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"Virus, Virus, shining bright,

In the phosphotungstic night,

What immortal hand or eye,

Dare frame thy fivefold symmetry."

(With apologies to William Blake [1757-1827])
June Almeida,

A classification of virus particles based on morphology,
Can Med Assoc J. 1963; 89(16):787-98.



Sazetak

Pracenje Kkinetike humoralnog imunskog odgovora nakon infekcije SARS-CoV-2 virusom i
aktivne imunizacije protiv kovid-19 razli¢itim vakcinama dostupnim u Srbiji

Pra¢enje humoralnog imunskog odgovora nakon infekcije SARS-CoV-2 virusom i
vakcinacije protiv kovid-19 od velike je vaznosti za procenu trenutka slabljenja zaStite imunskog
odgovora i1 potencijalnog prilagodavanja vakcinalnih strategija. Stoga su ciljevi ovog istrazivanja bili
longitudinalno praéenje nivoa antitela nakon infekcije SARS-CoV-2 i nakon vakcinacije razli¢itim
vakcinama dostupnim u Srbiji (BBIBP-CorV, Gam-COVID-Vac, ChAdOx1, BNT162b2, mRNA-
1273). Istrazivanje je sprovedeno kao prospektivna kohortna studija pra¢enja nivoa ukupnih i
neutraliSucih antitela u vise vremenskih tacaka.

Nakon infekcije detektovan je znaCajan pad nivoa antitela tokom 12 meseci pracenja. lako
inicijalno visi, nivoi antitela opadali su brze kod ispitanika sa tezom klinickom slikom. Na nivoe
antitela nakon dve doze vakcine, znacajno su uticali postojanje prethodne infekcije i tip vakcinalne
platforme. BNT162b2 vakcina indukovala je najvisi humoralni imunski odgovor, dok je BBIBP-
CorV pokazala slabiju imunogenost, ¢ak 1 kod ispitanika sa prethodnom SARS-CoV-2 infekcijom.
Takode, jedino je BBIBP-CorV vakcina indukovala nize nivoe antitela u odnosu na rekonvalescente.
U okviru istraZivanja predstavljeno je 11 razli¢itih kombinacija primarne serije 1 tre¢e doze vakcine.
Tako je uoceno da je heterologna BBIBP-CorV/BNT162b2 kombinacija indukovala viSe nivoe
antitela u odnosu na homologne pristupe i kod starije populacije, omogucivsi prevazilazenje slabije
imunogenosti BBIBP-CorV primarne serije. Uprkos inicijalnom dobrom odgovoru na trecu dozu, kod
svih kombinacija uocen je pad nivoa antitela tokom Sestomesecnog pracenja.

Imajuéi u vidu rezultate, znacaj ovakvog istraZivanja ogleda se u doprinosu razumevanja
humoralnog imunskog odgovora nakon infekcije, vakcinacije 1 hibridnog imuniteta, tokom razli¢itih
faza najznacajnije pandemije savremenog doba.

Klju¢ne recéi: SARS-CoV-2, kovid-19, BBIBP-CorV, Gam-COVID-Vac, ChAdOx1, BNT162b2,
vakcinacija, humoralni imunski odgovor

Naucna oblast: Medicina
UZa naucna oblast: Mikrobi i infekcija
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Abstract

Monitoring the Kinetics of the humoral immune response following SARS-CoV-2 infection and
active immunization against covid-19 with different vaccines available in Serbia

Monitoring the humoral immune response after SARS-CoV-2 infection and vaccination
against covid-19 is of great importance in assessing the timing of waning immune protection and
potential adaptation of vaccination strategies. Therefore, the aims of this research were longitudinal
monitoring of antibody levels after SARS-CoV-2 infection and after vaccination with different
vaccines available in Serbia (BBIBP-CorV, Gam-COVID-Vac, ChAdOx1, BNT162b2, mRNA-
1273). The research was conducted as a prospective cohort study monitoring the levels of total and
neutralizing antibodies at multiple time points.

After infection, significant waning of antibody levels was detected during the 12-month
follow-up. Although initially higher, antibody levels declined faster in subjects with a more severe
clinical presentation. The existence of a previous infection and the type of vaccine significantly
affected the antibody levels after two doses of vaccine. BNT162b2 induced the highest humoral
immune response, while BBIBP-CorV showed lower immunogenicity, even in subjects with previous
infection. Furthermore, only BBIBP-CorV vaccine induced lower antibody levels compared to
convalescents. Within the scope of this study, 11 different combinations of the primary series and the
third dose of the vaccine were presented. Thus, it was observed that the heterologous BBIBP-
CorV/BNT162b2 combination induced higher levels of antibodies compared to homologous
approaches and showed an advantage even in the elderly population, indicating the ability to
overcome the weaker immunogenicity of the BBIBP-CorV primary series. Despite an initial good
response to the third dose, a decline in antibody levels was observed after all booster combinations
by six months of follow-up.

Results obtained during this research contribute to the understanding of the humoral immune
response following infection, vaccination, and hybrid immunity across different phases of the
pandemic.

Key words: SARS-CoV-2, covid-19, BBIBP-CorV, Gam-COVID-Vac, ChAdOx1, BNT162b2,
vaccination, humoral immune response

Scientific field: Medicine
Scientific subfields: Microbes and infection

UDC number:
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1.UVOD



Sredinom decembra 2019. godine, u kineskom gradu Vuhan, provincije Hubei, primecen je
porast slucajeva atipi¢ne pneumonije, sa simptomima nalik na infekciju koronavirusom udruzenim
sa teSkim akutnim respiratornim sindromom (eng. severe acute respiratory syndrome coronavirus,
SARS-CoV). Ustanovljena je epidemioloska veza izmedu inicijalnih pacijenata i pijace morskih
plodova Huanan, medutim, kako naredni slucajevi nisu bili u dodiru sa pomenutom pijacom,
posumnjalo se 1 na direktan prenos sa coveka na Coveka. Poc¢etkom januara 2020. godine iz humanih
¢elija epitela respiratornog trakta, inficiranim bronhoalveolarnim lavatima pacijenata sa atipi¢nom
pneumonijom, izolovan je novi virus, klasifikovan u porodicu Coronaviridae — tada nazvan 2019-
nCoV (eng. novel coronavirus).'?! U februaru Medunarodni komitet za virusnu taksonomiju
preimenovao je ovaj virus u koronavirus udruzen sa teSkim akutnim respiratornim sindromom 2 (eng.
severe acute respiratory syndrome virus 2, SARS-CoV-2), dok bolest biva nazvana od strane Svetske
zdravstvene organizacije (SZO) koronavirusno oboljenje 2019, odnosno kovid-19 (eng. coronavirus
disease 2019, COVID-19).1*! Nakon hitrog Sirenja SARS-CoV-2 Sirom sveta, SZO krajem januara
2020. godine proglasSava vanrednu javno zdravstvenu situaciju od medunarodnog znacaja (eng. public
health emergency of international concern, PHEIC), §to predstavlja najvi$i nivo alarma ove
organizacije.') U martu 2020. godine, u saop$tenju za medije generalni direktor SZO okarakterisao
je kovid-19 kao pandemiju.[*!

Pocetak pandemije predstavljao je znacajnu prekretnicu za javno zdravlje, sa posledicama
koje su se odrazile ne samo na sve segmente zdravstvenog sistema, ve¢ i na Sire drustvene tokove i
svakodnevni zivot pojedinca. Uticaj ove pandemije jedinstven je u savremenoj istoriji, narocito u
polju zdravstva, prevashodno posmatrano kroz prizmu preoptere¢enosti zdravstvenih radnika i
iscrpljenosti svih resursa u borbi protiv pandemije, ali 1 psiholoskih fenomena koji prate sprovodenje
mera socijalne izolacije. Uz sve navedeno, pandemija je izazvala i velike ekonomske posledice, koje
se osecaju i nakon njenog zavrSetka. Od samog pocetka pandemije, postojala je ogromna potreba za
novim istrazivanjima radi razumevanja mehanizama koji leZze u osnovi imunskog odgovora
specificnog za SARS-CoV-2, radi pronalazenja Sto efikasnije prevencije Sirenja virusa i nastajanja
teSkih oblika bolesti. Nikada pre zabelezen nivo rasprostranjenosti nau¢ne saradnje, doveo je do
ogromnih pomaka u polju imunologije 1 ispitivanja vakcina. Bili smo svedoci kako su naucna
istrazivanja neposredno oblikovala strategije javnog zdravlja, prelazeci iz apstrakcije u konkretne
primene. Zahvaljujuéi tim intenzivnim istrazivackim naporima, ve¢ devet meseci nakon proglasenja
pandemije, u decembru 2020. godine, prve vakcine dobile su odobrenje za hitnu upotrebu (eng.
emergency use authorization, EUA) od strane regulatornih tela kao Sto su Evropska agencija za
lekove (eng. European Medicines Agency, EMA) 1 Uprava za hranu i lekove Sjedinjenih Americkih
Drzava (eng. United States Food and Drug Administration, FDA SAD).

Srbija je medu prvima u regionu zapocela kampanju vakcinacije i obezbedila vakcine iz
razli¢itih izvora, ukljucujuc¢i 1 zapadne i istone proizvodace, sa prvim vakcinama dostupnim
stanovniStvu ve¢ od decembra 2020. godine. Posebna odlika odgovora na pandemiju u Srbiji
predstavljala je upravo ta, rana i simultana upotreba razlicitih vakcinalnih platformi, i to inaktivisanih,
vektorskih i RNK vakcina. Ovaj §irok dijapazon izbora vakcina predstavljao je jedinstvenu i retku
priliku za sprovodenje komparativnog imunoloskog ispitivanja uticaja razli¢itih vakcina, ali i same
infekcije, na imunski odgovor u realnim okvirima, van strogo kontrolisanih uslova klinic¢kih studija 1
pod okriljem jednog istrazivackog poduhvata. Izrada ove doktorske disertacije otpocela je u vreme
kada su 1 naucna zajednica i Sira javnost bile suofene sa brojnim neizvesnostima uzrokovanim
pandemijom. U nastavku uvoda bi¢e ukratko predstavljeni klasifikacija 1 istorijat koronavirusa,
osnovna struktura viriona SARS-CoV-2, patogeneza kovid-19, imunski odgovor na infekciju i
vakcinaciju, prikaz pojedinac¢nih vakcina primenjivanih u Srbiji, kao 1 bududi pristupi u borbi protiv
ove bolesti.



1.1. Klasifikacija koronavirusa

Koronavirusi su virusi sferiénog oblika, sa omotacem i pozitivnom jednolan¢anom RNK koji
¢ine porodicu Coronaviridae, u okviru reda Nidovirales. Ovi virusi, osim kod ljudi, mogu izazvati
infekciju 1 kod viSe razli¢itih kicmenjaka kao $to su sisari, ptice i odredeni vodozemci, pokazujuéi i
svoj zoonotski potencijal.’! Jedni su od najveéih do sada otkrivenih RNK virusa.l!

Porodica Coronaviridae sadrzi tri potporodice, od kojih se humani koronavirusi (eng. human
coronavirus, HCoV) nalaze u Orthocoronavirinae potporodici, i to u redovima Alphacoronavirus i
Betacoronavirus. Ukupno je do sada otkriveno sedam humanih koronavirusa, od toga su Cetiri virusa
izazivaci blagih, sezonskih respiratornih infekcija (HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-NL63 i HCo V-
HKU1), dok su ostala tri humana koronavirusa sposobna da pokrenu epidemije i pandemije, sa
moguénos¢u izazivanja veoma teSkih klinickih formi — SARS-CoV, SARS-CoV-2 i koronavirus
Bliskoisto¢nog respiratornog sindroma (eng. Middle East respiratory syndrome coronavirus, MERS-
CoV).[0]

Prema najnovijoj klasifikaciji Medunarodnog komiteta za virusnu taksonomiju (/nternational
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), humani koronavirusi dobili su nove nazive i to
Alphacoronavirus chicagoense (HCoV-229E), Alphacoronavirus amsterdamense (HCoV-NL63),
Betacoronavirus  gravedinis (HCoV-OC43), Betacoronavirus hongkonense (HCoV-HKU1),
Betacoronavirus cameli (MERS-CoV) 1 Betacoronavirus pandemicum (gde spadaju SARS-CoV i
SARS-CoV-2).°1 Za potrebe ove disertacije, koristiée se stari, ve¢ ustaljeni nazivi.

1.2. Istorijat humanih koronavirusa

Virusi iz porodice Coronaviridae prvobitno su opisani u veterinarskoj medicini i to pre gotovo
devet decenija. Godine 1937. izolovan je virus infektivnog bronhitisa ptica (eng. infectious bronchitis
virus, IBV), a zatim 1949. godine 1 virus miSjeg hepatitisa (eng. murine hepatitis virus, MHV),
predstavljajuéi, istorijski gledano, prve izolovane koronaviruse.”! Iako su kod ovih virusa tokom
narednih decenija, upotrebom elektronskog mikroskopa primecene filamentozne projekcije, prsten
oko virusne Cestice, ,,Siljci* ili ,,spikule®, danas uveliko prepoznatljiv naziv koronavirusa, koji potice
upravo od te specificne morfologije, skovan je tek trideset godina nakon izolacije IBV, usled
pronalaska prvih humanih koronavirusa.l®-!!]

Sezdesetih godina XX veka primecena je otezana kultivacija virusa koji su izazivali blage
infekcije gornjih respiratornih puteva, a koji nisu po svojim karakteristikama spadali pod tada poznate
uzro¢nike sezonskih prehlada.!'”) Posebnom vrstom kultivisanja ovih virusa u kulturama organa
napravljenih od epitela humane embrionalne traheje, metodologijom Bertina Horna (Bertin Hoorn),
Dejvid Tirel (David Tyrell) 1 njegovi saradnici izolovali su 1965. godine virus iz uzoraka decaka sa
simptomima prehlade, koji ¢e kasnije biti prepoznat kao prvi identifikovan humani koronavirus —
B814.11213]

Naucnica Dzun Almeida (June Almeida), ¢ije su tehnike bile revolucionarne i jedinstvene u
dijagnostickoj elektronskoj mikroskopiji, uspesno je uocila i fotografisala strukture B814 virusa i te
rezultate objavila zajedno sa Tirelom 1967. godine (Slika 1-1).'"¥ Specijalnom tehnikom kultivisanja
1 uz ekspertizu Almeide, 1 virus 229E, identifikovan gotovo istovremeno kad 1 B814, takode je
uspesno vizuelizovan i opisan u istoj publikaciji (Slika 1-1).!'"15 Virus 229E izolovan je prvobitno iz
uzoraka studenata medicine sa simptomima respiratorne infekcije od strane Doroti Hamre (Dorothy
Hamre) 1 Dzona Proknova (Jonh Procknow). Almeida se prethodno u svojoj karijeri tokom
proucavanja virusa iz animalnih uzoraka, koriste¢i identicnu metodologiju, ve¢ susrela sa virusima
morfoloski nalik na B814 i1 229E, a to su upravo bili IBV i MHV, virusi dobro poznati veterinarskoj
medicini. Pre otkri¢a B814 1 229E 1 njihove sli¢nosti sa ovim animalnim virusima, Almeidin nau¢ni
rad u kome je proucavanjem strukture IBV i MHV uocila da se radi o novoj grupi virusa, odbijen je
usled misljenja recenzenata da su slike koje predstavljaju neobi¢ne izdanke ovih virusa samo loSe
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slikani virusi influence i da nije u pitanju znacajan dodatak virusoloskoj literaturi.l'®) Nakon izolacije
B814 i 229E virusa i MekInto$ (Mcintosh) 1 saradnici 1967. godine pronalaze jo$ Sest virusa sa
morfologijom sli¢nom IBV, takode iz uzoraka poteklih od ispitanika sa akutnim respiratornim
simptomima, koristeéi istu metodologiju Horna i Tirela.['”! Almeidinim pronalaskom morfoloske
sli¢nosti 1 na predlog jo§ sedmoro virusologa (ukljucujuéi Tirela, MekIntoSa 1 Hamre), novi virusi
svrstani su u istu grupu i nazvani koronavirusi, zbog specijalnog haloa oko virusne partikule u vidu
krune ili solarne korone (lat. corona) (Slika 1-1).”*) Zbog otezane propagacije i odrzavanja u kulturi
¢elija, virus B814 vremenom je izgubljen, kao i joS pet izolata od MekIntosa i saradnika (OC16,
0OC37, OC38, OC44 1 OC48), dok su istrazivanja nastavljena 1 decenijama kasnije na virusima 229E
i 0C43.18

Slika 1-1. Na slikama 1a,b i 2 prikazane su Cestice soja 229E, dok je na slikama 3 i 4 prikazan virus
B814. Izvor: Almeida 1 Tyrrell, The morphology of three previously uncharacterized human
respiratory viruses that grow in organ culture, 1967.114

Pocetkom XXI veka, 2003. godine, izbila je velika epidemija izazvana tada novim zoonotskim
virusom - SARS-CoV, prvim visoko patogenim humanim koronavirusom, u kojoj je bilo gotovo 8000
zarazenih i vie od 700 smrtnih slu¢ajeva.l'” Medutim, SARS-CoV, bez obzira na svoj nagli po¢etak
1 moguénost izazivanja zivotno ugrozavajué¢ih pneumonija, cirkulisao je u populaciji svega osam
meseci.'”) Nepunih deset godina kasnije, 2012. godine, novi humani koronavirus, MERS-CoV,
izazvao je epidemiju u Saudijskoj Arabiji, primarno kod ljudi koji su bili u kontaktu sa zarazenim
kamilama, posledi¢no zahvativs§i 26 drzava, sa 609 smrtnih slucajeva registrovanih do 2016.
godine.[' Dakle, epidemija MERS-CoV odlikovala se daleko vi§im procentom smrtnosti zaraZenih.
Godine 2020. izolovan je i tre¢i patogeni koronavirus, SARS-CoV-2, na samom pocetku pandemije
kovid-19. Tokom trajanja pandemije, do aprila 2024. godine, registrovano je vise od 704 miliona
infekcija SARS-CoV-2 i preko sedam miliona smrtnih slucajeva, dok se procenjuje da je stvarni broj
zarazenih i preminulih znatno veéi.[*"]

Smatra se da su zoonotski slucajevi koronavirusne infekcije cesto bivali propusteni, usled
neadekvatnog sistema pracenja na globalnom planu u periodu koji je prethodio kovid-19
pandemiji.?!! U slu¢aju MERS-CoV, postojali su seroloski dokazi, pronadeni jo§ tokom trajanja
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MERS epidemije, da je ovaj virus cirkulisao kod kamila od osamdesetih godina XX veka, dok u
literaturi postoje i prikazi razlicitih slu¢ajeva humane infekcije u kojima su detektovani govedi, pseci
1 maciji koronavirusi kod pacijenata sa respiratornim simptomima ili nespecificno poviSenom
temperaturom, objavljivani i pre, ali i tokom kovid-19 pandemije.?!! Poslednjih decenija, zoonotski
virusi Cesto su dovodeni u vezu sa slepim misevima, uklju¢ujué¢i i SARS-CoV i SARS-CoV-2.
Najnovije analize radene in vitro sa HKU5-CoV-2, jednim od koronavirusa slepih miSeva, pokazale
su da ovaj virus moze da inficira humane ¢elijske linije, kao 1 humane respiratorne i enteri¢ne
organoide, ukazujuéi na njegov zoonotski potencijal.”??! Direktna transmisija virusa sa slepih miseva
na ljude nije Cesta, medutim, oni imaju mnogo vazniju ulogu, pre svega kao rezervoara ancestralnih
virusa, koji preskakanjem vrste dolaze do sekundarnog domacina, gde mogu steéi tropizam za
humane éelije.*3! Imajuéi u vidu upravo Siroki tropizam koronavirusa i ¢itav kako istrazen, tako i
neistrazen rezervoar potencijalnih zoonotskih virusa u okviru ove porodice, odredeni stepen opasnosti
od pojave novih prete¢ih humanih koronavirusa predstavlja konstantu na globalnom nivou.

1.3. Struktura viriona i genom SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 je virus sferi¢nog oblika, sastavljen od pet strukturnih, 16 nestrukturnih (NSP)
i devet akcesornih proteina.l**! Strukturne proteine ¢ine takozvani ,Siljasti (eng. spike, S) protein,
membranski (M) protein, nukleokapsidni (N) protein i protein omotaca (eng. envelope, E), koji
svojom organizacijom i spajanjem formiraju nove virione (Slika 1-2).[02° S protein vazan je za
prepoznavanje ciljnih ¢elija, vezivanje za njihove receptore i posledi¢an ulazak u éeliju domaéina.**
N protein zaduzen je za strukturnu organizaciju nukleokapsida i obuhvatanje ¢itavog genoma, a vazan
je 1 za replikaciju virusa, dok je M protein neophodan za finalno sklapanje viriona i njegovu
egzocitozu.!**! Najsitniji i najmanje istrazen strukturni protein, E protein, predstavlja viroporin i ima
ulogu u protoku jona, a interakcijom sa M proteinom doprinosi ocuvanju morfoloske stabilnosti
viriona.[?”]

RNK virusa

.Siljasti" protein (S)

Protein nukleokapsida (N)

Protein omotaca (E)

Membranski protein (M)

Slika 1-2. Shematski prikaz SARS-CoV-2 virusa, sa oznacenim strukturnim proteinima i
jednolancanom pozitivnom RNK. Izvor: Lijeskic 1 sar. Humoralni imunski odgovor na SARS-CoV-2:
znacaj specificnih antitela.!*!

Genom SARS-CoV-2 veli¢ine je oko 30kb i najduzi je medu RNK virusima.!®! Otvoreni okvir
Citanja (eng. open reading frame, ORF) na 5’ kraju sadrzi gene (ORFla 1 ORF1b) koji kodiraju 16
nestrukturnih proteina, dok na se na 3’ kraju nalaze geni za strukturne i akcesorne proteine (ORF3a,
ORF3b, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORFS8, ORF9b, ORF 9c i ORF'10). NSP proteini su neophodni za
replikaciju SARS-CoV-2, jer ¢ine enzime kao §to su od RNK-zavisna RNK polimeraza, egzonukleaza
sa jedinstvenom funkcijom popravke (eng. proofreading) (ExoN), kao 1 nidovirusna RNK uridilat-



specificna endoribonukleaza (EndoU), dok su akcesorni proteini zaduzeni pre svega za izbegavanje
imunskog odgovora domacina (Slika 1-3).124281

Genom SARS-CoV-2 (kb)

5 10 15 20 25
Nestrukturni proteini (NSP)

s ORF1a ) orFib ) Strukturni proteini

—(: €M @3'
@® 0BeEss ©

Akcesorni proteini

Slika 1-3. Shematski prikaz genoma SARS-CoV-2. Preuzeto i modifikovano prema: Rashid 1 sar.
Roles and functions of SARS-CoV-2 proteins in host immune evasion, 2022 .24

1.4. Ulazak SARS-CoV-2 u ¢elije domacina

Angiotenzin konvertujuéi enzim 2 (eng. angiotensin converting enzyme 2, ACE2)
identifikovan je kao ciljni receptor na ¢elijama domacina, za koji se vezuje SARS-CoV-2. Osim
prisutnosti ACE2 u plu¢ima i krvnim sudovima, ovaj receptor eksprimira se u raznim organima kao
Sto su srce, bubrezi, testisi, gastrointestinalni trakt i centralni nervni sistem, ukazujuci i na
potencijalne druge klini¢ke posledice SARS-CoV-2 infekcije.*!

S protein kljuc¢an je za ulazak virusa u Celije domacina. Na S1 podjedinici ovog vaznog
strukturnog proteina, nalazi se receptor-vezuju¢i domen (eng. receptor binding domain, RBD), koji
se direktno vezuje za ACE2 na éelijama domaéina.*! Nakon kontakta sa ¢elijom i konformacionih
promena S proteina, proteaze domacina - furin 1 transmembranska serin proteaza 2 (eng.
transmembrane serine protease 2, TMPRSS2), dovode do presecanja S proteina na S1/S2 spoju i
razotkrivanja fuzionog peptida na S2 podjedinici (Slika 1-4).1%% Tako je za ovaj virus povoljnija
aktivacija putem TMPRSS2, ukoliko prilikom vezivanja za ACE2 virus ne dode u kontakt sa ovom
proteazom, raskidanje S2’° veze moze biti sprovedeno i katepsinom L (eng. cathepsin L)', U tom
slu¢aju, nakon vezivanja za ACE2 virus endocitozom ulazi u ¢eliju, a u samom endozomu se
razotkrivanje S2 podjedinice sprovodi katepsinima. Fuzijom c¢elijske membrane domacina 1 virusa,
bilo putem TMPRSS?2 ili katepsina, genetski materijal se ubacuje u ¢eliju, kada se zavrSava uloga S
proteina.3!32]

Ulaskom virusa u €eliju, uz pomo¢ ribozoma domacina vrsi se translacija RNK SARS-CoV-
2 u poliproteine, koji proteolizom formiraju NSP, ¢ija je zatim glavna uloga formiranje
replikacijsko/transkripcionih kompleksa u okviru vezikula sa duplim membranama (eng. double
membrane vesicles).’* Ovaj kompleks dalje vrsi replikaciju i sintezu strukturnih i akcesornih
proteina. Novi virioni se sklapaju uz pomo¢ N i M proteina upotrebljavaju¢i endoplazmatski
retikulum i GoldZijev kompleks domaéina, do egzocitoze i izbacivanja virusa u vanéelijski prostor. !
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Slika 1-4. Shematski prikaz ulaska SARS-CoV-2 u ¢eliju domacdina. Receptor-vezujuéi domen koji
se nalazi na S1 podjedinici SARS-CoV-2, vezuje se za angiotenzin-konvertuju¢i enzim 2 (ACE2),
receptor na c¢elijama domacina. Nakon vezivanja, transmembranska serin proteaza 2 (TMRSS2)
dovodi do isecanja S1/S2 spoja i razotkrivanja S2 proteina (1), a zatim 1 do aktivacije S2 (2). Fuzijom
virusa i Celijske membrane, genetski materijal SARS-CoV-2 ubacuje se u ¢eliju domacina (3).
[lustracija je napravljena uz pomoc¢ BioRender.com softvera.

1.5. Klini¢ke manifestacije kovid-19

Transmisija SARS-CoV-2 najéeS¢e se odvija putem respiratornih kapljica 1 aerosola, a
inkubacija u najveéem broju slucajeva iznosi 4-5 dana.3***! Nakon vezivanja za ¢elije epitela u
gornjem respiratornom traktu, SARS-CoV-2 zapo¢inje svoju replikaciju i migriranje ka alveolama.!**
U odredenom procentu ova infekcija moze proci asimptomatski, mada se najceSc¢e ispoljava u vidu
blagih ili srednje teskih klini¢kih formi. Simptomatska infekcija prezentuje se kasljem, povisenom
telesnom temperaturom, glavoboljom, mijalgijom, anosmijom 1 ageuzijom, sa neSto redim
zahvatanjem i gastrointestinalnog trakta, u vidu dijareje ili muénine.l*¥

Teski klinicki oblici kovid-19 manifestuju se u vidu dispneje, hipoksemije 1 respiratorne
insuficijencije. Brza replikacija virusa u plu¢ima moZe izazvati jak imunski odgovor, a posledi¢na
prekomerna produkcija citokina (nazvana citokinska oluja) dovodi do akutnog respiratornog distres
sindroma (eng. acute resiratory distress syndrom, ARDS).?*31 Ovakav oblik kovid-19 moZe dovesti
1 do ekstrapulmonalnih manifestacija, kao Sto su akutna oStec¢enja srca, bubrega 1 jetre, uz aritmije,
rabdomiolizu, koagulopatiju i stanje 3oka, a opisana je i viSestruka organska disfunkcija.l*¥
Histopatoloski nalaz ukazuje na bilateralne 1 difuzne promene u alveolama, uz formiranje hijalinih
membrana, deskvamacije pneumocita i depozita fibrina.**

Svi pripadnici opste populacije su podlozni SARS-CoV-2 infekciji, nezavisno od uzrasta.
Medutim, klinicke manifestacije su ozbiljnije kod starije populacije, posebno uz pridruzene
komorbiditete, i samim tim je ova populacija sklonija hospitalizaciji i smrtnom ishodu kovid-19.1343]
Mlada populacija i deca najées¢e imaju blage oblike bolesti ili asimptomatsku infekciju. !

1.6. Imunski odgovor domacina na SARS-CoV-2 infekciju

Urodena imunost, kao prva linija odbrane od infekcije, nije specifi¢na za odredene patogene,
ve¢ prepoznaje i reaguje na Sirok spektar mikroorganizama koriste¢i sli¢ne mehanizme, detektujuci
njihovo prisustvo putem receptora za prepoznavanje obrazaca (eng. pattern recognition receptors,
PRR). PRR se vezuju za molekulske obrasce patogena (eng. pathogen-associated molecular patterns,
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PAMP), koji poti¢u od samog infektivnog agensa, kao i molekulske obrasce ostecenja (eng. damage-
associated molecular patterns, DAMP), koji predstavljaju molekule oStecenih ¢elija domacina.
Neutrofili, monociti, makrofagi, dendritske ¢elije i urodenoubilacke ¢elije (eng. natural killer cells,
NK) okosnica su urodenog imunskog odgovora.l*! Ove ¢éelije opremljene su razli¢itim klasama PRR.
Pet primarnih familija PRR ukljucuju receptore sli¢ne 7o/l-u (eng. Toll-like receptors, TLR), receptore
nalik receptorima za retinoi¢nu kiselinu (eng. retinoic acid-inducible gene I like receptors, RLR),
nukleotid-vezujuc¢em oligomerizacionom domenu (NOD)-sli¢ne receptore (eng. NOD-like receptors,
NLR), C-tip lektinske receptore (CLR) i receptore slicne AIM2 (eng. Absent in melanoma 2-like
receptors, ALR).?731 Posebno su TLR, RLR i NRL receptori evoluirali kao odli¢an nadzorni sistem
u detekciji PAMP virusnog porekla.*®! Sprovodenje signala putem ovih receptora u ¢elijama urodene
imunosti, kao odgovor na prepoznavanje PAMP ili DAMP obrazaca, dovodi do proizvodnje
proinflamatornih citokina, poput interleukina (IL)-6, IL-1 i TNF-a, raznih hemokina, kao i do
indukcije ¢éelijske smrti.[”]

RNK viruse, kao §to je to SARS-CoV-2, urodena imunost prepoznaje na dva nacina.l*”! Prvi
se odnosi na prepoznavanje slobodne jednolancane ili dvolancane RNK, putem neinficiranih ¢éelija.
Specijalizovane plazmacitoidne dendritske ¢elije preuzimaju slobodnu virusnu RNK i u endozomima
je detektuju uz pomoé TLR7 receptora.**! Sli¢an na¢in prepoznavanja virusne RNK prisutan je u
raznim cCelijama, kao Sto su to klasi¢ne dendritske celije, monociti, makrofagi i epitelne celije
respiratornog trakta, koji se sprovodi uz pomoé¢ receptora TLR3 i/ili TLR8.5%! Stoga, ¢elije kao $to
su alveolarni makrofagi i epitelne Celije respiratornog trakta, prva su linija odbrane prilikom SARS-
CoV-2 infekcije. Drugi nacin prepoznavanja prisustva virusa u ¢elijama domacina odnosi se na
prepoznavanje RNK unutar inficiranih ¢elija, tokom replikacije virusa, uz pomo¢ citosolnih senzora
kao §to su RLR receptori.l*”]

Nakon prepoznavanja virusa kao uzro¢nika infekcije, odbrana od strane urodene imunosti
sastoji se od oslobadanja i produkcije interferona tipa 11 III (IFN I, IFN I11).B%38 IFN 1, u koje spadaju
IFN-a i IFN-B, imaju Sirok spektar uticaja kod razlicitih tipova ¢elija, dok IFN III, odnosno IFN-A,
utice pre svega na epitelne barijere (kao Sto su epitel respiratornog i gastrointestinalnog trakta), a oba
tipa interferona deluju na ekspresiju interferonom-stimulisanih gena (eng. interferon stimulated
genes, ISG) preko ISGF3 kompleksa, produbljujuci time antivirusnu odbranu odnosno indukujuci
antivirusno stanje u obliznjim éelijama.'*’! Vezivanjem IFN za receptore na obliznjim éelijama dolazi
do aktivacije razli€itih signalnih puteva i ekspresije gena putem ISGF3 kompleksa, €iji produkti
dovode do inhibicije virusne replikacije, translacije, razgradnje RNK 1 poboljSane prezentacije
antigena. Osim produkcije interferona, dolazi i do aktivacije jedarnog faktora kB (eng. nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NF-kB), transkripcionog faktora koji pokrece
transkripciju gena za citokine, hemokine, adhezijske molekule i proteine akutne faze. Celije urodene
imunosti kao Sto su dendritske ¢elije 1 makrofagi, predstavljaju 1 antigen-prezentujuce celije, koje su
kljuéne za predstavljanje virusnih antigena T-Celijama adaptivne imunosti 1 njihovu posledi¢nu
aktivaciju. Kod pacijenata sa teSkim oblicima kovid-19, uocena je smanjena produkcija IFN I kod
plazmacitoidnih dendritskih ¢elija, Sto narusava efikasnost antivirusnog odgovora i prezentaciju
antigena ¢elijama adaptivne imunosti, zatim primeceno je da NK ¢elije pokazuju znake funkcionalne
iscrpljenosti, a uocena je 1 prekomerna aktivacija monocita 1 makrofaga, koja moze biti pracena
nekontrolisanom sekrecijom citokina, §to moze dovesti do citokinske oluje, stanja sa potencijalnom
fatalnim ishodom.*) Medutim, kada su svi mehanizmi urodene imunosti funkcionalni, replikacija
virusa se usporava na mestu infekcije 1 dobija se na vremenu potrebnom za aktivaciju adaptivnog
imunskog odgovora i nastanka efektorskih i memorijskih antigen-specifi¢nih éelija.[*")

Adaptivna imunost je, za razliku od urodene imunosti, uvek usmerena na specifican infektivni
agens. Glavne ¢elije adaptivne imunosti ¢ine B-limfociti u okviru humoralnog imunskog odgovora, i
CD4" i CD8" T-limfociti, kao predstavnici delijskog imuniteta. Za ovakvu vrstu visoko-
specijalizovane odbrane neophodno je pokrenuti procese kojima je potrebno vreme, stoga je potpun
razvoj efektorskih mehanizama uvek sporiji kod adaptivnog odgovora. Slozen odnos izmedu
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imunoloskog statusa domacina i glavnih komponenti adaptivnog imuniteta uti¢e na intenzitet, trajanje
1 kvalitet imunskog odgovora, koji moze biti zastitnog ili patoloskog karaktera.

Humoralni imunski odgovor posredovan je antitelima koja deluju u cirkulaciji, tkivima i
lumenima mukoznih organa.*®! Preko svog regiona za vezivanje antigena (eng. fragment antigen-
binding region, Fab) antitela mogu vrSiti neutralizaciju virusa, blokirajuci njegovo vezivanje za ciljne
receptore, dok preko Fc regiona (eng. fragment cristallizable region) 1 Fc receptora na imunskim
¢elijjama, izmedu ostalog dovode do aktivacije komplementa, ¢elijske citotoksi¢nosti zavisne od
antitela (eng. antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC) i antitelima posredovane fagocitoze
(eng. antibody-dependent phagocytosis, ADP).[*!) Kada je u pitanju SARS-CoV-2, pokazano je da se
imunodominantni epitopi nalaze upravo na S proteinu.[*?! Neutrali§uéa antitela (eng. neutralizing
antibodies, NAD) su u preko 90% sluc¢ajeva usmerena na RBD S proteina, a u manjoj meri na njegov
N-terminalni domen.[**) NAb blokiraju interakciju virusa sa ¢elijama domacina i presudni su faktor
koji ograni¢ava infekciju jer direktno onemogucavaju ulazak virusa u ¢elije domacéina i njegovu dalju
replikaciju. Serokonverzija nastaje u prve dve nedelje nakon pocetka simptoma, simultano za IgM,
IgA 11gG antitela, a prati je i pojava NAb, sa tim da kod odredenih rekonvalescenata, naroc¢ito nakon
blage klini¢ke slike, nivo ovih antitela moZe biti veoma nizak.!*”) Takode, primeéeno je da kod
pacijenata sa teSkom klini¢kom slikom dolazi do ekspanzije monocita i pojave visih nivoa IgA i IgG
antitela, §to nije slucaj kod blage klini¢ke slike i asimptomatskih pacijenata.[

U okviru ¢elijskog imunskog odgovora specifiénog za SARS-COV-2, pokazano je da su CD4"
T-¢elije prominentnije od CD8" odgovora i da postoji korelacija njihovih visih nivoa sa
ograni¢avanjem primarne SARS-CoV-2 infekcije.[*?! U studiji Grifoni i saradnika u kojoj je ispitivana
Celijska imunost kod rekonvalescenata, CD4" T-Celijski odgovor bio je usmeren na gotovo sve
ispitivane SARS-CoV-2 proteine, sa izuzetkom nekolicine onih najmanjih antigena koji uglavnom
nisu prepoznati (kao $to su nsl i E protein).[*>] Medutim, kao i za NADb, najveéi broj efektorskih ¢éelija
usmeren je na S protein. Utvrdeno je da se T-Celijski odgovor moZe detektovati veoma rano, ¢ak 2-4
dana nakon podetka simptoma.[**! CD4" ¢éelije su sposobne da se diferenciraju u plejadu pomoénickih
¢elija i njihovi glavni zadaci su da koordiniraju adaptivnu imunost, pomazu B-Celijama i CD8" T-
¢elijama, saraduju sa urodenim imunskim odgovorom i zapocnu reparaciju tkiva nakon razornog
dejstva infekcije i inflamacije. U virusnim infekcijama CD4" éelije se naj¢es¢e diferenciraju u praveu
pomoc¢nickih Thl ¢elija 1 folikularnih pomo¢énickih ¢elija (eng. T follicular helper cells, Tth). Thl
¢elije produkuju razne citokine i IFN-y, dok Tth pomaZu B-¢elijama u stvaranju NAb 1 aktivno
ucestvuju u formiranju memorijskih celija. Povecano prisustvo SARS-CoV-2 specificnih Tth
cirkuli§ué¢ih éelija dovedeno je u korelaciju sa blazom klinickom slikom.**) Osim toga same Th1
Celije, svojim citokinima, udestvuju u uniStavanju inficiranih ¢elija. CD8" T ¢elije su glavne
efektorske celije, koje imaju sposobnost da direktno ubiju inficiranu celiju 1 premda su manje
zastupljene od CD4" odgovora, njihova pojava je povezana sa boljim ishodom kovid-19.14¢!

Dosada3nji podaci o trajanju imuniteta nakon preleZane infekcije ukazuju na to da humoralni
1 ¢elijski imunski odgovor opadaju vremenom, ali kod vec¢ine populacije ostaju detektabilni najmanje
godinu dana.l*”! Istovremeno, broj i kvalitet memorijskih B-éelija specifi¢nih za S protein raste tokom
prvih pet meseci, uz povecanu stopu somatske hipermutacije 1 afiniteta, Sto ukazuje na razvijanje i
jacanje imunoloske memorije.!*8] Ovi nalazi potkrepljeni su i nalazima kod srodnih koronavirusa, gde
su specifiéne T-éelije detektovane ¢ak 11 godina nakon SARS-CoV infekcije.l*”! Medutim, ¢injenice
da su reinfekcije zabeleZene i u periodu od 5 do 12 meseci nakon primarne infekcije, ukazale su na
to da je zaStita od ponovnih infekcija u slu¢aju SARS-CoV-2 ipak ograniCenog trajanja, Sto je
predstavljalo dodatnu otezavaju¢u okolnost prilikom pokusaja kontrole Sirenja virusa u populaciji
pocetkom pandemije."



1.7. Vakcine protiv kovid-19

Udruzeni istrazivacki napori preduzeti Sirom sveta sa ciljem pronalazenja efikasnog nacina
prevencije SARS-CoV-2 infekcije 1 teskih oblika kovid-19 doneli su kandidate za nove vakcine
bazirane na razli¢itim platformama za manje od godinu dana. Vakcinalne platforme upotrebljene
tokom kovid-19 pandemije mogu se klasifikovati u tri velike kategorije: tradicionalne platforme,
platforme koje su osnova vakcina odobrenih za upotrebu u skorijoj istoriji, i savremene, odnosno
moderne platforme.!! Predstavnici tradicionalnih platformi su inaktivisane vakcine, kod kojih se
mikroorganizam inaktivise primenom hemijskog ili fizickog sredstva. Druga vrsta platformi, koje su
dovele do pojave skorasnjih licenciranih proizvoda, jesu pre svega subjedini¢ne vakcine sa
rekombinovanim proteinima mikroorganizama, koji se eksprimiraju u razli¢itim sistemima poput
¢elija insekata, sisara, kvasaca 1 biljaka; a zatim i1 vektorske vakcine, gde se u vektor, najcesce
adenovirus, ubacuju geni radi ekspresije proteina mikroorganizma od interesa.l*!! Vektori mogu imati
ocuvanu sposobnost replikacije, kada su naj¢eS¢e napravljeni od atenuisanih sojeva virusa koji
eksprimiraju transgen, ili mogu biti bez mogucénosti replikacije, kada se delecijom delova genoma
onemogucava replikacija in vivo (tada su vektori ¢eS¢e poreklom od adenovirusa, virusa influenze,
parainfluenze ili Sendai virusa).>! Treéu platformu predstavljaju vakcine sa takozvanim modernim
pristupom, koje do ove pandemije nikada nisu bile licencirane i u njih spadaju DNK i RNK vakcine.
RNK vakcine, koje su okosnica prevencije u kovid-19 pandemiji, sadrze informacionu RNK (iRNK)
za klju¢ni protein mikroorganizma —u ovom slucaju S protein, kako bi se isti nakon aplikacije vakcine
sintetisao u ¢elijama primaoca, koriste¢i humane mehanizme za translaciju.

Prva vakcina odobrena za upotrebu u §iroj javnosti bila je BNT162b2 (BioNTech/Pfizer, SAD),
RNK vakcina, koja je pocetkom decembra 2020. godine pocela da se distribuira u SAD i Evropi.l**
Druga RNK vakcina, mRNA-1273 (Moderna, SAD), iako inicijalno odobrena od strane SAD-a kad
i BNT162b2, postala je nesto kasnije dostupna u Evropi, po¢etkom januara 2021. godine.>?! Nedugo
zatim, kineske vakcine BBIBP-CorV (Sinopharm, Kina) 1 CoronaVac (Sinovac, Kina), kao
predstavnici inaktivisanih, tradicionalnih platformi, pocele su da se koriste u Kini krajem decembra
2020. godine, a globalno tokom 2021. godine, predstavljaju¢i najbrojnije vakcine koriS¢ene u
zemljama sa ogranienim pristupom novijim tehnologijama.>*! ChAdOx1 vakcina (4straZeneca,
Velika Britanija), predstavnik vektorskih vakcina, odobrena je za upotrebu takode krajem decembra
2020. godine u Ujedinjenom kraljevstvu, a kasnije tokom 2021. i u ostalim zemljama Evrope.l**>
Gam-COVID-Vac (Gamaleya Research Institute, Rusija), kao drugi predstavnik adenovirusnih
vakcina, odobrena je u decembru 2020. godine u Belorusiji 1 Argentini, a u februaru 2021. godine i u
Madarskoj 1 Ujedinjenim Arapskim Emiratima, ali sa zna¢ajno manjom distribucijom u Evropi u
odnosu na sve ostale vakcine protiv kovid-19.1°%! U Srbiji su prve vakcine bile dostupne ve¢ krajem
decembra 2020, odnosno pocetkom januara 2021. godine i ubrzo je opStoj populaciji bio na
raspolaganju citav dijapazon vakcina i to upravo BBIBP-CorV, Gam-COVID-Vac, ChAdOxI,
BNT162b2 i nesto kasnije i mRNA-1273 (Slika 1-5).°71 Ove vektorske i RNK vakcine indukuju
produkciju imunskog odgovora usmerenog iskljuc¢ivo na S protein, dok inaktivisane vakcine pored
anti-S antitela mogu dovesti 1 do razvoja antitela specificnih za druge proteine SARS-CoV-2 (Slika
1-5).

Razli¢ite platforme koje su koriS¢ene prilikom razvoja vakcina protiv kovid-19 imale su i
svoja specifi¢na ograni¢enja.l®® Tradicionalne vakcine zahtevaju sloZeniju, sporiju proizvodnju
skop€anu sa povecanim rizicima, a odlikuju se i slabijom imunogenosc¢u, Sto bi Cesto zahtevalo
dodatne doze i adjuvanse. Sa druge strane, savremenije platforme kao S§to su vektorske i RNK
vakcine, iako omogucavaju brz razvoj nose svoje tehnicke izazove, pa tako vektorske vakcine mogu
imati smanjenu efikasnost zbog prethodno postojeceg imuniteta na vektor, dok RNK vakcine
zahtevaju veoma niske temperature skladiStenja radi odrzavanja stabilnosti vakcine.®®! Uprkos
nedostacima, RNK vakcine predstavljale su ogroman iskorak u borbi protiv pandemije, jer su
omogucile brzu i masovnu proizvodnju vakcina 1 distribuciju Sirom sveta, usled cega se od njih
ocekivao klju¢ni doprinos u povecanju obuhvata vakcinacijom i suzbijanju transmisije virusa, $to
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druge vakcine usled komplikovanijih procesa proizvodnje nisu mogle da ispune u kratkom
vremenskom roku.[*”!

BNT162b2 ili mRNA-1273
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Slika 1-5. Shematski prikaz vakcinalnih platformi dostupnih u Srbiji 1 mehanizama na kojima su
bazirane. Ilustracija je napravljena uz pomo¢ BioRender.com softvera.

1.7.1. BBIBP-CorV vakcina

BBIBP-CorV je vakcina kineskog proizvodaca Sinopharm i primer je tradicionalne platforme,
gde se kao antigen koristi Citav inaktivisan SARS-CoV-2. Virus se primarno propagira u ¢elijskim
linijjama bubrega zelenog africkog majmuna (Vero), a zatim se inaktivira B-propiolaktonom,
ostavljajuéi intaktnu virusnu partikulu, ¢emu se dodaje adjuvant aluminijuma.’’! Ova vakcina
primenjuje se intramuskularno, u dve doze, u razmaku od tri nedelje.

Rezultati pretklinicke faze ispitivanja Wang 1 saradnika pokazali su da se od tri potencijalne
varijante virusa izolovanih iz pacijenata, 19nCoV-CDC-Tan-HB02 soj pokazao kao veoma stabilan u
kulturi, sa najoptimalnijom brzinom replikacije u Vero ¢elijama 1 najboljim prinosom virusa, zbog
ega je i izabran za dalju produkciju BBIBP-CorV vakcine.[®! Seropozitivnost kod BALB/c miseva u
ovoj fazi istrazivanja iznosila je 100% sedam dana nakon druge doze, a najvisi nivo NAb utvrden je
kod davanja druge doze 21. dana. Imunogenost i zaStita od infekcije ispitivana je na rezus
makakijima, kada je pokazano da je sedam dana nakon infekcije, u eksperimentalnoj grupi kojoj je
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data vakcina, nivo virusa u nazofarinksu bio znacajno nizi nego kod placebo grupe, dok je nivo NAb
bio znacajno visi u vakcinisanoj grupi. Maksimalna tolerabilna doza, ispitivana na Sprague-Dawly
pacovima, iznosila je 24mg/pacovu, Sto iznosi 900 puta ve¢u dozu od humane i ukazuje na
potencijalnu bezbednost primene BBIBP-CorV kod ljudi.

U prvoj fazi klinickih ispitivanja, objavljene od strane Xia i saradnika, naj¢es¢a nezeljena
reakcija bila je povisena telesna temperatura, zatim zamor, nedostatak apetita, muc¢nina, konstipacija,
mukokutane promene, glavobolja, povracanje i svrab van mesta aplikacije vakcine; dok su u drugoj
fazi istrazivanja reakcije bile blagog do srednjeg intenziteta, a najceS¢a sistemska reakcija bila je
groznica.l®!! Nesto manja ucestalost nezeljenih reakcija je primeéena u grupi starijoj od 60 godina,
gde su najceSce prijavljivani poviSena telesna temperatura (za najviSu dozu), zamor i bol u
zglobovima. Titar NAb bio je visok i 42 dana od prve doze, obecavajuci dugotrajnu zastitu nakon ove
vakcine. Nivo NAD je bio znacajno visi u grupama koje su primale dve doze od po 4 pg u razlic¢itim
rezimima (dve doze u razmaku od 14, 21 ili 28 dana), nego u grupi sa jednodoznim rezimom od 8 pg.

U trecoj fazi ispitivanja, na 12.726 ispitanika, koju su objavili A/ Kaabi i saradnici,
ustanovljena je efikasnost BBIBP-CorV vakcine od 78,1% u periodu prac¢enja od 77 dana nakon
vakcinacije, dok je zastita od teske klini¢ke slike iznosila 100%.*! Vakcinom indukovani nivoi NAb
su bili sli¢ni kao u fazama I i II. Naj€eSce nezeljene reakcije bile su bol na mestu aplikacije vakcine i
glavobolja, dok je procenat serokonverzije iznosio 99% nakon dve doze.

1.7.2. Gam-COVID-Vac vakcina

Gam-COVID-Vac je vektorska vakcina protiv SARS-Cov-2 virusa, napravljena od dva
rekombinantna humana adenovirusa, primarno razvijena u dva oblika — zamrznutom i liofiliziranom.
Vakcina koja je u primeni sastoji se od dve komponentne: komponenta I uklju¢uje rekombinantni
adenovirusni vektor zasnovan na humanom adenovirusu serotipa 26, dok komponenta II sadrzi vektor
zasnovan na humanom adenovirusu serotipa 5; oba vektora sadrze gen za S protein SARS-CoV-2.57]
Ove dve komponente daju se kao prva i druga doza, intramuskularno, u razmaku od 21. dana.
Pretklini¢ka ispitivanja ove vakcine nisu objavljena, ali se u publikacijama prve i druge faze spominju
1 navode podaci o uspeSnosti vakcine u indukciji humoralnog 1 ¢elijskog imunskog odgovora u
primatima i zaStite nakon letalne doze virusa SARS-CoV-2 kod imunosuprimiranih hréaka.[®*!

U fazama I/Il, €iji su rezultati objavljeni od strane Logunov 1 saradnika, ucestvovalo je 76
ispitanika, podeljenih u dve grupe za dve razli¢ite formulacije vakcine.[**! Oba oblika vakcine su bila
bezbedna za upotrebu i ispitanici su dobro podneli dve doze. Najcesce nezeljene reakcije bile su bol
na mestu aplikacije, poviSena telesna temperatura, glavobolja, astenija i bol u misi¢ima i1 zglobovima.
Svi ispitanici su imali detektabilna antitela na S protein, serokonverzija je bila potpuna kod svih, sa
tim da je titar antitela u proseku bio visi kod zamrznutog oblika vakcine, kao 1 titar NAb. Pokazano
je da jedino kombinacija oba vektora dovodi do produkcije NAb kod 100% ispitanika. Celijski
odgovor je bio prisutan kod svih ispitanika 28. dana, i to nesto ja¢i kod zamrznutog oblika vakcine.
Vakcina je dovela i do formiranja antigen-specifiénih CD4" i CD8" (elija, kao i do porasta
koncentracije [FN-y.

U primarnu analizu treée faze klinic¢kih ispitivanja bilo je uklju¢eno 19.866 ispitanika.[®*
Efikasnost vakcine u ovoj fazi istrazivanja iznosila je 91,6%. Nijedna ozbiljna neZeljena reakcija nije
bila povezana sa primenom vakcine. Imunogenost vakcine se pokazala gotovo ista kao u prethodnoj
fazi istrazivanja, sa tim da je dodatno pokazano da je vakcina uspeSno pokrenula neutraliSuci
humoralni odgovor i1 kod pacijenata starijih od 60 godina. Efikasnost u ovoj grupi ispitanika nije se
statisti¢ki zna¢ajno razlikovala od grupe mladih ispitanika. Sestoro ispitanika nije razvilo odgovor na
vakcinu, najverovatnije zbog imunoloskih komorbiditeta.
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1.7.3. ChAdOx]1 vakcina

ChAdOx1 je takode vektorska vakcina, ali bazirana na adenovirusu Simpanza kome je
isklju¢ena mogucénost replikacije i1 koji eksprimira ¢itav gen za S protein SARS-CoV-2. U jednoj dozi
vakcine, koja je u opstoj primeni, nalazi se najmanje 2,5 x 10% virusnih partikula rekombinantnog
adenovirusa koji kodira S protein.®’! Vakcina se primenjuje intramuskularno, u dve doze, ali u
razmaku od 12 nedelja.

U pretklinickim istrazivanjima grupe van Doremalen 1 saradnika ustanovljeno je da ova
vakcina kod BALB/c i outbred miSeva indukuje i humoralni i ¢elijski imunski odgovor i to nakon
samo jedne doze.[®* Primeéen je jak Th1 odgovor, $to je potkrepljeno visokim nivoima IFN-y i TNF-
a 1 niskim nivoima IL-4 11L-10. Jedna doza vakcine je takode izazvala i humoralni i ¢elijski odgovor
kod rezus makakija, kod kojih su 14 dana nakon vakcinacije detektovana NAb. Folegatti i saradnici
prikazali su rezultate I/Il faze istrazivanja za ChAdOx1 vakcinu na 543 ispitanika.l®® Najcesce
sistemske reakcije na vakcinu bili su zamor i glavobolja. Antitela na S protein rasla su do 28. dana
nakon prve doze, a zatim je detektovan porast antitela i nakon primene druge doze. NAb detektovana
su kod gotovo svih ispitanika nakon jedne doze (u zavisnosti od eseja koji je koriS¢en, detektabilnost
se kretala od 91-100%). Nakon druge doze svi ispitanici imali su NADb, koja su korelirala sa nivoima
antitela na S protein. Adenovirusne vektorske vakcine su poznate po indukovanju jakog celijskog
odgovora i ChAdOx1 nije izuzetak od tog pravila. Uoceno je da se efektorske T-Celije specificne za
S protein pojavljuju od sedmog dana nakon prve doze, dostizu svoj maksimum 14. dana i odrzavaju
se do 56. dana. Medutim, nakon druge doze nije doslo do nove promene u ¢elijskom odgovoru. U
narednom preseku utvrdeno je da je druga doza bezbedna kao i da se bolje podnosi od prve doze
vakcine.l’l Ovo istrazivanje je takode pokazalo da titar NAb, kao i odgovori posredovani Fc
fragmentom antitela, ukljucujuci fagocitozu posredovanu antitelima, aktivaciju komplementa i NK
¢elija, rastu nakon druge doze. Imunski odgovor nakon dve doze vakcine bio je veoma sli¢an
imunskom odgovoru rekonvalescenata. Medutim, primecéena je kvalitativna razlika, s obzirom na to
da su visi titrovi S antitela IgA i1 IgM klase uoceni kod rekonvalsecenata u odnosu na vakcinisane
ispitanike.

U narednoj fazi klinickih ispitivanja, na 560 ispitanika pokazano je da su lokalne i sistemske
reakcije slicne onima opisanim u prethodnim fazama ispitivanja 1 da su bile ucestalije kod mlade
populacije (< 56 godina).[®®! Nivoi antitela su rasli do 28. dana nakon druge doze i bili sli¢ni u svim
uzrasnim kohortama, dok su NAD bila prisutna i 42 dana nakon druge doze. T-Celijski odgovor je
dostigao svoj vrhunac 14. dana nakon prve doze ChAdOx1 vakcine, Sto se poklapalo sa rezultatima
1z prethodne faze.

Primarna analiza na 11.636 ispitanika koji su primili dve standardne doze ChAdOx1 pokazala
je efikasnost od 62,1%.1°) U grupi ispitanika koji su primili nizu prvu i standardnu drugu dozu
efikasnost je iznosila 90%, a kombinovana efikasnost obe grupe - 70,4%. Jedan slucaj transverzalnog
mijelitisa 14. dana nakon druge doze vakcine je prijavljen kao potencijalno povezan sa vakcinacijom,
medutim nezavisan tim neurologa je doneo odluku da je najverovatnije u pitanju idiopatska etiologija
segmentne demijelinizacije. Nivoi antitela bili su dva puta visi u grupi koja je drugu dozu primila 12.
nedelje, nego u grupi koja je primala drugu dozu pre isteka Sest nedelja od prve doze, a zanimljivo je
da je 1 efikasnost bila visa u grupi sa duzim intervalom (81,3%), $to je dovelo do uvodenja potpuno
drugacijeg rezima davanja ovih vakcina i u op$toj populaciji.l’"

Nakon klini¢kih ispitivanja u opstoj populaciji vakcinisanih ChAdOx1 uocena je pojava retkih
imunoloskih trombocitopenija koje su izazvane antitelima na trombocitni faktor 4.[7!! Komisija za
farmakovigilancu 1 procenu rizika Evropske agencije za lekove prepoznala je retke slucajeve
tromboze sa trombocitopenijom kao potencijalno povezane sa ChAdOx1 vakcinom i objavila da je
zakljuéno sa junom 2021. godine prijavljeno 479 suspektnih slu¢ajeva ovog retkog sindroma.!’”
Takode, komisija je skrenula paZnju na potencijalnu povezanost vakcine sa Guillan-Barre
sindromom, jer je notirano 227 slucajeva na 51,4 miliona doza ChAdOx!1 vakcine.
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1.7.4. BNT162b2 i mRNA-1273 vakcina

Vakcina BNT162b2, glavni predstavnik RNK platformi i jedna od najc¢eS¢e primenjivanih
vakcina u Srbiji, sadrzi informacionu RNK sa modifikovanim nukleozidom u lipidnim Cesticama,
omogucavaju¢i dopremanje nereplikuju¢e RNK do ¢elija domacina i posledi¢nu ekspresiju SARS-
CoV-2 S antigena.’”! I ova vakcina se primenjuje intramuskularno, u dve doze u razmaku od 21. dana,
a prema smernicama proizvodaca optimalna zastita postize se sedam dana od druge doze vakcine.
Druga dostupna RNK vakcina (mRNA-1273) koriS¢ena je u Srbiji inicijalno kod manjeg broja
stanovnika zbog znatno kasnijeg uvodenja u plan imunizacije, usled ¢ega nece biti u daljem tekstu
opisana njena pretklinicka i klinic¢ka ispitivanja, mada se svakako ucinak ove vakcine poklapa i sa
imunogeno$¢éu BNT162b2. Vakcina mRNA-1273 koristi istu tehnologiju, ali za razliku od
BNT162b2, upotrebljena je nesto drugacija formulacija lipida koji sluze za zastitu i isporuku iRNK
u ¢elije, omogucavajudi stabilniju i nesto prakti¢niju temperaturu skladiStenja od -15 do -25°C (dok
je temperatura za ¢uvanje BNT162b2 iznosila -60 do -90°C).’”) T ova RNK vakcina primenjuje se
po istom protokolu, sa tim $to je preporucen razmak izmedu dve doze 28 dana.

U pretklinickim istrazivanjima grupe Vogel 1 saradnika, ispitivana su dva oblika BNT162b
RNK vakcine: BNT162b1 i BNT162b2, oba kodirajuéi S proteine SARS-CoV-2."3 N1-metil-
pseudouridin modifikacija iRNK, za oba oblika vakcine, ima za cilj da prigusi urodeni imunski
odgovor i poveca efikasnost translacije in vivo. BNT162b1 RNK kodirala je RBD S proteina zajedno
sa N terminusom, dok je za BNT162b2 upotrebljen ¢itav S protein. Oba oblika vakcine su proizvela
visoke nivoe NAb u BALB/c miSevima, kao i jake Tth i Thl1 CD4" T-¢elijske odgovore. Takode, oba
oblika su proizvela CD8" T-Celijski odgovor kod miSeva, sa tim da je BNT162b2 bila efikasnija u
stvaranju antigen-specifi¢nih citotoksi¢nih IFN-y CD8" T-Celija. Dalja ispitivanja su nastavljena na
BNT162b2 zbog Sireg dijapazona epitopa usled koriS¢enja Citavog S proteina, kao i zbog boljeg
podnosenja i imunogenosti, koje su dokazane u sledstvenim klini¢kim ispitivanjima.

Walsh i saradnici objavili su razultate prve faze klini¢kog ispitivanja na 195 ispitanika.l’!

Ispitanici su bili podeljeni u grupe na osnovu oblika vakcine (BNT162b1, BNT162b2), na osnovu
uzrasta 1 doze (10 pg, 20 pg, 30 ug1 100 pg). Lokalne reakcije nakon primanja oba tipa vakcine bile
su uglavnom blage i ukljucivale su bol na mestu aplikacije, koji se ¢eS¢e prijavljivao nakon druge
doze. Primena BNT162b2 bila je pracena niZom incidencijom i teZinom sistemskih reakcija od
BNT162b1. Sistemske reakcije kao $to su visoka temperatura, umor, glavobolja, groznica, bolovi u
misi¢ima 1 zglobovima prijavljivani su ¢eS¢e kod mladih pacijenata (od 18-55 godina) nego kod
starijih (od 65-85 godina). Najvisi titar NAb zapaZen je sedmog i Cetrnaestog dana nakon druge doze.
Oba oblika vakcine su proizvela nize vrednosti NAb kod starije populacije. Medutim, nakon dve doze
od 30 pg BNT162b2 cak je i starija grupa ispitanika imala nivoe NAb viSe od rekonvalescenata.

Studija na 43.448 ispitanika u okviru trece faze ispitivanja BNT162b2 vakcine sprovedena je
od strane tima Polack-a i saradnika.l””! Lokalne reakcije bile su sli¢ne kao i u prethodnim fazama i
svodile su se na bol na mestu aplikacije vakcine, a broj prijava lokalnih reakcija nije porastao nakon
druge doze u ovom istraZivanju. Sistemski efekti su takode ¢eSc¢e bili prijavljivani u mladoj populaciji
(od 16 do 55 godina) i1 to nakon druge doze. Temperatura od ili preko 38°C zabelezena je kod 16%
mladih i 11% starijih ispitanika. Cetiri ozbiljna nezeljena dogadaja prijavljena su u eksperimentalnoj
grupi 1 to povreda ramena povezana sa primenom vakcine, desna aksilarna limfadenopatija,
paroksizmalna ventrikularna aritmija i parestezije u desnoj nozi. Dve nedelje nakon druge doze
utvrdena je efikasnost vakcine od 95%.

1.8. Evolucija SARS-CoV-2

Koronavirusi imaju razliCite strategije izbegavanja urodenog imunskog odgovora, kao §to su
nizak nivo genomskih citozin-fosfat-guanozin ostrvaca (CpG), zastita virusne RNK od razgradnje,
maskiranje potencijalnih epitopa i inhibicija produkcije interferona.?Y Medutim, najvazniji
mehanizam za izbegavanje imunskog odgovora domacina i to adaptivne imunosti nakon prethodne
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infekcije, ali 1 vakcinalnog imuniteta, jeste pojava novih varijanti virusa. Kao i ve¢ina RNK virusa,
koronavirusi, uklju¢ujuéi i SARS-CoV-2, evoluiraju brzo.[”® Te brze promene genoma nalaze se u
osnovi njihove sposobnosti da izazovu bolest u novom domacinu, kao i da izbegnu vakcinom
podstaknut imunski odgovor.””] Ove promene koje virus pretrpi tokom vremena najéesce ne dovode
do znacajnih devijacija u strukturi virusa, medutim odredene aminokiselinske zamene mogu
promeniti svojstva virusnih proteina, pa time i strukturnih odnosno funkcionalnih odlika samog
virusa. Odobrene vakcine protiv kovid-19, osim inaktivisanih koje koriste ceo virion u svojoj
formulaciji, usmerene su isklju¢ivo na stvaranje imunskog odgovora na S protein. Samim tim, svaka
nukleotidna promena u regionu koji kodira aminokiseline u sastavu ovog proteina moze uticati na
efektivnost vakcina.

Prva mreza referentnih laboratorija SZO za SARS-CoV-2 osnovana je u januaru 2020. godine,
sa pocetnim ciljem da obezbedi potvrdno testiranje zemljama koje nemaju ili imaju malo kapaciteta
za testiranje na SARS-CoV-2.[78] Tokom pandemije, SZO je odlucila da prosiri postojecu i uspostavi
novu mrezu za pracenje koronavirusa (eng. World Health Organization Coronavirus Network,
CoViNet) sa poboljSanim kapacitetima, ukljucujuci pracenje zdravlja zivotinja i nadzora zivotne
sredine, drugih koronavirusa i identifikaciju novih koronavirusa koji bi mogli negativno uticati na
ljudsko zdravlje, ukljucujuci i praéenje evolucije SARS-CoV-2.[78] U svrhu pra¢enja SARS-CoV-2
definisani su pojmovi varijante pod nadzorom (eng. variants under monitoring, VUM), varijante od
interesa (eng. variants of interests, VOI) i zabrinjavajuée varijante (eng. variants of concern,
VOC).[79] VUM je termin koji se koristi za signaliziranje zdravstvenim ustanovama da nova
varijanta moze zahtevati detaljnije pracenje, kao i1 da je potrebno istraziti da 1i moze predstavljati
dodatnu pretnju po javno zdravlje. VOI predstavlja varijantu SARS-CoV-2 sa promenama za koje se
zna da uti¢u na ponasanje virusa ili njegov potencijalni uticaj na ljudsko zdravlje, kao $to su povecana
sposobnost transmisije ili izazivanja teSke klinicke slike. VOC opisuje varijantu SARS-CoV-2 koja
ispunjava definiciju VOI, ali takode i jedan od slede¢ih kriterijuma: moguénost izazivanja promene
u klinickoj slici, uticaj na sposobnost zdravstvenih sistema da pruze negu pacijentima ili zna¢ajno
smanjenje efikasnosti dostupnih vakcina. VOC varijantama SARS-CoV-2 u sklopu naziva dodeljuje
se grcko slovo.

Prvih osam meseci pandemije, SARS-CoV-2 je pokazao relativno ograni¢enu genetsku
raznolikost, a najznacajnija promena tokom ovog perioda bila je supstitucija D614G u aprilu 2020.
godine, koja je povecala infektivnost virusa.[”® Tri varijante SARS-CoV-2 koje su se primarno
izdvojile bile su Alfa, Beta i Gama, nastale individualno u razli¢itim krajevima sveta.l’l U maju 2021.
postala je dominatna Delta varijanta, prisutna u cirkulaciji jo§ od oktobra 2020. godine. Promene u
patogenosti primarno su prijavljene za Alfa VOC, a zatim je svaka slede¢a VOC, zaklju¢no sa Deltom,
dovodila do ¢eséih hospitalizacija i veéeg procenta smrtnosti u odnosu na ancestralni soj.[’®! Pojavom
Omikron VOC novembra 2021. godine, zapocela je nova faza pandemije.l’® Primeéeno je da ova
VOC ima vecu sposobnost transmisije, da izaziva blazu klini¢ku sliku, ali 1 da ima mnogo veci
kapacitet da izazove ponovnu infekciju nego bilo koja varijanta virusa pre nje, a sa svakom novom
podvarijantom Omikrona akumulirale su se dodatne mutacije u S proteinu, dovode¢i do pada
sposobnosti neutralizacije vakcinisanih ili osoba prethodno inficiranih nekom drugom VOC.[7®!
Pracenje Omikrona ukljucuje i BA.1, BA.2, BA.3, BA.4, BA.5 i ostale potencijalne podvarijante, kao
1 novije rekombinantne forme. Ove rekombinantne varijante, kao §to je XBB, nastale su kada su dve
razli¢ite Omikron podvarijante inficirale istog domacina i razmenile genetski materijal. Jedan od
potomaka XBB.1.5., u §iroj javnosti poznat i kao Kraken, privukao je paznju zbog svoje visoke stope
transmisije 1 delimi¢ne rezistencije na NAb, dok je podvarijanta XBB.1.16 bila interesantna zbog
izuzetne sposobnosti izbegavanja imunskog odgovora.® EG.5.1 podvarijanta, poznatija i kao Eris,
po grckoj boginji haosa, izazvala je nove slucajeve Sirom Isto¢ne 1 Jugoistocne Azije, kao 1 Severne
Amerike tokom proleéa 2023. godine.®!! IN.1 kao nova VOI detektovana je u decembru 2023.
godine, dok je KP.2 podvarijanta detektovana pocetkom 2024. godine.’®?! KP.2 je brzo postala

.....

VUM su KP.3; KP31.1; LB.1; XEC; LP.8.1 i NB.1.8.1.18?
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1.9. Imunski odgovor na razlicite varijante SARS-CoV-2 nakon vakcinacije

Sve vakcine dostupne u Srbiji su, kao $to je ve¢ navedeno, u tre¢oj fazi klinickih ispitivanja
pokazale znacajan nivo efikasnosti u zaStiti od simptomatske bolesti, koja se kretala od 78-95%, §to
je znadajno prelazilo granicu od 50% koju je inicijalno postavila SZO.®¥ Ove vrednosti bitne su za
odobravanje 1 licenciranje vakcina, ali one ne oslikavaju nuzno pravu sliku uticaja vakcinacije u
realnim okvirima, pre svega kada su klinicka istrazivanja fokusirana iskljuc¢ivo na mladu populaciju,
bez znacajnih komorbiditeta.®¥] Rezultati seroepidemiologkih istrazivanja sprovedenih u
razlike u imunogenosti 1 efektivnosti medu vakcinama u razli¢itim vakcinisanim populacijama i
okruzenjima, kao i u zavisnosti od tipa platforme kori$éene u vakcinama. 848

U jednoj od prvih studija efektivnosti za BBIBP-CorV vakcinu, utvrdeno je da je do
serokonverzije doslo kod 95% vakcinisanih i to ¢e$ée u mladoj populaciji.?” Vakcinisani ispitanici
su imali slicne nivoe antitela na tada novu Delta varijantu kao i rekonvalescenti, sa snizenim
sposobnostima neutralizacije. BBIBP-CorV vakcina indukovala je i T- i B-¢elijski odgovor, medutim
stepen ovog odgovora bio je nizi nego kod drugih vakcina. Ve¢ je poznato u literaturi da su
inaktivisane vakcine po pravilu slabije imunogene, kao i da predominantno stimuliSu humoralni
imunski odgovor sa ograni¢enim T-éelijskim odgovorom.®!! Pojavom novijih varijanti virusa (Alfa,

Beta, Gama, Jota i Delta), uoCeno je da neutralizacione sposobnosti antitela podstaknutih ovom
..... 88,89]

Efektivnost ChAdOx1 vakcine u opstoj populaciji iznosila je 86,2% nakon prve doze
vakcine.”®! CD4"* Thl ¢elije specificne za S protein i CD8" T éelijski odgovori bili su poviseni nakon
dve doze, ali i pokazali su visok stepen funkcionalnosti kod ispitanika svih uzrasnih grupa.’!! Dve
doze nisu pokazale dovoljan nivo protekcije od blagog 1 srednje teSkog oblika kovid-19 izazvane Beta
varijantom.?! Takode, titar neutraliguéih antitela protiv Delta soja bio je nizak.[**! Znagajna redukcija
neutralizacione sposobnosti i kod ispitanika bez prethodne infekcije pre vakcinacije 1 kod ispitanika
sa prethodnom infekcijom, uodena je i za Omikron varijantu.’*) Pre pojave Omikrona, i druga
vektorska vakcina, Gam-COVID-Vac, imala je efektivnost koja je dostizala svoj maksimum u prva
dva meseca nakon vakcinacije i iznosila do 91,8%, opadajuéi na 57,8% nakon $est meseci.””!
Humoralni imunski odgovor nakon dve doze ove vakcine bio je visok i ¢ak visi u poredenju sa drugim
pomenutim vakcinama, iako je uoden trend pada tokom prvih $est meseci.®! Medutim, tokom perioda
Delta varijante, efektivnost vakcine opala je na 56%.1°%) Sposobnost neutralizacije Omikron soja do
Sest meseci nakon vakcinacije, znacajno je opadala tokom vremena i nakon ove vakcine.”’!

IstraZivanje u Izraelu, koje je obuhvatilo 596.618 ispitanika vakcinisanih BNT162b2 pokazalo
je efektivnost vakcine sedam dana nakon druge doze od 94% za simptomatsku infekciju, 87% za
hospitalizaciju i 92% za ispoljavanje teskog oblika kovid-19.°%! U studiji San Segundo i saradnika,
dokazano je postojanje odgovora T-celija specificnih za S protein u 90% slucajeva, a trideset dana
nakon druge doze primecen je porast Thl memorijskih ¢elija, kao i perifernih memorijskih Tth
éelija.””! Mesec dana nakon vakcinacije, titar NAb u studiji Lopera i saradnika bio je niZi za sve
ispitivane varijante virusa (Alfa, Gama, Delta i Mu), sa najznacajnijom redukcijom za Delta i Mu
varijante.['%] Takode, uogen je i dramati¢an pad nivoa antitela do $est meseci nakon vakcinacije, za
sve varijante virusa.['%! Gotovo vise od pola ispitanika u studiji Moy i saradnika nakon dve doze ove
vakcine nije vie imalo detektabilna NAD antitela specifi¢na za Omikron.1%!]

Uocen porast infekcija nakon vakcinacije, ali 1 reinfekcija nakon kovid-19, ukazivao je na
slabljenje imunskog odgovora tokom vremena, $to je uporedo sa pojavom novih varijanti virusa i
pada neutralizacione sposobnosti nakon primarne serije vakcinacije, nezavisno od platforme vakcine,
ukazivalo na potrebu za novom, treéom dozom vakcine.!'%) Na osnovu ovih nalaza agencije za javno
zdravlje 1 regulatorna tela kao Sto su CDC, EMA 1 SZO preporucile su uvodenje tre¢e doze vakcine,
¢ime bi se kompenzovalo slabljenje humoralnog imunskog odgovora, posebno u rizicnim
populacijama.
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1.10. Treca doza vakcine i novi pristupi prevenciji

Premisa davanja nove doze vakcine zasnovana je na ¢injenici da naredna doza moze ponovo
stimulisati prethodno uspostavljen imunski odgovor, uticu¢i i na humoralnu i na ¢elijsku imunost. U
Srbiji je tre¢a doza vakcine protiv SARS-CoV-2 uvedena u upotrebu od avgusta 2021. godine, u
periodu pojave Delta varijante, koja je bila povezana sa ozbiljnijim klinickim manifestacijama.l>”
Vrsta vakcine za tre¢u dozu mogla je biti ista kao i primarna serija, $to je predstavljao homologni
pristup, ili razlicita, $to bi predstavljao heterologni pristup revakcinaciji. SZO je odobrila i podrzavala
upotrebu i homolognih i heterolognih pristupa revakcinaciji, posebno u situacijama kada je tesko bilo
obezbediti istu vakcinu za sve tri doze vakcine. U pocetku, heterologne kombinacije koristile su se
samo u specificnim okolnostima, medutim pretpostavljalo se da kombinacija vakcinalnih platformi
moze poboljSati zastitu i to pre svega kombinacijama RNK vakcina nakon vektorskih ili inaktivisanih,
uzevsi u obzir sve dostupnije dokaze o njihovoj veéoj sposobnosti indukcije imunskog odgovora
nakon primarne serije vakcinacije.

Ubrzo nakon implementacije trece doze vakcine, doSlo je do pojave Omikron varijante i u
Srbiji. Uprkos ¢injenici da su sve do tada primljene vakcine bile zasnovane na prvobitnoj sekvenci
virusa, podaci iz literature sugerisali su da se primenom tre¢e doze indukuje dodatni stepen zastite i
od Omikron soja.['%! Studija Costa Clemens i saradnika ukazala je na padanje nivoa antitela $est
meseci nakon trece doze, ali 1 na to da je zastita od teske klinicke slike perzistirala ¢ak i do devet
meseci, bez obzira na prisustvo novih Omikron podvarijanti u populaciji.'®! Svakako, trajanje
imunskog odgovora nakon tre¢e doze i dalje ostaje u podrucju aktivnog istrazivanja, pre svega uzevsi
u obzir zastupljenost razlic¢itih kombinacija u literaturi, koje nisu dovoljno ispitane, ali i neodlu¢nost
populacije da prihvati nove doze vakcine nakon veé prelezanih infekcija posle vakcinacije.®!!

Saha i saradnici u svom preglednom radu ukazuju na to da bi periodi¢no davanje novih doza
vakcine, potencijalno prilagodenih aktuelnim varijantama virusa, bilo potrebno da se odrzi adekvatan
imunski odgovor na nivou populacije.®!! Dalje razvijanje vakcina protiv kovid-19 ide u pravcu
1zazivanja imunskog odgovora Sirokog spektra 1 dugotrajne zastite 1 od buducih varijanti SARS-Co V-
2 (Slika 1-6). Formulacije vakcina koje su specifi¢ne za odredene podvarijante Omikrona, kao sto je
XBB 1.5, ve¢ su dostupne i njihova se efikasnost i efektivnost ispituju u populaciji.®” Takode,
multivalentne vakcine, koje ukljucuju u svojoj formulaciji antigene viSe varijanti, istraZzuju se radi
potencijalnog smanjenja potrebe za ¢estim dodatnim dozama vakcina.®!! Osim toga, ispituje se i
ukljucivanje drugih proteina, kao §to je N protein, ali 1 potencijal mukoznih vakcina koje mogu da
obezbede lokalni imunitet na mestima ulaska samog virusa, ¢ime bi se ograni¢io i1 dalji prenos
infekcije.!®!) U fokusu su i vakcine bazirane na egzozomima, malim ekstarcelularnim vezikulama ¢ija
prirodna sposobnost da inkapsuliraju 1 isporu¢e molekule predstavlja obecavajucu platformu za
isporuku antigena, bez Zivih virusa; kao 1 vakcine bazirane na Cesticama nalik virusima (eng. virus-
like particles), koje strukturno podsec¢aju na viruse, ali im nedostaje genetski materijal, ¢ine¢i ih
bezbednijim.!®"! IstraZivanja su usmerena i na razvijanje univerzalne pan-koronavirusne vakcine, koja
bi sadrzala konzervirane regione virusa i bila sposobna da proizvede zaStitu od svih prisutnih, ali 1
budugih varijanti SARS-CoV-2, a potencijalno i od novih humanih koronavirusa.[*"!
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Multivalentne vakcine Pan-koronavirusne vakcine Egzozomi - vakecine

r
N

Platforma: Antigeni napravljeni od Platforma: Antigeni napravljeni od Platforma: Antigeni SARS-CoV-2
razli¢itih varijanti SARS-CoV-2. konzerviranih regiona koronavirusa. ubacuju se u celiju pomocu
egzozoma.

Vakcine bazirane na

L N . Mukozne vakcine
c¢esticama nalik na viruse

Platforma: Antigeni strukturno lice Platforma: Intranazalna primena
na SARS-CoV-2 ali nema genetskog antigena SARS-CoV-2 dovodi do
materijala. indukeije lokalnog odgovora.

Slika 1-6. Shematski prikaz razli¢itih platformi novih generacija vakcina protiv kovid-19. Slika je
napravljena u BioRender.com softveru, po ugledu na prilog iz rada: Alhamlan 1 Al-Qahtani. SARS-
CoV-2 Variants: Genetic insights, epidemiological tracking, and implications for vaccine strategies,
20251801

1.11. Testovi za detekciju i pra¢enje humoralnog imunskog odgovora

Dugotrajna, prospektivna ispitivanja imunskog odgovora nakon SARS-CoV-2 infekcije, ali 1
vakcinacije, naj¢eS¢e se oslanjaju na detekciju humoralnog imunskog odgovora, zbog skuplje,
dugotrajnije 1 teZze procedure detekcije celijskog imuniteta. Osim prakti¢nih razloga, humoralni
imunski odgovor predstavlja 1 adekvatan indikator zaStite, zahvaljuju¢i sposobnosti direktnog
ograni¢avanja infekcije, a samim tim 1 dalje transmisije virusa u populaciji. Antitela koja se detektuju
klasi¢nim seroloSkim testovima predstavljaju takozvana ,,vezujuca® ili ,,ukupna‘“ antitela (eng.
binding antibodies, BADb), odnosno antitela koja prepoznaju virusne antigene i igraju ulogu u
odbrambenom mehanizmu kroz svoje funkcije preko Fc receptora, kao §to su ADCC, ADP 1 aktivacija
komplementa.l'®! Medutim, samo mali procenat BAb pokazuje neutralizacionu aktivnost — odnosno
mogu biti okarakterisana kao NAb.

Zlatni standard detekcije NAb predstavlja test neutralizacije redukcijom plakova baziran na
vizualizaciji citopatogenog efekta (eng. plaque reduction neutralization test, PRNT), koji zbog
kompleksnog izvodenja i upotrebe Zivog virusa zahteva specijalne laboratorije tre¢eg nivoa bioloske
sigurnosti, ali i specijalno obuceno osoblje.['%] Ovakav test ne omoguéava testiranje velikog broja
uzoraka u kratkom vremenskom periodu, uzevsi u obzir da je tehnicki i logisticki zahtevan za
izvodenje, uz dugotrajno ¢ekanje ocitavanja rezultata koje za jedan uzorak moze trajati danima. Jedna
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od alternativa predstavlja rekombinatni pseudovirus test neutralizacije, koji koristi manje patogeni
virus kao polaznu osnovu, kao §to je virus vezikularnog stomatitisa koji eksprimira S protein SARS-
CoV-2, medutim ovi testovi nisu standardizovani i osim takode dugackog protokola, oteZavaju
poredenje rezultata razli¢itih studija u zavisnosti od primenjene metodologije.['%! Iz navedenih
razloga, surogat testovi neutralizacije bazirani na klasi¢nim enzimskim imunotestovima, u vidu
blokiraju¢eg ELISA (eng. enzyme-linked immunoassay, ELISA) testa, usli su u Siroku upotrebu, zbog
sigurnijeg ali i brzeg ispitivanja vece koli¢ine uzoraka. Ovi testovi mogu se brzo prilagoditi i trenutno
cirkuliducoj varijanti virusa.[!%”]

Testovi koji detektuju ukupna antitela najceS¢e su automatizovani, sa moguénoscu simultane
analize velikog broja uzoraka i samim tim prakti¢ni za ispitivanja na velikom delu populacije.!'*®!
Osim toga, BAb testovi koji koriste S1 ili RBD kao antigen, mogu biti prakti¢an, indirektan pokazatelj
sposobnosti neutralizacije.') Komparacije studija pracenja kinetike i odrzavanja antitela nakon
infekcije, ali 1 vakcinacije, ¢esto su onemogucene nedostatkom standardizacije testova, sa razli¢itim
stepenima senzitivnosti i specifi¢nosti i karakteristikama ispitivane populacije.l'® Iako postoji
standardizacija i izrazavanje jedinica seroloskih testova kao BAU (eng. binding antibody units)/mL,
radi pokusaja poboljsanja korelacije rezultata seroloskih testova, znacajne razlike i dalje postoje.!%!

Pregledom literature uocava se nedostatak studija koje prate imunski odgovor duzi vremenski
period nakon viSe razli¢itih platformi, sa istom metodologijom i poredenjem sa
rekonvalescentima.!!'% Takode, uo¢ava se i oskudniji broj radova o pojedinim platformama, pre svega
BBIBP-CorV i Gam-COVID-Vac, u odnosu na BNT162b2 i ChAdOx1. S obzirom na ove nedostatke,
posebno u pogledu dugotrajnih studija koje prate ispitanike u raznim fazama pandemije (kroz
prirodno steceni, zatim vakcinalni, pa i hibridni imunitet, koji predstavlja kombinaciju prirodno
steCenog 1 vakcinalnog imuniteta), kao i neadekvatnu koli¢inu podataka o odredenim vakcinalnim
platformama, neophodno je povecati broj takvih detaljnih analiza imunskog odgovora. Uzevsi u obzir
i neprestanu i nepredvidivu evoluciju koronavirusa, pracenje trajanja imunskog odgovora u ovakvom,
stalno promenljivom okruzenju od velike je vaznosti u proceni trenutka smanjenja ili ¢ak potpunog
gubitka zaStite imunskog odgovora. Cilj ovakvih istrazivanja bio bi da se preciznije odredi dinamika
postepenog slabljenja imunskog odgovora, §to bi omogucilo pravovremenu modifikaciju postojecih
strategija vakcinacije.
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Istrazivanje predstavljeno ovom disertacijom dizajnirano je sa idejom da kroz razlicite talase
kovid-19 pandemije prati humoralni imunski odgovor nakon infekcije SARS-CoV-2 virusom, kao i
nakon imunizacije razli¢itim vakcinama dostupnim u Srbiji, primenjujuci istovetnu metodologiju.
Ispitivanje imunskog odgovora u uslovima realnog zivota, pogotovo u sredini u kojoj su opstoj
populaciji bile dostupne razli¢ite vakcinalne platforme, izvan kontrolisanih uslova klini¢kih
ispitivanja, predstavlja vazan izvor podataka o stepenu zaStite ispitanika nakon bolesti i/ili
vakcinacije.

Ciljevi ovog istrazivanja bili su:

1.

Longitudinalno pracenje nivoa ukupnih antitela IgM 1 IgG klase specificnih za RBD
domen, ukupnih antitela IgG klase specificnih za N protein, kao i neutraliSuc¢ih antitela
specificnih za RBD domen nakon infekcije SARS-CoV-2 virusom.

Longitudinalno pracenje nivoa ukupnih antitela IgM 1 IgG klase specifi¢nih za RBD
domen, ukupnih antitela IgG klase specificnih za N protein, kao i neutraliSuc¢ih antitela
specificnih za RBD domen SARS-CoV-2 nakon vakcinacije prvom, drugom i/ili treCcom
dozom, sa posebnim osvrtom na razlike izmedu vakcina dostupnih u Srbiji posle primarne
serije 1 nakon razli¢itth homolognih 1 heterolognih pristupa davanju trece doze.

Poredenje dinamike nivoa specifi¢nih antitela detektabilnih nakon infekcije SARS-CoV-2
i vakcinacije razli¢itim platformama protiv kovid-19 dostupnih u Srbiji, u jednakim
vremenskim intervalima.

Ispitivanje zastupljenosti ponovnih infekcija 1 infekcija nakon primene vakcina protiv
kovid-19 dostupnih u Srbiji, kao 1 njithove moguce korelacije sa nivoima IgG antitela
specificnih za RBD domen i1 N protein, kao 1 neutraliSucih antitela specifi¢nih za RBD
domen.
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3. MATERIJAL I METODE
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3.1. Tip studije

Istrazivanje je sprovedeno kao prospektivna kohortna studija pra¢enja humoralnog imunskog
odgovora nakon SARS-CoV-2 infekcije 1 vakcinacije protiv kovid-19, vakcinama dostupnim u Srbiji,
baziranim na razli¢itim platformama - BNT162b2 (BioNTech/Pfizer, SAD), BBIBP-CorV
(Sinopharm, Kina), Gam-COVID-Vac (Gamaleya Research Insitute, Rusija), ChAdOxl1
(AstraZeneca, Velika Britanija), mRNA-1273 (Moderna, SAD).

3.2. Mesto i period pracenja ispitanika

Prikupljanje uzoraka od ispitanika ukljucenih u ovu studiju sprovedeno je u prijemnoj
ambulanti Nacionalne referentne laboratorije za toksoplazmozu, Grupe za mikrobiologiju sa
parazitologijom, Instituta za medicinska istrazivanja (IMI), Instituta od nacionalnog znacaja za
Republiku Srbiju, Univerziteta u Beogradu, u periodu od 12.08. 2020. godine do 31.03. 2023. godine.

3.3. Selekcija ispitanika i osnovne grupe

Prvobitnu grupu ispitanika Cinili su zaposleni u IMI i1 Fakultetu veterinarske medicine,
Univerziteta u Beogradu, koji su regrutovanjem pojedinaca iz njihovog li¢nog i profesionalnog
okruzenja (¢lanovi porodice i saradnici) po principu tzv. snowballing metode, doprineli uvecanju
broja ispitanika.l'!'! Trudnice i osobe mlade od osamnaest godina nisu bile ukljuene u ovu studiju.
Istrazivanje je odobreno od strane Etickog odbora IMI (br. EO138/2021) i1 Eticke komisije
Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu (br. 17/1-13). Svi ispitanici su pre ulaska u studiju
potpisali informisani pristanak o dobrovoljnom davanju uzorka krvi i ufeSéu u daljem toku
istrazivanja, sa moguc¢nos¢u da u bilo kom trenutku povuku svoju saglasnost ili odustanu od daljih
kontrola.

Pri prvom dolasku ispitanici su anketirani od strane istrazivaca, na osnovu ¢ega je odredena
njihova pripadnost osnovnoj grupi i dalja ucestalost kontrola. Osnovne grupe u okviru ove studije
bile su kovid-19 grupa, sa prethodno inficiranim ispitanicima, 1 grupa vakcinisanih ispitanika, koja
se dalje delila u zavisnosti od primljene vakcine na pet podgrupa (BNT162b2, BBIBP-CorV, Gam-
COVID-Vac, ChAdOx1, mRNA-1273) (Slika 3-1). Anketa se sastojala od pitanja o osnovnim
demografskim i kontakt podacima, sa posebnim osvrtom na postojanje medicinske dokumentacije sa
podacima o prethodnoj infekciji u vidu pozitivnog brzog antigenskog testa i/ili reakcije lancane
polimerizacije (PCR) na prisustvo SARS-CoV-2, ali 1 na postojanje medicinske dokumentacije o
vakcinaciji. Uzrast ispitanika, izraZzen u godinama, racunat je prilikom obradivanja podataka od
datuma rodenja do datuma prvog uzorkovanja pri ukljucivanju u studiju.

Ukoliko su ispitanici prelezali kovid-19, anketom su prikupljani podaci o postojanju
simptoma, kao i1 medicinski dokumentovane pneumonije i/ili hospitalizacije. Otpusne liste i
laboratorijske izveStaje sa navedenim dijagnostickim SARS-CoV-2 testovima ispitanici su davali na
uvid istrazivacu. Nulta tacka, odnosno datum koji se uzimao za pocetak bolesti u vecini slu¢ajeva bio
je datum pocetka simptoma. U slu¢ajevima kada ispitanici nisu mogli tatno da odrede datum pocetka
simptoma, upotrebljen je datum pozitivnog dijagnostickog testa kao nulta tacka za dalje pracenje.
Kod slu¢ajeva asimptomatskih infekcija, koji su nakon inicijalnog testiranja u naSoj laboratoriji imali
pozitivna antitela na SARS-CoV-2, a ukoliko je dijagnosticki test bio negativan ili nije uopste raden,
poslednji datum poznatog rizi€nog kontakta upotrebljen je kao nulta tacka.
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Kovid-19 grupa
(prethodno inficirani ispitanici) — BNT162b2 podgrupa

BBIBP-CorV podgrupa

Grupa vakcinisanih ispitanika

Ispitanici
|

Gam-COVID-Vac podgrupa

(bez prethodne infekcije)

— ChAdOx1 podgrupa

— mRNA-1273 podgrupa

Slika 3-1. Shema podele ispitanika u grupe i podgrupe.

Kod vakcinisanih ispitanika, na osnovu sertifikata o vakcinaciji, notirani su tacni datumi
dobijenih doza. U ovoj grupi ispitanika, anketom su se dodatno prikupljali podaci o nezeljenim
reakcijama nakon vakcinacije. Takode, na svakoj slede¢oj kontroli prikupljani su ponovo podaci o
potencijalnim kovid-19 simptomima, dijagnostickim testovima, dodatnim dozama vakcine i
postvakcinalnim reakcijama na iste, u vremenskom periodu koji je protekao od poslednje kontrole.

3.4. Uzorkovanje materijala

Periferna venska krv (5-10 mL) uzorkovana je u prijemnoj ambulanti Nacionalne referentne
laboratorije za toksoplazmozu, u okviru Grupe za mikrobiologiju sa parazitologijom IMI, u
vakuumske epruvete sa aktivatorom zgrusavanja krvi, obloZene mikronizovanim ¢esticama silicijum
dioksida radi brzeg zgrusavanja i kompletnijeg izdvajanja seruma (Vacuette CAT Serum Clot
Activator, Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austrija). Primarna obrada uzorka, sa upisivanjem u
protokol 1 dodeljivanjem posebnog identifikacionog broja, izvedena je odmah nakon venepunkcije.
Centrifugiranjem epruveta na 1000 x g, tokom 17 minuta, izdvajan je serum. Deo seruma prvobitno
je iskoriS¢en za primarne seroloske analize, a zatim je ostatak uzorka skladiSten u zamrzivacu na -
80°C (CryoCube, Eppendorf) do dalje obrade.

Nakon preleZane infekcije, ispitanici su seroloSki praceni u Sest vremenskih tacaka, od
pocetka simptoma ili pozitivnog dijagnostickog testa do godinu dana (na tri nedelje, Sest nedelja, tri
meseca, Sest, devet i dvanaest meseci) (Slika 3-2). Nakon vakcinacije, ispitanici su kontrolisani u
regularnim intervalima racunatim od prve doze vakcine, u pet vremenskih tacaka, do devet meseci
(na tri nedelje, Sest nedelja, tri meseca, Sest i devet meseci) (Slika 3-2). Ukoliko su se ispitanici
opredelili 1 za tre¢u dozu vakcine, period pra¢enja se produzavao, tako da su kontrole vrSene i u
dodatne tri tacke, do Sest meseci nakon tre¢e doze vakcine (na tri nedelje, tri meseca i Sest meseci)
(Slika 3-2). Ukoliko je doslo do pojave infekcije nakon vakcinacije, ispitanici su bili iskljuceni iz
daljeg longitudinalnog pracenja kinetike antitela. Medutim, ovi ispitanici pozivani su na jednu
dodatnu kontrolu, tri nedelje nakon pozitivnog dijagnostickog testa, odnosno pocetka simptoma
ukoliko test nije raden. Tacne vremenske odrednice svake tacke pracenja, u danima, izraZzene kao
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srednje vrednosti sa pripadaju¢im standardnim devijacijama, prikazane su u okviru svake grupe,
odnosno podgrupe ispitanika, u odeljku sa rezultatima.

Kontrole ispitanika kovid-19 grupe

(racunate od datuma pocetka simptoma ili pozitivnog dijagnostickog testa)

* Trinedelje

+ Sest nedelja

» Tri meseca

« Sest meseci

¢ Devet meseci

e Dvanaest meseci

Kontrole vakcinisanih ispitanika

(racunate od datuma primanja prve doze)

* Tri nedelje

« Sest nedelja
e Tri meseca

« Sest meseci

* Devet meseci

Kontrole ispitanika koji su vakcinisani trecom dozom

(racunate od datuma primanja tre¢e doze)

* Tri nedelje
* Tri meseca
» Sest meseci

Kontrola ispitanika koji su nakon vakcinacije imali kovid-19

(racunato od datuma pocetka simptoma ili pozitivnog dijagnostickog testa)

* Tri nedelje

Slika 3-2. Prikaz seroloskih kontrola za ispitanike nakon kovid-19 i/ili nakon vakcinacije.

Ukoliko ispitanik nije bio u moguénosti da dode u zadatom terminu kontrole, blagovremeno
je bio obavesten o narednoj kontroli, osim ukoliko nije odustao od daljeg ucestvovanja u studiji.
Nakon dve propustene kontrole, bez odgovora ispitanika, smatralo se da je ispitanik odustao od
ucestvovanja u istrazivanju. Uzorci uzeti van predvidenih vremenskih okvira, nisu usli u analizu
kinetike humoralnog imunskog odgovora.

3.5. Odredivanje ukupnih IgG antitela specificnih za RBD domen

RBD-specifi¢na IgG antitela, detektovana su komercijalnim VIDAS SARS-CoV-2 IgG II
testom (bioMérieux, Marcy-1'Etoile, Francuska), na potpuno automatizovanoj mini-VIDAS
platformi. Ovaj test baziran je na tehnici koja kombinuje tzv. sandwich (eng.) enzimski
imunosorbentni test (eng. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) sa krajnjom detekcijom
fluorescencije (eng. enyzme-linked fluorescence assay - ELFA).

Test pribor za ispitivanje individualnih uzoraka sastoji se od plasticne test-trake (eng. strip)
koja obuhvata deset udubljenja sa U-dnom (tzv. bunari¢a), ispunjena unapred pripremljenim
reagensima (razblazivag, ispirac, konjugat i supstrat) (Slika 3-3). Test-trake su ¢vrsto zatvorene
folijom, sa nazna¢enim jedinstvenim bar-kodom, sa otvorom na prvom bunari¢u, namenjenim za
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ukapavanje uzorka. Uz test-trake, u sastav test kompleta ulaze i odgovarajuce plasti¢ne pipete (eng.
solid-phase receptable, SPR), ¢ija je unutraSnjost presvucena rekombinantnim SARS-CoV-2
antigenom, RBD domenom S proteina (RBD/S). Prilikom otvaranja svakog novog kompleta testova,
potrebno je izvrsiti kalibraciju upotrebom seta standarda i kalibratora koji se nalaze u datom
kompletu, kao i svaki slede¢i put kada mini-VIDAS analizator izda obavestenje o istekloj kalibraciji.

Ovim putem reguliSu se varijacije signala samih testova, tokom njihovog roka trajanja i ¢uvanja na
+2 do +8 °C.

10. Kiveta za oéitavanje rezultata

6. Konjugat s )
1. Prazan bunari¢ za ukapavanje uzorka

Bunariéi sa ispiratem

2. Razblazivaé

Slika 3-3. Primer test-trake (eng. strip) za VIDAS SARS-CoV-2 IgM 1 VIDAS SARS-CoV-2 IgG II
testove. Deveti bunari¢ je prazan.

Nakon ukapavanja 100 pL dobro vorteksovanog i temperiranog uzorka u prvi bunarié, test-
traka se ubacuje u mini VIDAS aparat, zajedno sa pripadaju¢om SPR pipetom. Slede¢i koraci izvode
se u samom aparatu. SPR pipetom se uzorak iz prvog bunari¢a, prebacuje u naredni, radi
razblazivanja. Kako uzorak cirkuliSe kroz pipetu, IgG antitela specificna za RBD, ukoliko postoje u
ispitivanom uzorku, vezuju za antigen na samoj SPR pipeti. Od tre¢eg do petog koraka, serijom
ispiranja odbacuju se sve komponente koje se nisu vezale za antigen. U Sestom bunari¢u nalaze se
misja monoklonska anti-humana IgG antitela, konjugovana sa alkalnom fosfatazom, koja se vezuju
za RBD-IgG antitela, prisutna u SPR pipeti. Ponovnim ispiranjem sve nevezane komponente se
odbacuju i pristupa se finalnoj detekciji. U kiveti, odnosno desetom i poslednjem bunari¢u, nalazi se
supstrat 4-metilumbeliferil fosfat (0,6 mmol/L) koji SPR pipeta uvlaci i vra¢a ponovo u isti bunaric.
Prilikom prolaska 4-metilumbeliferil fosfata kroz SPR, alkalna fosfataza hidrolizuje ovaj supstrat u
fluorescentni produkt 4-metil-umbeliferon. Fluorescencija se meri dva puta za svaki ispitivani uzorak
— prvo Citanje predstavlja pozadinsku vrednost samog supstrata (eng. background reading), dok se
drugo Citanje izvrSava na 450 nm, nakon inkubacije supstrata i enzima u okviru SPR pipete.

Nivo ispitivanih antitela u uzorku direktno je proporcionalan intenzitetu izmerene
fluorescencije. Relativna vrednost fluorescencije (eng. relative fluorescence value, RFV) dobija se
kada se od vrednosti fluorescencije ispitivanog uzorka oduzme background vrednost. Krajnje
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rezultate, u vidu indeksa, aparat automatski racuna na osnovu vrednosti standarda, iz vazece
kalibracije, 1 vrednosti ispitivanog uzorka, i to putem slede¢e formule:
RFV uzorka
RFV standarda

Rezultat testa =

Tabela 3-1. Tumacenje rezultata SARS-CoV-2 IgG II VIDAS i SARS-CoV-2 IgM VIDAS testova.

Indeks Tumacenje
< 1,00 Negativan rezultat
>1,00 Pozitivan rezultat

Tumacenje rezultata testa prikazano je u Tabeli 3-1. Indeks od jedne jedinice, po uputstvima
proizvodaca, procenjen je kao ekvivalentan vrednosti od 20,33 BAU/mL (eng. binding antibody units,
BAU) prvog internacionalnog standarda za detekciju anti-SARS-CoV-2 antitela (Svetska zdravstvena
organizacija, NIBSC, kod 20/136). Usled toga, vrednosti indeksa RBD-IgG antitela u okviru ovog
istrazivanja, preracunate su i prikazane kao BAU/mL uz pomo¢ faktora korekcije od 20,33.

3.6. Odredivanje ukupnih IgM antitela specificnih za RBD domen

RBD-specifi¢na IgM antitela, detektovana su komercijalnim VIDAS SARS-CoV-2 IgM
testom (bioMérieux, Marcy-1'Etoile, Francuska), baziranim na identicnom ELFA principu kao kod
testa za detekciju RBD-specifi¢nih IgG antitela, na automatizovanoj mini VIDAS platformi.

U bunari¢ za uzorak ukapava se 100 pL ispitivanog uzorka, a svi naredni koraci identi¢ni su
kao 1 kod IgG II testa (Slika 3-3). Jedina razlika, predstavlja korak konjugacije — u ovom testu koriste
se mi§ja monoklonska anti-humana IgM antitela, konjugovana sa alkalnom fosfatazom. SPR pipete
takode su i u ovom testu presvuc¢ene rekombinovanim SARS-CoV-2 antigenom, RBD domenom S
proteina.

Rezultati se, analogno SARS-CoV-2 IgG II testu, dobijaju nakon dvostrukog merenja
fluorescencije u kiveti, prvo merenjem pozadinske vrednosti supstrata a zatim 1 fluorescencije
ispitivanog uzorka. Razlikom ove dve vrednosti dobija se RFV uzorka, a zatim se daljim deljenjem
sa RFV vredno$¢u vazeceg standarda, dobija vrednost indeksa za dat uzorak. Tumacenje dobijenih
rezultata prikazano je u Tabeli 3-1. Rezultati se po uputstvu proizvodaca izrazavaju kao indeks i tako
su prikazani u okviru ovog istrazivanja.

3.7. Odredivanje ukupnih IgG antitela specifi¢nih za N protein

Ukupna IgG antitela specificna za N protein detektovana su komercijalnim ELISA testom
(EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika, Libek, Nemacka). Test je zasnovan na principu
indirektnog ELISA testa. Dno mikrotitracionih plo¢a obloZeno je modifikovanim nukleokapsidnim
proteinom SARS-CoV-2. Nakon inkubacije sa uzorkom, ukoliko u istom postoje IgG antitela
specifi¢na za N protein, vezace se za samo dno bunarica. Ispiranjem, nevezane komponente ¢e se
odbaciti, a zatim se za ispitivana antitela u uzorku vezuje konjugat - peroksidazom obelezena anti-
humana IgG antitela. Peroksidaza po dodatku hromogen/supstrata (TMB/H203), dovodi do enzimske
reakcije 1 oksidacije TMB reagensa, menjajuc¢i boju u plavu. Ova reakcija se zaustavlja dodavanjem
sumporne kiseline, kada se boja menja u zutu (Slika 3-4, 3-5).
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ELISA

Detekcija N-specificnih IgG antitela

Na dnu bunari¢a nalaze se Dodavanjem konjugata, za Po dodatkuhromogen/supstrata
nukleokapsidni proteini kao antigeni, N-specificna antitela vezuju se (TMB/H.0:) dolazi do enzimske
za koje se vezuju N-specificna IgG @anti-humana IgG antitela, @ reakcije i promene boje u plavu
antitela ukoliko postoje u uzorku, konjugovana sa peroksidazom. ’

L

i i S

@ Dodavanjem HCI, reakcija

se zaustavlja, a boja se
menja u Zutu.

Rezultati se ocitavaju nakon

zaustavljanja reakcije na

450nm i 620nm.

Slika 3-4. Shematski prikaz principa indirektnog ELISA testa za detekciju N-specifi¢nih IgG antitela.
Slika je napravljena uz pomo¢ BioRender.com programa.

Ovaj test je raden ru¢no, na miktrotitracionim ELISA plocama od 96 bunara (Slika 3-5).
Procedura testa zahtevala je prvo temperiranje svih komponenti komercijalnog kompleta, a zatim su
ispitivani uzorci prvo razblaZeni puferom za uzorke u odnosu 1:101. U 1mL pufera, ukapavano je
10uL ispitivanog seruma, a zatim dobro izmeSano na vorteksu. U mikrotitracionu plocu sipano je po
100 uL pozitivne 1 negativne kontrole, kalibratora 1 razblaZzenih uzoraka po prethodno pripremljenom
planu testiranja. Sve kontrole, kalibrator i uzorci testirani su u duplikatu, po preporuci proizvodaca.
Po ukapavanju, ploca je zatvarana zaStitnom folijom 1 inkubirana na 37°C, sat vremena. Nakon
detaljnog ispiranja u tri ciklusa, u bunari¢e ELISA ploce sipano je po 100 pL konjugata, kada je ploca
ponovo zatvorena folijom 1 inkubirana na sobnoj temperaturi (18-25°C), 30 minuta. Ponovnim
ispiranjem, nevezane komponente su odbacene, a zatim je u svaki bunari¢ dodato po 100 pL
hromogen/supstrata, kada je usledila inkubacija od 15 minuta u mraku, na sobnoj temperaturi. Za
zaustavljanje reakcije ukapano je po 100 pL 0,5M H2SOs, prate¢i redosled dodavanja hromogena.
Merenje apsorbance izvrSeno je na ELISA cCitacu (Thermo Multiskan EX) na talasnoj duzini od 450
nm, sa korekcijom i referentnom talasnom duzinom na 620 nm, odmah po zaustavljanju reakcije.
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Slika 3-5. Prikaz etapa u izvodenju EUROIMMUN testa za detekciju N-specificnih IgG antitela.
Prvobitno su sipane kontrole, kalibrator i1 razblazeni uzorci u duplikatu (A), a zatim je nakon
inkubacije 1 ispiranja dodat konjugat (B). Posle ponovne inkubacije i dodatnog ispiranja, u bunarice
plo¢e dodat je hromogen (C), a enzimska reakcija je zaustavljena sumpornom kiselinom 15 minuta
kasnije (D).

Vrednost ocitana na 620 nm, kao korekcija, oduzima se od vrednosti oCitane na 450 nm i
dobija konacna ocitana vrednost uzorka. Zatim se, radi dalje analize rezultata, kako su svi uzorci
testirani u duplikatu, izraCuna srednja vrednost za sve duplikate. Radi ocitavanja rezultata kao
semikvantitativnih, po uputstvu proizvodaca, primenjuje se slede¢a formula:

Ekstinkcija kontrole ili uzorka pacijenta

Odnos = Ekstinkcija kalibratora

Tumacenje rezultata prikazano je u Tabeli 3-2. Rezultati u okviru ove studije izraZeni su
semikvantitativno, kao odnos ekstinkcija.

Tabela 3-2. Tumacenje rezultata EUROIMMUN SARS-CoV-2 testa za detekciju ukupnih IgG
antitela specifi¢nih za N protein.

Odnos Tumacenje

<0,8 Negativan rezultat
>0,8 do<l,1 Granican rezultat

>1,1 Pozitivan rezultat

3.8. Odredivanje neutraliSu¢ih antitela specificnih za RBD domen

Detekcija neutraliSucih antitela specificnih za RBD domen vrSena je komercijalnim surogat
testom neutralizacije cPass™ SARS-CoV-2 Neutralization Antibody Detection Kit, GenScript, Nju
Dzerzi, SAD. U okviru kompleta nalazi se rekombinovani RBD domen SARS-CoV-2, konjugovan
sa peroksidazom rena (eng. horseradish peroxidase, HRP) (HRP-RBD), kao i humani protein - ACE2
receptor. Naime, ovaj test je zasnovan na direktnoj interakciji HRP-RBD i ACE-2, koja se odigrava
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na ELISA plo¢i, 1 moze biti blokirana od strane visoko specifi¢nih neutraliSu¢ih antitela, ukoliko su
ista prisutna u uzorku.

Test je u okviru ove studije raden ru¢no, sa dve prazne, sterilne mikrotitracione ploce i plo¢om
koja je dobijena u okviru kompleta, sa dnom oblozenim ACE-2 proteinom. Prvi korak prilikom
zapocinjanja procedure testa, osim temperiranja svih uzoraka i reagenasa, jeste pravljenje HRP-RBD
rastvora. Neophodno je razblaziti HRP-RBD sa puferom za razblazivanje u odnosu 1:1000. Uzorci i
kontrole su testirani u duplikatu, po preporuci proizvodaca. U prvoj sterilnoj mikrotitracionoj ploci,
potrebno je primarno razblaziti sve uzorke i kontrole u odnosu 1:9, po pripremljenom planu testiranja.
U novu, sterilnu mikrotitracionu plocu, sipaju se uzorci i rastvor HRP-RBD u odnosu 1:1. Prvo se
doda po 60 uL HRP-RBD rastvora u svaki bunari¢, a zatim prebaciti 60 uL razblazenih uzoraka iz
prethodne mikrotitracione ploce, nakon ¢ega se ova meSavina inkubira na 37°C, 30 minuta, da bi
doslo do vezivanja antitela specificnih za HRP-RBD kompleks.

Surogat neutralizacioni test sesdgses
Detekcija neutralisuéih antitela

U bunari¢ se dodaje uzorak
prethodno inkubiran sa HRP-RBD Po dodatku supstrata

; Eoa Nakon ciklusa ispiranja, za ;
kompleksom. Ukoliko neutrali$uca ] (TMB), usled prisustva
antitela postoje u uzorku, sprediée HRP-RBD/ACEZ kompleks HRP peroksidaze, dolazi do
vezivanje HRP-RBD kompleksa za ostaju vezana antitela koja @ enzimske reakcije i
ACEZ receptore na dnu bunariéa. nisu neutralisuca. promene boje u plavu.
|
\ \ 4“'»«4/‘ \
\> 4

@ Dodavanjem HCI, reakcija

se zaustavlja, a boja se
menja u Zutu.

Rezultati se oCitavaju nakon

zaustavljanja reakcije na

450nm i 620nm.

Oditana vrednost obrnuto je
proporcionalna vrednosti
prisutnih neutralisucéih
antitela.
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Slika 3-6. Princip rada surogat neutralizacionog testa. Slika je napravljena uz pomo¢ BioRender.com
programa.

Nakon inkubacije, iz ploce se prebacuje 100 uL smese u plocu koja je deo kompleta testa, u
kojoj se na dnu bunaric¢a nalazi ACE2 protein. Ova ploca se takode inkubira na 37°C, ali 15 minuta,
nakon ¢ega se vr$i ciklus ispiranja Cetiri puta. Tokom ispiranja, nevezani HRP-RBD kompleksi, ali 1
svaki HRP-RBD vezan za antitela koja nisu neutraliSu¢a, ostaju na dnu ploce, dok se ciljna
neutraliSuca antitela vezana za HRP-RBD gube tokom ispiranja. Posle ispiranja, dodaje se 100 uL
TMB u svaki bunari¢ i ploca se inkubira na 20-25°C, 15 minuta, u mraku. Peroksidaza vezana za
RBD, oksiduje TMB, §to dovodi do pojave plave boje. Dodavanjem 50 pL hlorovodoni¢ne kiseline
reakcija se zaustavlja 1 boja se menja u Zutu. Plo¢a se odmah ¢ita na ELISA ¢itacu, na 450 nm, sa
korekcijom na 620 nm. Dobijena apsorbanca obrnuto je proporcionalna nivou SARS-CoV-2
neutraliSucih antitela (Slika 3-6).
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Pre analize rezultata, proverava se kvalitet samog testa. OcCitane apsorbance (eng. optical
density, OD) morale bi iznositi > 1,0 za pozitivnu kontrolu, odnosno < 0,3 za negativnu kontrolu.
Ukoliko kontrole ispunjavaju ovaj uslov, pristupa se interpretaciji rezultata. Za odredivaje procenta
inhibicije, koriS¢ena je sledeca formula:

o OD vrednost uzorka
Procenat inhibicije = (1 — - ) 00
0D vrednost negativne kontrole

Princip tumacenja rezultata, prema uputstvu proizvodaca, prikazan je u Tabeli 3-3.

Tabela 3-3. Tumacenje rezultata cPASS GenScript testa za detekciju neutraliSu¢ih IgG antitela
specifi¢nih za RBD.

Procenat inhibicije Tumacenje
<30% Negativan rezultat
>30% Pozitivan rezultat

3.9. Statisti¢ka analiza

U ovoj studiji su koriS¢ene metode deskriptivne i inferencijalne statistike. Od metoda
deskriptivne statistike upotrebljene su: mere centralne tendencije (aritmeticka sredina i medijana),
mere varijabiliteta (standardna devijacija i interkvartilni rang) i relativni brojevi. Normalnost
raspodele podataka analizirana je Kolmogorov-Smirnovim i Sapiro-Vilkovim testovima, a zatim i
grafickim prikazom — Q-Q dijagramom. U zavisnosti od broja opservacija, ucestalosti su poredene
Hi-kvadrat testom ili FiSerovim testom ta¢ne verovatnoce, a numericke varijable t-testom ili testom
sume rangova — Man-Vitnijev test, u zavisnosti od distribucije. Korelacija je analizirana Spirmanovim
testom.

Poredenje nivoa antitela izmedu razli¢itih grupa, izvrSeno je upotrebom Kraskal-Volisovog
testa sa Danovim post-hoc testom. Poredenje nivoa antitela izmedu dve vremenske tacke, u vidu
parnih uzoraka u okviru grupe/podgrupe, izvrSeno je Vilkoksonovim testom ekvivalentnih parova ili
t-testom za vezane uzorke, u zavisnosti od distribucije. Radi uocavanja tipa kinetike antitela na
uzorcima kovid-19 grupe, tokom vremenskog perioda pracenja, na dijagramu rasipanja (eng. scatter
plot) je primenjena neparametarska lokalna regresija (eng. locally estimated scatterplot smoothing,
LOESS), sa 95% intervalom poverenja (eng. confidence interval, Cl). Za analizu kinetike 1 nivoa IgG
antitela u zavisnosti od razlicitih faktora (kao Sto su bioloski pol, godine, tip vakcine, vremenska
tacka), upotrebljen je linearni miks model (eng. /inear mixed model, LMM). Modeli su prilagodeni
koriste¢i ograni¢enu maksimalnu verovatnocu (eng. restricted maximum likelihood, REML), a t-test
vrednosti za fiksne efekte izraCunate su pomocu Satterthwaite aproksimacije. Pretpostavke modela
su proverene koriS¢enjem dijagnostickih grafika rasipanja reziduala.

Statisticka znacajnost u ovoj studiji bila je 0,05. Za statisti¢ke analize 1 pravljenje grafika
koriséeni su: GraphPad Prism for Windows, verzija 8.0, GraphPad Software, La Dzola, SAD 1 JASP
(verzija 0.19.3), JASP Team 2024, Amsterdam, Holandija. Za LMM upotrebljen je R programski jezik
(verzija 5.4.0), koriste¢i ImerTest paket, dok su prateci grafici koji su opisivali trendove i1 poredenje
procenjenih srednjih vrednosti napravljeni u JASP programu.
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Ovim istrazivanjem obuhvaceni su ispitanici koji su inicijalno klasifikovani u dve primarne
grupe na osnovu kovid-19 statusa i/ili vakcinacije. U okviru svake grupe prvobitno su prikazani
demografski podaci i opsti podaci, a zatim pracenje RBD-specifi¢nih IgG antitela, RBD-specificnih
IgM antitela, primena linearnih miks modela na kinetiku, kao i posebni odeljci svojstveni svakoj grupi
i/ili podgrupi. Na Slici 4-1 prikazana je podela ispitanika po glavnim grupama.

Radi pracenja kinetike, odnosno nivoa RBD-specifi¢nih antitela kroz vreme, primenjeni su
nesto striktniji uslovi za uklju¢enje u analizu (videti Materijal i metode, odeljak 3.4), dok se ukupan
broj prikupljenih uzoraka koristio za demografsku analizu, prikaz kriva kinetike, kao i1 analizu
neZeljenih reakcija na vakcinu, incidenciju reinfekcija 1 infekcija nakon vakcinacije. Broj ispitanika
u okviru svake analize naznacen je na pocetku odgovarajuceg pasusa.

Poredenje humoralnog imunskog odgovora vrseno je po vremenskim taCckama unutar svake
grupe ispitanika, izmedu podgrupa, ali i izmedu glavnih grupa — grupe nevakcinisanih ispitanika
nakon SARS-CoV-2 infekcije 1 grupe vakcinisanih ispitanika, u zavisnosti od primljene vakcine.

i BNT162b2 podgrupa
Kovid-19 grupa | n=132

n=196

| BBIBP-CorV podgrupa
n=170

Grupa vakcinisanih ispitanika Gam-COVID-Vac podgrupa
n=358 n=23

|| ChAdOx1 podgrupa
n=31

Ispitanici

| mRNA-1273 podgrupa
n=2

Slika 4-1. Shema podele ispitanika u grupe i podgrupe, sa prikazanim brojem ispitanika (n).
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4.1. Grupa nevakcinisanih ispitanika nakon SARS-CoV-2 infekcije

Grupa nevakcinisanih ispitanika sa prethodnom SARS-CoV-2 infekcijom (skr. kovid-19
grupa) obuhvatala je ukupno 196 ispitanika (Tabela 1). U okviru ove grupe, na osnovu anamnesti¢kih
podataka i inicijalnih seroloskih testova, ispitanici su klasifikovani u slede¢e podgrupe:

e Podgrupa 1 - ispitanici kod kojih je kovid-19 potvrden dijagnostickim testom, odnosno
pozitivnim PCR ili brzim antigenskim testom (Ag test) (n=108),

e Podgrupa 2 - ispitanici kod kojih kovid-19 nije potvrden dijagnostickim testom, ali su tokom
ove studije detektovana IgM i/ili IgG antitela specificna za RBD domen S proteina SARS-
CoV-2, uz pozitivne anamnesticke podatke o postojanju karakteristicnih respiratornih
simptoma i/ili direktnog kontakta sa SARS-CoV-2 pozitivnom osobom (n=72),

e 1iPodgrupa 3 - ispitanici kod kojih je dijagnosticki test bio pozitivan (PCR ili brzi Ag test) ili
ELISA test u drugoj laboratoriji, neposredno nakon pocetka bolesti, ali u okviru ove studije
nisu detektovana antitela specificna za RBD S proteina SARS-CoV-2 (n=16).

4.1.1. Demografski podaci kovid-19 grupe

U Tabeli 4-1. prikazani su osnovni demografski podaci ¢itave kovid-19 grupe. Podgrupe se
nisu statisticki znacajno razlikovale po starosti ispitanika (Kraskal-Volisov test, p=0,06), niti po
raspodeli polova unutar podgrupa (Hi-kvadrat, p=0,19). Stavise, gledano na ukupnom broju ispitanika
kovid-19 grupe, muski i zenski pol je zastupljen u istom odnosu. Deo ispitanika u sastavu kovid-19
grupe se nakon vakcinacije opredelio da nastavi svoje ucesce u studiji (35,20%), na osnovu ¢ega su
dalje praceni u okviru grupe vakcinisanih.

Tabela 4-1. Prikaz osnovnih demografskih karakteristika grupe nevakcinisanih ispitanika nakon
SARS-CoV-2 infekcije.

Podgrupa Broj ispitanika Pol Godine starosti Vakcglri(s); nih*
N (%) M (%) (%) 1\4(%%151 N (%)

44,50

Podgrupa 1 108 (55,10) 60 (55,56) 48 (44,44) (33.00-55.00) 48 (44,44)
38,00

Podgrupa 2 72 (36,74) 32 (44,44) 40 (55,56) (30.25-48,00) 20 (27,78)
37,00

Podgrupa 3 16 (8,16) 6(37,50)  10(62,50) (33,00-44.25) 1(6,25)
40,00

Ukupno 196 (100,00) 98(50,00) 98 (50,00) 69 (35,20)

(33,00-53,00)
*Broj ispitanika koji je kasnije vakcinisan i pra¢en dalje u okviru grupe vakcinisanih u ovoj studiji.
N — broj ispitanika, M — muski pol, Z — Zenski pol, IQR — interkvartilni opseg.

4.1.2. Ucestalost infekcije SARS-CoV-2 tokom perioda pracéenja

Najvec¢i broj kovid-19 slucajeva u ovoj studiji u okviru grupe nevakcinisanih, ¢ak 87,24%
(171/196), zabeleZen je tokom 2020. godine. Uvodenjem vakcinacije, broj ispitanika u kovid-19 grupi
je opadao, usled ¢ega je mali broj novih sluc¢ajeva, kod prethodno naivnih ispitanika, registrovano
tokom 2021. godine. Naime, samo 10,71% (21/196) novih kovid-19 ispitanika regrutovano je u 2021.
godini, pri ¢emu u taj broj nisu ukljuceni ispitanici sa reinfekcijom 1 ispitanici inficirani nakon
vakcinacije, koji su takode registrovani tokom ovog istrazivanja, ve¢ isklju¢ivo prethodno
neinficirani i nevakcinisani (tzv. naivni), de novo inficirani ispitanici. Od ukupnog broja ispitanika u
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okviru kovid-19 grupe, kod Sest ispitanika nisu postojali anamnestic¢ki podaci o direktnom kontaktu
sa inficiranom osobom, niti je mogao biti utvrden datum pocetka bolesti.

Na Slici 4-2. prikazan je broj slucajeva kovid-19, registrovanih u ovoj studiji tokom 2020.
godine. Uocavaju se dva skoka, koja odgovaraju drugom i tre¢em talasu kovid-19 pandemije u Srbiji.

60—

40+

20

Broj slu¢ajeva kovid-19

| | 1 1 1 1 1 1 1 1
$ N LA D L
TP E S v, o

Slika 4-2. Broj slu¢ajeva kovid-19 po mesecima tokom 2020. godine.
4.1.2.1. Zastupljenost simptoma kovid-19

Od 196 ispitanika iz kovid-19 grupe, ukupno je 17 (8,67%) imalo asimptomatsku infekciju.
Sa druge strane, simptomatske infekcije najcesce su se ispoljavale kao poviSena telesna temperatura,
malaksalost, mijalgija i gubitak ¢ula ukusa 1/ili mirisa (Tabela 4-2).

Povisena telesna temperatura ¢esce je prijavljivana u prvoj podgrupi potvrdenih SARS-CoV-
2 infekcija, u odnosu na drugu 1 treu podgrupu (p1:2=0,002, p13=0,004). Takode, malaksalost,
mijalgija, pneumonija i hospitalizacija znacajno ¢eS¢e su notirani u podgrupi 1 u odnosu na podgrupu
2 (Ppmalaksalost=0,002, pmijalgijaZO,OOOS, ppneumonija:05029, phospitalizacija:0,009) (Tabela 4-2).

Odredivanje ozbiljnosti i tezine klinicke slike kovid-19 u ovoj studiji ograniceno je iskljucivo
na postojanje dijagnostikovane pneumonije 1 hospitalizacije. Kada se kao parametri ozbiljnosti
uracunaju slucajevi dijagnostikovane penumonije koja je lecena u ku¢nim uslovima, hospitalizacije
zbog pneumonije, ali 1 hospitalizacije koje nisu vrSene zbog pneumonije, procenat prisustva teske
klinicke slike iznosi 22,22% (24/108) u prvoj, odnosno 6,94% (5/72) u drugoj podgrupi, Sto
predstavlja statisticki znacajnu razliku (p=0,007). Osim toga, jedino su godine starosti korelirale
statisticki znacajno sa tezinom klinicke slike (r=0,287, p < 0,001).

U Tabeli 4-2. osim ucestalosti simptoma po podgrupama, navedeni su i anamnesticki podaci
o rizi¢nim kontaktima ispitanika. U gotovo polovini slucajeva u okviru svake podgrupe, ispitanici su
prijavili poznat rizian kontakt, koji je rezultirao infekcijom SARS-CoV-2.
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Tabela 4-2. Ucestalost pojedinac¢nih simptoma i poznat rizican kontakt kod ispitanika kovid-19 grupe.

Podgrupa 1 Podgrupa 2 Podgrupa 3
N=108 N=72 N=16

Poznat rizican kontakt n (%) 56 (51,85) 41 (56,94) 7 (43,75)
Asimptomatska infekcija n (%) 2 (1,85) 14 (19,44) 1 (6,25)
Povisena temperatura n (%) 95 (87,96) 49 (68,06) 9 (56,25)
Najvisa izmerena Medijana 38,00 37,85 37,60
temperatura (IQR) (37,50-38,50)  (37,50-38,50) (37,28-38,38)
Nosna kongestija i o
rinoreja n (%) 12 (11,11) 4 (5,56) 2 (12,50)
Gastrointestinalne tegobe n (%) 13 (12,04) 6 (8,33) 0
Gubitak Culaukusa ifili o)y 55 (43.15) 29 (40,28) 10 (62.50)
mirisa
Bol u grlu n (%) 5(4,63) 5(6,94) 3 (18,75)
Malaksalost n (%) 69 (63,89) 29 (40,28) 10 (62,50)
Mijalgija n (%) 52 (48,15) 16 (22,22) 8 (50,00)
Kasalj n (%) 30 (27,78) 20 (27,78) 3 (18,75)
Pneumonija n (%) 21(19,44) 5(6,94) 0
Hospitalizacija n (%) 16 (14,81) 2 (2,78) 0

N, n — broj ispitanika, IQR — interkvartilni opseg.
4.1.3. Kinetika RBD-specificnih IgG antitela

Tokom perioda pracenja nivoa RBD-specificnih IgG antitela do godinu dana od pocetka
simptoma, od ukupno svih ispitanika Podgrupe 1 i Podgrupe 2, Sest ispitanika je postalo
seronegativno (3,33%, 6/180). Medijana godina ispitanika koji su postali seronegativni iznosila je 42
(IQR 34,25-56,50) godine, a vreme od pocetka bolesti do seronegativizacije 145,5 (IQR 106,3-239,5)
dana. Svi ispitanici imali su blage simptome tokom kovid-19, a dva slucaja (2/6) bila su
asimptomatska. Medijana koncentracije antitela pri prvoj kontroli ovih ispitanika iznosila je 33,03
(IQR 25,47-40,87) BAU/mL. Osim toga, kod Sest ispitanika (3,33%, 6/180) nisu nikada detektovana
RBD-IgG antitela, nego isklju¢ivo RBD-IgM antitela, i ovi ispitanici bie opisani u posebnom
odeljku.

Analiza kinetike RBD-specificnih IgG antitela u kovid-19 grupi ukljucivala je sve
seropozitivne ispitanike Podgrupe 1 i Podgrupe 2, kod kojih je bilo moguce utvrditi tacan datum
pocetka infekcije (pocetak simptoma i/ili datum pozitivnog dijagnostickog testa) ili tacan datum
rizicnog kontakta kod asimptomatskih infekcija. Uzorci ispitanika koji su tokom pracenja imali
ocigledan porast nivoa antitela u sklopu reinfekcije, uz pozitivnu anamnezu o rizicnom kontaktu ili
postojanju simptoma, nisu ukljuceni u dalju analizu kinetike. Uzorci su prikupljani u Sest vremenskih
tacaka: tri nedelje, Sest nedelja; tri, Sest, devet 1 dvanaest meseci od pocetka simptoma (Tabela 4-3).
Kada se izuzmu ispitanici €iji uzorci nisu spadali u opseg vremenskih tacaka, ukupan broj ispitanika
Podgrupe 1 i1 Podgrupe 2 ukljucenih u analizu iznosio je 136. Svi uzorci van opsega navedenih
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vremenskih tacaka nisu statisticki analizirani u okviru pracenja kinetike po odredenim vremenskim
tackama, ali su zbirno prikazani i analizirani u narednim odeljcima.

U srednje vrednosti koncentracije RBD-specifi¢nih IgG antitela prikazanih u Tabeli 4-3.,
grupisane po gore navedenim vremenskim tackama, nisu ukljuceni uzorci ispitanika koji su se u toj
vremenskoj tacki negativizirali.

Tabela 4-3. Medijane koncentracije RBD-specificnih IgG antitela kovid-19 ispitanika sa
odgovaraju¢im interkvartilnim opsegom, po vremenskim tackama pracenja.

Broj ispitanika

Vremenski opseg RBD- IgG antitela <a pozitivnim
Vremenska tacka izrazen u danima izrazena u BAU/mL P
- . nalazom RBD-
(X £SD) (Med 1 IQR) 1oG (n/N)*
1 Trinedelje 25,05+ 3,33 122,69 (64,19-250,42) 22/22
2 Sest nedelja 38,81 £4,02 148,41 (93,73-258,50) 31/31
3 Trimeseca 85,47 +£ 10,10 134,18 (71,51-322,48) 74/78
4  Sest meseci 182,64 + 5,89 112,83 (62,87-265,25) 36/37
5 Devet meseci 275,19 £ 11,37 83,15 (42,39-157,35) 27/28
6 Dvanaest meseci 349,27 + 17,56 67,90 (28,66-90,47) 11/12

X - aritmeticka sredina, SD - standardna devijacija, Med - medijana, IQR - interkvartilni opseg, n -
broj ispitanika sa pozitivnim nalazom IgG antitela, N - ukupan broj ispitanika u odredenoj vremenskoj
tacki. Ref. vrednosti: RBD-IgG, pozitivno > 20,33 BAU/mL.

Uzevsi u obzir da su ispitanici bili ukljuceni u studiju po dolasku (ne nuzno uvek od prve
vremenske tacke), ali i da nisu dolazili uvek u tacno vreme kontrole, uzorci van ispitivanog opsega
za odgovarajucu vremensku tacku nisu bili ukljuceni u statisticku analizu kinetike, usled ¢ega imamo
ispitanike sa samo jednim ili dva uzorka i1 nebalansirani broj uzoraka po vremenskoj tacki prac¢enja
(videti Materijal 1 metode, odeljci 3.3. 1 3.4.). Broj pozitivnih uzoraka koji je prikazan u Tabeli 4-3.
se odnosi na broj uzoraka u okviru odredene vremenske tacke 1 zavisi od broja ispitanika koji su tada
dosli na kontrolu. Shodno tome, poredenje koncentracije antitela izmedu tacaka pracenja vrSeno je
Vilkoksonovim testom ekvivalentnih parova, kao neparametarskom analizom koja poredi dva vezana
tj. zavisna uzorka.

Na Slici 4-3. graficki je predstavljeno poredenje koncentracija IgG antitela u dvema
sukcesivnim vremenskim taCkama, kod ispitanika od kojih su uzeti vezani uzorci, prikupljeni u te obe
vremenske tacke. Izmedu prve i trece (Slika 4-3 A; p=0,042), druge i trece (Slika 4-3 B; p<0,001),
trece 1 Cetvrte (Slika 4-3 C, p=0,027), treCe 1 pete (Slika 4-3 D; p=0,008), trece i Seste (Slika 4-3 E;
p=0,031) 1 cetvrte 1 pete tacke (Slika 4-3 F; p=0,009) postoji statisti¢ki znacajna razlika u
koncentraciji RBD-specifi¢nih IgG antitela, dok ta razlika ne postoji izmedu cetvrte 1 pete tacke u
poredenju sa Sestom taCkom. Kada se gledaju samo vezani uzorci, uocava se da dolazi do pada
koncentracije antitela kroz vremenske tacke. Broj parnih uzoraka izmedu prve i druge tacke nije bio
dovoljan za analizu.
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Slika 4-3. Vezani uzorci ispitanika kovid-19 grupe sa prikazanom koncentracijom RBD-specificnih
IgG antitela (BAU/mL) u razli¢itim vremenskim tackama: A — tri nedelje i tri meseca, B — Sest nedelja
1 tri meseca, C — tri meseca i Sest meseci, D — tri meseca 1 devet meseci, E — tri meseca i dvanaest
meseci, F — Sest meseci 1 dvanaest meseci od datuma pocetka simptoma i/ili pozitivnog dijagnostickog
testa. Osim individualnih vrednosti na slici su prikazani i boxplot elementi sa oznaenom medijanom
i interkvartilnim opsegom, ali i raincloud dijagrami sa prikazom raspodele podataka. P vrednosti
izraCunate su uz pomo¢ Vilkoksonovog testa ekvivalentnih parova.

4.1.3.1. Nalaz N-specificnih IgG i neutralisSucih antitela kod ispitanika kojima je nivo RBD-IgG
antitela pao ispod praga detekcije tokom perioda pracenja

RBD-seronegativni ispitanici (n=6), €iji su se nalazi negativizirali tokom perioda pracenja,
prikazani su u Tabeli 4-4. [z vezanih uzoraka moze se uociti da su svi ispitanici na prethodnoj kontroli
ve¢ imali nalaz veoma niskog indeksa RBD-IgG antitela. Gotovo kod svih ispitanika (5/6) nalaz N-
IgG antitela bio je pozitivan u prvom uzorku, dok je na narednoj kontroli ostao pozitivan u polovini
slucajeva (3/6), sa uoenim blagim padom (ali ne statisticki znacajnim, p=0,26). Procenat inhibicije
neutraliSucih antitela bio je negativan u svim vezanim uzorcima, to jest 1 pre i posle negativizacije
RBD-IgG nalaza. Prisustvo N-IgG antitela, ali i niskih nivoa RBD-IgG antitela, nisu bili povezani sa
prisustvom neutraliSucih antitela.
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Tabela 4-4. Indeks RBD-specifi¢nih IgG antitela, N-specifi¢nih IgG antitela i procenat inhibicije
neutraliSucih antitela u vezanim uzorcima ispitanika pre i nakon ustanovljene negativizacije RBD-
IgG antitela. Sve pozitivne vrednosti su oznacene bold fontom, a grani¢ne italic fontom.

RBD-IgG . v .
antiteiga N'I?(Slsggtela Ne‘zz;alilrfﬁﬁifil_lgtela Vremenski razmak
Ispitanik (i) - : izmedu drl{gog
uzorka 1 pocCetka
Pre  Posle Pre  Posle Pre Posle kovid-19 (dan)

1 1,03 0,57 3,281 2815 2,47 -3,52% 156

2 1,32 0,77 3,189 1,503 9,20 1,85 135

3 1,05 0,66 2,944 2,858 7,71 1,45 120

4 1,95 0,99 1,026 0,013 9,34 7,93 142

5 1,81 093 1,401 0,745 4,18 -0,66* 228

6 1,08 0,88 0,510 0,185 10,35 8,54 274

*Vrednosti sa negativnim predznakom nize su od negativne kontrole testirane u istoj reakciji. Ref.
vrednosti: RBD-IgG, pozitivno > 1 (indeks); N-IgG, pozitivno > 1,1, granicno 0,8-1 (odnos);
neutraliSuca antitela, pozitivno > 30% (procenat inhibicije).

4.1.3.2. Tipovi evolucije RBD-specificnih IgG antitela u kovid-19 grupi

Tokom perioda praéenja uocena su dva tipa evolucije RBD-specificnih IgG antitela u
Podgrupi 1 1 Podgrupi 2. Ukoliko posmatramo sve uzorke uzete u okviru ove studije, iako postoji
opazeni trend pada nivoa antitela kroz vreme kod veéine (85%, 153/180), uocene su fluktuacije u
nivoima RBD-IgG antitela kod 28 ispitanika.

Kod 15 ispitanika (8,33%, 15/180) je uocen porast nivoa antitela najcesce zabelezen u prvih
150 dana nakon infekcije, dok je kod 13 ispitanika (7,22%, 13/180) primecen porast nesto kasnije i
to do 360 dana nakon infekcije. Od toga, samo je kod Cetiri ispitanika (2,22%, 4/180) porast primecen
na tri uzastopne kontrole, koji se moZe okarakterisati i kao stabilna koncentracija kroz vreme. Ova
Cetiri ispitanika su stoga izdvojeno prikazana na Slici 4-4.

Radi razlikovanja od reinfekcije, ispitanicima je uraden i test za detekciju N-specificnih IgG
antitela u vezanim uzorcima, pre i iz uzorka gde je uoc¢en skok RBD-IgG antitela. Uocen je statisticki
znacajan pad u nivoima N-IgG antitela pri poredenju ovih vezanih uzoraka (Vilkoksonov test,
p<0,0001). Uzorci koji su bili negativni u N-IgG testu, ostali su negativni i u sukcesivnom uzorku,
osim u jednom slu¢aju gde je detektovana grani¢na vrednost, tik iznad granice testa. Kod prethodno
pozitivnih ispitanika doslo je do pada nivoa antitela i1 u dva slucaja do negativizacije nalaza. Prikaz
vrednosti RBD-IgG antitela 1 N-IgG antitela nalazi se u Tabeli 4-5.

RBD-IgM antitela radena su takode u istim vezanim uzorcima, gde je kod 9 ispitanika uoc¢en
pad nivoa, u okviru kojih je u tri slu¢aja doslo do negativizacije, dok je kod jednog ispitanika uoceno
odrzavanje na gotovo istom nivou. Kod ostalih 19 ispitanika, koji su inicijalno bili negativni, nije
doslo do pojave pozitivnih nalaza.
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Slika 4-4. Prikaz nivoa RBD-IgM, RBD-IgG i N-IgG antitela za Cetiri pojedinacna ispitanika (A, B,
C, D), kod kojih je na tri uzastopne kontrole primecen porast RBD-IgG antitela. Crnom isprekidanom
linijom oznacena je grani¢na vrednost testa od jednog indeksa, iznad kog se sve vrednosti za RBD-
IgM 1 RBD-IgG smatraju pozitivnim. Crvenom isprekidanom linijom oznacena je grani¢na vrednost
za N-IgG (odnos od 1,1), iznad koje se sve vrednosti smatraju pozitivnim. Za potrebe grafickog
prikaza, vrednosti RBD-IgG antitela takode su izraZene kao indeks (vrednost indeksa 1 iznosi 20,33
BAU/mL).

Tabela 4-5. Medijana 1 interkvartilni opseg (IQR) koncentracije RBD-specificnih IgG antitela
(BAU/mL) i nivoa N-specifi¢nih IgG antitela za dva sukcesivna uzorka 28 ispitanika sa fluktuacijama
u nivou RBD-IgG antitela.

RBD-IgG antitela izrazena u N-IgG antitela izrazena

BAU/mL (Med i IQR) AN kao odnos (Med i IQR) i
Prvi uzorak 85,69 (32,88-355,07) 28/28 2,90 (1,82-4,82) 18/28
Drugi uzorak 111,92 (40,81-404,67) 28/28 1,94 (1,22-3,15) 17/28

Med - medijana, IQR - interkvartilni opseg, n/N - odnos ispitanika sa pozitivnim nalazom i ukupnog
broja ispitanika. Ref. vrednosti: RBD-1gG, pozitivno > 20,33 BAU/mL; N-IgG, pozitivno > 1,1.

40



4.1.4. Kinetika RBD-specificnih IgM antitela

Procenat pozitivnosti RBD-specifi¢nih IgM antitela bio je najveéi u prvim vremenskim
taCkama, od tre¢e nedelje do tri meseca nakon infekcije, sa postepenim padom do devet meseci (Slika
4-5).

Vrednosti medijana nivoa RBD-specifi¢cnih IgM antitela u svakoj vremenskoj tacki, za
iskljucivo pozitivne uzorke, prikazane su u Tabeli 4-6. Uocava se blagi pad nivoa antitela kroz vreme,
sa platoom u Cetvrtoj i petoj tacki pracenja. U tabeli nisu prikazane vrednosti za Sestu vremensku
taCku, odnosno dvanaest meseci nakon infekcije, zato Sto je 100% (12/12) testiranih uzoraka bilo
negativno (Tabela 4-6, Slika 4-5). Na Slici 4-6. graficki su prikazani poredeni nivoi IgM antitela
izmedu vezanih uzoraka odredenih vremenskih tac¢aka, na osnovu Vilkoksonovog testa ekvivalentnih
parova. Statisti¢ki znacajna razlika postoji izmedu prve i trec¢e (Slika 4-6 A; p=0,004), druge i trece
(Slika 4-6 B; p<0,001) i trece 1 Cetvrte vremenske tacke (Slika 4-6 C; p=0,012), dok izmedu Cetvrte 1
pete tacke ne postoji statisticki znacajna razlika (Slika 4-6 D; p=0,673), kao ni izmedu pete i Seste
vremenske tacke (p=0,250). Izmedu ostalih tacaka nije postojao dovoljan broj parnih uzoraka.
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Slika 4-5. Pozitivnost RBD specifi¢nih IgM antitela u odnosu na vremensku tacku praéenja.
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Tabela 4-6. Medijane nivoa RBD-specifi¢nih IgM antitela kovid-19 ispitanika sa odgovaraju¢im
interkvartilnim opsegom, po vremenskim tackama pracenja.

Indeks RBD-IgM Broj ispitanika sa

Vremenska tacka Opseg izrazen u danima antitela pozitivnim
(x £ SD) (Med i IQR) nalazom IgM
antitela (n/N)
1 Trinedelje 24,88 + 2,83 3,18 (1,49-5,46) 17/22
2 Sest nedelja 38,18 £ 4,04 2,43 (1,83-2,97) 17/31
3 Tri meseca 82,92 +£ 10,89 2,02 (1,25-5,32) 26/63
4 Sest meseci 180,83 + 3,87 1,54 (1,39-2,81) 6/35
5 Devet meseci 260,50 + 12,02 1,56 (1,95-2,35) 2/17

X - aritmetic¢ka sredina, SD - standardna devijacija, Med - medijana, IQR - interkvartilni opseg, n -
broj ispitanika sa pozitivhim nalazom IgM antitela, N - ukupan broj ispitanika u odredenoj
vremenskoj tacki. Ref. vrednosti: RBD-IgM, pozitivno > 1;
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Slika 4-6. Vezani uzorci ispitanika kovid-19 grupe sa prikazanom koncentracijom RBD-specifi¢nih
IgM antitela (indeks) u razli¢itim vremenskim tackama: A — tri nedelje 1 tri meseca, B — Sest nedelja
i tri meseca, C — tri meseca i Sest meseci, D — Sest meseci 1 devet meseci od datuma pocetka simptoma
1/ili pozitivnog dijagnostickog testa. Osim individualnih vrednosti na slici su prikazani 1 boxplot
elementi sa oznac¢enom medijanom i interkvartilnim opsegom, ali i raincloud dijagrami sa prikazom
raspodele podataka. P vrednosti izracunate su uz pomo¢ Vilkoksonovog testa ekvivalentnih parova.
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4.1.4.1. Ispitanici sa pozitivnim RBD-IgM antitelima u odsustvu RBD-IgG antitela

U okviru Podgrupe 1 i Podgrupe 2 kovid-19 grupe kod Sest ispitanika detektovana su RBD-
specificna IgM antitela, u odsustvu RBD-specificnih IgG antitela. Od Sest ispitanika, infekcija je
potvrdena u jednom sluc¢aju PCR i u druga dva slucaja brzim Ag testom. Jedan ispitanik je imao
asimptomatsku infekciju, dok je ostalih pet ispitanika prijavilo postojanje blazih simptoma.

Kod svih ispitanika radeni su surogat neutralizacioni test 1 test detekcije N-specificnih IgG
antitela. Detektovano je prisustvo RBD-neutraliSucih antitela kod tri ispitanika, dok su rezultati N-
specificnih IgG antitela bili grani¢ni kod dva, a pozitivni kod tri ispitanika (Tabela 4-7). Kod petog
ispitanika, Cija je infekcija jedina bila potvrdena PCR testom, uz pozitivan nalaz RBD-IgM antitela,
nalaz N-specifi¢nih IgG antitela takode je bio pozitivan (Tabela 4-7). Procenat inhibicije bio je tik
iznad granice pozitivnosti (30%) kod ispitanika koji nemaju potvrdni dijagnosticki test (33,84 % 1
36,86 %), a nesto visi kod ispitanika sa pozitivnim PCR testom (71,66 %), dok je kod jedinog
ispitanika bez simptoma procenat inhibicije bio negativan (25,17 %) (Tabela 4-7).

Tabela 4-7. Prikaz rezultata seroloskih analiza kod ispitanika sa pozitivnim nalazom RBD-IgM
antitela. Za ispitanike pod rednim brojem 1, 2, 3 i 4 prikazani su vezani uzorci.

NeutraliSu¢a  Dan od pocetka

Ispitanik %ﬁgéll(gs? R(IISHJ()lj(gSI;/I (li(-iilgo(s}) antitela simptoma ili
(% inhibicije) pozitivnog testa
1 0,46 2,04 0,896 26,89 64
0,22 1,22 0,831 33,84 100
0,14 0,96 0,175 19,12 143
2 1,93 7,22 1,848 24,83 24
0,78 3,65 1,003 9,38 65
3 0,27 1,08 0,714 25,17 98
0,33 0,84 1,116 2,82 119
4 0,83 1,47 0,808 36,86 89
0,62 1,27 0,765 13,39 131
5 0,95 1,19 1,477 19,90 70
6 0,52 1,88 0,674 71,66 184

Pozitivne vrednosti oznacene su bold fontom, a granicne italic fontom. Ref. vrednosti: RBD-IgM,
RBD-IgG pozitivno > 1 (indeks); N-IgG pozitivno > 1,1, grani¢no 0,8-1 (odnos). Procenat inhibicije,
pozitivno > 30%.

U Tabeli 4-7. prikazani su 1 svi dostupni vezani uzorci za odredene ispitanike, gde se moze
uociti kod ispitanika pod rednim brojem 1 pad vrednosti N-IgG antitela uporedo sa padom RBD-IgM
indeksa, dok je procenat inhibicije neutralizacije znafajno varirao u zavisnosti od vremena
uzorkovanja. Uocava se kod vecine ispitanika (3/4 ispitanika sa dostupnim vezanim uzorcima) da je
negativizacija ili pad nivoa indeksa RBD-IgM antitela bio prac¢en i padom vrednosti procenta
inhibicije neutraliSucih antitela, kao i padom N-IgG antitela. Medutim, u jednom slucaju (Tabela 4-
7, 1spitanik br. 3) detektovan je pozitivan nalaz N-IgG antitela, nakon prethodnog negativnog nalaza,
uprkos padu svih ostalih ispitivanih vrednosti.

Na Slici 4-7. graficki su prikazani vezani uzorci ispitanika sa pozitivnim nalazom RBD-IgM
testa, koji su se odazvali na naredne kontrole. Pod A 1 D prikazani su ispitanici sa pozitivnim nalazom
RBD-IgM i negativnim nalazom RBD-IgG u uzastopnim uzorcima. Pod B prikazan je ispitanik kod
kojeg je nalaz RBD-IgM antitela bio pozitivan u svega jednom uzorku tokom pracenja, dok kod
ispitanika pod C nakon negativiziranja nalaza prethodno postoje¢ih RBD-IgG antitela, ostaje
pozitivan nalaz RBD-IgM antitela znacajno iznad granice detekcije samog testa.
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Osim gore opisanih ispitanika, joS jedan ispitanik sa incidentalno utvrdenom asimptomatskom
infekcijom, gde se nije mogao utvrditi tatan datum infekcije, imao je u dva sukcesivna uzorka veoma
visoka RBD-IgM antitela, u prisustvu niskih koncentracija RBD-IgG antitela. U prvom uzorku indeks
RBD-IgM antitela iznosio je 12,69 a koncentracija RBD-IgG 39,24 BAU/mL, dok je dve nedelje
kasnije dosSlo do blagog pada u obe klase antitela, kada je indeks IgM antitela iznosio 11,4, a
koncentracija IgG antitela 37,21 BAU/mL. U prvom uzorku procenat inhibicije neutraliSucih antitela
iznosio je ¢ak 77,03%.
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Slika 4-7. Prikaz vrednosti RBD-specifiénih IgM 1 RBD-specifiénih IgG antitela, izrazenih kao
indeks, za vezane uzorke cetiri pojedinacna ispitanika (A, B, C, D), kod kojih je ustanovljeno
prisustvo RBD-IgM antitela u odsustvu RBD-IgG antitela. Isprekidanom linjjom oznacena je
grani¢na vrednost za oba testa (indeks od 1), iznad koje se sve vrednosti smatraju pozitivnim.

4.1.5. Podgrupa 3 kovid-19 grupe

U Podgrupi 3 kovid-19 grupe nalaze se, kao §to je ve¢ prethodno navedeno, ispitanici koji su
imali potvrden kovid-19 dijagnosticki testom (PCR ili brzi Ag test) ili ELISA testom u drugoj
laboratoriji, na pocetku bolesti, ali RBD-specifi¢na antitela IgG 1 IgM klase nisu bila detektovana u
njihovim uzorcima seruma u okviru ove studije. Od 16 ispitanika, koliko ih se nalazi u ovoj podgrupi,
samo jedan ispitanik je imao u potpunosti asimptomatsku infekciju (6,25%, 1/16). Ostali ispitanici su
imali blazu klini¢ku sliku, bez slucajeva hospitalizacije i/ili pneumonije (Tabela 4-2).

Ispitanici su prvi put uklju€eni u studiju u razliitim periodima nakon infekcije, stoga je
najveci broj prvih uzoraka dobijen u okviru druge tacke pracenja (6/16), zatim trece (5/16), Cetvrte
(4/16) 1 na kraju pete tacke (1/16). Usled negativnih rezultata u okviru studije, ovi ispitanici nisu dalje
praceni (Tabela 4-8). Kod Cetiri ispitanika detektovana su N-IgG antitela, a kod jednog je nalaz ovih
antitela bio granican.
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Tabela 4-8. Podaci ispitanika Podgrupe 3, koji su u okviru ove studije imali negativan nalaz SARS-
CoV-2-specifi¢nih antitela, a prethodno potvrden kovid-19 dijagnostickom metodom ili utvrdeno
prisustvo antitela ELISA testom u drugoj laboratoriji. Pozitivne vrednosti za N-specifi¢na IgG antitela
su oznacene bold fontom, dok su grani¢ne vrednosti oznacene italic fontom.

Dan
pol Godine RBD-I gM RBD-IgG N-IgG Neutrgliéuéa P ozitiv_ an  Uzorkovanjau
(indeks)  (indeks) (odnos)  nttela  reiodni test ?dnosu na -
(% inhibicije) pocetak bolesti
Z 33 0,68 0,73 1,297 6,78 ELISA 32
V4 27 0,11 0,03 0,313 -6,3* ELISA 36
V4 42 0,25 0,01 0,900 -5,46* ELISA 39
M 36 0,93 0,96 2,914 8,28 Ag 39
M 46 0,52 0,82 1,809 2,16 Ag 40
V4 42 0,35 0,09 0,152 0,97 PCR 41
7 47 0,58 0,02 0,088 -2,91% PCR 71
7 64 0,79 0,43 2,900 2,82 PCR 73
Z 33 0,24 0,37 0,535 5,11 PCR 77
7 32 0,24 0,08 0,070 -6,52%* ELISA 97
M 34 0,67 0,41 0,696 -3,96* PCR 99
M 45 0,14 0,52 0,155 1,98 PCR 155
M 38 0,11 0,28 0,274 -4,67* PCR 163
7 32 0,29 0,00 0,058 -8,01%* ELISA 175
7 38 0,11 0,01 0,052 -4,62%* PCR 196
M 36 0,13 0,42 0,207 6,52 PCR 245

*Vrednosti sa negativnim predznakom niZe su od negativne kontrole testirane u istoj reakciji. Z -
zenski pol, M - muski pol, Ag - brzi antigenski test. Pozitivne vrednosti su oznacene podebljanim
fontom, a grani¢ne kurzivom. Ref. vrednosti: RBD-IgM, RBD-IgG, pozitivno > 1 (indeks); N-IgG,
pozitivno > 1,1, grani¢no 0,8-1 (odnos). Procenat inhibicije, pozitivno > 30%.

4.1.6. Prikaz kinetike RBD-specificnih antitela u odnosu na tezinu klinicke slike, pol i godine
starosti

Radi uocavanja tipa kinetike RBD-IgG 1 RBD-IgM antitela prvobitno je na dijagramu
rasipanja (eng. scatter plot), koji prikazuje vrednosti antitela za pojedinacne uzorke svakog ispitanika
u odnosu na dan pracenja, nezavisno od definisane vremenske tacke, primenjena neparametarska
lokalna regresija (LOESS) (Slika 4-8, 4-9). Prikazana LOESS kriva sa 95% intervalom poverenja
ukazala je na postojanje blagog skoka nivoa RBD-IgG antitela u prva tri meseca pracenja, ali i na
primetan pad nivoa antitela tokom vremena (Slika 4-8), dok je kod IgM antitela grafik ukazao na
konstantan pad nivoa antitela tokom ¢itavog perioda prac¢enja (Slika 4-9).
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Slika 4-8. Prikaz kinetike RBD-specificnih IgG antitela kod kovid-19 grupe primenom
neparametarske regresione krive (eng. locally estimated scatterplot smoothing, LOESS), sa

oznacenim intervalom poverenja od 95%.
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Slika 4-9. Prikaz kinetike RBD-specificnih IgM antitela kod kovid-19 grupe primenom
neparametarske regresione krive (eng. locally estimated scatterplot smoothing, LOESS), sa

oznacenim intervalom poverenja od 95%.

Kada ispitanike podelimo po polu, primenjene LOESS krive izgledaju nesto drugacije (Slika
4-10). Kinetika IgG antitela se naizgled razlikuje izmedu polova, medutim postoje velika preklapanja
intervala poverenja dve LOESS krive (Slika 4-10A). Sa druge strane, kada se LOESS kriva primeni
na grafik gde su ispitanici podeljeni po tezini klinicke slike na one koji su bili hospitalizovani i/ili
imali dijagnostikovanu pneumoniju 1 one koji to nisu, uocava se znacajno razlicit tip kinetike izmedu
ove dve grupe, sa minimalnim preklapanjem intervala poverenja (Slika 4-10B). Kada ispitanike
podelimo po polu u prikazu kinetike za IgM antitela, LOESS krive izgledaju gotovo identi¢no, sa
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potpunim preklapanjem intervala poverenja (Slika 4-10C), dok se kriva za teSku klini¢ku sliku u prvih
100 dana znacajno razlikuje od krive primenjene kod grupe ispitanika koji nisu bili hospitalizovani
1/ili imali pneumoniju (Slika 4-10D).
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Slika 4-10. Prikaz kinetike RBD-specifi¢nih antitela kovid-19 grupe primenom neparametarske
regresione krive (eng. locally estimated scatterplot smoothing, LOESS), sa oznafenim intervalom
poverenja od 95%. LOESS kriva RBD-specifi¢nih IgG antitela u zavisnosti od pola ispitanika (A) 1
tezine klinicke slike (B). LOESS kriva RBD-specifi¢nih IgM antitela kod kovid-19 grupe u zavisnosti
od pola ispitanika (C) i tezine klinicke slike (D).

4.1.6.1. Uticaj tezine klinicke slike, pola i uzrasta na nivoe RBD-specificnih antitela

LOESS metoda iako eksplorativna, neparametarska i korisna za uocavanje evolucije 1
promene odredenog parametra, ne daje statisticke parametre, neophodne za predikciju kinetike. Usled
toga, za pravljenje modela kinetike RBD-specifi¢nih antitela upotrebljen je linearni miks model
(LMM). Za LMM analizu kinetike specificnih IgG antitela kao zavisna kontinuirana varijabla
postavljena je koncentracija antitela izrazena u BAU/mL, dok su vremenska tacka, pol, tezina klinicke
slike 1 uzrast oznaceni kao fiksni efekti (fixed effects). Za grupisuéi faktor odabran je identifikacioni
broj ispitanika (random effects grouping factor). Model je prilagoden koriste¢i ograni¢enu
maksimalnu verovatnoéu (eng. restricted maximum likelihood, REML). Reziduali su bili priblizno
normalno rasporedeni, $to je uoceno na Q-Q grafikonima i histogramima, a nije primecena znacajna
heteroskedasti¢nost ni za jedan model.

Analizom modela utvrdeno je da su starost ispitanika (f = 2,89; SE=0,93; p = 0,002) i teZina
klinicke slike (p =353,10; SE=67,49; p < 0,001) povezani sa viS§im nivoima IgG antitela, dok to nije
bilo pokazano za pol (p=0,221). Koncentracija antitela znacajno je opala tokom Sest vremenskih
tacaka do 12 meseci od pocetka bolesti (B =-35,43; SE=6,51; p <0,001). Znacajna interakcija izmedu
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tezine kliniCke slike 1 vremenske tacke (B = -39,89; SE=16,26; p = 0,015) ukazuje na to da su nivoi
IgG iako inicijalno visi, brze opadali kod osoba sa teskim oblikom bolesti. Kada se rezultati raspodele
prema tezini kliniCke slike, uocava se razlika u dinamici. Kod ispitanika sa blagom klinickom slikom,
nivoi antitela znacajno su opadali izmedu prvih i poslednjih tacaka, sa razlikom od 140 BAU/mL,
dok je slican trend primecen i u grupi ispitanika sa ozbiljnijom klinickom slikom, samo $§to je pad
nivoa RBD-IgG antitela izmedu prvih i kasnijih tacaka iznosio vise od 300 BAU/mL.
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Slika 4-11. Prikaz predikcije srednjih vrednosti nivoa RBD-specifi¢nih IgG antitela (A) i RBD-
specificnih IgM antitela (B) tokom perioda pracenja, u zavisnosti od tezine klinicke slike, izraCunatih
linearnim miks modelom. Vremenske tacke: 1 - tri nedelje, 2 - Sest nedelja, 3 - tri meseca, 4 - Sest
meseci, 5 - devet meseci, 6 - dvanaest meseci od datuma pocetka simptoma i/ili pozitivhog

dijagnostickog testa.
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Analiza identi¢no postavljenog LMM, samo za RBD-IgM antitela umesto RBD-IgG, takode
je pokazala brz pad nivoa tokom vremena i za ispitanike sa blagom i za ispitanike sa tezom klinickom
slikom (p=0,003; p <0,001). Razlike kod ispitanika sa blazom klini¢kom slikom iznosile su do Cetiri
jedinice do poslednje tacke pracenja, dok je kod ispitanika sa teSkom klinickom slikom ta razlika
iznosila do 9 jedinica. Uticaj pola i starosti ispitanika nije bio znacajan za RBD-IgM antitela (p=0,10;
p=0,59).

Predikcija srednjih vrednosti sa intervalima poverenja za RBD-specifi¢na IgG i IgM antitela
u zavisnosti od klinic¢ke slike prikazana je na Slici 4-11. Procenjeni nivoi antitela ovde su oznaceni
kao boxplot-ovi razli¢itih boja u zavisnosti od tezine klinicke slike, sa intervalima poverenja (95%)
koji su izraCunati u okviru samog modela, dok su na Slici 4-12. prikazani procenjeni nivoi RBD-1gG
antitela po istom principu, u zavisnosti od uzrasta ispitanika.
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Slika 4-12. Prikaz predikcije srednjih vrednosti nivoa RBD-specifi¢nih IgG antitela tokom perioda
pracenja, u zavisnosti od godina starosti ispitanika, izraCunatih linearnim miks modelom. Vremenske
taCke: 1 - tri nedelje, 2 - Sest nedelja, 3 - tri meseca, 4 - Sest meseci, 5 - devet meseci, 6 - dvanaest
meseci od datuma pocetka simptoma i/ili pozitivnog dijagnosti¢kog testa.

4.1.7. Reinfekcije u kovid-19 grupi

U Podgrupi 1 1 Podgrupi 2, od svih ispitanika, ukupno je zabelezeno pet reinfekcija (2,78%,
5/180), od toga cCetiri simptomatske i jedna asimptomatska. Od simptoma prijavljena je temperatura
u sva Cetiri slucaja, mijalgija i malaksalost u tri i u po jednom sluc¢aju nosna kongestija i bol u grlu.
Ispitanik sa asimptomatskom infekcijom prijavio je rizi¢an kontakt mesec dana pre kontrole.

Dijagnosticki test je raden kod samo jednog ispitanika Podgrupe 1, kada je potvrdena
reinfekcija brzim antigenskim testom. Medutim, u svih pet slu¢ajeva doslo je do statisticki znacajnog
skoka u koncentraciji RBD-IgG antitela (p<0,001), kao 1 statisticki znac¢ajnog skoka u nivoima N-
IgG antitela (p<0,001) (Slika 4-13). Nalaz RBD-IgM antitela bio je negativan u svih pet slucajeva.
Dva ispitanika su imala nalaz negativnih RBD-IgG antitela, a Cetiri ispitanika nalaz negativnih N-
IgG antitela, na poslednjoj kontroli pre reinfekcije. Jedina asimptomatska reinfekcija detektovana je
u periodu kada je Delta varijanta bila dominantna, dok su sve ostale reinfekcije nastale nakon pocetka
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2022. godine i1 pojave Omikrona u Srbiji. Medijana razmaka izmedu pojave simptoma primarne
infekcije i reinfekcije iznosila je 611 (IQR 87, 304-687) dana. U dva slu¢aja primarna infekcija je bila
asimptomatska, a jedan ispitanik je imao iskljucivo pozitivan nalaz RBD-IgM antitela u primarnoj
infekciji, do potpune negativizacije na drugoj kontroli.
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Slika 4-13. Prikaz koncentracija RBD-specifi¢nih IgG antitela (A) i nivoa N-specificnih IgG antitela
(B) pre i posle reinfekcije kod parnih uzoraka ispitanika kovid-19 grupe. Osim individualnih
vrednosti na slici su prikazani i boxplot elementi sa ozna¢enom medijanom i interkvartilnim opsegom,
ali 1 raincloud dijagrami sa prikazom raspodele. P vrednosti dobijene su t-testom za zavisne uzorke.

4.2. Grupa vakcinisanih ispitanika nakon primarne serije vakcinacije

Grupa vakcinisanih ispitanika, podeljena je na osnovu primarne serije (odnosno prve dve doze
vakcine) na sledeée podgrupe:

BBIBP-CorV,
Gam-COVID-Vac,
ChAdOx1,
BNT162b2 1
mRNA-1273.

Nakon trece doze vakcine, ove podgrupe se dalje ra¢vaju, u zavisnosti od vrste kombinacije
primarne vakcine i vakcine izabrane za tre¢u dozu 1 bice opisane u posebnom odeljku (Rezultati 4.3).

4.2.1. Demografski podaci grupe vakcinisanih ispitanika nakon primarne serije

U Tabeli 4-9. prikazani su osnovni demografski podaci grupe vakcinisanih ispitanika nakon
prve dve doze vakcine, odnosno primarne serije, raS¢lanjene na pet podgrupa u zavisnosti od tipa
vakcine.

Na osnovu prikazanih podataka uocava se da se najveci broj ispitanika opredelio za BBIBP-
CorV (47,49%) 1 BNT162b2 vakcinu (36,87%). U odnosu na pol ispitanika, statisticki znacajna
razlika u raspodeli uoc€ena je iskljucivo izmedu BNT162b2 i ChAdOx1 podgrupe (Fiserov test, p=
0,04). Statisticki znacajne razlike u medijani godina starosti ustanovljene su izmedu BNT162b2 1
BBIBP-CorV podgrupe (Kraskal-Volis, p<0,0001) i izmedu BBIBP-CorV i ChAdOx1 podgrupe
(p=0,0002); a u oba slucaja je uzrast ispitanika bio znacajno visi u okviru BBIBP-CorV podgrupe.
Pre uvodenja primarne serije vakcine, odredeni procenat ispitanika testirao se preventivno u okviru
ove studije, u periodu od avgusta 2020. do maja 2021. godine (Tabela 4-9), a svi uzorci su bili
negativni u obe klase RBD-specifi¢nih antitela.
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Tabela 4-9. Prikaz osnovnih demografskih karakteristika grupe vakcinisanih ispitanika nakon
primarne vakcinacije.

Broj

st Godine Kovid-19 geg_at1v_111h

Podgrupa D Pol . pre ispitanika
ispitanika starosti vakecine i

vakcinacije

N M) 20 Viom NG N

78

170 92 56,50 32 24

BBIBP-CorV (47.49) (45)’88 (54,44)  (40,00-66.25)  (1893)  (14,20)
Gam-COVID- 23 (52352 10 45 12 3
Vac (6,42) 2 @Len) (37005300 (5000)  (123)
31 18 13 38 10 5

ChAdOxI (8.61) (58)’06 (41.93)  (32,00-50,00) (32.26)  (16.13)
132 43 84 44 34 52

BNT162b2 (36.87) (36)’36 (63.64) (33.00-5500) (25.76)  (39.39)
2 2 28,50 |

mRNA-1273 (0.56) O (100,00) (26,00-31.00) 0 (50,00

157

358 201 43 88 85

Ukupno (100,00) (43)’85 (56.14)  (36,00-62,00) (24.58)  (23.74)

N - broj ispitanika, M - muski pol, Z - Zenski pol, IQR - interkvartilni opseg.

Tri ispitanika BBIBP-CorV podgrupe, 12 ispitanika ChAdOx1 1 pet ispitanika BNT162b2
podgrupe nisu primili drugu dozu vakcine, odnosno nisu dosli na kontrolu nakon druge doze vakcine.
Medijana razmaka izmedu prve 1 druge doze vakcine merena u danima za BBIBP-CorV, Gam-
COVID-Vac 1 BNT162b2 podgrupe iznosila je 21 dan, dok je za mRNA-1273 podgrupu medijana
bila nesto visa 33,50 (IQR 28-39). ChAdOx1 podgrupa je imala znacajno vec¢i razmak izmedu dve
doze, §to je i bila zvani¢na preporuka (medijana 84, IQR 83-85). U dva slucaja nakon prve doze
BNT162b2, druga doza vakcine je bila odloZena na 40 1 49 dana, dok je u BBIBP-CorV podgrupi ¢ak
cetiri slucaja bilo sa odlozenom vakcinacijom (56, 60, 64 1 131 dan nakon prve doze). Od Sest
odlozenih vakcinacija, pet se odnosilo na produzenje perioda do druge doze zbog pozitivnog SARS-
CoV-2 dijagnosti¢kog testa nakon prve doze vakcine.

4.2.2. NeZeljene reakcije nakon prve i druge doze vakcine

Najcesce prijavljene nezeljene reakcije nakon prve doze vakcine protiv SARS-CoV-2 bile su
lokalni bol na mestu aplikacije vakcine (18,51%), poviSena temperatura (11,39%) i malaksalost
(8,83%). Na Slici 4-14. postvakcinalne reakcije nakon prve doze prikazane su u odnosu na tip
primenjene vakcine. Moze se uociti da je lokalni bol bio naj¢eséi kod BNT162b2 podgrupe (29,68%),
a sve ostale reakcije kod Gam-COVID-Vac podgrupe (povisena temperatura - 34,78%, groznica -
8,69%, malaksalost — 26,08%, bolovi u miSi¢ima - 21,74% i glavobolja - 8,69%). Ubedljivo najmanji
procenat reakcija prijavljen je nakon BBIBP-CorV vakcine (Slika 4-14). Podaci za mRNA-1273 nisu
prikazani zbog malog broja ispitanika (n=2). Osim navedenih reakcija, ispitanici su nakon prve doze
vakcine prijavljivali i muéninu (BNT162b2 (n=3), BBIBP-CorV (n=1), Gam-COVID-Vac (n=2)). U
jednom slucaju se nakon prve doze Gam-COVID-Vac javilo otezano disanje, dok se nakon ChAdOx|1
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kod jednog ispitanika javio bol u stomaku, a kod drugog limfadenopatija na vratu i aksilarnom predelu
na strani aplikacije vakcine.

Lokalni bol
35%

Glavobolja PoviSena temperatura

Groznica

Malaksalost

——BNT162b2 ——BBIBP-CorV ——Gam-COVID-Vac ——ChAdOx1

Slika 4-14. Prikaz zastupljenosti nezeljenih reakcija nakon prve doze vakcine, izraZeno u procentima
(0-35%) za svaku primenjenu vakcinu (BNT162b2, BBIBP-CorV, Gam-COVID-Vac, ChAdOx1).
Podaci za mRNA-1273 nisu prikazani zbog malog broja ispitanika.

Nakon druge doze, distribucija nezeljenih reakcija po vakcinama je nesto drugacije izgledala
(Slika 4-15). Kao i nakon prve doze, najcesce prijavljene nezeljene reakcije bile su lokalni bol na
mestu aplikacije vakcine (19,82%), malaksalost (10,95%) i povisena temperatura (10,65%).
Medutim, u odnosu na tip primenjene vakcine, moZe se uociti da su lokalni bol (27,56%), poviSena

podgrupe, dok je glavobolja bila najces¢a kod ChAdOx1 podgrupe (10,53%), a bolovi u misi¢ima
kod Gam-COVID-Vac podgrupe (8,69%) (Slika 4-15). Najmanji broj reakcija prijavljen je nakon
BBIBP-CorV vakcine, sa tom razlikom da je u odnosu na prvu dozu ¢eSc¢e prijavljivan lokalni bol
(¢ak 14,97%, dok je nakon prve doze ovaj procenat iznosio 7,65%) (Slika 4-15).

Lokalni bol
30%

Glavobolja Povisena temperatura

Bolovi u misi¢ima Groznica

Malaksalost

——BNT162b2 ——BBIBP-CorV ——Gam-COVID-Vac ~——ChAdOx1

Slika 4-15. Nezeljene reakcije nakon druge doze vakcine, prikazane kao procenti za svaku
primenjenu vakcinu (BNT162b2, BBIBP-CorV, Gam-COVID-Vac, ChAdOx1). Podaci za mRNA-
1273 nisu prikazani zbog malog broja ispitanika.
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Osim navedenih reakcija, ispitanici su i nakon druge doze vakcine prijavljivali mucninu
(BNT162b2 (n=3), BBIBP-CorV (n=2)). Za razliku od prve doze, jedan ispitanik prijavio je prisustvo
urtikarije nakon BNT162b2 vakcine, u trajanju od jednog dana, drugi ispitanik uvecane tonzile i treci
limfadenopatiju aksilarnog predela nakon BBIBP-CorV vakcine.

4.2.3. RBD-specificna antitela nakon prve doze vakcine, pre kompletirane primarne serije

Deo ispitanika iz grupe vakcinisanih odazvao se na kontrolu do tri nedelje nakon primljene
prve doze vakcine (20,72 + 2,48 dana), a pre kompletirane primarne serije (odnosno pre primljene
druge doze vakcine). Ukupna seropozitivnost RBD-specificnih IgG antitela po podgrupama u ovoj
vremenskoj tacki iznosila je 66,67% (6/9) za BBIBP-CorV, 100% za Gam-COVID-Vac (5/5) i
ChAdOx1 (15/15) 1 94,34% (50/53) za BNT162b2. Medutim, kada se ispitanici nakon prve doze
vakcine podele na naivne, odnosno one koji nisu imali potvrdenu SARS-CoV-2 infekciju pre
vakcinacije 1 na ispitanike koji su imali kovid-19, uvidamo da se seronegativni ispitanici nalaze
isklju¢ivo u okviru naivnih podgrupa, kako nakon BNT162b2, tako i nakon BBIBP-CorV vakcine.
Takode, iako je seropozitivnost za ChAdOx1 vakcinu iznosila 100% u prve tri nedelje nakon prve
doze, dodatni ispitanici koji su usled velikog predvidenog razmaka izmedu dve doze ove vakcinalne
platforme dosli kasnije na kontrolu, a nisu usli u analizu nivoa antitela u ovoj sekciji, promenili su
informacije o seropozitivnosti nakon prve doze ove vakcine. Naime, od ukupno 26 uzoraka
sakupljenih u prva tri meseca — Sest je bilo seronegativno, promenivsi seropozitivnost nakon ove
vakcine na 76,92%.

Kada u analizu nivoa RBD-specifi¢nih IgG antitela nakon prve doze vakcine kod naivnih
ispitanika uklju¢imo samo pozitivne uzorke, statisti¢ki znacajna razlika uocava se izmedu BNT162b2
1 ChAdOx1 podgrupe (p=0,02) (Tabela 4-10). Jedan ispitanik Gam-COVID-Vac podgrupe nije imao
potvrden kovid-19 pre vakcinacije, medutim zbog visoke koncentracije RBD-IgG antitela, testiran je
i na prisustvo N-IgG antitela i zbog pozitivnog nalaza (indeks 1,365) svrstan je u ispitanike sa
prethodnim kovid-19. Ukoliko se uporede uzorci kod ispitanika sa potvrdenom prethodnom SARS-
CoV-2 infekcijom, uocava se da su medijane koncentracije RBD-specifi¢nih IgG antitela BNT162b2,
Gam-COVID-Vac i ChAdOx]1 podgrupa daleko vise nego kod BBIBP-CorV podgrupe (Tabela 4-10).
Medutim, zbog malog broja ispitanika u okviru Gam-COVID-Vac podgrupe, statisti¢ki znacajne
razlike pronalaze se isklju¢ivo izmedu BNT162b2 i BBIBP-CorV (p=0,0004), kao i ChAdOx1 i
BBIBP-CorV podgrupe (p=0,001).

Tabela 4-10. Pozitivni nalazi RBD-IgG antitela ispitanika nakon prve doze vakcine, prikazani u
podgrupama u zavisnosti od tipa primljene vakcine 1 prethodne SARS-CoV-2 infekcije.

Broj RBD-specifi¢na Broj RBD-specifi¢na
Podgrupa naivnih IgG antitela kovid-19 IgG antitela
ispitanika (BAU/mL) ispitanika (BAU/mL)
n (N) Medijana (IQR) n (N) Medijana (IQR)
312,37
- % s
BBIBP-CorV 309 NP 6(9) (181.19-340.27)
347,85 855,28
Gam-COVID-Vac 20) (57,33-638,36) 36) (815,23-959,78)
60,69 781,69
ChAdOxI 8(15) (33,64-174,12) 7313 (480,80-875,82)
BNT162b2 44 (53) 157,56 9 (53) 834,75

(103,89-358,93) (755,06-859,96)
N - ukupan broj ispitanika u datoj vremenskoj tacki; NP - nije primenljivo, svi ispitanici u ovoj
podgrupi su bili seronegativni. Ref. vrednosti: RBD-IgG pozitivno > 20,33 BAU/mL.
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Visi nivoi RBD-specifi¢nih IgG antitela uoceni su kod svih ispitanika koji su imali potvrden
kovid-19 pre vakcinacije prvom dozom u odnosu na naivne ispitanike (Tabela 4-10). Naime,
statisticki visoko znacajna razlika postojala je izmedu naivnih ispitanika 1 ispitanika sa prethodnim
kovid-19 u okviru BNT162b2 (p<0,0001) i ChAdOx1 podgrupe (p=0,0003). Iako ocigledna razlika
postoji i u okviru Gam-COVID-Vac podgrupe, ona ipak nije bila znacajna usled nedovoljne veli¢ine
uzorka. Takode, ovo poredenje nije bilo moguce sprovesti za BBIBP-CorV podgrupu, zbog
seronegativnosti naivnih ispitanika.

4.2.4. RBD-specificna IgG antitela nakon dve doze vakcine

Nakon kompletirane primarne serije, odnosno dve primljene doze vakcine, ispitanici su
praceni u pet vremenskih tacaka - Sest nedelja, tri meseca, Sest meseci, devet meseci i dvanaest meseci
od prve doze vakcine. Ove tacke neznatno su varirale (mereno u danima) u zavisnosti od podgrupe,
odnosno tipa vakcine i detaljnije su odredene u tabelama u okviru analize svake podgrupe ponaosob.
Stavise, tacka odredena na dvanaest meseci iako predvidena studijom, nije ispunjena ni u jednoj
podgrupi, dok je tacka na devet meseci imala minimalan broj ispitanika koji su se odazvali na
kontrolu. Razlog tome je uvodenje mogucnosti primanja tre¢e doze vakcine nakon isteka Sest meseci
od primarne serije, ali i pojava infekcija nakon vakcinacije. U daljem tekstu bie obradene
pojedinacne podgrupe, sa analizom kinetike RBD-specifi¢nih IgG i IgM antitela, kako kod naivnih
tako 1 kod ispitanika sa potvrdenom kovid-19 infekcijom pre vakcinacije. Podgrupa nakon dve doze
mRNA-1273 vakcine nije obradena u ovom odeljku, usled malog broja ispitanika (n=2).

4.2.4.1. RBD-specificna IgG antitela nakon BBIBP-CorV vakcine kod prethodno naivnih
ispitanika

U okviru ovog istrazivanja prijavljeno je 132 prethodno naivna ispitanika nakon primljene
dve doze BBIBP-CorV vakcine. Nakon isklju¢enja, ukupan broj ispitanika uklju¢en u analizu kinetike
RBD-IgG u ovoj podgrupi iznosio 125. Uzorak jednog ispitanika iskljucen je iz analize imunskog
odgovora zbog ustanovljenog znacajnog drasti¢nog asimptomatskog skoka nivoa RBD-IgG antitela
nakon kontrole, uz pozitivan nalaz RBD-IgM 1 N-IgG antitela (uzorci pre skoka ukljuceni su u
analizu).

U Tabeli 4-11. prikazane su medijane koncentracije RBD-IgG antitela u tri vremenske tacke:
Sest nedelja, tri meseca 1 Sest meseci nakon prve doze BBIBP-CorV vakcine. Seropozitivnost u prvoj
vremenskoj tacki iznosila je 79% (79/100), zatim 65,71% (46/70) u drugoj i 29,63% (8/27) u trecoj
vremenskoj tacki tj. Sest meseci nakon prve doze. Nakon negativizacije ispitanici nisu ponovo
pozivani na kontrolu u okviru prac¢enja kinetike RBD-IgG antitela.

Tabela 4-11. Medijane koncentracije RBD-specificnih IgG antitela sa interkvartilnim opsegom kod
naivnih ispitanika nakon BBIBP-CorV primarne serije vakcine. Vremenske tacke od Sest nedelja, tri
meseca i Sest meseci raCunate su od datuma primanja prve doze vakcine.

Broj ispitanika sa

Vremenski opseg RBD-IgG antitela ozitivnim
Vremenska tacka izrazen u danima 1zrazena u BAU/mL naIl)azom RBD-
o : i
GRenIn) eI IgG antitela (n/N)
1 Sest nedelja 47,82 + 8,33 97,58 (63,02-173,62) 79/100
2 Trimeseca 88,76 £ 12,03 57,13 (33,79-113,24) 46/70
3 Sest meseci 181,75 +£ 5,04 28,46 (23,33-33,54) 8/27

X - aritmetiCka sredina, SD - standardna devijacija; Med - medijana, IQR - interkvartilni opseg. n -
broj ispitanika sa pozitivnim nalazom IgG antitela, N - ukupan broj ispitanika u odredenoj vremenskoj
tacki. RBD-IgG pozitivno > 20,33 BAU/mL.
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Usled Ceste negativizacije a 1 uvodenja tre¢e doze vakcine, Cetvrta tacka pracenja — devet
meseci nakon prve doze vakcine nije postojala za BBIBP-CorV podgrupu. Prilikom poredenja
vezanih uzoraka tokom perioda prac¢enja dobijen je statisticki znac¢ajan pad nivoa antitela izmedu prve
i druge (Slika 4-16 A; p<0,001) i druge i tre¢e vremenske tacke (Slika 4-16 C; p=0,008). Izmedu prve
1 trece taCke nije bilo statisti¢ki znacajne razlike (Slika 4-16 B; p=0,063), zbog malog broja vezanih
uzoraka, usled negativizacije.
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Slika 4-16. Vezani uzorci naivnih ispitanika BBIBP-CorV grupe sa prikazanom koncentracijom
RBD-specifi¢nih IgG antitela (BAU/mL) u razli¢itim vremenskim taCkama: A - Sest nedelja i tri
meseca, B - Sest nedelja i Sest meseci, C - tri meseca i Sest meseci. Osim individualnih vrednosti na
slici su prikazani i boxplot elementi sa oznacenom medijanom i interkvartilnim opsegom, ali i
raincloud dijagrami sa prikazom raspodele podataka. P vrednosti izraCunate su uz pomo¢
Vilkoksonovog testa ekvivalentnih parova.

4.2.4.1.1. RBD-specificna IgG antitela nakon BBIBP-CorV vakcine kod ispitanika sa potvrdenom
prethodnom SARS-CoV-2 infekcijom

U okviru BBIBP-CorV podgrupe, nakon dve doze vakcine, bilo je 30 ispitanika sa SARS-
CoV-2 infekcijom pre vakcinacije, ali je nakon iskljucenja u analizu kinetike uklju€eno 27 ispitanika.
Osim toga, u dva uzorka postojao je asimptomatski skok koncentracije RBD-IgG antitela, uz
pozitivan nalaz N-IgG antitela usled ¢ega ti uzorci nisu ukljuceni u analizu.

Tabela 4-12. Medijane koncentracije RBD-specifi¢nih IgG antitela sa interkvartilnim opsegom nakon
BBIBP-CorV primarne serije vakcine kod ispitanika sa prethodnom SARS-CoV-2 infekcijom.
Vremenske tacke od Sest nedelja, tri meseca i Sest meseci raCunate su od datuma primanja prve doze
vakcine.

Vremenski opseg RBD-IgG antitela Broj ispitanika sa

Vremenska tacka izraie_n u danima izrazena u BAU/mL nalaggrzritggil)nilg G
(X £+ SD) (Med 1 IQR) @/N)

1 Sest nedelja 43,50+ 4,43 253,82 (147,60-324,67) 22/22

2 Tri meseca 91,39+ 7,54 130,32 (79,08-217,33) 18/18

3 Sest meseci 184,17 £ 5,87 85,28 (43,25-134,08) 12/13

X - aritmetic¢ka sredina, SD - standardna devijacija; Med - medijana, IQR - interkvartilni opseg. n -
broj ispitanika sa pozitivnim nalazom IgG antitela, N - ukupan broj ispitanika u odredenoj vremenskoj
tacki. RBD-IgG pozitivno > 20,33 BAU/mL.

Seropozitivnost ispitanika sa prethodnom SARS-CoV-2 infekcijom iznosila je 100% u prve
dve tacke pracenja, dok je u trecoj iznosila 92,31% (12/13). U Tabeli 4-12. uocava se postepen pad
nivoa antitela do Sest meseci nakon prve doze. Poredenjem parnih uzoraka dobijene su statisticki
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znacCajne razlike izmedu prve i1 druge (Slika 4-17 A; p<0,001), prve i trece (Slika 4-17 B; p=0,002),
kao 1 druge i trece tacke pracenja (Slika 4-17 C; p=0,004).
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Slika 4-17. Parni uzorci ispitanika BBIBP-CorV grupe sa prethodnom SARS-CoV-2 infekcijom, sa
prikazanom koncentracijom RBD-specificnih IgG antitela (BAU/mL) u razli¢itim vremenskim
taCkama: A - Sest nedelja i tri meseca, B - Sest nedelja i Sest meseci, C - tri meseca i Sest meseci. Osim
individualnih vrednosti na slici su prikazani i boxplot elementi sa oznaCenom medijanom i
interkvartilnim opsegom, ali i raincloud dijagrami sa prikazom raspodele podataka. P vrednosti
izraCunate su uz pomo¢ Vilkoksonovog testa ekvivalentnih parova.

4.2.4.2. RBD-specificna IgG antitela nakon Gam-COVID-Vac vakcine kod prethodno naivnih
ispitanika

U studiju je ukljuceno 11 prethodno naivnih ispitanika koji su se opredelili za dve doze Gam-
COVID-Vac vakcine. Medutim, jedan ispitanik nije ukljuc¢en u analizu kinetike RBD- IgG antitela po
vremenskim tackama, zbog uzorkovanja van vremenskih opsega, usled ¢ega je ukupan broj ispitanika
ukljucenih u analizu kinetike iznosio 10. Tokom perioda pracenja, u okviru grupe prethodno naivnih
ispitanika nije doSlo do asimptomatskog skoka nivoa RBD-IgG antitela, ali je u kod jednog ispitanika
nivo antitela u prve dve tacke pracenja bio gotovo identi¢an — odnosno odrzavao se na platou. Nalaz
N-specificnih IgG antitela iz oba uzorka pomenutog ispitanika bio je negativan.

Tabela 4-13. Medijane koncentracije RBD-specifi¢nih IgG antitela sa interkvartilnim opsegom kod
naivnih ispitanika nakon Gam-COVID-Vac primarne serije vakcine. Vremenske tacke od Sest nedelja,
tri meseca 1 Sest meseci racunate su od datuma primanja prve doze vakcine.

Broj ispitanika sa

Vremenski opseg RBD-IgG antitela ozitivim
Vremenska tacka izrazen u danima izrazena u BAU/mL pozitiv
- . nalazom RBD-IgG
fresriD) g I antitela (n/N)
1 Sest nedelja 41,14 £ 6,56 202,69 (107,14-841,87) 7/7
2 Tri meseca 93,00 + 8,88 345,81 (69,33-744,08) 77
3 Sest meseci 187,00 + 6,26 191,72 (33,95-563,09) 6/8

X - aritmeticka sredina, SD - standardna devijacija; Med - medijana, IQR - interkvartilni opseg. n -
broj ispitanika sa pozitivnim nalazom IgG antitela, N - ukupan broj ispitanika u odredenoj vremenskoj
tacki. RBD-IgG pozitivno > 20,33 BAU/mL.

U Tabeli 4-13. prikazane su medijane koncentracije RBD-IgG antitela u tri vremenske tacke
nakon prve doze Gam-COVID-Vac vakcine. Seropozitivnost u prvoj 1 drugoj vremenskoj tacki
iznosila je 100% (7/7), a 75% (6/8) u tre¢oj vremenskoj tacki. Jo$ jedan ispitanik se negativizirao
nakon predvidene Cetvrte tacke, ali je uzorkovanje izvrSeno van vremenskog opsega, stoga nije usao
u analizu kinetike. Na tabelarnom prikazu vrednosti RBD-IgG antitela, uoc¢ava se porast medijane
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koncentracije antitela do tri meseca i pad do Sest meseci nakon prve doze Gam-COVID-Vac (Tabela
4-13).

Uocene su velike individualne varijacije u odgovoru na dve doze ove vakcine kod prethodno
naivnih ispitanika, na §ta ukazuje i1 Sirok interkvartilni opseg. Poredenjem vezanih uzoraka tokom
perioda pracenja nije dobijen statisticki znac¢ajan pad nivoa antitela, iako je on uocljiv izmedu prve i
treCe 1 druge i trece tacke (Slika 4-18 B, C), Sto se moze pripisati nedovoljnoj veli¢ini uzorka i velikoj
individualnoj varijaciji u koncentraciji antitela.
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Slika 4-18. Parni uzorci naivnih ispitanika Gam-COVID-Vac grupe u razli¢itim vremenskim tackama
(A - Sest nedelja i tri meseca, B - Sest nedelja i Sest meseci, C - tri meseca i Sest meseci), sa prikazanom
koncentracijom RBD-specifi¢nih IgG antitela (BAU/mL). Osim individualnih vrednosti na slici su
prikazani 1 boxplot elementi sa ozna¢enom medijanom i interkvartilnim opsegom, ali i raincloud
dijagrami sa prikazom raspodele podataka. P vrednosti izracunate su uz pomo¢ Vilkoksonovog testa
ekvivalentnih parova.

4.2.4.2.1. RBD-specificna IgG antitela nakon Gam-COVID-Vac vakcine kod ispitanika sa
potvrdenom prethodnom SARS-CoV-2 infekcijom

U okviru Gam-COVID-Vac podgrupe, nakon dve doze vakcine, bilo je 12 ispitanika sa SARS-
CoV-2 infekcijom pre vakcinacije. Jedan ispitanik, od ukupno 12, nije doSao na kontrolu u
predvidenom vremenskom okviru, §to ostavlja 11 kao ukupan broj ispitanika za analizu kinetike. Kod
dva ispitanika postojao je asimptomatski skok nivoa antitela, usled ¢ega ti uzorci nisu ukljuceni u
analizu kinetike, ali prethodni uzorci jesu. Nalaz specificnith N-IgG antitela bio je pozitivan u
uzorcima sa asimptomatskim porastom nivoa RBD-IgG.

Tabela 4-14. Medijane koncentracije RBD-specifi¢nih IgG antitela sa interkvartilnim opsegom kod
ispitanika sa prethodnom SARS-CoV-2 infekcijom, a nakon Gam-COVID-Vac primarne serije.
Vremenske tacke od Sest nedelja, tri meseca, Sest meseci 1 devet meseci racunate su od datuma
primanja prve doze vakcine.

Vremenski opseg RBD-IgG antitela Broj ispitanika sa
Vremenska tacka  izraZen u danima izrazena u BAU/mL pozitivnim nalazom
(x + SD) (Med 1 IQR) RBD-IgG antitela (n/N)
1 Sest nedelja 47,60 £ 5,68 807,51 (664,18-921,97) 5/5
2 Tri meseca 89,67 + 9,49 802,02 (551,76-889,03) 7/7
3 Sest meseci 181,60 + 4,51 288,89 (148,92-490,06) 5/5
4 Devetmeseci 280,00+ 18,38 356,39 (229,73-483,04) 2/2

X - aritmetic¢ka sredina, SD - standardna devijacija; Med - medijana, IQR - interkvartilni opseg. n -
broj ispitanika sa pozitivnim nalazom IgG antitela, N - ukupan broj ispitanika u odredenoj vremenskoj
tacki. RBD-IgG pozitivno > 20,33 BAU/mL.
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Svi ispitanici bili su seropozitivni tokom perioda pracenja. U Tabeli 4-14. prikazane su
koncentracije RBD-IgG antitela po tackama pracenja, gde se uocava pad u medijanama koncentracija
antitela tokom vremenskog perioda pracdenja. Zbog malog broja uzoraka, Vilkoksonov test
ekvivalentnih parova nije primenjen na poredenje po vremenskim tackama.

4.2.4.3. RBD-specifi¢na IgG antitela nakon ChAdOx1 vakcine kod prethodno naivnih ispitanika

U okviru ChAdOx1 podgrupe bilo je 11 prethodno naivnih ispitanika. Tokom perioda
pracenja, u okviru grupe naivnih ispitanika u jednom uzorku je doslo do asimptomatskog skoka nivoa
RBD-IgG antitela, uz pozitivan nalaz N-IgG antitela. Taj uzorak nije ukljucen u analizu kinetike nivoa
antitela, ali su prethodni uzorci tog ispitanika uzeti u obzir.

Usled specifi¢nog rezima davanja druge doze, na 12 nedelja a ne na standardne tri nedelje,
vremenske tacke u kojim su praceni ispitanici ChAdOx1 grupe pocinju od broja dva — odnosno od tri
meseca (a ne od Sest nedelja kao za ostale vakcine). U Tabeli 4-15. prikazane su medijane
koncentracije RBD-IgG antitela u tri vremenske tacke: tri meseca, Sest meseci i devet meseci nakon
prve doze ChAdOx1 vakcine. Seropozitivnost u drugoj vremenskoj tacki iznosila je 100% (8/8), dok
je u tre¢oj tacki pracenja iznosila 85,71% (6/7). Nakon negativizacije ispitanici nisu ponovo pozivani
na kontrolu. Na tabelarnom prikazu koncentracija RBD-IgG antitela nakon ChAdOx1 vakcine,
uocava se pad nivoa antitela kroz vreme, do devet meseci nakon prve doze (Tabela 4-15). Medutim,
usled malog broja vezanih uzoraka po vremenskoj tacki, statisticka analiza Vilkoksonovim testom
ekvivalentnih parova nije bila moguca.

Tabela 4-15. Medijane koncentracije RBD-specifi¢nih IgG antitela sa interkvartilnim opsegom kod
naivnih ispitanika nakon ChAdOx1 primarne serije vakcine. Vremenske tacke od tri meseca, Sest
meseci 1 devet meseci racunate su od datuma primanja prve doze vakcine.

Broj ispitanika

Vremenski opseg izrazen RBD-IgG antitela e
sa pozitivnim

Vremenska tacka u_danima izrazena u BAU/mL nalazom RBD-
(X £SD) (Med 1 IQR) IeG (/N)

2 Tri meseca 101,38 + 3,11 340,73 (156,08-596,74) 8/8

3 Sest meseci 180,17 +£ 5,34 230,44 (86,76-293,82) 6/7

4  Devet meseci 277,00 + 8,66 54,48 (21,96-167,72) 3/3

X - aritmeticka sredina, SD - standardna devijacija; Med - medijana, IQR - interkvartilni opseg. n -
broj ispitanika sa pozitivhim nalazom IgG antitela, N - ukupan broj ispitanika u odredenoj vremenskoj
tacki. RBD-IgG pozitivno > 20,33 BAU/mL.

4.2.4.3.1. RBD-specificna IgG antitela nakon ChAdOxI1 vakcine kod ispitanika sa potvrdenom
prethodnom SARS-CoV-2 infekcijom

U okviru ChAdOx1 podgrupe bilo je 8 ispitanika sa potvrdenom SARS-CoV-2 infekcijom pre
vakcinacije. Nije doslo do seronegativizacije u okviru ove grupe ispitanika. Tokom perioda pracenja,
kod jednog ispitanika nivo antitela je u drugoj 1 tre¢oj tacki pracenja bio gotovo identi¢an, medutim
nalaz N-specifi¢nih IgG antitela iz drugog uzorka pomenutog ispitanika bio je negativan, usled cega
je ovaj uzorak svakako ukljuc¢en u dalju analizu.

U Tabeli 4-16. prikazane su medijane koncentracije RBD-IgG antitela u tri vremenske tacke:
tri meseca, Sest meseci i devet meseci nakon prve doze vakcine. Moze se uociti pad koncentracija
RBD-IgG antitela nakon ChAdOx1 vakcine do Sest meseci nakon prve doze, ali i blagi porast u
medijani do devet meseci nakon prve doze (Tabela 4-16). Medutim, kao i kod prethodno naivnih
ispitanika, usled malog broja vezanih uzoraka po vremenskoj tacki, statisticka analiza Vilkoksonovim
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testom ekvivalentnih parova nije sprovedena, osim za drugu i tre¢u vremensku tacku — gde uprkos
oCiglednoj razlici u vrednostima, ona nije bila statisti¢ki znacajna (p=0,069).

Tabela 4-16. Medijane koncentracije RBD-specifi¢nih IgG antitela sa interkvartilnim opsegom kod
ispitanika nakon ChAdOx1 primarne serije vakcine, sa prethodnom SARS-CoV-2 infekcijom.
Vremenske tacke od tri meseca, Sest meseci i devet meseci racunate su od datuma primanja prve doze
vakcine.

Vremenski opseg  RBD-IgG antitela izrazena ~ Dr%) ISPitanika sa

Vremenska tacka izrazen u danima u BAU/mL pozitivnim
- . nalazom RBD-IgG
biesEID) eI il (@)
2 Tri meseca 99,00 + 4,33 549,32 (511,20-763,80) 6/6
3 Sest meseci 183,43 + 2,88 275,88 (186,43-563,75) 7/7
4  Devet meseci 276,00 £ 1,73 477,76 (172,20-713,58) 3/3

X - aritmetic¢ka sredina, SD - standardna devijacija; Med - medijana, IQR - interkvartilni opseg. n -
broj ispitanika sa pozitivnim nalazom IgG antitela, N - ukupan broj ispitanika u odredenoj vremenskoj
tacki. RBD-IgG pozitivno > 20,33 BAU/mL.

4.2.4.4. RBD-specificna IgG antitela nakon BNT162b2 vakcine kod prethodno naivnih ispitanika

0d 95 naivnih ispitanika koji su primili dve doze BNT162b2 vakcine, u analizu kinetike RBD-
IgG antitela po odredenim vremenskim tackama ukljuceno je 86 naivnih ispitanika, koji su dosli u
okviru vremenskih odrednica na kontrolu (Tabela 4-17).

Ispitanicima kojima je detektovan asimptomatski porast nivoa RBD-IgG antitela, raden je test
za detekciju N-IgG antitela (n=10). Jedan ispitanik je imao pozitivan nalaz N-IgG antitela 1 jedan
grani¢no pozitivnu vrednost. Uzorci ovih ispitanika nakon porasta nivoa RBD-IgG antitela, nisu
ukljuceni u analizu kinetike. Ovi uzorci detaljnije ¢e biti obradeni u okviru odeljka o postvakcinalnim
infekcijama.

Tabela 4-17. Medijane koncentracije RBD-specificnih IgG antitela naivnih ispitanika vakcinalne
grupe nakon BNT162b2 primarne serije vakcine, sa odgovaraju¢im interkvartilnim opsegom.
Vremenske tacke od Sest nedelja, tri meseca, Sest meseci 1 devet meseci racunate su od datuma
primanja prve doze vakcine.

Broj ispitanika sa

Vremenski opseg RBD-IgG antitela ozitivnim
Vremenska tacka izrazen u danima izrazena u BAU/mL narl)azom RBD-
(R BRI IgG antitela (n/N)
1 Sest nedelja 42,52 +1,96 634,30 (558,16-737,07) 67/67
2 Trimeseca 89,93 +£ 6,13 547,69 (330,57-641,01) 58/58
3 Sest meseci 183,88 £4,59 193,85 (110,49-322,38) 52/54
4  Devet meseci 280,40 + 8,79 172,19 (167,11-190,49) 5/5

X - aritmeticka sredina; SD - standardna devijacija; Med - medijana; IQR - interkvartilni opseg. n -
broj ispitanika sa pozitivnim nalazom IgG antitela, N - ukupan broj ispitanika u odredenoj vremenskoj
tacki. RBD-IgG pozitivno > 20,33 BAU/mL.

U Tabeli 4-17. prikazane su vremenske tacke pracenja i njihov opseg u danima u okviru
BNT162b2 podgrupe sa odgovaraju¢om koncentracijom RBD-specificnih IgG antitela naivnih
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ispitanika nakon dve doze ove vakcine. Seropozitivnost naivnih ispitanika iznosila je 100% (67/67)
u prvoj vremenskoj tacki nakon druge doze BNT162b2. Tokom perioda pracenja, dva ispitanika su
postala seronegativna u tre¢oj tacki pracenja (96,29%, 52/54), dok je nalaz kod treceg ispitanika
postao negativan u periodu izmedu trece i Cetvrte tacke pracenja. U okviru tabele, prikazani su
isklju¢ivo uzorci sa pozitivnim vrednostima i to upravo oni koji su uzorkovani u okviru datih
vremenskih odrednica (Tabela 4-17).

U Tabeli 4-17. uocava se drastican pad koncentracije antitela kroz vreme, do devet meseci
nakon prve doze BNT162b2 vakcine (Cetvrta tacka pracenja). Radi poredenja nivoa antitela po
taCkama, uraden je Vilkoksonov test ekvivalentnih parova, kojim je utvrden statisticki znacajan pad
nivoa antitela izmedu prve i1 druge tacke ( Slika 4-19 A, p<0,001), prve i tre¢e (Slika 4-19 B,
p<0,001), kao i druge i trece tacke pracenja (Slika 4-19 D, p<0,001). Statisticki znacajna razlika ne
postoji izmedu parova poredenja sa cetvrtom tackom (Slika 4-19 C, E, F), iako postoji oCigledan pad
koncentracije antitela, $to se najverovatnije moze pripisati malom broju parnih uzoraka, usled slabijeg
odziva ispitanika devet meseci nakon prve doze.
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Slika 4-19. Vezani uzorci naivnih ispitanika BNT162b2 grupe sa prikazanom koncentracijom RBD-
specificnih IgG antitela (BAU/mL) u razli¢itim vremenskim tackama: A - Sest nedelja i tri meseca, B
- Sest nedelja 1 Sest meseci, C - Sest nedelja 1 devet meseci, D - tri meseca i Sest meseci, E - tri meseca
1 devet meseci, F - Sest i devet meseci. Osim individualnih vrednosti na slici su prikazani 1 boxplot
elementi sa oznacenom medijanom 1 interkvartilnim opsegom, ali 1 raincloud dijagrami sa prikazom
raspodele podataka. P vrednosti izraCunate su uz pomo¢ Vilkoksonovog testa ekvivalentnih parova.

4.2.4.4.1. RBD-specificna IgG antitela nakon BNT162b2 vakcine kod ispitanika sa prethodnom
SARS-CoV-2 infekcijom

U okviru BNT162b2 podgrupe ispitanika 31 ispitanik imao je potvrdenu SARS-CoV-2
infekciju pre vakcinacije. Medutim, nakon svih iskljucenja, u analizu nivoa antitela kroz vreme
ukljuceno je ukupno 27 ispitanika. U osam uzoraka registrovan je porast koncentracije RBD-IgG
antitela. Nalaz N-IgG antitela bio je pozitivan kod pet ispitanika, ¢iji su odgovarajuci uzorci kao 1 svi
sukcesivni izbaCeni iz analize kinetike, ali se obraduju u okviru odeljka o infekcijama nakon
vakcinacije.

Ispitanici ove podgrupe, za razliku od naivnih ispitanika, ostali su seropozitivni tokom
Sitavog perioda pradenja. Stavise, na osnovu tabelarnog prikaza medijana uo¢avaju se visoki nivoi
antitela od pocetka vakcinacije do navrSenih devet meseci pracenja (Tabela 4-18). Poredenjem
vezanih uzoraka tokom perioda pracenja nije dobijen statisticki znacajan pad nivoa antitela izmedu
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prve 1 druge vremenske tacke (Slika 4-20 A; p=0,359), dok je statisticki znacajna razlika dobijena
kod poredenja uzoraka prve i tre¢e (Slika 4-20 B, p=0,003) i druge i trece vremenske tacke (Slika 4-
20 C; p=0,003). Usled malog broja uzoraka, poredenje nije vrSeno sa vremenskom tackom od devet
meseci (Cetvrta tacka).

Tabela 4-18. Medijane koncentracije RBD-specifi¢nih IgG antitela sa interkvartilnim opsegom kod
ispitanika sa potvrdenom SARS-CoV-2 infekcijom pre vakcinacije, u okviru vakcinalne grupe, nakon
BNT162b2 primarne serije vakcine. Vremenske tacke od Sest nedelja, tri meseca, Sest meseci i devet
meseci racunate su od datuma primanja prve doze vakcine.

Vremenski opseg ~ RBD-IgG antitela izraZena iy il g

Vremenska tacka izraie_:n u danima u BAU/mL narl);)zzci)tli;]ggD-
(X SD) WO, IgG antitela (0/N)

1 Sest nedelja 43,80 + 3,27 925,02 (811,77-967,45) 20/20

2 Tri meseca 89,87 + 4,66 894,12 (807,45-926,44) 12/12

3 Sest meseci 184,67 +£4,28 656,45 (320,81-729,94) 19/19

4  Devet meseci 277,60 + 11,37 519,94 (457,68-558,21) 4/4

X - aritmeti¢ka sredina, SD - standardna devijacija, Med - medijana, IQR - interkvartilni opseg. n -
broj ispitanika sa pozitivnim nalazom IgG antitela, N - ukupan broj ispitanika u odredenoj vremenskoj
tacki. RBD-IgG pozitivno > 20,33 BAU/mL.
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Slika 4-20. Vezani uzorci ispitanika BNT162b2 grupe sa prethodnom SARS-CoV-2 infekcijom (pre
vakcinacije), sa prikazanom koncentracijom RBD-specificnih IgG antitela (BAU/mL) u razli¢itim
vremenskim taCkama: A - Sest nedelja 1 tri meseca, B - Sest nedelja 1 Sest meseci, C - tri meseca 1 Sest
meseci. Osim individualnih vrednosti na slici su prikazani 1 boxplot elementi sa oznacenom
medijanom 1 interkvartilnim opsegom, ali 1 raincloud dijagrami sa prikazom raspodele podataka. P
vrednosti izracunate su uz pomo¢ Vilkoksonovog testa ekvivalentnih parova.

4.2.5. Uticaj pola, starosti, tipa vakcine i prethodnog kovid-19 na nivoe RBD-specificnih IgG
antitela nakon primarne serije

Za LMM analizu kinetike specifi¢énih IgG antitela kao zavisna kontinuirana varijabla
postavljena je koncentracija antitela izrazena u BAU/mL, dok su vremenska tacka, pol, tip vakcine,
prethodna infekcija SARS-CoV-2 pre vakcinacije i uzrast oznaceni kao fiksni efekti (fixed effects).
Za grupisuci faktor odabran je identifikacioni broj ispitanika (random effects grouping factor). Model
je prilagoden koriste¢i REML. Reziduali su bili priblizno normalno rasporedeni i nije primecena
znacajna heteroskedasti¢nost ni za jedan model.
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OpaZen je znacCajan uticaj tipa vakcine i vremena na nivoe IgG antitela. Ako se za referentnu
vakcinu uzme BNT162b2, BBIBP-CorV i Gam-COVID-Vac podgrupe imale su zna¢ajno nizZe nivoe
antitela (p<0,001; p=0,006), dok izmedu BNT162b2 i ChAdOx1 nije bilo statisticki znacajne razlike.
Prethodna infekcija dovodila je do viSih koncentracija RBD-IgG nakon vakcinacije (=197,7;
SE=25,0; p<0,001). Pol i uzrast ispitanika nisu bili zna¢ajni prediktori RBD-IgG odgovora nakon dve
doze vakcine (p>0,2).

U poredenju sa prvom vremenskom tackom, RBD-IgG antitela zna¢ajno su bila niza u drugoj
vremenskoj tacki (B=-108,1; SE=15,7; p<0,001), trecoj (B=-380,1; SE=15,7; p<0,001), cetvrtoj (B=-
452,4; SE=35,2; p<0,001) i petoj vremenskoj tacki (P=-488,1; SE=97,1; p<0,001). Poredenja
procenjenih srednjih vrednosti (eng. estimated marginal means), prilagodena Tukijevom metodom,
pokazala su znacCajne razlike u nivoima IgG antitela u odnosu na tip vakcine. Tako su u prvoj tacki
najvisi nivoi antitela bili nakon BNT162b2 vakcine, u poredenju sa BBIBP-CorV (p<0,0001) i Gam-
COVID-Vac vakcinom (p=0,016); dok je u drugoj vremenskoj tacki znaCajna razlika postojala
izmedu BNT162b2 1 BBIBP-CorV vakcine (p<0,0001), kao i BNT162b2 i ChAdOx1 vakcine
(p=0,024). U trecoj vremenskoj tacki znacajna razlika postojala je samo izmedu BBIBP-CorV i Gam-
COVID-Vac vakcine (p=0,007). Razlika imedu Gam-COVID-Vac i ChAdOx1 vakcine nije bila
statisticki znacajna ni u jednoj vremenskoj tacki (p>0,81). U kasnijim vremenskim tackama, nivoi
IgG antitela su nastavili da opadaju, medutim mnogi kontrasti nisu viSe bili statisti¢ki znacajni ili nisu
mogli biti odredeni usled manjeg broja uzoraka. Rezultati poredenja uproseceni su na osnovu
kovarijanti — pol, godine, prethodni kovid-19 status.

Predikcija srednjih vrednosti RBD-specificnih IgG antitela u zavisnosti od vakcine i
prethodnog kovid-19 statusa prikazani su na Slici 4-21. Procenjeni nivoi antitela ovde su oznaceni
kao boxplot-ovi razlicitih boja, sa intervalima poverenja (95%) koji su izra¢unati u okviru samog
modela. Na slici se uocava predvidena potpuna seronegativizacija nakon trece tacke pracenja za
BBIBP-CorV vakcinu, ali i najvisi odgovor nakon BNT162b2 vakcine, dok se krive za ChAdOx1 i
Gam-COVID-Vac gotovo preklapaju. Poredenjem prikaza vrednosti ispitanika bez i sa prethodnom
SARS-CoV-2 infekcijom, uocavaju se visi nivoi kod ispitanika koji su pre vakcinacije bili u kontaktu
sa virusom (Slika 4-21).
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Slika 4-21. Prikaz predikcije srednjih vrednosti nivoa RBD-specifi¢nih IgG antitela tokom perioda pracenja, u zavisnosti od vakcine i prethodne SARS-

CoV-2 infekcije, izracunatih linearnim miks modelom. Vremenske tacke: 1— Sest nedelja, 2 - tri meseca, 3 - Sest meseci, 4 — devet meseci 1 5 — dvanaest
meseci od datuma primanja prve doze vakcine
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4.2.6. Poredenje nivoa RBD-specificnih IgG antitela izmedu vakcina nakon primarne serije i
kovid-19 grupe ispitanika

Poredenje koncentracije RBD-IgG antitela nakon primarne serije kod vakcinisane grupe
ispitanika i kovid-19 grupe ispitanika zahtevalo je izmene u nazivima vremenskih tacaka. Naime,
prva tacka kod vakcinacije podrazumeva Sest nedelja od prve doze, dok je u kovid-19 grupi prva tacka
pracenja tri nedelje od pocetka simptoma ili pozitivnog testa. Stoga, radi izbegavanja zabune, tacke
prac¢enja na graficima nazvane su po pribliznim nedeljama/mesecima prac¢enja kojima odgovaraju.

U okviru svake vremenske tacke pracenja upotrebljen je Kraskal-Volisov test, sa Danovom
korekcijom za viSestruka poredenja, tako da je kovid-19 grupa oznacena kao kontrolna grupa sa
kojom su se poredile sve ostale podgrupe (tj. vakcine). U vremenskoj tacki odredenoj na Sest nedelja
od vakcinacije/pocetka bolesti statisticki znacajna razlika registrovana je jedino prilikom poredenja
prethodno naivnih ispitanika BNT162b2 podgrupe i kovid-19 grupe (Slika 4-22 A, p<0,0001). Na tri
meseca, statisticki znacajno visa antitela ponovo su detektovana kod BNT162b2 podgrupe u odnosu
na kovid-19 grupu (Slika 4-22 A, p<0,0001), dok je koncentracija antitela kod BBIBP-CorV podgrupe
bila statisti¢ki znadajno niza u odnosu na kovid-19 grupu (Slika 4-22 A, p=0,0006). Sest meseci nakon
prve doze odnosno pocetka bolesti, statisticki znac¢ajna razlika postojala je isklju¢ivo izmedu BBIBP-
CorV 1 kovid-19 grupe (Slika 4-22 A, p=0,006), odnosno statisticki znacajno nize koncentracije
antitela ponovo su detektovane u BBIBP-CorV podgrupi. Devet meseci nakon vakcinacije statisticki
znacajna razlika nije postojala u odnosu na kovid-19 grupu.

Kada se porede koncentracije antitela nakon vakcinacije kod ispitanika koji su imali kovid-19
pre prve doze vakcine, sa ispitanicima kovid-19 grupe, statisticki znacajne razlike postoje za sve Cetiri
vremenske tacke prilikom poredenja BNT162b2 i kovid-19 grupe (Slika 4-22 B). Naime,
koncentracija RBD-IgG antitela nakon ove vakcine kod ispitanika sa prethodnom infekcijom bila je
znacajno visa u vremenskim tackama pracenja od Sest nedelja, tri meseca, Sest meseci (za sva tri
poredenja; p<0,0001) i devet meseci (p=0,043), u odnosu na ispitanike kovid-19 grupe. Takode, na
Sest nedelja, tri meseca i Sest meseci od vakcinacije i Gam-COVID-Vac podgrupa je pokazala
statisti¢ki znacajno viSe koncentracije antitela u odnosu na kovid-19 grupu (Slika 4-22 B, p=0,001,
p=0,0004, p<0,0001), dok je viSa koncentracija za ChAdOx1 podgrupu u odnosu na kovid-19 grupu
registrovana isklju¢ivo tri meseca nakon prve doze (Slika 4-22 B, p=0,004). Razlika u koncentraciji
RBD-IgG BBIBP-CorV podgrupe ispitanika i kovid-19 grupe nije bila statisticki znacajna ni u jednoj
vremenskoj tacki (Slika 4-22 B).
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Slika 4-22. Prikaz koncentracije RBD-specifi¢nih antitela u grupi vakcinisanih nakon primarne serije
vakcinacije, kod naivnih ispitanika (A) i1 kod ispitanika sa prethodnom SARS-CoV-2 infekcijom (B),
u poredenju sa kovid-19 grupom. Period pracenja oznacen je na pocetku grafika (Sest nedelja, tri
meseca, Sest meseci, devet meseci) 1 racunat je od prve doze za vakcinisane, odnosno od pocetka
bolesti za kovid-19 grupu. Oznafene su medijane i interkvartilni opseg, a isprekidanom
horizontalnom linijom oznacena je 1 granica pozitivnosti testa - 20,33 BAU/mL. Poredenje je vrSeno
Kraskal-Volisovim testom i notirane su iskljucivo statisticki znacajne razlike. **** - p<0,0001; ** -
p<0,01; * - p<0,05.
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4.2.7. RBD-specificna IgM antitela nakon vakcinacije

Pozitivan nalaz RBD-IgM antitela nakon prve doze vakcine detektovan je kod prethodno
naivnih ispitanika isklju¢ivo u okviru BNT162b2 podgrupe (n=13, medijana indeksa antitela 2,13;
IQR 1,49-3,31), dok su uzorci naivnih ispitanika nakon ostalih vakcina bili negativni. Kod ispitanika
sa prethodnom SARS-CoV-2 infekcijom, RBD-specificna IgM antitela detektovana su nakon prve
doze BBIBP-CorV (n=2, medijana 2,48; IQR 1,37-3,59) i ChAdOx1 podgrupe (n=2, medijana 1,92;
IQR 1,48-2,36).

Kao 1 kod analize RBD-IgG antitela, nakon dve primljene doze vakcine, ispitanici su prac¢eni
u pet vremenskih tac¢aka - Sest nedelja, tri meseca, Sest, devet i dvanaest meseci od prve doze vakcine.
Analiza RBD-IgM odgovora vrSena je u okviru svake podgrupe kao 1 pri poredenju ovih podgrupa.
Takode, kao i za RBD-IgG antitela, podgrupa nakon dve doze mRNA-1273 vakcine nece biti
prikazana u ovom odeljku, usled malog broja ispitanika (n=2). U Tabeli 4-19. prikazana je
zastupljenost pozitivnih nalaza RBD-IgM antitela a u Tabeli 4-20. indeks RBD-IgM antitela Sest
nedelja nakon prve doze.

Tabela 4-19. Seropozitivnost RBD-IgM Sest nedelja nakon prve doze vakcine kod prethodno naivnih
ispitanika i kod ispitanika sa SARS-CoV-2 infekcijom pre vakcinacije, ras¢lanjena po vakcinama.

Pozitivan nalaz RBD-specifi¢nih IgM antitela

Vakcina Ispitanici sa prethodnom 2

Prethodn? nr/1;1}1vg/n)1sp1tamc1 SARE CEVER Aatesketton
2 (0/N, %)
BBIBP-CorV 19/94 (20,21) 4/22 (18,18) 0,99
Gam-COVID- 0/7 0/5 NP
Vac
ChAdOx1 2/8 (25) 2/6 (33,33) 0,99
BNT162b2 32/67 (46,76) 4/19 (21,05) 0,06

n - ukupan broj ispitanika sa pozitivnim nalazom, N - ukupan broj testiranih ispitanika, NP -nije
primenljivo. P vrednosti izracunate su FiSerovim testom tacne verovatnoce.

Tabela 4-20. Indeks RBD-specifi¢nih IgM antitela kod prethodno naivnih i ispitanika sa prethodnom
SARS-CoV-2 infekcijom, nakon dve doze vakcine. Rezultati za Gam-COVID-Vac vakcinu nisu
prikazani usled negativnih nalaza RBD-IgM antitela u ovoj podgrupi.

RBD-specifi¢na IgM antitela (indeks)

VeloTe C e Ispitanici sa prethodnom p
Prethodno naivni ispitanici . ..
(Med i IQR) SARS-COV—? infekcijom
(Med i IQR)
BBIBP-CorV 1,49 (1,16-2,13) 1,42 (1,28-1,68) 0,84
ChAdOx1 1,38 (1,06-1,71) 1,56 (1,16-1,97) 0,99
BNT162b2 1,82 (1,19-3,33) 1,56 (1,07-6,79) 0,78

Med - medijana, IQR - interkvartilni opseg. P vrednosti izraCunate su Man-Vitnijevim testom.
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4.2.7.1. RBD-specificna IgM antitela nakon dve doze BBIBP-CorV vakcine

Seropozitivnost ispitanika nakon dve doze BBIBP-CorV vakcine u prvoj vremenskoj tacki
praéenja iznosila je 20,21 % (19/94 uradenih) za naivne ispitanike, odnosno 18,18% (4/22) za
ispitanike sa prethodnim kovid-19. Ova razlika u seropozitivnosti nije bila statisticki znacajna
(Fiserov test, p=0,99) (Tabela 4-19). Ispitanicima koji nisu imali pozitivan IgM na prvoj kontroli, nije
ponavljan test pri sledecoj kontroli, osim u slucaju asimptomatskog skoka nivoa RBD-IgG antitela ili
potvrdenog kovid-19 nakon vakcinacije. U drugoj tacki pracenja, seropozitivnost je iznosila 6,89%
(2/29 uradenih) kod predvakcinalno naivnih, a oba ispitanika negativizirala su se u narednoj tacki
prac¢enja. Kod ispitanika sa prethodnim kovid-19, u drugoj tacki pracenja tri ispitanika imala su
pozitivan nalaz IgM antitela (od Cetiri testiranih).

Medijane indeksa RBD-IgM antitela kod naivnih i kod ispitanika sa prethodnom infekcijom
nisu bile statisti¢ki znacajno razlicite (Man-Vitnijev test, p=0,84) (Tabela 4-20). I kod BBIBP-CorV
podgrupe, poredenjem parnih indeksa RBD-IgM antitela (kako pozitivnih, tako i negativnih) sa
pripadaju¢im indeksom RBD-IgG antitela kod prethodno naivnih ispitanika dobija se statisticki
znaajna pozitivna, srednje jaka korelacija (Spirmanov koeficijent r=0,37; p=0,003), dok ista
korelacija u grupi ispitanika sa prethodnom infekcijom nije bila statisticki znacajna (p=0,64).

4.2.7.2. RBD-specificna IgM antitela nakon dve doze Gam-COVID-Vac vakcine

Nakon dve doze Gam-COVID-Vac vakcine u prvoj tacki pracenja, kako kod naivnih tako i
kod ispitanika sa prethodnim kovid-19, nisu bila detektovana RBD-specificna IgM antitela ni u
jednom slucaju. Ispitanicima nije ponavljan test pri sledecoj kontroli, kako nisu imali pozitivan IgM
na prvoj kontroli, osim u sluc¢aju asimptomatskog skoka nivoa RBD-IgG antitela. Dva ispitanika sa
asimptomatskim porastom RBD-IgG 1 pozitivnim nalazom N-IgG antitela, imali su negativan nalaz
RBD-IgM antitela takode. Medijana negativnih indeksa RBD-IgM antitela iznosila je 0,35 (IQR 0,22-
0,51) kod naivnih, odnosno 0,24 (0,16-0,34) kod ispitanika sa prethodnom infekcijom.

4.2.7.3. RBD-specifi¢na IgM antitela nakon dve doze ChAdOxI1 vakcine

U prvoj tacki pracenja, kod naivnih ispitanika detektovana su kod 25% (2/8) ispitanika RBD-
IgM, dok su kod ispitanika sa prethodnim kovid-19 detektovana RBD-IgM antitela u 33,33% (2/6)
sluajeva (Tabela 4-19). Ispitanicima nije ponavljan test pri sledecoj kontroli, osim u slucaju
asimptomatskog skoka nivoa RBD-IgG antitela. U oba slu€aja porasta nivoa RBD-IgG, nalaz RBD-
IgM antitela bio je negativan. Medijana indeksa pozitivnih nalaza RBD-IgM antitela kod naivnih
ispitanika 1 medijana kod ispitanika sa prethodnom infekcijom nisu se znacajno razlikovale (p=0,99)
(Tabela 4-20).

4.2.7.4. RBD-specificna IgM antitela nakon dve doze BNT162b2 vakcine

Seropozitivnost nakon dve doze BNT162b2 vakcine u prvoj vremenskoj tacki pracenja
iznosila je 47,76 % (32/67) za naivne ispitanike, odnosno 21,05% (4/19) za ispitanike sa prethodnim
kovid-19, kod kojih je raden RBD-IgM test (u zavisnosti od koli¢ine dostupnog seruma). Procenat
nije bio statisticki znacajno razli¢it izmedu ove dve grupacije ispitanika (FiSerov test tacne
verovatnoce, p=0,006) (Tabela 4-19). Ispitanicima koji nisu imali pozitivan nalaz IgM antitela na prvoj
kontroli, nije ponavljan test pri slede¢oj kontroli, osim u slu¢aju asimptomatskog skoka nivoa RBD-
IgG antitela. Stoga, u trecoj tacki pracenja seropozitivnost je iznosila 11,11% (5/45) za naivne,
odnosno 22,22% (2/9) za ispitanike sa prethodnim kovid-19, dok za analizu Cetvrte 1 pete tacke nije
bilo dovoljno uzoraka usled prethodne seronegativizacije. Ispitanici sa asimptomatskim skokom
RBD-IgG antitela, koji nije potvrden kao infekcija prisustvom N-IgG antitela, nisu imali pozitivan
nalaz RBD-IgM antitela u podgrupi ispitanika sa prethodnim kovid-19 (3/3), dok su u podgrupi
naivnih dva ispitanika imala pozitivan nalaz RBD-IgM antitela (2/10), doduse u padu u odnosu na
prethodni vezan uzorak.
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Medijane indeksa RBD-IgM antitela u prvoj tacki kod naivnih i kod ispitanika sa prethodnom
infekcijom, nisu bile statisticki znacajno razlic¢ite (Man-Vitnijev test, p=0,78). Kada se uporede nalazi
RBD-IgM antitela (kako pozitivni, tako i negativni) sa pripadaju¢im indeksom RBD-IgG antitela kod
prethodno naivnih vakcinisanih ispitanika dobija se statisticki znacajna pozitivna, umerena korelacija
(Spirmanov koeficijent =0,305; p=0,012). Nasuprot tome, korelacija u grupi prethodno inficiranih
ispitanika vakcinisanih sa dve doze BNT162b2 nije bila statisticki znacajna (p=0,73).

4.2.7.5. Poredenje ucestalosti RBD-specificnih IgM antitela izmedu vakcina nakon primarne serije
i kovid-19 grupe ispitanika

Sest nedelja nakon pocetka infekcije u kovid-19 grupi procenat pozitivnosti nalaza RBD-
specificnih IgM antitela iznosio je 54,84% (17/31). Analogno, ve¢ opisani procenti seropozitivnosti
za svaku vakcinu ponaosob, sumirani su u Tabeli 4-19.

Razlika u ucestalosti izmedu kovid-19 grupe i BNT162b2 podgrupe naivnih ispitanika nije
bila znacajna (Hi-kvadrat, p=0,52), kao ni u poredenju sa ChAdOx1 podgrupom (FiSerov test,
p=0,23), dok je izmedu kovid-19 grupe i BBIBP-CorV podgrupe naivnih ispitanika razlika bila
statisticki visoko znacajna (Hi-kvadrat, p=0,0002). Takode, pozitivni nalazi RBD-IgM antitela kod
ispitanika bili su viSe zastupljeni u okviru BNT162b2 podgrupe, nego kod BBIBP-CorV podgrupe
(Hi-kvadrat, p=0,0002), dok razlika izmedu ovih podgrupa i ChAdOx1 podgrupe nije bila statistic¢ki
znacajna (pchadoxi i BNT16202=0,28; pchadoxi i BBIBP-Corv=0,67) (Tabela 4-19). Kada se uporede indeksi
RBD-IgM antitela, statisticki znacajna razlika uocena je jedino izmedu kovid-19 grupe (medijana
2,43; IQR 1,83-2,97) i BBIBP-CorV (medijana 1,49; IQR 1,16-2,13) podgrupe, kod koje je nadena
niZa vrednost indeksa antitela (Man-Vitnijev test, p=0,009).

Kada se porede ucestalosti pozitivnih nalaza izmedu kovid-19 grupe i BNT162b2 podgrupe 1
BBIBP-CorV podgrupe prethodno pozitivnih ispitanika, statisticki znacajna razlika se uocava izmedu
kovid-19 grupe i BBIBP-CorV podgrupe (FiSerov test, p=0,004), ali i kovid-19 grupe i BNT162b2
podgrupe (Fiserov test, p=0,04). Takode, indeks RBD-IgM antitela bio je statisti¢ki znac¢ajno nizi u
podgrupi BBIBP-CorV ispitanika sa prethodnom infekcijom (medijana 1,42; IQR 1,28-1,68), u
odnosu na kovid-19 grupu (Man-Vitnijev test, p=0,02). I kod naivnih 1 kod prethodno obolelih
ispitanika BNT162b2 podgrupe, indeksi RBD-IgM antitela nisu bili statisticki znacajno razliciti od
kovid-19 grupe (pnaivni:0,14, Pprethodna infekcija:O,36)-

4.2.8. Prisustvo N-specificnih IgG i RBD-specifi¢nih antitela u vezanim uzorcima ispitanika koji
su pre primanja BBIBP-CorV vakcine imali kovid-19

Kod ispitanika BBIBP-CorV podgrupe koji su pre vakcinacije imali kovid-19, a ¢iji su vezani
uzorci bili dostupni odmah nakon pocetka simptoma ili pozitivnog dijagnostickog testa i Sest nedelja
nakon prve doze BBIBP-CorV vakcine, poredeni su rezultati RBD-specifi¢nih antitela 1 N-IgG
antitela (Tabela 4-21).

lako se uocava porast u koncentraciji RBD-IgG antitela nakon vakcinacije, ova razlika u
odnosu na uzorak nakon kovid-19 nije bila statisticki znacajna (p=0,12). Takode, statisticki znacajna
razlika nije pokazana ni za RBD-IgM antitela (p=0,62), niti za N-IgG (p=0,12) (Tabela 4-21). Stavise,
uocava se pravilnost u nalazima N-IgG antitela, gde se gotovo identi¢ni nivoi generiSu nakon kovid-
19 1 nakon primljene BBIBP-CorV vakcine kod istih ispitanika. Ovakav odnos nije uocen za RBD-
IgM antitela.
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Tabela 4-21. Koncentracija RBD-specifi¢nih IgG antitela, indeks RBD-specifi¢nih IgM antitela 1 N-
specificnih IgG antitela u vezanim uzorcima ispitanika koji su imali kovid-19 pre vakcinacije BBIBP-
CorV vakcinom. Rezultati su prikazani za prvi uzorak nakon pocetka simptoma ili pozitivnog
dijagnostickog testa i na prvoj kontroli nakon prve doze BBIBP-CorV vakcine. Sve pozitivne
vrednosti su oznacene bold fontom.

Vremenski razmak

RBD-IgG antitela RBD-IgM antitela ~ N-IgG antitela od pocetka
(BAU/mL) (indeks) (odnos) simptoma do
Ispitanik uzorkovanja (dan)

Kovid-19  Vakcina Kovid-19 Vakcina Kovid-19  Vakcina Kovid-19 Vakcina

1 28,26 345,00 0,71 1,68 3,719 3,281 41 41
2 389,12 444,21 0,5 0,37 5,169 4,758 67 39
3 317,35 288,89 0,25 0,25 1,513 1,238 37 41
4 100,23 248,84 5,01 0,3 7,497 7,179 21 41
5 91,49 299,87 2,2 1,42 4,860 5,109 24 43

Ref. vrednosti: RBD-IgG, pozitivho > 20,33 BAU/mL; RBD-IgM pozitivno > 1 (indeks); N-IgG,
pozitivno > 1,1, grani¢no 0,8-1 (odnos).

4.2.9. N-specificna IgG antitela i neutralisuca antitela kod RBD seronegativnih ispitanika nakon
dve doze BBIBP-CorV vakcine

Kao $to je ve¢ navedeno u prvoj sekciji o naivnim ispitanicima u okviru BBIBP-CorV
podgrupe, seropozitivnost nakon vakcinacije, odnosno Sest nedelja nakon prve doze vakcine nije
iznosila 100%. Tac¢nije, seronegativnih ispitanika, kada su u pitanju RBD-specifi¢na antitela, bilo je
21/100 (21%) — ni IgM, ni IgG antitela specificna za RBD S proteina nisu detektovana u ovim
uzorcima (za dva ispitanika nije bila dovoljna koli¢ina uzorka za analizu RBD-IgM).

Zbog cinjenice da BBIBP-CorV kao vakcina sadrZi €itav virion, a ne samo S protein, kod
odredenog broja seronegativnih ispitanika raden je 1 test detekcije N-specifi¢nih IgG antitela (Tabela
4-22). Sve vrednosti ovog testa ispod 0,800 smatraju se negativnim, te se moZe iz priloZene tabele
uociti da ni u jednom testiranom uzorku nisu detektovana N-IgG antitela. Osim toga, radi finalne
potvrde, svi uzorci su testirani i u surogat neutralizacionom testu, radi detekcije potencijalno prisutnih
neutraliSuc¢ih antitela. Medutim, procenat inhibicije signala, kao mera ovog testa, bio je ispod stepena
pozitivnosti za svaki testirani uzorak (Tabela 4-22).

Kada se godine RBD-IgG seronegativnih ispitanika - 64 (IQR 57,50-72,50), porede sa
naivnim ispitanicima koji su imali pozitivan odgovor nakon dve doze BBIBP-CorV vakcine u prvoj
vremenskoj tacki pracenja — 61 (IQR 40-67), dobija se statisticki znacajna razlika (p=0,03). Tri
meseca nakon vakcinacije naivni seropozitivni ispitanici bili su uzrasta medijane 56 1QR(42-67), dok
su seronegativni ispitanici bili neSto stariji 65 (52-71), medutim ova razlika nije bila statisticki
znacajna (p=0,16). Odnos bioloskih polova u prvoj vremenskoj tacki nije bio statisticki znacajno
razli¢it izmedu ispitanika koji su imali detektabilan odgovor 1 onih koji nisu (Hi-kvadrat test, p=0,55).
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Tabela 4-22. Indeks RBD-specifi¢nih IgG antitela, N-specificnih IgG antitela i procenat inhibicije
signala neutraliSucih antitela, u uzorcima naivnih ispitanika nakon dve doze BBIBP-CorV vakcine.

RBD-IgG . NeutraliSuc¢a VSIS G
Ispitanik Godine  Pol antitela N g mmirtizl antitela P 72 (.10
(indeks) (o) ) TR
(dan)
1 81 M 0,04 0,077 2,08 32
2 62 M 0,1 0,130 3,68 41
3 87 M 0,72 0,165 17,97 39
4 58 7 0,48 0,081 16,45 43
5 64 7 0,03 0,183 -1,87* 43
6 62 7 0,17 0,060 -13,53* 39
7 67 Z 0,35 0,072 -4,16* 42
8 71 7 0,48 0,146 8,68 44
9 56 M 0,48 0,051 24,98 47
10 65 Z 0,28 0,151 8,61 44
11 47 M 0,19 0,042 12,58 43
12 64 7 0,22 0,202 14,02 45
13 70 M 0,55 0,086 7,91 46
14 74 M 0,06 0,044 7,70 49
15 57 Z 0,57 0,473 14,92 49
16 45 M 0,2 0,067 17,97 59
17 82 Z 0,76 0,142 16,45 55
18 40 7 0,87 0,148 19,64 51
19 61 M 0,69 0,077 22,42 60
20 52 M 0,08 0,032 3,75 69
21 65 M 0,17 0,255 0,04 38

*Vrednosti sa negativnim predznakom niZe su od negativne kontrole testirane u istoj reakciji. Ref.
vrednosti: RBD-IgM, RBD-IgG, pozitivno > 1 (indeks); N-IgG, pozitivno > 1,1, grani¢no 0,8-1
(odnos); neutraliSuca antitela, pozitivno > 30% (procenat inhibicije).

4.2.9.1. N-specificna IgG antitela i neutraliSuca antitela kod ispitanika BBIBP-CorV podgrupe Ciji
su nalazi RBD-IgG antitela pali ispod praga detekcije tokom perioda pracenja

Ispitanici kod kojih se nalaz RBD-IgG antitela negativizovao tokom perioda pracenja,
prikazani su u Tabeli 4-23. Kod ovih ispitanika poredeni su nivoi RBD-IgG 1 N-IgG antitela u vezanim
uzorcima, pre i posle negativizacije RBD-IgG antitela. 1z drugog uzorka, sa RBD-negativnim
nalazom, odredivan je 1 procenat inhibicije neutralizacije, odnosno prisustvo neutraliSucih antitela.
Analizom rezultata vezanih uzoraka uoc€ava se statisti¢ki znacajan pad u nivoima RBD-IgG antitela
pre 1 posle negativizacije (p<0,0001), kao 1 znacajan pad u nivoima N-IgG antitela (p=0,008).
Medutim, korelacija RBD-IgG nalaza i N-IgG nalaza nije bila statisticki zna€ajna ni pri prvom, ni pri
drugom uzorkovanju (p=0,46; p=0,25). NeutraliSuca antitela bila su prisutna samo kod dva ispitanika
sa negativnim RBD-IgG nalazom, dok je procenat inhibicije bio ispod granice pozitivnosti kod svih
ostalih ispitanika, bez obzira na pozitivnost N-IgG nalaza (Tabela 4-23).
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Tabela 4-23. Indeks RBD-specificnih IgG antitela 1 N-specifi¢nih IgG antitela u vezanim uzorcima
ispitanika BBIBP-CorV podgrupe pre i nakon ustanovljene negativizacije RBD-IgG antitela.
Procenat inhibicije neutraliSucih antitela prikazan je za drugi uzorak. Sve pozitivne vrednosti su
oznacene bold fontom, dok su grani¢ne vrednosti oznacene italic fontom.

RBD-IgG . Vremenski Vremenski
antitela Dcopet o razmak razmak
. (odnos) NeutraliSu¢a . .
Ispitanik (indeks) SR izmedu prve  izmedu prve
P o AT doze vakcine doze vakcine i
Pre Posle Pre Posle ‘' J 1 prvog drugog uzorka

uzorka (dan) (dan)
1 1,32 0,75 0,010 1,030 -0,09* 46 66
2 321 0,5 0305 0,126 -6,12% 43 63
3 2,70 0,8 0,099 0,070 13,53 48 89
4 1,78 0,61 0,252 0,404 7,44 49 91
5 2,08 0,88 0,811 1,109 11,32 54 89
6 3,67 049 3,444 1,169 0,04 42 86
7 1,54 04 1,130 0,533 4,71 41 90
8 235 0,9 0,149 0,126 3,87 44 92
9 3,63 0,99 0,125 0,159 15,19 43 91
10 1,73 0,75 0,114 0,073 2,86 43 91
11 3,10 0,88 0,648 0,152 2,11% 43 91
12 1,79 04 0,368 0,139 4,58 39 88
13 3,52 0,53 0,946 0,079 7,62 44 108
14 1,14 021 0,325 0,102 15,34 90 191
15 2,8 04 0377 0,129 -2,20% 91 185
16 1,57 0,28 0,341 0,083 -4,71%* 91 182
17 1,92 021 1,132 0,255 14,01 89 177
18 594 0,99 0,599 0,209 21,31 90 178
19 2,38 0,19 0,106 0,042 12,14 91 181
20 3,77 0,69 0,113 0,099 51,86 91 177
21 3,65 0,62 0,719 0,245 9,85 49 113
22 1,2 034 0,093 0,123 -0,62%* 90 176
23 8,04 0,74 0,295 0,096 -13,78* 42 181
24 6,09 0,49 0,325 0,096 -8,85% 42 181
25 421 0,51 1,596 0,425 23,43 81 172
26 1,97 0,59 0427 0,116 10,00 94 179
27 2,88 0,51 0,222 0477 23,45 89 195
28 2,82 0,43 0,285 0,079 -0,57* 80 181
29 3,19 0,63 0,672 0,077 28,18 89 178
30 2,34 0,38 0,659 0,072 10,13 89 178
31 2,28 0,88 1,275 0,513 51,91 84 189
32 1,06 023 0,076 0,139 -5,28% 91 182

*Vrednosti sa negativnim predznakom niZe su od negativne kontrole testirane u istoj reakciji. Ref.
vrednosti: RBD-IgG, pozitivno > 1 (indeks); N-IgG, pozitivno > 1,1, grani¢no 0,8-1 (odnos);
neutraliSuca antitela, pozitivno > 30% (procenat inhibicije).
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4.2.10. NeutraliSuéa antitela kod ispitanika Gam-COVID-Vac, ChAdOx1 i BNT162b2 podgrupe
¢iji su nalazi RBD-IgG antitela pali ispod praga detekcije tokom perioda pracenja

Ispitanici ¢iji se nalaz RBD-specifi¢nih antitela negativizovao nakon dve doze Gam-COVID-
Vac, ChAdOx1 i BNT162b2 vakcina prikazani su u Tabeli 4-24. Kod ovih ispitanika radena je
detekcija neutraliSucih antitela iz uzoraka sa negativnim RBD-IgG nalazom, a u ve¢ pomenutoj tabeli
prikazane su vrednosti RBD-IgG antitela pre i posle negativizacije (Tabela 4-24).

Ocekivan i statistiCki znacajan pad nivoa antitela uocen je izmedu uzorka pre i posle
negativizacije nalaza RBD-IgG antitela (p=0,02). Procenat inhibicije neutralizacije bio je ispod nivoa
detekcije kod svih ispitanika, nezavisno od platforme, u uzorcima gde je ustanovljen negativan nalaz
RBD-IgG antitela. U Tabeli 4-24, jedino se kod ispitanika pod rednim brojem sedam, sa inicijalno
viS§im nivoima RBD-IgG antitela, procenat inhibicije odrzava relativno blizu praga pozitivnosti (od
30%).

U poredenju sa prethodnom Tabelom 4-23. iz odeljka 4.2.9.1, utvrdeno je da je negativizacija
nakon BBIBP-CorV vakcine statisticki zna¢ajno ranije detektovana (140,97+47,37) u odnosu na sve
ostale vakcine prikazane u Tabeli 4-24. (212,29+47,23) (p=0,0005).

Tabela 4-24. Indeks RBD-specificnih IgG antitela za vezane uzorke ispitanika pre i posle
negativizacije RBD-IgG nalaza, nakon primljene dve doze BNT162b2, Gam-COVID-Vac i
ChAdOx1 vakcina. Procenat inhibicije neutraliSu¢ih antitela prikazan je za uzorke posle
negativizacije. Sve pozitivne vrednosti su oznacene bold fontom.

RBD-IgG antitela

. . (11'1 d ekS) Neutrgliéuéa
Ispitanik . . antitela
Prvi uzorak Dan* Drugi uzorak  Dan* (% inhibicije)

Gam-COVID-Vac

1 1,57 88 0,38 184 -13,12

2 4,37 89 0,78 202 7,97

3 1,88 181 0,76 307 -7,17
ChAdOx1

4 1,23 98 0,89 180 3,26
BNT162b2

5 2,02 89 0,2 189 7,79

6 6,42 93 0,92 181 2,69

7 16,26 92 0,91 243 24,48

*QOdrednica dan se odnosi na vreme proteklo od primanja prve doze vakcine do uzorkovanja. Ref.
vrednosti: RBD-IgG, pozitivho > 1 (indeks); neutraliSu¢a antitela, pozitivno > 30% (procenat
inhibicije).

4.2.11. Infekcije nakon vakcinacije: SARS-CoV-2 infekcija nakon prve doze vakcine

Nakon prve doze vakcine protiv kovid-19, SARS-CoV-2 infekcija dijagnostikovana je kod
1,51% (2/132) ispitanika BNT162b2 podgrupe, 3,53% (6/170) ispitanika BBIBP-CorV podgrupe 1
kod 3,23% (1/31) ispitanika ChAdOx1 podgrupe (Tabela 4-25). Razlike u ucestalosti nisu bile
statisticki znacajne. Svi ispitanici bili su naivni pre vakcinacije, odnosno nisu imali prethodni kontakt
sa SARS-CoV-2. Takode, sve infekcije nakon prve doze vakcine bile su potvrdene ili pozitivhim
PCR-om ili pozitivnim brzim antigenskim testom. Infekcije nakon prve doze, a pre primljene druge
doze, nisu registrovane u Gam-COVID-Vac, nitt mRNA-1273 podgrupi.
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Vremenski period izmedu prve doze vakcine i pocetka simptoma u vecini sluajeva iznosio je
10-18 dana (n=6). Medutim, bilo je i izuzetaka. Simptomi kovid-19 pojavili su se u jednom slucaju
dva dana nakon prve doze ChAdOx, u drugom slucaju pet dana nakon prve doze BBIBP-CorV i u
treCcem sluaju osam dana nakon prve doze BNT162b2. Niko od ispitanika sa SARS-CoV-2
infekcijom nakon prve doze nije bio hospitalizovan, medutim pneumonija jeste bila dijagnostikovana
kod jednog ispitanika nakon BBIBP-CorV vakcine, kod koga su simptomi poceli dvanaestog dana
nakon vakcinacije.

Tri ispitanika propustila su naznaceni termin kontrole nakon infekcije (jedan ispitanik iz
BNT162b2 i dva iz BBIBP-CorV podgrupe), medutim, za ostale ispitanike (n=6) koncentracija RBD-
specificnih IgG antitela na prvoj kontroli nakon potvrdene infekcije iznosila je 77,05 BAU/mL za
BNT162b2 (n=1); 452,55 (IQR 267,90-611,88) za BBIBP-CorV (n=4); i 217,33 za ChAdOx1
podgrupu (n=1) (Tabela 4-25). Nalaz N-specificnih antitela bio je negativan kod ispitanika iz
BNT162b2 i ChAdOx1 podgrupe, dok su svi ispitanici BBIBP-CorV podgrupe imali pozitivan nalaz
(Tabela 4-25). Broj dana od infekcije do seroloSke kontrole iznosio je 50,83 + 12,42. Nalaz RBD-
specifiénih IgM antitela bio je pozitivan kod 3/6 ispitanika i njihova medijana indeksa iznosila je 4,23
(2,63-8,23), od toga dva uzorka u BBIBP-CorV i jedan u ChAdOx1 podgrupi (Tabela 4-25).

Tabela 4-25. Prikaz broja infekcija SARS-CoV-2 infekcija nakon prve doze vakcine, kao 1 RBD-
specificna IgG i IgM antitela i N-IgG antitela na prvoj kontroli nakon infekcije.

. SRR DA N-IgG, indeks ‘B0 18M,
Vakcina infekcija BAU/mL (Med i IQR) indeks
/N, %) (Med i IQR) (Med i IQR)
452,55 387 6.23
BBIBP-CorV. 6170 3,33)  26700-611.82)  (2.32-5.19) (4.23-8.23)
ChAdOx1 131 (3,23) 217,33 NP 2,63
BNTI62b2  2/132 (1,51 77,05 NP NP

n - broj ispitanika sa infekcijom nakon prve doze, N - ukupan broj vakcinisanih ispitanika. Med -
medijana, IQR - interkvartilni opseg, NP - nije primenljivo.

4.2.12. Infekcije nakon vakcinacije: SARS-CoV-2 infekcija nakon druge doze vakcine

Simptomatska SARS-CoV-2 infekcija nakon druge doze vakcine zabeleZena je u 15 slucajeva
(4,19%, 15/358 ispitanika u zbirnoj grupi vakcinisanih). Naime, kada slucajeve grupiSemo na osnovu
primarne vakcine, 5,88% (10/170) slucajeva zabelezeno je u BBIBP-CorV podgrupi, 4,34% (1/23) u
Gam-COVID-Vac podgrupi i 3,03% (4/132) u okviru BNT162b2 podgrupe. Od ukupno 15 ispitanika
sa simptomatskom infekcijom nakon druge doze vakcine, Cetiri ispitanika imalo je ve¢ kovid-19 pre
prve doze vakcine 1 to dva ispitanika iz BBIBP-CorV, jedan iz Gam-COVID-Vac i jedan iz BNT162b2
podgrupe.

Cetiri infekcije (4/15) potvrdene su PCR-om, osam (8/15) pozitivnim brzim antigenskim
testom, dok u tri slu¢aja nije raden potvrdni test (3/15). U slucajevima koji nisu potvrdeni
dijagnostickim testom, detektovana su N-specificna IgG antitela u prisustvu simptoma kovid-19 (kod
ispitanika nakon BBIBP-CorV, radeno je poredenje u paru sa prethodnim uzorkom, kada je uocen 1
skok nivoa N-IgG antitela). U ostalim slu¢ajevima, potvrdenim dijagnostickim testom (n=12), samo
jedan ispitanik nije imao pozitivan nalaz N-IgG antitela (uzorak je uzet dva meseca nakon infekcije),
dok je medijana indeksa kod ispitanika sa pozitivnim nalazom iznosila 4,428 (3,927-5,226). RBD-
IgM antitela detektovana su u 35,71% (5/14) dostupnih uzoraka, i to u tri slu¢aja nakon BBIBP-CorV
vakcine (3/10) i dva nakon BNT162b2 vakcine (2/4). Medijana za BBIBP-CorV podgrupu iznosila
je 20,29 (10,20-21,93), a za BNT162b2 podgrupu nesto nize 1,21 (1,14-1,28). Razlika nije bila
statisti¢ki znacajna, uzevsi u obzir mali broj uzoraka.

73



Vreme u danima izmedu datuma druge doze vakcine 1 datuma pocetka simptoma iznosilo je
130,30 = 109,05 dana za BBIBP-CorV i 196,25 + 27,32 dana za BNT162b2 podgrupu. Iako su
infekcije nakon vakcinacije CeS¢e registrovane kasnije kod BNT162b2 ispitanika, ova razlika u
danima nije statisti¢ki znacajna, usled velike standardne devijacije u okviru BBIBP-CorV podgrupe
(Man-Vitnijev test, p=0,24). Takode, razlika u starosti ispitanika izmedu ove dve podgrupe u trenutku
dijagnostikovanja SARS-CoV-2 infekcije nakon vakcinacije nije bila statisticki znacajna (Man-
Vitnijev test, p=0,24). Naime, srednja vrednost uzrasta ispitanika u okviru BBIBP-CorV podgrupe
iznosila je 52,90 + 15,22 godina, a 41,00 £ 13,29 godina za BNT162b2 podgrupu.

U Tabeli 4-26. prikazana je ucestalost simptoma za BNT162b2 i BBIBP-CorV podgrupe, gde
se moze uocCiti da nijedan ispitanik nije hospitalizovan, dok je samo jedan slucaj pneumonije
zabelezen u okviru BNT162b2 podgrupe. Ovaj konkretan slucaj registrovan je kao pneumonija ali je
leCenje sprovedeno u kuénim uslovima, uz brzu rezoluciju simptoma. Nasuprot tome, nesto ¢esée su
prijavljivane povisena telesna temperatura, nosna kongestija, gastrointestinalne tegobe i malaksalost
u BBIBP-CorV podgrupi (Tabela 4-26). Takode, jedan slucaj miokarditisa registrovan je upravo u
ovoj podgrupi ispitanika. Miokarditis je razvijen u okviru klinicke slike kovid-19, 11 dana nakon
primljene druge doze BBIBP-CorV vakcine. Jedini ispitanik iz Gam-COVID-Vac podgrupe sa
infekcijom nakon druge doze vakcine, nije prikazan u Tabeli 4-26. U ovom slucaju razvijena klinicka
slika kovid-19 ukljucivala je poviSenu temperaturu, malaksalost i1 kasalj, 237. dana nakon primljene
druge doze vakcine.

Tabela 4-26. Prikaz simptoma kod ispitanika sa SARS-CoV-2 infekcijom nakon druge doze vakcine
u okviru BNT162b2 i BBIBP-CorV podgrupa.

Ukupno BBIBP-CorV BNT162b2

/N (%) /N (%) /N (%)
PoviSena telesna temperatura 10/15 (66,67) 7/10 (70,00) 2/4 (50,00)
Nosna kongestija 1 rinoreja 6/15 (40,00) 5/10 (50,00) 0/4
Bol u grlu 0/15 0/10 0/4
Gastrointestinalne tegobe 2/15 (13,33) 2/10 (20,00) 0/4
Gubitak cula ukusa i mirisa 8/15 (53,33) 5/10 (50,00) 3/4 (75,00)
Malaksalost 7/15 (46,67) 5/10 (50,00) 1/4 (25,00)
Mijalgija 6/15 (40,00) 4/10 (40,00) 2/4 (50,00)
Kasalj 7/15 (46,67) 4/10 (40,00) 2/4 (50,00)
Pneumonija 1/15 (6,67) 0/10 1/4 (25,00)
Hospitalizacija 0/15 0/10 0/4

n - broj ispitanika sa odredenim simptomima, N - ukupan broj ispitanika.

lako razlika u skoku nivoa RBD-IgG antitela nakon infekcije posle druge doze vakcine nije
statisticki zna€ajna ni za BBIBP-CorV, niti za BNT162b2 podgrupu (Vilkoksonov test, p=0,125), ona
se ipak moZe uociti za obe podgrupe na Slici 4-23. Rezultati su prikazani samo za dostupne vezane
uzorke.
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Slika 4-23. Prikaz koncentracije RBD-specifi¢nih IgG antitela za parne uzorke ispitanika pre i posle
infekcije SARS-CoV-2, nakon druge doze BNT162b2 i BBIBP-CorV vakcine. Na slici su prikazani
boxplot elementi sa oznaCenom medijanom 1 interkvartilnim opsegom i raincloud dijagrami sa
prikazom raspodele podataka.

4.2.12.1. Infekcije nakon vakcinacije: poredenje nivoa RBD-specificnih IgG antitela posle
simptomatske infekcije nakon vakcinacije sa nivoima RBD-specifi¢nih I1gG antitela ispitanika iz
kovid-19 grupe

Nivoi RBD-specifi¢nih IgG antitela nakon dijagnostikovane SARS-CoV-2 infekcije koja je
usledila posle primarne serije vakcinacije, bili su statisticki zna¢ajno visi u odnosu na nivoe RBD-
IgG antitela kod nevakcinisanih ispitanika nakon prelezanog kovid-19 (Man-Vitnijev test, p<0,001).
Pri poredenju uzeti su iskljucivo uzorci prikupljeni u prvih mesec dana ili do dva meseca nakon
pozitivnog testa (Slika 4-24).
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Slika 4-24. Uporedni prikaz nivoa RBD-IgG antitela kod ispitanika sa SARS-CoV-2 infekcijom

nakon primarne serije vakcinacije i nevakcinisanih ispitanika nakon kovid-19. Na slici su prikazane
pojedinacne vrednosti, sa boxplot 1 raincloud elementima.

4.2.13. Asimptomatske infekcije nakon nakon druge doze vakcine

Osim potvrdenih 1 simptomatskih infekcija, u okviru pra¢enja imunskog odgovora na razlicite
vakcine detektovani su i slucajevi asimptomatskog skoka koncentracije RBD-IgG antitela. U tim
uzorcima radena je detekcija N-specifi¢nih IgG antitela, radi potvrde infekcije, a za potrebe BBIBP-
CorV radena je detekcija ovih antitela 1 u prethodnom uzorku, ukoliko je bio dostupan.

U okviru grupe naivnih ispitanika asimptomatski skok nivoa antitela uocen je kod 2,27%
(3/132) ispitanika nakon BBIBP-CorV vakcine, 9,09% (1/11) nakon ChAdOx1 i 10,53% (10/95)
nakon BNT162b2 vakcine. Samo u dva uzorka od 10 u okviru prethodno naivnih BNT162b2
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ispitanika detektovana su N-IgG antitela i to je jedan rezultat bio grani¢no pozitivan, u BBIBP-CorV
podgrupi nalaz je bio pozitivan u dva od tri slucaja, kao i1 kod jedinog ispitanika ChAdOx1 podgrupe.
Jedan ispitanik BBIBP-CorV podgrupe imao je asimptomatski i drastican skok koncentracije RBD-
IgG antitela i to od potpune seronegativizacije do 618,84 BAU/mL, dok u drugom sluc¢aju prethodni
uzorak nije bio dostupan za poredenje, ali kako je ispitaniku detektovana izuzetno visoka
koncentracija za taj period pracenja (tri meseca od prve doze vakcine — 840,03 BAU/mL) i uzvesi u
obzir 1 visok indeks N-IgG od 3,764, moZze se pretpostaviti da je ispitanik bio u kontaktu sa SARS-
CoV-2.

Nasuprot tome, kod ispitanika sa prethodno potvrdenom SARS-CoV-2 infekcijom pre
vakcinacije, asimptomatski skok nivoa RBD-IgG nakon vakcinacije uocen je kod 6,67% (2/30)
ispitanika BBIBP podgrupe, dva ispitanika Gam-COVID-Vac podgrupe (2/12), jednog ispitanika
ChAdOx1 podgrupe (1/8) 1 29,03% (8/31) ispitanika BNT162b2 podgrupe. Kod BNT162b2
podgrupe pozitivan nalaz N-IgG antitela pronaden kod pet od osam ispitanika, u okviru BBIBP-CorV
podgrupe porast je detektovan samo u jednom slucaju, a u Gam-COVID-Vac podgrupi kod oba
ispitanika, dok to nije bio slucaj sa ispitanikom ChAdOx1 podgrupe, ¢iji je N-IgG nalaz bio
negativan.

Sumirano, uzevsi u obzir i prethodno naivne 1 ispitanike koji su prelezali kovid-19 pre
vakcinacije, potencijalnih asimptomatskih infekcija, potvrdenih N-IgG pozitivnim nalazom, ukupno
je bilo tri u BBIBP-CorV, dve u Gam-COVID-Vac, jedna u ChAdOx1 1 7 u BNT162b2 podgrupi.
Nalaz RBD-IgM antitela bio je pozitivan u jednom sluc¢aju nakon BNT162b2 vakcine (indeks 1,32) i
u dva nakon BBIBP-CorV vakcine (indeks 14,84 i 4,73).

Ukoliko ove potencijalne infekcije spojimo sa brojem potvrdenih, simptomatskih infekcija,
ucestalosti infekcija nakon dve doze vakcine iznosile bi 7,65% (13/170) za BBIBP-CorV, 12,5%
(3/23) za Gam-COVID-Vac, 3,23%(1/31) za ChAdOx1 1 8,33% (11/132) za BNT162b2 podgrupu.

4.3. Grupa vakcinisanih ispitanika nakon trece doze vakcine

Odlukom Ministarstva zdravlja Republike Srbije od avgusta 2021. godine, nakon isteka Sest
meseci od kompletne primarne serije vakcinacije, gradani su imali priliku da se prijave i za tre¢u dozu
vakcine 1 to po svojoj zelji, nezavisno od tipa platforme primarne vakcine. Ukupan broj ispitanika
ove studije, koji se odlu¢io da primi treu dozu i ucestvuje u daljem pracenju, iznosio je 129, i
ukljucivao je jedanaest razli¢itih kombinacija primarne serije i tre¢e doze vakcine. U Tabeli 4-27.
prikazani su osnovni demografski podaci ispitanika vakcinisanih trecom dozom vakcine.

U okviru tri najbrojnije podgrupe ispitanika vakcinisanih treom dozom
(BNT162b2/BNT162b2, BBIBP-CorV/BNT162b2 1 BBIBP-CorV/BBIBP-CorV), razmak izmedu
druge 1 tre¢e doze statistiCki se znacajno razlikovao izmedu homolognog BNT162b2 pristupa i
heterologne BNT162b2 vakcine nakon BBIBP-CorV primarne serije (Kraskal-Volis poredenje tri
najvece grupe, p<0,0001). Uocava se najveca zastupljenost BNT162b2 homologne tre¢e doze vakcine
u ispitivanoj populaciji, ¢ak 44,96% (58/129), dok je tik iza po ucestalosti heterologna kombinacija
BBIBP-CorV primarne serije sa BNT162b2 tre¢com dozom vakcine — 31,78% (41/129). Na treCem
mestu po ucestalosti u okviru ove studije nalazi se homologna BBIBP-CorV vakcinacija — 10,08 %
(13/129), dok su ostale homologne i heterologne kombinacije daleko rede zastupljene.
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Tabela 4-27. Demografski podaci ispitanika vakcinisanih trecom dozom vakcine.

. , Godine Prethodni Vremenski
Primarna Treca Pol . o .
seriia Doza M/Z) (aritmeticka  kovid-19 razmak*

: sredina = SD)  (n//N, %) (dan)
BBIBP-CorV BBIBP-CorV 13 6/7 61,85+15,12 (358/1436) 203,08 £15,26
Gam- Gam-

COVID-Vac COVID-Vac I 0/1 60 0 195
BNT162 b2 BNT162b2 58 18/40 43,70 +£12,92 (12/22) 227,86 + 53,66
mRNA-1273 mRNA-1273 1 0/1 31 0 122
Gam-
BBIBP-CorV  (Uipvee 2 V1 6750+354 0 186 + 5,66
BBIBP-CorV BNTI162b2 41 24/17 53,34+ 15,53 (189/4511) 198,46 + 18,30
Gam- 1/1
COVID-Vac BBIBP-CorV 1 1/0 41 (100,00 186
Gam- BNT162b2 4 22 540041467 24 233,25 + 39,63
COVID-Vac ’ ’ (50,00) ’ ’
ChAdOx1 BNT162b2 6 2/4 53,67+ 11,31 ( 62/27) 195,83 £ 19,24
ChAdOx1 mRNA-1273 1 1/0 47 0 186
BNT162b2 BBIBP-CorV 1 0/1 52 0 240

N - broj ispitanika; SD - standardna devijacija. *Vremenski razmak izmedu datuma druge doze i trece
doze vakcine (za viSe ispitanika prikazan je kao aritmeticka sredina + SD).

Kada se poredi uzrast u godinama za tri grupe sa najviSe ispitanika, dobija se statisticki
znacajna razlika izmedu BNT162b2/BNT162b2 i BBIBP-CorV/BNT162b2 kombinacija trece doze
(Man-Vitnijev test, p=0,0018), kao i izmedu BNT162b2/BNT162b2 i BBIBP-CorV/BBIBP-CorV
ispitanika (t-test, p<0,0001). Razlika izmedu BBIBP-CorV/BNT162b2 i BBIBP-CorV/BBIBP-CorV
ispitanika u godinama nije bila statisticki znacajna (Man-Vitnijev test, p=0,102). Razlika u raspodeli
polova bila je statisticki znacajna jedino izmedu BBIBP-CorV/BNT162b2 i BNT162b2/BNT162b2
podgrupa, sa znac¢ajno ve¢im udelom muskog pola kod ispitanika sa BBIBP-CorV primarnom serijom
(Hi kvadrat, p=0,006). Raspodela ispitanika sa prethodnom kovid-19 infekcijom, pre primljene trece
doze, nije statisticki znacajno varirala u tri ispitivane podgrupe.

4.3.1. NeZeljene reakcije nakon treée doze vakcine

Najcesc¢e nezeljene reakcije nakon tre¢e doze vakcine protiv SARS-CoV-2, za sve ukupne
kombinacije vakcinalnih platformi, bile su kao i nakon druge doze vakcine, lokalni bol na mestu
aplikacije (45,73%), poviSena temperatura (13,17%) 1 malaksalost (11,63%). Kada uporedimo ove
ucestalosti sa reakcijama istih ispitanika nakon druge doze vakcine (bilo koje platforme), uocavamo
statisticki znacajno nizu pojavu lokalnog bola (19,82%) (Hi kvadrat, p<0,0001).

Na Slici 4-25. prikazane su reakcije nakon homologne BNT162b2/BNT162b2 i heterologne
BBIBP-CorV/BNT162b2 tre¢e doze, usled najveceg broja ispitanika u ovim podgrupama. Uocava se
drastiCan skok u ucestalosti prijavljivanja lokalnog bola kod heterologne grupe, na ¢ak 70,73%
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(29/41). U odnosu na homolognu BNT162b2/BNT162b2 kombinaciju, kod koje je lokalni bol
prijavljen u 41,38% (24/58) slucajeva, razlika u ucestalosti prijave ove reakcije statisticki je znacajna
(Hi kvadrat, p=0,004). Ukoliko uporedimo ucestalost lokalnih reakcija istih ispitanika nakon druge
doze BBIBP-CorV i nakon tre¢e heterologne doze BNT162b2, dobija se statisticki znac¢ajna razlika
(Hi kvadrat, p<0,0001). Ostale nezeljene reakcije nakon tre¢e doze bile su gotovo identicno
zastupljene u obe prikazane podgrupe (Slika 4-25). Najmanji broj reakcija prijavljen je nakon BBIBP-
CorV/BBIBP-CorV tre¢e doze vakcine (Slika 4-25). U ovoj podgrupi od trinaest ispitanika, samo
jedan ispitanik je prijavio lokalni bol na mestu aplikacije vakcine, a drugi ispitanik samo pojavu
malaksalosti.

Osim standardnih reakcija, navedenih u prethodnom pasusu, jedna ispitanica je navela
aksilarnu limfadenopatiju na strani primljene vakcine i osip po vratu, sa spontanom rezolucijom u
roku od tri dana nakon BNT162b2/BNT162b2 tre¢e doze. Ova ispitanica nije imala sli¢ne reakcije na
prethodne dve doze vakcine.
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Slika 4-25. NeZeljene reakcije nakon tree doze vakcine, prikazane kao procenti za homologne
BNT162b2/BNT162b2 1 BBIBP-CorV/BBIBP-CorV kombinacije 1 heterolognu BBIBP-
CorV/BNT162b2 kombinaciju.

4.3.2. RBD-specificna IgG antitela nakon trec¢e doze u BNT162b2/BNT162b2 podgrupi prethodno
naivnih ispitanika

U BNT162b2/BNT162b2 podgrupu primarno je bilo 47 prethodno naivnih ispitanika, a u
analizu kinetike, nakon iskljucenja, ukljuceno je 45 ispitanika. Tokom perioda pracenja nije doslo do
seronegativizacije ni u jednoj ispitivanoj tacki. U Tabeli 4-28. prikazane su vrednosti RBD-IgG
antitela za tri tacke pracenja — tri nedelje, tri meseca 1 Sest meseci nakon tre¢e doze, sa odgovaraju¢im
vremenskim odrednicama.
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Tabela 4-28. Medijane koncentracije RBD-specifi¢nih IgG antitela sa interkvartilnim opsegom nakon
tre¢e doze vakcine kod naivnih ispitanika BNT162b2/BNT162b2 podgrupe. Vremenske tacke od tri
nedelje, tri meseca i Sest meseci racunate su od datuma primanja trece doze.

Vremenski opseg RBD-IgG antitela Broj pozitivnih
Vremenska tacka izrazen u danima izrazena u BAU/mL nalaza RBD-IgG
(X £ SD) (Med 1 IQR) antitela (n/N)
1 Trinedelje 23,29+ 5,13 784,33 (693,15-847,41) 38/38
2 Tri meseca 98,00 + 14,89 500,93 (361,98-696,61) 29/29
3 Sest meseci 189,85 + 13,63 358,95 (305,05-642,94) 13/13

X - aritmeticka sredina, SD - standardna devijacija, Med - medijana, IQR - interkvartilni opseg. n -
broj ispitanika sa pozitivnim nalazom IgG antitela, N - ukupan broj ispitanika odredenoj vremenskoj
tacki. RBD-IgG pozitivno > 20,33 BAU/mL.

Tokom perioda pracenja uocava se postepeni pad koncentracije RBD-IgG antitela do Sest
meseci nakon ove homologne tre¢e doze vakcine (Tabela 4-28). Statisticki znacajna razlika
detektovana je izmedu vezanih uzoraka u sklopu prve i druge tacke pracenja (Slika 4-26, A), druge i
tre¢e (Slika 4-26, B), kao i prve i trece tacke pracenja (Slika 4-26, C).
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Slika 4-26. Vezani uzorci predvakcinalno naivnih ispitanika nakon tri doze BNT162b2 vakcine u
razli¢itim vremenskim tackama, sa prikazanom koncentracijom RBD-specifi¢nih IgG antitela
(BAU/mL). Osim individualnih vrednosti na slici su prikazani i boxplot elementi sa oznatenom
medijanom 1 interkvartilnim opsegom, ali i raincloud dijagrami sa prikazom raspodele podataka. P
vrednosti izraCunate su uz pomo¢ Vilkoksonovog testa ekvivalentnih parova. Vremenske tacke: prva
tacka - tri nedelje, druga tacka - tri meseca, treca tacka - Sest meseci od datuma primanja trece doze
vakcine.

4.3.2.1. RBD-specificna IgG antitela nakon trece doze u BNTI162b2/BNT162b2 podgrupi
ispitanika sa prethodnom SARS-CoV-2 infekcijom

Ukupno je deset ispitanika iz grupe homologne tre¢e BNT162b2 doze imalo prethodno
potvrden kovid-19. Svi ispitanici ove grupe imali su simptomatsku ili asimptomatsku SARS-CoV-2
infekciju sredinom ili krajem 2020. godine, pre primljene prve doze vakcine, gotovo dve godine pre
tre¢e doze. Od njih 10, Cetiri ispitanika imala su asimptomatski porast koncentracije RBD-IgG
antitela, potvrden prisustvom N-IgG antitela, nakon druge doze vakcine.

U okviru pracenja kinetike, nakon iskljucenja, analizirano je sedam ispitanika (7/10). Kako je
ovaj broj ispitanika mali i parnih uzoraka nema dovoljno za medusobno poredenje, nivoi antitela
prikazani su iskljucivo tabelarno, u dve vremenske tacke (Tabela 4-29). Usled malog broja uzorka i
nevezanih uzoraka na kontroli od tri meseca, vrednosti antitela poredene su Man-Vitnijevim testom,
ali razlika nije bila statisticki znac¢ajna (p=0,67).
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Tabela 4-29. Medijane koncentracije RBD-specifi¢nih IgG antitela sa interkvartilnim opsegom nakon
tre¢e doze vakcine kod ispitanika BNT162b2/BNT162b2 podgrupe, sa prethodnom SARS-CoV-2
infekcijom. Vremenske tacke od tri nedelje i1 tri meseca racunate su od datuma primanja tre¢e doze.

Broj ispitanika

Vremenski opseg izrazen RBD-IgG antitela <4 Dozitiviim
Vremenska tacka u danima izrazena u BAU/mL nalaltjzom RBD.-
(X £ SD) (Med i IQR) IoG (n/N)
1 Trinedelje 29,50+ 11,26 789,62 (711,89-910,43) 4/4
2 Tri meseca 86,75 + 9,88 773,46 (468,66-875,00) 4/4

X - aritmetic¢ka sredina, SD - standardna devijacija, Med - medijana, IQR - interkvartilni opseg. n -
broj ispitanika sa pozitivnim nalazom IgG antitela, N - ukupan broj ispitanika odredenoj vremenskoj
tacki. RBD-IgG pozitivno > 20,33 BAU/mL.

4.3.3. RBD-specificna IgG antitela nakon treée doze u BBIBP-CorV/BNTI162b2 podgrupi
prethodno naivnih ispitanika

U okviru BBIBP-CorV/BNT162b2 podgrupe bilo je 33 naivnih ispitanika. Jedan ispitanik nije
uklju€en u analizu humoralnog imunskog odgovora, usled dijagnoze karcinoma pluc¢a neposredno pre
primanja tre¢e doze vakcine. Nakon svih iskljucenja, nivoi antitela analizirani su kod 25 ispitanika.
Tokom perioda pracenja nije doSlo do seronegativizacije ni u jednoj ispitivanoj tacki, kao i kod
prethodno analizirane podgrupe homologne BNT162b2 tree doze. U Tabeli 4-30. prikazane su
vrednosti RBD-specificnih IgG antitela za tri tacke pracenja — tri nedelje, tri meseca i Sest meseci
nakon tre¢e doze, sa odgovaraju¢im vremenskim odrednicama.

U tabelarnom prikazu (Tabela 4-30) uocava se postepeni pad nivoa antitela kroz vreme, uz
prividno odrZavanje platoa u tre¢oj vremenskoj tacki, odredenoj na Sest meseci nakon trece doze.
Kada poredimo vezane uzorke ispitanika izmedu prve i druge tacke, dobijamo statisticki znacajnu
razliku (Slika 4-27, A), dok razlika izmedu druge i trece tacke nije znacajna (Slika 4-27, B). Ovo se
moze pripisati 1 nedovoljno velikom uzorku. Poredenje izmedu prve i trece tacke nije bilo moguce
usled malog broja vezanih uzoraka.

Tabela 4-30. Medijane koncentracije RBD-specifi¢nih IgG antitela sa interkvartilnim opsegom nakon
tre¢e doze vakcine kod naivnih ispitanika BBIBP-CorV/BNT162b2 podgrupe. Vremenske tacke od
tri nedelje, tri meseca i Sest meseci racunate su od datuma primanja trece doze.

Broj ispitanika

Vremenski opseg RBD-IgG antitela sa pozitivhim
Vremenska tacka izrazen u danima izrazena u BAU/mL nalazom RBD-
(X £ SD) (Med i IQR) IgG antitela
(/N)
1 Trinedelje 27,85+9,78 848,27 (759,74-890,45) 20/20
2 Tri meseca 95,44 + 15,47 754,85 (535,24-799,02) 18/18
3 Sest meseci 189,00 + 9,50 709,42 (473,44-755,57) 8/8

X - aritmeticka sredina, SD - standardna devijacija, Med - medijana, IQR - interkvartilni opseg. n -
broj ispitanika sa pozitivnim nalazom IgG antitela, N - ukupan broj ispitanika odredenoj vremenskoj
tacki. RBD-IgG pozitivno > 20,33 BAU/mL.

Jedan ispitanik u BBIBP-CorV podgrupi ispitanika, nakon primarne serije vakcine, u dve
kontrolne tacke imao je detektabilna isklju¢ivo RBD-specificna IgM antitela, uz negativan nalaz
RBD-IgG antitela. U prvoj tacki, 53. dana nakon prve doze vakcine, indeks IgM antitela iznosio je
3,19, a u drugoj tacki, 92. dana nakon prve doze, indeks IgM antitela bio je 1,53. Indeks RBD-IgG
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antitela iznosio je 0,15 u prvoj 1 0,07 u drugoj tacki. Takode, nalaz N-specificnih IgG antitela bio je
negativan (0,065) u prvoj tacki, dok je procenat inhibicije neutraliSuc¢ih antitela bio tik iznad granice
pozitivnosti 1 iznosio je 30,12%. Ovaj ispitanik je nakon heterologne BNT162b2 trece doze razvio
visoku koncentraciju RBD-IgG antitela — 683,09 BAU/mL, kao i visokopozitivan nalaz RBD-IgM
antitela — indeks 8,04, sa procentom inhibicije neutraliSucih antitela od 98,49%.
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Slika 4-27. Parni uzorci naivnih ispitanika nakon tri doze vakcine u okviru BBIBP-CorV/BNT162b2
podgrupe, u razli¢itim vremenskim tackama, sa prikazanom koncentracijom RBD-specifi¢nih 1gG
antitela (BAU/mL). Osim individualnih vrednosti na slici su prikazani i boxplot elementi sa
oznacenom medijanom i interkvartilnim opsegom, ali i raincloud dijagrami sa prikazom raspodele
podataka. P vrednosti izracunate su uz pomo¢ Vilkoksonovog testa ekvivalentnih parova. Vremenske
tacke: prva tacka - tri nedelje, druga tacka - tri meseca, treca tacka - Sest meseci od datuma primanja
tre¢e doze vakcine.

4.3.3.1. RBD-specificna IgG antitela nakon treée doze u BBIBP-CorV/BNTI162b2 podgrupi
ispitanika sa prethodnom SARS-CoV-2 infekcijom

U okviru BBIBP-CorV/BNT162b2 podgrupe, osim naivnih bilo je i osam ispitanika sa
prethodnom SARS-CoV-2 infekcijom, dijagnostikovanom 2020. godine, viSe od godinu dana pre
vakcinacije trecom dozom. Tokom perioda prac¢enja nije doslo do seronegativizacije ni u jednoj
ispitivanoj tacki, kao ni kod naivnih ispitanika iste podgrupe.

Tabela 4-31. Medijane koncentracije RBD-specifi¢nih IgG antitela sa interkvartilnim opsegom nakon
trece doze vakcine kod ispitanika BBIBP-CorV/BNT162b2 podgrupe, sa prethodnom SARS-CoV-2
infekcijom. Vremenske tacke od tri nedelje, tri meseca 1 Sest meseci racunate su od datuma primanja
trece doze.

Broj ispitanika

Vremenski opseg izrazen RBD-IgG antitela <4 Dozitiviim
Vremenska tacka u danima izrazena u BAU/mL nala?zom RBD-
(X £ SD) (Med i IQR) IeG (/N)
1 Trinedelje 24,57 £ 6,37 811,37 (783,72-878,87) 7/7
2 Tri meseca 94,50 + 3,14 548,50 (426,73-672,21) 6/6
3 Sest meseci 182,67 + 3,05 486,90 (288,08-509,27) 3/3

X - aritmeticka sredina, SD - standardna devijacija, Med - medijana, IQR - interkvartilni opseg. n -
broj ispitanika sa pozitivnim nalazom IgG antitela, N - ukupan broj ispitanika odredenoj vremenskoj
tacki. RBD-IgG pozitivno > 20,33 BAU/mL.
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Kao §to se moze uvideti iz tabelarnog prikaza, u odnosu na naivne ispitanike, u ovoj podgrupi
je znacajno izrazen pad nivoa antitela kroz vreme, uprkos malom broju uzoraka (Tabela 4-31).
Medutim, upravo usled malog uzorka, poredenja parnih uzoraka istih ispitanika nisu pokazala
statisti¢ki znacajnu razliku.

4.3.3.2. N-specifi¢na IgG antitela nakon trecée doze vakcine u BBIBP-CorV/BNT162b2 podgrupi

Kako inaktivisana BBIBP-CorV vakcina jedina moze inicijalno proizvesti humoralni imunski
odgovor na N-protein, ispitivana je moguc¢nost ponovnog stimulisanja ovog odgovora kod ispitanika
koji su primili tre¢u dozu druge vakcinalne platforme — u ovom slu¢aju BNT162b2 RNK vakcinu,
nakon BBIBP-CorV primarne serije. Kod naivnih ispitanika, nakon tre¢e BNT162b2 doze nije doslo
do ponovne produkcije N-specifi¢nih IgG antitela. Svi naivni ispitanici do 49. dana nakon primljene
treCe doze bili su negativni (n=19), a medijana N-IgG antitela iznosila je 0,109 (0,051-0,202). Za
razliku od naivnih ispitanika, kod ispitanika koji su imali kovid-19 pre trece doze vakcine, N-IgG
antitela detektovana su kod pet od Sest ispitanika koji su dosli u prvih mesec dana nakon tre¢e doze
(83,33%). Medijana N-IgG antitela u ovoj podgrupi ispitanika iznosila je 1,711 (1,200-3,713).
Ispitanik sa negativnim nalazom N-IgG imao je kovid-19 u junu 2020. godine, dok je vecina ostalih
ispitanika sa pozitivnim N-IgG nalazom prelezala SARS-CoV-2 infekciju nesSto kasnije, u novembru
2020. godine (sa izuzetkom jedne ispitanice koja je imala kovid-19 u julu 2020. godine).

4.3.4. RBD-specificna IgG antitela nakon trece doze vakcine: ostale kombinacije

Osim dve velike podgrupe ispitanika najces¢e homologne i heterologne kombinacije primarne
serije 1 tre¢e doze vakcine, u okviru studije bilo je 1 ispitanika koji su primili 1 manje zastupljene
kombinacije vakcina. Podgrupe ostalih kombinacija su bile male, StaviSe Cesto su sadrzale samo
jednog ispitanika (Tabela 4-32; 4-33).

Tabela 4-32. Koncentracija RBD-specifi¢cnih IgG antitela nakon razli¢itih kombinacija primarne
serije 1 tre¢e doze vakcine, u tri tacke pracenja, kod naivnih ispitanika. Vecina podgrupa imala je
isklju¢ivo po jednog ispitanika. Prva tacka - tri nedelje, druga tacka - tri meseca, treca tacka - Sest
meseci od primanja tre¢e doze vakcine.

Kombinacija vakcina Prva tacka n Drugatacka n  Trecatacka n
BNT162b2/ BBIBP-CorV 490,36 1 NP 0 NP 0
BBIBP-CorV/ BBIBP-CorV (101 ’22(2:{’39739’97) 3 31 ,L?i’5983,55) 2 NP 0
BBIBP-CorV/Gam-COVID-Vac NP 0 @1 75‘9344{’6456 0,97) 2 (10 0,30123_’5329 6,75) 2
Gam-COVID-Vac/ BNT162b2 (62 0,76572-’82813 75) 2 NP 0 NP 0
Gam-COVID-Vac/Gam-COVID-Vac NP 0 645,07 1 NP 0
ChAdOx1/ BNT162b2 628,20 1 335,45 1 NP 0
ChAdOx1/ mRNA-1273 696,51 1 428,76 1 NP 0
mRNA-1273/ mRNA-1273 752,21 1 NP 0 NP 0

NP - nije primenljivo; n - broj ispitanika u okviru date vremenske tacke 1 podgrupe. RBD-IgG
pozitivno > 20,33 BAU/mL. Vrednost antitela prikazana je kao medijana sa interkvartilnim opsegom
u zagradama. Koncentracija antitela izraZzena je kao BAU/mL.
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Tabela 4-33. Koncentracija RBD-specificnih IgG antitela nakon razli¢itih kombinacija primarne
serije 1 tre¢e doze vakcine, u dve tacke pracenja, kod ispitanika sa prethodnom SARS-CoV-2
infekcijom. U trecoj tacki pracenja nije bilo uzoraka. Koncentracija antitela izrazena je kao BAU/mL.
Prva tacka - tri nedelje, druga tacka - tri meseca od primanja tre¢e doze.

Kombinacija vakcina Prva tacka n Druga tacka n

BBIBP-CorV/ BBIBP-CorV 210,82 1 237,66 1
881,41

Gam-COVID-Vac/ BNT162b2 (827.63-935.18) 2 643,44 1

Gam-COVID-Vac/ BBIBP-CorV NP 0 180,94 1

ChAdOx1/ BNT162b2 720,29 4 NP 0

(678,42-869,21)
NP - nije primenljivo; n - broj ispitanika u okviru date vremenske tacke i podgrupe. RBD-IgG
pozitivno > 20,33 BAU/mL. Vrednost antitela prikazana je kao medijana sa interkvartilnim opsegom
u zagradama. Koncentracija antitela izrazena je kao BAU/mL.

4.3.5. Medusobno poredenje razli¢itih kombinacija treée doze i uticaj pola, starosti, tipa
kombinacije i prethodnog kovid-19 na nivoe RBD-specificnih IgG antitela

Linearni miks model upotrebljen je za istrazivanje efekata kombinacije razlicitih vakcina,
tokom perioda prac¢enja od Sest meseci, zatim pola, starosti i prethodne SARS-CoV-2 infekcije na
nivoe RBD-IgG antitela. Model je prilagoden koriste¢i REML. Reziduali su bili priblizno normalno
rasporedeni 1 nije primecena znacajna heteroskedasti¢nost.

Ovim modelom pokazan je znacajni uticaj tipa vakcine i vremena na nivoe IgG antitela. RBD-
IgG antitela zna€ajno su opadala tokom vremena (p<0,001). BBIBP-CorV/BNT162b2 heterologni
pristup je u poredenju sa referentnom BNT162b2/BNT162b2 kombinacijom doveo do znacajno visih
nivoa IgG antitela (B=+107,1; SE=45,5; p=0,020), dok su BBIBP-CorV/BBIBP-CorV i Gam-
COVID-Vac/BBIBP-CorV podgrupe ispitanika imale znacajno niZze nivoe antitela (B=-494,9;
SE=89,0; p<0,001 i p=-411,8; SE=176,8; p=0,022). Uticaji pola, starosti ispitanika i prethodno
pozitivnog SARS-CoV-2 nalaza, nisu bili znacajni. Na Slici 4-28. prikazane su krive predikcije
srednjih vrednosti RBD-IgG antitela u zavisnosti od tipa kombinacije tre¢e doze i primarne serije
vakcine, tokom perioda pracenja u studiji. Procenjeni nivoi antitela oznaceni su kao boxplot-ovi
razli¢itih boja, sa intervalima poverenja (95%) koji su izracunati u okviru samog modela. Na slici se
uocavaju predvideni najvisi odgovor nakon heterolognih kombinacija trece doze.

Radi smanjenja opterecenja modela 1 usled nepotpunog broja uzoraka za sve ostale
kombinacije vakcine, LMM je primenjen i samo na tri najéeS¢e kombinacije u okviru ovde
predstavljenog  istrazivanja  (BNT162b2/BNT162b2; BBIBP-CorV/BNT162b2; BBIBP-
CorV/BBIBP-CorV). Model je pokazao takode znacajan uticaj tipa vakcine i vremena pracenja na
nivoe IgG antitela. U odnosu na BNTI162b2/BNT162b2 homolognu kombinaciju, BBIBP-
CorV/BNT162b2 heterologna kombinacija potvrdeno je imala znacajno vise nivoe RBD-IgG
(B=94,9; SE=22,6; p<0,001), a homologna BBIBP-CorV vakcina znac¢ajno nize (f=-452,3; SE=75,7;
p<0,001). Ni u ovom modelu nisu uoceni znacajni efekti pola, starosti i SARS-CoV-2 infekcije pre
trece doze vakcine.

Na Slici 4-29. prikazane su krive predikcije srednjih vrednosti RBD-IgG antitela u zavisnosti
od tipa kombinacije tre¢e doze 1 primarne serija vakcine, tokom perioda pracenja u studiji, ali samo
za tri kombinacije. Uocava se najvisi odgovor nakon heterologne BBIBP-CorV/BNT162b2
kombinacije, dok se najnizi odgovor, nakon BBIBP-CorV/BBIBP-CorV kombinacije, priblizio
negativnom rezultatu do Sest meseci nakon tre¢e doze.
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Slika 4-28. Prikaz predikcije srednjih vrednosti nivoa RBD-specifi¢nih IgG antitela tokom perioda pracenja, u zavisnosti od kombinacija trece doze 1
primarne serije vakcine, izracunatih linearnim miks modelom. Vremenske tacke: 1— Sest nedelja, 2 - tri meseca, 3 - Sest meseci od datuma primanja trece
doze vakcine.
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Slika 4-29. Prikaz predikcije srednjih vrednosti nivoa RBD-specifi¢nih IgG antitela tokom perioda
pracenja, u zavisnosti od kombinacija tre¢e doze i primarne serije vakcine, izra¢unatih linearnim miks
modelom. Na slici su prikazane BNT162b2/BNT162b2, BBIBP-CorV/BNT162b2 i BBIBP-
CorV/BBIBP-CorV kombinacije. Vremenske tacke: 1- Sest nedelja, 2 - tri meseca, 3 - Sest meseci od
datuma primanja tre¢e doze vakcine.

Kada su se godine starosti poredile sa nivoima RBD-IgG antitela na prvim kontrolama do
prva dva meseca od primanja trece doze, kod naivnih ispitanika u dve najvece podgrupe, dobijena je
statisticki znac€ajna, negativna, umerena korelacija za BNT162b2 homologni pristup (p=0,02; r=-
0,37), dok za heterologni BBIBP-CorV/BNT162b2 pristup ova korelacija nije bila znacajna (p=0,31).

4.3.6. RBD-specificna IgG antitela nakon trece doze vakcine u poredenju sa drugom dozom

Koncentracija RBD-specifi¢nih IgG antitela ispitanika dve najve¢e podgrupe, kao
predstavnika homolognog BNT162b2/BNT162b2 i heterolognog BBIBP-CorV/BNT162b2 pristupa,
poredena je tri nedelje nakon tre¢e doze sa odgovaraju¢im uzorcima istih ispitanika u prvoj
vremenskoj tacki nakon primarne serije vakcine — Sest nedelja nakon prve doze (tri nedelje nakon
druge doze).

Na Slici 4-30. uocava se statisticki znacajna razlika kako kod homolognog (Slika 4-30, A),
tako 1, Cak o€iglednije, kod heterolognog pristupa revakcinaciji (Slika 4-30, B). Broj parnih uzoraka
u okviru BNT162b/BNT162b2 podgrupe iznosio je 31, dok je medijana koncentracije antitela, sa
pripadaju¢im IQR iznosila 803,44 (697,52-850,61) nakon tre¢e doze, odnosno 609,49 (511,71-
680,24) nakon druge doze. Za BBIBP-CorV/BNT162b2 podgrupu, broj parnih uzoraka bio je znatno
manji (n=8), usled velikog broja seronegativnih ispitanika nakon dve doze BBIBP-CorV vakcine.
Medijana koncentracije RBD-IgG antitela za ovu podgrupu iznosila je nakon tre¢e doze 862,30
(779,25-896,10), a samo 76,64 (56,92-139,36) nakon druge doze vakcine.
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Slika 4-30. Parni uzorci za homologni (BNT162b2/BNT162b2) i heterologni (BBIBP-
CorV/BNT162b2) pristup poredeni su tri nedelje nakon tree doze sa uzorcima istih ispitanika tri
nedelje nakon druge doze prethodne primarne serije. RBD-specifi¢na IgG antitela izrazena su kao
BAU/mL, a osim pojedinac¢nih vrednosti, graficki su prikazana i kao boxplot 1 raincloud dijagrami.
Statisticka znac¢ajnost u vidu p vrednosti izra¢unata je Vilkoksonovim testom ekvivalentnih parova.

Ukoliko se ne poredi prva tacka nakon primarne serije, ve¢ kontrola na Sest meseci nakon
prve doze vakcine, sa prvom kontrolom nakon tre¢e doze vakcine, dobija se takode statisticki
znacajan porast nivoa antitela u obe podgrupe. Naime, kod parnih uzoraka BNT162b2/BNT162b2
podgrupe (n=27), pre tre¢e doze vakcine medijana koncentracije RBD-IgG antitela iznosila je 229,12
(102,26-370,41), dok je nakon tre¢e doze vakcine iznosila 767,46 (711,96-844,51). Ova razlika bila
je statisticki znacajna (Vilkoksonov test, p<0,0001). U okviru BBIBP-CorV/BNT162b2 podgrupe,
nije bilo parnih uzoraka za prvu tacku nakon tre¢e doze i poslednju tacku nakon druge doze BBIBP-
CorV, usled cega je raden Man-Vitnijev test za nezavisne uzorke — i dobijena je takode statisticki
znacajna razlika (p=0,001). Medijana RBD-IgG antitela iznosila je 848,27 (759,74-890,45) nakon
tre¢e doze, Sto je bilo znacajno iznad medijane na poslednjoj kontroli nakon druge doze — 25,01
(22,77-215,50).

Kada se porede koncentracije RBD-IgG antitela u poslednjoj vremenskoj tacki nakon druge
doze, sa poslednjom vremenskom tackom trece doze — na Sest meseci, uoceni su statisticki znacajno
viSe koncentracije antitela nakon tre¢e doze. Naime, u okviru BNT162b2/BNT162b2 podgrupe, kada
se porede iskljucivo parni uzorci ispitanika koji su dosli 1 na poslednju kontrolu nakon tre¢e doze
vakcine (n=11), medijana koncentracije antitela nakon druge doze iznosila je 219,36 (83,76-370,41),
a Sest meseci nakon tre¢e doze 353,95 (297,22-645,07) (Vilkoksonov test, p=0,006). Za BBIBP-
CorV/BNT162b2 podgrupu nije bilo dovoljno vezanih parova, usled ¢ega je upotrebljen Man-
Vitnijev test 1 poredene su medijane za sve ispitanike u tim taCkama: medijana nakon druge doze
iznosila je, kao §to je ve¢ prethodno navedeno - 25,01 (22,77-215,50), a Sest meseci nakon tre¢e doze
745,09 (412,72-755,87) (p=0,016).

4.3.6.1. Poredenje nivoa RBD-specificnih IgG antitela nakon trece doze vakcine sa kovid-19
grupom

BNT162/BNT162b2 i BBIBP-CorV/BNT162b2 podgrupa ispitanika poredene su sa kovid-19
grupom, u analognim tackama pracenja — tri nedelje, tri meseca 1 Sest meseci nakon pocetka simptoma
1/ili pozitivnog dijagnostickog testa. Prethodno naivni ispitanici vakcinisani bilo kojim od ova dva
tipa kombinacije tre¢e doze, u sve tri vremenske tacke pracenja, imali su statisticki znacajno vise
koncentracije RBD-IgG antitela nego kovid-19 ispitanici u analognoj tacki (Slika 4-31, A).
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Slika 4-31. Prikaz poredenja koncentracije RBD-IgG antitela, izrazene u BAU/mL, izmedu dva
pristupa tre¢oj dozi — homolognog (BNT162b2/BNT162b2) 1 heterolognog (BBIBP-
CorV/BNT162b2), sa kovid-19 grupom, kod predvakcinalno naivnih ispitanika (A) 1 ispitanika sa
SARS-CoV-2 infekcijom pre vakcinacije (B). Na stubicastim dijagramima oznacena je medijana sa
interkvartilnim rangom. P vrednosti dobijene su Kraskal-Volisovim testom, sa Danovim testom za
multipla poredenja. Isprekidanom linijjom oznacena je granica pozitivnosti testa (20,33 BAU/mL).
*4p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. Vremenske taCke: prva tacka - tri nedelje, druga tacka - tri
meseca, treca tacka - Sest meseci od datuma primanja tre¢e doze vakcine ili pocetka simptoma kovid-
19 (za tu grupu ispitanika).

Kada se isto poredenje sprovede i kod ispitanika sa prethodnom SARS-CoV-2 infekcijom,
dobija se slic¢an rezultat, odnosno statisticki znacajna razlika opet se uo¢ava izmedu svih vakcinisanih
ispitanika, kako homolognim tako 1 heterolognim pristupom, 1 kovid-19 grupe u dve tacke pra¢enja
(Slika 4-31, B).
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4.3.6. Procenat inhibicije neutraliSuéih antitela pre i posle trece doze vakcine

Vrednosti procenta inhibicije neutraliSu¢ih antitela poredene su u dostupnim vezanim
uzorcima pre i1 posle tre¢e doze kod selektovanog dela ispitanika koji su primili razlicite kombinacije
primarne serije i treCe doze vakcine, a imali su poslednji negativan nalaz ili veoma nisku
koncentraciju antitela specificnih za RBD-IgG (indeks antitela < 2) pre primanja tre¢e doze.

Tabela 4-34. Indeks RBD-specificnih IgG antitela 1 procenat inhibicije signala neutralisucih antitela
u vezanim uzorcima ispitanika nakon razli¢itih homolognih i heterolognih pristupa revakcinaciji.
Nalaz N-specifi¢nih antitela prikazan je za uzorke nakon tre¢e doze. Sve pozitivne vrednosti su
oznacene bold fontom.

RBD-IgG antitela NeutraliSuca antitela

o (indeks) (% inhibicije) N-IgG antitela
Ispitanik
Pre Posle Pre Posle (odnos)
trece trece trece trece
BNT162b2/BNT162b2
1 0,2 11,08 7,79 93,09 0,139
2 1.4 32,77 4,45 98,99 0,076
3 1,41 22,54 12,20 45,18 0,391
4 0,91 33,45 24,48 99,56 0,089
5 0,92 20,01 2,69 98,55 0,043
BBIBP-CorV/BBIBP-CorV
6 0,69 4,98 51,86 75,45 0,550
7 0,51 18,69 23,45 99,24 2,108
8 1,25 1,54 9,56 9,25 0,728
9 1,59 2,39 3,48 21,31 0,811
BBIBP-CorV/BNT162b2
10 0,2 34,33 7,43 99,36 0,241
11 0,63 43,04 28,18 99,36 0,077
12 0,38 39,13 10,13 99,36 0,072
13 0,21 43,25 12,84 99,36 0,116
14 0,19 42,95 12,14 99,44 0,042
15 0,51 39,52 24,43 99,38 0,425
16 0,8 32,52 51,91 98,54 0,268
17 0,21 33,79 15,34 99,52 0,102
18 0,21 41,88 14,1 99,52 0,255
19 0,03 33,62 11,83 98,49 0,051
BBIBP-CorV/Gam-COVID-Vac
20 1,55 32,02 16,07 95,73 0,056
Gam-COVID-Vac/BNT162b2
21 0,78 30,53 7,97 99,56 0,053
ChAdOx1/BNT162b2
22 0,89 30,90 3,26 97,97 0,881
ChAdOx1/mRNA-1273

23 1,08 34,26 2,91 99,56 0,109

Ref. vrednosti: RBD-IgG, pozitivno > 1 (indeks); N-IgG, pozitivno > 1,1, grani¢no 0,8-1 (odnos);
neutraliSuca antitela, pozitivno > 30% (procenat inhibicije).
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U Tabeli 4-34. uocava se veliki udeo negativnih uzoraka pre vakcinacije trecom dozom, usled
brze seronegativizacije ispitanika u pogledu nalaza RBD-specifi¢nih IgG antitela. Nakon trece doze
primetan je skok u indeksu RBD-IgG antitela za sve kombinacije zajedno (Man-Vitnijev test,
p<0,0001). Medutim, kada se kombinacije vakcina analiziraju pojedina¢no, za BBIBP-CorV/BBIBP-
CorV skok nivoa RBD-IgG antitela nakon tre¢e doze nije bio statisticki znacajan (p=0,125). Takode,
znaajan skok u procentu inhibicije neutralizacije primecen je prilikom analize svih pristupa
revakcinaciji (p<0,0001), ali analizirano pojedinacno razlika nije postojala u BNT162b2/BNT162b2
podgrupi, iako veoma blizu granice znacajnosti (p=0,06), niti u BBIBP-CorV/BBIBP-CorV podgrupi
(p=0,25). Jedino je heterologni pristup BBIBP-CorV/BNT162b2 pokazao statisticki znacajan skok
NAb nakon tre¢e doze vakcine (p=0,002).

Osim toga, jedino su se u BBIBP-CorV/BBIBP-CorV podgrupi nalazili ispitanici sa
negativnim nalazom neutraliSuc¢ih antitela nakon tre¢e doze vakcine (2/4 analizirana). Svakako, visi
nivoi antitela, ali i procenti inhibicije primeceni su kod heterolognih pristupa (Tabela 4-34). Kod dva
ispitanika sa negativnim nalazima RBD-IgG pred tre¢u dozu, ipak su bila detektovana neutraliSuca
antitela, ali neSto blago iznad granice (ispitanici pod rednim brojem 6 i 16, Tabela 4-34). Kod
ispitanika pod rednim brojem 22 u Tabeli 4-34, detektovan je 1 grani¢no pozitivan nalaz N-IgG
antitela nakon trece doze vakcine, koji nije ocekivan u ovoj kombinaciji, ukazuju¢i na potencijalnu
izloZenost 1/ili asimptomatsku infekciju u periodu izmedu dve kontrole.

4.3.7. Infekcije nakon vakcinacije: SARS-CoV-2 infekcija nakon trece doze vakcine

Nakon tre¢e doze vakcine, u okviru ove studije, prijavljeno je ukupno ¢ak 31 nova SARS-
CoV-2 infekcija (24,03%, 31/129), potvrdena dijagnosti¢kim testom (PCR 1/ili brzi antigenski test)
(Tabela 4-35). Od toga su cetiri infekcije bile u BBIBP-CorV/BBIBP-CorV podgrupi (potvrdene
brzim Ag testom), pet u BBIBP-CorV/BNT162b2 podgrupi (jedna potvrdena PCR-om, ostale Cetiri
brzim Ag testom), 21 u BNT162b2/BNT162b2 podgrupi (sve potvrdene brzim Ag testom) i jedna u
ChAdOx1/mRNA-1273 podgrupi (potvrdena PCR-om).

Tabela 4-35. Prikaz ucestalosti SARS-CoV-2 infekcije nakon tre¢e doze vakcine, ras¢lanjenih na
razli¢ite podgrupe u zavisnosti od primljene kombinacije vakcina.

Nivo

Pozitivan  Pozitivan Postojanje
* -
Kombinacija vakcina n({)l/:l) dg test nalaz N-IgG ;\L tiltig simptoma
(1) 0 0
WN %) N el N ()
BBIBP-CorV/BBIBP- 413 4/4 4/4 533 4/4
CorV (30,76)  (100) (100)  (5,17-6,09)  (100)
3158 2131 1721 2,40 20/21
BNTI6262/BNTIO262 53 45)  (64.52)  (80.95)%  (1,85329)  (9523)
9/41 5/9 5/5 5,86 5/5
BBIBP-CorV/BNTI6262 ) 95)  (s555)  (100)  (4.51-587)  (100)
ChAdOx1/ BNT162b2 (112/85) 0/1 11 1,28 0/1
ChAdOx1/ mRNA-1273 11 11 1/1 3,13 11

Nivo N-specificnih IgG antitela prikazan je kao medijana i interkvartilni opseg.*Ukupan broj
ispitanika sa SARS-CoV-2 infekcijom nakon trece doze (potvrdenom i dijagnostickim testovima i N-
IgG testom), kroz ukupni broj ispitanika podgrupe odredene kombinacije. ** Jedan ispitanik imao je
grani¢nu vrednost N-IgG antitela (0,87). Ova vrednost nije uracunata u prikaz nivoa N-IgG antitela
u susednoj koloni. N-IgG, pozitivno > 1,1, grani¢no 0,8-1 (odnos).
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Izuzev potvrdenih sluCajeva (n=31), u jo§ 11 slucajeva detektovan je simptomatski ili
asimptomatski porast nivoa RBD-specifi¢nih antitela, kod kojih je naknadno dokazano i prisustvo N-
specifi¢nih IgG antitela (Tabela 4-36). Cetiri ispitanika pripadala su BBIBP-CorV/BNT162b2
podgrupi, od kojih je troje imalo asimptomatsku infekciju, a jedan ispitanik simptomatsku; sedam
ispitanika pripadalo je BNT162b2/BNT162b2 podgrupi, od kojih su dva ispitanika imala
asimptomatsku infekciju, a u pet slucajeva nije raden dijagnosticki test, ali je anamnesticki notirana
simptomatska infekcija; 1 u jednom slucaju u okviru ChAdOx1/BNT162b2 podgrupe doslo je do
asimptomatske infekcije.

Uzevsi u obzir da su ispitanici ¢ije su infekcije potvrdene isklju¢ivo N-IgG testom u okviru
BBIBP-CorV/BNT162b2 podgrupe primarno vakcinisani BBIBP-CorV vakcinom, koja sadrzi ¢itav
virion 1 moze dovesti do pojave N-IgG antitela nevezano za infekciju, ovim ispitanicima je poreden
nivo N-IgG antitela odmah nakon tre¢e doze vakcine, sa uzorkom u kom je detektovan porast RBD-
IgG. Kod dva ispitanika, nalaz N-IgG antitela bio je negativan tri nedelje nakon trec¢e doze (0,047 i
0,202), dok je u uzorku sa porastom RBD-IgG antitela, detektovano i prisustvo N-IgG antitela (2,50
16,03, respektivno). Kod druga dva ispitanika, u uzorcima tri nedelje nakon tre¢e doze detektovana
su N-IgG antitela (1,71 1 2,21), ali je nivo ovih antitela znatno porastao u uzorcima sa porastom i
RBD-IgG antitela (3,97 1 5,88), indirektno potvrdujuéi postojanje infekcije SARS-CoV-2.

Tabela 4-36. Prikaz ucestalosti SARS-CoV-2 infekcije nakon tre¢e doze vakcine, potvrdene
prisustvom N-IgG antitela, ras¢lanjenih na razli¢ite podgrupe u zavisnosti od primljene kombinacije
vakcina.

Ispitanici kod Nivo Prisustvo
Kombinacija vakcina k.OJ 1 e Rl N- I 8G s.1mpt0g1a
je negativan test antitela infekcije
n/N (%) (odnos) n/N (%)
10 2,04 4/10
BNT162b2/ BNT162b2 (32.22%)%* (1.31-3.30) (40,00)
4/9 4,92 1/4
BBIBP-CorV/BNT162b2 (44 44%) (2.87-5.99) (25.00)
ChAdOx1/ BNT162b2 1 1,28 0/1

Nivo N-specificnih IgG antitela prikazan je kao medijana i interkvartilni opseg.*Ukupan broj
ispitanika sa nepotvrdenom SARS-CoV-2 infekcijom nakon vakcine, kroz ukupni broj infekcija
nakon vakcinacija podgrupe odredene kombinacije. ** Tri ispitanika imala su grani¢nu vrednost N-
IgG antitela (0,87;0,83 1 0,92). Ove vrednosti nisu uraunate u prikaz nivoa N-IgG antitela u susednoj
koloni. N-IgG, pozitivno > 1,1, grani¢no 0,8-1 (odnos).

U tri dodatna slu€aja u okviru BNT162b2/BNT162b2 podgrupe detektovana je grani¢na
vrednost N-IgG antitela (Tabela 4-36), uz postojanje kovid-19 simptoma i zna¢ajnog skoka nivoa
RBD-IgG antitela kod dva ispitanika, i isklju¢ivo asimptomatskog porasta nivoa RBD-IgG antitela u
treCem slucaju —sa 194,56 BAU/mL na 821,33 BAU/mL i uz poznat blizak rizican kontakt, §to dovodi
do ukupne incidencije od 35,66% (46/129).

Kovid-19 u grupi ispitanika vakcinisanih tre€com dozom najcesce je dijagnostikovan krajem
2021. ili u prva tri meseca 2022. godine, $to se poklapalo sa povecanom detekcijom Delta i Omikron
sojeva u Srbiji. Takode, od 46 ispitanika sa novom infekcijom nakon tre¢e doze vakcine, osam
ispitanika je imalo reinfekciju, uzevsi u obzir da su ve¢ prelezali kovid-19 u prethodnom periodu
(8/46; 17,39%). Od toga, jedna reinfekcija registrovana je u okviru BBIBP-CorV/BBIBP-CorV, dve
u BBIBP-CorV/BNT16b2 1 pet u BNT162b2/BNT162b2 podgrupi. Kada se u obzir uzmu isklju¢ivo
infekcije kod kojih je bio poznat tacan datum pocetka simptoma, najveci broj infekcija registrovan je
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izmedu druge 1 tre¢e tacke pracenja, odnosno izmedu tri 1 Sest meseci nakon trece doze (27/34;
79,41%), dok je samo cetiri infekcija prijavljeno izmedu prve i druge tacke, a jos tri nakon isteka Sest
meseci posle trece doze.

Ucestalost infekcije u zavisnosti od primarne serije vakcine i tipa tree doze prikazana je u
Tabeli 4-35. Uocava se najvisa incidencija u okviru homologne BNT162b2/BNT162b2 podgrupe, a
kada se porede dve najveée podgrupe dobija se statisticki znaCajno viSa incidencija u okviru
BNT162b2/BNT162b2 u odnosu na heterolognu BBIBP-CorV/BNT162b2 kombinaciju (FiSerov test,
p=0,002).

4.3.7.1. Simptomi kod ispitanika sa SARS-CoV-2 infekcijom nakon treée doze

Najcesce prijavljeni simptomi SARS-CoV-2 infekcije nakon tre¢e doze vakcine bili su
poviSena telesna temperatura (29/46, 64,04%), malaksalost (27/46, 58,69%) 1 kaSalj (23/46, 50,00%).
U Tabeli 4-37. nalaze se ucestalosti simptoma u zavisnosti od tri razliite kombinacije: BBIBP-
CorV/BBIBP-CorV, BNT1626b2/BNT162b2 i BBIBP-CorV/BNT162b2. Poredenjem ucestalosti
izmedu ovih vakcinalnih kombinacija nije nadena statisticki znacajna razlika. Moze se uociti da je
osim ve¢ nabrojanih najces¢ih reakcija, u BNT162b2/BNT162b2 homolognoj podgrupi vakcinisanih
nesto ucestalija bila i rinoreja. Nijedan ispitanik sa infekcijom nakon tre¢e doze nije imao
dijagnostikovanu  pneumoniju ili  hospitalizaciju. Kod jedne ispitanice (vakcinisane
BNT162b2/BNT162b2 kombinacijom) postojao je pojatan obostran disajni Sum na pluc¢ima,
medutim nije potvrdena pneumonija radioloski. Zastupljenost asimptomatske infekcije u
BNT162b2/BNT162b2 podgrupi iznosila je 19,35% (6/31), a u BBIBP-CorV/BNT162b2 podgrupi
33,33% (3/9). Jedina ispitanica ChAdOx1/BNT162b2 podgrupe sa infekcijom nakon tre¢e doze imala
je takode asimptomatsku infekciju, potvrdenu pozitivnim nalazom N-IgG antitelima.

Tabela 4-37. Prikaz rasprostranjenosti simptoma kovid-19 kod ispitanika sa SARS-CoV-2 infekcijom
nakon tre¢e doze vakcine.

BBIBP-CorV/ BNT162b2/ BBIBP-CorV/
BBIBP-CorV BNT162b2 BNT162b2
n/N (%) n/N (%) n/N (%)

PoviSena telesna temperatura 3/4 (75,00) 21/30 (70,00) 5/9 (55,55)
Nosna kongestija i rinoreja 0 17/30 (56,67) 2/9 (22,22)
Bol u grlu 0 7/30 (23,33) 1/9 (11,11)
Gastrointestinalne tegobe 0 3/30 (10,00) 1/9 (11,11)
Gubitak cula ukusa i mirisa 1/4 (25,00) 5/30 (16,67) 1/9 (11,11)
Malaksalost 2/4 (50,00) 18/30 (60,00) 5/9 (55,55)
Mijalgija 2/4 (50,00) 8/30 (26,67) 0
Kasalj 1/4 (25,00) 16/30 (53,33) 4/9 (44,44)
Pneumonija 0 0 0
Hospitalizacija 0 0 0

n - broj ispitanika sa simptomima; N - ukupan broj ispitanika inficiranih nakon date kombinacije
vakcina.
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4.3.7.2. Poredenje RBD-specificnih IgG i neutraliSuéih antitela pre i posle infekcije nakon trece
doze

RBD-specificna IgG antitela pre i posle infekcije u BNT162b2/BNT162b2 i BBIBP-
CorV/BNT162b2 podgrupama, kod prethodno naivnih ispitanika, bila su statisticki znacajno visih
koncentracija nakon infekcije (Slika 4-32). Medijana antitela pre infekcije u homolognoj BNT162b2
podgrupi iznosila je u vezanim uzorcima 550,13 (290,42-775,80), a posle infekcije 917,49 (830,69-
975,13) BAU/mL (Vilkoksonov test, p<0,0001), dok je u heterolognoj BBIBP-CorV-BNT162b2
podgrupi iznosila 762,58 (686,95-779,05) pre i 918,92 (890,66-968,93) BAU/mL posle infekcije
(Vilkoksonov test, p=0,012). Vremenski razmak izmedu poslednje kontrole i kontrole nakon
infekcije, izrazen u danima kao aritmeticka sredina 1 standardna devijacija, iznosio je 115,43 = 23,44
za heterolognu podgrupu i 104,04 + 48,79 za homolognu podgrupu.

BBIBP-CorV/BNT162b2 BNT162b2/BNT162b2
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Slika 4-32. Graficki prikaz uporednih vrednosti RBD-specifi¢nih IgG antitela odredenih u BBIBP-
CorV/BNT162b2 1 BNT162b2/BNT162b2 podgrupama, u prvom dostupnom uzorku pre i posle
infekcije nakon trece doze vakcine. Isprekidanom linijjom oznacena je granica pozitivnosti testa od
20,33 BAU/mL. *p<0,05; ****p<0,0001.

Za deo predvakcinalno naivnih ispitanika ove dve podgrupe tre¢e doze raden je 1 komparativni
surogat test za detekciju neutraliSuc¢ih antitela. Rezultati su prikazani u vidu procenta inhibicije u
Tabeli 4-38. zajedno sa RBD-IgG antitelima za ispitanike obe podgrupe pre i posle SARS-CoV-2
infekcije. Bez obzira na znac¢ajan porast u koncentraciji RBD-IgG antitela (t-test vezanih uzoraka,
PBNT16262/BNT16262<0,0001, pBBIBP-Corv/BNT16202=0,005), porast procenta inhibicije nije bio statisticki
znacajan (Vilkoksonov test, penTi6202/BNT16202=0,359, pBBIBP-Corv/BNTI6202 =0,625), kako je vec bio na
visokom nivou tokom prethodne kontrole.
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Tabela 4-38. Prikaz nalaza RBD-IgG antitela 1 neutraliSu¢ih antitela, za deo ispitanika
BNT162b2/BNT162b2 i BBIBP-CorV/BNT162b2 podgrupa, pre i posle infekcije nakon trec¢e doze
vakcine.

RBD-IgG antitela Ne:gigf;lca

lspitanik ____ o0/ mL) (% inhibicije)
Pre Posle Pre Posle

infekcije  infekcije infekcije infekcije
BNT162b2/BNT162b2
1 334,63 987,43 98,42 99,38
2 310,03 806,69 98,69 99,11
3 173,62 905,70 98,14 84,39
4 261,04 776,40 99,04 99,45
5 435,27 952,26 99,11 99,04
6 453,56 987,02 99,11 99,45
7 270,80 700,37 99,24 99,52
BBIBP-CorV/BNT162b2

1 535,70 878,66 96,01 91,68
2 779,05 896,55 99,59 99,59
3 762,58 890,66 99,59 99,52
4 896,76 968,93 99,38 99,59
5 702,60 949 .41 99,52 99,52
6 686,95 918,92 99,52 99,38

Ref. vrednosti: RBD-IgG, pozitivno > 1 (indeks); neutraliSuéa antitela, pozitivno > 30% (procenat
inhibicije).

4.3.8. N-specificna IgG antitela posle treée doze i nakon postvakcinalne SARS-CoV-2 infekcije

Infekcija nakon tree doze vakcine kod ispitanika bez simptoma ili sa simptomima ali
nepotvrdena dijagnosti¢kim testom, u okviru ove studije bila je potvrdena prisutnim pozitivnim N-
specificnim IgG antitelima. Ocekivano je da se nakon tre¢e doze RNK vakcine, u ovom slucaju
BNT162b2, ne detektuju N-IgG antitela u uzorcima, osim ukoliko nije doslo do skorijeg kontakta sa
SARS-CoV-2 virusom. Takode, kod ispitanika koji su kao primarnu seriju primili BBIBP-CorV
vakcinu, bilo je ocekivano da su predasnja N-specificna antitela, ukoliko su bila prisutna, do trenutka
infekcije nakon primljene heterologne tre¢e doze pala ispod nivoa detekcije, posebno kod prethodno
naivnih ispitanika (videti odeljak 4.3.7.).

U okviru BBIBP-CorV/BNT162b2 svi ispitanici sa infekcijom nakon tre¢e doze imali su
detektabilna N-specificna IgG antitela — medijana 5,86 (3,65-5,88). Korelacija izmedu nivoa N-
specifi¢nih IgG antitela 1 RBD-specifi¢nih IgG antitela u ovoj podgrupi nije bila statisticki znacajna
(Spirmanov test, p=0,83). Medutim, u okviru BNT162b2/BNT162b2 podgrupe ispitanika sa
infekcijom nakon tre¢e doze, nalaz N-IgG antitela nije bio pozitivan kod svih ispitanika. Kod pet
ispitanika (23,81%, 5/21), sa pozitivnim dijagnosti¢kim testom i prisutnim kovid-19 simptomima,
nisu detektovana N-IgG antitela — 0,39 (0,19-0,72). Svi ispitanici sa negativnim nalazom retestirani
su u duplikatu drugom serijom istog testa, ali su rezultati ponovo bili negativni. Jedan ispitanik je
testiran 93. dana od pozitivnog dijagnostickog testa, Sto moze uticati na negativan rezultat N-IgG
antitela, dok su ostali ispitanici dosli u periodu izmedu 19. 1 30. dana nakon pocetka simptoma. Od
tih ispitanika, jedna ispitanica je primala terapiju monoklonskim antitelima, Sto takode moZe objasniti
nalaz negativnih N-IgG antitela. Ova ispitanica je nakon toga imala ponovnu reinfekciju osam meseci
kasnije, kada nije primala monoklonsku terapiju — a u tom uzorku jeste detektovan nisko pozitivan
nalaz N-IgG antitela (1,27). Za jo$ dva ispitanika detektovan je novi porast u koncentraciji RBD-IgG
antitela, do tri meseca nakon kontrole posle pozitivnog dijagnostickog testa (i inicijalno negativnih
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N-IgG rezultata). U prvom slucaju porast je iznosio 54,69 BAU/mL, kada je doslo do novog rizicnog
kontakta, a tada su N-specifi¢na IgG antitela bila grani¢na — 0,94. U drugom slucaju porast je iznosio
16,87 BAU/mL, posle nesto manje od dva meseca od kontrole, ali je nalaz N-IgG antitela bio ponovo
negativan (0,48). Osim negativnih ispitanika, u ovoj podgrupi bilo je i ve¢ pomenutih testova sa
grani¢nom vrednoscu (opisanih u okviru 4.3.7. odeljka), a uz njih jos jedan ispitanik imao je grani¢nu
vrednost N-IgG antitela, 34. dana, uz pozitivan dijagnosticki test.

Ispitanici BNT162b2/BNT162b2 podgrupe sa pozitivnim N-specificnim IgG antitelima imali
su detektovane nivoe u iznosu od 2,17 (1,62-3,01). Ova vrednost bila je statisticki znacajno niza od
vrednosti za BBIBP-CorV/BNT162b2 podgrupu (Man-Vitnijev test, p<0,0001). Korelacija svih
rezultata N-IgG antitela i RBD-IgG antitela nije bila ni u BNT162b2//BNT162b2 podgrupi statistic¢ki
znacajna, ali je bila blizu granice znacajnosti (Spirmanov test, p=0,054).
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Pandemija kovid-19 nije samo predstavljala Sirom sveta rasprostranjenu zdravstvenu krizu i
jednu od najvecih pandemija novijeg doba, ve¢ i prelomni trenutak koji je promenio nac¢in na koji
shvatamo zdravlje, drustvo 1 naSe medusobne odnose. Nakon ¢itave tri godine, od marta 2020. do
maja 2023. godine, 1 konstantne neizvesnosti od novih talasa pandemije, SZO je zvani¢no objavila da
kovid-19 viSe ne ispunjava kriterijume za svrstavanje u javnozdravstvenu vanrednu situaciju od
medunarodnog znacaja (eng. Public Health Emergency of International Concern, PHEIC). Do aprila
2024. godine, prijavljeno je 705 miliona infekcija 1 neSto viSe od sedam miliona smrtnih slucajeva
pripisanih kovid-19, $to &ini ovu pandemiju petu po redu po smrtnosti u istoriji.*” Izuzetni napori
uloZeni su od samog pocetka u istrazivanja najefikasnijih metoda prevencije SARS-CoV-2, kako bi
se teski oblici kovid-19 sprecili 1 dalje Sirenje ovog virusa u populaciji onemogucilo. Udruzen rad
strucnjaka iz razli¢itih oblasti medicine 1 biotehnologije rezultirao je razvojem novih kovid-19
vakcina ve¢ krajem prve godine pandemije. U Srbiji je Nacionalni stru¢ni komitet za imunizaciju
(eng. National Immunization Technical Advisory Group, NITAG) 27. novembra 2020. godine dao
preporuku Ministarstvu zdravlja o vakcinaciji prioritetnih grupa stanovniStva protiv kovid-19, u
skladu sa najaktuelnijim istrazivanjima, koriste¢i tri faze implementacije, pocevsi od vakcinacije
zaposlenih u zdravstvenim ustanovama.[''2l Od januara 2021. godine vakcinacija je postala dostupna
1 opStoj populaciji, i to primenom slede¢ih vakcina: inaktivisanom BBIBP-CorV, zatim vektorskim
Gam-COVID-Vac 1 ChAdOxl1, kao i1 vakcinama razvijenim na novoj platformi baziranoj na
informacionoj RNK i to prevashodno BNT162b2, a nesto kasnije tokom pandemije i mRNA-1273.157]
Neocekivana brzina Sirenja SARS-CoV-2 ukazala je na vaznost postizanja adekvatnog humoralnog
imunskog odgovora nakon vakcinacije radi smanjenja transmisije virusa u populaciji, ali i zaStite od
teSkih oblika bolesti. Srbija je jedna od retkih drzava koje su tako rano tokom pandemije uvele
vakcinaciju razli¢itim vakcinama, a upravo je ovakvo okruzenje stvorilo prilike za sprovodenje
ispitivanja imunogenosti razli¢itih vakcinalnih platformi u okviru iste populacije.
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Razumevanje kovid-19 pocevsi od epidemiologije i patogeneze, preko dugotrajnih posledica
infekcije, ali i primene odgovarajuce prevencije i razumevanja zastitnog potencijala vakcina, pocinje
pre svega istrazivanjem imunskog odgovora. Rasvetljavanjem razli¢itih aspekata imunskog odgovora
kako na sam infektivni agens, tako i na vakcinaciju, mozemo oformiti adekvatnu strategiju protiv
pretecih koronavirusnih bolesti u buducnosti, uzevsi u obzir ubikvitarnost koronavirusa, njihov veliki
zoonotski potencijal i sposobnost preskakanja vrste. Stoga, SZO i dalje ukljucuje kovid-19 na listu
prioritetnih bolesti za istrazivanja i razvoj u vezi agensa, dijagnostike, leCenja i1 prevencije,
ohrabruju¢i istrazivatke napore u okviru ove oblasti.!!3] Medutim, praéenje i poredenje humoralnog
imunskog odgovora nakon kovid-19 i nakon vakcinacije otezano je usled postojece diskrepance u
literaturi koja potice od razliite metodologije, odnosno specifi¢nosti i senzitivnosti seroloskih
testova, kao 1 tipa upotrebljenog antigena u tim testovima (kako komercijalno dostupnim, tako 1
testovima razvijenim u pojedinacnim laboratorijama, tzv. in-house metodama), zatim od broja
ispitanika, incidencije infekcija nakon vakcinacije u ispitivanoj populaciji, prisutnosti razlicitih
varijanti od interesa u odredenom geografskom regionu, ali i od same vakcinalne platforme koja je
primenjena i dostupna ispitivanoj populaciji. Ovakve razlike izmedu studija 1 rezultata mogle bi biti
prevazidene poredenjem sa kontrolnim serumima rekonvalescenata i dugotrajnim pracenjem
razli¢itih vakcina, u okviru jedne studije.''*! U istraZivanju predstavljenom u ovoj doktorskoj
disertaciji, primena istih, komercijalno dostupnih i validiranih testova u okviru iste populacije, na
istom geografskom podrucju, tokom razli¢itih faza pandemije 1 prilikom uvodenja razlicitih
vakcinalnih platformi, doprinosi jednostavnijem poredenju i ispitivanju imunskog odgovora i
unapreduje metodoloSku konzistentnost 1 validnost ekstrapolacije rezultata ispitivanja nakon
infekcije, vakcinacije, ali 1 hibridnog imuniteta.

Rezultati brojnih istrazivanja na poc¢etku pandemije ukazali su na znac¢aj i humoralne i ¢elijske
imunosti u uspesnoj odbrani i ograni¢avanju infekcije.*?! Iako se nakon infekcije imunski odgovor
razvija i na strukturne i na nestrukturne proteine SARS-CoV-2, najveci broj T-Celija usmereno je na
S protein, a gotovo 90% neutraliSucih antitela rekonvalescenata specifi¢no je za RBD S1 podjedinice,
usled ¢ega se smatra da upravo ova antitela imaju kljuénu ulogu u odbrani od infekcije.[*>** Primarni
testovi za detekciju humoralnog imunskog odgovora u okviru istraZivanja predstavljenog ovom
disertacijom, bazirani su na detekciji antitela usmerenih upravo na RBD S protein (VIDAS
Biomerieux SARS-CoV-2 IgG II i SARS-CoV-2 IgM test). U pitanju su potpuno automatizovani
testovi, sa CE (fra. Conformité Européene) oznakom — koja oznacava da je test proizveden u skladu
sa svim evropskim regulativama. Ovi testovi su takode, tokom trajanja pandemije, bili odobreni od
strane FDA, pod ovlaséenjem za EUA upotrebu.l!'>!"%l U studiji Renarda i saradnika, gde su
ispitivane perfomanse VIDAS testova, pokazano je da ih odlikuje izuzetno visoka preciznost.!!!”!
Reaktivnost sa drugim humanim koronavirusima bila je veoma niska za oba testa, tacnije od 18
testiranih uzoraka ispitanika sa istorijom infekcija izazvanih raznim humanim koronavirusima, samo
jedan uzorak seruma HCoV-NL63 pozitivnog ispitanika bio je IgM pozitivan u VIDAS testu.!!!”]
Specifi¢nost IgG testa iznosila je gotovo 100% (>99%), zbog cega su Renard i saradnici smatrali ovaj
test pogodnim za epidemiolos$ki nadzor. Pozitivan procenat slaganja (eng. positive percent agreement,
PPA) iznosio je 100% za uzorke uzete od 16. do 23. dana nakon pocetka simptoma za IgM test,
odnosno 100% za uzorke uzete nakon 32. dana za IgG test.l''” To je u skladu sa uzorkovanjem u
okviru istrazivanja predstavljenog ovom disertacijom, uzevsi u obzir da su prve kontrole nakon
infekcije, ali 1 primanja vakcine, bile sprovedene upravo u okviru kada su PPA vrednosti najviSe.
Senzitivnost 1 specificnost VIDAS testova variraju u literaturi u zavisnosti od studije, pa je tako
odredivana senzitivnost od 73,9%, 88,3%, 98,9% i 100%, a specifi¢nost od 97,1%, 98,4% i 100%.!11%-
1211 Medutim, VIDAS testovi su se pokazali kao odliéni za detekciju potencijalnih neutraliguéih
antitela, odnosno pokazali su odli¢nu korelaciju rezultata sa nivoima NAb.['?%!22] Stavige, u studiji
Younes 1 saradnika rezultati VIDAS testova su pokazali odli¢nu korelaciju i sa rezultatima sVNT
GenScript testa, kori§éenog i u ovom istrazivanju.['>Y) Ovakvi nalazi potvrdeni su i u studiji Bubonja-
Sonje i autora, gde je takode najsnaznija korelacija nadena upravo izmedu ova dva testa, §to nije
iznenadujuée uzevsi u obzir da i GenScript test detektuje NAb specifi¢na za RBD.!'2!] Autori Bal i
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saradnici, na osnovu rezultata studije sprovedene na zdravstvenim radnicima, opservirali su da je
medijana indeksa RBD-IgG antitela dobijena VIDAS testom za titar NAb preko 80, odreden PRNT
testom, iznosila 15,4 (9,7-22,7), dok su vrednosti indeksa ispod 1,8 (3,3-9,2) korelirale sa negativnim
NAb.!3] Kada se ovi indeksi pomnoze faktorom konverzije, adekvatna BAU/mL vrednost donje
granice iznosila bi 36,59, a gornje 313,08 BAU/mL,

Tokom infekcije SARS-CoV-2, kao §to je ve¢ pomenuto, pokre¢e se humoralni imunski
odgovor pre svega specifican za strukturne proteine virusa. Primarni antigeni koji se ispituju prilikom
istrazivanja serokonverzije jesu S i N proteini, a vrednosti antitela specifi¢nih za ova dva antigena
koreliraju sa po¢etkom infekcije.[*?! U sistematskom pregledu literature Post i saradnika, koji je
obuhvatio 150 radova iz prve godine pandemije, nezavisno od antigena koriS¢enog u testu, podaci
ukazuju na serokonverziju IgM antitela u prvih 4-14 dana, a za IgG antitela 12-15 dana nakon pocetka
simptoma, sa vec¢inskim brojem studija u kojima su IgM antitela detektovana pre IgG antitela.!!?*!
Medutim, postoje i podaci o simultanoj detekciji ovih antitela na samom pocetku bolesti, pa ¢ak i
detekcije IgG antitela pre IgM antitela.[*>!>4l Kriva dinamike IgG antitela u istom radu Posta i
saradnika ukazala je na pojavu skoka nivoa tri do sedam nedelja nakon pojave simptoma, zatim stanje
platoa i pad nivoa dva meseca nakon pocetka simptoma, sa odrzavanjem niskih nivoa tokom perioda
praéenja od 12 nedelja.['>* Kriva dinamike IgM antitela ukazivala je na skok nivoa dve to pet nedelja
nakon pojave simptoma, a zatim pad nakon tree do osme nedelje od pocetka simptoma, dok je u
najvecem broju slucajeva nivo IgM antitela padao ispod nivoa detekcije Sest nedelja nakon pocetka
bolesti. 'Y NAb detektovana su izmedu sedam i 15 dana nakon podetka bolesti, dostizuéi svoj
vrhunac u prvom mesecu nakon pocetka simptoma, a potom opadajuci tokom perioda od Sest
nedelja.'®* Studija objavljena nesto kasnije u toku pandemije, prikazala je odrzavanje antitela i do
20 meseci nakon primarne infekcije.!'! Koncentracije svih izotipova antitela koreliraju sa tezinom
klinicke slike, pa se tako najnizi nivoi antitela sre¢u kod ispitanika sa asimptomatskom ili blagom
infekcijom '] Studije ispitivanja dugotrajnosti humoralnog imunskog odgovora nakon kovid-19
Cesto su vrlo heterogene, kao $to je ve¢ navedeno, medutim, ono $to je kao opsti zakljucak proizaslo
iz ovih studija, jeste da antitela usmerena na N protein znatno brze padaju ispod nivoa detekcije, u
odnosu na RBD-specifi¢na antitela, koja mogu perzistirati i do godinu dana.!%!

U istraZivanje predstavljeno ovom disertacijom ukljuceno je 196 ispitanika u okviru grupe
nevakcinisanih ispitanika nakon SARS-CoV-2 infekcije, tj. kovid-19 grupe. Ovi ispitanici bili su
podeljeni u tri grupe u zavisnosti od potvrde infekcije dijagnostickim testom — pa tako u Podgrupu 1
spadaju dijagnosticki potvrdeni ispitanici (PCR 1ili brzi Ag test) (n=106), u Podgrupu 2 ispitanici koji
nisu imali potvrdni test ali su imali pozitivan nalaz RBD-specificna antitela u ovom istrazivanju
(n=72) 1 u Podgrupu 3 seronegativni ispitanici, koji su imali pozitivan PCR, Ag test ili ELISA test u
drugoj laboratoriji, neposredno nakon simptoma (n=16). Demografski podaci ove tri podgrupe se nisu
statisticki znacajno razlikovali (Tabela 4-1). Vecina de novo slucajeva u kovid-19 grupi zabelezena je
pocetkom pandemije (87,24%), 2020. godine, dok je ostatak infekcija registrovan 2021. godine (Slika
4-2). U Srbiji je tokom pandemije evidentirano osam kovid-19 talasa: u aprilu 1 julu 2020. godine,
zatim od sredine oktobra do januara 2021. godine, od januara do juna, od druge polovine jula do
decembra, dok je Sesti talas, najveci po broju registrovanih slu¢ajeva, trajao od januara do aprila 2022.
godine.['?! Od juna do novembra 2022. registrovan je sedmi, a od kraja 2022. do sredine januara
2023. osmi kovid-19 talas.!'?%! Novkovié i saradnici ispitivali su sekvence genoma vise od 2000 izolata
SARS-CoV-2 u Srbiji, tokom trajanja svih osam talasa. Njihovi rezultati ukazali su na prisustvo Alfa
varijante (B.1.1.7) od decembra 2020. do avgusta 2021. sa dominantnos¢u od gotovo 100% u aprilu
2021. godine. Prvi slucaj Delta varijante detektovan je u junu 2021. godine, a ve¢ je u julu dostigao
gotovo 93% ucestalosti, a u septembru, oktobru i novembru maksimum od 100%, do pojave Omikron
varijante u decembru i njene apsolutne predominacije u januaru 2022. godine.!'?®! Takode, Miljanovi¢
1 saradnici ukazali su na to da su i u periodu od juna do oktobra 2020. godine u Srbiji, SARS-CoV-2
izolati najéesée bili klasifikovani kao Alfa (B.1.1.70) i B.1.1.1 varijanta.l'?’l Na osnovu toga moZzemo
pretpostaviti, s obzirom na to da u okviru istraZivanja predstavljenog ovom disertacijom nije radena
izolacija virusa, da je vecina infekcija prvog i1 drugog talasa u Srbiji, a samim tim 1 slucajeva
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ukljucenih u kovid-19 grupu, upravo bila vezana za prisustvo B.1.1.1 i Alfa varijante. Podaci o
prisustvu Delta i Omikron varijante, poklapaju se sa podacima o reinfekcijama i infekcijama nakon
vakcinacije u okviru ove studije, koje ¢e u nastavku ove diskusije biti detaljnije obradene, u
odgovaraju¢im pasusima.

Tokom pracenja u okviru kovid-19 grupe ovog istrazivanja, u Sest vremenskih tacaka, uocen
je blagi porast koncentracije RBD-IgG antitela do Sest nedelja nakon pocetka bolesti, kada je
medijana koncentracije iznosila 148,41 BAU/mL, $to se uklapa u podatke iz literature, uzevsi u obzir
da je prethodno navedeni skok antitela opisan od tre¢e do sedme nedelje nakon pocetka bolesti.l!*#!
Na sukcesivnim kontrolama u ovoj studiji uocen je dalji postepen pad u koncentraciji (Tabela 4-3).
StatistiCki znacajna razlika postojala je u prvim tackama pracenja, u dostupnim vezanim uzorcima,
$to ukazuje na znacajan pad tokom vremena, medutim, izmedu pete i Seste tacke razlika nije bila
statisticki znacajna, predstavljajuci potencijalni plato niskih koncentracija koji se odrzava od devet
meseci do godinu dana nakon infekcije (Slika 4-3). Ovi nalazi su u skladu sa prethodno navedenim
studijama koje potvrduju odrzavanje nivoa antitela nakon infekcije do godinu dana, pa i vige.[1%12]
LMM model takode je ukazao na znacajan pad nivoa antitela tokom perioda pra¢enja. U ovde
predstavljenom istrazivanju u okviru Podgrupe 1 i Podgrupe 2 kod Sest ispitanika (3,33% ) doslo je
do seronegativizacije RBD-IgG antitela tokom perioda pracenja od 12 meseci (Tabela 4-4), a
medijana vremena od pocetka bolesti do seronegativizacije iznosila je 145,5 dana. 1z vezanih uzoraka
pre i posle negativizacije nalaza RBD-IgG antitela, moze se uociti da su svi ispitanici na prethodnoj
kontroli ve¢ imali nalaz veoma niskog indeksa RBD-IgG antitela i to u vecini sluc¢ajeva ispod indeksa
od 1,8, koji je u studiji Bal i saradnika korelirao sa negativnim NAb, $to se ispostavilo i za istrazivanje
predstavljeno ovom disertacijom.!?*! Prisustvo N-IgG antitela, ali i niskih nivoa RBD-IgG antitela,
nisu bili povezani sa prisustvom neutraliSucih antitela (Tabela 4-4). Svi ispitanici imali su blagu
klini¢ku sliku kovid-19, a dva slucaja (2/6) bila su asimptomatska, dok je medijana nivoa antitela
ovih ispitanika pri prvom ukljucenju u studiju bila niska i iznosila 33,03 BAU/mL. Kubale i saradnici
objavili su 6% detektovanih sluajeva ,seroreverzije“ odnosno seronegativizacije prethodno
pozitivnog nalaza, tokom praéenja S-specifi¢nog IgG odgovora.'?®! Svi ovi ispitanici imali su
inicijalno niske nivoe antitela.!'?®! U drugoj studiji, procenat seronegativizacije iznosio je 4,28% (3
slucaja od 70) za RBD-IgG antitela, od toga je jedan ispitanik bio imunokompromitovan, a svi su bili
le¢eni tokom kovid-19 na intenzivnoj nezi, ukazujuéi na tezu klini¢ku sliku.['*! Takode, u literaturi
se moze naci 1 jo$ niZa incidencija seronegativizacije tokom perioda pracenja i to 2,1%, opazena kod
ispitanica koje nisu imale kovid-19 potvrden PCR testom, ali su obe inicijalno imale nizak nivo RBD-
IgG antitela i blage manifestacije infekcije.l'*”) Podaci dobijeni istraZivanjem u okviru ove disertacije
su u skladu sa prethodno navedenim studijama, jer je i za ispitanike ove studije opisana niZa pocetna
koncentracija IgG antitela, koja definitivno upucuje na potencijalni rizik od brze seronegativizacije i
izlozenosti novoj infekciji. Medutim, za razliku od rezultata Iyer i atuora, u ovoj studiji opisane su
blage klinicke manifestacije 1 asimptomatske infekcije, $to ipak ide u prilog tome da koncentracije
antitela koreliraju sa teZinom klinicke slike.

Mioch 1 saradnici ukazali su na razliCite evolucije odgovora IgG antitela nakon infekcije
SARS-CoV-2, odnosno kod odredenog broja ispitanika primecen je pad nivoa antitela kroz vreme
(46,3%), dok je kod ostalih primeéen izostanak pada nivoa (53,7%).1'3% Ispitanici kod kojih nije
uocen pad, dalje su klasifikovani u ispitanike sa stabilnim odgovorom (43,9%), sa porastom nivoa
antitela (6,1%) 1 sa fluktuiraju¢im nivoima (3,7%), a osnovne karakteristike ovih grupa se nisu
razlikovale znagajno, ali su fluktuirajuéi nivoi pripisani od strane autora verovatnoj reinfekciji.!!>
Rezultati predstavljeni ovom disertacijom takode ukazuju na dva razli€ita tipa evolucije koncentracija
RBD-IgG antitela u Podgrupi 1 i Podgrupi 2. Kada se obe podgrupe posmatraju zajedno, kod 85%
ispitanika uocen je pad koncentracije RBD-IgG kroz vreme, dok je kod 8,33% uocen blagi ili
neznatan porast koncentracije antitela u prvih 150 dana nakon infekcije, a kod 7,22% taj porast je
uoden nesto kasnije, do godinu dana nakon podetka simptoma. Cetvoro ispitanika imalo je neznatan
porast na tri uzastopne kontrole, Sto je moguce okarakterisati i kao odrzavanje platoa (2,22%) (Slika
4-4). Ispitanici sa porastom ili platoom RBD-IgG antitela nisu imali detektovan porast u nivoima N-
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IgG antitela, niti u nivoima RBD-IgM, a ukoliko su pre toga nalazi ovih antitela bili negativni, takvi
su 1 ostali, ukazuju¢i na to da do reinfekcije ili ponovnog kontakta sa SARS-CoV-2 najverovatnije
nije doslo, ve¢ da ovi nalazi mogu predstavljati prirodnu evoluciju humoralnog imunskog odgovora
kod odredenog broja ispitanika (Tabela 4-5).

Procenat pozitivnosti RBD-specifi¢nih IgM antitela u ovoj studiji bio je najveci u periodu od
trece nedelje do tri meseca nakon infekcije (77% trece nedelje, 55% Sest nedelja 1 42% tri meseca od
pocetka bolesti), sa postepenim padom do negativizacije na kontroli nakon dvanaest meseci, kada su
svi ispitanici koji su dosli na kontrolu imali negativan nalaz RBD-IgM antitela (Slika 4-5). Ovakva
kriva dinamike prati ve¢ opisane slucajeve u literaturi, gde vecina ispitivane populacije ima negativan
nalaz IgM antitela ve¢ oko Seste nedelje, dok je u okviru ovde predstavljenog istrazivanja neSto manje
od polovine nalaza bilo negativno u toj tacki prac¢enja (45%), a taj procenat se zatim progresivno
poveéavao tokom narednih meseci.'>! U drugom istrazivanju prikazan je sli¢an trend, gde je do
kraja perioda pracenja od 12 meseci, seroprevalenca IgM antitela pala na 17%, $to se takode poklapa
sa poslednjim tackama prac¢enja u ovde predstavljenom istrazivanju, gde je u devetom mesecu
pozitivnost iznosila tek 11,76%.["*1 U ovom istrazivanju uo¢ava se pad i nivoa RBD-IgM antitela
kroz vreme, sa platoom u Cetvrtoj i petoj tacki pracenja (Tabela 4-6). Statisticki znacajna razlika
postojala je prilikom poredenja nivoa tre¢e nedelje, Sest nedelja, tri meseca i Sest meseci nakon
pocetka bolesti, dok poredenjem poslednjih vremenskih tac¢aka, u periodu od Sest to 12 meseci nije
postojala statistiCki znacajna razlika u nivoima antitela vezanih uzoraka, ukazujuéi takode na
odrZzavanje platoa nivoa antitela kod ispitanika sa pozitivnim nalazima krajem perioda pracenja (Slika
4-6).

U literaturi, perzistiranje RBD-IgM antitela, zajedno sa IgG antitelima uoceno je kod trecine
ispitanika do Sest meseci, ali i kod 23,9% ispitanika do godinu dana pra¢enja u drugoj kohorti.!!32133!
Ovi rezultati nisu u potpunom skladu sa podacima u okviru istrazivanja predstavljenog ovom
disertacijom, uzevsi u obzir da su u ovom istrazivanju svi testirani ispitanici imali negativan RBD-
IgM nalaz 12 meseci nakon infekcije. Medutim, jeste u pitanju slican trend u odrzavanju
seropozitivnosti za odredene ispitanike i do devet meseci nakon infekcije. Usled ove osobine
perzistencije, odnosno pojave takozvanih rezidualnih IgM antitela, ovaj nalaz se ne moZe bez rezerve
interpretirati prilikom dijagnostike kao jedinstveni marker akutne infekcije. Kao potencijalni
mehanizmi perzistiraju¢ih IgM antitela navode se nekontrolisana replikacija SARS-CoV-2 ili
inflamacija u okviru teske klinicke slike, koje mogu dovesti do prekomerne produkcije antitela, ali 1
duze odrzavanje virusa i njegovih antigena u ¢elijama domacina, Sto stimuli§e humoralni imunski
odgovor.!'321331 Medutim, u literaturi postoje opisi pozitivnih nalaza IgM antitela koji se odrzavaju
dug period nakon infekcije, usled postojanja dugoZiveéih memorijskih IgM pozitivnih B-éelija.['*¥
IgM antitela su takode prepoznata 1 kao glavni prediktivni faktor tezine pneumonije tokom kovid-19,
a nivoi ovih antitela korelirali su do osme nedelje nakon infekcije sa pozitivhim nalazom RNK
virusa.l!3!

U ovom istrazivanju, tokom pracenja RBD-IgM antitela u okviru Podgrupe 1 1 Podgrupe 2,
kod Sest ispitanika (3,33%) detektovana su RBD-specificna IgM antitela, u odsustvu RBD-specifi¢nih
IgG antitela. Od Sest ispitanika, infekcija je potvrdena dijagnostickim testom u tri slucaja. Jedan
ispitanik je imao asimptomatsku infekciju, a ostalih pet ispitanika simptomatske infekcije.
Detektovano je prisustvo RBD-neutraliSucih antitela kod tri ispitanika, dok su nalazi N-specifi€nih
IgG antitela bili grani¢ni kod dva, a pozitivni kod tri ispitanika (Tabela 4-7). Uocava se da je kod
vecine ispitanika (3/4 ispitanika sa vezanim uzorcima) negativizacija ili pad nivoa indeksa RBD-IgM
antitela, bio pra¢en i padom procenta inhibicije neutralizacije. Jedan ispitanik je na prethodnoj
kontroli imao pozitivan nalaz RBD-IgG antitela, koji se negativizirao pre RBD-IgM antitela.
Pozitivan nalaz N-IgG svakako ne moZe predstavljati izvor pozitivnog nalaza NAb kod ispitanika u
ovoj studiji, uzevsi u obzir da je test za detekciju NAb ogranicen na RBD podjedinicu S proteina, §to
nam moze ukazati na neutraliSu¢u aktivhnost RBD-IgM antitela. Takode, ovi nalazi definitivno
potvrduju da nisu u pitanju lazno pozitivni nalazi. Kod jednog od IgM+/IgG- ispitanika koji je imao
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simptomatsku infekciju, potvrdenu PCR-om, gde nije detektovano prisustvo ni RBD-IgG ni N-IgG
antitela, procenat inhibicije NADb iznosio je cak 71,66%, potvrdujué¢i moguénost visokog procenta
neutralizacije koji potice iskljuc¢ivo od RBD-IgM antitela. Pozitivni nalazi IgM antitela, u odsustvu
IgG antitela, idu u prilog iskazima o perzistenciji IgM antitela, ali takode se mogu protumaciti i
pripisati preranoj eliminaciji RBD-IgG ili nedovoljnoj produkciji ove klase antitela. U okviru ove
studije, jedan od ispitanika sa incidentalno utvrdenom asimptomatskom infekcijom je imao u dva
sukcesivna uzorka nalaz veoma visokih vrednosti indeksa RBD-IgM antitela, u prisustvu izrazito
niskih koncentracija RBD-IgG antitela, sa procentom inhibicije NAb od 77,03%. Osim $to ovaj nalaz
potvrduje prisustvo neutralizacije kod visoko pozitivnog nalaza RBD-IgM antitela, ukazuje i na
postojanje ispitanika sa seroloSkim profilom niskog RBD-IgG i visokog RBD-IgM nalaza, koji
ukoliko se prvi put testira u kasnijim vremenskim tackama moze prikazivati i sliku IgM+/1gG- nalaza
usled brze negativizacije IgG antitela. U literaturi takode postoje opisani slucajevi IgM+/1gG-
ispitanika.l*®!37) Valdivia i saradnici smatraju da interpretacija ovog serolos§kog nalaza, pogotovo u
odsustvu potvrde dijagnosti¢kim testom, nije laka i da u okviru njihove studije polovina ispitanika sa
ovim nalazom najverovatnije nije imala kovid-19, a da bi ponovljeno testiranje pomoglo u
razlu¢ivanju potencijalne infekcije od incidentalno lazno pozitivnog nalaza.l'’”] Takode, nalaz
pozitivnih IgM antitela moze ukazivati i na unakrsnu reakciju sa drugim, sezonskim koronavirusima.
Medutim, iako je uloga IgM antitela donekle kontroverzna u dijagnostici i pra¢enju humoralnog
imunskog odgovora, interesantno je da je u literaturi opisano da prisustvo neutraliSucih antitela moze
korelirati upravo sa nivoima anti S-IgM, §to moze biti objasnjenje zasto sposobnost neutralizacije u
odredenim slu¢ajevima opada bez obzira na stabilan nivo IgG antitela.!!3®! Takode, rezultati Hale i
saradnika pokazali su da monoklonska IgM antitela potentno neutraliSu SARS-CoV-2, kao i da mogu
biti efikasnija od klonalno identi¢nih IgG antitela.!3"!

U ovde predstavljenom istrazivanju ukupno je 8,67% ispitanika imalo asimptomatsku
infekciju, dok su se simptomatske infekcije najéesce ispoljavale kao povisena telesna temperatura,
malaksalost, mijalgija i gubitak ¢ula ukusa 1/ili mirisa (Tabela 4-2). Pneumonija 1 hospitalizacija, kao
odabrani parametri ozbiljnosti i tezine klinicke slike, bili su statisticki znacajno ¢es¢i u Podgrupi 1,
sa dijagnosticki potvrdenim kovid-19, $to indirektno moZe ukazivati na povezanost koncentracije
virusa u klinickim uzorcima (eng. viral load) 1 shodno tome verovatnoc¢e pozitivnog dijagnostickog
testa, sa ozbiljnoSc¢u klinicke slike. Kao §to je 1 o¢ekivano, usled prisustva raznih komorbiditeta,
godine starosti korelirale su znacajno sa teZzinom klinicke slike (r=0,287, p < 0,001). Kada poredimo
kinetiku RBD-IgG antitela sa primenjenom LOESS krivom, a zatim podelimo ispitanike u odnosu na
tezinu klinicke slike, uo¢avamo znacajno razli¢ite tipove kinetike kod ispitanika sa tezom klinickom
slikom, dok se za RBD-IgM antitela na grafiku razlika uoava samo u prvih 100 dana pracenja (Slike
4-9, 4-10, 4-11). Naizgled, uticaj pola nije znacajno uticao na krive kinetike ni RBD-IgG niti RBD-
IgM antitela. Primenom LMM uocava se znacajan uticaj klinicke slike na nalaz RBD-specifi¢nih
antitela, to jest, ispitanici sa teZom klinickom slikom imali su znacajno vise nivoe antitela (p<0,001)
(Slika 4-11). Medutim, znacajna interakcija izmedu tezine klinicke slike 1 vremenske tacke ukazuje
na to da su nivoi IgG iako inicijalno visi, brze opadali kod osoba sa teSkim oblikom bolesti 1 to za
300 BAU/mL, u odnosu na 140 BAU/mL kod ispitanika sa blagom klinickom slikom, tokom perioda
prac¢enja. Takode, uticaj uzrasta na humoralni imunski odgovor bio je statisticki znacajan (p=0,015),
usled uocenog nalaza visih nivoa RBD-IgG kod starijih ispitanika (Slika 4-12). Ovo ukazuje da je
kod starijih ispitanika odgovor robusniji 1 duze se odrzava iznad praga detekcije, medutim moze se i
objasniti ¢eS¢im prisustvom teske klinicke slike kod ovih ispitanika, koja je ve¢ sama po sebi
povezana sa viSim vrednostima nalaza RBD-specifi¢nih antitela. Pol ispitanika nije znacajno uticao
na RBD-IgG nivoe nakon kovid-19 u ovom istrazivanju. Analiza RBD-IgM antitela u LMM modelu
pokazala je brz pad nivoa tokom vremena, od Cetiri jedinice do poslednje tacke pracenja kod
ispitanika sa blagom klini¢kom slikom, do 9 jedinica za ispitanike sa tezim oblikom kovid-19 (Slika
4-11). Uticaj pola 1 starosti ispitanika nije bio znaCajan za nalaz RBD-IgM antitela. Ovi rezultati
sugeriSu kratak period odrzavanja IgM odgovora, ali i da tezina klini¢ke slike moZe uticati viSe na
magnitudu odgovora, nego na dugotrajno odrzavanje.
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U velikoj multicentri¢noj studiji sprovedenoj u Izraelu pocetkom pandemije, utvrdeno je da
postoji mala subpopulacija pacijenata, priblizno 5% ispitivane populacije, koja nakon simptomatskog
kovid-19, potvrdenog PCR-om, ostaje potpuno seronegativna na Sirok spektar antigena i u vise
razli¢itih seroloskih testova.l'*”! Autori nisu pronasli jasnu razliku u starosnoj dobi, polu, postojanju
hospitalizacije, tezini klinicke slike 1 vremenskog razdoblja koje je proslo od pozitivnog PCR testa
do seroloskog testiranja izmedu seronegativnih i seropozitivnih ispitanika.l'*") Razli¢ita istrazivanja
rezultirala su 1 viSim procentima seronegativnosti nakon dijagnostic¢ki potvrdene bolesti, krec¢uci se
¢ak do 25%.1141:1921 Pokazano je da nizak viral load, kao i visoke Ct vrednosti (eng. cycle threshold
values), mogu dovesti do toga da se ne generiSu sistemska antitela, da klinicki ispoljena bolest ne
garantuje pojavu serokonverzije, kao i da su seronegativni ispitanici imali niske markere inflamacije
i blazu klini¢ku sliku.['*1%%] Takode, jedna od pretpostavki zbog ¢ega u odredenim slucajevima ne
dolazi do serokonverzije nakon kovid-19, je i to da brzi ¢elijski imunski odgovor moze kontrolisati
koli¢inu virusa odrzavaju¢i ga ispod nivoa potrebnog za aktiviranje dovoljno visokog humoralnog
imunskog odgovora, koji bi bio detektabilan serologkim testovima.!!4*]

U okviru Podgrupe 3, u ovde predstavljenom istrazivanju, opisani su ispitanici sa negativnim
nalazima RBD-IgM i1 RBD-IgG antitela nakon infekcije potvrdene PCR-om ili Ag testom (n=11,
68,75%) ili ELISA testom u drugoj laboratoriji na pocetku bolesti (n=5, 31,25%). Osim jednog slucaja
asimptomatske infekcije (1/16), svi ispitanici imali su blagu klini¢ku prezentaciju kovid-19.
Serolosko pracenje u istrazivanju Long i saradnika pokazalo je da kod inicijalno seronegativnih
ispitanika, moze do¢i do serokonverzije tokom perioda pracenja u prvih 20 dana nakon pocetka
simptoma, §to je svakako uslov ispunjen od strane ovog istrazivanja, uzevsi u obzir da su svi uzorci
ukljuceni u Podgrupu 3 uzeti posle 30. dana nakon pocetka simptoma, tako da se seronegativnost ne
moze pripisati preranom uzorkovanju.l'**! Kod ispitanika kojima je bio pozitivan ELISA test u drugoj
laboratoriji, u ovom istraZivanju su u jednom slu¢aju detektovana N-IgG antitela, a u drugom je njihov
nalaz bio grani¢no pozitivan (Tabela 4-8). Kod infekcija potvrdenih dijagnostickim testom, u jos tri
sluc¢aja od 11 detektovana su N-IgG antitela. Ovakav nalaz moZe ukazivati na nedovoljno razvijenu
produkciju RBD-specifi¢nih antitela ili pak njihovu brzu negativizaciju kod ispitanika sa blazom
klini¢kom slikom, uzevsi u obzir da su neki ispitanici ukljuceni u studiju u kasnijem vremenskom
periodu u odnosu na pocetak bolesti. Nalazi procenata inhibicije neutralizacije bili su negativni kod
svih ispitanika ove Podgrupe. Ukoliko bi se u razmatranje uzeli iskljucivo ispitanici koji su ukljuceni
u studiju do 41. dana nakon pocetka bolesti, incidencija seronegativnih ispitanika iznosila bi 3,06 %
(6/196), §to odgovara opsegu objavljenom u literaturi.!'*" Ispitanici seronegativni nakon kovid-19 su
pod ve¢im rizikom od potencijalne reinfekcije, ali takode mogu ukazivati 1 na potencijalan rizik od
seronegativnosti istih ispitanika i nakon vakcinacije, odnosno na postojanje odredene populacije
ispitanika koja ne bi adekvatno reagovala na vakcinaciju.

Pocetkom pandemije, nakoh prvih talasa, nije bilo izvesno da li je preleZana infekcija zastitni
faktor od novih infekcija ili moguénost reinfekcije postoji, imajuci u vidu kratak period pracenja
imunskog odgovora nakon prvog i drugog talasa kovid-19. Diskurs u okviru ove teme uzimao je u
obzir da postoji moguénost lazno negativnih PCR nalaza, a da se kod tih pacijenata nakon prestanka
primene terapije, pre svega u slu¢ajevima dugotrajnog ,,otpustanja“ virusa (eng. shedding), prilikom
ponovnog testiranja dobije pozitivan PCR rezultat. Osim toga u obzir su dolazile 1 reaktivacija i relaps
kovid-19.1"*) Moguénost reinfekcije je u nesto kasnijem periodu ipak potvrdena, ali se smatralo da je
njena incidencija niska 1 da je Cesta kod prethodno asimptomatskih slucajeva, usled niskih nivoa
ukupnih antitela i NAb.!'46] Upravo to mozZe biti i razlog prividno niske incidencije, ukoliko je prvi
put infekcija bila asimptomatska ili je drugi put, u okviru reinfekcije, prosla bez simptoma.['4¢]
Rezultati sistematskog pregleda literature Nguyen 1 saradnika, na uzorku od 23.231 reinficiranih
pacijenata, pokazali su da su reinfekcije bile ¢eS¢e tokom Omikron perioda i da nisu postojale
znacajne razlike u klini¢koj slici u odnosu na primarnu infekciju, dok su Zenski pol, komorbiditeti,
nedovoljna produkcija anti-N IgG antitela nakon prve infekcije, kao 1 nevakcinisanost, bili povezani
sa visim rizikom od reinfekcije.!'*”) T drugi podaci iz literature ukazuju na potencijalno visi rizik od
reinfekcije kod osoba Zenskog pola, prethodno nedovoljno imunizovanih pacijenata, kod postojanja
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hroni¢nih bolesti, pacijenata starijih od 60 godina, pacijenata sa teSkim klinickim oblicima u
primarnoj infekciji i imunokompromitovanih.!'*®! Takode, podaci iz literature ukazuju na to da su
osobe sa skoraSnjom infekcijom, pre pojave Delta i Omikron varijanti, imale zaStitu od ponovne
infekcije od sedam do deset meseci nakon primarne infekcije.'*!%% U drugom sistematskom
pregledu literature, na 34.375 slucajeva reinfekcije, primeceno je da je 41,77% ispitanika imalo
asimptomatsku infekciju, kao i da je rizik od teSke klinicke slike smanjen za 86% u odnosu na
primarnu infekciju.[>!]

U ovde predstavljenom istrazivanju procenat reinfekcija u kovid-19 grupi iznosio je 2,78%,
Sto se uklapa u prevalenciju objavljenu u sistematskom pregledu literature koja je iznosila do
maksimalnih 6,8%.[147 Isklju¢ivo u jednom slucaju je reinfekcija bila potvrdena dijagnostickim Ag
testom, medutim, svojevrsnom potvrdom reinfekcije u ostala Cetiri slucaja moze se smatrati i
detektovan statisticki znacajan porast nivoa RBD-IgG i1 N-IgG antitela u dva konsekutivna uzorka
(Slika 4-13). Kod cetiri ispitanika je nalaz N-IgG antitela bio negativan na kontroli koja je prethodila
reinfekciji, a kod dva ispitanika je i nalaz RBD-IgG antitela bio negativan, §to moze ukazivati na
nedovoljnu imunizovanost nakon blagog oblika primarne infekcije, $to je i navedeno kao faktor rizika
za reinfekcije u pregledima literature. Svi ispitanici imali su blagu klinicku sliku, a jedina
asimptomatska reinfekcija detektovana je u periodu kada je Delta varijanta bila dominantna, dok su
sve ostale reinfekcije registrovane tokom i1 nakon pojave Omikrona u Srbiji, Sto takode odgovara
podacima iz rada Nguyen i saradnika i opazenoj povecanoj incidenciji reinfekcija tokom Omikron
talasa.'”! U preglednom radu Ren i saradnika najkra¢i razmak izmedu prve infekcije i reinfekcije
iznosio je 19 dana, a najduzi 293 dana; a pri analizi pojedina¢no objavljenih prikaza slucajeva kod
33 ispitanika detektovane su reinfekcije poreklom od druge varijante virusa, dok je u devet slucajeva
pokazana reinfekcija istim sojem.!'>2! Nguyen i saradnici, u okviru pregleda literature, objavili su
srednju vrednost sa SD od 178,9 + 87,1 dana izmedu infekcije 1 reinfekcije, u opsegu od 31 do 647
dana.l'471521 U istrazivanju predstavljenom u ovoj disertaciji, razmak izmedu pojave simptoma
primarne infekcije i reinfekcije iznosio je 611 dana (IQR 304-687), Sto je ocekivano, uzevsi u obzir
da su primarne infekcije registrovane poc¢etkom pandemije u prva dva talasa, a reinfekcije tek kasnije
sa pojavom novih varijanti virusa.

***

Primarni cilj vakcinacije protiv kovid-19 je stvaranje imunskog odgovora koji bi sprecio
razvoj teske klinicke slike, hospitalizaciju 1 smrtni ishod. Razli¢iti tipovi vakcina indukuju nesto
drugaciji profil humoralnog imunskog odgovora, u zavisnosti od antigena koji prezentuju i nacina na
koji se primenjuju. Ispitivanja uspesnosti vakcinacije u odredenoj populaciji mogu biti olakSana 1
medusobno uporediva upotrebom korelata zastite (eng. correlate of protection, CoP). Definicija CoP,
prema predlogu Plotkina 1 Gilberta, obuhvata markere imunskog sistema koji statisticki koreliraju sa
efektivnoséu vakcine.['>3) Ovako definisan marker mozZe biti samostalno odgovoran za protekciju, ili
oznacen kao surogat prediktor, ne podrazumevaju¢i direktnu ulogu u procesu stvaranja protektivnih
¢elija. U literaturi postoje striktno definisane CoP vrednosti koje predstavljaju gotovo zagarantovanu
zaStitu od pojedinih patogena i bolesti, kao Sto su tetanus, difterija, male boginje, dok se u drugim
slu¢ajevima, kao kod vakcine protiv virusa influence, definise relativan CoP.l'%! Termin , relativan‘
potice od cinjenice da takav CoP podrazumeva, na konkretnom primeru influence, zastitu kod oko
70% pacijenata, sa efektivnosc¢u koja proporcionalno raste uz porast vrednosti CoP-a, §to potvrduje
da ta vrednost jeste indikator odredenog nivoa zastite iako ne predstavlja apsolutnu zastitu od pojave
bolesti.['% NAb specificna za RBD, ukupna antitela, kao i nivoi T-¢elija razmatrali su se kao
potencijalni kandidati za CoP u sluéaju kovid-19.1%:191 Medutim, kako ne postoji standardizovani
metod za odredivanje CoP-a, delimi¢no 1 zato Sto on moZe varirati u zavisnosti od varijante virusa i
tipa vakcine, do sada nije uspostavljena jedinstvena, univerzalna vrednost ovog faktora za kovid-19.
Gilbert 1 saradnici predlozili su da, 1ako ne postoji jedinstvena grani¢na vrednost ispod koje raste rizik
od SARS-CoV-2 infekcije, odnos antitela i zaStite od bolesti predstavlja negativno korelisani
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kontinuum, gde je svaki porast u koncentraciji antitela povezan sa opadanjem rizika od nastanka
kovid-19.11541

U istrazivanju predstavljenom u ovoj disertaciji ispitivani su uticaji razli¢itih vakcina,
odobrenih za upotrebu u Srbiji, na humoralni imunski odgovor, pojavu infekcije nakon vakcinacije 1
zastitu od teske klinicke slike kovid-19. Ukupno je u studiju ukljuceno 358 ispitanika, a od njih se
najveci broj opredelio za BBIBP-CorV (46,94%) 1 BNT162b2 vakcinu (36,87%), dok se manji broj
ispitanika opredelio za ChAdOx1 (8,61%), Gam-COVID-Vac (6,67%) i mRNA-1273 vakcinu
(0,56%) (Tabela 4-9). Zainteresovanost za ChAdOx1 vakcinu znatno je opadala tokom perioda
regrutovanja ispitanika, pre svega nakon pojave podataka u literaturi o nezeljenim dejstvima u vidu
tromboembolija, dok je mRNA-1273 vakcina pocela da se primenjuje u Srbiji tek krajem 2021.
godine, $to je rezultiralo u oba sludaja manjim brojem regrutovanih ispitanika.['>> Takode, broj
nabavljenih BBIBP-CorV 1 BNT162b2 vakcina, od samog pocetka je bio znacajno veci nego za sve
druge vakcine ukupno.['*®) Podaci od Instituta za javno zdravlje Republike Srbije ,,Dr Milan
Jovanovi¢ Batut“ prikupljani od uspostavljanja plana vakcinacije do maja 2021. godine, pokazali su
da je stanovniStvo Beograda, §to i jeste populacija ispitivana u ovom istrazivanju, pretezno
vakcinisano BBIBP-CorV vakcinom, zatim BNT162b2, a najmanje vakcinama ChAdOx1 i Gam-
COVID-Vac.[**) Medu vakcinisanima najbrojniji bili su gradani starosne dobi od 60 do 69 godina, a
kada se gleda primena bar jedne doze vakcine, najviSe je vakcinisano gradana u uzrastu od 70-79
godina.l'>® Na pogetku kampanje vakcinacije protiv kovid-19 u Srbiji, BBIBP-CorV kao inaktivisana
vakcina, zasnovana na tradicionalnoj platformi, bila je primarno predlozena za vakcinaciju opste
populacije, a prvi su se odazvali stariji pripadnici iste.l'”] Ovi podaci se odrazavaju i na uzorku
populacije ispitivane u ovom istrazivanju, gde je BBIBP-CorV podgrupa imala statisticki znac¢ajno
vedi broj starijih ispitanika, nego BNT162b2 i ChAdOx1 podgrupa (dok je za ostale dve vakcine broj
ispitanika bio mali, da bi se postigla statisticka znacajnost) (Tabela 4-9).

Sve vakcine ispitivane u istraZivanju predstavljenom ovom disertacijom se u primarnoj seriji
primenjuju intramuskularno, u dve doze. Doze su najcesc¢e bile u razmaku od tri nedelje, odnosno 21
dan za BBIBP-CorV, Gam-COVID-Vac i BNT162b2, dok je za mRNA-1273 razmak neznatno veci
— 28 dana.’”l Gam-COVID-Vac vakcina, za razliku od ostalih, sastoji se od dve komponente: prvu
komponentu ¢ine rekombinantne adenovirusne Cestice serotipa 26, dok drugu komponentu Cine
rekombinantne adenovirusne &estice serotipa 5; prva komponenta se uvek daje kao prva doza.’”! Za
ChAdOx1 vakcinu, razmak izmedu dve doze iznosi 12 nedelja, po preporuci NITAG.P”! Ispitanici
ovog istrazivanja uklopili su se u okvire predloZene Stru¢no-metodoloskim uputstvom Instituta za
javno zdravlje ,,Dr Milan Jovanovi¢ Batut®, jer je medijana razmaka izmedu prve i druge doze vakcine
merena u danima za BBIBP-CorV, Gam-COVID-Vac i BNT162b2 podgrupe iznosila 21 dan, dok je
za mRNA-1273 podgrupu medijana bila neSto visa - 33,50, a za ChAdOx1 podgrupu, ocekivano
najvisa, i to 84 dana (IQR 83-85), §to odgovara periodu od 12 propisanih nedelja. Po preporuci
Stru¢no-metodoloskog uputstva, vakcinacije drugom dozom mogu biti odloZene ukoliko u periodu
nakon prve doze do potencijalne primene druge doze dode do infekcije SARS-CoV-2 virusom, ili bilo
koje druge akutne infekcije, relapsa autoimunske bolesti ili primene citostatika i/ili zra¢ne terapije.l*”!
Kod Sest ispitanika u ovde predstavljenom istraZivanju vakcinacija drugom dozom bila je odloZena i
to u pet slucajeva upravo zbog pozitivnog SARS-CoV-2 dijagnostickog testa.

U literaturi, najceS¢e nezeljene reakcije nakon primarne serije vakcinacije protiv kovid-19,
prijavljivane u prvih sedam dana, delile su se na lokalne reakcije koje su podrazumevale promene na
mestu primene vakcine, pre svega bol, 1 sistemske reakcije, kao Sto su poviSena temperatura,
malaksalost, zamor i glavobolja.l!® Ugestalost reakcija zavisila je i od tipa vakcine koja je
primenjena. U studiji Ganesan 1 saradnika poredene su reakcije nakon BBIBP-CorV 1 BNT162b2
vakcine, gde su registrovane znacajno ¢eSce sistemske reakcije nakon prve doze kod ispitanika koji
su primili BBIBP-CorV (78,5%), a nakon druge doze kod ispitanika koji su primili BNT162b2
vakcinu (86,6%).1"°) Druga studija, Camacho Moll i saradnika, na vise od 4000 ispitanika, ukazala
je da je bar jedna reakcija najceSce prijavljena posle ChAdOx1 i Gam-COVID-Vac vakcine, u
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poredenju sa BNT162b2, §to nije bio slucaj nakon druge doze, gde se incidencija nezeljenih reakcija
nakon adenovirusnih vakcina smanjila.l'®? U toj studiji naj¢es¢i lokalni simptomi bili su bol na mestu
davanja vakcine, a sistemski glavobolja. Nakon prve doze ozbiljnost ispoljavanja nezeljene reakcije
bila je najveca u ChAdOx1 i Gam-COVID-Vac grupi, dok je nakon druge doze primat preuzela
mRNA-1273 vakcina.l'”) Za BBIBP-CorV vakcinu najée$¢a neZeljena reakcija opisana u literaturi
nakon prve i nakon druge doze bila je bol na mestu davanja vakcine.['®":1621 Osim toga, u studiji Meo
i saradnika prijavljene su i letargija, mijalgija i povisena temperatura.['®] U nacionalnoj studiji iz
Jordana, autora Abdel-Qader i saradnika, sa preko 650.000 ucesnika koji su se opredelili za jednu od
Cetiri vakcine inicijalno dostupne i u Srbiji, ukupno gledano nezeljene reakcije ali i alergijske reakcije
su u najve¢em procentu bile izazvane Gam-COVID-Vac vakcinom, u poredenju sa svim drugim
vakcinama (BBIBP-CorV, ChAdOx1 i BNT162b2).['®3] Malaksalost, povi$ena telesna temperatura i
glavobolja bile su najcesce sistemske reakcije, a bol i1 urtikarija najcesce lokalne nezeljene reakcije
kod sve cCetiri vakcine. Sistemske reakcije su ¢esce bile izazvane prvom dozom ChAdOx1, a u odnosu
na sve ostale vakcine, ova vakcina je najéesée dovodila i do limfadenopatije (2,2%).l'%31 Takode, prva
doza ChAdOx]1 izazivala je i klinicki teze reakcije u odnosu na sve doze ostalih vakcina, sa izuzetkom
BNT162b2 koja je nakon druge doze izazivala sli¢nu tezinu simptoma kao ChAdOx1 nakon prve.[!*]

Iu ovde predstavljenom istrazivanju najéesce nezeljene reakcije nakon prve doze vakcine bile
su lokalni bol na mestu aplikacije vakcine (18,51%), povisena temperatura (11,39%) 1 malaksalost
(8,83%), Sto se podudara i sa ucestaloSéu reakcija nakon druge doze (lokalni bol (19,52%),
malaksalost (10,65%) 1 poviSena temperatura (10,35%) (Slike 4-14, 4-15). Ovi podaci su u skladu sa
literaturom pomenutom u prethodnom pasusu. Nakon prve doze, lokalni bol bio je najcées¢i kod
BNT162b2 podgrupe (29,68%), a sve ostale reakcije kod Gam-COVID-Vac podgrupe, dok je nakon
dve doze najvise reakcija prijavljeno posle BNT162b2 vakcine (Slika 4-15). Urtikarija je u trajanju
od jednog dana, zabeleZena u ovom istrazivanju nakon BNT162b2 vakcine, a opisana je kao alergijska
reakcija u incidenciji od 0,4% u studiji Abel-Quader i saradnika, ali i u komentaru Zivanoviéa i
saradnika, sa zvani¢nim informacijama Agencije za lekove i medicinska sredstva Srbije.!!6%164]
Ubedljivo najmanji procenat reakcija prijavljen je i nakon prve i nakon druge doze BBIBP-CorV
vakcine, sa tom razlikom da je ¢eSc¢e prijavljivan lokalni bol nakon druge doze, ¢emu u prilog idu 1
podaci iz Jordanske studije.l'%3! Ovaj rezultat se razlikuje od studije Meo i saradnika, gde su reakcije
bile nesto ucestalije nakon prve doze BBIBP-CorV vakcine, u odnosu na drugu dozu.['®!] Medutim,
BBIBP-CorV podgrupa ovde predstavljenog istrazivanja imala je najveci procenat starijih ispitanika
u odnosu na ostale vakcinalne podgrupe, a u literaturi postoje podaci da su ispitanici iznad 65 godina
imali manje Sanse za ispoljavanje teskih oblika neZeljenih reakcija, kao 1 da su visoka temperatura,
glavobolja, malaksalost i mijalgija daleko ¢eS¢e prijavljivani u mladim uzrasnim grupama, $to moze
objasniti nizu udestalost reakcija u ovoj podgrupi.l!®>!%1 Osim navedenih reakcija, mali broj
ispitanika je nakon prve doze (1,67%, 6/358), ali i nakon druge doze prijavio mucninu (1,39%, 5/358),
Sto je takode opisano u literaturi.l'®! Limfadenopatija na vratu i u aksilarnoj regiji ipsilateralno
opisana je u ovom istrazivanju nakon BBIBP-CorV i ChAdOx1 vakcina, u pojedina¢nim slucajevima.
U literaturi se limfadenopatija najcesce sre¢e nakon RNK vakcina, ali je prijavljivana 1 nakon
ChAdOx1 vakcine.!'%167] Ovakva reakcija nije o¢ekivana nakon inaktivisanih vakcina. U literaturi
postoji samo jedan slucaj do sada opisane limfadenopatije u sprezi sa hipereozinofilijom i to dva
meseca nakon tre¢e doze BBIBP-CorV vakcine, $to je drugacija vrsta reakcije od one koja se razvija
odmah nakon vakcinacije.!'®®! Medutim, u dve studije, nakon CoronaVac inaktivisane vakcine, sli¢ne
BBIBP-CorV, opisana je ispilateralna limfadenopatija, ali i jedan slu€aj u tre¢oj studiji odlozene
reakcije do Cetiri meseca nakon druge doze.!'*~'"!1 Nalaz u okviru istraZivanja predstavljenog ovom
disertacijom ali i navedene CoronaVac studije ukazuju na potencijal inaktivisanih vakcina da dovedu
do klini¢ki ispoljene limfadenopatije, nekad 1 par meseci nakon vakcinacije, §to treba uzeti u obzir
prilikom uzimanja anamneze i radioloskih kontrola. Osim toga, u ovom istraZivanju je nakon dve
doze BBIBP-CorV vakcine, kod jednog ispitanika doslo do pojave tonzilitisa, koji se moze pripisati
1 aktivnoj infekciji, ukoliko je ispitanik bio u inkubacionom periodu prilikom primanja vakcine.
Medutim, prema podacima ameri¢kog Sistema za prijavu neZeljenih reakcija nakon vakcinacije (eng.
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Vaccine Adverse Reporting System, VAERS) postoje retki opisi tonzilitisa kao reakcije na kovid-19
vakcine, pre svega RNK vakcine, ucestalosti od 0,07%, stoga se ne moZze potpuno iskljuciti
potencijalna povezanost tonzilitisa kao reakcije na BBIBP-CorV vakcinu.!'7?!

Humoralni imunski odgovor nakon prve doze vakcine varirao je u zavisnosti od primenjene
vakcine i prethodnog kovid-19 serostatusa. U literaturi, seropozitivnost za ChAdOx1 vakcinu iznosila
je od 80% do 98,5% Sto je u nekim studijama zavisilo od toga da li su ukljuceni 1 ispitanici sa
prethodnom infekcijom, ali je procenat bio svakako visok i za naivne ispitanike, i to u studiji Devi i
saradnika ¢ak 98,5%.1!7371761 Za BNT162b2 vakcinu, procenat seropozitivnosti nakon prve doze
iznosio je od 92,7% - 100% .[174176177) pretragom literature uo¢ava se da je broj studija za Gam-
COVID-Vac i BBIBP-CorV sa podacima o seropozitivnosti nakon prve doze vakcine znatno
oksudniji nego za ChAdOx1 i BNT162b2. Prijavljen opseg za Gam-COVID-Vac vakcinu bio je nesto
Sirt 1 to od 58% do 94%, dok je za BBIBP-CorV u jednoj studiji seropozitivnost naivnih ispitanika
iznosila 40%, dok u drugoj nisu detektovana antitela nakon prve doze ove vakcine, $to se moze
pripisati pre svega znatno manjem uzorku ispitanika.’*!78 1811 U ovoj disertaciji, tri nedelje nakon
prve doze vakcine, ukupna RBD-IgG seropozitivnost ispitanika po podgrupama iznosila je 66,67%
za BBIBP-CorV, 100% za Gam-COVID-Vac i ChAdOx1 i 94,34% za BNT162b2 vakcinu. Procenat
za ChAdOx]1 vakcinu opadao je tokom prvih 12 nedelja nakon prve doze, usled produzenog perioda
davanja druge doze, do 76,92%. Ovi rezultati u poredenju sa literaturom odraZavaju heterogenost
podataka u zavisnosti i1 od ispitivane populacije, medutim uocava se pravilnost u definitivno nizoj
imunogenosti prve doze inaktivisane vakcine u odnosu na ostale platforme. U ovom istrazivanju,
seronegativni ispitanici nakon prve doze bili su isklju¢ivo uvek naivni ispitanici, bez prethodnog
kontakta sa SARS-CoV-2.

Poredenjem RBD-IgG antitela kod naivnih ispitanika koji su imali detektabilan seroloski
odgovor na prvu dozu vakcine, u ovde predstavljenom istrazivanju uocava se statisti¢ki znacajno visa
koncentracija kod ispitanika nakon BNT162b2 doze, u odnosu na ChAdOx1 (Tabela 4-10). Kod
ispitanika sa prethodno potvrdenom SARS-CoV-2 infekcijom, koncentracije RBD-IgG antitela bile
su statisticki znacajno viSe u odnosu na naivne ispitanike, a razlika je postojala i izmedu vakcina, gde
su statistiCki viSe koncentracije detektovane kod ChAdOx1 i BNT162b2 podgrupe, u poredenju sa
BBIBP-CorV. Kako naivni ispitanici BBIBP-CorV podgrupe nisu imali pozitivan nalaz RBD-1gG
antitela, nije bilo moguce izvrsiti poredenje izmedu njihovih koncentracija 1 koncentracija ispitanika
sa SARS-CoV-2 infekcijom pre vakcinacije, ali je svakako uocljivo da su upravo prethodno
seropozitivni ispitanici jedini razvili odgovor u ovoj podgrupi. Razlika je bila ocigledna 1 pri
poredenju nivoa antitela Gam-COVID-Vac i BBIBP-CorV podgrupe ispitanika sa prethodnom
SARS-CoV-2 infekcijom, medutim nije bila statisticki znacajna usled nedovoljne veliine uzorka.
Kako je u okviru ovog istrazivanja regrutacija ispitanika zapoc€eta odmah na pocetku uvodenja
vakcinacije, rezultati ovog istraZivanja su vrlo brzo potvrdili 1 prve opise koji ukazuju na to da je prva
doza vakcine izazivala visok imunski odgovor kod prethodno SARS-CoV-2 pozitivnih ispitanika.!!3?!
Autori Manisty 1 saradnici naveli su da je predasnja infekcija mogla biti analogna imunoloskom
»prajmingu’ (eng. priming), tako da bi prva doza u ovom slucaju imala ,,boost ulogu, upravo ulogu
namenjenu drugoj dozi.!'8?! Rezultati ovih autora ukazali su na to da je prva doza BNT162b2 vakcine
dovela do poveéanja koncentracija S-IgG antitela do 140 puta u odnosu na predvakcinalne nivoe.!'3?!
Ovi rezultati su potvrdeni i u narednim studijama, gde su takode viSe koncentracije specificnih IgG
antitela detektovane kod prethodno pozitivnih ispitanika nakon prve doze BBIBP-CorV, Gam-
COVID-Vac, ChAdOx1 i BNT162b2 vakcine.[53173175.176.178.183.184] poragt nivoa IgG antitela nakon
prve doze BNT162b2 vakcine kod ove populacije ispitanika, registrovan je u studiji Hirotsu 1
saradnika ¢ak nakon prvih 96 sati.'®! Priroda ovih podataka uticala je na regulative u razli¢itim
drzavama, kao $to su Francuska, Holandija 1 Nemacka, pri implementiranju pravila da nakon kovid-
19 i prve doze vakcine, nije potrebno davati drugu dozu, pre svega u svrhu ¢uvanja doza i rezervisanja
vakcina za prethodno neimunizovane (imunoloski naivne) ispitanike. Ove regulative bile su podlozne
promenama tokom trajanja pandemije, usled pojave novih varijanti virusa. Poredenjem nivoa antitela
nakon razli¢itih vakcina kod ispitanika sa prethodnom infekcijom, u literaturi se uocavaju znacajno
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vi§i nivo nakon prve doze mRNA-1273 i BNT162b2 vakcine, u odnosu na ChAdOx1.[176:183]
Poredenja za druge vakcine nakon prve doze, kao $to su BBIBP-CorV i Gam-COVID-Vac, nisu u
trenutku pisanja bila dostupna za analizu, ¢ime ova disertacija nudi nove informacije, iako na malom
uzorku. Podaci ovog istrazivanja ukazuju da kod naivnih ispitanika nakon jedne doze BBIBP-CorV
vakcine nije registrovana serokonverzija, ali da ¢ak 1 kod ispitanika koji su imali prethodnu infekciju
i jednu dozu inaktivisane vakcine, odgovor nije u rangu RNK i adenovirusnih vakcina, $to treba imati
na umu prilikom donosenja odluka o potencijalnoj primeni ovakvih platformi u cilju prevencije
infekcija novim prete¢im agensima u buducnosti.

U okviru istrazivanja obuhva¢enog ovom disertacijom, nakon primarne serije vakcinacije
ispitanici su praceni Sest nedelja, tri meseca, Sest meseci 1 devet meseci od prve doze vakcine (tacka
nakon 12 meseci nije ispunjena, usled uvodenja tre¢e doze vakcine). U ovom i narednom pasusu
ukratko ¢e biti na jednom mestu sazeti rezultati primene primarne serije vakcinacije. Nakon primarne
serije, seropozitivnost naivnih ispitanika bila je najve¢a u okviru BNT162b2 podgrupe i iznosila je
100%, do trece tacke pracenja, Sest meseci nakon prve doze, kada je pala na 96,29%, $to je i1 dalje
bilo iznad procenata drugih vakcina. U Gam-COVID-Vac podgrupi seropozitivnost u prvoj i drugoj
vremenskoj tacki iznosila je 100%, zatim 75% u tre¢oj vremenskoj tacki, a za ChAdOx1 vakcinu sa
100% u drugoj vremenskoj tacki opala je na 85,71% u trecoj tacki. Za BBIBP-CorV vakcinu
seropozitivnost bila je najniza i iznosila je 79% u prvoj, 65,71% u drugoj 1 29,63% u tre¢oj tacki. Za
ispitanike sa prethodnom infekcijom seropozitivnost je bila znatno visa i iznosila je 100% u svim
tackama pracenja nakon svih vakcina, osim kod BBIBP-CorV nakon koje je ova vrednost pala na
92,31% u trecoj tacki pracenja. Za BBIBP-CorV i BNT162b2 podgrupe naivnih ispitanika uocen je
statisticki znacajan pad koncentracije antitela kroz vreme (Slike 4-16, 4-19). Kod naivnih ispitanika
znacajna razlika u nivoima RBD-IgG antitela nadena je u vezanim parovima od prve do trece tacke
pracenja za obe vakcine, a isto 1 kod ispitanika sa prethodnom SARS-CoV-2 infekcijom kod BBIBP-
CorV podgrupe, dok kod ispitanika sa prethodnom SARS-CoV-2 infekcijom BNT162b2 podgrupe
pad izmedu prve dve tacke pracenja nije bio znacajan, ukazujuéi na nesto blazu krivu pada u odnosu
na naivne ispitanike i potencijalni plato do tre¢eg meseca kod hibridnog imuniteta (Slike 4-17, 4-20).
Broj ispitanika za Gam-COVID-Vac i ChAdOx1 podgrupu bio je znatno manji nego za druge dve
podgrupe, uti¢uci na veliki opseg varijacija prilikom analize rezultata. Poredenjem vezanih uzoraka
nije dobijena statisticki znacajna razlika ni kod naivnih, ni kod prethodno bolesnih ispitanika, za obe
podgrupe, iako je pad uocljiv (Tabele 4-13 do 4-16). Za obe vakcine su i1 nivoi antitela bili za svaku
tacku ocigledno visi kod ispitanika sa prethodnom infekcijom, ali takode usled velikih interkvartilnih
opsega, statisticka znacajnost nije postignuta.

U okviru LMM analize uoc¢eno je da je prethodni kovid-19 statisticki znac¢ajno uticao na RBD-
IgG nivoe nezavisno od tipa vakcine (p<0,001) (Slika 4-21). Prethodno pozitivni ispitanici imali su
statisti¢ki znacajno viSe koncentracije RBD-IgG antitela u odnosu na naivne ispitanike, oslikavajuci
isti trend kao 1 nakon prve doze vakcine. Godine starosti 1 pol ispitanika nisu uticali na nivoe RBD-
IgG, dok su osim prethodne infekcije, vreme proteklo od primanja vakcine i tip vakcine imali
statisticki znacajan uticaj. U prvoj tacki najvisi nivoi antitela detektovani su nakon BNT162b2
vakcine, u poredenju sa BBIBP-CorV (p<0,0001) i Gam-COVID-Vac vakcinom (p=0,016); dok je u
drugoj vremenskoj tacki znacajna razlika postojala izmedu BNT162b2 i BBIBP-CorV vakcine
(p<0,0001), kao i BNT162b2 i ChAdOx1 vakcine (p=0,024). U trec¢oj vremenskoj tacki znacajna
razlika postojala je samo izmedu BBIBP-CorV i Gam-COVID-Vac vakcine (p=0,007). Razlika
izmedu adenovirusnih vakcina nije bila statisticki znacajna ni u jednoj vremenskoj tacki (p>0,81)
(Slika 4-21). Poredenjem nivoa antitela naivnih ispitanika sa kovid-19 grupom ispitanika, odnosno
nevakcinisanim rekonvalescentima, dobijamo da su u prvoj i drugoj tacki pra¢enja znacajno visi nivoi
nadeni jedino kod BNT162b2 podgrupe, a nizi nivoi u drugoj 1 trecoj tacki kod BBIBP-CorV
podgrupe (Slika 4-22). U Cetvrtoj tacki pracenja, odnosno devet meseci nakon infekcije/vakcinacije,
razlika u nivoima antitela nije postojala izmedu vakcinisanih naivnih ispitanika i rekonvalescenata,
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SARS-CoV-2 infekcijom pre vakcinacije 1 rekonvalescentima kovid-19 grupe, dobijamo da je u
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okviru BNT162b2 podgrupe koncentracija RBD-IgG antitela bila statisticki znacajno visa u sve Cetiri
tacke pracenja. Isto se pokazalo i za prve tri tacke pracenja za Gam-COVID-Vac vakcinu i samo za
trecu tacku pracenja za ChAdOx1 vakcinu. BBIBP-CorV podgrupa nije bila statisticki znacajno
razli¢ita u odnosu na kovid-19 grupu, ukazujuéi na to da ova inaktivisana vakcina jedino uz hibridni
imunitet moze dovesti do pojave imunskog odgovora slicnog onom nakon infekcije.

Prva studija koja je poredila imunogenost nakon BBIBP-CorV, Gam-COVID-Vac, ChAdOx1
1 BNT162b2 vakcina i imunski odgovor rekonvalescenata u prva tri meseca nakon vakcinacije
objavljena je 2021. godine baziraju¢i se upravo na rezultatima ukljuéenim u ovu disertaciju.l'>”! Vrlo
brzo nakon prikaza ovih rezultata, Petrovic¢ i saradnici objavili su podatke za Srbiju i iste ove vakcine
ali u znatno duZem periodu od prvih Sest meseci nakon vakcinacije.®>'®?) Autori su opisali
seropozitivnost nakon BNT162b2 vakcine od 99,28% 28 dana nakon druge doze vakcine 1 88,41%
nakon Sest meseci; za Gam-COVID-Vac ove vrednosti iznosile su 100% 1 86,08%, a za BBIBP-CorV
vakcinu 87,65% i 37,04%.185 Takode, opaZen je zna¢ajan pad nivoa antitela za sve pomenute vakcine.
U istrazivanju predstavljenom u ovoj disertaciji vrednosti su bile, analogno ovim vremenskim
taCkama, nesto nize za BBIBP-CorV podgrupu, iznosivsi 79% i 29,63%, $to se moze pripisati i
razli¢itim testovima, uzevsi u obzir da je u studiji Petrovica i saradnika upotrebljen test koji detektuje
antitela specifi¢na za S1/S2 jedinicu, a ne samo RBD. Petrovic i saradnici detektovali su najvise nivoe
antitela Sest meseci nakon druge doze vakcine posle Gam-COVID-Vac vakcine, a najniZi nakon
BBIBP-CorV.[¥l Statisti¢ki znacajno vise vrednosti nivoa S1/S2 IgG antitela zapaZene su nakon
Gam-COVID-Vac, ChAdOx1 i BNT162b2 vakcine u odnosu na BBIBP-CorV i BNT162b2 u odnosu
na ChAdOx1 vakcinu.® Autori su nakon prve tacke praéenja — 28 dana posle druge doze vakcine,
opazili da su vakcinisani ispitanici nakon Gam-COVID-Vac i BNT162b2 vakcine imali viSe nivoe
antitela nego nevakcinisani ispitanici koji su prelezali kovid-19, dok je u ovde predstavljenom
istrazivanju za naivne ispitanike ta razlika pronadena samo za BNT162b2 podgurpu.'®’! Tako je u
ovom istrazivanju najviS§e nivoe RBD-IgG antitela proizvela upravo vakcinacija BNT162b2
vakcinom, odnos ostalih opisanih vakcina u studiji Petrovic¢a i1 saradnika i BBIBP-CorV vakcine,
podudara se sa nalazima istrazivanja predstavljenog ovom disertacijom.

Uporedne studije vakcina protiv kovid-19 iz ostalih krajeva sveta takode su ukazale na
znacajne razlike u imunogenosti izmedu razli¢itih platformi. Vakcine bazirane na iRNK platformi kao
Sto je BNT162b2, indukovale su najvise nivoe S-specifiénih IgG antitela, NAb 1 T-Celijskog
odgovora, nadmasujuc¢i i adenovirusne vektorske vakcine i inaktivisane vakcine, ali sa detektovanim
postepenim opadanjem tokom perioda pracenja, u skladu i sa ovde predstavljenim rezultatima. (86186
1931 Adenovirusne vakcine pokazale su nesto nizi, ali stabilniji humoralni imunski odgovor tokom
vremena, pri ¢emu je za ChAdOx1 vakcinu opisan nesSto duzi period odrzavanja nivoa antitela nego
za Gam-COVID-Vac vakcinu, dok je u drugoj studiji opisana visa koncentracija antitela kod Gam-
COVID-Vac vakcine.!®¢187188] Nasuprot tome, BBIBP-CorV vakcina generisala je najniZe
koncentracije antitela, pokazujuéi ograni¢enu imunogenost, posebno kod naivnih ispitanika. 8618
YL studiji Fodor i saradnika, vise od 50% ispitanika nakon BBIBP-CorV, ali i ChAdO1 vakcine,
nije uspelo da postigne detektabilan T-celijski odgovor, Sto dodatno ogranicava kapacitet ovih vakcina
za dugotrajnu zadtitu."*"! Gotovo 80% ispitanika koji su primili inaktivisanu vakcinu imali su
pozitivan nalaz N-specifi¢nih antitela, koji je bio u korelaciji sa anti-S antitelima; dok kod ispitanika
koji nisu proizveli detektabilan odgovor na N-specifi¢na antitela, nije bilo ni detektovanog ¢elijskog
odgovora.®® Poredenjem nivoa antitela nakon dve doze vakcine sa nevakcinisanom grupom,
prethodno inficiranom, u radu Sereejav 1 autora sve ispitivane vakcine (Gam-COVID-Vac, ChAdOx]1
1 BNT162b2) proizvele su viSe nivoe antitela od nevakcinisanih ispitanika, osim BBIBP-CorV,
podudarajuéi se sa rezultatima predstavljenim ovom disertacijom.!'”!) Nivoi N-IgG antitela bili su
nesto visi kod BBIBP-CorV ispitanika, u odnosu na nevakcinisanu grupu, medutim ta razlika nije bila
statisticki znacajna.l'”!l Ove imunoloske razlike izmedu vakcinalnih platformi imaju jasne
implikacije. Seroloski podaci iz Mongolije, gde je skoro 90% odrasle populacije vakcinisano BBIBP-
CorV vakcinom, otkrili su da je najveci broj infekcija u ovom periodu bio izazvan Alfa varijantom, a
1z toga se moze zakljuciti da su infekcije nakon vakcinacije bile povezane upravo sa nizim nivoima
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antitela u ovoj populaciji nakon inaktivisane vakcine, a ne prisustvom virulentnije varijante SARS-
CoV-2.1%] Prilikom analiziranja nalaza ispitanika u ovom istraZivanju &ije su vrednosti RBD-IgG
antitela pale ispod praga detekcije tokom perioda pracenja nakon vakcinacije, poredeni su nivoi
antitela u vezanim uzorcima, pre i posle negativizacije RBD-IgG antitela. Kod BBIBP-CorV
podgrupe, uocen je statisticki znacajan pad u nivoima RBD-IgG antitela (p<0,0001), kao 1 znacajan
pad u nivoima N-IgG antitela (p=0,008) (Tabela 4-23). Kod ispitanika ¢iji se nalaz RBD-specifi¢nih
antitela negativizovao nakon dve doze Gam-COVID-Vac, ChAdOx1 1 BNT162b2 vakcina, takode je
uocen ocekivan pad nivoa RBD-IgG antitela (Tabela 4-24). NADb nisu bila prisutna ni kod jednog
ispitanika sa negativnim RBD-IgG nalazom, nezavisno od platforme vakcine. Interesantno je da se
jedino kod ispitanika sa najvisim nivoima RBD-IgG antitela pre negativizacije, procenat inhibicije
odrzavao blizu praga pozitivnosti. Osim toga, uoc¢eno je da je seronegativizacija nakon BBIBP-CorV
vakcine statisti¢ki znacajno ranije detektovana (140,97+47,37) u odnosu na sve ostale ispitivane
vakcine (212,29+47,23) (p=0,0005), potvrdujuc¢i opazenu slabiju imunogenost ove vakcine.

U okviru ovde predstavljenog istrazivanja pozitivan nalaz RBD-IgM antitela nakon prve doze
vakcine detektovan je kod naivnih ispitanika iskljuc¢ivo nakon BNT162b2 vakcine. Nakon primarne
serije, najvisSi procenat naivnih ispitanika sa pozitivnim RBD-IgM antitelima takode je bio u
BNT162b2 podgrupi i iznosio je 46,76%, dok je bio znacajno nizi nakon BBIBP-CorV vakcine
(20,21%) (Tabela 4-19). U poredenju sa tim, u kovid-19 grupi, nakon infekcije, procenat pozitivnosti
RBD-IgM bio je znatno visi nego kod BBIBP-CorV podgrupe (54,84%), dok razlika nije bila
znacajna u poredenju sa BNT162b2 vakcinom, ukazuju¢i na aktivaciju humoralnog imunskog
odgovora posle ove vakcine slicnom onom nakon infekcije. Tri meseca nakon prve doze u ChAdOx1
podgrupi procenat pozitivnih nalaza iznosio je 25%, a u okviru Gam-COVID-Vac podgrupe nije bilo
pozitivnih nalaza RBD-IgM ni kod prethodno naivnih, ni kod prethodno inficiranih. Ucestalost
pozitivnih nalaza IgM antitela kod vakcinisanih ispitanika sa prethodnom SARS-CoV-2 infekcijom
bila je nesto niza i iznosila je 21,05% u podgrupi BNT162b2, 13,64 % u podgrupi BBIBP-CorV, dok
je u ChAdOx1 podgrupi bilo pozitivno 33,33% nalaza (Tabela 4-19). Kada se uporede indeksi RBD-
IgM antitela, statisticki znacajna razlika uocena je jedino izmedu kovid-19 grupe i BBIBP-CorV
podgrupe, kod koje je nadena niZa vrednost indeksa antitela. Takode, indeks RBD-IgM antitela bio je
statisticki zna€ajno nizi u podgrupi BBIBP-CorV ispitanika sa prethodnom infekcijom u odnosu na
kovid-19 grupu (Tabela 4-20). I kod naivnih i kod prethodno obolelih ispitanika BNT162b2 podgrupe,
indeksi RBD-IgM antitela nisu bili statisticki znacajno razliciti od kovid-19 grupe, ukazujuci ponovo
na visoku imunogenost ove vakcine. Medijane indeksa RBD-IgM antitela nisu bile statisticki
znacajno razlicite nakon dve doze vakcine izmedu naivnih 1 ispitanika sa prethodnom infekcijom pre
vakcinacije, ni za jednu ispitivanu vakcinu, za razliku od prethodno opisanog skoka RBD-IgG
antitela. Korelacija visine RBD-IgM nalaza sa nivoima RBD-IgG antitela bila je pozitivna 1 statisticki
znaajna za BBIBP-CorV i BNT162b2 podgrupu, ali samo kod naivnih ispitanika.

U studiji Ruggiero 1 saradnika kod naivnih ispitanika uoc¢ena su tri razlicita tipa odgovora na
BNT162b2 vakcinu i to IgG+/IgM-, zatim istovremeni IgG+/IgM+ odgovor i IgG-/IgM+ odgovor.!'*3]
Najcesce je BNT162b2 vakcina dovodila do istovremene produkcije 1 S-IgG 1 S-IgM antitela, a ovaj
odgovor je bio povezan sa viS§im nivoima neutraliSucih antitela, sugeriSu¢i da IgM antitela mogu
znacajno doprineti zastiti. Od tri prepoznata tipa odgovora, autori smatraju da je jedino koordinisani
IgM+/IgG+ odgovor pravi primarni imunski odgovor na vakcinaciju, ali je u njihovoj studiji on bio
zastupljen u samo 37,4% vakcinisanih.['! Kao i u istraZivanju predstavljenom u okviru ove
disertacije, ispitanici istraZivanja Ruggiero i saradnika koji su imali infekciju pre vakcinacije, nakon
druge doze vakcine imali su niZi procenat pozitivnosti specifi¢nih IgM antitela.['>>! Ovakav nalaz
moze se objasniti prevashodnim odgovorom memorijskih B-¢elija koji su nastali nakon potencijalne
prethodne infekcije 1 ve¢ promenili klasu, §to je praceno i kasnijim pojavljivanjem IgM antitela,
nakon regrutovanja novih B-éelija. Sest nedelja nakon prve doze BNT162b2 vakcine, svi ispitanici u
studiji Jalkanen 1 saradnika imali su visoke nivoe S1-IgG antitela, sa blagim porastom u nivoima IgM
antitela, dok je u drugoj studiji Romero-Pineido i saradnika samo 11% vakcinisanih ispitanika imalo
pozitivan nalaz IgM antitela osam nedelja nakon druge doze ove vakcine.!'’1%) Romero-Pineido i
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saradnici spominju serokonverziju kod starijih ispitanika, spekuliSu¢i da imunska memorija na
odredene humane koronaviruse, sa kojima je starija populacija imala vecu Sansu da se sretne tokom
Zivota, moZe indukovati produkciju visokoafinitetnih IgM antitela.['’®! Ugestalost pozitivnog nalaza
S-IgM za ChAdOx1 vakcinu u literaturi iznosila je 30% dve nedelje nakon druge doze, a nivoi antitela
bili su kontinuirano niski, §to se pokazalo istovetno i1 za ovde predstavljeno istrazivanje, ali na znatno
manjoj kohorti ispitanika.['”! Prilikom poredenja inaktivisane i adenovirusnih vakcina, ChAdOx1
proizvela je statisticki znacajan porast [gM nivoa nakon vakcinacije u odnosu na Gam-COVID-Vac 1
BBIBP-CorV vakcinu.'”®! Tako u rezultatima predstavljenim ovom disertacijom Gam-COVID-Vac
vakcina nije dovela do pojave RBD-IgM antitela, ona su detektovana u drugim istrazivanjima ali u
niskom nalazu i to kod prethodno naivnih ispitanika, dok je za inaktivisane vakcine u literaturi opisan
Sirok raspon procenta ispitanika sa pozitivnim IgM odgovorom (od 3,1% do ¢ak 43,92%).[198-201 Uy
studiji Miiller i saradnika, iako je BNT162b2 vakcina znacajno rede dovodila do pojave IgM antitela
nakon vakcinacije u odnosu na ChAdOx1 vakcinu, $to je razli¢ito u odnosu na ovde predstavljene
rezultate, postojala je znacajna korelacija izmedu nivoa neutraliduéih antitela i S-IgM.[?%21 Ovaj
rezultat potvrduje 1 ovde predstavljeno istrazivanje u kom je uocena korelacija RBD-IgG i RBD-IgM
antitela kod naivnih ispitanika. Medutim, opazena diskrepanca u nalazima IgM antitela u literaturi
moze se pripisati i upotrebljenim testovima, koji se razlikuju po pitanju osetljivosti, ali i izostanku
poredenja sa rekonvalescentima.

U studiji Piubelli 1 saradnika ispitanici koji su razvili S-IgM odgovor nakon vakcinacije,
odrZavali su viSe nivoe S-IgG antitela tokom vremena i postojala je manja verovatnoc¢a da ¢e razviti
kovid-19 pri novom kontaktu sa SARS-CoV-2.2%1 Cini se da zastita nije povezana sa postojanjem
pozitivnog S-IgM nalaza, ve¢ sa jacim 1 dugotrajnijim odgovorom IgG antitela upravo kod ispitanika
koji su odmah nakon vakcinacije razvili S-IgM antitela.>3! Autori su u diskusiji naveli postojanje
takozvanog originalnog antigenskog ili imunoloskog ,.greha* (eng. original antigenic sin, OAS), koji
su definisali kao imunski odgovor koji je uslovljen prethodno steCenim imunitetom specifiénim za
druge humane koronaviruse i koji moZe rezultirati unakrsno reaktivnim odgovorom, odnosno
odgovorom na medusobno sli¢ne antigene drugih koronavirusa i SARS-CoV-2, naruSavajuci
imunolosku zaStitu, ¢ime se moZe objasniti postojanje ispitanika sa niskom ili nepostoje¢om
produkcijom IgM antitela nakon vakcinacije 1 u ovde predstavljenom istrazivanju. Takode, opisali su
1 da ukoliko druga doza vakcine ne dovede do pojave pozitivnog nalaza IgM antitela, ni infekcije
nakon vakcinacije nec¢e dovesti do pojave ovih antitela, ukazuju¢i da je inicijalni odgovor ili
imunoloski otisak (eng. immunological imprint) nakon vakcinacije okarakterisao budu¢e odgovore
na naredni stimulus, bilo to naredna doza vakcine ili nova infekcija.**3! Chaudhury i saradnici objavili
su da je IgM odgovor specifi¢niji za SARS-CoV-2, dok su IgG antitela sklonija unakrsnoj
reaktivnosti, potkrepljujuéi OAS ideju.’® Ovakav nalaz verovatnije odrazava aktivaciju
memorijskih B-Celija nastalih nakon ranijih infekcija srodnim koronavirusima, dok se veca
specifi¢nost [gM odgovora moze objasniti 1 ¢injenicom da [gM antitela poticu od naivnih B-limfocita.
Kod dela ispitanika vakcinisanih BBIBP-CorV vakcinom u ovom istrazivanju, koji su praceni i pre
vakcinacije usled prethodno dijagnostikovanog kovid-19, poredeni su nalazi neposredno nakon
infekcije sa nalazima nakon vakcinacije, kada nije uo€ena statisticki znacajna razlika u nivoima RBD-
IgG, RBD-IgM i N-IgG antitela (Tabela 4-21). Stavise, uo¢ava se pravilnost u nalazima N-IgG
antitela, gde se gotovo identi¢ni nivoi generiSu nakon kovid-19 i nakon primljene BBIBP-CorV
vakcine, kod istih ispitanika, Sto moze ukazivati na postojanje OAS fenomena kod ove vakcine, koji
je odrazen i na antitela specificna za druge antigene, kao §to je N protein. Thomas Francis Jr. prvi je
opisao i upotrebio OAS termin u naucnoj literaturi pedesetih godina XX veka, a 1960. godine dodatno
definisao i objasnio ovaj koncept.[?°>2% Francis je uo¢io, izu¢avajuéi virus influence, da je imunski
odgovor na ove viruse izrazeno uslovljen prvim sojem virusa sa kojim se susretnemo u Zzivotu,
dovode¢i do produkcije antitela specificnih za taj soj pri svakom slede¢em kontaktu sa novim,
antigenski razli¢itim sojevima.l?°¢2%7l Naknadna izlaganja novim sojevima pro$iruju dijapazon
novonastalih antitela, ali je primarni odgovor na prvi antigen taj koji postaje dominantniji
vremenom.?” Tako Francis nije to naglasio u svojim nau¢nim radovima, analogija sa hri¢anskom
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teologijom 1 konceptom praroditeljskog greha (lat. peccatum originale) je ocigledna 1 dodatno
naglaSava dugotrajni uticaj susreta sa prvim antigenom na oblikovanje svakog narednog imunskog
odgovora.

U istrazivanju predstavljenom ovom disertacijom, nakon dve doze BBIBP-CorV vakcine 21%
testiranih ispitanika nije razvilo ni RBD-specifi¢na antitela, ni N-specificna antitela, niti su kod njih
detektovana NAb (Tabela 4-22). Nije postojala znacajna razlika u raspodeli polova prilikom
poredenja sa naivnim ispitanicima koji su imali detektabilan RBD-specifican odgovor, medutim
ispitanici koji nisu razvili odgovor bili su znagajno stariji u prvoj tacki praéenja.['>”1 U skladu sa tim,
Ferenci 1 Sarkadi objavili su da 25% ispitanika u Sezdesetoj godini zZivota i gotovo 50% ispitanika
iznad 80 godina nisu proizveli detektabilna RBD-specifi¢na antitela, nakon dve doze iste vakcine.[>*!
Dve godine nakon nalaza ovde predstavljenog istrazivanja i prve publikacije koja je protekla iz ovih
rezultata, u studiji Zeng 1 saradnika, detaljnije je analizirana grupa ispitanika koja nije razvila
adekvatan odgovor na dve doze BBIBP-CorV i uoc¢eno je da osim $to su to ¢esée bili ispitanici starijeg
uzrasta (11,7%, u poredenju sa mladom grupom ispitanika gde je procenat iznosio 7,5%), kao i u ovde
predstavljenom istrazivanju, pocetni nivoi CD4" ¢Eelija i B-Celija bili su kod veéine ispitanika
znacajno niski.?®) Medutim, na malom uzorku starijih seronegativnih ispitanika (n=10), autori
Hafizoglu 1 saradnici su nakon dve doze inaktivisane vakcine drugog proizvodaca, detektovali
prisustvo memorijskih CD4" ¢éelija kod osam ispitanika, a IFN-y odgovor kod svih deset, ukazujui
ipak na pokretanje odgovora.?!'®) Zanimljivo je i to da su Wang i saradnici objavili da se RBD-
specificni odgovor pojavljivao tek nakon druge doze vakcine, dok su N- 1 ns8-specifi¢na IgG antitela
detektovana nakon prve doze BBIBP-CorV, §to moze ukazivati na nesto unikatniji profil aktiviranja
imunskog odgovora kod inaktivisanih vakcina, ukljucujuci i antitela na nestrukturne proteine, uzvesi
u obzir da je kao antigen upotrebljen &itav virion.?!') Osim toga, odredeni ispitanici imali su povisene
i nivoe nsl-, ns5- i ns7-specifiénih IgM antitela.*!!] Ovakve individualne razlike u odgovoru na
inaktivisanu vakcinu su znacajne i moraju se podrobnije istraziti, radi buduce primene ovih vakcina,
ali 1 radi ispitivanja moguénosti da su RBD- i N-seronegativni ispitanici razvili humoralni imunski
odgovor na neke druge proteine virusa. Medutim, iako su Wang i saradnici detektovali prisustvo
odgovora na NSP proteine nakon prve doze vakcine, treba imati u vidu da oni nisu deo zrelog viriona
1 stoga je moguce da ovakvi nalazi ukazuju pre na unakrsnu reaktivnost zbog ranijih infekcija sa
drugim humanim koronavirusima ili metodoloska ogranienja upotrebljenih testova, te je neophodno
interpretirati ovakve nalaze sa rezervom.

Nakon prve doze vakcine, novonastala SARS-CoV-2 infekcija dijagnostikovana je ukupno u
devet slucajeva i to kod 1,51% (2/132) ispitanika BNT162b2 podgrupe, 3,53% (6/170) ispitanika
BBIBP-CorV podgrupe 1 3,23% (1/31) ispitanika ChAdOx1 podgrupe (Tabela 4-25). Simptomi su se
pojavili kod tri ispitanika u prvih nedelju dana nakon prve doze vakcine 1 moguce je da se u ovim
slu¢ajevima period inkubacije protezao na prevakcinalni period. Niko od ispitanika sa SARS-CoV-2
infekcijom nakon prve doze nije bio hospitalizovan, medutim pneumonija jeste bila dijagnostikovana
kod jednog ispitanika nakon BBIBP-CorV vakcine. Koncentracija RBD-IgG antitela na prvoj kontroli
nakon potvrdene infekcije bila je najvisa u BBIBP-CorV podgrupi, a nalaz N-IgG bio je pozitivan
isklju¢ivo nakon BBIBP-CorV vakcine. Takode, u tri slu¢aja infekcije nakon prve doze nalaz RBD-
IgM antitela bio je negativan. Ovi nalazi takode ukazuju na potencijalnu ulogu OAS fenomena pri
formiranju odgovora i kod nepotpunog hibridnog imuniteta — nepotpunog usled nekompletirane
vakcinacije, takode usled prevashodne aktivacije memorijskih B-¢elija. Ovde predstavljeni rezultati
vecinski se odnose na period dok je Alfa varijanta bila najaktuelnija u Srbiji. U literaturi podaci
ukazuju na efektivnost prve doze vakcine od 13,8% za inaktivisane vakcine, 78,6% za Gam-COVID-
Vac, 78% za ChAdOx1, 54,4%-84,8% za BNT162b2, §to su sve nize vrednosti od rezultata
predstavljenih ovim istrazivanjem, pre svega usled malog uzorka u odnosu na multicentri¢ne studije
i velike nacionalne programe koji su pratili incidenciju infekcija nakon vakcinacije.?>2131 U
sistematskom pregledu literature Volkman 1 saradnika, kod ispitanika koji su imali infekciju pre
vakcinacije jedna doza RNK vakcine dovodila je do porasta zastite od nove infekcije za 8-71% tokom
perioda Omikron, BA.1, BA.4/5 ili XBB varijante, dok je efektivnost u odnosu na ispoljavanje
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simptomatske infekcije tokom perioda wild-type, Alfa 1 Delta soja iznosila 85-98%, potvrdujuci
znadaj jedne doze vakcine kod osoba koje su prethodno imale kovid-19.[21¢]

Infekcije nakon kompletne vakcinacije - postvakcinalne infekcije (engl. breakthrough
infections, BTI) su poznat pojam u virusoloskoj literaturi. BTI su zapaZene 1 dokumentovane nakon
vakcinacije protiv malih boginja, varicela, hepatitisa i krpeljskog encefalitisa.?!”22%1 U slucaju
SARS-CoV-2, BTI se definiSe kao infekcija nastala nakon potpune primarne vakcinacije ili dodatne
doze, odnosno revakcinacije. Porast ucestalosti infekcija u prvih Sest meseci od uvodenja vakcinacije,
ukazivao je na potencijalno slabljenje imunskog odgovora ali i brzu evoluciju SARS-CoV-2, koji je
uvodenjem vakcinacije trpeo pritisak selekcije. Medutim, potrebno je naglasiti da pojava BTI nakon
samo prve doze vakcine ili pak u prvih 14 dana nakon druge doze vakcine, nakon Cega se ocekuje
uspostavljanje kompetentnog humoralnog odgovora, nije neobi¢na, s obzirom na to da je adaptivnom
odgovoru potrebno vreme da odreaguje na novu dozu.??!]

Nakon primarne serije, u istrazivanju predstavljenom u ovoj disertaciji, efektivnost zastite od
simptomatskih slu¢ajeva, tokom perioda do Delta talasa iznosila je 94,12% za BBIBP-CorV, 95,66%
za Gam-COVID-Vac 1 96,97% za BNT162b2 vakcinu. Kod ispitanika sa asimptomatskim porastom
RBD-IgG, N-IgG pozitivnim nalazom potvrdeno je prisustvo asimptomatske infekcije, odnosno
kontakt sa SARS-CoV-2 nakon vakcinacije u jos tri slu¢aja u BBIBP-CorV, dva u Gam-COVID-Vac,
jednom u ChAdOx1 i sedam u BNT162b2 podgrupi. Ukoliko ove potencijalne infekcije spojimo sa
brojem potvrdenih, simptomatskih infekcija, efektivnost zastite od simptomatske i asimptomatske
infekcije iznosila bi 92,31% za BBIBP-CorV, 86,96% za Gam-COVID-Vac, 96,77% za ChAdOx1 i
91,67% za BNT162b2 podgrupu. U jednom slu¢aju u BNT162b2 podgrupi zabeleZena je pneumonija,
uz brzu rezoluciju simptoma, dok je u BBIBP-CorV podgrupi kod jednog ispitanika dijagnostikovan
miokarditis; medutim, nijedan ispitanik nije bio hospitalizovan, niti je do§lo do smrtnog ishoda,
ispunjavajuci time primarni cilj vakcinacije protiv kovid-19 (Tabela 4-26). Vakcine protiv SARS-
CoV-2 pokazale su u trecoj fazi klinickih ispitivanja nivo efikasnosti u zastiti od simptomatske bolesti
od 50,38-95%, §to je prevazilazilo granicu od 50% koju je postavila SZO.58#1 Medutim, rezultati
seroepidemioloskih istrazivanja, van kontrolisanih uslova klini¢kih studija, ukazali su na vec
pomenute razlike u imunogenosti, ali 1 efektivnosti medu razli¢itim vakcinalnim platformama,
pogotovo u ispitivanjima sprovedenim na velikom broju ispitanika. Studija Voko i saradnika na vise
od osam miliona ispitanika, prikazala je efektivnost zaStite od hospitalizacije nakon kovid-19
infekcije u periodu od 14-120 dana od 76,6% za BNT162b2, 83,8% za mRNA-1273, 78,3% za Gam-
COVID-Vac, 78,3% za ChAdOx1 i nesto nizu vrednost za BBIBP-CorV od 45,7%, dok je efektivnost
zaStite od smrtnog ishoda bila jo§ visa, sa tim da je efektivnost BBIBP-CorV vakcine i ovde bila medu
najnizima, svega 58,6%.% Moguée objasnjenje razlike nalaza za BBIBP-CorV izmedu ovde
predstavljenog istrazivanja i pomenutih podataka iz literature jeste pre svega znatno manji uzorak
ispitivane populacije, ali 1 ¢injenica da je veliki deo pracenja sproveden pre zvanic¢no potvrdenih
slucajeva infekcije Delta varijantom u Srbiji. Chemaitelly 1 saradnici objavili su podatke da je
efektivnost zastite od infekcije dostigla svoj maksimum od 77,5% u toku prvog meseca nakon druge
doze BNT162b2 vakcine, a da je postepeno opadala tokom perioda pracenja, ubrzano padajuci pet do
sedam meseci nakon druge doze.[*’”) Efektivnost zastite od teske klinicke slike i smrtnog ishoda
dostizala je i 96% u prva dva meseca i odrzavala se na tom nivou do $est meseci.??! U narativnom
preglednom radu Fiolet i saradnika opaZeno je da su inaktivisana vakcina (CoronaVac), ChAdOxI1,
kao predstavnik adenovirusnih vakcina 1 RNK vakcine, bile uspeSne u prevenciji simptomatskih BTI
i to Alfa, Beta, Gama soja, dok je redukovana efektivnost detektovana protiv Delta soja, §to moze
objasniti nalaze visoke efektivnosti u ovom disertacijom predstavljenom istrazivanju za sve cetiri
vakcine, imajuéi u vidu period studije i aktuelne cirkuliduée sojeve.**)

Znatan broj faktora moze uticati na pojavu BTI, kao $to su imunski odgovor na vakcinu,
zdravstveno stanje samog domacina i pojava novih varijanti virusa. Starije zivotno doba, iako nije
dovedeno u ovde predstavljenom istrazivanju u vezu sa BTI posle druge doze vakcine, moze biti
povezano sa ve¢im rizikom od pojave BTI, a ovaj faktor je prepoznat i pocetkom pandemije, kada je
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primeéen veé¢ pomenut uticaj uzrasta na tezinu klini¢ke slike i logiji klini¢ki ishod.*** Studija iz
Srbije, Petrovica 1 saradnika, na populaciji od 134.535 ispitanika starijih od 60 godina, registrovala
je efektivnost od 86,9% za BBIBP-CorV, 95% za Gam-COVID-Vac 1 99% za BNT162b2 nakon dve
doze, a 88,6% za ChAdOx1 nakon prve doze vakcine.l*”>! Bajci i saradnici objavili su podatke za
Vojvodinu, gde se navodi da je 17,4% novih BTI registrovano u periodu od maja do juna 2021.
godine, u populaciji starijoj od 65 godina, a da je primecen porast asimptomatskih i blagih formi
kovid-19, uz pad pojave teske klini¢ke slike.?*) U nesto kasnije objavljenoj studiji Kokica i
saradnika, na opstoj populaciji Beograda, efektivnost je bila niza i iznosila je 62% za BBIBP-CorV,
54% za Gam-COVID-Vac, 60% za ChAdOx1 1 79% za BNT162b2, medutim interesantan je bio nalaz
da su ove vrednosti rasle za BBIBP-CorV i BNT162b2 vakcinu sa godinama, ukazujuéi na ipak dobru
zastitu od BTI kod starijih ispitanika, ali i verovatno savesnije sprovedene mere prevencije.??” Stanja
imunosupresije takode mogu uticati na kvalitet odgovora nakon vakcinacije i samim tim dovesti do
ceSc¢e pojave BTI. Retrospektivnom kohortnom studijom Sun i saradnika, sprovedenom na 664.772
ispitanika, uocen je visi rizik od BTI kod HIV-pozitivnih osoba, kod pacijenata nakon transplantacije
solidnih organa i kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom.??®! Medutim, poredenjem sa
nevakcinisanom populacijom pacijenata lako se uocava da vakcinacija ima protektivan efekat i u
vulnerabilnim kategorijama, jer su i incidencija i mortalitet nakon de novo infekcija bili znacajno visi
u kontrolnoj, nevakcinisanoj populaciji imunosuprimiranih pacijenata.[?>”) Rad Mentzer i saradnika
iz 2022. godine pokazao je da razlike u individualnom odgovoru na vakcine protiv kovid-19 imaju 1
mogucu naslednu osnovu. Naime, autori ovog rada doveli su u vezu alel HLA-DQB1*06 sa viSim
nivoima antitela nakon vakcinacije i nizim rizikom od pojave BTL.!*3% Xie i saradnici nisu uspeli da
ovaj rezultat potvrde na uzorku od 357.806 vakcinisanih ispitanika.*'! Medutim, ovi autori su
sproveli HLA genotipizaciju visoke rezolucije u svojoj kohorti i pokazali da u stvari Sest razlicitih
HLA alela (A*03:01, C*16:01, DQA1*01:02, DQA1*01:01, DRB3*01:01 i DPB1*10:01)
individualno utice na produkciju antitela i imaju medusobno aditivni efekat na rizik od BTI i tezinu
klini¢ke slike.! HLA- A*03:01 alel bio je povezan i sa nesto naglasenijim humoralnim imunskim
odgovorom u ovoj studiji, ali 1 neSto ja¢im neZeljenim reakcijama na BNT162b2 u istrazivanju
genomskih asocijacija Bolze 1 saradnika, ukazuju¢i na ,hipoteticku povezanost visoko ocuvanih
unakrsno reaktivnih HLA-A*03:01 SARS-CoV-specificnih CD8" T-Celija, koje su postojale pre
kontakta sa SARS-CoV-2, 1 viSim nivoima antitela nakon vakcinacije protiv kovid-19, kao 1
ucestalijim neZeljenim reakcijama*.[*>1*32] Rezultati daljih istraZivanja ove korelacije ali i drugih
potencijalnih aspekata nasledne osnove imunskog odgovora na SARS-CoV-2 mogu doprineti
definisanju novih grupa pacijenata pod visokim rizikom od infekcije ili BTI, te uticati na promenu
pristupa vakcinaciji ove populacije u buducnosti.

Razlika u skoku nivoa RBD-IgG antitela nakon simptomatske infekcije posle druge doze
vakcine nije bila statisticki znac¢ajna ni za BBIBP-CorV, niti za BNT162b2 podgrupu (p=0,125),
najverovatnije usled malog uzorka jer se ipak moze graficki uociti za obe podgrupe (Slika 4-23).
Nivoi RBD-specifi¢nih IgG antitela nakon dijagnostikovane SARS-CoV-2 infekcije koja je usledila
posle primarne serije vakcinacije, bili su statisticki znacajno visi u odnosu na nivoe RBD-IgG antitela
kod nevakcinisanih ispitanika nakon preleZzanog kovid-19 (p<0,001), pokazuju¢i da hibridni imunitet
indukuje znatno viSe nivoe antitela nego sama infekcija (Slika 4-24). Kod ispitanika sa pozitivnim
dijagnostickim testom u ovoj disertaciji, nalaz N-IgG antitela bio je negativan samo u jednom slucaju.
Den Hartog 1 saradnici ustanovili su da je kod ispitanika vakcinisanih platformama baziranim na S
proteinu verovatnoca pozitivnog nalaza N-specifi¢nih antitela iznosila 54% dve nedelje od BTI,
odnosno 82% cetiri nedelje nakon BTI, dok je kod ispitanika koji su imali ve¢ jednu SARS-CoV-2
infekciju pre BTI seropozitivnost N-antitela iznosila 94%.1>33 Autori smatraju da ovi podaci, odnosno
mogucnost detekcije N-specificnih antitela do Sest meseci nakon BTI, svakako podrzavaju znacaj
ovih antitela u prepoznavanju potencijalnih BTI, ali i njithovu ulogu u razvijanju kompetentnog
hibridnog imuniteta i preporucuju detekciju ovih antitela tek od tre¢e nedelje nakon pozitivnog testa,
Sto je 1 ispunjeno od strane istrazivanja predstavljenog u ovoj disertaciji, ali 1 preporuc¢eno u drugim
studijama.?**?%31 4hmed i saradnici detektovali su znacajno nizu i atenuisanu aktivaciju CD4" T-éelija
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specificnih za N protein kod ispitanika sa BTI, u poredenju sa S-specificnim T-Celijama, ali 1
ispitanicima koji nisu imali infekciju nakon vakcinacije, §to moze biti i objaSnjenje za odreden
procenat N-IgG negativnih ispitanika nakon BTIL[>*®) RBD-IgM antitela detektovana su u samo
35,71% slucajeva nakon simptomatske BTI u ovde predstavljenom istrazivanju. Nesto visi nivoi
RBD-IgM opazeni su kod ispitanika sa infekcijom nakon BBIPB-CorV vakcine, u odnosu na
BNT162b2 vakcinu. Kod ispitanika sa asimptomatskom infekcijom, nakon BTI nalaz RBD-IgM
antitela bio je pozitivan u 25% (3/12). Rezultati Zhang i saradnika pokazali su da je seropozitivnost
iznosila 33,78% tri do pet nedelja nakon Omikron BTI, posle dve doze inaktivisane vakcine,
poklapajuéi se i sa nalazom u rezultatima predstavljenih ovom disertacijom.>*” Objasnjenje ovih
nalaza se svodi na ideju da BTI predstavlja svojevrsnu sekundarnu imunizaciju, ekvivalent nove doze
vakcine, 1 da tokom infekcije dolazi do ponovne aktivacije memorijskih B-¢elija, izazvanih
prethodnom vakcinacijom, dovodeéi do porasta nivoa IgG antitela, ali ne i IgM antitela.*” U studiji
den Hartog 1 saradnika, mala podgrupa ispitanika (6,7%) sa potvrdenom BTI je najverovatnije veé
imala jednom SARS-CoV-2 infekciju pre toga, usled brzog odgovora i visokog nivoa N-antitela,
indikativnog za sekundarni odgovor, ukazujuéi na reinfekciju.?*! Od ukupno 15 ispitanika sa
simptomatskom infekcijom nakon druge doze vakcine u istrazivanju predstavljenim ovom
disertacijom, Cetiri ispitanika je ve¢ imalo kovid-19 pre prve doze vakcine (26,67%, 4/15) 1 to dva
ispitanika iz BBIBP-CorV (1,18%), jedan iz Gam-COVID-Vac (4,34%) i jedan iz BNT162b2
podgrupe (0,76%), potvrdujuci postojanje reinfekcije u vidu BTI nakon ve¢ uspostavljenog hibridnog
imuniteta (infekcija a zatim vakcinacija), nezavisno od platforme vakcine.

U literaturi pokazano je da infekcija inicijalno dovodi do stavaranja antitela specificnih za
konzervirane regione kao S§to su S2 i N-terminalni domen S1, dok vakcinacija indukuje RBD-
specifi¢na antitela. Voss 1 saradnici u svojim rezultatima navode da je u grupi koja je imala infekciju
pre vakcinacije, viSe od 65% post-vakcinalnih IgG antitela bilo u skladu sa inicijalnim odgovorom na
primarnu infekciju, dok je kod grupe koja je razvila infekciju nakon vakcinacije (BTI), humoralni
imunski odgovor u vise od 59% nakon BTI upravo odgovarao primarnom odgovoru nakon
vakcinacije.*® Ovi podaci ilustruju da je poliklonski IgG odgovor memorijskih éelija uslovljen
podetnim imunoloskim ,,otiskom* uspostavljenim infekcijom ili vakcinacijom.***! Medutim,
istrazivanje Kaplonek 1 saradnika pokazalo je da hibridni imunitet, nakon RNK (BNT162b2, mRNA-
1273) 1 adenovirusnih (ChAdOx1, Ad26.COV2.S) vakcina ipak dovodi do jedinstvene aktivacije i
S2-specifiénog imunskog odgovora, koji je slabo stimulisan samo vakcinacijom.?*) Takode, hibridni
imunitet nakon BTI pokazao je stabilne nivoe humoralnog ali i1 ¢elijskog imunskog odgovora,
odrzavajuéi se i do Sest meseci nakon infekcije.[*4!

***

OpaZeni pad imunskog odgovora specifi¢nog za SARS-CoV-2 nakon primarne vakcinacije i
porast incidencije BTI, pre svega nakon pojave Delta soja, doveli su do pocetka primene trece doze
vakcine Sirom sveta. U Srbiji vakcinacija trecom dozom zapocela je u avgustu 2021. godine za sve
vakcinisane osobe koje su primile drugu dozu pre $est meseci, nevezano za tip primarne vakcine.!*”)
Preporuka SZO iz decembra 2021. godine da se nakon dve doze BBIBP-CorV, primi treca doza
BNT162b2, oslanjala se na studije koje su pokazale slabiju imunogenost i efektivnost ove
inaktivisane vakcine, na koju ukazuju i rezultati istraZivanja predstavljeni u ovoj disertaciji.l**!!
Medutim, nevezano za preporuku, stanovni$tvo Srbije, kao i ucesnici ovde predstavljenog
istrazivanja, imali su otvoren izbor po pitanju primanja tre¢e doze; jedini uslov postojao je u slucaju
Gam-COVID-Vac vakcine, da ukoliko se ista prima kao treca doza, to isklju¢ivo mora biti prva
komponenta vakcine.[*”]

Postoje dva pristupa revakcinaciji, odnosno davanju nove doze vakcine nakon primarne serije,

i to: homologni pristup, kada se primenjuju sve doze iste vakcine i heterologni pristup, koji

podrazumeva kombinaciju vakcinalnih platformi, odnosno davanja tre¢e doze vakcine koja je

razli¢ita od primarne serije. Istorijski gledano, jo§ prvi eksperimenti kombinovanja razli¢itih tipova
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vakcina, devedesetih godina proslog veka, pokazali su da heterologni pristup revakcinaciji moze
proizvesti mnogo snazniji imunski odgovor, za razliCite infektivne agense, kao $to su HIV (eng.
human immunodeficiency virus) ili Mycobacterium tuberculosis.***' U cilju poboljsanja zastite,
tokom kovid-19 pandemije najces¢e su se nakon vektorskih ili inaktivisanih vakcina vrSile
revakcinacije RNK vakcinama. U okviru ovog istrazivanja registrovano je jedanaest razlicitih
kombinacija primarne serije i tre¢e doze vakcine, §to predstavlja i posebnu odliku ovog istrazivanja,
koje pruza komparativni uvid u efektivnost gotovo svih raspolozivih vakcina. Najzastupljenije su bile
homologna BNT162b2/BNT162b2 podgrupa (44,96%), heterologna BBIBP-CorV/BNT162b2
(31,78%) 1 homologna BBIBP-CorV/BBIBP-CorV podgrupa (10,08%), Sto je i o¢ekivano kako se
veliki deo populacije u Srbiji, a pre svega osetljive kategorije, opredelio za BBIBP-CorV kao
primarnu vakcinu (Tabela 4-27). ZnacCajna razlika postojala je u vremenskom periodu izmedu druge
i tre¢e doze vakcine za homolognu BNT162b2 podgrupu i heterolognu BBIBP-CorV/BNT162b2
podgrupu, gde se manji vremenski period uocavao kod heterologne podgrupe. Ovo se moze pripisati
kasnije promenjenim smernicama u Srbiji, koje su se odnosile na primenu nove doze vakcine Cetiri
meseca nakon primarne serije BBIBP-CorV vakcine, a ne nakon prvobitno propisanih $est meseci.l***!
Takode, ispitanici BBIBP-CorV/BNT162b2 i BBIBP-CorV/BBIBP-CorV podgrupa bili su statisticki
znacajno stariji u odnosu na ispitanike koji su se opredelili za BNT162b2 homolognu revakcinaciju,
$to je odraz Cinjenice da je populacija ispitanika sa primarnom serijom BBIBP-CorV bila statistic¢ki
znacajno starija od BNT162b2 podgrupe ispitanika u okviru ovog istrazivanja.

Najcesce nezeljene reakcije nakon tre¢e doze vakcine bile su lokalni bol na mestu aplikacije
(45,73%), povisena temperatura (13,17%) 1 malaksalost (11,63%), a u odnosu na drugu dozu,
uoCavamo statisticki znacajno ¢eS¢u pojavu lokalnog bola, Sto je opisano 1 u literaturi (Slika 4-
25).1244245] Kod ispitanika heterologne BBIBP-CorV/BNT162b2 grupe u ovom istrazivanju,
primecuje se izuzetan porast ucestalosti lokalnog bola, do ¢ak 70,73%, dok je kod homologne
BNT162b2/BNT162b2 grupe prijavljena ucestalost od 41,38%; sve ostale ispitivane reakcije bile
gotovo identino zastupljene. Najmanji broj reakcija prijavljen je nakon homologne BBIBP-
CorV/BBIBP-CorV trec¢e doze, kao i nakon primarne BBIBP-CorV serije. Osim standardnih reakcija,
prijavljena je i aksilarna limfadenopatija na strani primljene vakcine i osip po vratu, sa spontanom
rezolucijom, nakon BNT162b2/BNT162b2 trece doze, Sto je u okviru ove diskusije ve¢ opisana kao
moguca reakcija nakon primarne serije BNT162b2 vakcine. Iako ne postoji veliki broj studija koji
poredi heterologni 1 homologni pristup revakcinaciji koji uklju¢uje BNT162b2 i BBIBP-CorV
vakcine, podaci ipak ukazuju da homologna BBIBP-CorV revakcinacija, kao i u ovde predstavljenom
istrazivanju, ima najbezbedniji profil nezeljenih reakcija, sa najéesce prijavljenim lokalnim bolom,
ali znatno rede u odnosu na heterolognu BBIBP-CorV/BNT162b2 kombinaciju.!**#?4 T homologna
BNT162b2 revakcinacija takode je izazivala lokalni bol rede u odnosu na heterologni pristup.246-247]
U studiji Montero 1 saradnika, na uzorku od 595 ispitanika nakon heterologne BBIBP-
CorV/BNT162b2 kombinacije, nezeljene reakcije u vidu lokalnog bola registrovane su kod ¢ak 71%
ispitanika, gotovo identi¢an procenat kao u istraZivanju predstavljenom u ovoj disertaciji 1 to na
manjem uzorku ispitanika.?*®) Nalazi ovde predstavljenog istraZivanja upuéuju na bezbednost
primene tre¢e doze, kako homolognog tako 1 heterolognog pristupa revakcinaciji, Sto korelira sa
istrazivanjima koje ukazuju da su nezeljene reakcije Ceste ali limitirane na lokalne i1 prolazne
sistemske reakcije.!24724]

LMM analizom RBD-IgG odgovora nakon kombinacija primarne serije 1 tree doze vakcine
u ovom istrazivanju, uoceno je da pol, godine i prethodna SARS-CoV-2 infekcija nisu imali uticaj,
dok tip kombinacije vakcina 1 vreme jesu znacajno uticali na kinetiku antitela do Sest meseci nakon
tre¢e doze (Slike 4-28, 4-29). Heterologni BBIBP-CorV/BNT162b2 pristup, u odnosu na homologni
BNT162b2 dovodio je do znacajno visih koncentracija antitela, dok su BBIBP-CorV homologni i
Gam-COVID-Vac/BBIBP-CorV pristup imali znacajno niZe koncentracije antitela. Interesantno je da
su tre¢e doze BBIBP-CorV vakcine u razli¢itim kombinacijama indukovale najniZe nivoe RBD-IgG
antitela, kako kod prethodno naivnih, tako i kod ispitanika sa prethodnom SARS-CoV-2 infekcijom,
za razliku od ostalih kombinacija adenovirusnih i RNK vakcina, kao §to su Gam-COVID-
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Vac/BNT162b2, ChAdOx1/BN162b2, ChAdOx1/mRNA-1273 i mRNA-1273/mRNA-1273. Vecina
kombinacija opisanih u ovom istrazivanju nije dovoljno zastupljena u literaturi (Tabele 4-32, 4-33).
Stosic 1 saradnici objavili su studiju sa podacima iz Srbije koja u analizu uzima BBIBP-CorV/BBIBP-
CorV, BBIBP-CorV/BNT162b2, BNT162b2/BNT162b2, koje su najzastupljenije kombinacije
primarne serije i tre¢e doze 1 u ovde predstavljenom istrazivanju; ali opisuju i ispitanike koji su se
opredelili za jos Cetiri kombinacije BBIBP-CorV/Gam-COVID-Vac, BNT162b2/BBIBP-CorV, Gam-
COVID-Vac/Gam-COVID-Vac i Gam-COVID-Vac/BNT162b2 kombinacije, u daleko manjem
procentu, takode opisane i u ovom istrazivanju.l?”! Ostale kombinacije ChAdOx1/BNT162b2,
ChAdOx1/mRNA-1273, mRNA-1273/mRNA-1273, opisivane su u literaturi, osim Gam-COVID-
Vac/BBIBP-CorV.»1231 U studiji Stosi¢ i saradnika, za razliku od rezultata istraZivanja
predstavljenog u ovoj disertaciji, homologna kombinacija BNT162b2 vakcine proizvela je najvise
koncentracije S-specifi¢nih IgG antitela, mada je i heterologna BBIBP-CorV/BNT162b2 kombinacija
dovela do znacajnog efekta; nizi nivoi primeceni su nakon BBIBP-CorV homologne trec¢e doze, Gam-
COVID-Vac homologne i BBIBP-CorV/Gam-COVID-Vac heterologne tre¢e doze, $to se poklapa i
sa nalazom ovog istrazivanja (osim za Gam-COVID-Vac homolognu podgrupu koja nije obuhvacena
istrazivanjem).[2%"]

Razli¢ita istrazivanja ukazala su na negativnu korelaciju nivoa antitela nakon heterolognih ili
homolognih kombinacija primarne serije i tre¢e doze vakcina, ukazujuci na potencijalnu ulogu
imunoloske senescencije u razvoju adekvatnog IgG odgovora nakon treée doze vakcine.[?>%%4 U
okviru ovog istraZivanja, LMM analiza nije pokazala uticaj starosti ispitanika na kinetiku IgG antitela
nakon razli¢itih kombinacija vakcina, ali kada su se godine poredile sa nivoima RBD-IgG antitela na
prvim kontrolama nakon primanja tre¢e doze, znacajna, negativna i umerena korelacija pronadena je
za BNT162b2 homologni pristup, dok to nije bio slucaj za BBIBP-CorV/BNT162b2. Ovakav nalaz
ukazuje na mogucénost da starija populacija moze razviti dobar sekundarni imunski odgovor nakon
heterologne tre¢e doze vakcine, slican onom kod mlade populacije, $to potvrduje i studija Montero i
saradnika.***! Lustig i saradnici prikazali su da postoji znac¢ajno nizi humoralni imunski odgovor
naden kod starijih zdravstvenih radnika mesec dana nakon druge doze BNT162b2 vakcine, ali da je
kod njih uocen i zna€ajan porast nivoa antitela nakon homologne trece doze, kao 1 da su ovi ispitanici
uspeli da, mesec dana od tre¢e doze, proizvedu sekundarni imunski odgovor istovetan onom kod
mladih ispitanka, za razliku od nalaza ovde prikazanog istrazivanja za ovaj tip homolognog pristupa
revakcinaciji, §to mozZe biti i posledica manjeg uzorka.**”! Nalazi neadekvatnog odgovora, ¢ak i kod
starijih ispitanika, koji su nakon dve doze vakcine klasifikovani kao ,,slabo reaguju¢i® (eng. low
responders) pokazali su uspeSnu restituciju i1 porast nivoa NAb, kao 1 ukupnih antitela, ali 1 trajniji
odgovor do Sest meseci nakon tre¢e doze.”>>>7) Jako postoje razliciti nalazi o povezanosti pola i
imunskog odgovora na SARS-CoV-2 vakcine, a 1 dokazi o uticaju estrogena na imunski odgovor, pol
ispitanika u ovde predstavljenom istrazivanju nije doveden u vezu sa nivoima RBD-IgG
antitela.[>>*2%1 U skladu sa rezultatima ovog istrazivanja, u literaturi postoje podaci dobijeni na veéem
broju ispitanika, gde takode uticaj pola nakon razli€itih heterolognih i homolognih pristupa na
humoralni i éelijski imunski odgovor nije pronaden nakon treée doze vakcine.[?#3234260-2621 Ogim
uticaja godina i pola, ovde predstavljeni rezultati ukazuju i na to da prethodna SARS-CoV-2 infekcija
nije znacajno uticala na imunski odgovor nakon tre¢e doze, mada postoje 1 oprecni podaci u
literaturi.?*%292] Nezavisno od toga kako je imunski odgovor uspostavljen, da li nakon vakcinacije ili
u vidu hibridnog imuniteta, svakako ima tendenciju da opada tokom vremena, a uzevsi u obzir da su
infekcije u ovoj grupi ispitanika registrovane viSe od dva meseca pre primanja trece doze, to moze
biti objasnjenje za nepostojecu razliku. Medutim, takode moZe implicirati i da je treca doza vakcine
dovoljno potentna da izazove isti efekat kod naivnih ispitanka, kao nakon nesto starijeg hibridnog
imuniteta.

Detaljnije ispitivanje kinetike humoralnog imunskog odgovora u istrazivanju predstavljenom
ovom disertacijom nakon trec¢e doze radeno je u dve grupe, zbog najveceg broja ispitanika u ovim
grupama i to homolognoj BNT162b2/BNT162b2 i heterolognoj BBIBP-CorV/BNT162b2 podgrupi,
u tri taCke pracenja — tri nedelje, tri meseca 1 Sest meseci od treCe doze. Ni u homolognoj, ni u
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heterolognoj podgrupi, nevezano za prethodno prisustvo SARS-CoV-2 infekcije pre tre¢e doze, nije
doslo do seronegativizacije tokom perioda pracenja, za razliku od primarne serije. Uocen je postepen
1 statisticki znacajan pad RBD-IgG antitela do Sest meseci pracenja za homolognu podgrupu
prethodno naivnih ispitanika, dok se za heterolognu BBIBP-CorV/BNT162b2 podgrupu uocava
odrzavanje platoa izmedu druge i trece tacke pracenja, ukazujuéi na nesto dugotrajniji odgovor nakon
heterolognog pristupa (Tabele 4-28, 4-30; Slike 4-26, 4-27). Poredenjem uzoraka ispitanih tri nedelje
nakon trece doze sa odgovaraju¢im uzorcima istih ispitanika u prvoj vremenskoj tacki nakon primarne
serije vakcine, uoCavala se =znaCajna razlika u nivoima RBD-IgG antitela 1 kod
BNT162b2/BNT162b2, i jo§ ociglednije kod BBIBP-CorV/BNT162b2 pristupa, usled slabije
imunogenosti primarne serije inaktivisanih vakcina, ali i veéeg porasta koncentracije RBD-IgG
antitela nakon tre¢e doze vakcine (Slika 4-30). Kada se poredi nalaz RBD-IgG Sest meseci nakon
prve doze, sa prvom kontrolom nakon treée doze vakcine, ali i sa poslednjom kontrolom nakon treée
doze, uocCava se statisticki znacajan visi nivo RBD-IgG u obe podgrupe nakon tre¢e doze, ukazujuéi
na odli¢an odaziv imunskog odgovora i posledi¢no vise odrzavanje nivoa antitela tokom vremena, u
odnosu na primarnu seriju. Do Sest meseci nakon tre¢e doze vakcine, koncentracija RBD-IgG bila je
statisticki znacajno visa u BBIBP-CorV/BNT162b2 heterolognoj podgrupi, u odnosu na
BNT162b2/BNT162b2 podgrupu. Takode, poredenjem sa analognim tackama pracenja kovid-19
grupe, prethodno naivni ispitanici vakcinisani bilo kojim od ova dva tipa kombinacije trece doze ali
1 ispitanici koji su imali potvrdenu infekciju pre tre¢e doze, imali su statisti¢ki znacajno vise
koncentracije RBD-IgG antitela, ukazujuéi na prednost vakcinacije i hibridnog imuniteta (Slika 4-
31). Kod selektovanog broja ispitanika nakon razli¢itih kombinacija tre¢e doze, prilikom poredenja
NAD pre i posle trece doze, znacajan skok u procentu inhibicije primecen je kod svih pristupa, sa tim
da je ta razlika bila statisticki znacajna prilikom pojedina¢ne analize jedino kod heterolognog BBIBP-
CorV/BNT162b2 pristupa, ponovo ukazujuéi na prednosti istog (Tabela 4-34). Jedino su se u BBIBP-
CorV/BBIBP-CorV podgrupi nalazili ispitanici sa negativnim nalazom NAb nakon tre¢e doze
vakcine (2/4 analizirana), ponovo ukazujuci na slabiju imunogenost ove vakcine. Visi nivoi antitela,
ali i procenti inhibicije primeceni su kod ispitanih heterolognih pristupa (Tabela 4-34). U okviru ovde
predstavljenog istrazivanja ispitivana je 1 moguc¢nost ponovnog stimulisanja N-specifi¢nih antitela
kod ispitanika nakon primarne serije BBIBP-CorV vakcine, koji su primili tre¢u dozu BNT162b2.
Kod naivnih ispitanika, nakon tre¢e BNT162b2 doze nije doslo do ponovne produkcije N-specifi€nih
IgG antitela ni u jednom slucaju, dok su kod ispitanika koji su imali kovid-19 pre tre¢e doze vakcine,
N-IgG antitela detektovana kod pet od Sest ispitanika (odeljak 4.3.3.2).

Rezultati predstavljeni u ovoj disertaciji ukazuju na znacajnu imunogenost i homologne
BNT162b2/BNT162b2 i heterologne BBIBP-CorV/BNT162b2 kombinacije primarne serije i trece
doze vakcine, §to je u skladu sa literaturom o heterolognom pristupu RNK nakon inaktivisane
primarne serije.[!03-244.245:263-266] {zevi u obzir rezultate u ovog istrazivanja koji su ukazali na slabiju
imunogenost primarne serije inaktivisane vakcine, odgovor ovih ispitanika nakon RNK vakcine kao
tre¢e doze ukazuje na sposobnost inaktivisane vakcine da ipak izazove zna¢ajnu imunsku memoriju,
koja perzistira 1 nakon prestanka detekcije RBD-specifi¢nih antitela. Moghnieh 1 saradnici ukazali su
na moguc¢nost BNT162b2 vakcine kao tre¢e doze da prevazide problem slabije imunogenosti BBIBP-
CorV vakcine, Sto je 1 potvrdeno u drugim studijama gde je pokazano da je pad nivoa imunskog
odgovora nakon druge doze inaktivisane vakcine brzo ,oporavljen nakon treCe doze
BNT162b2.[243:263.265267] Qv je potvrdeno i u studiji Vargas-Herrera i saradnika, gde je uoden
znacajan porast nivoa antitela prilikom poredenja nivoa antitela pre i posle tre¢e doze vakcine za
BBIBP-CorV/BNT162b2 1 BNT162b2/BNT162b2 kombinacije, gde je primeceno i da je heterologna
kombinacija dovela do znacajno visSeg porasta, kao i u ovde predstavljenom istrazivanju, dok su Liang
1 saradnici dokazali 1 znacajan porast kod homolognog BBIBP-CorV pristupa u poredenju sa drugom
dozom.**2%8] Matula i saradnici pokazali su da je heterologna BBIBP-CorV/BNT162b2 kombinacija
dovela do snaznijeg T-Celijskog odgovora 1 gotovo identicnih nivoa RBD-IgG 1 RBD-IgA antitela u
poredenju sa homolognom BNT162b2 tre¢éom dozom.[?%¢! Heterologna kombinacija BBIBP-CorV i
RNK vakcina dovodila je do znacajnijeg porasta u koncentraciji S-specifi¢nih i NAb, u odnosu na
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homologni BBIBP-CorV pristup ili heterolognu kombinaciju BBIBP-CorV 1 adenovirusnih
vakcina.?**?%]" Rashedi i saradnici opisali su nekoliko moguéih mehanizama koji uti¢u na snazniji
imunski odgovor izazvan upotrebom heterolognih vakcina, kao Sto su aktivacija razli¢itih grana
imunskog odgovora i izlozenost §irom spektru antigena.*2%° U istrazivanju predstavljenom u ovoj
disertaciji detekcija RBD-IgM antitela nije sprovedena nakon tre¢e doze vakcine, medutim u
istrazivanju Liang i saradnika serokonverzija IgM antitela od 65,63% nakon druge doze, pala je na
9,38% nakon trec¢e doze vakcine, dok u istrazivanju Xu 1 saradnika 31,25% ispitanika nikada nije
imalo detektabilna IgM antitela nakon bilo koje od tri doze vakcine.[***’"1 U okvirima ovde
predstavljenog istrazivanja opisan je i slucaj ispitanika koji je nakon primarne serije BBIBP-CorV
vakcine isklju¢ivo imao pozitivan nalaz RBD-IgM antitela, sa minimalnim procentom inhibicije, dok
je tek heterologna BNT162b2 doza kod ovog ispitanika proizvela visoku koncentraciju RBD-1gG
antitela. Slucajevi razvoja iskljuCivo IgM antitela nakon inaktivisane vakcine, opisani su i u
istrazivanju Zhou i saradnika.?°!!

Trend opadanja specificnih IgG antitela nakon tre¢e doze vakcine opazen je i za homologne i
za heterologne kombinacije, iako je nesto znacajniji pad primec¢en kod homologne BNT162b2 doze,
ukazujuéi i na potencijalni pad zastite od novih infekcija.[243:250:252:268.271-274] pojaya Omikron soja bila
je glavna prekretnica u kovid-19 pandemiji, usled prisustva vise od 30 mutacija u S proteinu i
znacajne sposobnosti izbegavanja imunskog odgovora, sa posledi¢nim do tada nevidenim porastom
novih kovid-19 slu¢ajeva, dovode¢i do znacajne pojave BTI i kod ispitanika koji su vakcinisani
tre¢com dozom vakcine.?”> Nakon treée doze vakcine, u okviru ove studije, prijavljena je ukupno ¢ak
31 nova SARS-CoV-2 infekcija (24,03%, 31/129), potvrdene dijagnostickim testom (PCR i/ili brzi
antigenski test) (Tabela 4-35, 4-36). Od toga su Cetiri infekcije bile u BBIBP-CorV/BBIBP-CorV
podgrupi (30,76%, 4/13), pet u BBIBP-CorV/BNT162b2 podgrupi (12,19%, 5/41), 21 u
BNT162b2/BNT162b2 podgrupi (36,21%, 21/58) i1 jedna u ChAdOx1/mRNA-1273 podgrupi (1/1).
U jo§ 14 slucajeva (10,85%, 14/129) detektovana je potencijalna BTI, koja nije potvrdena
dijagnostickim testom, i to kod cetiri ispitanika BBIBP-CorV/BNT162b2 (30,76%, 4/13), 10
ispitanika BNT162b2/BNT162b2 (17,24%, 10/58) i jednog ispitanika u okviru ChAdOx1/BNT162b2
podgrupe (12,50%, 1/8), §to sa potvrdenim infekcijama dovodi do ukupne incidencije BTI od 35,66%
(46/129). Kovid-19 u grupi ispitanika vakcinisanih trecom dozom najcesce je dijagnostikovan krajem
2021. ili u prva tri meseca 2022. godine, §to se poklapalo sa povec¢anom detekcijom Delta i Omikron
sojeva u Srbiji.['?6] Takode, od 46 ispitanika sa novom infekcijom nakon tre¢e doze vakcine, osam
ispitanika je suStinski imalo reinfekciju, uzevsi u obzir da su ve¢ prelezali kovid-19 u prethodnom
periodu (17,39%). Od toga, jedna reinfekcija registrovana je u okviru BBIBP-CorV/BBIBP-CorV
(12,50%, 1/8), dve u BBIBP-CorV/BNT16b2 (4,87%, 2/41) i pet u BNT162b2/BNT162b2 podgrupi
(8,63%, 5/58). lako su ispitanici sa prethodnim hibridnim imunitetom 1 trecom dozom vakcine imali
nizi rizik za reinfekciju 1 dugotrajniji imunski odgovor nakon tre¢e doze vakcine, Martin Pérez i
saradnici pokazali su da duzi period izmedu prethodne infekcije 1 nove doze znafajno smanjuje
procenat zastite ovakvog hibridnog imuniteta, $to bi moglo da objasni i pojavu reinfekcija u ovde
predstavljenom istraZivanju.[?6227627"1 Kada se u obzir uzmu isklju¢ivo infekcije kod kojih je bio
poznat taan datum pocetka simptoma, najveci broj infekcija registrovan je izmedu tri i Sest meseci
nakon tre¢e doze (27/34; 79,41%), dok je samo cetiri infekcije prijavljeno izmedu prve i druge tacke,
a jos tri nakon isteka Sest meseci posle trece doze, iduci u prilog podacima o padu nivoa antitela nakon
trece doze vakcine.

Nakon tre¢e doze, titar NAb specificnih za Omikron soj u studiji Goel i1 saradnika porastao je
gotovo 45 puta kod naivnih ispitanika 1 mada je ova sposobnost neutralizacije opala do tri meseca
nakon treée doze, nivoi antitela ostali su na znatno visem nivou nego nakon druge doze vakcine.!'%!
Medutim, Liu 1 saradnici, ali 1 Cowling 1 saradnici ukazali su na pad nivoa antitela specifi¢nih za
Omikron varijantu kod razli¢itih kombinacija tre¢ih doza, do veoma niskih nivoa Sest meseci nakon
primanja doze, uklapaju¢i se u nalaze istrazivanja predstavljenog ovom disertacijom usled
predominacije ovog soja u periodu praéenja.l>>?"3 Kada se uporede dve najveée podgrupe u ovog
istrazivanja dobija se statisticki znaCajno viSa incidencija novih infekcija u okviru
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BNT162b2/BNT162b2, u odnosu na heterolognu BBIBP-CorV/BNT162b2 kombinaciju (p=0,002),
osim toga poredeci zastupljenost asimptomatske infekcije u ovim podgrupama, uocava se njihova
ceS¢a pojava kod heterolognog pristupa (19,35% nasuprot 33,33%), ukazujuéi na bolje odlike
heterologne vakcinacije u zastiti od nastanka simptomatske infekcije. Rizik od BTI u istrazivanju
Porru 1 saradnika smanjen je kod heterolognog pristupa revakcinaciji, potvrdujuéi rezultate ovog
istrazivanja.?’8!  Gonzalez i saradnici pokazali su da je u njihovoj kohorti RNK vakcina, kao
heterologna tre¢a doza, imala najveci procenat zastite od smrtnog ishoda BTI u podgrupi ispitanika
starijih od 50 godina.’””! U ovom disertacijom predstavljenom istrazivanju, nijedan ispitanik sa
infekcijom nakon tre¢e doze nije imao dijagnostikovanu pneumoniju, niti bio hospitalizovan, ipak
ukazujuéi na dovoljnu zastitu od teske klinicke slike i smrtnog ishoda nezavisno od tipa tre¢e doze.

Poredenjem RBD-IgG antitela pre i posle infekcije u BNT162b2/BNT162b2 i BBIBP-
CorV/BNT162b2 podgrupama, kod prethodno naivnih ispitanika, uo¢avamo statisticki znacajno vise
koncentracije nakon infekcije (Slika 4-32). Za deo predvakcinalno naivnih ispitanika raden je i
komparativni surogat test za detekciju NAb, ali porast procenta inhibicije nije bio upadljiv, niti
statisticki znacajan, usled ve¢ visokih vrednosti u uzorku pre infekcije (Tabela 4-38). Nakon tri doze
BNT162b2 vakcine i Omikron infekcije, znacajan porast anti-S antitela naden je 1 u istraZivanju Ogric¢
i saradnika, koji su ve¢ imali visoke nivoe antitela i pre infekcije.[**”) BTI izazvane Omikron BA.5
sojem nakon tri doze CoronaVac, inaktivisane vakcine, dovele su do imunskog odgovora Sireg
spektra, sa mogucéno$¢éu unakrsne reaktivnosti sa drugim sojevima i duzim odrzavanjem nivoa
neutralizacione sposobnosti, kako za ancestralne sojeve tako i za Omikron podvarijante, sugeriSuci
da kod ove vakcine ne postoje dokazi za OAS fenomen.!?8!! Johnston i saradnici takode su izlozili
pretpostavku da inaktivisane vakcine izazivaju slabiji imunoloski otisak u poredenju sa RNK
vakcinama.!?®?! Imajuéi u vidu da je OAS dobro dokumentovan upravo kod inaktivisanih vakcina
protiv gripa, ovakvi nalazi ne mogu se pripisati iskljucivo tipu vakcinalne platforme. U literaturi
postoje i rezultati koji ukazuju na to da BA.2 BTI ne indukuje zadovoljavajuci nivo zastite od kasnijih
podvarijanti kao Sto je BA.2.75 kod ispitanika vakcinisanih inaktivisanim vakcinama baziranim na
wild-type virusu, ukazujuéi na ipak prisutan OAS u odredenom stepenu.?®¥ Ponavljana vakcinacija
inaktivisanim vakcinama najverovatnije je rezultirala viSim nivoima antitela specificnih za
konzervirane regione strukturnih proteina, dovode¢i do takozvanog ,zamrzavanja repertoara‘
stvaranja Celija specifi¢nih za nove, izmenjene antigene Omikron soja.!*®%! Kod ispitanika sa tri doze
RNK vakcine, nakon jedne BTI 1 Cetvrte doze vakcine prilagodene Omikronu, pokazano je da
memorijske B-¢elije imaju 1 dalje ograni¢en odgovor specifican za nove varijante, ¢ak i nakon dva
izlaganja Omikron antigenima.!?®>! Kim i saradnici pokazali su da BTI izazvane ranim podvarijantama
Omikrona dovode do pojave i CD8" T-¢elijskog odgovora sposobnog da prepozna epitope S proteina
novih podvarijanti.*®¢] Takode, na animalnom modelu pokazano je da RNK vakcina bazirana na
XBB1.5. indukuje stvaranje antitela koja uspesno neutraliSu upravo tu varijantu virusa, bez obzira na
prethodnu izloZenost ancestralnom S proteinu u vidu tri doze vakcine.[?®”] Smatra se da ponavljana
infekcija nakon vakcinacije, kao 1 multiple doze bazirane na novim podvarijantama ipak mogu
prevaziéi OAS wild-type virusa, dovodeéi do stvaranja novog repertoara éelija.[2882%1

U okviru BBIBP-CorV/BNT162b2 svi ispitanici sa infekcijom nakon tre¢e doze imali su
detektabilna N-specificna IgG antitela. Medutim, u okviru BNT162b2/BNT162b2 podgrupe
ispitanika sa infekcijom nakon tre¢e doze, nalaz N-IgG antitela nije bio pozitivan kod svih ispitanika.
Kod pet ispitanika, sa pozitivnim dijagnostickim testom i prisutnim kovid-19 simptomima, nalaz N-
IgG antitela je bio negativan. Od tih ispitanika, jedna ispitanica je primala terapiju monoklonskim
antitelima, S$to takode moze objasniti nedetektabilna N-IgG antitela. Ova ispitanica je nakon toga
imala ponovnu reinfekciju osam meseci kasnije, kada nije primala monoklonsku terapiju — a u tom
uzorku jesu detektovana N-IgG antitela u nisko pozitivnom nalazu. Ispitanici BNT162b2/BNT162b2
podgrupe sa pozitivnim nalazom N-IgG antitela imali su detektovane nivoe u iznosu od 2,17 (1,62-
3,01). Ova vrednost bila je statisticki znacajno niza od vrednosti za BBIBP-CorV/BNT162b2
podgrupu (p<0,0001). IstraZivanje Vu i saradnika predstavljalo je prvi nauc¢ni rad koji je ukazao na
moguénost izostanka N-specificnog odgovora nakon BTI, posle dve doze BNT162b2 vakcine.!?*"
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Autori tog rada smatrali su da je vakcina ogranicila replikaciju virusa i njegovu diseminaciju i da je
redukcija u ekspresiji virusnog N proteina dovela do smanjene prezentacije ovih antigena i posledi¢no
smanjenog stvaranja N-specifi¢nih antitela.?*”) Delgado i saradnici takode su ukazali na smanjenu
produkciju N-IgG antitela nakon BTI posle BNT162b2 dve doze vakcine, ali su ovi autori to pripisali
OAS fenomenu.!?®! Rezultati istrazivanja predstavljenog ovom disertacijom stoga mogu indirektno
ukazati na znacajniji imunoloski otisak RNK vakcina. Osim toga, u literaturi postoje i podaci o
smanjenoj osetljivosti testova za detekciju N-antitela 1 pojavi negativnih nalaza ukoliko je do BTI
doslo u periodu do dva meseca nakon trece doze vakcine, §to takode moze biti objasSnjenje ovakvih
nalaza.[*?]

Potencijalno razjasnjenje OAS fenomena, kao 1 prevazilazenje imunoloskog otiska, a zatim 1
problema imunizacije protiv novih, prete¢ih varijanti SARS-CoV-2 moglo bi se na¢i u vakcinama
nove generacije. Multivalentne vakcine, sazdane od antigena razli¢itih varijanti virusa, koje bi mogle
smanjiti potrebu za dodatnim dozama, ukljuc¢ivanje i N proteina, a ne isklju¢iv fokus na S protein,
targetiranje stabilnih regiona virusa radi pronalaZenja univerzalne pan-koronavirusne vakcine,
pravljenje mukoznih vakcina koje bi se mogle primeniti oralno ili nazalno, smanjujuéi transmisiju
virusa, lipidne nanopartikule i nove tehnike liofilizacije koje bi produzile rok trajanja i stabilnost
vakcina, samo su neki od postojeéih pravaca daljih ispitivanja vakcina protiv kovid-19.2123 Dalja
istrazivanja delotvornosti ovih potencijalnih reSenja trebalo bi usmeriti ka proceni njihove
sposobnosti da indukuju efikasan i dugotrajan imunski odgovor, sa posebnim naglaskom na
prevenciju infekcija izazvanih novim prete¢im varijantama koronavirusa.

***

Ovim istrazivanjem obuhvaceni su ispitanici gotovo od samog pocetka kovid-19 pandemije i
uspostavljanja vakcinacije, a zatim praceni i tokom primanja tre¢e doze i pojave Delta i Omikron
sojeva u Srbiji. NasSi limiti bili su pre svega mali uzorak ispitanika, u odnosu na nacionalne studije
sprovedene u drugim drzavama, kao i nedostatak rezultata testa neutralizacije za svaki analiziran
uzorak. ,,Snowballing metoda ukljucivanja ispitanika takode je podlozna pristrasnosti prilikom
izbora ispitanika. Osim toga, sojevi virusa nisu genotipizirani u okviru ovog istrazivanja, ali su BTI
povezivane sa najceSce detektovanim varijantama u tom periodu godine, iako su u zanemarljivim
procentima tada kruZile 1 druge varijante SARS-CoV-2. Delta 1 Omikron talasi, sa porastom infekcija
nakon primarne serije vakcinacije, uticali su znafajno na oslabljeni odaziv ispitanika na nove
kontrole, usled sve ceS¢eg oklevanja prilikom odlu¢ivanja o primanju nove doze vakcine, ali i porasta
antivakcinalnog sentimenta u okvirima dugotrajne pandemije.

Bez obzira na pomenuta ogranienja, ovo istrazivanje predstavlja znacajan 1 blagovremen
doprinos razumevanju humoralnog imunskog odgovora nakon imunizacije razliitim vakcinama
protiv kovid-19 1 infekcije SARS-CoV-2. Tako su se od tada pojavile brojne dodatne studije,
preliminarni rezultati ovog rada bili su prvi objavljeni na nacionalnom nivou, nudeéi ranu bazu
dokaza koja je informisala kasnija istraZzivanja. Klju¢na snaga disertacije leZi u njenoj metodoloskoj
doslednosti - svi ucesnici testirani su koriS¢enjem istih validiranih seroloskih testova, Sto je
omogucilo interno konzistentna poredenja izmedu razli¢itih platformi vakcina 1 odgovora izazvanog
samom infekcijom, ali i njihovog poredenja sa hibridnim imunitetom. Stavise, longitudinalni dizajn
studije omogucio je pracenje dela iste kohorte kroz primenu trece doze i tokom pojave Omikron
varijante, pruzaju¢i vredne uvide u trajnost i evoluciju humoralnog odgovora tokom vremena.
Dobijeni rezultati dopunili su postojece podatke o vakcinama kao $to su BBIBP-CorV i Gam-
COVID-Vac, koje su rede zastupljene u literaturi, u odnosu na RNK i adenovirusne vakcine; ali i
podatke o razli¢itim kombinacijama primarne serije vakcine i trece doze, koje su takode retke. Ovaj
kontinuitet prac¢enja, u kombinaciji sa sveobuhvatnim poredenjima i ranom diseminacijom rezultata,
naglaSavaju relevantnost rezultata ove disertacije kao polazne, referentne osnove u sve sloZenijoj sferi
istrazivanja imunskog odgovora na SARS-CoV-2 i prevenciju buducih koronavirusnih epidemija.
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6.ZAKLJUCAK
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Na osnovu rezultata longitudinalnog pra¢enja humoralnog imunskog odgovora nakon infekcije
SARS-CoV-2 virusom, a u skladu sa prvim ciljem, zakljuceno je sledece:

1. Nivoi RBD-specifi¢nih IgM i RBD-specifi¢nih IgG antitela statisticki znacajno su opadali tokom
perioda pracenja od 12 meseci nakon infekcije; ispitanici sa tezom klinickom slikom imali su vise
inicijalne nivoe RBD-IgG antitela, uz izraZeniji pad u kasnijem periodu.

Uocen je pad nivoa N-specificnih IgG antitela u selektovanoj podgrupi ispitanika tokom
posmatranog perioda.

Niski nivoi RBD-IgG antitela nisu bili u korelaciji sa prisustvom neutraliSucih antitela.

Na osnovu rezultata longitudinalnog pra¢enja humoralnog imunskog odgovora nakon prve, druge i
treCe doze vakcina protiv kovid-19 dostupnih u Srbiji, a u skladu sa drugim ciljem, zakljuceno je
sledece:

2.

Zabelezen je statisticki znacajan pad nivoa ukupnih antitela u periodu do devet meseci pracenja
nezavisno od tipa primenjene vakcine u primarnoj seriji. Primena tre¢e doze dovela je do
znacajnog porasta nivoa antitela u odnosu na vrednosti zabelezene nakon druge doze, bez obzira
na kombinaciju vakcina, ali je takode uocen znacajan pad tokom perioda prac¢enja do Sest meseci.

Nakon primarne serije BNT162b2 vakcina indukovala je najvise nivoe antitela, dok je BBIBP-
CorV vakcina pokazala najnizu imunogenost. ChAdOx1 1 Gam-COVID-Vac vakcine
indukovale su nesto nize vrednosti u odnosu na BNT162b2, ali usled nedovoljnog broja
ispitanika nije bilo mogucée sa odgovaraju¢im nivoom pouzdanosti utvrditi statisticku
znacajnost razlika.

Primena BNT162b2 kao tre¢e doze rezultirala je najvi§im nivoima antitela, dok su nakon
BBIBP-CorV vakcine kao tre¢e doze zabelezene najniZe vrednosti.

Heterologni pristup BBIBP-CorV/BNT162b2 bio je povezan sa viSim nivoima antitela u
poredenju sa homolognim BNT162b2/BNT162b2 pristupom.

Na osnovu rezultata poredenja dinamike nivoa specificnih antitela kod nevakcinisanih ispitanika sa
SARS-CoV-2 infekcijom (kovid-19 grupa) i kod ispitanika nakon vakcinacije razli¢itim vakcinama
protiv kovid-19, a u skladu sa tre¢im ciljem, zakljuceno je sledece:

3. Vakcinisani ispitanici imali su viSe nivoe ukupnih antitela u poredenju sa kovid-19 grupom, ali uz
razlike u zavisnosti od vakcinalne platforme i postojanja hibridnog imuniteta:

Kod ispitanika bez infekcije pre vakcinacije, BNT162b2 vakcina indukovala je zna€ajno vise
nivoe antitela do tri meseca, a BBIBP-CorV znacajno nize nivoe do Sest meseci pracenja, u
poredenju sa kovid-19 grupom.

Kod ispitanika koji su imali infekciju pre vakcinacije (hibridni imunitet), BNT162b2 1 Gam-
COVID-Vac vakcine indukovale su znacajno viSe nivoe antitela do Sest meseci pracenja, u
poredenju sa kovid-19 grupom.

Nakon tre¢e doze vakcine, nezavisno od kombinacije vakcinalnih platformi 1 postojanja
hibridnog imuniteta, registrovani su znacajno visi nivoi antitela u poredenju sa kovid-19
grupom.
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Na osnovu rezultata ispitivanja zastupljenosti ponovnih infekcija i infekcija nakon primene vakcina
protiv kovid-19 (BTI) dostupnih u Srbiji, a u skladu sa ¢etvrtim ciljem, zakljuceno je sledece:

4. Nakon primarne serije vakcinacije, BTI su najces¢e registrovane kod ispitanika koji su primili
BBIBP-CorV vakcinu, dok je nakon tre¢e doze najvisa incidencija registrovana nakon homologne
BNT162b2/BNT162b2 kombinacije. Heterologna BBIBP-CorV/BNT162b2 kombinacija
povezana je sa nizom incidencijom BTI i ve¢im udelom asimptomatskih infekcija u poredenju sa
homolognim pristupom.

- Porast nivoa ukupnih antitela zabelezen je nakon ponovnih infekcija kod nevakcinisanih i
nakon BTI kod vakcinisanih ispitanika.

- Nivoi N-specifi¢nih IgG antitela bili su statisticki znacajno visi kod ispitanika sa BTI nakon
heterolognog BBIBP-CorV/BNT162b2 pristupa u odnosu na homologni pristup.

- Nivoi neutraliSu¢ih antitela nisu bili statisticki znacajno razliciti pre i posle BTI nakon trece
doze vakcine, ni kod homolognog, ni kod heterolognog pristupa.
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