgcych w zawodach pielegniarki, lekarza, opiekuna medycznego
oraz nauczyciela [57]. Jednakze faktyczny wptyw srodowiska pracy na szerzenie sie zakazen
SARS-CoV-2 jest dyskusyjny [58, 59]. Nalezy pamietaé, ze na ryzyko zakazenia SARS-CoV-
2 sktada sie wiele czynnikéw, m.in. dostepnos¢ i stosowanie srodkéw ochrony osobistej
[60, 61], odpowiednie przeszkolenie, implementacja i przestrzeganie procedur w opiece nad
pacjentem zakaznym [61], lokalne ogniska SARS-CoV-2, mozliwos$¢ przenoszenia wirusa
poprzez kontakty domowe [56, 59] czy wdrazanie obostrzen i kwarantanny w odpowiedzi
na zwiekszong liczbe zakazen SARS-CoV-2 [61].

Ograniczenie rozprzestrzeniana sie¢ SARS-CoV-2 zalezy w duzej mierze od mozliwosci
wykrywania i izolacji osob zakazonych koronawirusem. Zakazenie SARS-CoV-2
charakteryzuje sie brakiem specyficznych objawdw, a sam przebieg infekcji moze przyjgé
charakter od bezobjawowego do ciezkiego, a w najgorszych przypadkach moze prowadzié¢
do zgonu. Do najczestszych objawow nalezg objawy grypopodobne takie jak gorgczka, kaszel
i zte samopoczucie. W przypadku ciezkiego przebiegu charakterystycznym objawem jest
dusznosé. Nierzadko wystepuja tez zmeczenie, béle gtowy i miesni, katar, nudnosci, wymioty
oraz biegunka [62, 63]. Przed pojawieniem sie wariantu omikron (opisanego powyzej), utrata
smaku oraz wechu byty réwniez czesto zwigzane z COVID-19 [64]. Szeroki zakres powiktan
moze prowadzi¢ do ciezkiej choroby obejmujacej m.in. zapalenie piluc, zespdt ostrej
niewydolnosci oddechowej, uszkodzenie watroby, niewydolnos¢ serca, zakrzepice, choroby
nerek, choroby neurologiczne i sepse [62]. Wieksze prawdopodobienstwo ciezkiego przebiegu
COVID-19, zwigzanej z nim hospitalizacji i zgonu stwierdzono u 0séb starszych i chorujgcych
przewlekle [65-67]. Podczas gdy wiekszos¢ oséb, ktére zachorowaty na COVID-19 w petni
wraca do zdrowia, co najmniej 10% oséb doswiadcza utrzymujgcych sie powyzej trzech
miesiecy skutkow zakazenia SARS-CoV-2 okreslanych jako tzw. long COVID. Jest to choroba
wielosystemowa, manifestujgca sie gtébwnie zmeczeniem, dusznoscig i zaburzeniem funkcji
poznawczych, obejmujgca dtugotrwate wystepowanie objawow towarzyszgcych zakazeniu
SARS-CoV-2 albo pojawienie sie nowych jednostek chorobowych. Przyczyny, nastepstwa,
metody leczenia i czynniki ryzyka wystgpienia long COVID sg niejasne i stanowig temat
ciggtych badan [68-70].

4.3.5. Wykrywanie zakazenia
Do okreslenia wystepowania SARS-CoV-2 oraz dynamiki sytuacji epidemiologicznej stuzg
rozne strategie testowania. W celu identyfikacji obecnego =zakazenia SARS-CoV-2
wykorzystywane sg metody oparte na amplifikacji kwaséw nukleinowych, wykrywajgce RNA
wirusa, lub testy antygenowe, wykrywajgce obecno$¢ specyficznych biatek wirusowych

u badanych oséb. Najwyzszg czutoscig i specyficznoscig cechuje sie fancuchowa reakcja
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polimerazy w czasie rzeczywistym z odwrotng transkrypcjg (ang. reverse transcription -
polymerase chain reaction, RT-PCR), ktéra wykrywa RNA wirusa i pozostaje ziotym
standardem w diagnostyce SARS-CoV-2. Zaletami testow antygenowych sg prostota
wykonania i szybko$¢ uzyskania wyniku, jednak cechuje je zwykle nizsza czutosé
i specyficznos¢ niz testow opartych na amplifikacji kwaséw nukleinowych, a zatem sg
uzyteczne w wezszym przedziale czasowym infekcji SARS-CoV-2 [71, 72]. Metoda
uzupetniajgcg detekcje aktywnych przypadkow zakazehnh SARS-CoV-2 na poziomie populacji
jest nadzor srodowiskowy, np. badajgcy wystepowanie SARS-CoV-2 w Sciekach, jednak nie
jest on rutynowo i powszechnie wykorzystywany do $ledzenia przebiegu pandemii COVID-19
[73, 74]. Ze wzgledu na nierowny dostep do diagnostyki, priorytetowe testowanie oséb
wykazujgcych objawy infekcji SARS-CoV-2 [75, 76], spadek miana wirusa w trakcie infekcji
ponizej poziomu wykrywalnosci [77], a takze dostepnosc¢ testow antygenowych w aptekach
i mozliwosé ich samodzielnego wykonania bez raportowania pozytywnego wyniku organom
nadzoru epidemiologicznego [78], liczba przypadkéw zakazen  SARS-CoV-2,
a w szczegolnosci tych o charakterze bezobjawowym, moze by¢ niedoszacowana. Uzyskane
dane nie pozwalajg wiec wnioskowaé¢ o faktycznej odpornosci populacji. W celu uzyskania
pelnego obrazu pandemii COVID-19 kluczowe jest okreslenie seroprewalencii,
czyli wystepowania w populacji specyficznych przeciwciat przeciwko SARS-CoV-2,
Swiadczgcych o kontakcie z wirusem. Do rutynowo stosowanych testéw serologicznych, ktére
wykrywajg obecnos¢ przeciwciat wytwarzanych przeciwko okreslonym antygenom SARS-
CoV-2 we krwi badanej osoby nalezg testy immuonenzymatyczne (ang. enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA), chemiluminescencyjne (ang. chemiluminescence
immunoassay, CLIA) oraz immunoblot. Najbardziej czasochtonne i wymagajace laboratorium
trzeciej klasy bezpieczenstwa biologicznego (ang. biosafety level 3, BSL-3) ze wzgledu
na koniecznos¢ pracy z aktywnym SARS-CoV-2 sg testy neutralizacji (ang. neutralization
assay, NA) oraz testy immunofluorescencji (ang. immunofluorescence assay, IFA) [79, 80].
Badania wystepowania przeciwciat umozliwiajg zrozumienie dynamiki infekcji w podgrupach,
takich jak osoby w roznym wieku lub pfci, a takze doprecyzowanie wskaznika $miertelnosci
z powodu infekcji SARS-CoV-2. Ponadto, rozciggniecie badan w czasie, polegajace
na powtarzaniu testéw na obecnos$¢ przeciwciat w réznych punktach czasowych, pozwala
oceni¢ ryzyko transmisji SARS-CoV-2 w danej populacji i zidentyfikowa¢ czynniki sprzyjajgce
zakazeniu, jednoczesnie informujgc o spadku odpornosci po zakazeniu SARS-CoV-2
albo szczepieniu. Wyzwaniem w przeprowadzeniu analiz seroprewalencji jest pozyskanie
reprezentatywnej proby osob oraz systematyczny udziat ochotnikow, a takze koszt badan [81].
Pomimo, ze ich wyniki sg czesto raportowane z opoznieniem w porownaniu do badan
aktywnych (diagnozowanych na biezgco) przypadkéw zakazen SARS-CoV-2, potgczenie

danych uzyskanych z roznych zrédet ma ogromne znaczenie dla monitorowania rzeczywistej
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skali pandemii COVID-19 oraz odpornosci populacyjnej, zasadniczych parametréow branych

pod uwage przy podejmowaniu decyzji dotyczacych zdrowia publicznego.

4.4. Odpornos¢ przeciwko SARS-CoV-2

Odpowiedz organizmu ludzkiego na zakazenie SARS-CoV-2 obejmuje wrodzone
(nieswoiste) i nabyte (swoiste) mechanizmy obronne ukfadu odpornosciowego. Pierwszg linie
obrony stanowig szybkie nieswoiste mechanizmy, ktérych gtéwng rolg jest rozpoznanie
i ograniczenie ekspresji wirusa. W odpowiedzi na wnikniecie SARS-CoV-2 wydzielane sg
prozapalne chemokiny i cytokiny, wytwarzane miedzy innymi przez monocyty, makrofagi,
neutrofile i komorki dendrytyczne. Uwalnianie cytokin stymuluje réwniez komorki NK
(ang. natural killer) zdolne do spontanicznego zabijania zakazonych wirusem komorek.
Odpowiedz przeciwwirusowa jest wzmacniana przez ekspresje interferonéw typu | skutkujgca
m.in. powstaniem stanu przeciwwirusowego i produkcjg gendw stymulowanych interferonem.
Ponadto, stymuluje ona dojrzewanie komorek dendrytycznych, monocytow i makrofagéw
w komorki prezentujgce antygen, wspoétdziatajgce z czasteczkami kompleksu zgodnosci
tkankowej (ang. major histocompatibility complex, MHC) klasy Il. Mechanizmy obronne
uruchomione przez odpowiedz wrodzong inicjujg specyficzng dla SARS-CoV-2 odpowiedz
nabytg. Polega ona na proliferacji swoistych limfocytéw B i T, do ktérej dochodzi, gdy receptory
powierzchniowe tych komérek wigzg sie z antygenami wirusowymi. Wchodzgce w skfad
odpowiedzi typu komoérkowego cytotoksyczne limfocyty T (ang. cytotoxic T cells, Tc) prowadzg
do eliminacji zakazonych komérek, podczas gdy pomocnicze limfocyty T (ang. T helper cells,
Th) wspomagajg odpowiedz immunologiczng [82]. Wykazano, ze dominujgcymi celami
limfocytéw T po zakazeniu SARS-CoV-2 sg biatka strukturalne (S, M i N). Limfocyty T sg takze
czesto skierowane na inne biatka SARS-CoV-2 takie jak ORF3, ORF8, NSP3, NSP4 i NSP12
[83]. Pobudzenie ze strony limfocytéw Th pozwala limfocytom B na zapoczgtkowanie
odpowiedzi typu humoralnego, w wyniku ktorej powstajg specyficzne przeciwciata przeciwko
SARS-CoV-2, rozpoznajgce gtdwnie biatka S i N. Zwigzanie przez przeciwciata czgsteczek
wirusowych, jak i komérek zakazonych SARS-CoV-2 prezentujgcych na swojej powierzchni
antygeny wirusowe, prowadzi do ich eliminacji. W przewazajgcej wiekszosci przeciwciata
neutralizujg SARS-CoV-2 poprzez blokowanie wigzania biatka S z receptorem hACE2
i zaktocanie kolejnych etapow fuzji z btong komorki gospodarza. Chociaz wszystkie domeny
biatka S sg podatne na wigzanie przeciwciat, celem przeciwciat neutralizujgcych jest przede
wszystkim domena RBD, a nastepnie domena NTD. Najstabsze wtasciwosci neutralizujgce
zaobserwowano dla przeciwciat wigzagcych domene S2, ale co ciekawe, niektére z nich
wykazujg szerokag aktywnos¢ wobec wielu cztonkéw podrodzaju Sarbecovirus.

Podobnie jak w przypadku innych infekcji drog oddechowych, zakazenie SARS-CoV-2

stymuluje produkcje przeciwciat klas IgM, IgG oraz IgA. Sg one wykrywalne w surowicy juz
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po tygodniu od wystgpienia objawdéw, a pomiedzy drugim a czwartym tygodniem ich poziom
osigga plateau. Chociaz stezenie przeciwciat w surowicy spada z czasem, mogg by¢ one
wykrywalne przez miesigce, przy czym przeciwciata klasy IgG sg najliczniejsze i bardziej
stabilne niz przeciwciata klas IgM i IgA [84, 85]. Oprocz wytworzenia przeciwciat,
dla dtugotrwatej ochrony przeciwko SARS-CoV-2 wazne jest rowniez powstanie specyficznych
limfocytéw pamieci B i T, ktére prowadzg do przyspieszonej i bardziej efektywnej odpowiedzi
immunologicznej przy ponownym kontakcie z antygenem.

Odpornos¢ przeciwko SARS-CoV-2 moze by¢ wyksztatcona w odpowiedzi na infekcje
wirusem lub szczepienie [82]. Uwaza sie, ze niemal wszystkie rutynowo stosowane
szczepionki zapewniajg ochrone gtéwnie poprzez indukcje przeciwciat [86]. W przeciwiehstwie
do infekcji SARS-CoV-2, ktéra moze powodowaé powstanie przeciwciat nakierowanych
na rézne biatka wirusa, we wszystkich szczepionkach przeciwko SARS-CoV-2 dopuszczonych
obecnie do obrotu na terenie Unii Europejskiej (UE), jedynym antygenem jest biatko S.
W zwigzku z tym na skutek szczepienia produkowane sg wytgcznie przeciwciata przeciwko
biatku S. Na poziom ochrony zapewnianej poprzez zakazenie SARS-CoV-2 albo szczepienie
wptywa wiele czynnikéw genetycznych i Srodowiskowych, w tym wiek, pte¢, obecnos¢ choréb
wspotistniejgcych, wczesniejsza ekspozycja na antygen i jego dawka [84, 87-93].
Chociaz wiekszosci z tych czynnikdw nie mozna zmodyfikowac, w celu opanowania transmisji
SARS-CoV-2 i zaplanowania programu szczepien wazne jest okreslenie poziomu i czasu
utrzymywania sie przeciwciat indukowanych przez zakazenie SARS-CoV-2 albo szczepienie
przeciwko COVID-19. Jednoczesnie, biorgc pod uwage, ze pojawiajg sie réozne VOC
z wieloma mutacjami w obrebie sekwencji kodujgcej biatko S, ktére mogg skutkowac
zmniejszonym powinowactwem do przeciwciat, wazne jest réwniez zbadanie, czy i w jakim
stopniu ochrona wytworzona w nastepstwie wczesniejszego zakazenia albo szczepienia jest

zmniejszona wobec nowych wariantéw SARS-CoV-2.

4.5. Szczepionki przeciwko COVID-19

Przed rozpoczeciem pandemii COVID-19 czas pomiedzy opracowaniem szczepionki a jej
dopuszczeniem do obrotu i wprowadzeniem na rynek zajmowat zazwyczaj od 10 do 15 lat.
Dtugo$¢ tego procesu wynikata z wielu nastepujgcych po sobie etapdw okreslonych przez
Amerykanskg Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug Administration, FDA)
oraz Europejskg Agencje Lekow (ang. European Medicines Agency, EMA). Etapy te obejmujg
kolejno badania podstawowe i przedkliniczne, badania kliniczne I, Il, i Il fazy, procedury
weryfikacyjne, rejestracje, masowg produkcje, kontrole jakosci i dtugoterminowe badania
porejestracyjne. Biorgc pod uwage skale i szybkos¢ rozprzestrzeniania sie SARS-CoV-2
szybko stato sie jasne, ze standardowe tempo powstawania szczepionek jest zbyt diugie,

aby opanowa¢ pandemie COVID-19. Przyspieszenie procesu opracowania szczepionek
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przeciwko COVID-19 pozwolito na zatwierdzenie pierwszych szczepionek w niecaty rok
po opublikowaniu sekwencji genomowej SARS-CoV-2, co nastgpito w styczniu 2020 r.
Do czynnikéw, ktére wptynety na znacznie szybsze powstanie szczepionek w czasie pandemii
COVID-19 nalezg m.in. ekstrapolacjia danych z badan przedklinicznych kandydatow
na szczepionki przeciwko SARS oraz MERS jak rowniez doswiadczen uzyskanych z badan
klinicznych szczepionek opartych na réznych platformach (w tym mRNA i adenowirusowych),
rébwnolegte prowadzenie réznych faz badan klinicznych, a takze masowa produkcja
szczepionek przed ich dopuszczeniem do obrotu, optymalizacja procesu zatwierdzania przez
organy regulacyjne, wspétpraca réznych jednostek w celu wymiany informacji naukowych
oraz znaczne dofinansowanie badan [94-96].

Do konca 2022 r. WHO zatwierdzito dziewie¢ szczepionek przeciwko COVID-19 opartych
o cztery platformy technologiczne:

e szczepionki oparte na mRNA: BNT162b2 (Pfizer—BioNTech) [97] oraz mRNA-1273
(Moderna) [98]

e szczepionki wykorzystujgce wektory adenowirusowe niezdolne do replikaciji:
Ad26.COV2.S (Janssen) [99], Ad5-nCoV (CanSino) [100] oraz ChAdOx1l
(AstraZeneca) [101]

e szczepionki podjednostkowe: NVX-CoV2373 (Novavax) [102]

e szczepionki inaktywowane: BBIBP-CorV (Sinopharm) [103], BBV152 (Bharat Biotech)
[103] oraz firmy Sinovac sprzedawang pod nazwg handlowg CoronaVac [104].

W przypadku szczepionek opartych o0 mRNA i wektory wirusowe, do komérki gospodarza
dostarczany jest kwas nukleinowy, odpowiednio mRNA Ilub DNA, na podstawie ktérego
powstaje biatko S SARS-CoV-2 wywotujgce specyficzng odpowiedz immunologiczng. Gotowe
antygeny podawane s3g natomiast w szczepionkach podjednostkowych, w postaci
rekombinowanego biatka S SARS-CoV-2, oraz w szczepionkach inaktywowanych, ktére
zawierajg catego wirusa. Pierwotny schemat uodparniana zakfadat przyjecie dwéch dawek
szczepionek. Wyjatkami byly jednodawkowe szczepionki Ad26.COV2.S oraz Ad5-nCoV.

Na doktadniejsze omowienie zastugujg szczepionki produkowane przez firmy Pfizer—
BioNTech oraz AstraZeneca, gdyz zostaty one zatwierdzone w najwigkszej liczbie panstw,
tj. w 149 krajach. Szczepionka BNT162b2 zawiera mRNA, w ktorej wszystkie urydyny
zastgpiono N1-metylopseudourydyng w celu zwiekszenia stabilnosci. Ponadto zmieniona
zostata rowniez sekwencja antygenu, poprzez dwa podstawienia proliny w podjednostce S2
biatka S SARS-CoV-2 typu dzikiego, skutkujgce stabilizacjg konformacji prefuzyjnej biatka S.
Nosnikiem wykorzystanym w szczepionce BNT162b2 sg nanoczasteczki lipidowe.
Szczepionka ChAdOx1 zawiera natomiast sekwencje DNA kodujacg biatko S identyczne
ze szczepem typu dzikiego SARS-CoV-2, ktéra jest dostarczana w niezdolnym do replikaciji

wektorze adenowirusowym szympansa. Obie szczepionki sg podawane domigsniowo,
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przy czym rekomendowany odstep pomiedzy dawkami szczepionki BNT162b2 wynosi trzy
tygodnie, a ChAdOx1 od czterech do 12 tygodni. Szczepionka ChAdOX1 jest bardziej dogodna
W uzyciu, ze wzgledu na wyzszg temperature przechowywania (od +2°C do +8°C) i nizszy
koszt jednej dawki (od 4 do 6 $, z wyjatkiem UE, gdzie jej koszt wynosit 2,15 $) dlatego tez
byta czesciej stosowana w ubozszych krajach. Dla poréwnania, szczepionka BNT162b2 musi
by¢ dtugoterminowo przechowywana w temperaturze od -80°C do -60°, a cena jednej dawki
wynosi od 6,75 do 12$, z wyjgtkiem UE i USA, gdzie dawka kosztuje 19,5%.

Jednym z kluczowych aspektéw oceny szczepionek jest wywotany przez nie efekt
ochronny. Wedtug wynikéw badan klinicznych |l fazy, najwiekszg efektywnoscig cechowaty
sie szczepionki mMRNA (ponad 91,3%). W przypadku pozostatych szczepionek, ochrona przed
ciezkim przebiegiem zakazenia SARS-CoV-2 wahata sie od 66,7% do 81,5% dla szczepionek
wektorowych dwudawkowych, od 66,1% do 68,83% dla szczepionek wektorowych
jednodawkowych, od 86,3% od 93,2% dla szczepionek podjednostkowych oraz od 50,65%
do 83,5% dla szczepionek inaktywowanych. Jednakze rzeczywista efektywnos$é szczepionek
roznita sie od obserwowanej w badaniach klinicznych ze wzgledu na zmiany schematow
szczepienia, w tym okresu pomiedzy dawkami, uzycie roznych typdw preparatow u tej samej
osoby, badang populacje i jej stopien narazenia na SARS-CoV-2, stabniecie odpornosci
Z czasem, a takze pojawianie sie nowych VOC [105-107]. W celu podtrzymania ochronnego
efektu szczepien, WHO rekomendowata kolejne dawki szczepionek, szczegélnie dla osob
0 zwiekszonym ryzyku zakazenia SARS-CoV-2, takich jak pracownicy medyczni, osoby
starsze czy chorujgce przewlekle [108]. Zwazywszy na dynamiczng sytuacje epidemiologiczng
i fakt, ze pierwsze szczepionki zostaty zaprojektowane w oparciu o sekwencje SARS-CoV-2
typu dzikiego, szczepionki mRNA zostaty zaktualizowane o sekwencje antygenu
dla podwariantdéw omikron BA.1 lub BA.4-5. Oprdcz szczepionek biwalentnych, firmy Novavax,
Pfizer—BioNTech oraz Moderna opracowaty monowalentne szczepionki oparte o podwariant
omikron XBB.1.5 [109-111]. W czerwcu 2024 r. na liScie szczepionek wymienionych przez
WHO do uzytku w nagtych wypadkach znalazly sie szczepionki BNT162b2, mRNA-1273,
Ad26.COV2.S, Ad5-nCoV, NVX-CoV2373, CoronaVac, BBIBP-CorV oraz podjednostkowa
szczepionka BECOV-2 firmy Biological E. Limited [112].

4.5.1. Program szczepien przeciwko COVID-19 w Polsce
Szczepienia przeciwko COVID-19 w Polsce rozpoczety sie 27 grudnia 2020 r., sze$¢ dni
po dopuszczeniu do obrotu w UE pierwszej szczepionki przeciwko COVID-19 BNT162b2 [110,
113]. Do kolejnych szczepionek przeciwko COVID-19, ktére po zatwierdzeniu przez UE
pojawity sie w Polsce nalezg mRNA-1273 (decyzja z 06.01.2021 r.) [109], ChAdOx1 (decyzja
z 29.01.2021 r.) [114], Ad26.COV2.S (decyzja z 11.03.2021 r.) [115] oraz NVX-CoV2373
(decyzja z 20.12.2021 r.) [111]. Zgodnie z Narodowym Programem Szczepien, strategia
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immunizacji w Polsce zostata podzielona na cztery etapy. Na samym poczatku, w tzw. etapie
0, szczepionki byty podawane pracownikom sektora ochrony zdrowia, opieki spotecznej
i studentom kierunkéw medycznych. Kolejny etap obejmowat szczepienia osdb powyzej 60 lat,
chorujgcych przewlekle, pensjonariuszy placéwek opieki dtugoterminowej oraz pracownikow
stuzb mundurowych i nauczycieli. Nastepnie szczepionki byty oferowane osobom ponizej 60
roku zycia chorujgcym przewlekle oraz przedstawicielom zawodéw narazonym na zakazenie
SARS-CoV-2 z powodu czestych kontaktow spotecznych, a na koncu wszystkim osobom
dorostym w kolejnoéci od najstarszych. Rozne szczepionki przeciwko COVID-19 byly
dedykowane okreslonym grupom priorytetowym, a schemat ich podawania byt
dostosowywany do aktualnej sytuacji epidemiologicznej. Przyktadowo, szczepionki BNT162b2
byly podawane pracownikom stuzby zdrowia, natomiast nauczyciele otrzymywali szczepionki
ChAdOx1. W celu czesciowej immunizacji jak najwigkszej liczby oséb, w marcu 2021 r.
wydtuzono czas pomiedzy podaniem pierwszej a drugiej dawki wyzej wymienionych
szczepionek, w przypadku szczepionki BNT162b2 z 21 dni do 42 dni, a szczepionki ChAdOx1
z czterech do 12 tygodni. Ponadto, szczepionki przeciwko COVID-19 podawano najwczesniej
trzy miesigce od potwierdzonego zakazenia SARS-CoV-2. W maju 2021 r. skrécono czas, jaki
musiat uptyng¢ od podania pierwszej dawki aby otrzymacé kolejng dawke szczepionki, tj. do 35
dni w przypadku szczepionek BNT162b2 oraz ChAdOx1, oraz odstep czasowy pomiedzy
zakazeniem SARS-CoV-2 a szczepieniem, tj. do 30 dni. W tym samym czasie rozpoczeto
takze szczepienia osob niepetnoletnich, najpierw w przedziale wiekowym od 16 a 18 lat,
w czerwcu 2021 r. nastolatkow od 12 do 15 roku zycia, a w grudniu 2021 r. dzieci w wieku
od 5 do 11 lat. W zwigzku z doniesieniami sugerujgcymi mozliwos¢ spadku odpornosci
po szczepieniu i pojawieniem sie nowego VOC omikron, po zakonczeniu pierwotnego cyklu
szczepien (dwoma dawkami szczepionek przeciwko COVID-19 z wyjatkiem jednodawkowe;j
szczepionki Ad26.COV2.S), pracownikom sektora ochrony zdrowia zaoferowano kolejng
dawke szczepionki we wrzesniu 2021 r., dwa miesigce wczesniej niz pozostatym petnoletnim
mieszkancom Polski (trzecig lub drugg dawke w przypadku pierwotnej immunizacji
Ad26.COV2.S). Niezaleznie od typu przyjetej wczesniej szczepionki jako kolejne dawki
podawano jedynie szczepionki mMRNA: BNT162b2 lub mRNA-1273. Przyjecie nastepnej dawki
przypominajgcej (czwartej lub trzeciej w przypadku pierwotnej immunizacji Ad26.COV2.S) byto
mozliwe w kwietniu 2022 r. dla oséb starszych powyzej 80 roku zycia, nastepnie pracownikow
sektora ochrony zdrowia w sierpniu 2022 r., a dla os6b powyzej 12 roku zycia miesigc poznie;j.
Zaktualizowane szczepionki wydane przez Pfizer—BioNTech i Moderna, zawierajgce RNA
kodujgce nie tylko biatko S szczepu dzikiego SARS-CoV-2, ale réwniez podwariantu omikron
BA.1 lub dwoch podwariantow omikron BA.4 i omikron BA.5, byty dostepne jako dawki
przypominajgce w Polsce po ich zatwierdzeniu przez UE od wrzesnia 2022 r. W kwietniu 2023

r. z dodatkowej dawki szczepionki (pigtej lub czwartej w przypadku pierwotnej immunizacji
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Ad26.COV2.S) mogtly skorzysta¢ osoby powyzej 60 roku zycia, o uposledzonej odpornosci
oraz pracujgce w podmiotach medycznych. Szczepionka NVX-CoV2373 oparta o podwariant
omikron XBB.1.5. byta dostepna w Polsce po ponad miesigcu od zatwierdzenia przez UE
w pazdzierniku 2023 r. [5-7, 109-111, 116, 117].

Ze szczepieh przeciwko COVID-19 w Polsce skorzystata ponad potowa spoteczenstwa
[117, 118]. W 2021 r. pierwotny cykl szczepien (dwoma dawkami szczepionek przeciwko
COVID-19 z wyjatkiem jednodawkowej szczepionki Ad26.COV2.S) ukonczyto 55,8%
mieszkancow Polski, a w kolejnym roku odsetek ten niewiele wzrést do 60% i nie zmienit sie
do pazdziernika 2023 r. Mniejszg popularnoscig cieszyta sie kolejna dawka szczepionki
(trzecia lub druga dawka w przypadku pierwotnej immunizacji Ad26.COV2.S), ktorg w 2021 r.
przyjeto 18,4% o0so6b, rok pozniej 33% osdb, po czym w okresie do pazdziernika 2023 r.
zainteresowanie dodatkowym szczepieniem znacznie spadto i zanotowano wzrost o jedynie
0,1 p. proc. W poréwnaniu do 2022 r. nastepng dawke szczepionki (czwartg lub trzecig dawke
w przypadku pierwotnej immunizacji Ad26.COV2.S) przyjeto tylko niecate 8% spoteczenstwa
(7,3% w 2022 r. oraz 7,7% do pazdziernika 2023 r.) [117, 118] (Rycina 4). Szczepienia
przeciwvko COVID-19 w Polsce byly bezptatne i nieobowigzkowe, z wyjgtkiem oséb
wykonujgcych zawody medyczne i studentdw medycyny, ktérzy musieli ukonczyé pierwotny
cykl szczepien do lutego 2021 r. [5]. Obserwowane w Polsce niskie wskazniki wyszczepienia,
szczegolnie kolejnymi dawkami szczepionek przeciwko COVID-19, wskazujg na ogromny
problem odbioru spotecznego przekazéw dotyczgcych szczepieh, konieczno$¢ walki
z dezinformacjg, a takze podejmowania dalszych dziatan popularyzujgcych bezpieczehstwo
i korzystny efekt szczepien [119-122].
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Rycina 4. Dominujgce warianty SARS-CoV-2, przebieg szczepien przeciwko COVID-19, liczba zakazen
SARS-CoV-2 oraz powigzanych z nimi zgonéw od 8 marca 2020 r. do 31 pazdziernika 2023 r. w Polsce.
Pierwotny cykl szczepien oznacza przyjecie dwoch dawek szczepionek przeciwko COVID-19
z wyjatkiem jednodawkowej szczepionki Ad26.COV2.S (Janssen), a dawki przypominajgce oznaczajg

przyjete kolejno dodatkowe dawki szczepionek. Wykres przygotowano na podstawie [9, 53, 117, 118].
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5. Cel pracy

Pojawienie sie SARS-CoV-2 w 2019 . i szybki wzrost liczby zachorowan na wywotywang przez
niego chorobe COVID-19 doprowadzity do wybuchu pandemii COVID-19, stanowigcej
ogromne wyzwanie gospodarcze i zdrowotne. Opublikowanie genomu SARS-CoV-2
w styczniu 2020 r. umozliwito szybkie opracowanie zaréwno testéw wykrywajgcych nowego
koronawirusa, jak i szczepionek. Jednakze juz na poczatku pandemii COVID-19 okazato sie,
ze dostepne powszechne strategie testowania aktywnych przypadkéw zakazen SARS-CoV-2
pomijajg osoby skgpo- i bezobjawowe, réwniez biorgce udziat w transmisji nowego
koronawirusa. Ponadto, uzyskane wyniki badan epidemiologicznych nie dostarczaty informac;ji

0 odpornoéci populacji.

Majgc na uwadze, ze wiele aspektow zwigzanych z odpornoscig na zakazenie SARS-CoV-2
i czasem jej trwania pozostaje niewyjasnionych, szczegdlnie w obliczu nowo powstajgcych
VOC, gtdwnym celem przedstawionego cyklu prac naukowych byto poznanie odpowiedzi
obronnej organizmu na zakazenie SARS-CoV-2 albo szczepienie przeciwko COVID-19.
Zostato to osiggniete przez realizacje nastepujgcych zadah szczegodtowych:
e zbadanie seroprewalencji zakazen SARS-CoV-2 w populacji Wielkopolski w latach
2020-2022 oraz identyfikacje czynnikow ryzyka zakazenia SARS-CoV-2;
o okreslenie poziomu przeciwciat przeciwko SARS-CoV-2 w czasie po zakazeniu SARS-
CoV-2 albo po szczepieniach przeciwko COVID-19;
e identyfikacje czynnikdw wptywajgcych na poziom przeciwciat klasy 1gG przeciwko
SARS-CoV-2.
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6. Omowienie publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej

6.1. Prevalence of anti-SARS-CoV-2 antibodies in Poznan, Poland, after the first wave of
the COVID-19 pandemic.
Lorent D*, Nowak R*, Roxo C, Lenartowicz E, Makarewicz A, Zaremba B, Nowak S,
Kuszel ., Stefaniak J, Kierzek R, Zmora P.
Vaccines. 2021; 9(6):541.

Pierwszy przypadek zakazenia SARS-CoV-2 w Polsce wykryto w marcu 2020 r. Do czerwca
2020 r. na $wiecie stwierdzono ponad 10,1 min przypadkow zakazen SARS-CoV-2 i ponad
0,5 min spowodowanych nimi zgonéw, z czego w Polsce odnotowano ponad 33,7 tys.
przypadkéw zakazen SARS-CoV-2 potwierdzonych za pomocg RT-PCR i prawie 1,5 tys.
powigzanych z nimi zgonow [9]. Jednakze skala zakazen SARS-CoV-2 mogta by¢ wysoce
niedoszacowana, chociazby ze wzgledu na bezobjawowy przebieg zakazenia koronawirusem
u czesci oséb oraz stosunkowo niskg liczbg wykonanych testow diagnostycznych w kierunku
COVID-19 [5, 123, 124]. Oszacowanie rzeczywistej liczby oséb majgcej kontakt z SARS-CoV-
2 umozliwiajg natomiast testy serologiczne, ktére wykrywajg obecnosc¢ przeciwciat przeciwko
SARS-CoV-2 [79, 81]. Celem badan byto: (i) oszacowanie czestosci wystepowania przeciwciat
klasy 1gG oraz IgA przeciwko SARS-CoV-2 wsréd mieszkancow Poznania i okolic po pierwszej
fali pandemii COVID-19, (ii) okreslenie czynnikéw ryzyka zwigzanych z zakazeniem SARS-
CoV-2.

Reprezentatywna grupa badawcza skfadata sie z 1500 wybranych losowo ochotnikow
Z grupy 15 000 osob, ktére dobrowolnie zgtosito chec udziatu w badaniu poprzez wypetnienie
szeroko reklamowanej ankiety on-line w lipcu 2020 r. Badania przeprowadzono w okresie
od lipca do wrzesnia 2020 r. Kobiety stanowity 59,73% uczestnikéw, a mezczyzni 41,27%.
Sredni wiek badanych ochotnikéw wynosit 38,7 + 12,7 lat. Grupy oséb zatrudnionych
w miejscach wymagajacym czestych kontaktéw spotecznych oraz wykonujgcych zawod bez
czestego kontaktu z ludzmi byly réwno reprezentowane (odpowiednio 49,93% i 50,07%).
Ponad 1/3 badanych (35,73%) cierpiata na choroby przewlekte. W ciggu ostatnich dziewieciu
miesiecy przed przystgpieniem do badania, u 82,67% uczestnikbw wystgpity objawy
grypopodobne gtéwnie o srednim (48%) i tagodnym (30,27%) nasileniu. Test na obecnosé
SARS-CoV-2 zostat w trakcie wystgpienia objawow wykonany u 23,73% osob. Wsréd nich
tylko u 1,97% potwierdzono zakazenie SARS-CoV-2, co przetozyto sie na 0,47% osob
w grupie badawczej, ktére wiedziaty, ze przebyly zakazenie SARS-CoV-2. Niemal 6-krotnie
wiecej uczestnikdw badania zadeklarowato natomiast kontakt z osobg zakazong SARS-CoV-
2 (2,67%), podczas gdy wiekszos¢ badanych ochotnikow (72,33%) nie byta w stanie wskazac¢

takiej sytuacji. Prawie wszyscy uczestnicy badania (96,93%) przestrzegali zalecen
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epidemiologicznych, w tym 2/3 oséb (63,53%) nie podrézowato za granice w ciggu ostatnich
dziewieciu miesiecy. Kryteriami wykluczajgcymi udziat w badaniu byly: wiek ponizej 18 lat
oraz wystepowanie objawdw grypopodobnych w momencie pobierania materiatu do badan.

Na podstawie wynikow poétilosciowych testow ELISA wykonanych pomiedzy lipcem
a sierpniem 2020 r. odnotowano wyzszg czestos$¢ wystepowania przeciwciat klasy IgA (4%)
niz klasy 1gG (1,67%) przeciwko biatku S SARS-CoV-2 wsrdd uczestnikdw badania. Jednak
w zadnym przypadku nie zaobserwowano serokonwersji przeciwciat klasy IgA w IgG,
w zwigzku z czym osoby, u ktérych wykryto jedynie przeciwciata klasy IgA uznano
za seronegatywne w kierunku SARS-CoV-2. Obecnosé przeciwciat klasy 1gG przeciwko
zaréwno biatku S jak i N SARS-CoV-2 zostata potwierdzona za pomocg ilosciowego testu
immunoblot w niewiele wiecej niz potowie przypadkdw, prowadzac do zmniejszenia odsetka
oséb seropozytywnych do 0,93%. W$rdd uczestnikdéw poprzednio diagnozowanych
w kierunku SARS-CoV-2, przeciwciata wykryto u mniej niz potowy badanych (42,86%)
z potwierdzonym poprzednio zakazeniem SARS-CoV-2. U osoéb, u ktérych wczesnigj
wykluczono zakazenie SARS-CoV-2, obecnoé¢ przeciwciat stwierdzono u 1,72% uczestnikéw.
Co ciekawe, nie wykryto przeciwciat przeciwko SARS-CoV-2 u zadnego uczestnika
deklarujgcego ciezki przebieg objawdéw grypopodobnych w ciggu ostatnich dziewieciu
miesiecy. Ponad 1/3 oséb posiadajgcych przeciwciata przeciwko SARS-CoV-2 (35,71%)
nie wiedziata o wczesniejszym zakazeniu ze wzgledu na jego bezobjawowy charakter.

Nie zaobserwowano znaczgcych réznic seroprewalencji ze wzgledu na czas pobierania
prob ani pte¢ uczestnikdw. Wyzszy odsetek oséb posiadajgcych przeciwciata przeciwko
SARS-CoV-2 stwierdzono w grupach osob: (i) powyzej 65 lat; (i) wykonujgcych zawdd
obejmujgcy czesty kontakt z ludzmi; (iii) nie przestrzegajacych zalecen epidemiologicznych
oraz podrézujgcych za granice w ciggu ostatnich dziewieciu miesiecy; (iv) majgcych kontakt
Z 0sobg zakazong SARS-CoV-2. Fatszywie dodatnie wyniki testu ELISA stwierdzono gtéwnie
wsrod uczestnikdw w wieku od 18 do 33 lat, a takze u 0sdb z przewleklymi chorobami uktadu
autoimmunologicznego i oddechowego.

Podsumowujgc, niska seroprewalencja grupy badanej (0,93%) wskazuje na matg
liczbe zakazeh SARS-CoV-2 w pierwszej fali pandemii COVID-19, ktéra mogta wynika¢ m.in.
ze wczesnego skutecznego wdrozenia obostrzen sanitarno-epidemiologicznych i $rodkéw
zaradczych. Przeciwciata przeciwko SARS-CoV-2 wykryto zwlaszcza w$rdd oséb
nieprzestrzegajgcych zalecen epidemiologicznych, majgcych styczno$¢ z osobg zakazong
SARS-CoV-2 oraz wykonujgcych zawdd wymagajgcy czestego kontaktu z ludzmi. Ponadto
wykazano, ze osoby w wieku powyzej 65 lat rowniez stanowig grupe szczegolnie podatng
na zakazenie SARS-CoV-2. Co wiecej, stwierdzono, iz wyniki pierwszych dostepnych
komercyjnie testow ELISA powinny by¢ potwierdzane za pomocg metody immunoblot,

co pozwoli na wykluczenie niespecyficznej i krzyzowej reaktywnosci przeciwciat. Ze wzgledu
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na falszywie pozytywne wyniki potilosciowego testu ELISA wykrywajgcego obecnosc
przeciwciat klasy IgA przeciwko SARS-CoV-2 we wszystkich badanych prébach, w dalszych
badaniach wykonanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej sprawdzano tylko obecnos¢

przeciwciat klasy 1gG.
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6.2. The longitudinal analysis on the anti-SARS-CoV-2 antibodies among healthcare
workers in Poland—before and after BNT126b2 mRNA COVID-19 vaccination.
Lorent D, Nowak R, Luwanski D, Pisarska-Krawczyk M, Figlerowicz M, Zmora P.
Vaccines. 2022; 10(10):1576.

Punktem wyjscia dla dtugookresowych badan poziomu przeciwciat anty-SARS-CoV-2
u pracownikow medycznych byly wyniki uzyskane w poprzedniej publikacji [125]
oraz doniesienia literaturowe wskazujgce na wieksze ryzyko zakazenia SARS-CoV-2 u os6b
wykonujgcych zawdd wymagajagcy czestych kontaktdw spotecznych, a takze majgcych
bezposrednig stycznos¢ z osobami zakazonymi SARS-CoV-2, takich jak pracownicy ochrony
zdrowia [126, 127]. Ze wzgledu na ich gtéwng role w walce przeciwko pandemii COVID-19,
pracownikom medycznym w Polsce w pierwszej kolejnosci zaoferowano szczepienie
przeciwvko COVID-19. Do tego celu zastosowano dwie dawki preparatu BNT162b2
z trzytygodniowym odstepem pomiedzy dawkami [116]. W badanym okresie, tj. od wrzesnia
2020 r. do wrzesnia 2021 r. liczba potwierdzonych zakazenn SARS-CoV-2 na swiecie wzrosta
Z ponad 26,7 min do ponad 231,4 min, przy czym w Polsce odnotowano wzrost z ponad 70
tys. do wiecej niz 2,9 min zakazeh SARS-CoV-2. Globalna liczba zgondéw spowodowanych
COVID-19 wzrosta z ponad 876,6 tys. do wiecej niz 4,74 min, natomiast w Polsce stwierdzono
wzrost z ponad 2 tys. do prawie 76 tys. zgondw powigzanych z COVID-19 [9].

Niniejsza praca miata na celu (i) okreslenie czestosci zakazen SARS-CoV-2 wsrod
personelu medycznego o réoznym stopniu ekspozycji na SARS-CoV-2, w dwoch punktach
czasowych przed wprowadzeniem szczepien (we wrzesniu 2020 r. i grudniu 2020 r.)
oraz dwukrotnie po przyjeciu obu dawek szczepionki przeciwko COVID-19 (w lutym 2021 r.
i wrzesniu 2021 r.); (ii) okreslenie poziomu przeciwciat klasy IgG przeciwko SARS-CoV-2
po zakazeniu SARS-CoV-2 iszczepieniu oraz (iii) identyfikacje czynnikéw wptywajgcych
na poziom przeciwciat.

Uczestnikami badania byli pracownicy dwoch jednostek medycznych z Wielkopolski:
Kliniki Chordb Zakaznych i Neurologii Dzieciecej Szpitala Klinicznego im. Karola Jonschera
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (ang. Department
of Infectious Diseases and Child Neurology, Karol Jonscher’s Clinical Hospital, Poznan
University of Medical Sciences, Poznan, DIDaCN) oraz Oddzialu Potozniczo-
Ginekologicznego Szpitala Powiatowego we Wrzesni (ang. Gynecology and Obstetrics Ward,
District Hospital, Wrzesnia, GaOW). Jednostki te zostaty wybrane ze wzgledu na podobny
rozmiar (liczbe tézek szpitalnych i liczbe pacjentéw) oraz liczbe personelu, ale rézny stopien
narazenia na COVID-19. GaOW przyjat jedynie trzech pacjentéw z dodatnim wynikiem testu
w kierunku SARS-CoV-2 w 2020 r., podczas gdy w tym samym czasie w DIDaCN przyjeto 292
pacjentow z rozpoznanym COVID-19 i ponad 8-krotnie wigcej osob (2443) podejrzanych
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0 zakazenie SARS-CoV-2. Na podstawie czestosci kontaktu z pacjentami z COVID-19,
GaOW zostat zaklasyfikowany jako srodowisko niskiego ryzyka zakazenia SARS-CoV-2,
podczas gdy DIDaCN jako srodowisko wysokiego ryzyka zakazenia SARS-CoV-2.

Grupa badawcza sktadata sie z 90 osob i obejmowata 50 pracownikéw DIDaCN
oraz 40 pracownikow GaOW. Wszyscy uczestniczy stawiali sie regularnie na badania krwi,
Z wyjatkiem ostatniego punktu czasowego, w ktérym do pobrania krwi zgtosito sie mniej osob
(41 z DIDaCN oraz 34 z GaOW). Wiekszos¢ badanych stanowity kobiety (80% w DIDaCN
187,5% w GaOW), co jest wynikiem nierownego udziatu pfci w strukturze zatrudnienia
personelu medycznego. Sredni wiek uczestnikéw z DIDaCN wynosit 36,5 + 10,8 lat. Potowa
os6b z DIDaCN pracowata jako pielegniarki, prawie 1/3 byta lekarzami (32%), a 18%
wykonywato inny zawod medyczny. Pracownicy medyczni GaOW mieli $rednio 53 + 10,6 lat.
Prawie 3/4 badanych z GaOW byto potoznymi i pielegniarkami (72,5%), 15% pracowato jako
lekarze, a 12,5% nalezato do innych pracownikéw medycznych.

W momencie rekrutacji do badania we wrzes$niu 2020 r. zaden z uczestnikow
nie zadeklarowat faktu zakazenia SARS-CoV-2 potwierdzonego testem, co jest zgodne
Z negatywnymi wynikami testow serologicznych przeprowadzonymi w pierwszym punkcie
czasowym. W grudniu 2020 r. ogdlna seroprewalencja zakazen SARS-CoV-2 potwierdzona
za pomocg ilosciowego testu immunoblot wsréd pracownikow medycznych wzrosta z 0%
do 37,8%. Niemal 1/5 uczestnikow (18,18%), u ktérych wykryto przeciwciata klasy 1gG
przeciwko biatku S SARS-CoV-2 nie wykazywata wczesniej zadnych objawéw Swiadczacych
0 zakazeniu, podczas gdy u 9,1% ciezki przebieg COVID-19 wymagat hospitalizacji.
Co ciekawe, odnotowano ponad dwukrotnie wyzszy odsetek wynikow dodatnich
u pracownikdw medycznych z GaOW (52,5%), niz z DIDaCN (26%). W kolejnym punkcie
czasowym, w lutym 2021 r., ogdlna czestos¢ wystepowania przeciwciat klasy IgG przeciwko
biatku N SARS-CoV-2 wynosita 26% i w ciggu kolejnych siedmiu miesiecy zmalata do 17,1%.
Warto zaznaczy¢, ze obecnos¢ przeciwciat wynikajgcych z zakazenia SARS-CoV-2 od lutego
2021 r. do sierpnia 2021 r. byta wykrywana jedynie u oséb zakazonych przed grudniem 2020 r.
U zadnej z zaszczepionych oséb nie wykryto nowego zakazenia SARS-CoV-2.

Nie dostrzezono réznic w seroprewalencji pod wzgledem pici i wykonywanego zawodu.
W zaleznoéci od wieku, najwyzszg czestos¢ wystepowania przeciwciat klasy 1gG przeciwko
biatku S SARS-CoV-2 zaobserwowano wsrdd uczestnikdw w grupie wiekowej od 50 do 60 lat.
Jednakze, biorgc pod uwage stopien ryzyka zakazenia SARS-CoV-2, wyzszy odsetek oséb
seropozytywnych w GaOW stwierdzono w grupie pielegniarek niz lekarzy, przeciwnie
do DIDaCN.

Poziom przeciwciat klasy IgG po zakazeniu SARS-CoV-2 okreslany za pomocag
iloéciowego testu immunoblot réznit sie pomiedzy uczestnikami i wynosit od 0,73 do 139 kU/L

dla przeciwciat przeciwko biatku S i od 0,73 do 119 kU/L dla przeciwciat przeciwko biatku N
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SARS-CoV-2. Czynniki takie jak pte¢, wiek czy czas po infekcji SARS-CoV-2 nie wptynety
znaczgco na poziom przeciwciat. Poziom przeciwciat byt natomiast skorelowany z przebiegiem
zakazenia SARS-CoV-2, a mianowicie im ciezszy przebieg zakazenia SARS-CoV-2,
tym wyzszy poziom przeciwciat. Pomiedzy lutym a sierpniem 2021 r. poziom przeciwciat klasy
IgG przeciwko biatko N SARS-CoV-2 u wiekszosci oséb zmalat srednio 0 ok. 85%, a u czterech
osob ulegt zwiekszeniu z nieznanych przyczyn. Mozna przypuszczaé, ze zaobserwowany
wzrost miana przeciwciat zwigzany jest z ponownym zakazeniem koronawirusem
lub chorobami autoimmunologicznymi. W ciggu siedmiu miesiecy przeciwciata zanikly
catkowicie u 19 0sob, przy czym nie powigzano tego faktu z zadnym badanym parametrem.

Po rozpoczeciu szczepieh przeciwko COVID-19 pod koniec grudnia 2020 r., okoto dwa
miesigce po przyjeciu drugiej dawki szczepionki BNT162b2 przez uczestnikbw badania,
przeciwciata klasy IgG przeciwko biatku S SARS-CoV-2 wykryto u wszystkich os6b. Poziom
przeciwciat okreslony za pomoca ilosciowego testu ELISA wahat sie od 287 do 19,363
BAU/mL. W ciggu kolejnych siedmiu miesiecy poziom przeciwciat klasy IgG przeciwko biatku
S SARS-CoV-2 u niemal wszystkich uczestnikow obnizyt sie Srednio o ok. 90%, przy czym
u dwéch oséb doszto do jego zwiekszenia z nieznanych powodéw, a u czterech oséb
nie wykryto wcale przeciwciat klasy IgG przeciwko biatku S SARS-CoV-2. Poziom przeciwciat
poszczepiennych nie korelowat z ptcig ani wiekiem uczestnikdw. Zaobserwowano natomiast
korelacje poziomu przeciwciat z wczesniejszym zakazeniem SARS-CoV-2 i jego przebiegiem.
Poziom przeciwciat byt wyzszy u osob wczesniej zakazonych SARS-CoV-2, a im cigzsze
objawy towarzyszyly zakazeniu SARS-CoV-2 tym wiecej obserwowano przeciwciat.
Nie stwierdzono zaleznosci miedzy tempem obnizania sie poziomu przeciwciat a zadnym
badanym czynnikiem.

Podsumowujgc, wykazano, Zze pracownicy medyczni majgcy czestszy kontakt
Z pacjentami chorymi na COVID-19 nie byli bardziej narazeni na zakazenie SARS-CoV-2
niz pracownicy medyczni majgcy mniejszg styczno$¢ z pacjentami chorymi na COVID-19.
Przyjecie szczepionki BNT162b2 przez pracownikow medycznych zapobiegto nowym
przypadkom zakazeh po trzeciej fali pandemii COVID-19. Wykazano, ze poziom przeciwciat
po zakazeniu SARS-CoV-2 jest tym wigkszy, im ciezszy jest przebieg zakazenia. Analogicznie,
im silniejsza odpowiedz organizmu na wczesniejsze zakazenie SARS-CoV-2 i ciezszy
przebieg COVID-19, tym wiecej wytworzonych przeciwciat poszczepiennych. Przeciwciata
poszczepienne byly wykrywane réwniez siedem miesiecy po sSzczepieniu, przy czym
ich poziom zmalat drastycznie od czasu badania wykonanego okoto dwa miesigce

po szczepieniu drugg dawka.
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6.3. Differences in BNT126b2 and ChAdOx1 homologous vaccination antibody response
among teachers in Poznan, Poland.
Lorent D, Nowak R, Jankowska M, Kuszel t., Zmora P.
Vaccines. 2023; 11(1):118.

Dane opisane w publikacji uzyskano w wyniku badan przeprowadzonych w okresie od lutego
do wrzednia 2021 r., kiedy to globalna liczba przypadkéw zakazen SARS-COV-2 wzrosta
z ponad 102,1 min do ponad 231,4 min, przy czym w Polsce odnotowano wzrost z ponad 515,5
tys. do ponad 2,9 min zakazeh SARS-CoV-2. Liczba zgondéw z powodu COVID-19 na $wiecie
wzrosta z ponad 2,2 min do ponad 4,7 min, natomiast w Polsce stwierdzono wzrost z ponad
37,2 tys. do prawie 76 tys. zgonow [9].

Majgc na uwadze zaprezentowane wczesniej wyniki [128] i dane literaturowe
potwierdzajgce znaczne obnizenie sie poziomu przeciwciat klasy 1gG przeciwko SARS-CoV-2
po kilku miesigcach od infekcji SARS-CoV-2 albo szczepieniu [129-131], postanowiono
podda¢ badaniu kolejng grupe zawodowg - nauczycieli, ktérzy ze wzgledu na zwiekszone
ryzyko zakazenia SARS-CoV-2 nalezeli do priorytetowej grupy objetej szczepieniami
przeciwko COVID-19. Co wiecej, w przypadku nauczycieli zastosowano roézne preparaty
szczepionkowe, dzieki czemu mozliwe byto poréwnanie ich skutecznosci. Dla nauczycieli
generalnie rekomendowano szczepionke ChAdOx1 z trzymiesiecznym odstepem pomiedzy
dawkami. Wyjagtek stanowili nauczyciele akademiccy uniwersytetéw medycznych,
ktorzy ze wzgledu na bezposrednie zaangazowanie w walke z pandemig COVID-19 otrzymali
wczesniej szczepionke BNT162b2 z trzytygodniowym odstepem pomiedzy dawkami [116].
Celem niniejszej pracy byto (i) okreslenie poziomu przeciwciat przeciwko SARS-CoV-2
po dwoch i 12 tygodniach po przyjeciu obu dawek szczepionki przeciwko COVID-19,
(ii) poréwnanie odpowiedzi na szczepionki przeciwko COVID-19 oparte o dwie rézne platformy
technologiczne: mRNA i wektorowa.

W badaniach wzieto udziat 81 nauczycieli z Poznania sposréd ponad 200
zaproszonych oséb. 36 nauczycieli uczyto w réznych szkotach podstawowych, a 45 oséb byto
zatrudnionych na Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
i jednoczesnie brato czynny udziat w walce z pandemig COVID-19. Testy serologiczne
u wyktadowcdw akademickich Uniwersytetu Medycznego przeprowadzono w lutym 2021 r.
i maju 2021 r., podczas gdy u nauczycieli szkot podstawowych byty to miesigce czerwiec 2021
r. i wrzesien 2021 r. Podczas gdy w pierwszym punkcie czasowym do badan stawili sie
wszyscy uczestniczy, w drugim punkcie czasowym zgtosito sie¢ mniej oséb (17 nauczycieli
szkot podstawowych i 37 nauczycieli akademickich). W grupie badanej przewazaty kobiety
(91,67% nauczycieli szkét podstawowych i 86,67% nauczycieli akademickich). Sredni wiek

nauczycieli szkot podstawowych wynosit 45,3 £+ 11,7 lat. Ponad potowa (52,78%) z nich

31



nie cierpiata na zadne choroby przewlekte, a najczestsze schorzenie wystepujgce u 1/3 oséb
dotyczyto uktadu krgzenia. Nauczyciele akademiccy mieli srednio 37,9 + 13,2 lat, a 4/5 z nich
nie zgtosito wystepowania przewleklych probleméw ze zdrowiem. Choroby przewlekie
najczesciej wystepujace w tej grupie obejmowaty choroby uktadu krgzenia (8,89%) i uktadu
oddechowego (8,89%). W momencie przystgpienia do badania zaden z uczestnikéw
nie zadeklarowat wczes$niejszego zdiagnozowanego zakazenia SARS-CoV-2.

Badania $wiadczgce o zakazeniu SARS-CoV-2 przeprowadzono z uzyciem tzw.
testu kasetkowego, okresdlanego réwniez jako test przeptywu bocznego, czyli szybkiego testu
immunochromatograficznego wykrywajgcego obecnos$¢ przeciwciat klasy 1gG oraz IgM
przeciwko biatku N SARS-CoV-2. Uzycie testu kasetkowego wynikato z ograniczonej
dostepnosci innych testow na rynku w czasie trwania badania. Mimo opisywanego wczesniej
w literaturze wyzszego ryzyka zakazenia SARS-CoV-2 u nauczycieli, nie stwierdzono wsrod
badanych osdb obecnosci przeciwciat wystepujacych wylgcznie po zakazeniu, tj. przeciwko
biatku N SARS-CoV-2, w zadnym punkcie czasowym po przyjeciu dwoch dawek szczepionki
przeciwko COVID-19, niezaleznie od typu przyjetej szczepionki oraz miejsca pracy.

Dwa tygodnie po otrzymaniu drugiej dawki szczepionki przeciwko COVID-19
przeciwciata przeciwko biatku S SARS-CoV-2 wykryto u wszystkich uczestnikéw. Poziom
przeciwciat okreslany za pomocg ilosciowego testu ELISA u oséb zaszczepionych
szczepionkg BNT162b2 wahat sie pomiedzy 388 a 3910 BAU/mL, podczas gdy u osob
zaszczepionych szczepionkg ChAdOx1 wynosit od 33 do 1897 BAU/mL. Sredni poziom
przeciwciat przeciwko biatku S SARS-CoV-2 byt istotnie wyzszy u osdb zaszczepionych
szczepionkg mRNA (1492 + 700 BAU/mL) niz wektorowg (426.9 + 461 BAU/mL).
Warto podkresli¢, ze uczestnicy badania nie byli wczesniej zakazeni SARS-CoV-2,
wiec obecnos¢ przeciwciat wynikata tylko z odpowiedzi na antygen szczepionkowy.
W ciggu kolejnych 10 tygodni poziom przeciwciat u wiekszosci oséb zaszczepionych
szczepionkg mMRNA obnizyt sie srednio o 90,8%, w tym u siedmiu os6b nie wykryto w ogole
przeciwciat poszczepiennych. Nizsze tempo zanikania przeciwciat (obnizenie poziomu
o $rednio 67,28%) zaobserwowano u wiekszosci osob, ktore otrzymaty szczepionke
wektorows.

Podsumowujac, po zaszczepieniu przeciwko COVID-19 stwierdzono wyzsze miana
przeciwciat klasy IgG przeciwko biatku S SARS-CoV-2, a jednoczesnie ich szybsze zanikanie
u 0soOb zaczepionych szczepionkg BNT162b2 niz ChAdOx1l. Wysokg skutecznosc
obu preparatéw szczepionkowych potwierdza brak zakazen SARS-CoV-2 wsrdd nauczycieli

w analizowanym okresie czasu, niezaleznie od stopnia narazenia na SARS-CoV-2.
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6.4. Anti-SARS-CoV-2 antibodies level and COVID-19 vaccine boosters among healthcare
workers with the highest SARS-CoV-2 infection risk — follow up study.
Lorent D, Nowak R, Figlerowicz M, Handschuh L, Zmora P.
Vaccines. 2024; 12(5): 475.

Badania, ktérych wyniki opisano w pracy, zostaty przeprowadzone w listopadzie 2022 r.,
w czasie gdy na $wiecie zdiagnozowano niemal 637,8 min przypadkow zakazen SARS-CoV-
2 iponad 6,61 min powigzanych z nimi zgondéw, z czego w Polsce stwierdzono ponad 6,35 min
przypadkow zakazen SARS-CoV-2 i wiecej niz 118 tys. zgonéw [9]. Badania te stanowity
kontynuacje poprzednio prowadzonych badan wsréd pracownikow medycznych o wysokim
ryzyku zakazenia SARS-CoV-2 [128]. W momencie zakonczenia poprzedniego badania,
we wrzesniu 2021 r. personelowi medycznemu w Polsce zaoferowano kolejng dawke
szczepionki mMRNA przeciwko COVID-19 (trzecig w cyklu szczepien szczepionkami mRNA,
zwang takze pierwszg dawkg przypominajgcg w odniesieniu do pierwotnego dwudawkowego
schematu szczepien). Niecaly rok pdzniej, w sierpniu 2022 r. pracownicy medyczni mogli
ponownie przyjaé kolejng dawke szczepionki o sktadzie zaktualizowanym wobec réznych
podwariantéw omikrona (czwartg dawke w cyklu szczepien mRNA, zwang tez drugg dawka
przypominajgcg) [5]. Majgc na uwadze szybki zanik poszczepiennych przeciwciat klasy 1gG
przeciwko SARS-CoV-2 po dwoch dawkach szczepionki BNT162b2 [128, 132], jak i skutecznie
wdrozone dziatania zapobiegawcze przez pracownikow medycznych DIDaCN przed
wprowadzeniem szczepien przeciwko COVID-19 [128], celami niniejszej pracy byto:
(i) okreslenie poziomu przeciwciat po szczepieniu dawkami przypominajgcymi; (ii) zbadanie
postawy personelu medycznego DIDaCN wobec nieobowigzkowych szczepien
przypominajgcych.

Grupa badana skfadata sie z 69 pracownikéw medycznych DIDaCN, z czego
zdecydowana wiekszos¢ brata udziat w poprzednim badaniu. Odstep od przyjecia ostatniej
dawki szczepionki do testu na obecnos¢ przeciwciat w listopadzie 2022 r. réznit sie wsrdd
badanych w zaleznosci od liczby przyjetych dawek szczepionki. W przypadku oséb,
ktére otrzymaty dwie dawki przypominajgce okres ten wynosit okoto dwdch miesiecy,
u 0s6b zaszczepionych jedng dawkg przypominajgca okoto 13 miesiecy, podczas gdy u oséb,
ktére nie zdecydowaly sie na Zzadng dawke przypominajgcg ponad 18 miesiecy.
Kobiety stanowity 84,06% analizowanej populacji. Uczestnicy mieli srednio 41,44 + 13,71 lat.
Najwiecej osob (43,48%) pracowato jako pielegniarki lub potozne, 27,53% badanej populacji
byto lekarzami, a pozostali wykonywali obowigzki administracyjne. Mniej niz potowa badanych
(44,93%) chorowata przewlekle. W momencie rekrutacji ponad 2/3 uczestnikow (68,12%)
zadeklarowato przebycie zakazenia SARS-CoV-2 potwierdzonego testem RT-PCR

lub antygenowym.
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W listopadzie 2022 r. przeciwciata klasy IgG przeciwko biatku N SARS-CoV-2 wykryto
za pomocag testu ELISA u 39,1% pracownikow medycznych, co stanowi prawie 7-krotny wzrost
odsetka o0séb seropozytywnych w DIDaCN w porownaniu do sierpnia 2021 r.
WSsrdd uczestnikow, ktérzy zgtosili zdiagnozowane wczesniej zakazenie SARS-CoV-2,
obecnosc¢ przeciwciat stwierdzono u 20 z 47 oso6b (42,55%). Ponadto, siedmiu pracownikéw
medycznych (10,29%) niedeklarujgcych przebycia zakazenia SARS-CoV-2 posiadato
przeciwciata klasy 1gG przeciwko biatku N SARS-CoV-2, co swiadczy o bezobjawowym
przebiegu zakazenia.

Przeciwciata klasy IgG przeciwko biatku S SARS-CoV-2 byty wykrywalne z uzyciem
ilosciowego testu ELISA u niemal wszystkich uczestnikéw badania (98,56%), niezaleznie
od czasu od przyjecia ostatniej dawki szczepionki ani liczby dawek przypominajgcych.
W poprzednim badaniu, tj. 15 miesiecy wczedniej, odsetek o0sob seropozytywnych
z przeciwciatami klasy IgG przeciwko biatku S SARS-CoV-2 w DIDaCN wynosit 84,5%.
Jedyna osoba w niniejszym badaniu, u ktérej nie stwierdzono obecnosci przeciwciat
nie przyjeta zadnej dawki przypominajacej. U pozostatych oséb, ktére nie otrzymaty zadnej
dawki przypominajgcej szczepionki, stwierdzono najnizsze z obserwowanych miana
przeciwciat klasy IgG przeciwko biatku S SARS-CoV-2 (836,60 + 686,04 BAU/mL).
Nalezy mie¢ jednak na uwadze, ze wszystkie osoby zaszczepione tylko dwoma
obowigzkowymi dawkami szczepionki mMRNA zadeklarowaty przebycie potwierdzonego testem
zakazenia COVID-19, wiec obecnos¢ przeciwciat moze u nich wynika¢ takze z wczesniejszej
infekcji SARS-CoV-2. Najwyzsze miano przeciwciat zaobserwowano u uczestnikéw, ktorzy
otrzymali dwie dawki przypominajgce szczepionki przeciwko COVID-19 (3990,17 + 2053,16
BAU/mL).

Pierwsza dawka szczepien przypominajgcych zostata przyjeta prawie przez wszystkich
pracownikdbw medycznych (92,75%). Na kontynuacje szczepien przypominajgcych
(drugg dawke) zdecydowata sie potowa uczestnikow (50,73%). Pie¢ osob nie przyjeto zadnej
dawki przypominajgcej po ukonczeniu obowigzkowego cyklu szczepien dwoma dawkami
szczepionki BNT162b2. Najwyzszy odsetek osob zaszczepionych dodatkowymi dawkami
stwierdzono w grupie lekarzy, nastepnie pielegniarek i potoznych, a najmniejszy wsrdd
pracownikéw administracyjnych. Wszystkie osoby, ktdre nie zaszczepity sie zadng dawka
przypominajgcg zadeklarowaty wczesniejsze zakazenie SARS-CoV-2 potwierdzone testem
laboratoryjnym.

Trzech z pieciu uczestnikéw, ktérzy nie otrzymali Zadnych szczepien przypominajgcych
i pieciu z 29, ktorzy otrzymali tylko jedng dawke przypominajgca, nie chciato wypowiadac sie
na temat swojej decyzji o nieszczepieniu sie. Czterech pracownikéw medycznych planowato
przyja¢ drugg dawke przypominajgcg, gdy tylko bedg kwalifikowa¢ sie do szczepienia.

Gtéwnymi  powodami  nieprzyjmowania dawek przypominajgcych  wskazywanymi
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przez ankietowanych byty: (i) brak czasu; (ii) negatywne doswiadczenia z poprzednich
szczepien oraz (iii) wiara w odpornosc¢ uzyskang w wyniku przebytych infekcji SARS-CoV-2.
Osoby, ktére nie przyjety drugiej dawki przypominajgcej wyrazaty dodatkowo obawy
0 bezpieczenstwo szczepionek i swoje zdrowie.

Podsumowujac, prawie wszyscy pracownicy medyczni z wysokim ryzykiem zakazenia
SARS-CoV-2 zostali zaszczepieni pierwszg dawkg przypominajgca, ale wiecej niz dwéch
na pieciu wahato sie przed przyjeciem drugiej dawki przypominajgcej. Najnizsze miana
przeciwciat przeciwko biatku S SARS-CoV-2 stwierdzono u 0soéb, ktérzy nie otrzymaty zadnej
dawki przypominajgcej szczepionki, a najwyzsze wsrdod pracownikow zaszczepionych dwiema
dawkami  przypominajgcymi. Poprzednie = negatywne  doswiadczenia  zwigzane
ze szczepieniami, przekonania o ochronnym wptywie wczesniejszego zakazenia SARS-CoV-
2, brak czasu oraz watpliwosci co do bezpieczenstwa szczepionek byly najczesciej
zgtaszanymi powodami, dla ktérych personel medyczny nie zdecydowat sie przyjg¢ dawek

przypominajgcych.
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7. Dyskusja

Od czasu rozpoczecia pandemii COVID-19 w marcu 2020 r. do marca 2024 r. w Polsce
odnotowano ponad 6,6 min potwierdzonych laboratoryjnie przypadkéw zakazen SARS-CoV-2
i wiecej niz 120 tys. powigzanych z nimi zgonéw [9]. W odpowiedzi na pandemie w rekordowo
szybkim tempie opracowano wiele szczepionek, przy czym po raz pierwszy wykorzystano
technologie mMRNA do ochrony przed chorobg zakazng. Jednoczesnie podjeto wiele wysitkéw
majgcych na celu zrozumienie odpowiedzi immunologicznej na zakazenie SARS-CoV-2,
okreslenie skutecznosci szczepionek w ograniczaniu transmisji SARS-CoV-2, a takze wptywu
dalszej ewolucji SARS-CoV-2 na ucieczke przed obrong immunologiczng [87].
Przeprowadzone w ramach niniejszej pracy badania dostarczyly informacji na temat
seroprewalencji zakazen SARS-CoV-2 w populacji Poznania w latach 2020-2022, przebiegu
pandemii COVID-19, jak réwniez zidentyfikowaty czynniki wptywajgce na poziom przeciwciat

przeciwko SARS-CoV-2 po zakazeniu wirusem albo po zaszczepieniu przeciwko COVID-19.

Oznaczanie seroprewalencji zakazeh danymi patogenami jest jedng z metod szacowania
przebiegu epidemii/pandemii. Po pierwszej fali pandemii COVID-19, pomiedzy lipcem
a wrzesniem 2020, seroprewalencja zakazen SARS-CoV-2 w ogdlnej populacji Poznania
i okolic wynosita 0,93% [125]. Przyczyng niskiej czesto$ci wystepowania przeciwciat anty-
SARS-CoV-2 byto w duzej mierze wczesne wdrozenie w Polsce ograniczeh zwigzanych
z dziatalnoscig gospodarczg praz aktywnoscig spoteczng w marcu i kwietniu 2020 r.,
tuz po rozpoczeciu pandemii COVID-19 [6]. W tym samym czasie w Polsce stwierdzono niskg
liczbe zakazen, ktdra czesciowo wynikata z niewielkiej liczby przeprowadzanych testéw,
obejmujgcych gtéwnie osoby wykazujgce objawy grypopodobne [5]. Jednakze, biorgc
pod uwage, ze w badaniach opisanych w niniejszej pracy 1/3 oséb nie wiedziata o zakazeniu
SARS-CoV-2 ze wzgledu na jego bezobjawowy charakter, mozna zaktadac, ze liczba zakazen
SARS-CoV-2 byta wyzsza niz to pokazujg oficjalnie raportowane dane. Obserwacja ta jest
zgodna z wynikami metaanalizy obejmujgcej okres do kwietnia 2021 r., w ktorej oszacowano,
ze 35,1% zakazen SARS-CoV-2 przebiegato bezobjawowo [133]. Prawidtowe oszacowanie
skali zakazen i ryzyka transmisji SARS-CoV-2, w tym precyzyjna identyfikacja osob
zakazonych z catym wachlarzem objawéw oraz o0s6b zakazonych ze skgpo-
oraz bezobjawowym przebiegiem COVID-19 ma kluczowe znaczenie dla opracowania,
wdrozenia i oceny skutecznych s$rodkéw kontrolnych, szczegdlnie w okresie przed
wprowadzeniem szczepieh ochronnych.

Okreslenie obecnosci przeciwciat przeciwko SARS-CoV-2 w populacji wielkopolskiej
na przestrzeni lat 2020-2022 pozwolito ponadto na identyfikacje czynnikdw ryzyka zakazenia

SARS-CoV-2 oraz ocene skutecznosci szczepien. Odsetek osob w poszczegdlnych grupach
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badanych posiadajgcych przeciwciata przeciwko SARS-CoV-2 w okreslonym punkcie
czasowym przedstawiono na Rycinie 5. Wedtug wynikéw prac wchodzacych w sktad niniejszej
pracy doktorskiej, potwierdzonych dodatkowo danymi literaturowymi [56, 60],
do grup wysokiego ryzyka zakazenia SARS-CoV-2 zaliczajg sie osoby w wieku powyzej 65 lat,
nie przestrzegajgce zalecen epidemiologicznych, niemajgce mozliwosci wykonywania pracy
zdalnej oraz majgce stycznos¢ z osobg zakazong SARS-CoV-2.
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Rycina 5. Wykres przedstawiajgcy seroprewalecje zakazen SARS-CoV-2 w Polsce od poczatku
pandemii COVID-19 w marcu 2020 r. do grudnia 2022 r. Proboéwki krwi symbolizujg moment pobrania
préb od uczestnikéw badania i wykonania testow serologicznych. Strzykawki symbolizujg dostepnosé
kolejnych dawek szczepionki BNT162b2 (Pfizer—BioNTech) (czerwony kolor) oraz ChAdOx1
(AstraZeneca) (fioletowy kolor) w Polsce. Pod wykresem oznaczono odsetek osob posiadajgcych
przeciwciata klasy 1gG przeciwko SARS-CoV-2 w danej grupie badanej w okreslonym czasie.
Po symbolu wirusa czarng czcionkg podano odsetek oséb posiadajgcych przeciwciata klasy IgG
przeciwko biatku nukleokapsydu (N) SARS-CoV-2, swiadczgce o przebyciu zakazenia SARS-CoV-2.
Czesto$¢ wystepowania przeciwciat klasy 1gG przeciwko biatku kolca (S) SARS-CoV-2 powstajgcych
w wyniku zaréwno zaszczepienia, jak i zakazenia SARS-CoV-2, podano po symbolu czerwonej
strzykawki czerwong czcionkg dla osdb zaszczepionych szczepionkg BNT162b2 lub po symbolu
fioletowej strzykawki fioletowg czcionkg dla oséb zaszczepionych szczepionkg ChAdOx1. Odsetek osob
posiadajgcych przeciwciata podano w zaokragleniu do liczb catkowitych. Nad wykresem umieszczono
dominujgcy w danym okresie wariant alarmowy SARS-CoV-2. Wykres przygotowano na podstawie
[9, 53, 125, 128, 132, 134].
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W dalszej czesci badan skupiono sie na analizie seroprewalencji zakazen SARS-CoV-
2 wsérod pracownikébw medycznych. Obecnosci przeciwciat przeciwko SARS-CoV-2
we wrzesniu 2020 r. nie stwierdzono u personelu medycznego zarowno z Katedry i Kliniki
Choréb Zakaznych i Neurologii Dzieciecej w Poznaniu (DiDaCN), zaklasyfikowanej jako
srodowisko wysokiego ryzyka zakazenia SARS-CoV-2, ani z Oddziatu Ginekologiczno-
Potozniczego Szpitala Powiatowego we Wrzesni (GaOW), ktéremu przypisano niskie ryzyko
zakazenia SARS-CoV-2. Trzy miesigce poézniej stwierdzono ponad dwukrotnie wyzszag
seroprewalencje w GaOW (52,5%) niz DIDaCN (26%) [128]. Réwniez w innych pracach
obejmujgcych oddziaty ginekologiczno-potoznicze stwierdzono wysoki poziom seroprewalenc;ji
wsrod pracownikéw [135] oraz podwyzszone ryzyko ponownej infekcji SARS-CoV-2
po zaszczepieniu przeciwko COVID-19 [136]. Natomiast wyniki metaanaliz dotyczgcych
seroprewalencji wérdd personelu medycznego nie sg zgodne co do wptywu srodowiska pracy
[59, 127]. W badaniu poréwnujgcym wptyw zaangazowania w opieke nad osobami z COVID-
19 na seropozytywnos¢ wykazano, ze personel medyczny narazony na czestszy kontakt
z pacjentami z COVID-19 miat niewiele wieksze ryzyko seropozytywnosci w porownaniu
Z osobami bez kontaktu [137]. Wyzsze ryzyko seropozytywnosci przypisano za to kontaktom
w gospodarstwach domowych z wiekszg liczbg osdb [59] lub z osobami zakazonymi SARS-
CoV-2 [58, 137]. Zatem zgodnie z omowionymi doniesieniami literaturowymi zwiekszona
seroprewalencja zakazen SARS-CoV-2 obserwowana wsrdd pracownikdw medycznych
z GaOW mogta nastgpi¢ na skutek transmisji wirusa na drodze kontaktéw domowych
i pojawiania sie lokalnych ognisk SARS-CoV-2. Znajduje to potwierdzenie w danych, zgodnie
z ktéorymi w styczniu 2021 zdiagnozowano ponad 2,5-krotnie wyzszg liczbe przypadkéw
zakazen SARS-CoV-2 we Wrzesni niz w Poznaniu w przeliczeniu na 100 000 mieszkancéw
[138]. Wyzsza seropozytywnos¢ w GaOW mogta by¢ tez spowodowana specyfikg oddziatu,
tj. niewystarczajgcg iloscig czasu na przeprowadzenie diagnostyki pod kagtem COVID-19,
a takze samym zachowaniem kobiet podczas porodu, obejmujgcym intensywne oddychanie,
w wyniku ktérego generowane sg czgstki aerozolu bedgce gtdwng drogg transmisji SARS-
CoV-2 [135]. Warto podkresli¢, ze w metaanalizie, w ktérej wykazano wptyw sprawowania
opieki nad pacjentami z COVID-19 na wyzszg seropozytywnosc¢, wyszczegolniono takze brak
osobistych srodkéw ochronnych [127]. Pracownicy DIDaCN majg wiekszg dostepnosé
i przeszkolenie w stosowaniu srodkow ochrony osobistej, a takze doswiadczenie w opiece
nad pacjentami zakaznymi niz pracownicy GaOW, co mogto mie¢ wptyw na wyniki uzyskane
w niniejszej rozprawie. Jednakze warto zauwazyC, ze w okresie do siedmiu miesiecy
po zaszczepieniu dwoma dawkami szczepionki mMRNA nie stwierdzono zadnych nowych
przypadkow zakazen SARS-CoV-2, ani w DIDaCN ani w GaOW. Obserwacje te wskazuja
na skuteczng role szczepien ochronnych w okresie od lutego do wrzes$nia 2021 r. (na

przetomie dominacji VOC alfa i delta) [128].
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W niniejszej pracy nie stwierdzono korelacji pomiedzy poziomem przeciwciat a wiekiem
czy picig uczestnikow badania. Whnioski te wyciggnieto zaréwno na podstawie badania osob
zakazonych SARS-CoV-2 jak i os6b zaszczepionych przeciwko COVID-19 w réznych
punktach czasowych [125, 128, 132, 134]. Obserwacje te sg sprzeczne z doniesieniami
o wydajniejszej produkcji przeciwciat u kobiet, zaréwno w odpowiedzi na zakazenia wirusowe
[89], jak i r6zne szczepionki [90, 91]. Dobrze udokumentowany jest réwniez zwigzek pomiedzy
zaburzeniami uktadu odpornosciowego towarzyszgcymi starzeniu sie, obejmujgcymi
zapalenie starcze iimmunosenescencje [92, 93], a ostabiong poszczepienng odpowiedzig
immunologiczng [139] i wiekszym ryzykiem ciezkiego przebiegu COVID-19 [67].
Wyniki pierwszych prac dotyczgcych wptywu wieku i ptci na poziom przeciwciat klasy 1gG
po zakazeniu SARS-CoV-2 byty niejednoznaczne [140], ale co ciekawe, w kilku pézniejszych
pracach odnotowano zwigkszony poziom przeciwciat u 0s6b starszych [141-143], niezaleznie
od pftci [144] czy istnienia chordb wspdtistniejacych [145]. Podobnie jak w niniejszej pracy,
korelacji pomiedzy stezeniem poszczepiennych przeciwciat klasy IgG a wiekiem czy picig
nie stwierdzito réwniez kilka innych grup badaczy [129, 146, 147]. Jednakze wiekszos¢
autoréw czesciej raportowata statystycznie istotne nizsze miana przeciwciat u mezczyzn
[88, 148-153] i osob starszych [88, 148-156], a takze powigzanie pomiedzy mianem
przeciwciat a wystepowaniem choréb przewleklych [149, 150, 157]. Réznice pomiedzy wyzej
wymienionymi opublikowanymi wynikami dotyczgcymi identyfikacji czynnikéw zwigzanych
Z mianem przeciwciat mogg wynika¢ m.in. z liczebnosci oraz struktury ptci i wieku badanych
grup [158], jak réwniez zastosowania réznych metodologii rekrutowania ochotnikéw do badan
[159].

W jednej z prac wilgczonych w skifad rozprawy doktorskiej wykazano, ze poziom
przeciwciat klasy 1gG przeciwko SARS-CoV-2, badany w okresie do trzech miesiecy
po zakazeniu SARS-CoV-2, koreluje z nasileniem objawdw towarzyszacych infekgji i jest tym
wiekszy, im ciezej przebiegata infekcja [128]. Zjawisko produkcji duzej liczby przeciwciat
w ciezkich przypadkach COVID-19, obserwowane réwniez przez innych badaczy [147, 160,
161], moze by¢ spowodowane wzmozong aktywacjg komoérek B wywotang nadmiernym
stanem zapalnym zwykle towarzyszgcym ciezkiemu przebiegowi zakazenia SARS-CoV-2
[162]. Innym wyttumaczeniem moze by¢ zjawisko tzw. wzmocnienia zaleznego od przeciwciat
(ang. antibody-dependent enhancement, ADE), jednak jego wystepowanie w odniesieniu
do SARS-CoV-2 jest tematem kontrowersyjnym, a przeprowadzona ostatnio metaanaliza
wykluczyta wywotywanie ADE przez SARS-CoV-2 [163]. Pomimo Zze w niniejszej pracy
wykazano wystepowanie korelacji pomiedzy poziomem przeciwciat klasy IgG a przebiegiem
zakazenia SARS-CoV-2, wyjasnienie mechanizméw lezacych u podstaw tej zaleznosci

wymaga dalszych badan.
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Wyniki badan opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej sugerujg, ze na poziom
przeciwciat po szczepieniu przeciwko COVID-19 miata rowniez wptyw wczesniejsza infekcja
SARS-CoV-2. Dwa tygodnie po przyjeciu drugiej dawki szczepionki mRNA wyzsze miana
przeciwciat stwierdzono bowiem u oséb poprzednio seropozytywnych niz seronegatywnych
w kierunku SARS-CoV-2. Ponadto, zachowana zostata korelacja pomiedzy poziomem
przeciwciat a przebiegiem zakazenia, czyli wyzsze miana przeciwciat stwierdzono u oséb
zaszczepionych, u ktérych wczesniej rozwinat sie COVID-19 z ciezkim przebiegiem, a nizsze
u oséb zaszczepionych, ktére przeszly infekcje bezobjawowo [128]. Podobne wnioski
odnosnie wptywu przebiegu zakazenia SARS-CoV-2 na poziom przeciwciat, badany w okresie
do okoto miesigca od przyjecia drugiej dawki szczepionki mRNA, ptyng z dostepnych danych
literaturowych [151, 164-166]. W badaniach, w ktdérych zwracano uwage na obraz kliniczny
zakazenia SARS-CoV-2, z wyjgtkiem jednej pracy [156] obserwowano analogiczny trend
zaleznosci poziomu przeciwciat poszczepiennych od ciezkosci przebiegu wczesniejszego
zakazenia SARS-CoV-2 [129, 147, 153, 167]. Reasumujgc, wyniki te wskazujg
na wydajniejszg produkcje przeciwciat poszczepiennych klasy IgG u oséb poprzednio
zakazonych wirusem SARS-CoV-2, co wynika z szybszej i skuteczniejszej niz pierwotna
odpowiedzi wtérnej [86]. W literaturze opisano zgodny z oczekiwaniami wzrost miana
przeciwciat po przyjeciu trzeciej dawki szczepionki mRNA (az o 110% [168]), a otrzymanie
kolejnej dawki szczepionki mMRNA wigzato sie z podobnymi lub nawet wyzszymi szczytowymi
poziomami przeciwciat [169]. W badaniach przeprowadzonych w niniejszej pracy najwyzsze
poziomy przeciwciat stwierdzono u oséb, ktére otrzymaty cztery dawki szczepionki mRNA,
nizsze u 0sob zaszczepionych trzema dawkami, a najnizsze u os6b, ktére przyjety tylko dwie
dawki szczepionki MRNA. Razem wzigte, obserwacje pozostajg w zgodzie z mechanizmami
lezgcymi u podfoza pamieci immunologicznej, w ktérej powtarzalne kontakty z antygenem
wywotane ponownym zakazeniem albo przyjeciem kolejnych dawek przypominajgcych
szczepionki prowadzg do zwiekszenia poziomu przeciwciat [86].

Oproécz czynnikéw takich jak wczesniejsze zakazenie SARS-CoV-2, ptec, wiek i stan
zdrowia na poziom przeciwciat wptywa rowniez typ szczepionki. W badaniach
przeprowadzonych w niniejszej pracy stwierdzono wyzsze miano przeciwciat u 0so6b
zaszczepionych szczepionkg mRNA niz wektorowg po dwdch tygodniach od przyjecia drugiej
dawki szczepionki. Mozna by polemizowaé, ze réznice poziomu przeciwciat wynikajg
Z heterogennosci grup badanych, gdyz osoby, ktére otrzymaty szczepionke mRNA byly
miodsze i zdrowsze niz osoby, ktére przyjety szczepionke wektorowa. Jako ze nikt z badanych
nie posiadat przeciwciat klasy IgG przeciwko biatku N SARS-CoV-2 wykluczono wptyw
poprzedniego zakazenia na poziom przeciwciat poszczepiennych. Z danych literaturowych
wynika, ze wiek, pte¢ oraz wystepowanie chordb przewlektych majg mniejszy wptyw na poziom

przeciwciat u o0sOb zaszczepionych szczepionkg wektorowg niz mRNA [149].
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Poparciem uzyskanych w niniejszej rozprawie wynikow sg prace innych autoréw, ktérzy takze
zaobserwowali wyzszy poziom przeciwciat generowanych w odpowiedzi na szczepienie
Z uzyciem szczepionki mRNA niz wektorowej [149, 170-172]. Poznanie wptywu réznego typu
preparatow i mechanizméw stymulaciji przez nie odpowiedzi immunologicznej ma kluczowe

znaczenie dla dalszego rozwoju szczepionek, nie tylko przeciwko COVID-19 [87, 173].

Kolejnym waznym zagadnieniem poruszanym w niniejszej pracy byta dynamika zmian
poziomu przeciwciat klasy IgG po zakazeniu SARS-CoV-2 albo szczepieniu.
Pomimo, ze wszystkie osoby zaszczepione przeciwko COVID-19 wytworzyty przeciwciata
klasy 1gG przeciwko biatku S SARS-CoV-2 po dwéch tygodniach od przyjecia drugiej dawki,
po trzech miesigcach nie wykryto przeciwciat poszczepiennych u 28% osob, ktére przyjety
szczepionke mMRNA i 6% osob, ktére otrzymaly szczepionke wektorowg [132]. Rdznica ta
moze wynika¢ z krotszego szacowanego czasu pottrwania przeciwciat poszczepiennych
w przypadku szczepionki mRNA (51 dni) niz wektorowej (79 dni) [149]. Stwierdzono réwniez
znaczne rdznice w obnizaniu sie miana przeciwciat, ktére zachodzito szybciej u osob
zaszczepionych szczepionkg mRNA niz wektorowa. W poréwnaniu do poziomu bazowego,
poziom przeciwciat przeciwko SARS-CoV-2 po uptywie 3 miesiecy spadt o 90,8% w przypadku
szczepionki mMRNA i o 67,28% w przypadku szczepionki wektorowej [132]. Inni autorzy
obserwowali zaréwno podobny trend wolniejszego zanikania przeciwciat w ciggu trzech
miesiecy u 0so6b ktére otrzymaty szczepionke wektorowg niz mRNA [149], ze spadkiem miana
przeciwciat o 55% dla szczepionki wektorowej oraz o 80% dla szczepionki mRNA [171],
jak i odwrotng tendencje spadkowa, kiedy poziom przeciwciat obnizat sie¢ szybciej u osob
zaszczepionych szczepionkg wektorowg (0 od 62% do 85%) niz mRNA (o od 46% do 55%)
[170, 172].

W badaniach opisanych w niniejszej pracy, ogdlna seroprewalencja w$rdd oséb
zaszczepionych szczepionkg mRNA byta wyzsza w grupach obejmujgcych osoby wczesniej
zakazone SARS-CoV-2, zidentyfikowane na podstawie obecnosci przeciwciat przeciwko
biatku N SARS-CoV-2, produkowanemu wytgcznie na skutek zakazenia [128, 132, 134].
W grupie pracownikéw medycznych badanej po siedmiu miesigcach od przyjecia drugiej dawki
szczepionki mMRNA 89,3% oséb wcigz posiadato przeciwciata klasy IgG przeciwko biatku S
SARS-CoV-2 przy podobnym procentowym spadku miana przeciwciat (0 ok. 90%
w porownaniu do poziomu bazowego) [128] jak w grupie nauczycieli badanej po trzech
miesigcach [132]. Przeciwnie do badanych grup nauczycieli, w ktérych zadna z oséb nie byta
wczesniej zakazona SARS-CoV-2 [132], w badanej grupie pracownikéw medycznych ponad
1/3 uczestnikdw przeszta zakazenie SARS-CoV-2 do trzech miesiecy przed szczepieniem.
Wykonywane rownoczesnie badania poziomu przeciwciat przeciwko biatku N SARS-CoV-2

wykazaly, ze przeciwciata byly nadal wykrywalne u niewiele wiecej niz potowy uczestnikow
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(56,5%), a poziom ich spadku, wynoszacy ok. 85%, byt porownywalny do tempa spadku
przeciwciat klasy IgG przeciwko biatku S SARS-CoV-2 [128]. W analizie przeprowadzonej
ponad rok pézniej wsrdod pracownikow medycznych przeciwciata przeciwko biatku S SARS-
CoV-2 wykryto u niemal wszystkich badanych (98,56%), niezaleznie od liczby przyjetych
dawek szczepionek mRNA (od dwodch do czterech) oraz czasu, jaki uptynat od przyjecia
ostatniej dawki szczepionki do momentu badania (od osiemnastu do dwoéch miesiecy).
Jednoczesnie obecnos¢ przeciwciat klasy IgG przeciwko biatku N SARS-CoV-2 stwierdzono
u 39,1% badanych [134]. Jest to zgodne z danymi literaturowymi, gdyz jak udowodniono,
wczesniejsze zakazenie SARS-CoV-2 zwigksza znacznie szczytowy poziom przeciwciat
i okres ich pottrwania [149]. Potwierdzajg to wyniki innych prac, w ktérych oszacowano,
ze uérednione tempo zanikania przeciwciat przeciwko biatku S SARS-CoV-2 jest wyzsze
u 0s6b zaszczepionych, ktére nie byty zakazone przed szczepieniem (38% na miesigc) [174]
niz u osob, ktére nie byly zaszczepione, ale zostaty zakazone SARS-CoV-2 (5%-7%
na miesigc) [174, 175]. W innych badaniach przeprowadzonych na przestrzeni od czterech
do dziesieciu miesiecy po przyjeciu dwoch dawek szczepionki mRNA  wykazano,
ze poszczepienne przeciwciata klasy 1gG przeciwko biatku S SARS-CoV-2 utrzymujg sie
na poziomie wykrywalnosci u 79,4%-100% osoéb [148, 156, 174, 176, 177]. Analogicznie
do uzyskanych w niniejszej pracy wynikéw, inni autorzy rowniez obserwowali szybkie tempo
zanikania poziomu przeciwciat poszczepiennych klasy IgG przeciwko biatku S SARS-CoV-2
po przyjeciu dwoch dawek szczepionki mRNA, w czwartym miesigcu o 85% [156]
oraz w sz6stym miesigcu o ok. 95% w poréwnaniu do poziomu bazowego po szczepieniu [148,
178].

Dane literaturowe dotyczgce dynamiki zmian poziomu przeciwciat klasy 1gG przeciwko
SARS-CoV-2 po zakazeniu SARS-CoV-2 wskazuja, ze przeciwciata te sg wykrywalne nawet
do 16 miesiecy po zakazeniu SARS-CoV-2. W badaniach, w ktérych poziom przeciwciat
przeciwko biatku S SARS-CoV-2 mierzono w jednym punkcie czasowym, pomiedzy dsmym
a 16. miesigcem po zakazeniu SARS-CoV-2, seroprewalencja wynosita od 89,2% do 96%
[129, 131, 174, 179, 180]. Autorzy czesci z tych prac wskazywali na wyzsze poziomy
przeciwciat u 0séb po wczesniejszym zakazeniu SARS-CoV-2 charakteryzujgcym sie ciezkim
przebiegiem [179, 180]. Potwierdzajg to wyniki innej pracy, w ktérej obecnos¢ przeciwciat
po roku od zakazenia SARS-CoV-2 stwierdzono jedynie u 25,6% 0sob, ktdre przeszly infekcje
SARS-CoV-2 bezobjawowo, podczas gdy u oséb wykazujgcych objawy COVID-19
przeciwciata byty wykrywalne u 87,9%-98,1% badanych w zalezno$ci od nasilenia przebiegu
choroby [181]. Opisane w literaturze wyniki badan przeprowadzonych na przestrzeni
dziewigciu miesiecy od zakazenia SARS-CoV-2 sg rozbiezne. W jednej z prac stwierdzono
obnizenie poziomu seroprewalencji z 98% do 90% pomiedzy pierwszym a 6smym miesigcem

od zakazenia [182]. Z kolei w innej pracy wykazano, ze przeciwciata produkowane na skutek
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zakazenia SARS-CoV-2 wykrywano wsréd 88%, 76% oraz 72% badanej populacji
odpowiednio po 100, 200 oraz 250 dniach od zakazenia [175]. Mozna znalez¢ takze informacje
0 zmniejszeniu poziomu przeciwciat 0 42% na przestrzeni trzech miesiecy [166] i 0 50%
na przestrzeni ponad szesciu miesiecy [179]. Niski odsetek os6b posiadajgcych przeciwciata
zaraportowano w badaniu analizujgcym poziom przeciwciat klasy IgG przeciwko biatku
N SARS-CoV-2 na przestrzeni osmiu miesiecy. W badaniu tym dwa miesigce po zakazeniu
SARS-CoV-2 przeciwciata posiadato 81% oso6b, w czwartym miesigcu 69%, a w szostym
I 6smym miesigcu odpowiednio 43% i 42%. Jedynym czynnikiem powigzanym z wiekszym
spadkiem poziomu byt starszy wiek [183]. W innych pracach autorzy wykazali, ze tempo
spadku poziomu przeciwciat jest wolniejsze u oséb mtodszych [148, 174, 176, 178, 184],
a takze zaszczepionych, ktére byty poprzednio zakazone SARS-CoV-2 niz u oséb, ktore
nie przechodzity wczesniej infekcji [176], nawet niezaleznie od pfci i wieku [156]. W Zadnej
z przeprowadzonych w niniejszej pracy analiz nie zaobserwowano korelacji tempa zanikania
przeciwciat z wiekiem, ptcig czy ciezkoscig przebiegu wczesniejszej infekcji SARS-CoV-2.
Stopniowy spadek poziomu przeciwciat moze wigzac sie z ryzykiem (re)infekcji SARS-
CoV-2. W badanej w niniejszej pracy grupie nauczycieli akademickich, w okresie od lutego
do maja 2021 r., zdominowanym przez VOC alfa, zaobserwowano catkowitg odpornosé
przeciwko zachorowaniu na COVID-19 po przyjeciu dwéch dawek szczepionki mRNA.
Réwnie skuteczna w ochronie przed zakazeniem SARS-CoV-2 okazata sie szczepionka
wektorowa, ktoérg zostali zaszczepieni nauczyciele szkét podstawowych. W okresie trzech
miesiecy od przyjecia drugiej dawki, od czerwca do wrzesnia 2021 podczas dominacji VOC
delta, zaden z nauczycieli nie zachorowat na COVID-19. Warto zaznaczy¢, ze zaréwno przed
szczepieniami jak i po nich, zaden z nauczycieli nie byt zakazony SARS-CoV-2,
co jednoczesnie wskazuje na skuteczne wdrozenie strategii profilaktycznych [132].
W szkofach podstawowych wprowadzono nauczanie zdalne od listopada 2020 r. do kwietnia
2021 r. z wyjatkiem okresu od potowy stycznia do potowy marca 2021 r., jednakze nawet w tym
okresie podjeto dodatkowe $rodki zaradcze, a mianowicie po stwierdzeniu zakazenia SARS-
CoV-2 u jednego dziecka kwarantannie podlegata cata klasa. Nauczyciele akademiccy uczelni
medycznej nie mieli duzego kontaktu ze studentami ze wzgledu na prowadzenie wiekszosci
zaje¢ w formie online [6], za to byli zaangazowani w diagnostyke zakazeh SARS-CoV-2.
Brak przypadkéw zakazenia SARS-CoV-2 wynikat najprawdopodobniej z dobrego
przygotowania merytorycznego i $cistego przestrzegania wdrozonych procedur postepowania
z materiatem biologicznym pobranym od pacjentéw z podejrzeniem zakazenia SARS-CoV-2.
Wysoka skutecznoS¢ szczepionek pomiedzy lutym a wrzesniem 2021 r. zaobserwowana
W niniejszej pracy jest zgodna z wynikami metaanalizy danych zebranych do wrzesnia 2021 r.
W badaniach klinicznych wyzszg skuteczno$¢ zapobiegania objawowym infekcjom SARS-

CoV-2 stwierdzono po przyjeciu dwoch dawek szczepionki mMRNA (95%) niz wektorowej
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(81%). Podczas gdy w badaniach klinicznych oba typy szczepionek byty réwnie skuteczne
przeciwko VOC alfa, beta, gamma oraz delta, dane dotyczace rzeczywistej skutecznosci
szczepionek wykazaty wyzszg skutecznos¢ wobec szczepu typu dzikiego SARS-CoV-2 i VOC
alfa oraz beta niz przeciwko VOC delta. Spadek ochrony przed zakazeniem SARS-CoV-2
zaobserwowano po szesciu miesigcach od przyjecia drugiej dawki szczepionki [105].
Doniesienia literaturowe wskazywaty na szybsze obnizenie efektu ochronnego szczepionek
u osob starszych [185-187] oraz chorujgcych przewlekte [185, 186]. Korzystny wplyw
wczesniejszego zakazenia SARS-CoV-2 na skutecznos¢ szczepionek zaobserwowano
w jednej z prac, gdzie stwierdzono najwyzszg odpornos¢ wsérdod osob, ktore przed
szczepieniem byly zakazone SARS-CoV-2, nawet jezeli doszto do niego 18 miesiecy przed
przyjeciem pierwszej dawki szczepionki [188]. Majac na uwadze, ze ochrona zapewniona
dwoma dawkami szczepionki albo przechorowaniem moze by¢ niewystarczajgca w obliczu
nowych VOC SARS-CoV-2 lub po uptywie dtuzszego czasu, niniejszg prace uzupetniono
0 badania przeprowadzone w listopadzie 2022 r. wsréd personelu medycznego z DIDaCN
[134], po roku od rozpowszechnienia sie w Polsce VOC omikron [53].W poréwnaniu
do sierpnia 2021 r. zaobserwowano wzrost odsetka oséb z przeciwciatami klasy IgG przeciwko
biatku S SARS-CoV-2 z 84,5% do 98,56%, ktory czesciowo wynikat z przyjecia trzeciej dawki
szczepionki mMRNA przez 92,73% o0sOb na rok przed badaniem oraz czwartej dawki
szczepionki mMRNA przez potowe o0sob (50,73%) nadwa miesigce przed badaniem.
Obecnos¢ przeciwciat klasy IgG przeciwko biatku N SARS-CoV-2 stwierdzono natomiast
u 39,13% pracownikdw medycznych [134], co stanowito prawie 7-krotny wzrost czestosSci
wystepowania przeciwciat $wiadczgcych o przebytym zakazeniu SARS-CoV-2 w poréwnaniu
do sierpnia 2021 r. Wynik ten jest tym bardziej zaskakujgcy, ze przed wprowadzeniem
szczepien w grudniu 2021 r. odsetek oséb w DIDaCN posiadajgcych przeciwciata wynosit 26%
i byt ponad 2-krotnie nizszy niz wsrdd pracownikéw GaOW majgcych znacznie rzadszy kontakt
Z pacjentami zakazonymi SARS-CoV-2 [128]. Przyczyng wzrostu seroprewalencji moze by¢
stopniowe znoszenie obostrzeh w Polsce od marca 2022 r. az do odwotania stanu epidemii
w maju 2022 r. Decyzja ta zostata uzasadniona poprawg stanu epidemiologicznego i mniejszg
liczbg nowych przypadkéow zakazen SARS-CoV-2 [6, 8], kitora mogta jednak wynikac
ze zmienionej strategii testowania i wigzagcym sie z nig niedoszacowaniem skali pandemii
COVID-19. Przypuszczenie to znajduje poparcie w metaanalizie wskazujgcej, ze ponowne
infekcje SARS-CoV-2 wystepowaty czesciej w okresie dominacji VOC omikron
niz wczesniejszych VOC [189].

W literaturze do czynnikdéw wigkszego ryzyka ponownej infekcji SARS-CoV-2 zaliczono
pte¢ zehska, wystepowanie choréb przewlektych, brak przeciwciat klasy IgG przeciwko biatku
N SARS-CoV-2, przebycie zakazenia w okresie dominacji VOC delta i omikron oraz brak

szczepien [189]. Kolejnym powodem czestszych zakazeh wsréd personelu medycznego
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DIDaCN po sierpniu 2021 r. moze by¢ obnizenie efektu ochronnego szczepienia.
Wyniki metaanaliz wskazujg na przywrécenie wysokiego poziomu ochrony przed zakazeniem
SARS-CoV-2 po przyjeciu trzeciej albo czwartej dawki szczepionki mMRNA, ale jego znaczny
spadek w ciggu kolejnych szesciu miesiecy [190-193], przy czym w jednej z prac stwierdzono
wyjsciowy nizszy poziom skutecznosci szczepionek wobec VOC omikron niz innych VOC
[192]. Podsumowujac, w niniejszej pracy wykazano wzrost seroprewalencji wsréd
pracownikéw DIDaCN po szczytowych falach zakazen spowodowanych VOC delta i omikron,
pomimo przyjecia przez niemal wszystkich badanych trzeciej dawki szczepionki mMRNA
i kontynuacji szczepien kolejng dawkg szczepionki mMRNA przez potowe osob. Whnioski ptyngce
z analiz obejmujgcych rézne VOC SARS-CoV-2 wskazujg na ciggtg potrzebe monitorowania
ochronnego efektu szczepieh jak i podejmowania dodatkowych dziatanh na poziomie
indywidualnym i populacyjnym, ktére mogqg przyczynia¢ sie do redukcji transmisji SARS-CoV-
2.

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy przyczynity sie do lepszego zrozumienia wybranych
aspektow odpowiedzi obronnej organizmu na zakazenie SARS-CoV-2 albo szczepienie
przeciwko COVID-19, jak réwniez dostarczyly wnioskdw dotyczacych strategii zapobiegania
i kontroli zakazen wprowadzonych w czasie pandemii COVID-19 w Wielkopolsce w latach
2020-2022. Jednakze badania te majg rowniez kilka ograniczen. Jednym z nich jest
nadreprezentacja kobiet we wszystkich badanych grupach, szczegdolnie w grupach
obejmujgcych osoby o zwiekszonym ryzyku zakazenia SARS-CoV-2. Dodatkowo, rekrutacja
do badania ogdlnej populacji wielkopolski odbywata sie za posrednictwem formularza on-line,
co z jednej strony mogto utrudni¢ zapis osobom starszym, ale z drugiej pozwolito na zgtoszenie
sie duzej ilosci oséb. Mniejszg che¢ udziatu obserwowano w przypadku osob o zwigkszonym
ryzyku zakazenia SARS-CoV-2, co wpltyneto na niskg liczebnos¢ i réznorodnosc¢ tych grup.
Wiekszy odsetek kobiet we wczesnych badaniach obserwacyjnych nad szczepionkami
przeciwko COVID-19 odnotowano takze w literaturze, co najprawdopodobniej wynika
ze struktury demograficznej priorytetowo szczepionych grup [194], takich jak personel
medyczny czy nauczyciele, wsrdd ktorych w Polsce przewazajg kobiety w wieku powyzej 40 lat
[195, 196]. Fakt ten jest rowniez powodem, dla ktérego grupy badane nie byty ujednolicone
pod wzgledem parametréw demograficznych. Tym samym, przeprowadzone w niniejszej
pracy badania odzwierciadlajg rzeczywistg strukture wybranych grup zawodowych
i zapewniajg wglad w status ich odpornosci. Zaletg niniejszej pracy jest rowniez rozciggniecie
badan w czasie i okre$lanie w kazdym punkcie czasowym wystepowania przeciwciat klasy 1gG
przeciwko biatkom N i S SARS-CoV-2, co pozwolito na monitorowanie zakazen SARS-CoV-2
réwniez po wprowadzeniu szczepien przeciwko COVID-19 i ocene rzeczywistej skutecznosci

szczepionek. Oprocz przeciwciat klasy IgG przeciwko SARS-CoV-2 w odpowiedzi humoralnej
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uczestniczg takze inne klasy immunoglobulin, jednakze ze wzgledu na uzyskanie fatszywie
pozytywnych wynikéw dla przeciwciat klasy IgA przeciwko SARS-CoV-2 w pierwszym badaniu,
na poézniejszych etapach zrezygnowano z analizy innych klas przeciwciat.
Na pamie¢ immunologiczng ma rowniez wplyw odpowiedz typu komérkowego, wiec aby
uzyska¢ petny obraz odpowiedzi immunologicznej na zakazenie SARS-CoV-2 albo
szczepienie nalezatoby zbadaé wszystkie swoiste i nieswoiste mechanizmy uktadu
odpornoéciowego. Na zakonczenie warto zaznaczyé, ze pomimo iz wirus SARS-CoV-2 zostat
po raz pierwszy zidentyfikowany w 2019 r., nadal nie okreslono zabezpieczajgcego miana
przeciwciat 1gG, ktére mogtoby zapewni¢ dtugotrwatg ochrone oséb zaszczepionych, a tym

samym ograniczy¢ transmisje SARS-CoV-2.
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8. Podsumowanie i perspektywy

Na podstawie przeprowadzonych badan:

1. Stwierdzono, ze seroprewalencja po pierwszej fali pandemii COVID-19 w ogdlnej populaciji
Poznania i okolic wynosita 0,93%, a wsréd objetych badaniem pracownikow medycznych
prewalencja przeciwciat przeciwko SARS-CoV-2 wynosita 0%. W ciggu kilku miesiecy
odsetek osob wykazujgcych obecnos¢ przeciwciat przeciwko SARS-CoV-2 wzrdst do 26%
w grupie pracownikbw medycznych z DIDaCN i do 52,5% w grupie pracownikéw
medycznych z GaOW. Po fali zimowej na przetomie lat 2020 i 2021 nie stwierdzono
obecnosci przeciwciat przeciwko SARS-CoV-2 w badanej grupie nauczycieli akademickich
uniwersytetu medycznego. Podobnie, po fali wiosennej w 2021 r. spowodowanej VOC alfa

nie wykryto zakazen wsrod objetych badaniem nauczycieli szkét podstawowych.

2. Ustalono, ze odsetek osdb ze skgpo- lub bezobjawowym przebiegiem zakazenia SARS-
CoV-2 wynosit od 10,29% do 35,71% w zaleznosci od badanej grupy, co pozwala

przypuszczac, ze rzeczywista liczba zakazen SARS-CoV-2 byla niedoszacowana.

3. Wytypowano osoby o podwyzszonym ryzyku zakazenia SARS-CoV-2, do ktdrych
zaliczono osoby w wieku powyzej 65 lat, nie przestrzegajgce zalecen epidemiologicznych,
pracujgce w zawodach wymagajgcych czestych kontaktow spotecznych oraz majgce
styczno$¢ z osobg zakazong SARS-CoV-2. Jednoczesnie stwierdzono, ze ryzyko
zakazenia SARS-CoV-2 ws$rdod pracownikdw medycznych, zwigzane z bezposrednim
kontaktem z osobami chorymi na COVID-19, zalezy od przeszkolenia w stosowaniu
srodkoéw ochrony osobistej i dostepnosci do nich, doswiadczenia w opiece nad pacjentami
zakaznymi, a takze obowigzujgcych restrykcji. Wydaje sie, ze skuteczne wdrozenie
strategii profilaktycznych w sektorze edukaciji, obejmujgce m.in. wprowadzenie nauczania
zdalnego, w znaczacy sposéb wpltyneto na brak zakazen SARS-CoV-2 wérdd badanych

nauczycieli w badanym okresie.

4. Wykazano, ze poziom przeciwciat klasy IgG przeciwko SARS-CoV-2 do trzech miesiecy
po zakazeniu SARS-CoV-2 koreluje z nasileniem objawdw towarzyszgcych infekcji i jest
tym wiekszy, im ciezej przebiegata infekcja. Udowodniono wystepowanie korelacji
pomiedzy poziomem przeciwciat klasy IgG po szczepieniu a wczesniejszym przebyciem
zakazenia SARS-CoV-2 i przebiegiem zakazenia. Wyzsze miana przeciwciat stwierdzono
u 0sOb zaszczepionych, u ktérych wczesniej rozwingt sie COVID-19 z ciezkim przebiegiem,

a nizsze u 0sob zaszczepionych, ktére przeszty infekcje bezobjawowo. Najnizsze poziomy
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przeciwciat stwierdzono u oséb zaszczepionych, ktére nie byty wczesniej zakazone SARS-
CoV-2. Ponadto potwierdzono, ze przyjecie kolejnych dawek szczepionek BNT162b2
prowadzi do zwiekszenia miana przeciwciat klasy IgG przeciwko SARS-CoV-2, co wynika
z szybszej i skuteczniejszej niz pierwotna wtérnej odpowiedzi immunologiczne;
przy ponownym kontakcie z antygenem. Wyniki te dostarczajg uzytecznych informac;ji

w kontekscie planowania strategii szczepien.

Stwierdzono wyzsze miano przeciwciat klasy IgG i szybszy spadek przeciwciat w ciggu
ok. 12 tygodni od przyjecia drugiej dawki szczepionki u 0séb zaszczepionych szczepionkg
MRNA w porownaniu do oséb zaszczepionych szczepionkg wektorowg. Informacje
o réznicach w dynamice odpowiedzi immunologicznej wywotanej przez szczepionki oparte
o0 rozne platformy technologiczne majg kluczowe znaczenie dla dalszego rozwoju

szczepionek, nie tylko przeciwko COVID-19.

Okreslono, ze miano przeciwciat klasy IgG po zakazeniu SARS-CoV-2 albo szczepieniu
przeciwko COVID-19 szybko ulega zmniejszeniu. Drastyczny spadek odnotowano
w grupach badanych zaréwno po trzech, siedmiu jak i 18 miesigcach od przyjecia drugiej
dawki szczepionki. Wsréd osob zaszczepionych szczepionkg mRNA wyzszg czestosé
wystepowania przeciwciat przeciwko biatku S SARS-CoV-2 zaobserwowano u o0séb
posiadajgcych jednoczesnie przeciwciata przeciwko biatku N SARS-CoV-2, co dowodzi,
ze wczesniejsze zakazenie SARS-CoV-2 zwigksza znacznie szczytowy poziom

przeciwciat i okres ich péitrwania.

Nie stwierdzono nowych przypadkéw zakazen SARS-CoV-2 w okresie od lutego
do wrzesnia 2021 r. podczas dominacji VOC alfa i delta wéréd objetych badaniem
zaszczepionych pracownikow medycznych ani nauczycieli. Jednakze, pomimo przyjecia
trzeciej dawki szczepionki BNT162b2 przez niemal wszystkich pracownikédw medycznych
z DIDaCN, po falach zakazen spowodowanych VOC omikron odsetek oséb posiadajgcych
przeciwciata przeciwko biatku N SARS-CoV-2 wzrést prawie 7-krotnie, co wskazuije,
ze infekcje SARS-CoV-2 wystepowaty czesciej w okresie dominacji VOC omikron
niz wczesniejszych VOC. Przyczyng wzrostu seroprewalencji moze byc¢ takze stopniowe
znoszenie obostrzen w Polsce od marca 2022 r. az do odwotania stanu epidemii w maju
2022 r. Decyzja ta zostala uzasadniona poprawg stanu epidemiologicznego i mniejszg
liczbg nowych przypadkéw zakazen SARS-CoV-2, ktéra mogta jednak wynikaé
ze zmienionej strategii testowania i wigzgcym sie z nig niedoszacowaniem skali pandemii
COVID-19. Whioski ptyngce z analiz obejmujgcych rézne VOC SARS-CoV-2 wskazujg

na ciggta potrzebe monitorowania ochronnego efektu szczepieh jak i podejmowania
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dodatkowych dziatan na poziomie indywidualnym i populacyjnym, ktére moga przyczynia¢
sie do redukgcji transmisji SARS-CoV-2.

Pomimo, ze w maju 2023 r. WHO ogtosita, ze SARS-CoV-2 nie stanowi juz zagrozenia zdrowia
publicznego o zasiegu miedzynarodowym [10], wirus ten ciggle krazy i ewoluuje,
a zwiekszajgca sie liczba dowodow o szkodliwych dtugofalowych skutkach zakazenia

(tzw. long COVID) [68-70] podkresla wage wcigz aktualnego problemu.

Zebrany w ramach prowadzonych badan materiat biologiczny stanowi unikatowg kolekcje,
ktora moze by¢ wykorzystana w dalszych badaniach nad czynnikami wptywajgcymi
na zakazenie wirusami albo na odpowiedz immunologiczng, jak i w analizie skutecznosci
przeciwciat neutralizujgcych, nabytych na drodze zakazenia SARS-CoV-2 albo szczepienia

przeciwko COVID-19, wobec nowo pojawiajgcych sie wariantow genetycznych koronawirusa.

W kolejnym etapie badan planowana jest analiza uwarunkowanh genetycznych wptywajgcych
na transmisje oraz ciezkos¢ przebiegu zakazenia SARS-CoV-2. Ostatnie doniesienia
literaturowe wskazujg na znaczacg role czynnikéw genetycznych w patofizjologii COVID-19
oraz podatnosci na (re)infekcje [197]. W niniejszej pracy, w kazdej z badanych grup
zidentyfikowano zaréwno osoby, ktére przeszty infekcjie SARS-CoV-2 bezobjawowo,
jak i wymagajgce hospitalizacji. Celem dalszych analiz bedzie okreslenie u tych oséb
wariantéw genetycznych gendw/biatek odpowiedzialnych za wnikanie i aktywacje
proteolityczng biatka S SARS-CoV-2, ktore jak wykazano, sg zwigzane z ciezkim przebiegiem
COVID-19 [198, 199].

Potgczenie danych z niniejszej pracy, obejmujgcych odpowiedz na zakazenie réznymi VOC
albo szczepienie przeciwko COVID-19 z danymi pochodzgcymi z sekwencjonowania genéw
kodujacych biatka zaangazowane we wnikanie wirusa pozwoli doktadnie zgtebi¢ mechanizmy
odpowiedzi immunologicznej i rozpowszechniania sie SARS-CoV-2. Nowa wiedza nabyta
w ramach tych badan bedzie miata uniwersalny charakter, gdyz komdrkowe czynniki
gospodarza majg kluczowe znaczenie dla wnikania kilku klinicznie istotnych wiruséw,

w tym koronawirusow i wiruséw grypy typu A [200].
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9. Wykaz skrétéw

ADE - zjawisko wzmocnienia zaleznego od przeciwciat (ang. antibody-dependent
enhancement)

Biatko E — biatko otoczki (ang. envelope protein)

Biatko M — biatko btony (ang. membrane protein)

Biatko N — biatko nukleokapsydu (ang. nucleocapsid protein)

Biatko NSP — biatko niestrukturalne (ang. non-structural protein)

Biatko S — biatko kolca (ang. spike protein)

BSL-3 — trzecia klasa bezpieczenstwa biologicznego (ang. biosafety level 3)

CD - domena tgcznikowa (ang. connector domain)

CH — centralna helisa (ang. central helix)

CLIA — test chemiluminescencyjny (ang. chemiluminescence immunoassay)

COVID-19 - choroba wywotana przez SARS-CoV-2 (ang. coronavirus disease 2019)

CT - ogon cytoplazmatyczny (ang. cytoplasmic tail)

CTD - domena C-koncowa (ang. C-terminal domain)

DIDaCN — Klinika Chorob Zakaznych i Neurologii Dziecigcej Szpitala Klinicznego im. Karola
Jonschera Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (ang.
Department of Infectious Diseases and Child Neurology, Karol Jonscher’s Clinical Hospital,
Poznan University of Medical Sciences, Poznan)

ELISA — test immunoenzymatyczny (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)

EMA — Europejska Agencja Lekéw (ang. European Medicines Agency)

ER - retikulum endoplazmatyczne (ang. endoplasmic reticulum)

ERCIG - przedziat posredni pomiedzy retikulum endoplazmatycznym a aparatem Golgiego
(ang. endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment)

FCS — miejsce ciecia specyficzne dla furyny (ang. furin cleavage site)

FDA — Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug Administration)
FP — peptyd fuzyjny (ang. fusion peptide)

GA - aparat Golgiego (ang. Golgi apparatus)

GaOW - Oddziat Potozniczo-Ginekologiczny Szpitala Powiatowego we Wrzeéni (ang.
Gynecology and Obstetrics Ward, District Hospital, Wrzesnia)

hACE2 — ludzki enzym konwertujgcy angiotensyne 2 (ang. human angiotensin-converting
enzyme 2)

HCoV - ludzki koronawirus (ang. human coronavirus)

HR1 — powtdrzenia heptapeptydu 1 (ang. heptad repeat 1)

HR2 — powtérzenia heptapeptydu 1 (ang. heptad repeat 1)

ICTV — Miedzynarodowy Komitet Taksonomii Wiruséw (ang. International Committee on
Taxonomy of Viruses)

IDRs — regiony wewnetrznie nieuporzadkowane (ang. intrinsically disordered regions)

50



IFA — test immunofluorescenciji (ang. immunofluorescence assay)

Komorki NK — ang. natural killer cells, naturalne komérki cytotoksyczne

MERS - bliskowschodni zespét niewydolnosci oddechowej (ang. Middle East Respiratory
Syndrome)

MERS-CoV - koronawirus bliskowschodniego zespotu oddechowego (ang. Middle East
Respiratory Syndrome Coronavirus)

MHC — kompleks zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex)

NA — test neutralizacji (ang. neutralization assay)

NCBI — bioinformatyczna baza danych z zakresu biotechnologii, genomiki i medycyny (ang.
National Center for Biotechnology Information)

NTD — domena N-koncowa (ang. N-terminal domain)

ORF - otwarta ramka odczytu (ang. open reading frame)

Pangolin — ang. Phylogenetic Assignment of Named Global Outbreak LINeages, system
nazewnictwa SARS-CoV-2 oparty na analizie filogenetycznej

RBD - domena wigzgca receptor (ang. receptor binding domain)

RTC — kompleks replikacji i transkrypcji (ang. replication-transcription complex)

RT-PCR - tancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym z odwrotng transkrypcjg
(ang. reverse transcription - polymerase chain reaction)

Sarbecovirus — podrodzaj obejmujgcy wszystkie wirusy podobne do SARS-CoV-1 (ang.
SARS-Betacoronavirus)

SARS - ciezki ostry zespoét oddechowy (ang. severe acute respiratory syndrome)
SARS-CoV-1 — pierwszy koronawirus ciezkiego ostrego zespotu oddechowego (ang. severe
acute respiratory syndrome coronavirus 1)

SARS-CoV-2 — drugi koronawirus ciezkiego ostrego zespotu oddechowego (ang. severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2)

sgmRNA — mRNA powstate na matrycy subgenomowego RNA

sgRNA — subgenomowe RNA (ang. subgenomic RNA)

Tc — cytotoksyczne limfocyty T (ang. cytotoxic T cells)

Th — pomocnicze limfocyty T (ang. T helper cells)

TM — domena transbfonowa (ang. transmembrane domain)

TMPRSS2 — transbtonowa proteaza serynowa typu 2 (ang. type Il transmembrane serine
protease 2)

UE — Unia Europejska

VOC — wariant alarmowy (ang. variant of concern)

VOI — wariant budzacy zainteresowanie (ang. variant of interest)

VRNP — wirusowy kompleks rybonukleoproteinowy (ang. viral ribonucleoprotein complex)
WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

+SgRNA — subgenomowe RNA o dodatniej polarnosci

-sgRNA — subgenomowe RNA o ujemnej polarnosci
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KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Stomatologicum
ul. Bukowska 70 tel. (+48 61) 854 73 36
60-812 Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 470/20

Ustawy 2 dia 5 grudnia 1996 v. o zawodach lekarza i lekarzu dentysty (tj. Dz U. 3 2018 1., poz. 617 & poin. m.); Rogporuqdzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej z dnia 11 maja
1999 . w sprawie stowych zasad p ia i ia oraz trybu dzialania komisji bioetycznych (Dz. U. z 1999 r., Nr 47, poz. 480); Ustawy z dnia 6 wrzesnia 2001 r.
Prawo furmaceutyczne ( tj. Dz U. z 2017 r., poz. 2211 z poin. wm); Rowporudzenia Ministra Finansow z dnia 30 kwictnia 2004 r. w sprawie obowigzkowego ubezpiecienia
odpowiedzialnosci cywilnej badacza i sponsora (Dz. U. z 2004 Nr 101, poz. 1034 2 péin, um.); Rozporzgdzeniu Ministra Finunséw z dnia 18 muja 2005 r. amieniajqcego rozporzydzenie

w sprawie ici cywilnej badaczu i sponsora (Dz. U. 7 2005 r. Nr 101, poz. 845); Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwictnia 2004
r. w sprawie sposobu p ia badai Klinicznych = udzialem ich (Dz U. z 2004 r. Nr 104, por. 1108); Rozporzadzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia 2004 r. w
sprawie ia i i cigikiego niepoi deialania produktu leczmiczego (Dz. U. z 2004 r. Nr 104, poz. 1107); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia 1 dnia 17 lutego
2016 r. w sprawie wzordw wrioskdw i 2 badaniem Klinicznym wyrobit u wprobu do i ji oraz wysokosci oplat zu doienie tych
wnioskéw (Dz. U. z 2016 r., poz. 208); Ustawy z dnia 20 maja 2010 r. o wyrobach medycznych (tj. Dz U. z 2017 v. poz. 211, z pién. am.); Rogporzqdzenie Ministra Finansiw 2 dnin 6
puddziernika 2010 r. w sprawie obowi bezpieczeni iedsialnosci cywilnej sponsora i badaezu kfini w ik 2 iem badania klini wyrobow (Dz.
U. 22010 r. Nr 194, poz. 1290); Ustawy z dnia 18 marca 2011 r. o Urzgdzie Rejestracji w Lecani Wyrobéw i pw Biobdjczych (tj. Dz U. z 2016 r.,

il
po. 1718 2 pétn. wm.); Rozporzydzenia Ministra Zdrowia z dnia 2 maja 2012 r. w sprawie Dobrej Praktyki Klinicznej (Dz. U. 2 2012 r., poz. 489); Rozporzqdzenia Ministra Zikrowia 2
dnia 12 paidziernika 2018 r. w sprawie wzoréw dokumentow priedkladanych w pvigtku z badaniem Klinicznym produkiu leczniczego oraz oplat w tloienie wniosku o rogpocigcie
badania Klinicznego (Dz. U. 7 2018 r., poz. 1994); w oparciu o Deklaracje Helsiriskq - Zasady Etyczney ia w Eksperymencie Med) 2 Udzialem Ludzi oraz pracpisy
ICH GCP.

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 17 czerwca 2020 r.
rozpatrzyla wniosek dotyczgcy prowadzenia badan naukowych.
Kierownik projektu: dr Pawef Zmora

Miejsce prowadzenia badari:
Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

Crlonkowie zespotu

badawczego: dr Pawef Zmora
dr Elzbieta Lenartowicz
mgr Dagny Lorent
mgr Rafaf Nowak
mgr Katarzyna Ziétkowska
mgr Aleksandra Makarewicz
mgr Bartosz Zaremba

Temat badan:
,TMPRSS2 - potencjalny cel dla nowych lekéw oraz wyznacznik
przebiegu COVID19”.

Okres prowadzenia badan: czerwiec 2020 r. — czerwiec 2023 r.
Komisja wydata uchwale o pozytywnym zaopiniowaniu tego wniosku

Przewodniczqcy Komisji
\

{ \-\—/\}77 CA_A
prof. zw. dr hab. med. Pawel Checinski
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Polskiej Akademii Nauk

Jiwww.ibch.poznan.pl

Poznan, 01.08.2024 r.
Mgr Dagny Lorent
Zakiad Wirusologii Molekularnej
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN

Oswiadczenie kandydata o wktadzie wiasnym w publikacje
wchodzace w skiad rozprawy doktorskiej

Tytut publikacji: Prevalence of anti-SARS-CoV-2 antibodies in Poznan, Poland, after the first
wave of the COVID-19 pandemic.

Autorzy: Dagny Lorent*, Rafat Nowak*, Carolina Roxo, Elzbieta Lenartowicz, Aleksandra
Makarewicz, Bartosz Zaremba, Szymon Nowak, tukasz Kuszel, Jerzy Stefaniak, Ryszard
Kierzek, Pawel Zmora. *equal contribution

Czasopismo: Vaccines

Data opublikowania: 2021; 9(6):541.

Oswiadczam, ze méj wkiad w powstanie tej pracy obejmowat: rekrutacje uczestnikéw badania,
protokotowanie préb pobieranych do analiz i nadzér nad ich pobieraniem, przygotowywanie
préb do badan, wykonywanie eksperymentéw, sporzgdzanie sprawozdan z badan, analize
wynikéw i ich interpretacje, udziat w przygotowaniu pierwotnej wersji artykutu, odpowiedzi

dla recenzentéw oraz ostatecznej wersji manuskryptu.

Tytut publikacji: The longitudinal analysis on the anti-SARS-CoV-2 antibodies among
healthcare workers in Poland—before and after BNT126b2 mRNA COVID-19 vaccination.
Autorzy: Dagny Lorent, Rafat Nowak, Dawid Luwanski, Magdalena Pisarska-Krawczyk,
Magdalena Figlerowicz, Pawel Zmora.

Czasopismo: Vaccines

Data opublikowania: 2022; 10(10):1576.

Oswiadczam, ze moj wkiad w powstanie tej pracy obejmowat: przygotowywanie prob
do badan, wykonywanie eksperymentéw, sporzgdzanie sprawozdan z badan, analize wynikéw
iich interpretacje, udziat w przygotowaniu pierwotnej wersji artykutu, odpowiedzi

dla recenzentdw oraz ostatecznej wersji manuskryptu.
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Tytut publikacji: Differences in BNT126b2 and ChAdOx1 homologous vaccination antibody
response among teachers in Poznan, Poland.

Autorzy: Dagny Lorent, Rafat Nowak, Monika Jankowska, t.ukasz Kuszel, Pawel Zmora.
Czasopismo: Vaccines.

Data opublikowania: 2023; 11(1):118.

Oswiadczam, ze méj wkiad w powstanie tej pracy obejmowat: przygotowywanie prob
do badar, wykonywanie eksperymentéw, sporzadzanie sprawozdan z badan, analize wynikow
i ich interpretacje, udziat w przygotowaniu pierwotnej wersji artykutu, odpowiedzi
dla recenzentéw oraz ostatecznej wersji manuskryptu.

Tytut publikacji: Anti-SARS-CoV-2 antibodies level and COVID-19 vaccine boosters among
healthcare workers with the highest SARS-CoV-2 infection risk — follow up study.

Autorzy: Dagny Lorent, Rafat Nowak, Magdalena Figlerowicz, Luiza Handschuh, Pawel
Zmora.

Czasopismo: Vaccines.

Data opublikowania: 2024; 12(5):475.

Oswiadczam, ze moéj wkiad w powstanie tej pracy obejmowat: przygotowywanie prob
do badan, wykonywanie eksperymentow, analize wynikéw i ich interpretacje, udziat
W przygotowaniu pierwotnej wersji artykutu, odpowiedzi dla recenzentéw oraz ostatecznej

wersji manuskryptu.

Podpis kandydata
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Dr Pawet Zmora
Zaktad Wirusologii Molekularnej
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN

Oswiadczenie autora korespondencyjnego o wkiadzie kandydata w publikacje
wchodzace w skiad rozprawy doktorskiej

Tytut publikacji: Prevalence of anti-SARS-CoV-2 antibodies in Poznan, Poland, after the first
wave of the COVID-19 pandemic.

Autorzy: Dagny Lorent*, Rafat Nowak*, Carolina Roxo, Elzbieta Lenartowicz, Aleksandra
Makarewicz, Bartosz Zaremba, Szymon Nowak, tukasz Kuszel, Jerzy Stefaniak, Ryszard
Kierzek, Pawel Zmora. *equal contribution

Czasopismo: Vaccines

Data opublikowania: 2021; 9(6):541.

Oséwiadczam, ze wkiad mgr Dagny Lorent w powstanie tej pracy obejmowat: rekrutacje
uczestnikéw badania, protokotowanie préb pobieranych do analiz i nadzér nad ich
pobieraniem, przygotowywanie préb do badan, wykonywanie eksperymentéw, sporzadzanie
sprawozdan z badan, analize wynikéw i ich interpretacje, udziat w przygotowaniu pierwotnej
wersji artykutu, odpowiedzi dla recenzentéw oraz ostatecznej wersji manuskryptu.

Tytut publikacji: The longitudinal analysis on the anti-SARS-CoV-2 antibodies among
healthcare workers in Poland—before and after BNT126b2 mRNA COVID-19 vaccination.
Autorzy: Dagny Lorent, Rafat Nowak, Dawid Luwanski, Magdalena Pisarska-Krawczyk,
Magdalena Figlerowicz, Pawel Zmora.

Czasopismo: Vaccines

Data opublikowania: 2022; 10(10):1576.

Oséwiadczam, ze wktad mgr Dagny Lorent w powstanie tej pracy obejmowat: przygotowywanie
prob do badan, wykonywanie eksperymentéw, sporzgdzanie sprawozdan z badan, analize
wynikéw iich interpretacje, udziat w przygotowaniu pierwotnej wersji artykutu, odpowiedzi
dla recenzentow oraz ostatecznej wersji manuskryptu.
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Tytut publikaciji: Differences in BNT126b2 and ChAdOx1 homologous vaccination antibody
response among teachers in Poznan, Poland.

Autorzy: Dagny Lorent, Rafat Nowak, Monika Jankowska, tukasz Kuszel, Pawel Zmora.
Czasopismo: Vaccines.

Data opublikowania: 2023; 11(1):118.

Oswiadczam, ze wktad mgr Dagny Lorent w powstanie tej pracy obejmowat: przygotowywanie
préb do badan, wykonywanie eksperymentow, sporzadzanie sprawozdan z badan, analize
wynikdw i ich interpretacje, udziat w przygotowaniu pierwotnej wersji artykutu, odpowiedzi
dla recenzentéw oraz ostatecznej wersji manuskryptu.

Tytut publikacji: Anti-SARS-CoV-2 antibodies level and COVID-19 vaccine boosters among
healthcare workers with the highest SARS-CoV-2 infection risk — follow up study.

Autorzy: Dagny Lorent, Rafat Nowak, Magdalena Figlerowicz, Luiza Handschuh, Pawel
Zmora.

Czasopismo: Vaccines.

Data opublikowania: 2024; 12(5):475.

Oswiadczam, ze wktad mgr Dagny Lorent w powstanie tej pracy obejmowat: przygotowywanie
prob do badan, wykonywanie eksperymentow, analize wynikéw i ich interpretacje, udziat
w przygotowaniu pierwotnej wersji artykutu, odpowiedzi dla recenzentéw oraz ostatecznej

wersji manuskryptu.

Podpis autora korespondencyjnego
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Abstract: In comparison to other European countries, during the first months of the COVID-19
pandemic, Poland reported a relatively low number of confirmed cases of severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) infections. To estimate the scale of the pandemic in Poland, a
serosurvey of antibodies against SARS-CoV-2 was performed after the first wave of COVID-19 in
Europe (March-May 2020). Within this study, we collected samples from 28 July to 24 September
2020 and, based on the ELISA results, we found that 1.67% (25/1500, 95% CI 1.13-2.45) of the
Poznan (Poland) metropolitan area’s population had antibodies against SARS-CoV-2 after the first
wave of COVID-19. However, the presence of anti-SARS-CoV-2 IgG antibodies was confirmed with
immunoblotting in 56% (14/25) samples, which finally resulted in a decrease in seroprevalence,
i.e., 0.93% (14/1500, 95% CI 0.56-1.56). The positive anti-SARS-CoV-2 IgG results were associated
with age, occupation involving constant contact with people, travelling abroad, non-compliance
with epidemiological recommendations and direct contact with the novel coronavirus. Our findings
confirm the low SARS-CoV-2 incidence in Poland and imply that the population had little herd
immunity heading into the second and third wave of the pandemic, and therefore, that herd immunity
contributed little to preventing the high numbers of SARS-CoV-2 infections and COVID-19-related
deaths in Poland during these subsequent waves.

Keywords: SARS-CoV-2; seroprevalence; antibodies; COVID-19; pandemic; Poland

1. Introduction

The emergence and rapid spread across the globe of severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has affected almost every aspect of life. The SARS-CoV-2
virus can cause coronavirus disease 2019 (COVID-19), which is manifested by non-specific
symptoms, such as fever, cough, fatigue and rapid loss of taste and smell. The symptoms
can range from mild to severe illness [1,2]. In some cases, the SARS-CoV-2 infection can
be asymptomatic [3]. Due to the non-specific symptoms or asymptomatic course of novel
coronavirus infection, the diagnosis is based on the detection of viral genetic material by the
molecular techniques, i.e., reverse transcription and polymerase chain reaction (RT-PCR)
or loop-mediated isothermal amplification (LAMP) [4,5]. Currently, the RT-PCR is a gold
standard in the diagnosis of SARS-CoV-2 infection due to its high sensitivity and specificity,
internal controls of the reaction as well as the possibility of running many samples at
once [6,7].
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Based mostly on the RT-PCR results, from 1 January to 31 December 2020 the World
Health Organization reported almost 81.5 million confirmed cases of SARS-CoV-2 infections
and over 1.8 million deaths related to the virus worldwide [8,9]. The most affected countries
with highest numbers of new SARS-CoV-2 infections and COVID-19 related deaths among
European Union were Italy, Spain, France, Belgium and the UK [10,11]. At the same time,
Poland was hit by “two waves” of the pandemic, i.e., from 10 March 2020 to 20 April
2020 and from 4 October 2020 to 27 December 2020, with 1.3 million confirmed SARS-
CoV-2 infections and 28.5 thousand deaths caused by the novel coronavirus [12]. Due
to the political decisions to test only symptomatic patients [12], nonspecific symptoms
of COVID-19 [1,2], and asymptomatic SARS-CoV-2 infections [3], those numbers may be
underestimated.

The aims of the present sero-epidemiological study were to estimate the prevalence of
SARS-CoV-2 antibodies in the population of the Poznari metropolitan area (Poland) after
the first wave of the COVID-19 pandemic, to find the risk factors associated with COVID-19,
and to compare the immunoassays used in detection of anti-SARS-CoV-2 antibodies.

2. Materials and Methods
2.1. Study Design and Participants

We randomly selected and invited 1500 adult (over 18 years old) study participants
from approximately 15,000 volunteers living in the Poznaini metropolitan area, Poland,
who answered the online epidemiological survey. The web-based survey was opened for
5 days, i.e., 18-23 July 2020, and broadly advertised in local and national newspapers,
radio, TV, web portals as well as social media. Demographic data, including age, gender
and occupation of each participant, were collected. Additionally, we asked volunteers
about their current health status, potential flu-like symptoms in the last nine months
and behavior during the COVID-19 pandemic, namely compliance with epidemiological
recommendations. To estimate the severity of an individual’s flu-like symptoms, we
developed a scoring system based on subjects’ self-assessment answers. If the patient did
not show any symptoms, a value of 0 was assigned. Each symptom, such as fever, cough,
runny nose, fatigue, muscle and joint pain, sore throat, headache, diarrhea and loss of
smell or taste, was rated as 1, and hospitalization due to the flu-like symptoms was rated
as 5. Additionally, the study participants were asked to compare flu-like symptoms in
the last nine months before the serological test to flu-like symptoms in the previous years.
Symptoms of flu-like illness in the last nine months that were milder than those experienced
in the past were graded as 0, symptoms of the same severity were graded as 3, and more
severe symptoms as 5. Based on the total sum of values of individual responses, study
participants were divided into four groups: “asymptomatic” (0 points), “mild” (1-5 points),
“moderate” (6-14 points) or “severe” (15-24 points). A similar classification approach was
implemented to assess individuals’ compliance with epidemiological recommendations.
If the study participant did not follow any recommendations, a value of 0 was assigned.
Each of the preventive measures, such as face mask use, disinfection and social distance,
remote work, avoiding contact with other people, and avoiding the use of public transport,
was rated as 1. Depending on the total sum of values of individual responses, study
participants were divided into three groups: “non-compliant” (0 points), compliant “at
some point” (1-2 points) and compliant “in general” (3—4 points) with epidemiological
recommendations.

2.2. Laboratory Analysis

The blood samples were collected from individuals from 28 July 2020 to 24 September
2020 (Figure S1) at the Wielkopolskie Centrum Medycyny Podrézy, Poznan, and transferred
to the IBCH PAS for analysis of anti-SARS-CoV-2 antibodies presence. In case of ELISA
positive results for the presence of anti-SARS-CoV-2 IgA or borderline results for the anti-
SARS-CoV-2 IgG, the study participants were asked to come again within 2-3 weeks and a
blood collection as well as an ELISA analysis were repeated. For five study participants
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with anti-SARS-CoV-2 IgG-positive results, we did the follow-up analysis at 10 weeks after
the first test.

The presence of IgA and IgG antibodies against SARS-CoV-2 was determined using
anti-SARS-CoV-2 IgA ELISA (Eurolmmun) or anti-SARS-CoV-2 IgG ELISA (Eurolmmun)
assays, respectively. The chosen immunoassays recognized specific anti-SARS-CoV-2
antibodies against the spike (S) protein and, according to Beavis and colleagues [13],
demonstrate good and excellent specificity for IgA and IgG antibodies, respectively. All
anti-SARS-CoV-2 IgG positive-samples were confirmed with quantitative anti-SARS-CoV-2
IgG immunoblot (Polycheck), which uses the S protein and phosphorylated nucleocapsid
protein (PNC) as antigens.

2.3. Statistical Analysis

The categorical variables were presented as counts and percentages, and the seropreva-
lence estimates were presented together with 95% CI. The 95% CI of the seroprevalence
was calculated using the hybrid Wilson/Brown method. The differences between groups
were analyzed with Mann-Whitney or Kruskal-Wallis tests. All statistical analyses were
performed with the GraphPad Prism 9 software.

2.4. Ethics Approval

The study was approved by the Bioethics Committee at the Poznan University of
Medical Sciences, Poznan, Poland (Resolution No. 470/20 from 17 June 2019). In addi-
tion, written informed consent was obtained from 1500 study participants before blood
collection.

3. Results
3.1. Characteristics of Study Participants

The study group included 1500 adults without any flu-like symptoms at the sampling
time and consisted of 896 (59.7%) female and 604 (40.3%) male subjects at a mean age of
38.7 & 12.7 years old (Table 1). Within the group of volunteers, 964 (64.2%) did not report
any chronic diseases, while 536 (35.8%) study participants were treated due to the chronic
diseases, such as hypertension, asthma, Crohn disease, rheumatoid arthritis, diabetes
or depression. (Table 2). In the last 9 months before the serological tests, 1240 (82.7%)
study participants reported flu-like symptoms, i.e., fever, cough, fatigue, muscle and joint
pain, etc. (Table 2), mostly with mild (454 /1240, 36.6%) and moderate (720/1240, 58.1%)
severity. In addition, 356 (23.7%) of volunteers with flu-like symptoms in the 9 last months
before blood collection, or with potential contact with a SARS-CoV-2 infected person, were
tested for the presence of SARS-CoV-2, and 7 (1.9%) received a positive result (Table 1).
Most of the study participants (96.9%) followed the epidemiological recommendations, i.e.,
wearing a mask covering the nose and mouth, maintaining social distance and regularly
disinfecting hands. Only 40 (2.7%) individuals had known contact with a SARS-CoV-2
infected person, while the majority, i.e., 1085 (72.3%) study participants, had not known
about such situations (Table 3).

Table 1. Prevalence of anti-SARS-CoV-2 IgG antibodies in Poznari metropolitan area.

ELISA Immunoblot
Category Participants Positive Seroprevalence Positive Seroprevalence
Results (95% CI) Results (95% CI)
Overall
1500 25 1.67% 14 0.93%

(1.13-2.45) (0.56-1.56)
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Table 1. Cont.

ELISA Immunoblot
Category Participants Positive Seroprevalence Positive Seroprevalence
Results (95% CI) Results (95% CD)
Gender

1.56% 0.89%

Female 896 14 (0.93-2.60) 8 (0.45-1.75)
1.82% 0.99%

Male 604 n (1.02-3.23) 6 (0.46-2.15)

Age

1.61% 0.80%

18-33 623 10 (0.87-2.92) > (0.34-1.87)
1.82% 1.16%

34-49 606 n (1.02-3.22) 7 (0.56-2.37)
1.03% 0.00%

50-65 194 2 (0.18-3.68) 0 (0.00-1.94)
2.60% 2.60%

65+ 77 2 (0.46-8.99) 2 (0.46-8.99)

Test for the SARS-CoV-2 presence
- 42.86% 42.86%
Positive 7 3 (15.82-74.95) 3 (15.82-74.95)

_ 2.29% 1.72%

Negative 349 8 (1.17-4.46) 6 (0.79-3.70)
1.22% 0.44%

Not tested 1144 14 (0.73-2.04) 5 (0.19-1.02)

Table 2. Anti-SARS-CoV-2 seroprevalence related to health status and severity of last flu-like illness.

ELISA Immunoblot
Category Participants Positive Seroprevalence Positive Seroprevalence
Results (95% CI) Results (95% CI)
Chronic diseases

1.66% 1.14%

None 964 16 (1.02-2.70) 1 (0.64-2.03)
0.54% 0.54%

CS-CDs 185 1 (0.03-3.00) ! (0.03-3.00)
3.85% 0.00%

RS-CDs 78 3 (1.05-10.71) 0 (0.00-4.69)
0.00% 0.00%

-CDs 8 0 (0.00-32.44) 0 (0.00-32.44)
0.00% 0.00%

CKD 1 0 (0.00-94.87) 0 (0.00-94.87)
0.00% 0.00%

DT-CDs 23 0 (0.00-14.31) 0 (0.00-14.31)
2.35% 0.59%

A-CDs 170 4 (0.90-5.76) ! (0.03-3.26)
0.00% 0.00%

NeoD 5 0 (0.00-43.45) 0 (0.00-43.45)
2.00% 2.00%

MetD 50 1 (0.10-10.50) ! (0.10-10.50)
Menth % 0 0.00% 0 0.00%

(0.00-11.70) (0.00-11.70)
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Table 2. Cont.

ELISA Immunoblot
Category Participants Positive Seroprevalence Positive Seroprevalence
Results (95% CI) Results (95% CI)
Severity of flu-like illness in the last 9 months before serological tests
No 3.08% 1.92%
symptoms 260 8 (1.57-5.95) 5 (0.82—-4.42)
. 1.10% 0.88%
Mild 454 5 (0.42-2.30) 4 (0.34-2.24)
1.67% 0.69%
Moderate 720 12 (0.96-2.89) > (0.30-1.62)
0.00% 0.00%
Severe 66 0 (0.00-5.50) 0 (0.00-5.50)

CDs—chronic diseases; CS-CDs—circulatory system CDs, i.e., hypertension; RS-CDs—respiratory system CDs,
i.e., asthma; I-CDs—infectious CDs, i.e., HIV/AIDS; CKD—chronic kidney disease; DT-CDs—digestive track CDs,
i.e., Crohn disease; A-CDs—autoimmunological chronic diseases, i.e., allergies; NeoD—neoplasmatic diseases,
i.e., cancer; MetD—metabolic diseases, i.e., diabetes; MentD—mental disorders, i.e., depression.

Table 3. SARS-CoV-2 infection risk factors.

ELISA Immunoblot
Category Participants Positive Seroprevalence Positive Seroprevalence
Results (95% CI) Results (95% CI)
Occupation involving constant contact with people (i.e., physicians, nurses, shop assistants, civil
servants)
1.47% 1.20%
Yes 749 1 (0.82-2.61) ? (0.63-2.27)
1.86% 0.67%
No 751 14 (1.11-3.11) > (0.29-1.55)
Travelling abroad
2.93% 1.46%
Yes 574 16 (1.81-4.70) 8 (0.74-2.86)
0.94% 0.63%
No 953 ? (0.50-1.78) 6 (0.29-137)

Compliance with epidemiological recommendations (i.e., remote work, wearing a mask covering
nose and mouth, avoiding contact with other people, avoiding the use of public transport)

No 46 1 (0.121'31/(.)33) 1 (0.1213;/?34)

im0 ; 068319 : 039250

in gierféral 1049 18 (1.(1).97—220./070) ? (0.2'58—610./22)
Known contact with SARS-CoV-2 infected person

Yes 40 2 (0.8%?%/(.)79) 2 (0.859'9(1)21.)50)

No 375 7 (0;'18—73:)./;0) 5 (0.113'73—3;./68)

Not known 1085 16 (o;ﬂ)./;& 7 (o.gi6-510./§3)

3.2. Anti-SARS-CoV-2 Seroprevalence

In total, 25 of 1500 (1.67%) collected samples were found to be positive for anti-SARS-
CoV-2 IgG antibodies by the ELISA (Table 1). Simultaneously, 60 of 1500 (4.0%) collected
samples were found to be positive for anti-SARS-CoV-2 IgA antibodies, but, in all of those
cases, we did not observe IgA to IgG seroconversion (data not shown). There were no
significant differences in seroprevalence between the weeks when the blood was collected
(data not shown). We did not observe significant differences in the seroprevalence within
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gender (Table 1). The differences in the anti-SARS-CoV-2 antibodies presence were found
among groups at different ages (Table 1) and with different health status (Table 2). Based
on the ELISA results, the highest seropositivity was found among people over 65 years old,
and among study participants with chronic diseases of the respiratory system (Table 2).

Antibodies against the novel coronavirus were found in only three (42.9%) and eight
(2.3%) study participants with positive and negative PCR-based test results, respectively.
We found anti-SARS-CoV-2 antibodies in 14 samples from volunteers previously not
tested with PCR or antigen tests (Table 1). Additionally, we found that among the tested
study participants, 8/25 (35%) of SARS-CoV-2 infections followed an asymptomatic course
(Table 2).

3.3. SARS-CoV-2 Infection Risk Factors

One of the highest anti-SARS-CoV-2 IgG seroprevalence rates was found among study
participants who travelled abroad in the last 9 months before serological tests (Table 3).
Others were individuals who did not follow epidemiological recommendations and persons
who had direct contact with SARS-CoV-2 (Table 3). Based on the ELISA results, we did
not find significant differences in the presence of anti-SARS-CoV-2 antibodies between
individuals working in different roles.

3.4. Comparison of ELISA and Immunoblot Methods of Anti-SARS-CoV-2 Antibodies Detection

The presence of anti-SARS-CoV-2 IgG antibodies was confirmed with immunoblot-
ting in 14 of 25 samples (56%) (Table 1). For most analyzed parameters, the trend in the
anti-SARS-CoV-2 seropositivity was not changed, i.e., based on the immunoblot, study
participants over 65 years old, individuals who did not follow the epidemiological rec-
ommendations and people with direct contact with SARS-CoV-2 were characterized with
highest seroprevalence (Tables 1-3). At the same time, the immunoblot analysis revealed
that there are significant differences in the seroprevalence between individuals whose occu-
pation involved constant contact with other people, e.g., physicians, nurses, shop assistants
and civil servants (Table 3). The ELISA false positive results were found mostly among
study participants between 18 and 33 years old (Table 1), as well as among volunteers with
chronic diseases of the autoimmunological and respiratory systems (Table 2).

3.5. Anti-SARS-CoV-2 Antibody Levels

With quantitative immunoblots, we were able not only to confirm the ELISA results,
but also to analyze the levels of anti-SARS-CoV-2 phosphorylated nucleoprotein (PNC) and
anti-SARS-CoV-2 spike (S) antibodies. We found different levels of analyzed antibodies
among study participants, as shown in Figure 1a. In addition, the anti-SARS-CoV-2 PNC
and anti-SARS-CoV-2 S antibody levels differed within the same samples. Due to the low
number of positive individuals, we did not correlate the antibody levels with previously
mentioned parameters, i.e., age and gender.

With five study participants, we performed follow-up study and analyzed the level
of anti-SARS-CoV-2 antibodies at 10 weeks after the first blood collection. As shown in
Figure 1b, we did not observe any significant differences, but in 4 of 5 samples we reported
slight decrease in the antibody level. For one sample, we found an increase in anti-SARS-
CoV-2 S antibody levels (Figure 1b).
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Figure 1. Anti-SARS-CoV-2 antibody levels among volunteers. (a) The total levels of anti-SARS-CoV-2 phosphorylated
nucleoprotein (PNC) and anti-SARS-CoV-2 spike (S) antibodies among study participants (N = 14). (b) The changes in the
anti-SARS-CoV-2 PNC (left) and anti-SARS-CoV-2 S (right) antibody levels within 10 weeks in five study participants. Each
dot represents a single study participant.

4. Discussion

For many months, the reported novel coronavirus infection cases and COVID-19-
related mortality in Poland were among the lowest in Europe [8,9,11,12]. For example,
on 1 October 2020, there were 2469.99 confirmed SARS-CoV-2 cases and 67.20 COVID-
19-related deaths per one million citizens, but, at the same time, in Spain and Germany
there were 16,652.99 and 3527.39 confirmed infections and 683.84 and 113.49 deaths per
one million citizens, respectively [8,9]. Those differences may be explained by the early
implementation of public health measures in Poland, such as the closing of primary schools
and the so-called deep lockdown in March and April 2020, just after the first confirmed
SARS-CoV-2 infections. In addition, the discrepancies in the novel coronavirus cases
between Poland and other comparable European Union members may result from the
number of performed diagnostic tests. For example, at the beginning of October 2020,
an average of 22,125 tests were performed per day in Poland. In comparison, there were
679,134 and 1,123,823 tests performed daily in Spain and Germany, respectively [14]. Finally,
the differences in pandemic scale between Poland and other countries may be due to the
political decisions to test only symptomatic patients [12] and the lack of free tests for the
presence of novel coronavirus for the general population. This excludes individuals with
asymptomatic SARS-CoV-2 infection from official statistics and does not prevent emergence
of new epidemic foci, since the asymptomatic SARS-CoV-2 infected persons still can infect
others [3,15,16]. Furthermore, according to our results, as well as data presented by others,
the asymptomatic rate can range from 20% to up to 80% [17,18]. All of the above-mentioned
reasons may cause the official numbers of SARS-CoV-2 infections to be underestimated.

Estimation of the scale of the COVID-19 pandemic, as well as objective comparison
of different populations, can be achieved through sero-epidemiological studies. Our data
demonstrates low (0.93%) seroprevalence of anti-SARS-CoV-2 antibodies in the general
population of the Poznan metropolitan area. Poznan is one of the biggest cities in Poland
with almost one million inhabitants and, therefore, may represent the situation in other
large Polish metropolitan areas, which, in total, represent approximately 30% of the society.
However, it should be noted that the seroprevalence can differ in smaller cities and villages,
due to, among other factors, the lower access to the health care system and diagnostic cen-
ters, as shown by others [19,20]. Based on our results of anti-SARS-CoV-2 seroprevalence,
i.e., 0.93%, and demographic data, i.e., data on 3.5 million citizens as well as the numbers
of confirmed SARS-CoV-2 infections presented by the Polish Ministry of Health, we cal-
culated that in September 2020, just before the so-called second wave of the pandemic,
approximately four-fold more infections occurred than were reported by the government,
i.e., 32,550 SARS-CoV-2 infections based on seroprevalence vs. 7985 COVID-19 cases from
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official statistics. These discrepancies may result from asymptomatic SARS-CoV-2 infection,
as mentioned above, as well as reluctance to undergo diagnostic coronavirus testing, which
is potentially linked with a mandatory 10-day period of quarantine. The hesitation in
testing might result from the lack of trust towards healthcare workers among the general
population in Poland. Based on YouGov data, in the context of the ongoing pandemic, the
Polish population exhibits higher levels of trust towards family and friends, in contrast to
other European nations, who ranked medical experts as the most trusted [21].

In comparison to Poznan, the anti-SARS-CoV-2 seroprevalence at similar time points,
in other metropolitan cities, was higher, i.e., in Madrid, Spain, it was equal to 13.6% [22], in
Geneva, Switzerland, it was 10.8% [23], and in Tehran, Iran, it was 16.3% [20]. This situation
ensured that as of September 2020, the Polish population remained largely immunologically
naive to the virus. The low seroprevalence in Poland also highlights the importance of
the vaccination against COVID-19. It is estimated that the spread and transmission of
SARS-CoV-2 will be stopped with 60-70% of the population being vaccinated [24]. It is
impossible and extremely dangerous to reach this level of herd immunity through SARS-
CoV-2 infections.

In addition to estimating the percentage of Poznan metropolitan area citizens that
underwent novel coronavirus infection, we also found the SARS-CoV infection risk factors
in the wider Polish population. Namely, contact with SARS-CoV-2 infected individuals, age
over 65 years, non-compliance with epidemiological recommendations, travelling abroad,
and having an occupation involving constant contact with people (i.e., physicians and
nurses), are linked with higher seroprevalence. Our data confirmed previously published
results [19,25].

Moreover, it should be noted that besides its many strengths, such as the relatively
large group of study participants and the use of two independent techniques for anti-
SARS-CoV-2 antibody detection, our study has some limitations. First of all, we observed
overrepresentation of women in the study, i.e., 59.7% vs. 51.5% in the Polish population,
probably due to higher willingness to participate in online surveys [26]. However, since
we did not detect significant differences in the seroprevalence among gender, this fact
should not bias the final results. In addition, individuals travelling abroad were also
overrepresented in the study. According to the Polish Tourism Organisation, 54% of
the Polish population travelled for the purposes of vacation in 2019, and 18.3% of them
travelled abroad [27]. This fact may lead to some bias and overestimation of seroprevalence.
On the other hand, there is underrepresentation of study participants over 65, i.e., 5.1% vs.
22% in Polish society. This fact can be explained by the use of an online survey and the
problems encountered by older people when using modern technology [28]. In addition,
there were many volunteers who wanted to participate, but due to the COVID-19 pandemic,
high risk of severe COVID-19 in this age group, and the recommendation to stay at home
and isolate from others, they cancelled the meetings and were replaced by the next random
person from the list. Finally, our results can be biased due to the sensitivity and specificity
of serological tests. Currently, it was published that many serological tests, including the
EuroImmun ELISA used in our study, cannot detect the anti-SARS-CoV-2 antibodies at low
levels, which is characteristic for so-called non-responders [29]. This might explain why we
did not detect the antibodies in 4 of 7 study participants with positive results in the RT-PCR
test. The problem with specificity of serological tests was also observed by us in the case of
anti-SARS-CoV-2 IgA antibodies. In all cases of individuals with positive results for IgA
antibodies, we did not observe seroconversion. The false positive results of the presence
of IgA antibodies were mostly correlated with allergies, which was not described by the
manufacturer. It should be also highlighted that ELISA is a very good screening method,
but the results should be confirmed by immunoblot. As shown in our study for the first
time, the ELISA false positive signals can be as high as almost 50% of all positive results.
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5. Conclusions

To our knowledge, this is the first study which demonstrates the anti-SARS-CoV-2
antibody seroprevalence in the general population in Poland after the first wave of the
COVID-19 pandemic. Our findings confirm that the low SARS-CoV-2 incidence in Poland
is probably due to the effectiveness of early countermeasures. However, based on the
seroprevalence of 0.93%, it should be noted that the official numbers of novel coronavirus
infections were underestimated and that approximately four-fold more infections occurred
than were reported by the Polish Ministry of Health. The low anti-SARS-CoV-2 sero-
prevalence implies that the population had little herd immunity heading into the second
and third wave of the pandemic, and therefore, that herd immunity contributed little to
preventing the high numbers of SARS-CoV-2 infections and COVID-19-related deaths in
Poland during these subsequent waves. Finally, taking into account all above-mentioned
limitations of our study, the obtained seroprevalence may be underestimated. Therefore,
further studies on the SARS-CoV-2 burden in Poland are needed.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article/
10.3390/vaccines9060541/s1, Figure S1. SARS-CoV-2 infections and COVID-19 related deaths in
Poland during the COVID-19 pandemic. Data collected and published online by Michal Rogalski.
Blue marks the time of blood collection from study participants in Poznan metropolitan area.
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W N e

Abstract: One of the groups most vulnerable to severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2) infection is healthcare workers (HCWs) who have direct contact with suspected and
confirmed coronavirus diseases 2019 (COVID-19) patients. Therefore, this study aimed to (i) conduct
a longitudinal analysis of the seroprevalence of SARS-CoV-2 infection among HCWs working in two
healthcare units (HCUs) in Poland and (ii) identify anti-SARS-CoV-2 IgG antibody (Ab) response
factors following infection and anti-COVID-19 vaccination. The overall seroprevalence increased
from 0% at baseline in September 2020 to 37.8% in December 2020. It reached 100% in February
2021 after BNT126b2 (Pfizer New York, NY, USA /BioNTech Mainz, Germany) full vaccination and
declined to 94.3% in September 2021. We observed significant differences in seroprevalence between
the tested high- and low-risk infection HCUs, with the highest seropositivity among the midwives
and nurses at the Gynecology and Obstetrics Ward, who usually have contact with non-infectious
patients and may not have the proper training, practice and personal protective equipment to
deal with pandemic infections, such as SARS-CoV-2. We also found that anti-SARS-CoV-2 Ab
levels after coronavirus infection were correlated with disease outcomes. The lowest Ab levels
were found among HCWs with asymptomatic coronavirus infections, and the highest were found
among HCWs with severe COVID-19. Similarly, antibody response after vaccination depended on
previous SARS-CoV-2 infection and its course: the highest anti-SARS-CoV-2 Ab levels were found in
vaccinated HCWs after severe COVID-19. Finally, we observed an approximately 90-95% decrease
in anti-SARS-CoV-2 Ab levels within seven months after vaccination. Our findings show that HCWs
have the highest risk of SARS-CoV-2 infection, and due to antibody depletion, extra protective
measures should be undertaken. In addition, in the context of the emergence of new pathogens
with pandemic potential, our results highlight the necessity for better infectious disease training and
regular updates for the low infection risk HCUs, where the HCWs have only occasional contact with
infectious patients.

Keywords: SARS-CoV-2; antibodies; healthcare workers; seroprevalence; vaccine; Poland

1. Introduction

Since the first reported case of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) in December 2019 in Wuhan, China, the WHO has reported almost 597 million
confirmed cases of novel coronavirus infections and 6.46 million deaths related to coron-
avirus diseases 2019 (COVID-19) [1]. One of the groups most vulnerable to SARS-CoV-2
infections is healthcare workers (HCWs) who have direct contact with suspected and con-
firmed COVID-19 patients [2—4]. The best way to prevent a novel coronavirus infection is
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vaccination [5-10]. Safe and efficient COVID-19 vaccines were developed and approved
by the U.S. Food and Drug Administration (Silver Spring, MD, USA) and the European
Medicines Agency (Amsterdam, The Netherlands) in 2020 [11,12]. Since the healthcare
system is the most crucial element in the fight against COVID-19 and depends completely
on HCWs, the WHO recommended vaccinating HCWs during the first phase of vaccination
campaigns [13].

The Polish vaccination strategy included four phases [14]. So called phase 0 included
COVID-19 vaccination with two doses of BNT126b2 mRNA vaccine (Pfizer/BioNTech)
restricted to the HCWs, medical students and social care workers. The first vaccines were
administered in the last days of December 2020, and as of March 2021, most HCWs had
been fully vaccinated. In phase 1, which started in mid-January 2021, COVID-19 vaccines
were offered to elderly over 60 y.o., long-term care facilities residents and public service
workers, i.e., teachers. During the next phase, individuals with comorbidities, as well as
other essential workers might be vaccinated. Finally, in phase 3 the COVID-19 vaccine
might be administered to each person older than 18 y.o. In phases 1-3, the following
COVID-19 vaccines were available: BNT126b2 mRNA vaccine (Pfizer/BioNTech), mRNA-
1273 (Moderna, Cambridge, MA, USA), AZD1222 (AstraZeneca, Cambridge, UK/Oxford
University, Oxford, UK) and JNJ-78436735 (Janssen Pharmaceutical Companies, Beerse,
Belgium). Depending on the current epidemiological situation and vaccine availability,
the vaccination rollout was updated, with specific COVID-19 vaccines targeting particular
groups, i.e., the AZD1222 with a 3-month time period between the doses was offered to the
teachers. Up to date, approximately 57.8% of the Polish society was fully vaccinated [15],
and the HCWs are one of the groups with the highest vaccination rate. It is estimated that
approximately 93% of physicians, 90% of dentists, 92% of medical laboratory assistants,
90% of midwives and 89% of nurses administered at least two doses of the COVID-19
vaccine [16].

The BNT162b2 mRNA COVID-19 vaccine, developed by Pfizer and BioNTech,
consists of nucleoside-modified mRNA encoding full-length SARS-CoV-2 spike (S) gly-
coprotein formulated in lipid nanoparticle composition. This vaccine showed high
efficacy in preventing COVID-19 two and six months after the second vaccine dose, i.e.,
95% [17] and 91.3% [18], respectively. However, it should be highlighted that vaccine
protection is not endless and a reduction in effectiveness against COVID-19 and waning
immunity with time was observed [19]. The seroprevalence of SARS-CoV-2 infection, as
well as antibody response after COVID-19 vaccination among HCWs in Poland [20-22],
as well as other countries [3,23,24] were analyzed by many research groups. The im-
mune response to natural SARS-CoV-2 infection, as well as COVID-19 vaccination, is not
fully understood.

Here, we present the antibody responses after natural SARS-CoV-2 infection and
COVID-19 vaccination among HCWs from different healthcare units with different SARS-
CoV-2 infection risks at four time points through one year.

This study aimed to (i) conduct a longitudinal analysis of the prevalence of anti-SARS-
CoV-2 antibodies among HCWs in Poland and (ii) identify anti-SARS-CoV-2 IgG antibody
response factors following coronavirus infection and anti-COVID-19 vaccination.

2. Materials and Methods
2.1. Study Participants

We invited HCWs from several COVID-19 and non-COVID-19 hospital healthcare
units (HCUs) in the Greater Poland region, Poland. Based on healthcare unit specificity,
such as structure, size, and numbers of employees and patients, we included HCWs from
the Department of Infectious Diseases and Child Neurology (DIDaCN), K. Jonscher’s
Clinical Hospital, Poznan University of Medical Sciences, Poznan, and the Gynecology
and Obstetrics Ward (GaOW), District Hospital, Wrzesnia, in the study. The HCWs were
invited to participate in the project on a voluntary basis.
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2.2. Study Design

All participants were asked to answer an online epidemiological survey to collect
data on sex, age, profession, and previous SARS-CoV-2 RT-PCR test results. Additionally,
HCWs with confirmed COVID-19 were questioned about the severity of their symptoms.
Individual flu-like symptoms, e.g., fever, cough, runny nose, fatigue, and muscle and joint
pain, were rated as mild to moderate, while participants who required hospitalization were
classified as having a severe course of infection. HCWs who had not shown any flu-like
symptoms in the last nine months before the analysis but had received positive results for
an anti-SARS-CoV-2 ELISA were defined as asymptomatic.

Blood samples were collected from 90 individuals at either the DIDaCN or GOaW
in September 2020 after the first wave of the COVID-19 pandemic; in December 2020
after the second wave of the COVID-19 pandemic; in February 2021, approximately two
weeks after the second dose of the BNT162b2 (Pfizer/BioNTech) vaccine; in September
2021 after the third wave of the COVID-19 pandemic and approximately seven months
after vaccination (Supplementary Figure S1). At the last time point, 15 out of 90 enrolled
individuals did not donate their blood since they did not show up and did not answer our
contact attempts.

2.3. Laboratory Analysis

Before the COVID-19 vaccination, we determined the prevalence of SARS-CoV-2 infec-
tion using semi-quantitative anti-SARS-CoV-2 S IgG ELISA (EuroImmun GmbH, Liibeck,
Germany). In addition, positive ELISA results were confirmed by quantitative anti-SARS-
CoV-2 IgG immunoblots (Polycheck; Biocheck GmbH, Miinster, Germany), which detected
the anti-SARS-CoV-2 spike (S) protein and nucleocapsid protein (NCP) antibodies. After
COVID-19 vaccination, a quantitative analysis of anti-SARS-CoV-2 S antibody levels was
performed using anti-SARS-CoV-2 QuantiVac ELISA IgG (Eurolmmun GmbH) according
to the manufacturer’s instructions. Moreover, to analyze the SARS-CoV-2 seroprevalence
after vaccination we used the anti-SARS-CoV-2 NCP IgG ELISA (Eurolmmun GmbH),
which detects anti-SARS-CoV-2 NCP antibodies generated only after natural infection and
not produced as a consequence of BNT126b2 mRNA COVID-19 vaccination. The semiquan-
titative anti-SARS-CoV-2 NCP ELISA results were further confirmed by the quantitative
anti-SARS-CoV-2 IgG immunoblots (Polycheck, Biocheck GmbH).

2.4. Statistical Analysis

The categorical variables were presented as counts and percentages, and the sero-
prevalence estimates were presented with the 95% ClI calculated using the hybrid Wil-
son/Brown method. The differences between the two groups were analyzed by the
Mann-Whitney test. For the analysis of the seroprevalence at different time points, a re-
peated measures ANOVA with the Tukey post-hock test was performed with HCUs as
a between-subject factor and time of blood donation as a within-subject factor. Further
analyses were conducted with two-way ANOVA with the Tukey post-hock test with the
following within-subject factors: sex (female, male); age (<30, 31-40, 41-50, 51-60, >60);
occupation (physician, nurse/midwife, other); time after infection (3, 4, 5, etc.); COVID-19
course (asymptomatic, mild to moderate, severe), ELISA result before vaccination (neg-
ative, positive). The interaction between analyzed factors was not included. Data were
accepted as statistically different if p < 0.05. All statistical analyses were performed using
GraphPad Prism 9 software.
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2.5. Ethics Approval

The study was approved by the Bioethics Committee at the Poznan University of
Medical Sciences, Poznan, Poland (Resolution No. 470/20 from 17 June 2019). In addi-
tion, written informed consent was obtained from each study participant before blood
collection.

3. Results
3.1. Characteristics of the Study Participants

The study group consisted of 90 HCWs from two HCUs in the Greater Poland region,
i.e., 50 participants from the DIDaCN and 40 participants from the GaOW (Table 1). Most
of the enrolled HCWs were female: 80% (n = 40) from the DIDaCN and 87.5% (n = 35) from
the GaOW. Participants from the DIDaCN were aged 36.5 £ 10.8 years; 50% were nurses
(n = 25), 32% were physicians (n = 16), and 18% were other employees (n = 9). Participants
from the GaOW were aged 53 £ 10.6 years; 72.5% of them were midwives (n = 29), 15%
were physicians (n = 6), and 12.5% were other employees (n = 5) (Table 1). At the time of
enrolment, none of the HCWs had a history of COVID-19.

Table 1. Characteristic of the analyzed health facility units.

DIDaCN ! GaOW 2
HCWs
Study participants 50 40
Female 40 35
Male 10 5
<30 y.o. 16 3
31-40 y.o. 13 2
41-50 y.o. 11 9
51-60 y.o. 9 20
>60 y.o. 1 6
Physicians 16 6
Nurses/Midwives 25 29
Others 9 5
HCUs
Hospital beds 20 28 +33
Admitted patients/month in 2020, mean 273 150
COVID-19 patients in 2020 292 + 2443 4 3
SARS-CoV-2 infection risk HIGH LOW

1 DIDaCN—Department of Infectious Diseases and Child Neurology; 2 GaOW—Gynecology and Obstetrics Ward;
3 beds + delivery rooms; * confirmed + suspected cases.

Although the HCUs were located in two different cities in the Greater Poland re-
gion, i.e., Poznan and Wrzesnia, they were of a similar size with a similar number of
employees (Table 1). The DIDaCN had 20 hospital beds and had admitted approximately
273 patients/month in 2020. The GaOW had 28 hospital beds and three delivery rooms
and had admitted approximately 150 women/month in 2020. However, the HCUs differed
significantly in the number of patients admitted with suspected/confirmed COVID-19
(Table 1). The GaOW only admitted three SARS-CoV-2 positive patients throughout 2020,
while the DIDaCN admitted 292 confirmed and 2443 suspected COVID-19 patients in
2020. Due to suspected and confirmed contact with COVID-19 patients, we classified the
DIDaCN as a high-risk SARS-CoV-2 infection work environment in contrast to the GaOW,
which we defined as a low-risk infection environment (Table 1).
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3.2. Prevalence of SARS-CoV-2 Infection among HCWs

At the time of enrolment (September 2020), none of the participants had a history
of COVID-19, and this was confirmed by the ELISA results. We did not detect any anti-
SARS-CoV-2 antibodies in any of the participants. However, over the following three
months (October—December 2020), as a second wave of the pandemic affected Poland, total
seroprevalence among the participants increased to 37.8% (95% CI 28.46-48.10). However,
there were some differences between the HCUs: there were twice as many participants
with anti-SARS-CoV-2 antibodies at the GaOW compared to the DIDaCN (Table 2). Based
on the self-assessments of the ELISA-positive participants, we categorized six as having
asymptomatic SARS-CoV-2 infection; 24 as having mild to moderate COVID-19 and three,
who required hospitalization, as having severe COVID-19.

Table 2. The SARS-CoV-2 seroprevalence among the healthcare workers at different time points.

Seroprevalence (95% CI)

September December February September
2020 2020 2021 2021
N 90 90 90 75
AnticS 0% 2 37.8% P 100% © 89.3% 4
Total (0.00-4.09)  (28.46-48.10)  (95.91-100)  (80.34-94.50)
. 26.0% 17.1%
anti-NCP nd nd (18.41-35.37)  (10.28-27.10)
N 50 50 50 41
antiS 0% 2 26.0% P 100% © 85.40% ©
DIDaCN ! (0.00-7.14)  (15.87-36.55)  (92.90-100)  (71.56-93.12)
. 14.0% 5.71%
anti-NCP nd nd (6.95-26.19)  (1.02-18.61)
N 40 40 40 34
AnticS 0% 52.5%° 100% © 94.12% ©
GaOW 2 (0.00-8.76)  (37.5067.07)  (91.24-100)  (80.91-98.96)
AntNCP od nd 38.00% 26.83%

(25.86-51.85)  (15.70-41.93)

! DIDaCN—Department of Infectious Diseases and Child Neurology; 2 GaOW—Gynecology and Obstetrics Ward;

N—number of participants; nd—not determined; " ¢ 4—values within a row with different superscript letters
differ p < 0.05.

At the beginning of 2021, COVID-19 vaccines started to become available, and ac-
cording to WHO recommendations, HCWs in Poland were vaccinated during the phase
0 of the vaccination campaign. After two doses of the BNT162b2 mRNA vaccine (Pfizer-
BioNTech), anti-SARS-CoV-2 S antibodies were detected in all the study participants
(Table 2). Due to the presence of antibodies against SARS-CoV-2 S after vaccination,
we decided to further analyze the prevalence of SARS-CoV-2 infection based on the
anti-SARS-CoV-2 NCP antibodies.

In February 2021, we observed a significant decrease in the total prevalence of SARS-
CoV-2 infection (Table 2), and anti-SARS-CoV-2 NCP antibodies were found among 68.7%
of previously ELISA-positive individuals. It should be highlighted that, simultaneously,
none of the ELISA-negative individuals seroconverted and received positive results at this
time. In addition, a significantly higher seroprevalence was observed among the GaOW
participants compared to the DIDaCN participants (Table 2).

Within the next seven months (as of September 2021), we observed further deple-
tion of anti-SARS-CoV-2 NCP antibodies. In addition, the vaccination antibodies were
completely depleted in some individuals, from both the DIDaCN and the GaOW. Similar
to the previous observation, we only detected antibodies in previously ELISA-positive
participants. None of the previously analyzed ELISA-negative participants were infected
with SARS-CoV-2.
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3.3. The SARS-CoV-2 Infection Risk Factors among HCWs

Based on the obtained seroprevalence results and the study participant’s question-
naires we analyzed the impact of some general factors, such as sex, age, and profession on
the presence of anti-SARS-CoV-2 antibodies. We did not observe any significant differences
in the seroprevalence between females and males, as well as nurses/midwives and physi-
cians (Table 3). Additionally, the seroprevalence in most age groups is similar, with one
exception. Namely, the highest SARS-CoV-2 seroprevalence (51.7%, 95% CI 14.55-51.90)
was found among study participants between 50 and 60 years old (Table 3).

Table 3. The SARS-CoV-2 infection risk factors during the second wave of the COVID-19 pandemic.

Seroprevalence (95% CI)

Total DIDaCN'! GaOW 2
Total 37.8% ab 26% 2 52.5% P
(28.46-48.10) (15.87-36.55) (37.50-67.07)
Sex
Female 37.3% 22.5% 54.3%
(27.26-48.65) (12.32-37.50) (38.19-69.53)
Male 40.0% 40% 40%
(19.82-64.25) (16.82-68.73) (7.11-76.93)
Age
30 21.0% 25% 0%
(8.51-43.33) (10.18-49.49) (0.00-56.15)
3140 40.0% 30.8% 100%
(19.82-64.25) (12.68-57.63) (17.77-100)
4150 30.0% 27.2% 33.3%
(14.55-51.90) (9.75-56.57) (12.06-64.58)
5160 51.7% 22.2% 65%
(34.43-68.61) (3.95-54.74) (43.29-81.88)
60 42.9% 0% 50%
(15.82-74.95) (0.00-94.87) (18.76-81.24)
Occupation
Physicians 36.4% 31.3% 50%
(19.73-57.05) (14.17-55.60) (18.76-81.24)
Nurses/midwives 44.4%, b 24% 2 62.1% b
(32.00-57.62) (11.50-43.43) (44.00-77.31)
Others 14.3% 22.2% 0%
(2.54-39.94) (3.95-54.74) (0.00-43.45)

I DIDaCN—Department of Infectious Diseases and Child Neurology; 2 GaOW—Gynecology and Obstetrics Ward;
2b__values within a row with different superscript letters differ p < 0.05.

In addition, we analyzed the SARS-CoV-2 infection risk factors in high- and low-
infection risk environments. At the DIDaCN, we found the highest seropositivity for partic-
ipants working as physicians (31.3%, 95% CI 14.17-55.60), followed by nurses (24%, 95% CI
11.50-43.43) and other employees (22.2%, 95% CI 3.95-54.74). Among the GaOW’s medical
personnel, the occupation group with the highest seropositivity included nurses/midwives
(62.1%, 95% CI 44.00-77.31%), followed by physicians (50%, 95% CI 18.76-81.24%). Note,
that nurses and midwives from the GaOW had 2.5 times higher seropositivity than those
from the DIDaCN.
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Since no new SARS-CoV-2 infections among HCWs were not observed after the second
pandemic wave and COVID-19 vaccination, we did not analyze the infection risk factors at
later time points.

3.4. Anti-SARS-CoV-2 Antibodies Level after the Infection

The anti-SARS-CoV-2 IgG antibody levels varied widely across the participants, rang-
ing from 0.73 to 139 kU/L for anti-S and from 0.73 to 119 kU/L for anti-NCP. In addition,
we did not observe any correlation between anti-S and anti-NCP antibody levels (data not
shown). For all the participants, there were no significant differences in the anti-SARS-
CoV-2 IgG S or NCP antibody levels by sex, age, or time after infection (Figure la—c).
However, we found that the anti-SARS-CoV-2 IgG levels after coronavirus infection were
correlated with the disease course. For both anti-SARS-CoV-2 IgG S and IgG NCP antibod-
ies, participants with prior symptomatic SARS-CoV-2 infection had significantly higher
antibody levels than asymptomatic participants (Figure 1d). Moreover, we observed that
the anti-NCP antibody levels in participants with mild to moderate COVID-19 symptoms
could be divided into three subpopulations. However, as the course of the SARS-CoV-2
infection was based on the participants’ personal assessments, there was a possibility that a
more precise trend would have arisen if a more objective evaluation of COVID-19 symptom
severity had been made.

3.5. Anti-SARS-CoV-2 Antibodies Level after Vaccination

Based on the WHO's recommendation and according to the Polish vaccination cam-
paign strategy, HCWs were vaccinated during the phase 0 of the campaign. After two
doses of the vaccine, 100% of the study participants developed anti-SARS-CoV-2 IgG S
antibodies, ranging from 287 to 19,363 BAU/mL. We did not observe any effect of sex
or age on the anti-SARS-CoV-2 S antibodies (Figure 2a,b). However, we found that the
anti-SARS-CoV-2 IgG S antibody level after vaccination was significantly higher among
participants previously infected with SARS-CoV-2 compared to infection-naive participants
(Figure 2c). In addition, the antibody response was correlated with COVID-19 severity, i.e.,
participants with mild to severe symptoms had significantly higher anti-SARS-CoV-2 IgG
S antibody levels than asymptomatic participants, and the highest antibody levels were
found among individuals who had severe COVID-19 (Figure 2d).

Due to the previously observed decrease in the prevalence of SARS-CoV-2 infection
among the participants, we decided to analyze for vaccination antibodies approximately
seven months after the second dose of the BNT162b2 vaccine. Simultaneously, we analyzed
for changes in the anti-SARS-CoV-2 NCP antibody level by quantitative immunoblot. We
observed an approximately 90-95% decrease in the anti-SARS-CoV-2 S antibodies devel-
oped after vaccination (Figure 3). Moreover, we did not find any effect of sex, age and
previous SARS-CoV-2 infection on the antibody depletion rate (Supplementary Figure S2).
In addition, we did not detect any vaccination antibodies among the four participants.
Similarly, the anti-SARS-CoV-2 NCP antibodies were completely depleted from the 19 pre-
viously COVID-19 positive participants, and among the rest of the previously SARS-CoV-2
infected participants, the antibody levels were approximately 85% lower compared to
February 2021. Interestingly, for unknown reasons, we observed an increase in vaccination
and post-infection antibodies among two and four individuals, respectively.
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Figure 1. Levels of anti-SARS-CoV-2 spike protein (S, left panel) and anti-SARS-CoV-2 nucleoprotein
(NCP, right panel) IgG antibodies among healthcare workers by (a) sex, (b) age, (c) time after SARS-
CoV-2 infection, and (d) course of SARS-CoV-2 infection. F—female, M—male, y—years, wk—weeks,
numbers above the brackets indicate p-value; each symbol represents a single study participant.
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Figure 2. Levels of anti-SARS-CoV-2 spike protein (S) IgG antibodies approximately two weeks after
the second dose of BNT162b2 mRNA vaccine by: (a) sex, (b) age, (c) ELISA result before vaccination;
(d) course of SARS-CoV-2 infection. F—female; M—male; y—years; numbers above the brackets
indicate p-value; each symbol represents a single study participant.
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Figure 3. Changes in the anti-SARS-CoV-2 spike protein (S) and anti-SARS-CoV-2 nucleoprotein (NCP)
IgG antibody levels six months after vaccination; each symbol represents a single study participant.
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4. Discussion

Our previous study demonstrated that the highest SARS-CoV-2 infection risk in
Poland was related to age, compliance with epidemiological recommendations, e.g., face
mask, hand disinfection and social distancing, traveling abroad, and occupations related
to constant contact with people, such as healthcare workers [4]. In light of this and to
guarantee constant medical services, longitudinal analyses of COVID-19 cases among
HCWs and estimations of SARS-CoV-2 infection in naive HCWs should be performed on a
regular basis. In the current study, we analyzed SARS-CoV-2 seroprevalence among HCWs
at different times related to pandemic waves. However, we did not identify any HCWs
with anti-SARS-CoV-2 antibodies after the first wave, i.e., May-September 2020. Very low
seroprevalence among medical personnel at the same time was also noted in different Polish
cities, i.e., Warsaw 0.85% [20], Opole 1.1% [21], and Lublin 2.4% [22], and low numbers
of COVID-19 cases among HCWs after the first months of the pandemic were found in
different countries, i.e., Germany 1.6% [24], Greece 1.3% [25], and the USA 1.1% [26,27].
This can be explained by low seroprevalence in the general population after the first wave
of the pandemic, i.e., the Greater Poland region 0.97% [4], Greece 0.36% [28], and the
USA 1% [29,30]. The low incidence of SARS-CoV-2 at the beginning of the pandemic
implies that the population had little herd immunity heading into the second wave of
the pandemic and may explain the dramatic increase in the number of COVID-19 cases,
which also occurred among HCWs in later months. After the second wave of the pandemic,
i.e., November 2020-January 2021, which led to 1.4 million confirmed COVID-19 cases
and 33.4 thousand COVID-19-related deaths [15], we observed a significant increase in
seroprevalence among enrolled HCWs. A similar observation was made among HCWs
from different Polish cities, e.g., Lublin [22]; however, this seroprevalence was two times
lower. These discrepancies can be explained by the differences in the number of confirmed
COVID-19 cases at the end of the second wave of the pandemic in the Greater Poland
and Lublin regions, 132,423 and 66,027, respectively [15]. Additionally, the prevalence of
SARS-CoV-2 in the general population increased to between 11.2% and 22.9% [31], although
this was to a lower extent compared to the analyzed HCWs, which confirmed our previous
finding that HCWs have the highest risk for SARS-CoV-2 [4]. At later time points, i.e.,
after COVID-19 vaccinations, which were first administered to HCWs, we did not observe
any new cases of SARS-CoV-2 infections among HCWs, while overall seropositivity in
the Polish population grew dramatically. This decrease in the HCW’s seroprevalence may
be explained by antibody depletion and the effectiveness of the vaccine against infection,
which was also demonstrated by others [32-34].

Differences in SARS-CoV-2 seroprevalence among HCWs have been demonstrated by
many research groups. For example, a meta-analysis by Kayi et al. [35] indicated that the
most common risk factors associated with higher seroprevalence rates were ethnicity, male
gender, and a high number of household contacts, while working in a high-risk infection
environment did not affect seropositivity. Galanis et al. [3] meta-analysis of COVID-19
risk factors defined as gender and household contacts additionally showed that work-
ing in a COVID-19 unit or as a front-line HCW was also associated with seropositivity.
The clinical work environment, i.e., with high-risk exposure, was also highlighted as an
important factor for seroprevalence in a cross-sectional study by Ebinger et al. [36] and
Piccoli et al. [23]. In our study, we found that HCWs from low-risk infection environ-
ments had higher rates of seropositivity, which may be explained by the specificity of the
work at the GaOW, including not enough time to perform COVID-19 diagnostics when
pregnant women have started childbirth, the lower availability of and experience using
personal protective equipment, and the uncontrolled behavior of women during labor
contractions. Our observations confirmed findings demonstrated by Alishaq et al. [37] and
Bampoe et al. [38], i.e., unusually high rates of SARS-CoV-2 infections among the maternity
ward personnel, including breakthrough infections following vaccination. It should be
highlighted that in the gynecology and obstetrics wards HCWs are used to working with
non-infectious patients, and do not have proper knowledge, practice and experience to
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handle patients with COVID-19 for example [39,40]. Therefore, some additional infectious
diseases training, regular updates, as well as full availability of the personal protective
equipment for the HCWs from the low infection risk HCUs are extremely important and
should be included in the healthcare system maintenance. In addition, the higher sero-
prevalence at the GaOW can also be explained by the higher number of COVID-19 cases in
Wrzesnia per 100,000 citizens compared to Poznan, that is, 1179.29 and 447.28, respectively
(data from the end of the second pandemic wave in January 2021) [15]. These results
are similar to those reported by Russel et al. [41], who observed that the local increase in
COVID-19 cases may contribute to the higher seroprevalence among healthcare workers.

As a result of pathogen infection, the human body activates an immune response
and, among others, starts producing pathogen-specific antibodies. The level of antibody
response depends on the type of pathogen and its ability to inhibit and delay the hu-
man immune response, the age and gender of the infected patient, genetic predisposition,
and overall health status, i.e., existing comorbidities [42], as well as lifestyle, diet, and
physical activity levels [43]. However, with vaccination, humans can produce pathogen-
specific antibodies that protect them from diseases they have not been previously infected
with, which can sometimes lead to severe outcomes, patient health complications, and
even death. The antibody response after vaccination depends on (i) vaccine factors, such
as type, i.e., attenuated, inactivated, genetic, etc., dose, and adjuvant presence; (ii) admin-
istration factors, such as vaccination schedule, time of vaccination, and the number of
doses and the periods between them; (iii) host factors, i.e., age, sex, genetics, and existing
comorbidities; (iv) behavioral factors, i.e., smoking, alcohol consumption, exercise, and
sleep and (iv) nutritional factors, i.e., body mass index, micro- and macronutrients, and
potential enteropathy [44]. In our study, we mostly focused on the host and environmental
factors that affect post-infection and post-vaccination antibody responses. In both cases,
we found very heterogeneous levels of antibodies and did not observe any association be-
tween the antibody level and the sex or age of the participants. Similar findings have been
published by many scientists [45-48], while others have reported significant differences in
anti-SARS-CoV-2 antibodies between the sexes and people of different ages. These very
heterogeneous levels were also found in the relatively low number of COVID-19 convales-
cent study participants who donated their blood at different times after infection. Similar
results were published by Moncunill et al. (2022) [49]. The number of participants and the
overrepresentation of either men or women in the study groups may have contributed to
these discrepancies.

According to the WHO, vaccination is the best and safest way to protect against
infectious diseases. Vaccines last longer and are more effective in producing antibodies
than those acquired following natural infections [50]. The current study confirmed this
thesis: we found that the antibody level was approximately 1000 times higher after vac-
cination than after viral infection. A similar observation has been made by many other
scientists [42,45,49,51-54]. Moreover, our data showed slightly higher levels of vaccination
antibodies among women and the youngest participants, but there was no association
between BNT162b2 vaccination antibodies and sex or age. A similar observation was also
made by Moncunill et al., 2021 [49] and Tretyn et al., 2021, [45] while other groups have
demonstrated an association between BNT162b2 vaccination antibodies two weeks post the
second dose and the sex or age of the participants [54-57]. Higher antibody titers among
women may be explained by stronger type I interferon responses upon stimulation with
TLR7 ligands compared to men, which leads to a stronger vaccine response. Weaker vaccine
responses in older individuals may be explained by comorbidities; weak immune systems,
indicated by high neutrophil to lymphocyte ratios (NLR) and lower type I IFN [42]. It is
worth noting that a high NLR is also a poor prognostic factor for COVID-19. Our study
showed a significant association between post-infection and post-vaccination antibodies
with a clinical course of COVID-19, i.e., a severe course is associated with the highest
antibody titer after both infection and vaccination, while asymptomatic and mild infections
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resulted in the lowest antibody titers. Our findings are in line with previously published
studies [49,54,58-60].

Finally, the COVID-19 vaccination campaigns assumed two doses of the BNT162b2
vaccine two weeks apart, which should provide a high titer of antibodies protecting the
HCWs from severe COVID-19 and hospitalization. Our study presented that approximately
six months after the vaccination, the antibody level dramatically decreased. The antibody
depletion six to eight months after vaccination was noted also by other authors [49,52,53].
In our study, we did not find any relevant factor associated with the antibody depletion rate,
but others found that antibody depletion was faster among non-vaccinated participants
than among vaccinated ones [52]. This may lead to the conclusion, that the antibody
titers affect the depletion rate, i.e., individuals with asymptomatic and mild infection of
SARS-CoV-2 lost their anti-COVID-19 immunity within a few weeks after the disease and
are naive to novel coronavirus reinfections. This highlights the overall importance of
vaccination in the protection of our organisms from severe COVID-19. In addition, due to
antibody depletion, the third and fourth vaccine dose, the so-called booster dose, should
be taken to efficiently protect ourselves from severe SARS-CoV-2 infections. Moreover,
the people from the severe COVID-19 risk groups, i.e., individuals over 60 years old,
patients after transplantations, patients during anticancer treatment, and patients with
immunodeficiencies, should consider a fourth COVID-19 vaccine dose, since their immune
system is weaker and antibody titers are relatively lower than in healthy individuals and
decreased within a few weeks [61].

To sum up, the biggest strengths of the presented study are (i) longitudinal analysis of
the anti-SARS-CoV-2 antibodies among HCWs at four time points over one year, including
the time periods after the second and third pandemic wave, as well as time points after
COVID-19 vaccination; (ii) simultaneous analysis of the antibodies generated after natural
infection (anti-NCP) and antibodies produced as a consequence of vaccination. Besides
the above-mentioned strength, we are aware of some limitations of our study. Namely,
we analyzed the antibody titers in a relatively small group (N = 90), overrepresented by
women and in the case of GaOW overrepresented by individuals over 50 years old, which
might bias the results. Moreover, the sample size estimation was extremely hard since
no official data on the HCUs employees’ number are provided, and only specific HCU
number is known. In addition, it should be noted that the HCU size differs significantly
depending on the region and patient number. Moreover, the Polish healthcare system
allows HCWs to work in many HCUs in different cities, which complicates the estimation.
It should be also highlighted that during the COVID-19 pandemic, the HCWs were very
often working on their wards as well as COVID-19 units simultaneously. Therefore, in
our opinion, the above-mentioned limitations only strengthen the necessity for further
antibody titers analysis on the local and national levels.

5. Conclusions

The healthcare workers, who fight in the first line of the COVID-19 pandemic, are at
the highest SARS-CoV-2 infection risk. Simultaneously, the healthcare system completely
relies on the HCWs. Therefore, the HCW’s herd immunity needs to be constantly analyzed
and in case of immunity waning, some extra counter measurement needs to be taken. The
best way to protect HCWs against infectious diseases is vaccination. Our study showed that
the post-vaccination acquired immunity is stronger and last longer than the post-infection
immune response. In addition, we demonstrated that the antibody response after natural
infection depends on the clinical course of COVID-19, with the smallest antibody titer in
asymptomatic and mild SARS-CoV-2 infections. Thus, it should be highlighted that only
COVID-19 vaccination can stop the pandemic, SARS-CoV-2 spread around the globe, new
cases and deaths associated with novel coronavirus, as well as the emergence of new genetic
variants or virus strains potentially resistant to current vaccines. In addition, our data
showed that the HCWs from low infection risk HCUs, such as gynecology and obstetrics
wards are at higher infection risk since they lack proper training and expertise on how
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to handle ‘infectious’ patients. This shows that to combat COVID-19, as well as future
pandemics, each HCW needs to be properly prepared, trained and equipped.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390 /vaccines10101576/s1. Figure S1. The schedule of the blood
sampling from the healthcare workers. Blue line—number of daily new cases of COVID-19 in
Poland; red droplets—blood sampling time points, syringes—vaccination time. Figure S2. Changes in
the anti-SARS-CoV-2 spike protein antibody levels six months after vaccination by (a) sex, (b) age,
(c) ELISA result before vaccination, (d) course of SARS-CoV-2 infection, and (e) healthcare unit.
F—female, M—male, y—years, DIDaCN—Department of Infectious Diseases and Child Neurology,
GaOW—Gynecology and Obstetrics Ward.
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Abstract: Children are among the best vectors to spread respiratory viruses, including emerging
variants of SARS-CoV-2 due to the asymptomatic or relatively mild course of infection and simulta-
neously high titres of pathogens in the respiratory tract. Therefore, individuals who have constant
contact with children, e.g., teachers should be vaccinated against COVID-19 as essential workers
within the first phases of a vaccination campaign. In Poland, primary and secondary school teachers
were vaccinated with ChAdOx1 from February 2021 with a three month interval between the two
doses, while lecturers at medical universities, who are simultaneously healthcare workers, received
the BNT126b2 vaccine from December 2020 with three weeks between the first and second doses.
The aim of this study was to compare the antibody responses at two weeks and three months after
vaccination and to estimate the vaccine effectiveness against COVID-19 among infection-naive teach-
ers vaccinated with mRNA and a vector vaccine. We found that the anti-SARS-CoV-2 spike protein
antibodies were significantly higher among the lecturers but antibody waning was slower among
the schoolteachers. However, those vaccinated with ChAdOx1 complained significantly more often
of vaccine side effects. In addition, during the three months after the second vaccine dose no study
participants were infected with SARS-CoV-2. The BNT126b2 vaccine gave higher antibody titres in
comparison with ChAdOx1 but protection against COVID-19 in both cases was similar. Moreover, we
did not find any anti-SARS-CoV-2 nucleoprotein antibodies at two weeks as well as at three months
after vaccination among the study participants, which shows a very high vaccine effectiveness in the
occupational group with a high SARS-CoV-2-infection risk.

Keywords: SARS-CoV-2; antibodies; teachers; seroprevalence; vaccine; Poland

1. Introduction

There is an urgent need to address the health problems associated with the coron-
avirus disease 2019 (COVID-19) pandemic caused by severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2). Since its outbreak in December 2019 in Wuhan, China,
the WHO has reported over 630 million confirmed COVID-19 cases and 6.58 million
COVID-19 related deaths worldwide with almost 6.3 million cases and approximately
118 thousand deaths in Poland (as of November 2022) [1]. Global efforts to prevent
SARS-CoV-2 transmission have led to the development of effective vaccines based on
different platforms: mRNA in liposomes, viral vectors, and inactivated viruses [2—4].
As of 22 November 2022, there have been 172 vaccine candidates in clinical develop-
ment [5] and the European Medicines Agency has authorised six vaccines for use, i.e.,
BNT162b2 (Pfizer, New York, NY, USA /BioNTech, Mainz, Germany), mRNA-1273 (Mod-
erna, Cambridge, MA, USA), ChAdOx1 (Astra Zeneca, Cambridge, UK/Oxford University,
Oxford, UK), Ad26.COV2.S (Janssen Pharmaceutical Companies, Beerse, Belgium), NVX-
CoV2373 (Novavax, Gaithersburg, MD, USA), and VLA2001 (Valneva, Vienna, Austria) [6].
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However, at the beginning of the vaccination roll-out in December 2020 the types of vac-
cines and number of doses available were limited. Therefore, many countries scheduled
priority groups based on SARS-CoV-2 infection and COVID-19 severity risks [7,8].

The Polish national vaccination strategy was divided into four phases. Initially, vac-
cines were administered to healthcare workers (HCWs), social care workers, and medical
students (phase 0); then vaccines were offered to individuals over 60 years of age, residents
in long-term care facilities, and public service workers (phase I); next to adults with co-
morbidities and other essential workers (phase II); and finally to persons over 16 years
of age (phase III) [9]. During the vaccination campaign in Poland, five vaccine products
were deployed: BNT162b2 since 23 December 2020; ChAdOx1 and mRNA-1273 since
6 January 2021; Ad26.COV2.S since 3 February 2021; and NVX-CoV2373 since 2 March 2022.
Different COVID-19 vaccine products were recommended for specific priority groups and
adjusted according to the current epidemiological situation [9]. The BNT162b2 vaccines
were administrated to HCWs since 27 December 2020, whereas teachers were receiving
ChAdOx1 vaccines since 12 February 2021 [9]. Both BNT162b2 and ChAdOx1 elicit im-
mune responses mainly against the receptor-binding domain (RBD) of the spike (S) protein.
However, the S protein consists, additionally of the following domains: N-terminal domain
(NTD), fusion peptide (FP), two heptad repeats (HR1 and HR2), a transmembrane domain
(TM), and a cytoplasmic tail (CT), which may be also a target for antibodies produced as
a result of vaccination. The structure of the SARS-CoV-2 S protein is well presented by
Huang et al. [10]. It should also be highlighted that different vaccine types utilize different
nucleotide sequences as well as delivery methods. ChAdOx1 encodes a full-length S pro-
tein identical to the SARS-CoV-2 wild-type (wt) strain, i.e., Wuhan-Hu-1 [11]. In contrast,
the BNT126b2 contains nucleoside modified mRNA with pseudouridines and differs in
two amino acids from the wt S protein sequence; the different amino acids stabilize the
construct in the cellular environment and stabilize the prefusion conformation of the S
protein [12]. The ChAdOxl1 is delivered in the replication-deficient chimpanzee adenovirus-
vector, whereas BNT162b2 contains the nucleoside modified mRNA sequence encapsulated
in lipid nanoparticles [11,12]. Both vaccines are administrated intramuscularly and were
shown to be effective in the delivery of viral antigens, thereby stimulating the host immune
system to recognize SARS-CoV-2. Nevertheless, the response of the immune system to
COVID-19 vaccination as well as the duration of protection is not fully understood. There-
fore, the aim of this study was to determine the anti-SARS-CoV-2 IgG antibody levels in
infection-naive education workers in primary schools and in medical universities after
homologous ChAdOx1 or BNT162b2 vaccination, and to estimate the vaccines effectiveness
against COVID-19 in those occupational groups.

2. Materials and Methods
2.1. Study Participants and Design

We invited approximately 100 teachers from several primary schools in Poznan, as
well as 100 academic teachers from Poznan University of Medical Sciences (PUMS) to
participate in our study and obtained a positive response from 36 and 45 individuals,
respectively. The primary school teachers were vaccinated twice with ChAdOx1 vaccine
with a three month interval between the two doses. The PUMS academic teachers, who
simultaneously were HCWs (physicians and laboratory diagnosticians), were vaccinated
with the two doses of BNT162b2 mRNA COVID-19 vaccine with a three week interval
between the first and second dose.

Written questionnaires were used to collect data on sex, age, comorbidities, COVID-19
history, and the administered vaccine type from all the participants. Additionally, the study
participants were asked about the side effects following the vaccination.

Blood specimens were collected from all the enrolled study participants at the IBCH
PAS, Poznan, Poland, two weeks and approximately three months after the completion
of the homologous vaccination schedule. Unfortunately, 19 out of the 35 primary school
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teachers and 16 out of the 45 PUMS academic teachers did not attend, did not answer our
contact attempts, and thus did not donate their blood at the second time point.

2.2. Laboratory Analysis

The anti-SARS-CoV-2 IgG antibody levels after vaccination were measured using quanti-
tative SARS-CoV-2 IgG QuantiSpike ELISA assay (TK040, Vitrotest Europe, Wroclaw, Poland)
targeting spike (S) protein. To test whether the study participants were infected with SARS-
CoV-2 we used rapid cassette tests: 2019-novel coronavirus IgG/IgM antibody detection kit
(Vazyme), which detects anti-SARS-CoV-2 N antibodies generated only after natural infection.
Tests were performed and interpreted according to the manufacturer’s instructions.

2.3. Statistical Analysis

All statistical analyses were performed using GraphPad Prism 9 software. The differ-
ences between the two groups were analysed by the Mann-Whitney test. The data were
accepted as statistically different if p < 0.05.

2.4. Ethics Approval

The study was approved by the Bioethics Committee at the Poznan University of Med-
ical Sciences, Poznan, Poland (Resolution No. 470/20 from June 2019). In addition, written
informed consent was obtained from each of the study participant before blood collection.

3. Results
3.1. Characteristics of the Study Participants

The study group consisted of 81 teachers: 36 from schools and 45 from PUMS (Table 1).
Most of the participants were female: 91.67% (n = 33) from schools and 86.67% (1 = 39) from
PUMS. From the schools, the mean age of the enrolled individuals was 45.3 4= 11.7 years and
over half (52.78%, n = 19) did not report any comorbidities, whereas 33.3% (n = 12) suffered
from circulatory system chronic diseases (CDs), 11.11% (n = 4) from autoimmunological
CDs, 5.56% (n = 2) respiratory system CDs, and 2.78% (n = 1) had a mental disorder. The
PUMS lecturers were aged 37.9 £ 13.2 years on average and most (80%; n = 36) were
healthy; however, some individuals had circulatory (8.89%, n = 4), respiratory (8.89%,
n = 4), autoimmunological (2.22%, n = 1) CDs, and 2.22% (n = 1) had a mental disorder
(Table 1). Notably, none of the participants reported a history of COVID-19 and did not
produce anti-SARS-CoV-2 N antibodies as a result of natural infection (Table 1).

Table 1. Characteristics of the study participants.

Study Participants
Primary School Teachers Academic Teachers
Number of participants 36 (100%) 45 (100%)
Sex
Female 33 (91.67%) 39 (86.67%)
Male 3 (8.33%) 6 (13.33%)
Age
<30 y.o. 6 (16.67%) 15 (33.33%)
31-40 y.o. 3(8.83%) 12 (26.67%)
41-50 y.0 12 (33.33%) 12 (26.67%)
51-60 y.o. 13 (36.10%) 2 2 (4.44%)®
>60 y.o. 2 (5.56%) 4 (8.89%)
Comorbidities and CDs
None 19 (52.78%) 2 36 (80.00%) P
Circulatory system CDs, i.e., 12 (33.33%) 4 (8.89%)

hypertension




Vaccines 2023, 11,118 40f12
Table 1. Cont.
Study Participants
Primary School Teachers Academic Teachers
Respiratory system CDs, i.e., asthma 2 (5.56%) 1(2.22%)
Infectious CDs, i.e., HIV/AIDS - -
Chronic kidney diseases - -
Digestive track CDs, i.e., Crohn diseases - -
Autoimmunological CDs, i.e., allergies 4 (11.11%) 4 (8.89%)
Neoplasmic diseases, i.e., cancer - -
Metabolic diseases, i.e., diabetes - -
Mental disorders, i.e., depression 1(2.78%) 1(2.22%)
COVID-19
COVID-19 history - -
anti-SARS-CoV-2 N antibodies presence 0 0
COVID-19 vaccinated individuals 36 (100%) 45 (100%)
T ¢ . vector—ChAdOx1 mRNA—BNT162b2
ype of vaccnes (Astra Zeneca) (Pfizer /BioNTech)

CDs—chronic diseases; a, b—values with different superscripts within the row are significantly different.

3.2. Anti-SARS-CoV-2 IgG S Antibody Levels at Two Weeks after the Second Dose of the
COVID-19 Vaccine

Regardless of the vaccine type, all the study participants developed anti-SARS-CoV-2 S
IgG antibodies two weeks after the second vaccine dose. The antibody levels in the BNT162b2
vaccinated individuals ranged from 388 to 3910 BAU/mL, and in the ChAdOx1 recipients
from 33 to 1897 BAU/mL (Figure 1). The average anti-SARS-CoV-2 S IgG antibody levels
were significantly higher among the BNT162b2 vaccinated individuals (1492 &+ 700 BAU/mL)
in comparison with the ChAdOx1 recipient group (426.9 =+ 461 BAU/mL) (Figure 1).
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Figure 1. Levels of anti-SARS-CoV-2 spike protein (S) IgG antibodies two weeks after the two
homologous doses of BNT162b2 or ChAdOx1 vaccines. ****—p < 0.001.

3.3. Side Effects after Two Doses of Either BNT162b2 or ChAdOx1

After the two BNT162b2 vaccine doses, 6.67% (n = 3) of recipients reported at least one
side effect. The most commonly reported side effects were fever (6.67%, n = 3), followed by
chills (2.22%, n = 1), fatigue (2.22%, n = 1), and headache (2.22%, n = 1). In contrast, in the
ChAdOx1 group 72.22% (n = 26) of the recipients reported at least one side effect after two
vaccine doses. More than half had fever (52.78%, n = 19), followed by muscle and joint pain
(41.67%, n = 15), headache (36.11%, n = 13), fatigue (19.44, n = 7), chills (16.67, n = 6), pain at the
injection site (11.11%, n = 4), diarrhoea (2.78%, n = 1), and vomiting (2.78%, n = 1). Thus, for
both vaccine types, fever was the most frequent side effect. However, when compared with the
BNT162b2 group, side effects were more frequent and varied in the ChAdOx1 group (Figure 2).
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Figure 2. Side effects after the two doses of BNT62b2 or ChAdOx1 vaccine. Participants could report
more than one side effect.

3.4. Anti-SARS-CoV-2 IgG S Antibody Levels Three Months after Vaccination

In the follow-up study, 29 of the 45 participants vaccinated with BNT162b2 and 16
of the 35 vaccinated with ChAdOx1 provided blood samples. Three months after the
second vaccine dose administration, eight study participants vaccinated with BNT162b2
and one individual from the ChAdOx1 vaccinated group did not have any detectable
anti-SARS-CoV-2 S IgG antibodies. In addition, we observed that the participants who
remained seropositive exhibited a significant decline in antibody titres (Figure 3a). Within
10-12 weeks after the second vaccine dose, the antibody levels in the BNT162b2 recipients
decreased by 90.8 & 11.6% and by 67.28 £ 21.98% in the ChAdOx1 recipients (Figure 3b).
Three months after vaccination, none of the analysed study participants developed anti-
SARS-CoV-2 N antibodies, which shows the very high effectiveness in protection against
COVID-19 of both vaccines.
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Figure 3. The anti-SARS-CoV-2 spike protein IgG antibody waning among teachers vaccinated with
BNT162b2 or ChAdOx1 (a) from two weeks to three months after the second vaccination second dose,
and (b) presented as a percentage change at three months post vaccination. ****—p < 0.001.
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4. Discussion

To our knowledge this is the first study of the anti-SARS-CoV-2 IgG S antibody
response following COVID-19 vaccination among education workers in Poland. Lectur-
ers and primary and secondary school teachers were in the second vaccination priority
group in Poland, except those academics who were simultaneously HCWs employed at
a medical university who were vaccinated during the so-called phase 0 [9]. According to
the UNESCO/UNICEFE/World Bank/OECD Survey on National Education Responses to
COVID-19 School Closure, 72% of countries (146 of 204) prioritised teachers for vaccination;
however, the vaccination rate differs widely among countries with the highest proportions
of vaccinated teachers being in high-income countries, e.g., Portugal, Chile, Sweden, and
Saudi Arabia, while relatively low teacher vaccination rates were found in low-income
countries, e.g., Algeria and Venezuela [4]. According to the Polish Ministry of Education
and Science more than 90% of primary and secondary school teachers and 89% of lecturers
were administered with the first dose of the vaccine against COVID-19 in February 2022,
while the general vaccination rate in Poznan at the beginning of our study was estimated
as 3.84%[9,13]. Education workers are among the most vaccinated occupational groups
in Poland and the percentage of individuals fully protected against severe COVID-19 is
much higher than that of the general Polish population (57.8%) [13]. Unfortunately, there
are no detailed data available on primary and secondary school teacher vaccinations (e.g.,
differences in the number of vaccinated education workers between primary and secondary
schools) or comparisons of vaccination rates in specific regions. However, taking into
consideration that Poznan, and the Greater Poland region, has one of the highest levels
of vaccinated citizens [13], we may assume that vaccination rates among teachers are also
among the highest. The rates among the PUMS academics and the PhD students enrolled
in teaching are in the top ten among the universities in Poland at 94.7% (1670/1763) and
97.3% (180/185), respectively [9].

According to the Polish COVID-19 vaccination strategy, education workers received
two doses of ChAdOx1 during phase 1 (from February 2021). It consists of a non-replicating
adenoviral vector encoding for the SARS-CoV-2 S protein, with a 4-12 week dosing inter-
val [14]. The clinical trials indicated a 76% efficacy after administration of the first dose
and 81% after the second dose, with the interval extended to >12 weeks. Dosing intervals
shorter than six weeks resulted in a lower vaccine efficacy, i.e., 55% [15]. An exception
was made for medical university lecturers who were simultaneously HCWs who were
administered with the BNT162b2 mRNA vaccine in the so-called phase 0 (from Decem-
ber 2020) This vaccine contains nucleoside-modified mRNA encoding for the full-length
SARS-CoV-2 S protein encapsulated into lipid nanoparticles, which should be adminis-
tered in two doses within 21 days [16]. The clinical trials demonstrated a 52% efficacy in
preventing COVID-19 after the first vaccine dose and 95% after the full vaccination [17],
which lasted up to six months. In our study, both BNT162b2 and ChAdOx1 recipients
developed detectable anti-SARS-CoV-2 S IgG antibodies two weeks after the second vaccine
dose. However, antibody levels were higher after the BNT162b2 vaccination than after the
ChAdOx1 vaccination. In contrast, three months after the two homologous vaccine doses
the antibody levels waned more rapidly in the BNT162b2 recipients when compared to the
ChAdOx1 vaccinated individuals. Similar trends were observed among the HCWs vacci-
nated with the BNT126b2 or ChAdOx1 vaccine in Cyprus [18]. Our results are also in line
with a large-population-based analysis by Wei et al., who demonstrated that following the
homologous BNT162b2 vaccination anti-SARS-CoV-2 S IgG antibodies titres were higher
but waned faster over time in comparison to vector vaccination[19,20]. Higher anti-SARS-
CoV-2 S antibody titres among the BNT126b2 vaccinated individuals in comparison to the
ChAdOx1 recipients were also observed by Barin et al., but in contrast to our results, they
found the lowest decline of antibody levels among the mRNA vaccine recipients [21]. What
remains unexplained is that in some participants, the post-vaccination antibodies were not
detectable three months after the second vaccine dose even though they were present two
weeks post-vaccination. The absence of antibodies was more common in the BNT162b2
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than in the ChAdOx1 recipients. The BNT162b2 vaccinated group primarily included
young and healthy persons, whereas the ChAdOx1 recipients were older and had a greater
number of comorbidities. Thus, our results significantly differ from earlier findings, where
lower antibody levels after vaccination were associated with comorbidities, male sex, and
older age [20,22]. Wei et al. reported that the above-mentioned factors had larger effects
on the BNT162b2 response than on the ChAdOx1 response but did not affect the half-life
regardless of the vaccine type. The estimated half-life of post-vaccination antibodies was
79 days for ChAdOx1 and 51 days for BNT162b2 [20]. Nevertheless, at present, the cause of
the rapid drop in anti-SARS-CoV-2 S IgG antibodies in some participants remains unclear.

In addition to studies focusing on the antibody response after vaccination, several
cohort studies were conducted to compare the effectiveness of the ChAdOx1 and BNT162b2
vaccines. Kaura et al. revealed that the SARS-CoV-2 infection incidence rate ratio after a
single vaccine dose was higher for ChAdOx1 than for BNT162b2, although the vaccines
were equally effective at reducing COVID-19 mortality and hospitalisation rates [23]. Sim-
ilar observations were made for people who completed the full vaccination, with two
doses [23]. At 14-73 days post-vaccination, Hall et al. observed lower effectiveness for
ChAdOx1 when compared to the BNT162b2 vaccine, i.e., 58% and 85%, respectively [24].
Two studies conducted five months after the second-dose administration reported higher
effectiveness for BNT162b2 than for ChAdOx1 [25,26]. However, Andrews et al. noted that
protection against COVID-19-related death and hospitalisation remained high, regardless
of the vaccine type [26]. Several groups have found that the rate of decline in vaccine
effectiveness was higher in older individuals and those with comorbidities [25-27]. Tartof
et al. suggested that reduction in vaccine effectiveness may be a result of waning immunity
with time [28].

Due to the above-described depletion of anti-SARS-CoV-2 S antibodies and thus
potential weaker protection from severe COVID-19, as well as the emergence of the SARS-
CoV-2 omicron variant, a third vaccine dose, the so-called ‘booster’, is recommended by
the EMA, the European Center for Disease Prevention, and many other scientific and
medical societies. A third vaccine dose was reported to elevate the anti-SARS-CoV-2 S
antibody level, increasing the neutralising antibodies titre, and showing activity against
all the circulating SARS-CoV-2 variants, thus reducing the risk of infection by 88% to
92% [29-33]. Unfortunately, protection against severe COVID-19 after three vaccine doses
wanes in a similar manner to the previous dose, especially among older people with
comorbidities and patients on immunosuppressants [34-36]. Therefore, in the case of
individuals who are at risk of progression to severe COVID-19, i.e., adults over 60 years of
age, immunocompromised individuals, and pregnant women both the EMA and ECDC
recommend a fourth vaccine dose (second booster) [37].

Overall, in our study, we did not observe vaccine-specific differences in protection
against COVID-19 after two vaccine doses, as both vaccines provided high immunity to
SARS-CoV-2 in infection-naive education workers. No teachers or lecturers included in
our study manifested COVID-19 within three months after the full vaccination. Moreover,
those vaccinated with ChAdOx1 and included in our study were exposed to unvaccinated
and potentially SARS-CoV-2-infected pupils, since the BNT126b2 vaccines were approved
for 12-15-year-old children in June 2021, 6-12-year-old children in December 2021, and
children below six years of age in November 2022. The low incidence of SARS-CoV-2
infection among those vaccinated with ChAdOx1 may be a result of vaccination as well as
the implementation of various prevention strategies, including complete school closures.
The duration of school closures depended on the current epidemiological situation and
varied by school type. In general, the higher the educational stage, the longer the period
of school closure. Primary schools were closed from 9 November 2020 to 17 January 2021
and between 11 March and 30 April 2021 with children having only online classes. In
addition, in primary schools when one child became infected with SARS-CoV-2, the entire
group was quarantined. However, it should be underlined that there are still considerable
uncertainties regarding the role of children in SARS-CoV-2 transmission. A meta-analysis
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by Caini et al. suggested a limited viral spread in school settings. In addition, the authors
postulated that children were less than half as likely to have been tested seropositive in
comparison to adults [38]. The lower susceptibility of children to SARS-CoV-2 transmission
relative to adults was also demonstrated in a meta-analysis conducted by Viner et al. [39].
Moreover, several studies have shown that seroprevalence in educational settings reflects
the local SARS-CoV-2 infection rate and is probably associated with general community
transmission [40—44]. In contrast to primary and secondary schools, teaching at the uni-
versity level moved almost completely to the remote mode during the first waves of the
COVID-19 pandemic, and thus, they should represent a lower SARS-CoV-2 infection risk.
However, due to their medical background, the lecturers involved in our study were also
involved in fighting the pandemic, e.g., in molecular diagnostics of SARS-CoV-2 infection.
Our previous study showed that HCWs are at the highest risk of SARS-CoV-2 infection and
are characterised by the highest seroprevalence among the occupational groups [45]. Fur-
ther, other authors have demonstrated the clinical work environment as a key SARS-CoV-2
infection risk factor [46,47] but have also highlighted that local COVID-19 foci and house-
hold contacts may affect seropositivity rates [47,48]. Surprisingly, none of the analysed
lecturers were infected with SARS-CoV-2 during the three months after full vaccination,
which can be explained by the high efficiency of the BNT126b2 vaccine, as well as good
practical preparation, knowledge, experience, and the proper equipment to work with
samples from patients potentially infected with SARS-CoV-2.

Any drug may have side effects, and the COVID-19 vaccines are not an exception.
Therefore, we analysed the severity of the side effects following the second ChAdOx1 or
BNT162b2 vaccine dose. As stated in the BNT162b2 product information, following the
second dose, the most frequent adverse reactions were injection site pain, fatigue, and
headaches. Less than half of the BNT162b2 recipients experienced myalgia, chills, arthral-
gia, pyrexia, or injection site swelling. The increased risk of myocarditis in younger males
has also been highlighted [16]. In our study, after two BNT162b vaccine doses, adverse
effects occurred at much lower frequencies than expected from the published literature and
manufacturer’s data. At least one side effect, such as fever, headache, fatigue, or chills was
observed in 7% of the BNT162b2 recipients. An observational study conducted by Menni
et al. in 2021 demonstrated that the incidence of systemic side effects after the second
BNT162b2 vaccine dose was lower than that for local side effects (22% versus 69%, respec-
tively), but both were less prevalent than suggested in the product information A higher
local reactogenicity was associated with previous SARS-CoV-2 infection. The side effects
were most commonly reported by younger women [49]. Coggins et al. noted a similar trend
regarding age and gender in generally healthy and SARS-CoV-2 infection-naive HCWs.
The authors also demonstrated that post-vaccination symptoms were negatively correlated
with body weight. In our study, the BNT126b2 vaccinated group consisted mainly of young
and healthy lecturers from medical universities who may tend to underestimate symptom
intensity. In contrast, the ChAdOx1 vaccine raised more safety concerns. In March 2021,
due to thromboembolic events, several countries paused vaccination with ChAdOx1. Many
resumed the use of vaccines following the EMA’s safety committee statement that the
benefit of ChAdOx1 vaccination in protecting against COVID-19 outweighs the risks [50].
According to ChAdOx1 product information, the most commonly reported adverse reac-
tions are injection site tenderness and pain, headaches, and fatigue. In less than half of the
cases, myalgia, malaise, pyrexia, chills, arthralgia, and nausea are observed. Thrombosis
with thrombocytopenia syndrome was reported as a very rare case [14]. In our research, in
contrast to the BNT162b2 group, systemic reactogenicity was more common and severe
after two doses of ChAdOx1. The majority (77%) of the ChAdOx1 recipients experienced
multiple adverse reactions, such as fever, muscle and joint pain, headache, fatigue, chills,
pain at the injection site, diarrhoea, or vomiting. Warkentin et al. reported at least a reaction
in 58% of ChAdOx1 recipients, 70% of whom had pre-existing diseases. In addition, higher
reactogenicity was observed among women and younger people; in contrast, 72% of the
ChAdOx1 recipients in a smaller study conducted by Marking et al. did not report any
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adverse effect [51]. Teachers vaccinated with ChAdOx1 are older and many suffer from
underlying diseases, so they may pay greater attention to their health after vaccination.
Notably, as side-effects studies rely mostly on self-reported data, we may assume that this
could lead to information bias among different studies and population groups.

5. Conclusions

In conclusion, the strengths of our study include the comparison of antibody responses
to ChAdOx1 and BNT162b2 homologous vaccination in terms of effectiveness, safety, and
antibody levels at two time points. We also evaluated both the prevention and control
measures implemented in educational settings, which altogether, allowed us to estimate
immunity in two groups of teachers. We are aware that our study has limitations. It
includes a relatively small sample size as well as age and gender disparities. On the other
hand, the majority of school teachers in Poland are women (88%), of which 62% are over
40 years old [52]. In fact, our study reflects the demographics of education workers, thus
providing an insight into the COVID-19 immunity status of this group. Another limitation
is the relatively short follow-up. Further data collection would be needed to determine
exactly how changes in IgG antibody levels over a longer period affect the protection
against SARS-CoV-2 infection. It should also be highlighted that our research focuses on
antibody responses. Studying other mechanisms, such as memory T-cells may enhance our
understanding of vaccine-induced immunity. Lastly, due to the very high vaccination rate,
we were unable to collect samples from the non-vaccinated teachers, which could serve as
a control group in comparison to the vaccine effectiveness and SARS-CoV-2 infection risk.
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Abstract: During the COVID-19 pandemic, several vaccines were developed to limit the spread
of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2). However, due to SARS-CoV-2
mutations and uneven vaccination coverage among populations, a series of COVID-19 waves have
been caused by different variants of concern (VOCs). Despite the updated vaccine formulations for
the new VOC, the benefits of additional COVID-19 vaccine doses have raised many doubts, even
among high-risk groups such as healthcare workers (HCWs). We examined the factors underlying
hesitancy to receive COVID-19 booster vaccine doses and analysed the anti-SARS-CoV-2 IgG antibody
response after booster vaccination among HCWs. Our study found that 42% of the HCWs were
hesitant about the second booster dose, while 7% reported no intent to get vaccinated with any
additional doses. As reasons for not vaccinating, participants most frequently highlighted lack of
time, negative experiences with previous vaccinations, and immunity conferred by past infections. In
addition, we found the lowest post-vaccination antibody titres among HCWs who did not receive
any vaccine booster dose and the highest among HCWs vaccinated with two booster doses.

Keywords: vaccination; healthcare workers; hesitancy; booster dose; COVID-19; Poland

1. Introduction

According to the Hippocratic oath ‘Morbum evitare quam curare facilius est’, it is better
to prevent than to treat disease. The best way to prevent the spread and pathogenesis of
infectious disease agents is vaccination. There are different types of vaccines, which may
contain attenuated, inactivated or dead pathogens, as well as purified products derived
from them or fragments of their genetic material encoding the antigens [1]. In addition,
there are different vaccination schemes that differ in their number of doses, the time
between each dose, the administration route, etc. [1]. Lastly, the medical recommendations
regarding vaccinations may change due to newly acquired knowledge [2].

According to the Centers for Disease Control and Prevention (CDC), four million
deaths worldwide are prevented by childhood vaccination every year [3]. Moreover, it
was estimated that more than 50 million deaths could be prevented through immunisation
between 2021 and 2030 [3]. Over the next 10 years, measles and hepatitis B vaccinations
can save nearly 19 and 14 million lives, respectively [3]. Finally, it was estimated that
vaccinations prevented almost 20 million deaths from coronavirus disease 2019 (COVID-19)
worldwide in the first year after vaccine approval [4].

However, tackling the vaccine-preventable diseases is mostly limited by vaccine
hesitancy. In January 2019, even before the COVID-19 pandemic outbreak, the World Health
Organisation (WHO) identified vaccine hesitancy among ten threats to global health [5].
Importantly, they also pointed out three groups of viruses that may pose pandemic or
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epidemic risk such as influenza viruses, Ebola viruses (and other high-threat pathogens like
several haemorrhagic fevers, Zika, Nipah, Middle East respiratory syndrome coronavirus
(MERS-CoV), and Severe Acute Respiratory Syndrome coronavirus (SARS-CoV), as well as
unknown emerging infectious disease pathogens), and human immunodeficiency virus
(HIV) [5]. Although vaccination plays a crucial role in preventing viral infections and
transmission, the reasons for vaccine hesitancy remain unclear. WHO research recognised
complacency, vaccine access inconvenience and general distrust as main factors influencing
vaccine acceptance [5]. As a result, there is a huge discrepancy between the vaccination
coverage recommended by WHO and the actual rate of vaccination. For example, in 2003
the WHO's plan for influenza vaccination was to achieve 50% vaccination coverage among
the elderly by 2006 and increase it to 75% by 2010 [5]. In 2009, the European Council
recommended increasing the vaccination rate among risk groups, including healthcare
workers (HCWs) [6]. Research by Spruijit et al. on 14 European countries until the 2013/2014
season revealed that median influenza vaccination rates in the general population were
low overall, whereas rates among the elderly were higher and close to the threshold
recommended by the WHO(1% to 27% and 2% to 81%, respectively). Regardless of the
study period, ranging from 8 to 23 seasons in different countries, the observed vaccination
coverage trend rose slightly initially, but began to decline after the 2009 A/H1N1 pandemic
year. This pattern was observed in both the total population and the elderly [7]. A global
meta-analysis of influenza vaccination showed the highest vaccination rates in the general
population during the COVID-19 pandemic (27.63%), followed by other influenza seasons
(25.48%) and the 2009 A/HIN1 pandemic (20.41%). Similarly, the largest number of
vulnerable people was vaccinated during the COVID-19 pandemic (48.52% of HCWs and
54.59% of the chronically ill), but none of them reached the WHO target. The opposite trend
was observed for other periods, with more HCWs and chronically ill persons vaccinated
during the 2009 A/HI1IN1 pandemic (38.98% and 42.75%, respectively) than other influenza
seasons (33.95% and 40.69%, respectively) [8]. In Poland, based on the National Institute of
Public Health—National Hygiene Institute and vaccine distributors’ data, it is estimated
that since the 2011/2012 season the influenza vaccination rate was the highest during the
COVID-19 pandemic and reached its peak in 2021-2022, with 7% of the general population
and 22.9% of the elderly vaccinated, but after this year it started declining. From the
2011/2012 season to the 2018/2019 season the vaccination coverage slowly declined and
started increasing in the 2017 /2018 season. Nevertheless, a low median vaccination rate
was observed during this time in both the general population (3.7%) and the elderly (12.1%),
which did not change considerably (by 1.2% in the general population and 2.8% among
the elderly) [9].

Overall, the obtained data show discrepancies between vaccination coverage in general
and susceptible groups, as well as in different countries [7,8]. However, the lack of detailed
official data from each country [5,10] only provides general conclusions, but does not allow
us to tailor vaccination campaigns to specific countries and groups. As indicated by WHO,
influenza vaccination uptake is related to different factors that are strongly country and
context-dependent [5]. This highlights the need to monitor vaccination rate and hesitancy
at specific settings, with particular attention to HCWs, in order to address the problem of
vaccination coverage.

One year after the emergence of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2) and its global spread, there were four COVID-19 vaccines available in the
European Union: BNT162b2 (Pfizer, New York, NY, USA—BioNTech, Mainz, Germany),
mRNA-1273 (Moderna, Cambridge, MA, USA), and ChAdOx1-S (AstraZeneca, Cambridge,
UK/ University of Oxford, Oxford, UK), which were required to be administered in two
doses, and one shot Ad26.COV2.S (Janssen Pharmaceutical Companies, Beerse, Belgium).
Due to the anti-SARS-CoV-2 antibody waning [11] and relatively little knowledge on
the role of memory cell in the re- or post-vaccination infection, the European Centre for
Disease Control and Prevention (ECDC) and European Medical Agency (EMA) in 2022
recommended the first booster dose mainly for the individuals with severe COVID-19



Vaccines 2024, 12, 475

30f11

high risk, such as elderly individuals, as well as for people with high risk of SARS-CoV-2
infection, i.e., HCWs [10]. Furthermore, due to the emergence of the SARS-CoV-2 omicron
genetic variant with the ability to escape the immune system, a second booster dose
was recommended [10]. Currently in Poland, there are three booster vaccines available:
BNT162b2 BA .4-5 (Pfizer, New York, NY, USA—BioNTech, Mainz, Germany), mRNA-
1273 BA.1 (Moderna, Cambridge, MA, USA) and NVX-CoV2373 (Novavax, Gaithersburg,
MA, USA).

In our previous study [12], we assessed anti-SARS-CoV-2 S Ab levels after comple-
tion of a mandatory COVID-19 primary vaccination series among HCWs in February
2021. Within seven months of vaccination we observed that the Ab level decreased by
approximately 90-95%; however, none of the HCWs contracted COVID-19. During that
period, Alpha VOC had been the major lineage in Poland and was replaced by the Delta
VOC in July 2021 [13]. In addition, we revealed that early in the pandemic (September
2020) none of the HCWs was infected with SARS-CoV-2, regardless of the occupational
risk for SARS-CoV-2 infection. Interestingly, at the end of the pre-VOC time (December
2020), almost a two times-higher seroprevalence was detected among the HCWs from
the low infection risk unit than from the high infection risk unit. Thus, we concluded
that awareness and training of HWCs from the infectious disease unit may contribute to
the reduction of SARS-CoV-2 transmission in healthcare settings, even in the absence of
a vaccine. Considering both the rapid waning of vaccination-induced anti-SARS-CoV-2
S Ab levels after the primary vaccination schedule and the effectively implemented non-
pharmaceutical interventions, we aimed to re-examine the attitude of the HCWs from
the infectious disease unit toward a non-compulsory booster vaccination. The updated
booster vaccines, released by Pfizer—BioNTech and Moderna, were designed to target the
rapidly spreading Omicron VOC by producing not only S protein from the original strain
of SARS-CoV-2, but also from the Omicron BA.1 subvariant or both the Omicron BA.4 and
the Omicron BA.5 subvariants of SARS-CoV-2 [10]. Bivalent vaccines were available for
HCWs in Poland in September 2021, two months earlier than for the general population [9].
Since February 2022, the Omicron VOC has expanded in Poland, accompanied with surges
of new COVID-19 cases at the highest level during the COVID-19 pandemic to date [13].
In response to the increased transmissibility of the Omicron VOC and the higher risk of
contracting severe COVID-19 for those in vulnerable groups, the second booster dose in
Poland was firstly available for the elderly over 80 years of age in April 2022, followed
by HCWs in August 2022, and people over 12 years of age one month later [9]. Here, we
present the follow up study which focuses on the anti-SARS-CoV-2 Ab titres after booster
immunisation and the COVID-19 vaccine booster hesitancy among HCWs from the high
infection risk healthcare unit.

2. Materials and Methods
2.1. Study Participants and Design

We invited HCWs from the Department of Infectious Diseases and Child Neurology
(DIDaCN) and collaborating units, K. Jonscher’s Clinical Hospital, Poznan University of
Medical Sciences, Poznan to participate in our study. The invitation was sent by email to
all HCWs with basic information on the aim and objectives of this study. In addition, the
invitation was spread among HCWs during daily routine meetings. We used only one
inclusion criterium, i.e., high risk of SARS-CoV-2 infection connected to the work with
COVID-19-positive patients. There were no exclusion criteria.

All participants were asked to answer an online epidemiological survey to collect
demographic (sex, age, and profession) and health status (chronic disease and previous
SARS-CoV-2 infection) data. Moreover, since receiving COVID-19 booster doses was
publicly encouraged, but not mandatory for HCWs in Poland, we asked them whether they
received vaccine boosters, how many doses were administered, as well as what reasons
underlying vaccination hesitancy. Interviewees could choose from a list of motives for
their vaccine hesitancy (i.e., no trust in the vaccine safety; some medical reasons; no time;
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previous SARS-CoV-2 infection and its severity) and/or fill in their own answers. To avoid
additional bias related to the availability of the COVID-19 vaccine booster doses, we invited
the study participants to fill the online survey and donate blood at a time when the booster
vaccination was fully available and the time from registration to vaccination was shorter
than one day.

Blood specimens were drawn by trained nurses at the DIDaCN in November 2022, i.e.,
approximately one year after the first COVID-19 vaccine booster and two months after the
second vaccine booster dose administration. Following collection, the blood samples were
transported to the IBCH PAS for serological assays. In order to differentiate between the
Ab response induced by natural infection or vaccination we used immunoassays targeting
two SARS-CoV-2 proteins: spike (S) and nucleocapsid (NCP). COVID-19 vaccines are
based on S protein, so the increased anti-S Ab level is observed in both vaccinated and
SARS-CoV-2 infected persons. On the contrary, anti-NCP Ab are produced only after
SARS-CoV-2 infection and their elevated level is the indicator of previous natural exposure
to SARS-CoV-2

2.2. Laboratory Analysis

Serological testing for IgG Ab to the S protein and NCP protein was performed
using a quantitative anti-SARS-CoV-2 QuantiVac IgG ELISA test (Eurolmmun GmbH,
Liibeck, Germany) and anti-SARS-CoV-2 NCP IgG ELISA test (EuroImmun GmbH, Liibeck,
Germany), respectively. The presence of anti-S IgG Ab confirmed the response to either
prior SARS-CoV-2 infection or vaccination, while the presence of anti-NCP IgG Ab indicated
only previous SARS-CoV-2 infection. Assays were carried out and interpreted as described
in the manufacturer’s manuals. Results were calibrated into WHO international units
(binding antibody unit, BAU/mL) using the attached reference material and calibration
curve. For each run, a new calibration curve was obtained and used for calculations.
Analysis included HCWs with anti-SARS-CoV-2 IgG Ab measurement within 389+29 days
after the first or 44 £ 11 days after their second BNT162b2 booster vaccination. The time
between the completing of primary homologous BNT162b2 vaccination series and anti-
SARS-CoV-2 IgG Ab measurements was more than 18 months for HWCs who did not
receive any BNT162b2 booster dose.

2.3. Statistical Analysis

The categorical variables were presented as counts and percentages, and the seropreva-
lence estimates were presented with the 95% ClI calculated using the hybrid Wilson/Brown
method. Further analyses were conducted with two-way ANOVA with the Tukey post-
hock test with the following within-subject factors: sex (female or male); age (<30, 3140,
41-50, 51-60 or >60); occupation (physician, nurse/midwife or other); COVID-19 history
(positive or negative); chronic diseases (yes or no); and anti-SARS-CoV-2 S IgG level (no
vaccine boosters, one dose or two doses of vaccine boosters). The interaction between
analysed factors was not included. Data were accepted as statistically different if p < 0.05.
All statistical analyses were performed using GraphPad Prism 10 software.

2.4. Ethics Approval

The study was approved by the Bioethics Committee at the Poznan University of
Medical Sciences, Poznan, Poland (Resolution No. 470/20 from 17 June 2019). In addition,
written informed consent was obtained from each study participant before blood collection.

3. Results
3.1. Characteristics of the Study Participants

The study group included 69 HCWs (Table 1), of whom the vast majority took part in
our previous study on the anti-SARS-CoV-2 antibody level [12]. Most participants were
women (84.06%) and were aged 41.44 & 13.71 years. Nurses and midwives represented
43.48% of study participants, followed by physicians (27.53%), other health associate
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professionals (20.29%), and administration staff (8.7%) (Table 1). At the time of enrolment,
47 participants (68.12%) reported a previous laboratory-confirmed SARS-CoV-2 infection
and 31 (44.93%) suffered from at least one comorbidity (Table 1).

Table 1. The COVID-19 booster vaccination among healthcare workers with the highest SARS-CoV-2
infection risk.

Participants Booster Vaccination
Category @) (%) None One Dose Two Doses
° (%, 95% CI) (%, 95% CI) (%, 95% CI)
7.252 42,020 50.73 b
Overall 69 100 (2.39-16.11) (30.24-54.52) (38.41-62.98)
Gender
6.902 50.00 P 43.10°
Female 58 84.06 (1.91-16.73) (36.58-63.42) (30.16-56.77)
9.092 0.002b 90.91b
Male H 15.94 (0.23-41.28) (0.00-28.49) * (58.72-99.77)
Age
10.00 2 35.00 2P 55.00 b
19-30yo. 20 28.99 (1.24-31.07) (15.39-59.22) (31.53-76.94)
8.332 16.67 2 75.00 P
31-40 yo. 12 17.39 (0.21-38.48) (2.09-48.41) (42.81-94.51)
7.69 61.54 30.77
41-50 yo. 13 18.84 (0.19-36.03) (31.58-86.14) (9.09-61.43)
5.00 2 25.002b 70.00 P
51-60y.o. 20 26.09 (0.13-24.87) (8.66-49.10) (45.72-88.11)
0.00 0.00 100.00
>60 y.0. 4 8.70 (0.00-60.24) (0.00-60.24) (39.76-100.00) *
Occupation
. 5.262 15.79 ab 78.95 P
Physicians 19 27.53 (0.13-26.03) (3.38-39.58) (54.43-93.95)
L 6.672 53.33b 40.00P
Nurses/Midwives 30 4348 (0.82-22.07) (34.33-71.66) (22.66-59.40)
L 16.67 50.00 33.33
Administration 6 8.70 (0.42-64.12) (11.81-88.19) (4.33-77.72)
7.14 42.86 50.00
Others 14 20.29 (0.18-33.87) (17.66-71.14) (23.04-76.96)
COVID-19 history
. 10.64 2 38.30P 51.06 P
Positive results 47 68.12 (3.55-23.10) (2451-53.62) (36.06-65.92)
. 0.002 50.00 P 50.00
Negative results 22 31.88 (0.00-15.44) * (28.22-71.78) (28.22-71.78)
Chronic diseases
6.452 38.71b 54.84b
Yes 31 44.93 (0.79-21.42) (21.85-57.81) (36.03-72.68)
7.892 4474 b 47.37°P
No 38 55.07 (1.66-21.38) (28.62-61.70) (30.98-64.18)

* one-sided 97.5% confidence interval; *P—values within a row with different superscript letters differ p < 0.05.
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3.2. Prevalence of Anti-SARS-CoV-2 Antibodies among Healthcare Workers

For this project, we analysed the prevalence of anti-SARS-CoV-2 antibodies after
natural infection (anti-NCP) and after the anti-COVID-19 BNT126b2 vaccination (anti-S).
A positive result of a SARS-CoV-2 diagnostic test in the past was reported by 47 study
participants. Among them, we found anti-SARS-CoV-2 NCP antibodies in 20 individuals.
In 27 HCWs, the anti-SARS-CoV-2 NCP antibodies were depleted. Seven individuals had
developed anti-SARS-CoV-2 NCP antibodies without declaring COVID-19 in their history.
The prevalence of anti-SARS-CoV-2 NCP antibodies increased from 5.71% in September
2021 [12] to 39.1% in November 2022.

Post-vaccination antibodies were found in 68 of the 69 analysed HCWs, and the
prevalence of anti-SARS-CoV-2 S antibodies increased from 84.50% in September 2021 [12]
to 98.56% in November 2022. Among these HCWs, there was one individual with a
complete depletion of anti-SARS-CoV-2 S antibodies. The lowest anti-SARS-CoV-2 S
antibody levels, i.e., 836.60 & 686.04 BAU/mL, were found among individuals who had
not received any vaccine booster dose (Figure 1). The highest post-vaccination antibody
titre, i.e., 3990.17 £ 2053.16 BAU/mL, was observed in study participants who received
two COVID-19 vaccine boosters (Figure 1).
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Figure 1. The anti-SARS-CoV-2 S antibodies level among healthcare workers who received none,
one or two doses of COVID-19 vaccine boosters. Statistical analyses were conducted with two-way
ANOVA with the Tukey post-hock test. BAU—binding antibody units, each dot represents one study
participant, *—p < 0.05, ***—p < 0.001.

3.3. The Vaccine Boosters among Healthcare Workers

At the time of enrolment, all HCWs had received the recommended two basic doses
of BNT162b2 vaccines (Pfizer—BioNTech) in January/February 2021. The vast majority
of study participants (92.75%) had received at least one dose of vaccine booster, with two
doses of vaccine booster administered to 50.73% of the analysed individuals (Table 1).
Interestingly, all HCWs with no previously confirmed SARS-CoV-2 infection had received
at least one vaccine booster dose. Only 5 of 69 HCWs had not received any vaccine booster
(Table 1). The highest number of HCWs without any vaccine boosters was observed among
administration personnel (Table 1).

Participants in the 3140 and 41-50 age groups were the most sceptical about the
second booster dose (75% and 62%, respectively). Booster hesitancy among health profes-
sionals (physicians, nurses and midwives) was lower than among administrative staff and
others. Almost 79% of the physicians had received two COVID-19 vaccine booster doses.
However, apart from physicians, about half of the HCWs from each occupation group were
hesitant about the second booster dose.
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Reasons

Have a bad reaction to a COVID-19 vaccine in the past
Have already had COVID-19 in the past
Just had contact with SARS-CoV-2 infected person

Believe COVID-19 is not such a dangerous disease

In total, 34 of the 69 HCWs provided reasons for COVID-19 booster vaccination
hesitancy (Figure 2). Interviewees reported more than one reason. Three of five participants
who did not receive any booster shots and 5 of 29 who had received only one booster
preferred not to comment on their unwillingness to get the booster doses. Four HCWs
planned to get the second booster dose once they were eligible for vaccination.

Do not trust the safety of vaccines
Other medical reasons mhesitant to get the
second COVID-19
booster vaccine
dose (n=29)

Do not have time

hesitant to get
both COVID-19
booster vaccine
doses (n=5)

Prefer not to say

Plan to get a COVID-19 vaccine

o

1 2 3 4 5

(]
~
o

Number of partcipants

Figure 2. The reasons behind the hesitancy to receive the second (n = 29) or both (n = 5) COVID-19
booster vaccine doses among healthcare workers. Participants could report more than one reason.

Concerns expressed by two participants who did not get any booster dose were based
on their personal perceptions of the COVID-19 vaccine and disease prevention. They
reported negative experiences with past COVID-19 vaccination and stated that the natural
immunity developed after SARS-CoV-2 infection could protect them against COVID-19,
which, overall, does not pose serious health risks.

Responses from HCWs who received only one COVID-19 booster dose can be cate-
gorised into two themes: (i) influences arising from personal perceptions of the COVID-19
vaccine and disease prevention and (ii) issues directly related to vaccination and its safety.
Six individuals reported negative adverse effects after past COVID-19 vaccinations. Some
believed in the protective effect of previous exposure to SARS-CoV-2, either as a result of
infection or direct contact with a SARS-CoV-2-infected person. However, the majority of
participants stated that they did not have time to comply with the recommended vacci-
nation schedule. Four HCWs expressed concerns about safety issues, three interviewees
mentioned other medical reasons, and one person distrusted vaccine safety in general.

4. Discussion

Studies on waning humoral immunity after COVID-19 vaccination showed a reduction
in anti-SARS-CoV-2 S Ab levels within seven months of completion of the COVID-19
primary vaccination course, ranging from 72% to 95%. Importantly, Ab levels were higher in
previously infected HCWs [12,14]. The first booster dose was demonstrated to significantly
increase Ab levels (even up to almost 110%) [15], as well as bolster protection against
SARS-CoV-2 infection [16-20]. However, the waning effectiveness of the first booster dose
within a few months of administration was reported by Patalon et al. [16]. The second
booster dose provided a further increase in anti-SARS-CoV-2 S Ab levels. It is noteworthy
that peak responses after the second booster dose were similar to, and possibly better than,
peak responses after the first booster dose [21]. In addition, immunity waned more quickly
after the second booster than after the first booster dose [21]. Several studies from Israel
have demonstrated that the second booster dose increases protection against SARS-CoV-2
infection compared to the first booster dose [19,22]. However, similar protective effects
for both the first and second booster doses were observed in patients with cancer in
Singapore [23]. Our study showed that the anti-SARS-CoV-2 S Ab in HCWs vaccinated
with one booster dose were still detectable and no new SARS-CoV-2 infection occurred
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ten months after booster vaccination. However, the Ab level was significantly lower than
among HCWs with two booster shots. The question that should be answered, but will
remain open, is what level of anti-SARS-CoV-2 is effective against severe COVID-19? Only
further research may confirm the importance of booster vaccination in the fight against
emerging coronaviruses.

One of the main goals of this study was to determine the COVID-19 vaccine booster
acceptance among HCWs in Poland. Receipt of at least one booster dose was reported by
92.8% HCWs in October 2022, with more than two in five (42%) HCWs hesitant to receive
the second booster dose. Research on the representative polish population conducted at
the same time by Sobierajski et al. revealed that half of the respondents (50.6%) received
at least one booster dose [24]. Although it differs from the ECDC data from October 2022,
according to which the uptake of the first booster in Poland was 39.2%, [25], the evidence
we found points to around two times higher acceptance of COVID-19 vaccine booster doses
among HCWs than non-HCWSs. The observed trend was also reported globally in June
2022 by Lazarus et al. (19.9% vs. 40.3%, respectively) [26].

Likewise, studies carried out in the USA in 2022 demonstrated a higher uptake of
the COVID-19 vaccine booster among HCWs than non-HCWs, but the difference between
them was smaller. The acceptance rate reported by Agaku et al. in January 2022 among
adults working in hospitals was 60.5%, compared to 48.5% among the general popula-
tion [27]. In March 2022, Lu et al. found that COVID-19 booster dose coverage was 67.4%
among essential healthcare personnel, which was comparable to 63.4% among the general
population [28]. Similarly, as reported by Farah et al. in April 2022, more than two-thirds of
HCWs (64.8%) received a COVID-19 booster vaccination [29]. High levels of acceptance of
at least one booster dose among HCWSs were also observed in November 2021 in Czechia
(71.3%) [30] and in Singapore in December (73.8%) [31]. Strikingly different from previous
results reported in the literature are data from Albania, where in June 2022 only 19.1%
of HCWs had received a booster dose [32]. These worldwide differences in acceptance
of COVID-19 booster doses among HCWs may be a result of country-specific COVID-19
booster vaccine availability and policies, as well as the current epidemiological situation.
However, as HCWs are prioritised for COVID-19 booster vaccination in many countries, un-
derstanding the problem of vaccine hesitancy is crucial to combat the COVID-19 pandemic
and was addressed in our study:.

We found that even in the same healthcare unit, COVID-19 booster vaccination hesi-
tancy differed among occupation groups of HCWs. The lower hesitancy among physicians,
nurses, and midwives than for non-health professionals reported in our research is consis-
tent with that of other studies [29,32]. Furthermore, the highest COVID-19 vaccine booster
uptake among physicians compared to other HCWs also supports previous findings [29,32].
Tendencies in occupational groups of HCWs toward hesitancy to the first dose booster dose
continued for the second booster dose. Moreover, the decreasing level of second booster
uptake observed in our study is in line with the analysis of vaccination trends in Poland
until January 2023 by Walkowiak et al. [33]. At the beginning of the Omicron VOC wave,
the huge majority of HCWs showed a dramatic change in their attitude toward vaccination,
including the resignation of the second booster dose uptake, whereas the decision-making
of accepting was influenced by social impact, infection trends, as well as the availability of
updated booster doses [33]. In addition, our results are consistent with those of Galanis
et al., who found that around a third of the nurses in Greece were hesitant about the second
booster dose. Increased vaccine hesitancy was associated with uncertainty about updated
boosters and COVID-19 vaccination in general, and interestingly, with greater compliance
with hygiene measures [34]. The latter reason, which was not mentioned by nurses in our
present study, concurs well with our previous finding. In the pre-COVID-19 vaccination era
HCWs from the surveyed unit effectively complied with non-pharmaceutical interventions,
which resulted in a lower seroprevalence than in low-infection risk unit [12]. Since some
HCWs preferred not to admit what influenced their vaccine hesitancy, it can be assumed
that some of them fell into complacency, which may be supported by their surviving a
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SARS-CoV-2 infection. To sum up, it seems that the working environment has an uneven
impact on COVID-19 vaccine behaviour among HCWs from different occupational groups,
and other factors influencing vaccine hesitancy need to be taken into account. With respect
to other personal motives underlying vaccine hesitancy, we found that previous SARS-
CoV-2 infection and negative experiences following COVID-19 vaccination were reasons
for hesitancy among those who had not received the second booster dose or either booster
dose. Hesitancy among HCWs due to the fear of side effects after booster vaccination was
also reported by Dziedzic et al. [35]. In addition, hesitancy about any booster dose arose
from the belief that COVID-19 is low risk, which is surprising given that the participants
worked in an infectious disease unit. Reluctance to receive the second booster dose was
mostly associated with a lack of time.

Despite the proven safety of the mRNA vaccines given as a second booster dose [15,21],
safety concerns also prevented HCWs from getting vaccinated. Misinformation not only
about the COVID-19 vaccine but also about other vaccines in general undermine vaccine
confidence and should be addressed by the scientific community [36-39].

Overall, our results corroborate the findings on attitudes towards COVID-19 booster
vaccination among adult Poles conducted by Rzymski et al. in September 2021. They
established that the main reasons for vaccine hesitancy were side effects experienced after
previous doses, the opinion that further vaccination was unnecessary, and safety issues [40].
It should be noted that people often do not fully express their fears regarding COVID-19
booster vaccination and in our study, we also found HCWs who did not want to comment
on their unwillingness to receive a booster dose. Importantly, as highlighted by Sobier-
ajski et al., public declarations may not align with vaccine behaviour, especially among
moderate vaccine supporters/opponents, and should be interpreted with caution [24]. For
example, the declared willingness to receive a COVID-19 booster dose in Poland was 71%
in September 2021 [40] and 84.2% in July 2022 [26], while according to ECDC data, the
uptake of the first booster in Poland in July 2023 was 39.3% [25].

Notwithstanding the relatively small sample, this work offers valuable insights into
COVID-19 booster uptake and hesitancy among HCWs in Poland. As being prioritised for
booster vaccination does not appear to be a sufficient incentive, close attention should be
paid to misinformation in the media, which may shape the COVID-19 vaccine beliefs and
behaviour of HCWs as well as the general population. Further research on anti-SARS-CoV-2
S Ab levels following additional booster dose vaccinations would be of great help towards
revising vaccination policies to control the outbreak of future waves of COVID-19.

5. Conclusions

Vaccination is the best method to prevent infectious diseases. However, due to many
factors, such as anti-vaccination activism, fake news, and the lack of a clear and easy to
follow vaccination campaign, many in society are reluctant to receive booster doses of
COVID-19 vaccines. Healthcare workers are at the highest risk of SARS-CoV-2 infection,
and thus should be well-educated and understand the importance of vaccine booster doses
for the control and prevention of COVID-19. We found that almost all HCWs from the high
SARS-CoV-2 infection risk unit were vaccinated with a first BNT162b2 booster dose, but
more than two in five were hesitant to receive the second booster dose. The presence of
the anti-SARS-CoV-2 antibodies, previous negative experiences with vaccination, beliefs
about the protective effect of prior infections, and a lack of time were the most common
barriers to booster uptake reported by HCWs. Our study shows that information about the
effectiveness and safety of the updated COVID-19 vaccines should be widely campaigned
among HCW, who may not be keeping updated regarding new knowledge and evidence
about benefits of the vaccines in the face of rapidly evolving VOC. We believe that our
findings will serve as a basis for policy-makers to increase the booster vaccination coverage
not only among HCWs, but also the general population.
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