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                                                 ВСТУП

   Актуальність проблеми. З січня 2019-2020 року ми зіткнулися з безпрецедентним спалахом коронавірусної хвороби 2019 (COVID-19), спричиненої новим до тих пір невідомим нам вірусом, важким гострим респіраторним синдромом «коронавірус» (SARS-CoV-2), який тепер став глобальною катастрофою.
    У боротьбі з ковідом, як зараз так і в всесвітній пандемії, терміново необхідне виявлення клінічних і лабораторних предикторів прогресування до важких і летальних форм. Ці предиктори уможливлять стратифікацію ризику, скеровуватимуть інтервенційні дослідження, спрямовані на пацієнтів із підвищеним ризиком розвитку важкої хвороби, і оптимізують розподіл обмежених людських і технічних ресурсів під час пандемії, що триває. 
   Мета дослідження: 

· Комплексне вивчення та оцінка статистичних даних, отриманих в результаті моніторингу COVID-19;
· Огляд даних наукових досліджувань, для виявлення стабільності або ескалації у пацієнтів з супутніми захворюваннями; 
Крім того, визначення лабораторних параметрів, здатних розрізнити важкі та неважкі випадки, або випадки з високим або низьким ризиком смертності, дозволить покращити клінічну обізнаність про ситуацію.

Завдання дослідження: 
· По-системний розбір, впливу корона вірусної інфекції на організм людини.
· Спостереження пацієнтів з корона вірусною хворобою, та відмічання критеріїв здібних провокувати ускладнення протікання хвороби. Розбір найбільш актуальних методик у діагностиці COVID-19.
Об'єктом  дослідження були хворі на COVID-19 різних демографічних і гендерних належностей, підібрані і проаналізовані з різних наукових оглядів. 
Предметом дослідження були різні показники пацієнтів з ковідом, в залежності від контексту заданого підзаголовка. 
Методи дослідження. До методів роботи можна віднести спостереження, аналіз документації, інформаційних ресурсів та статистичних даних.
Практичне значення отриманих результатів. Було проведено аналіз літературних джерел що стосуються питання даної роботи, проаналізовано результати тестів та проведено статистичну обробку отриманої інформації. Результати і висновки даної роботи можуть бути використанні  для удосконалення діагностичного та лікувального процесу хворих на ковід.

                                                   РОЗДІЛ І.

        ОГЛЯД АКТУАЛЬНИХ ДАНИХ ЛІТЕРАТУРНИХ 
   ДЖЕРЕЛ ВІДНОСНО КОВІДУ І МОНІТОРИНГУ ЙОГО 
                                     УСКАЛЕДНЕНЬ
1.1. COVID-19, важливість лабораторної діагностики у запобіганні поширення інфекції
    У грудні 2019 року в Ухані, провінція Хубей, Китай, було зареєстровано спалах пневмонії невідомого походження. Випадки пневмонії були епідеміологічно пов’язані з оптовим ринком морепродуктів міста Хуанань. Інокуляція респіраторних зразків у епітеліальні клітини дихальних шляхів людини, призвела до виділення нового респіраторного вірусу, аналіз геному якого показав, що це новий коронавірус, пов’язаний з SARS-CoV, і тому названий коронавірусом важкого гострого респіраторного синдрому 2 (SARS-CoV-2). 

    Глобальне поширення SARS-CoV-2 і тисячі смертей, спричинених коронавірусною хворобою (COVID-19), змусили Всесвітню організацію охорони здоров’я оголосити пандемію 12 березня 2020 року. На сьогоднішній день світ заплатив високі втрати від цієї пандемії з точки зору втрачених людських життів, економічних наслідків і зростання бідності.
    Для запобігання подальшому поширенню пандемії важлива швидка та точна діагностика інфекції. Стандартним методом виявлення коронавірусу є полімеразна ланцюгова реакція зі зворотною транскрипцією (ПЛР). ПЛР вимагає дорогого обладнання, спеціальної підготовки персоналу, що обмежує проведення масового тестування та подовжує час отримання результату дослідження. Серологічні тести на антитіла проти SARS-CoV-2 та визначення захисного імунітету у різних груп населення використовують для ретроспективного виявлення пацієнтів, які перенесли безсимптомну та легку форму інфекції, моніторингу протікання інфекції у госпіталізованих хворих, з метою відстеження контактів та епідеміологічного нагляду. Використання стандартних методів діагностики COVID-19 в умовах масової захворюваності, особливо при дефіциті ресурсів та відсутності відповідної інфраструктури, пов'язане з цілою низкою обмежень. Пошук і розробка нових швидких недорогих, простих, безприборкових, але не чутливих і специфічних тестів є актуальним завданням. У цій роботі розмитнюються нові лабораторні технології діагностики нової інфекції - петлева іщеметрична ампліфікація (LAMP) та імунохроматографічний аналіз (ІХА), які можуть стати реальною альтернативою використовуваним молекулярним та імуноферментним технологіям. Діагностичний розвиток цих методів в останні роки розширює перспективи їх використання як для діагностики COVID-19, так і для моніторингу пандемії.
   У ході ефективного протистояння цій безпрецедентній біологічній загрозі світова медична спільнота прагне розробити різні стратегії лікування, профілактики та контролю COVID-19, успіх реалізації яких безпосередньо залежить від ефективності застосовуваних підходів, методів та технологій лабораторної діагностики.

    На сьогоднішній день розроблено та застосовуються 2 основні групи методів лабораторної діагностики, спрямованих на встановлення етіології COVID-19 (табл.1) [1, 2, 3]
	     Метод


	 Клітина     

мішень 
	Умови виконання
	Час виконання
	Вид досліджуваного матеріалу
	Кількість одночасно можливих зразків

	ПЛР
	Вірусна РНК
	У лабораторії
	3-4 години
	Носоглотковий мазок
	   До 96


	Lamp
	          _
	 УЛХ
	2-3 години
	            _
	      1-4

	ІХА
	  Антитіла
	           _
	15-20 хвилин
	      Кров
	         1    

	ІФА
	          _
	У лабораторії
	1-3 години
	            _
	   До 96


    Вони включають методи генодіагностики для виявлення РНК збудника та методи серодіагностики, що виявляють вірусспецефічні антигени та анти-SARS-CoV-2 антитіла. Залежно від вимог до умов їх виконання, ці методи поділяються на експерсс-тести та тих що вимагають використання обладнання у спеціальній лабораторії. Загалом їх можна охарактеризувати в такий спосіб:
    Метод полімеразної ланцюгової реакції зі стадією зворотної транскрипції     (ПЛР) у режимі реального часу спрямований на детекцію РНК-вірусу і потребує Обладнаної лабораторії. 
    Метод петльової ізотермальної ампліфікації також застосовується для детекції РНК вірусу, але може виконуватися "біля постелі пацієнта".

Імуноферментний аналіз дозволяє детектувати антитіла до коронавірусу SARS-CoV-2 та проводиться в умовах обладнаної лабораторії. 
    Імунохроматичний метод у вигляді єєкспрес-тестів може використовуватися для виявлення противірусних антитіл та вірусспецефічних антигенів. 
Успішне застосування тих чи інших методів лабораторної діагностики визначається насамперед знаннями про особливості інфекційного процесу та біологію самого збудника. На мал.1 представлено схему появи основних діагностичних маркерів інфекції, викликаної коронавірусом SARS-CoV-2.
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      Мал. 1. Схема виникнення діагностичних маркерів COVID-19 [4]
1.2. Етіологія та патогенез Covid-19
    Коронавірус SARS-CoV-2 є оболонковим РНК-вірусом, який належить до царства Reboviria, загону Nidoviridae, підродини Orthocoronavirinae, роду Betacoronavirus[5], підроду Sarbecovirus, виду SARS (табл.2).

	    Підродина

 
	
	   Рід
	 Підрід
	               Вид
	
	Клітинний  

рецептор
	

	
	
	
	
	      Сучасна   

          назва
	
	
	

	Coronavirinae
	
	 Alphacoronavirus
	Duvinacovirus
	Коронавірус людини 229E
	
	N-амінпептидаза
	

	
	
	
	Setracovirus
	Коронавірус людини NL63
	
	Ангіотензинперетворюючий фермент 2-го типу (ACE2)
	

	
	
	   Betacoronavirus
	   Embecovirus
	Бетакоронавірус

1-го типу
	
	Молекулаклітинна адгезія, асоційована з раково-ембріональним антигеном 1-го типу або (CD66a)
	

	
	
	
	
	Коронавірус людини HKU1
	
	
	

	
	
	
	  Merbecovirus
	Коронавірус близькосхідного респіраторного синдрому
	Дипептидилпептидаза 4-го типа (DPP4)
	

	
	
	
	   Sarbecovirus
	Коронавірус гострого респіраторного синдрому 2-го типу
	
	

	
	
	
	
	
	Ангіотензинперетворюючий фермент 2-го типу (ACE2)
	

	
	
	
	
	
	


    До цього роду належать віруси SARS-CoV і MERS-CoV, що викликають тяжкий гострий респіраторний синдром і близькосхідний респіраторний синдром відповідно. Референсний геном "китайського" SARS-CoV-2 повністю секвенований і зберігається онлайн у базі GenBank: MN908947.3.   Ступінь гомології геномів SARS-CoV-2 та SARS-CoV становить 79%.
    Всі перелічені вище коронавіруси є зоонозними, природний резервуар SARS-CoV-2 невідомий: якщо посилаються на західні джерела ними як і у випадку з SARS-CoV, є кажани. Вірус у великій кількості міститься в їхньому кишечнику і досить довго зберігається у фекаліях. Трансмісія SARS-CoV-2 до людини відбулася через проміжного господаря, що вживається для харчування. 
    Перші випадки захворювання в Ухані в переважній більшості були пов'язані з відвідуванням ринку морепродуктів «Хуанань», де імовірно і відбулася передача вірусу від тварин до людини. На відміну від коронавірусів SARS-CoV і MERS-CoV, SARS-CoV-2 характеризується значно меншим рівнем летальності, точне визначення якого буде можливе тільки після закінчення епідемії. 
 Патогенез

    SARS-CoV-2 включений до переліку захворювань, що становлять небезпеку для оточуючих, поряд з особливо небезпечними інфекціями. 
    Механізми передачі інфекції: повітряно-крапельний, повітряно-пиловий та контактний.  Клітинами-мішенями для SARS-CoV-2 є епітеліоцити дихальних шляхів та шлунково-кишкового тракту.

    На даний момент описаний тропізм SARS-CoV-2 до клітин людини, що експересує ангіотензинперетворюючий фермент-2 (ACE2) а також трансмембранний глікопротеїн(CD147). При цьому взаємодія SARS-CoV-2 з ACE2 вивчено набагато краще, ніж зв'язування вірусу з білком трансмембранного глікопротеїну.
    Дані про тропізм SARS-CoV-2 щодо CD147-позитивних клітин поки що базуються лише на одній роботі. При цьому виникають питання, наскільки велика роль цього механізму проникнення вірусу в клітину, так як CD147 характеризується вкрай широким патерном експресії в різних органах і тканинах. Можливим доказом на користь значущості цього шляху проникнення вірусу може бути проведене клінічне випробування препарату моноклональних антитіл меплазумабу, що блокує CD147.

    За даними дослідників, застосування меплазумабу достовірно знизило тяжкість перебігу захворювання та прискорило елімінацію вірусу з організму. Основною мішенню SARS-CoV-2 вважаються ACE2-позитивні клітини. Крім пневмоцитів, ACE2 експресуються в деяких клітинах кишечника, нирок та печінки, відповідно, ці клітини також можуть бути мішенями SARS-CoV2. 
    Потрапивши в організм, SARS-CoV-2 проникає в ACE2-позитивні клітини, де починає реплікуватися. Необхідно відзначити, що нативний SARS-CoV-2 не може проникати в ACE2-позитивні клітини, поки не відбудеться розщеплення його S-білка(мал. 2) за допомогою протеази TMPRSS2. Враховуючи ці "перші кроки" вірусу, логічно припустити, що різні агенти, спрямовані на блокування взаємодії вірусу з білком ACE2, а також порушують протеазу, можуть мати як терапевтичні, так і профілактичну дію.[6]
                     Мал. 2. Будова вібріону, механізм зараження клітини 
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    На підставі клінічної картини розвитку COVID-19 у пацієнтів з тяжкою формою захворювання можна зробити висновок, що найбільшу загрозу для життя становить не інфекція як така, а послідовний за нею цитокінвий шторм[7](мал.3). Цей феномен, що є викидом імунокомпетентними клітинами великої кількості цитокінів, спостерігається при ряді інфекційних захворювань (пташиний грип, SARS, стрептококова інфекція, хантавірусна інфекція), а також може бути наслідком протиракової терапії, наприклад CAR T-клітинної терапії. Повністю причини ініціації цитокінового шторму і детальна картина його розвитку неясні, однак відомо, що він характеризується високими концетраціями таких цитокінів, як IL-1b, IFNy, IL6, TNFа та інш. 
    Як компенсаторний механізм підвищується також і концентрація імуносупресивного цитокіну IL10. Важливим є питання, який із цитокінів стоїть вище в каскаді імунологічних реакцій і запускає основні процеси цитокінового шторму. 
    Блокада саме такого майстер-регулятора цитокінового шторму дозволить ефективніше запобігати або усунути цей стан. Аналіз цитокінового шторму, викликаного медикаментозною активацією імунної системи, показує, що однією з перших підвищується концентрація TNFа, за яким слідує підвищення концентрацій IL6 та IFNy.
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     Мал. 3. Хронологічне зображення, підвищення рівня цитокінів
1.3. Клінічні прояви коронавірусної хвороби
    Хоча багато пацієнтів із COVID-19 страждають від респіраторних симптомів, SARS-CoV-2 також може призвести до деяких позалегеневих проявів, включаючи тромбоемболії, серцеві ускладнення, гострі коронарні синдроми, ураження нирок, шлунково-кишкові (ШКТ) симптоми, порушення функції печінки , гіперглікемії та діабетичний кетоз, неврологічний дефіцит і дерматологічні ускладнення.

    У цій роботі буде проведено по-системний огляд на прояви та патофізіологію хвороби, щоб полегшити розуміння та моніторинг різноманітних проявів у пацієнтів із COVID-19.
1.3.1. Неврологічні прояви

    Неврологічні симптоми спостерігалися у 36% пацієнтів із тяжким перебігом COVID-19. Легкі неврологічні симптоми у пацієнтів із COVID-19 включають головний біль, запаморочення, анорексію, аносмію, міальгію, втому та агевзі[8] . Більш серйозні прояви включають гострий інсульт, сплутаність свідомості або порушення свідомості, гостру запальну демієлінізуючу полі невропатію (синдром Гієна-Барре), менінгоенцефаліт, гостру некротичну енцефалопатію, включно зі стовбуром мозку і базальними гангліями.

1.3.2. Тромбоемболія
    Повідомлялося про тромбоемболічні ускладнення до 30% пацієнтів із відділень інтенсивної терапії. Нові дані виявили виникнення тромбозів у внутрішньовенних катетерах та екстракорпоральних контурах, гострий інфаркт міокарда та гостра ішемія кінцівок. Високі показники тромбоемболій були зареєстровані у тяжкохворих пацієнтів із COVID-19 (17%-22%), які отримували профілактичну терапію антикоагулянтами[9]. Повідомлялося, що рівень легеневої емболії був помітно вищим у пацієнтів з відділень інтенсивної терапії, ніж у звичайних стаціонарах (20,6% проти 6,1%).

Крім того, кілька досліджень продемонстрували високі показники тромбоемболічних ускладнень у важкохворих пацієнтів. з COVID-19, які проходили рутинний скринінг на тромботичну хворобу, коливаючись від 69% до 85%, незважаючи на профілактичну терапію антикоагулянтами.

1.3.3. Серцево-судинна система 
    COVID-19 може призвести до прямого та непрямого серцево-судинного ураження, включаючи гострий коронарний синдром, ураження міокарда, кардіоміопатію, серцеві аритмії, кардіогенний шок і тромбоемболічні ускладнення. Приблизно від 20% до 30% госпіталізованих пацієнтів із COVID-19 повідомлялося про пошкодження міокарда, і більш високий ступінь підвищення тропоніну асоціювався з більш серйозними ускладненнями та гіршими наслідками[10]. Бівентрикулярна кардіоміопатія виникала приблизно від 7% до 33% пацієнтів у критичному стані.  

    Госпіталізовані пацієнти (17% - 44%) із COVID-19 мали серцеві аритмії, включаючи фібриляцію передсердь, шлуночкову аритмію та блокаду серця. 
    У багатоцентровому дослідженні подовжений інтервал QTc був виявлений у 6% пацієнтів з COVID-19. В італійській когорті кількість позалікарняних зупинок серця під час пандемії COVID-19 зросла приблизно на 60% порівняно з аналогічним періодом 2019 року.
1.3.4. Нирки
    Частота гострого ураження нирок  у госпіталізованих пацієнтів коливалася від 0,5% до 37% із середнім часом початку 7-14 днів з часу госпіталізації. 

    Більш високий рівень ГУН, коливався від 78% до 90%, було зареєстровано у важкохворих пацієнтів у Нью-Йорку, 31% пацієнтів у відділенні інтенсивної терапії з COVID-19 потребували замісної ниркової терапії[11]. 
    У дослідженні до 87% критично хворих пацієнтів мали протеїнурію. Також повідомлялося про вищий рівень смертності від COVID-19 у пацієнтів із термінальною стадією ниркової недостатності та реципієнтів трансплантованої нирки.
1.3.5. ШКТ 
    Було доведено що пацієнти з інфекцією SARS-CoV-2 можуть мати пряме ураження шлунково-кишкового тракту та у симптоматичних випадках (діареї, нудоти/блювання, біль у животі) можуть бути дуже поширеними. 
    Дослідження in vitro показали, що SARS-CoV-2 може проникати в епітеліальні клітини шлунково-кишкового тракту через двомембранний рецептор ангіотензинперетворюючого ферменту. Ці знахідки в поєднанні з ідентифікацією вірусної РНК, виявленої в калі пацієнтів, чітко свідчать про те, що безпосереднє залучення шлунково-кишкового тракту є дуже ймовірним. Це може виправдати більшість шлунково-кишкових симптомів, а також свідчити про ризик орально-фекального шляху передачі, як додатково так і альтернативно основному респіраторному шляху. 
1.3.6. Дихальна система
    Епітелій дихальних шляхів є ключовою точкою проникнення бета-коронавірусів, включаючи SARS-CoV-2, MERS-CoV, і SARS-CoV, в організм людини. Частинки SARS-CoV-2, які вдихаються, інфікують різні типи епітеліальних клітин на шляху до дистального відділу легені. Сучасні спостереження свідчать про те, що початковий вірусний контакт відбувається в слизовій оболонці носа через зв’язування вірусного білка S (спайк) з рецептором ACE2 з наступним розщепленням спайкового білку за допомогою TMPRSS2[6]. (Наявність вірусних частинок в епітелії носа є основною причиною отримання назофарингеального матеріалу для виявлення генома SARS-CoV-2 за допомогою полімеразної ланцюгової реакції [12]).  
Хоча інфекція SARS-CoV-2 часто починається в епітелії верхніх дихальних шляхів, у підгрупи пацієнтів вірус інфікує або дифузно пошкоджує альвеолярний епітелій, що призводить до помітного порушення газообміну та дихальної недостатності (мал.4).
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                Мал.4. Зображення впливу вірусу SARS-CoV-2 на легені людини
     Проникнення SARS-CoV-2 через альвеолярний епітелій критично залежить від експресії ACE2 і TMPRSS2. По-перше, коронавірус зв’язується через один із своїх 4 структурних білків, глікопротеїн S з ACE2(ангіотензинперетворюючого ферменту-2) на клітинах альвеолярного типу II (AT2), ініціюючи злиття вірусу та клітинних мембран господаря. По-друге, TMPRSS2 одночасно розщеплює ACE2, сприяючи виведенню ACE2 з клітинної поверхні та вірусного глікопротеїну S на субодиниці S1 та S2, що призводить до зняття оболонки з вірусу та вивільнення вірусного геному в цитоплазму.  Потім вірус реплікується за допомогою механізму як вірусу, так і клітини-господаря, трансляції білків ядра вірусу S, M, N та E в ендоплазматичному ретикулумі(мал.2,4). Інфіковані клітини продукують віріони, які інфікують сусідні епітеліальні клітини, ендотеліальні клітини , і макрофаги. Патологічні дослідження на пізній стадії показують наявність вірусного білка та відсутність помітного інтерстиціального запалення та васкуліту, що свідчить про те, що стійка інфекція альвеолярного епітелію виникає тільки при тяжкому захворюванні.
   Ендотелій є важливою мішенню для інфекції SARS-CoV-2, а судинні розлади є основною проблемою при COVID-19. Ендотелій легеневих судин співпрацює з гладкими м’язами судин, щоб здійснити гіпоксичне звуження судин шляхом зворотного шляху оксиду азоту, регулює згортання, регулює вихід лейкоцитів в інтерстицій і є частиною бар’єру для дифузії води, розчинених речовин і більших молекул між плазмою та інтерстиціальним простором. Враховуючи ці життєво важливі функції, дисфункція або втрата ендотелію може означати патофізіологію легенів COVID-19.

Висновоки першого розділу

     Коронавірусна хвороба 2019 — це вірусне захворювання, яке швидко розвивається, і діагностика на ранній стадії має велике значення для уникнення тяжких ускладнень. Пандемія COVID-19 підкреслила важливість лабораторної діагностики в управлінні надзвичайною ситуацією у сфері охорони здоров’я, яка глибоко вплинула на соціальну, економічну структуру та систему охорони здоров’я в усьому світі.
    Наразі методи ампліфікації нуклеїнової кислоти є золотим стандартом для діагностики інфекції COVID-19 за допомогою декількох тестів на основі ПЛР-відтворення, схвалених різними національними та міжнародними регуляторними органами. Ці тести разом із клінічними та серолоічними дослідженнями значно покращили здатність правильно та швидко діагностувати інфекцію COVID-19 порівняно з першими діагностичними методами.

    Слід розуміти, що неспецифічні симптоми, такі як кашель, запалення, блювота, діарея та слабкість можуть бути єдиною ознакою, за якою можна розпізнати випадки COVID-19. Усвідомлення таких неспецифічних проявів має вирішальне значення в період пандемій для запобігання поширення інфекції шляхом ізоляції, раннього початку цільового лікування COVID-19 та уникнення потенційно шкідливого стандартного лікування кашлю, блювоти діареї і тд.
                                   РОЗДІЛ ІІ 

         МОНІТОРИНГ ПАЦІЄНТІВ З COVID-19
2.1. Матеріали досліджень

    Для досягнення мети дипломної роботи, а саме комплексного вивчення та оцінки статистичних даних, отриманих в результаті моніторингу COVID-19 було проведено дослідження.
    Дослідження складалося з 2 частин. У першій частині було проаналізовано    літературні та науково-публіцистичні джерела, в яких проводилися досліди та велося спостереження за хворими на коронавірусну хворобу. 
   У процесі дослідження використовувалися такі статистичні методи:
· Метод масових спостережень (для первинного збору матеріалу).
· Метод якісних та кількісних групувань.
· Метод узагальнення статистичних показників.
Друга частина містить у собі інформацію відносно методик проведення постановок для ідентифікації SARS-CoV-2 у лабораторії.
2.2. Вплив вікової та гендерної належності на смертність при COVID-19
    Результати отримані з  дослідницьких джерел показують що ускладнення коронавірусної хвороби безпосередньо пов’язане з різними фізіологічними факторами, такими як вік, стать та наявність супутніх хронічних захворювань.
    Міністерством охорони здоров’я Іспанії надавалася інформація щодо щоденних підтверджених випадків і смертей за віковими групами та статтю (за 2019).

На рисунках 5 і 6 показано співвідношення випадків і смертей відповідно в кожній віковій групі.
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    Мал. 5. Частка підтверджених випадків за віковою групою та статтю
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                      Мал. 6. Частка померлих за віковими групами та статтю  

    Ми можемо вивчити відносні ризики для кожної вікової групи та статі, щоб порівняти тяжкість захворювання між групами населення. Відносний ризик у кожній групі населення виходить шляхом ділення кількості смертей у групі на загальну кількість населення цієї групи та нормалізації значень таким чином, щоб ризик для людей старше 80 дорівнював 1 [13].
    Проаналізувавши демографічні показники провінції Кайсері (Туреччина),

була виведена статистика смертності у людей різної гендерної і вікової належності. З 773 хворих, вижили 95,8%, а померли 4,24% (34 людини).   

    Існували відмінності між віковими групами щодо рівня летальності. Рівень смертності у пацієнтів старше 65 років був значно вищим, а рівень смертності серед чоловіків був у 2,44 рази вищим від жінок. Він був у 1,5 рази вищим у літньому віці і в 10 разів вищим у пацієнтів із принаймні одним супутнім захворюванням.
  Рівень смертності у пацієнтів із хронічним захворюванням становив 11,1%,

У той час як 66,7% становив рівень летальності у пацієнтів з декількома супутніми захворюваннями.

    Як показано в таблиці 3, заснованої на дослідженнях зроблених в провінції Кайсері: цереброваскулярні, серцево-судинні захворювання, рак, гіпертонія та діабет були діагнозами зі статистично достовірно найвищими показниками смертності.
	
	      Пацієнти 
	                Померли

	Мають супутнє захворювання
Не мають 

супутнього захворювання
	      297 (36,8%) 
      510 (63,2%)
	                      33 (11.1%)
                        1 (0.2%)

	Тип хронічного захворювання 
	(відсоток від загальної кількості досліджуваних)

	(відсоток від кількості хворих на конкретний тип захворювання)

	Гіпертонія
	   148 (18.3%)


	                       23 (15.5%)

	Цукровий діабет
	   80 (9.9%)


	                       10 (12.5%)

	Гіперліпідемія
	     85 (10,5%)
	                        17 (20%)

	Серцево-судинні захворювання
	   69 (8.6%)


	                      15 (21.7%)

	Психічні розлади
	   65 (8.1%)


	                      4 (6.2%)



	Хронічні захворювання легень
	   56 (6,9%)


	                        8 (14.3%)



	Ревматологічні  захворювання
	   17 (2.1%)


	                     2 (11.8%)



	Рак
	   11 (1.4%)


	                      3 (27.3%)

	Хронічні захворювання нирок
	   5 (0.6%)


	                      1 (20%)

	Цереброваскулярні захворювання
	   3 (0.4%)


	                     2 (66.7%)




                        Табл. 3. Летальність хворих на COVID-19
2.3.  Інкубаційний період коронавірусної хвороби 
    З відібраних даних [16] про 181 випадок підтвердженої інфекції SARS-CoV-2, виявлений за межами провінції Хубей до 24 лютого 2020 року. Відомо що 69 (38%) були жінки, 112 були чоловіки (62%). Середній вік становив 44,5 років (інтерквартильний діапазон від 34,0 до 55,5 років). Випадки були зібрані з 24 країн і регіонів за межами материкового Китаю і 25 провінцій материкового Китаю. У більшості випадків (161) була відома недавня історія поїздок або проживання в Ухані; інші мали докази контакту з мандрівниками з Хубея або людьми з діагностованою інфекцією. Серед тих, у кого розвинулися симптоми в суспільстві, середній час від появи симптомів до госпіталізації становив 1-2 дні.
Підігнавши логарифмічну модель до всіх випадків, було оцінено середній інкубаційний період COVID-19 у 4-5 днів (мал.7).
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             Мал. 7.       Діаграма інкубаційного періоду COVID-19.
За оцінками, менше ніж у 2,5% інфікованих людей симптоми з’являться протягом 2-3 днів після контакту, у 97,5% інфікованих протягом 11 днів, а розрахунковий середній інкубаційний період становив 5 днів. Середній інкубаційний період до початку лихоманки становив 5-7 днів, причому у 2,5% осіб гарячка була протягом 2-3 днів , а у 97,5% — протягом 12.

2.4. Методики проведення постановок для діагностики COVID-19

    У другій частині розділу будуть наведені приклади лабораторних діагностик у реальному часі, для виявлення SARS-CoV-2 у біологічному матеріалі.

    Як приклад будуть взяті дві вже згадані в першому розділі методики (ПЛР та ІФА).

2.5. Метод полімеразної ланцюгової реакції 
  Для проведення ПЛР постановки необхідна наявність низки основних компонентів:
    Праймери – штучно синтезовані олігонуклеотиди, що мають, як правило, розмір

від 15 до 30 нуклеотидів, ідентичні відповідним ділянкам ДНК-мішені. Вони відіграють ключову роль в утворенні продуктів реакції ампліфікації. 
Правильно підібрані праймери забезпечують специфічність та чутливість тест-системи та повинні відповідати ряду критеріїв
·     Бути специфічними. Якщо їхня специфічність недостатня, то висока ймовірність, що в пробірці з реакційною сумішшю відбуватимуться процеси неспецифічного зв'язування, і синтезу фрагментів різної довжини, відмінних від на які направлено тест. Частина праймерів витрачається на синтез неспецифічної ДНК, що призводить до значної втрати чутливості.
· Не повинні утворювати димери та петлі, тобто не повинні утворюватися стійкі подвійні ланцюги внаслідок відпалу праймерів самих на себе або

один з одним.
· Область відпалу праймерів повинна знаходитися поза зонами мутацій, делецій або інсерцій у межах видової чи іншої специфічності, взятої як критерій при виборі праймерів. При попаданні на таку зону відпал праймерів не відбувається, і, як наслідок, виникає помилковонегативний результат.

    Taq-полімераза – термостабільний фермент, що забезпечує добудовування другого

ланцюга ДНК згідно з принципом комплементарності.
    Суміш дезоксинуклеотидтрифосфатів (дНТФ) – «будівельний матеріал», що використовується Taq-полімеразою для синтезу другого ланцюга ДНК.

    Буфер – суміш катіонів та аніонів у певній концентрації, що забезпечує оптимальні умови для реакції, а також стабільне значення рН. 
    Аналізований зразок – підготовлений до внесення до реакційної суміші препарат, який може містити шукану ДНК, у діагностиці ковіду це як правило мазок зі слизових ротової порожнини та/або носу.
    За відсутності ДНК-мішені специфічний продукт ампліфікації не утворюється.
    Внутрішні контролі ( + та - ) – ( + ) гетерологічний специфічний фрагмент ДНК, обмежений специфічними праймерами. Фактично, є альтернативною матрицею ПЛР і дозволяє контролювати ефективність ампліфікації в кожній конкретній пробірці. ( - ) Фрагмент неспечефічний, не містить ДНК використовуваної проби ( пуста проба). Основна мета таких контролів -  перевірка придатності постановочних зразків.
     Температурний режим
Якщо аналізованому зразку присутня шукана ДНК, то процесі реакції ампліфікації з нею відбувається низка подій, що забезпечуються певними температурними циклами.

    Кожен цикл ампліфікації складається із трьох етапів:
· Денатурація – це перехід ДНК з двониткової форми до однониткової при розриві водневих зв'язків між комплементарними парами основ під впливом високих температур (мал. 8).
· Відпал – це приєднання праймерів до одноланцюгової ДНК-мішені. Праймери підбирають

так, що вони обмежують шуканий фрагмент та комплементарні протилежним ланцюгам ДНК. Відпал відбувається відповідно до правила комплементарності Чаргафа.

Якщо цієї умови не дотримано, то відпалу праймерів не відбувається.
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                                       Мал. 8. Денатурація ланцюгів ДНК
· Синтез - Після відпалу праймерів Taq-полімераза починає добудову другого ланцюга ДНК.
Підготовка проби біологічного матеріалу
    Для підготовки проби до постановки ПЛР використовують різні методики, залежно від поставлених завдань. Їх суть полягає в екстракції (витягуванні) ДНК з біопрепарату та видаленні або нейтралізації сторонніх домішок для отримання препарату ДНК з чистотою, придатною для постановки реакції ампліфікації. Зазвичай достатнім буває кип'ятіння зразка протягом 5-10 хвилин, але для коронавірусної  хвороби потрібні більш трудомісткі методи. 
    Стандартною і вже класичною вважається методика отримання чистого препарату ДНК. Вона включає ферментативний протеоліз клітин з подальшою депротеїнізацією і переосадженням ДНК спиртом. Однак цей метод є досить трудомістким і передбачає роботу з такими токсичними речовинами, як фенол і хлороформ. Слід зазначити, що через велику кількість стадій додавання та видалення розчинів при роботі зі зразком потрібна акуратність, так як можлива перехресна контамінація між

пробами аерозоллю ДНК, що утворюється. 

Спосіб постановки ПЛР
    ПЛР у режимі «реального часу» (Real-Time PCR, ПЛР-РВ) – використовується для одночасної ампліфікації та вимірювання кількості шуканої молекули ДНК. 
    Перевагою даного підходу є можливість поєднання детекції та кількісного визначення специфічної послідовності ДНК у зразку після кожного циклу ампліфікації. Для цього використовують флуоресцентні барвники, що інтеркалують у дволанцюжкові молекули ДНК (інтеркаляція можлива у випадку, якщо барвник має відповідні розміри та хімічну природу і може поміститися між основами ДНК) або модифіковані дезоксинуклеотиди, які флуоресціюють після гібридизації з комплементарними ділянками ДНК.

    Відмінними рисами ПЛР-вРЧ є не лише можливість кількісного визначення ДНК/РНК у досліджуваному матеріалі, а й відсутність стадії електрофорезу, що дозволяє мінімізувати ризик контамінації продуктами ПЛР і таким чином різко зменшити кількість хибно-позитивних результатів. Також менш суворі вимоги висуваються до організації ПЛР-лабораторії, стають можливими автоматична реєстрація та інтерпретація отриманих результатів.
2.6. Метод Імуноферментного аналізу
    Метод ІФА має ряд переваг: метод високочутливий, специфічний, точний, експрес-метод, стандартизований (оцінка реакції проводиться автоматично), не вимагає спеціальних умов у лабораторії, для роботи необхідні мікрооб'єми матеріалу, виконується методика на доступному вітчизняному чи імпортному устаткуванні. 
    Імуноферментний аналіз заснований на специфічному зв'язуванні антитіла з антигеном, при цьому один із компонентів кон'югований з ферментом, в результаті реакції з відповідним хромогенним субстратом утворюється забарвлений продукт. За допомогою ридера або імуноферментного аналізатора спектрофотометрично визначається результат реакції, чи були присутні в сироватці пацієнта антитіла до SARS-CoV-2.

    Теоретична основа імуноферментного аналізу сформована на даних сучасної імунохімії та хімічної ензимології, знанні фізико-хімічних закономірностей реакції антиген-антитіло, а також на головних засадах аналітичної хімії.   

    Чутливість методу ІФА та час проведення методики визначається кінетичними та термодинамічними характеристиками реакції антиген-антитіло, співвідношенням реагентів, активністю ферменту та роздільною здатністю методу його детекції. 
    Інструменти та лабораторний посуд, що використовуються для аналізу, повинні бути чистими та сухими. Для дослідження частіше використовується кров, отримана з ліктьової вени у пацієнта (натще). 
    Забір крові у пацієнтів повинен бути здійснений голками з великим діаметром, щоб уникнути пошкодження еритроцитів, оскільки гемоліз еритроцитів веде до хибно-позитивного результату. Кров повинна зберігатися не більше 24 годин з моменту забору та за температури

+2º- +8ºС. Сироватку слід відбирати після відстоювання крові в термостаті при 37°С протягом не менше 1 години. Сироватка крові може бути відокремлена від еритроцитів центрифугуванням (5-10 хв при 3000 об/хв). Зберігати сироватки слід при температурі +2º- +8ºС  до 7 днів, оскільки більш тривале зберігання веде до бактеріального проросту та хибнопозитивного результату. Для більш тривалого зберігання сироватки, допускається її заморожування при – 20ºС та зберігання терміном до 20 днів, тому що при тривалішому зберіганні процес заморожування впливає на структуру та стабільність деяких компонентів проби. Не слід заморожувати і розморожувати сироватки кілька разів, оскільки багаторазове розморожування призводить до руйнування антигенів та антитіл, зміни складу проб. Сироватки крові не рекомендується зберігати в холодильнику, що саморозморожується. 

У методі імуноферментного аналізу виділяють 3 стадії:

1. «впізнавання» тестованого з'єднання специфічним щодо нього антитілом, що веде до утворення імунного комплексу.

2. формування зв'язку кон'югату з імунним комплексом чи з вільними місцями зв'язування;

3. перетворення ферментної мітки на реєстрований сигнал (фарбування зразка).
Постановка ІФА
    Лаборант має приготувати своє робоче місце, за 30 хвилин до початку постановки потрібно дістати реагенти з холодильника. Переконатися що термін придатності відповідає затвердженим стандартам. Краще не використовувати реактиви термін придатності яких вийде за 1-2 тижні.

    Постановка ІФА  дуже чутлива і не з дешевих, тому лаборант обов’язково повинен приготувати новий промивний розчин, для запобігання неточностей, або помилок при обліку результатів.

Аналіз проводиться на сухому, стерильному лабораторному планшеті(мал. 9)
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                             Мал. 9. Планшет для ІФА постановок

    Лаборант відбирає мінімум 3 лунки планшета для проведення аналізу. Перша та друга лунки обов’язково відходять на постановку               контролей (+) та (-), в усіх наступних лунках лаборант проводить реакцію з людським матеріалом (сироваткою пацієнта). 

    У чисті лунки лаборант добавляє ділюєнт, після чого у                     співвідношенні 1:9 (1 - контролі та зразки, 9 – ділюєнт) дозатором (мал. 10) вносить контролі та досліджувані зразки, маркером вдало проведеної реакції свідчить зміна кольору ділюєнта. 
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                       Мал. 10. Дозатор лабораторний на 10 – 50 мл.

    Засвідчивши відповідну реакцію, лаборант заклеює планшет стрипів плівкою, або накриває кришкою і інкубує його в термостаті протягом півгодини при 37°С.

    Після інкубації  йде промивка вже готовим промивним розчином, для більш дієвого результату стандарт передбачає промивку в 5-6 разів.

    В промиті лунки вносять розчин кон’югату, заклеюють і знову інкубують в термостаті при 37°С 30 хвилин.

    Діставши з термостату, планшет декілька разів промивають, в чисті лунки добавляють розчин TMB і при кімнатній температурі інкубують протягом 15 хвилин в закритому від світла місці.
    Зупиняють реакцію внесенням «STOP» реагенту після чого вимірюють оптичну густину на спектрофотометрі. 

     Облік результатів проведеного аналізу наведено на мал.  11.
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                         Мал. 11. Облік результатів аналізу
Для ІФА-тестування необхідні належні лабораторні умови та спеціальне обладнання. При цьому аналізують сироватку крові, що на відміну від ПЛР

ускладнює збір та передачу досліджуваного матеріалу. 

ПЛР-дослідження виявляє вірус, тобто його генетичний матеріал.

Таким чином, позитивний результат ІФА-тесту буде додатковою підставою для ПЛР-дослідження.

Висновки до другого розділу

      Для дослідження теми дипломної роботи були проаналізовані літературні та науково-публіцистичні джерела на предмет складу статистичних даних та результатів моніторингу хворих на COVID-19.
      Точність інформації переліченої у другому розділі опирається на врахуванні отриманих даних від МОЗ різних країн. 

      Було розглянуто та проаналізовано результати досліджень Іспанських, Турецьких, Китайських та Американських медичних установ. З яких стало відомо про складність перебігу COVID-19 з наявністю інших хронічних захворювань.
      У другій частині розділу було описано методики постановки полімеразної-ланцюгової реакції та імуноферментного аналізу.

Методики виконується згідно інструкції, яка знаходиться разом в коробці разом з реактивами. У постановках дуже важлива точність та досконалість, адже найменша помилка може сприяти хибному результату аналізу. 
                                   РОЗДІЛ ІІІ

      ОБГОВОРЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ МОНІТОРИНГУ
    Було проведено систематичний огляд літератури для виявлення відповідних статей за допомогою різних баз даних.
Матеріали та методи дослідження

    Матеріали досліджень: У роботі було оглянуто проблему ускладнень

при захворюванні на COVID-19. Інформація для моніторингу була взята та перевірена з науково-публіцистичних джерел різного характеру (наукові статті, публікації МОЗ та дані з медичних посібників).
    Для більш комплексного дослідження ускладнень при  захворюванні на COVID-19, буде розглянуто 3 питання.
   1. Демографічні, клінічні характеристики та профілактика при COVID-19.

   2. Значення біомаркерів в ідентифікації ковіду.
   3. Ефективність лабораторних діагностик на різних етапах інкубаційного періоду.
У першому питанні буде розглянуто проблему впливу фізіологічних показників на перебіг захворювання на COVID-19. Друге питання розкриє тему менш специфічних, але не маловажливих діагностичних маркерів коронавірусної   інфекції: D-димер, С-реактивний білок та феритин. Завершить розділ інформація відносно коректності різних лабораторних тестів на різних стадіях інкубаційного періоду. 
    Ризик розвитку важких ускладнень COVID-19 або смерті різко зростає з віком [17]. Близько 79% смертей від COVID-19, зареєстрованих станом на 29 серпня 2020 року в клініках сполучених штатів, сталися у віці від 65 років і старше, а рівень смертності населення різко зріс залежно від віку, тож цей показник становив 0,82% у віці 85+, 0,29% у віці 75–84, 0,12% у віці 65–74, 0,05% у віці 55–64, 0,02% у віці 45–54 порівняно з 0,003% у віці до 45 [18]. Рівень смертності завжди найвищий серед людей похилого віку в різних країнах із різними рівнями смертності й інфікування COVID-19. Це, мабуть, є наслідком того факту, що більш високий вік пов’язаний із більшою кількістю основних станів здоров’я та слабшою імунною системою.
    Через підвищений ризик зараження COVID-19 людям похилого віку слід було реагувати на пандемію COVID-19 шляхом більшої профілактичної поведінки та уникнення більш ризикованої. Деякі ранні дослідження, пов’язані з епідеміями, показали, що старший вік пов’язаний із більшою відповідальністю та участю в практикуванні запобіжної поведінки.

   У цій роботі використовуються дані, зібрані з 10 по 31 березня 2020 р. (хвиля 1), з 1 по 28 квітня 2020 р. (хвиля 2) і з 29 квітня по 26 травня 2020 р. (хвиля 4). національно репрезентативну вибірку дорослих американців, щоб дослідити, як дорослі різного віку відреагували на рекомендації громадської охорони здоров’я щодо зміни поведінки, щоб контролювати поширення COVID-19, і як реакція різних вікових груп змінилася з часом. 

3.1. Вплив віку на особисті та соціальні реакції COVID-19
Таблиця (4) надає описову інформацію про вибірку та змінні, використані в цьому дослідженні. У хвилі 4 приблизно 24,3% вибірки були у віці 65 років і старше; 18,1% були у віці 18–34 роки, 36,8% були у віці 35–54 роки, а 20,8% були у віці 55–64 роки. Більшість представників найстаршої вікової групи були неіспаномовними білими (82,3%), тоді як відсоток у цій категорії був нижчим у молодшому віці: відсоток для вікової категорії 18–34, 35–54 та 55–64 становив 57,4%, 58,4% і 67,7% відповідно. 
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31/20) 28/20)
Age (years) Total Total Total 18-34 35-54 55-64 65+

% Female 49.7% 51.9% 50.7% 60.7 50.9 49.3 41.0
% Living alone 17.3% 16.9% 16.9% 12.5 12.1 23.1 239
% Race/ethnicity

White 66.0% 63.6% 65.1% 57.4 58.4 67.7 82.3

Black 11.1% 11.6% 11.5% 12.2 13.3 114 7.7

Hispanic 14.2% 16.2% 15.1% 20.3 18.8 14.3 4.1

Asian 53% 52% 5.0% 6.5 6.0 3.3 33

Other 3.4% 3.4% 3.3% 3.7 3.6 34 2.7
% Education (years)

0-11 36.8% 38.0% 37.4% 35.0 35.6 41.0 39.6

12 27.9% 27.4% 27.6% 319 25.0 31.1 24.8

13-15 19.6% 19.2% 19.4% 20.6 20.7 17.2 179

16+ 15.7% 15.4% 15.6% 12.5 18.7 10.7 17.8
Mean (SD) number of chronic conditions at 1.12 (1.31) 1.11 (1.30) 1.11 (1.30) | 0.63(0.99) | 0.89 (1.20) | 1.36 (1.29) | 1.76 (1.38)
wave 4
% Currently working 59.5% 49.5% 49.1% 55.6 66.8 46.8 14.6
% In Poverty 13.8% 14.6% 14.6% 229 15.6 9.8 8.6




            Таблиця 4. Опис національної вибірки USA: Хвилі 1, 2 та 4 
    Ряд додаткових характеристик відрізнявся в різних вікових групах, що могло вплинути на зареєстровані поведінкові реакції з віком. Відсоток самотніх людей був майже вдвічі більшим серед осіб старшого віку порівняно з молодшим. Кількість хронічних захворювань також була більшою для старшої вікової групи. Середній передбачуваний ризик смерті був удвічі вищим серед найстаршої вікової групи порівняно з наймолодшою віковою групою (31,4 проти 15,8). Рівень передбачуваного ризику смерті або інфікування був найвищим у хвилі 2 і найнижчим у хвилі 1. Середня кількість випадків COVID-19 у країні проживання різко зросла з березня по травень, але вона була однаковою для всіх вікових груп під час хвилі. 4.
Порівняння відсотка застосування кожної профілактичної поведінки за віком у березні (3/10 до 3/31), через місяць у квітні (4/1/20-4/28/20) і через два місяці в травні (4/29 до 5/26) вказує на те, що реакції на COVID-19 змінювалися з часом у міру прогресування цієї пандемії, і ці зміни відрізнялися залежно від віку (мал. 12).
[image: image13.png]100

80

60

40

Percent

20

Wore Facemask

100

60

Percent

40

20

18-34

35-54

Age

55-64

65+

Avoided contact with high risk
people

18-34

35-54

Age

55-64

65+

Washed Hands

18-34

Avoided public spaces

35-54

Age

55-64

65+

Q_l\ifg

18-34

35-54

Age

55-64

65+

Canceled personal/social

activities

18-34 35-54 55-64 65+
Age
Avoided restaurants
: A & .
e
18-34 35-54 55-64 65+

Age




     Малюнок 12. Відсоток людей, які дотримувалися превентивної особистої   

                          поведінки у відповідь на COVID-19 за віком
    На початку карантинного періоду літні люди не частіше, ніж молоді, практикували превентивну поведінку у відповідь на пандемію. У березні люди похилого віку рідше, ніж молоді люди, носили маску для обличчя, мили руки, скасовували діяльність і уникали людей з високим ризиком, громадських місць і ресторанів, але в травні люди похилого віку частіше застосовували таку поведінку. Зміна між березнем і травнем була меншою для наймолодшої вікової групи та найбільшою для найстаршої вікової групи. 
    За винятком носіння маски, люди вживали профілактичних заходів у перший місяць, але потім зменшили зміну своєї поведінки після квітня, так що відсоток таких профілактичних заходів був нижчим у травні, ніж у квітні.     

    Зміни в поведінці відбулися швидко в перший місяць після початку пандемії. Однак використання масок з часом продовжувало збільшуватися, тому відсоток у травні був приблизно вдвічі вищий, ніж у квітні.
     Оскільки питання про певну поведінку почалися у хвилі 2, було порівняно відсоток тих, хто мав тісний контакт із людьми, які не були домочадцями, хто ходив до інших людей, хто відвідував зібрання з більш ніж 10 людьми та хто мав відвідувачів у хвилях 2 і 4, з інтервалом приблизно в місяць, між квітнем і травнем. Відсоток людей, які займалися найбільш ризикованою поведінкою, був нижчим у старшому віці (мал. 13).
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   Малюнок 13. Відсоток людей, які дотримувалися ризикованої соціальної   

        поведінки у відповідь на COVID-19, за віком: хвиля 2 і хвиля 4 

    На хвилі 4 близько 54,0% осіб у віці 18–34 років мали тісний контакт із людьми, які не обмежували себе під час карантину, тоді як цей відсоток був значно нижчим для найстаршої вікової групи (38,7%). Так само відсоток відвідування друзів, сусідів чи родичів був нижчим у старшому віці. 
    Було перевірено, як вік пов’язаний із профілактичними особистими реакціями на COVID-19 з іншими потенційними впливами, контрольованими в багатофакторному аналізі, і як зв’язок між віком і поведінковими реакціями змінювався з часом, тобто на хвилях 2, 4 і порівняно з хвилею 1(табл.5).
[image: image15.png]Wore mask Washed Canceled Avoided high- Avoided Avoided
hands personal/social | risk people | public places | restaurants
activities
OR P OR P OR P OR P OR P OR P

Age (18-34 years as reference)

35-54 0.98 0.946 | 098 | 0950 | 0.97 | 0.859 1.04 0.813 1.16 0.405 1.18 0.385

55-64 0.73 0.344 | 1.27 | 0.449 | 0.73 0.103 | 0.98 0917 | 0.96 0.850 1.02 0.917

65+ 0.73 0.370 | 1.45 0.247 | 090 | 0.577 | 0.95 0.813 1.06 0.798 | 0.80 0.301
Wave (wave 1 as reference)
Wave 2 2833 | <.001 | 4.14 | <.001 | 10.57 | <.001 | 15.37 | < .001 | 19.25 | <.001 | 29.77 | <.001
Wave 4 410.96 | <.001 | 1.03 0.929 | 2.29 | <.001 6.42 | <.001 7.68 | <.001 | 12.35 | <.001
Age*wave interaction

Age 35-54*wave 2 1.50 0.244 | 1.29 | 0.588 1.13 0.613 1.02 0.951 1.17 0.616 1.18 0.590

Age 35-54*wave 4 1.21 0.646 | 2.74 | 0.009 1.14 | 0.541 1.22 0.466 1.34 0.292 1.44 0.165

Age 55-64*wave 2 3.16 0.002 | 2.66 | 0.064 1.56 | 0.105 1.23 0.519 | 3.00 0.002 | 3.19 | <.001

Age 55-64*wave 4 3.64 0.002 | 4.73 0.001 2.08 | 0.002 1.44 0.229 | 296 | <.001 3.01 | <.001

Age 65+*wave 2 3.05 0.004 | 1.20 | 0.726 1.47 | 0.133 1.35 0.346 | 3.37 0.001 7.23 | <.001

Age 65+*wave 4 3.94 0.002 | 3.90 | 0.002 1.66 | 0.028 1.98 0.021 2.90 0.001 6.85 | <.001
Female 142 | <.001 | 2.61 | <.001 1.30 | <.001 1.30 0.002 1.31 0.003 1.26 0.005
Living alone 091 0.451 | 0.65 0.018 | 0.81 0.029 | 0.89 0.308 | 0.77 0.037 | 0.87 0.239
Race/ethnicity (white as reference)

Black 4.66 | <.001 | 3.39 | <.001 1.66 | 0.001 2.09 | <.001 1.73 0.005 2.07 | <.001

Hispanic 2.12 | <.001 | 3.59 | <.001 2.20 | <.001 1.70 0.003 2.13 | <.001 1.83 | <.001

Asian 3.26 | <.001 | 1.58 | 0.278 1.94 | 0.001 1.38 0.219 | 3.03 | <.001 3.40 | <.001

Other 1.73 0.011 | 1.54 | 0.194 1.12 | 0.525 1.39 0.176 1.09 0.725 1.15 0.561
Education (16+ years as reference)

13-15 years 0.92 0.542 | 1.04 | 0.844 1.09 | 0.431 0.96 0.767 1.21 0.189 1.14 0.311

12 years 1.02 0.867 | 0.88 | 0.545 | 0.77 | 0.011 0.85 0.211 0.70 0.010 | 0.86 0.252

0-11 years 0.65 0.008 | 0.74 | 0.219 | 0.64 | 0.000 | 0.95 0.747 | 0.72 0.039 | 0.87 0.359
Number of chronic conditions 1.12 0.005 | 1.14 | 0.026 | 0.96 | 0.185 1.00 0.930 1.04 0.323 0.99 0.828
Currently having a job 1.50 0.001 | 1.51 0.022 | 0.93 0.436 | 0.80 0.044 | 0.76 0.018 | 0.73 0.005
In poverty 1.07 0.687 | 0.65 0.053 | 0.89 | 0.370 | 0.88 0.400 | 0.87 0.425 091 0.570
Number of COVID-19 cases in the state of residence (per 1,000) 1.01 | 0.004 | 1.00 | 0.397 | 1.00 | 0.836 | 1.00 | 0.677 | 1.00 | 0477 | 1.00 | 0.054
Political inclination (equal trust or no trust as reference)
Perceived risk for infection 1.01 0.001 | 1.00 | 0.423 1.01 0.001 1.01 0.016 1.01 0.007 1.01 0.008
Perceived risk for dying 1.00 0.097 | 1.01 | <.001 1.01 | <.001 1.01 | <.001 1.01 | <.001 1.01 0.001




Таблиця 5. Співвідношення шансів для віку та інших факторів, пов’язаних з 
     профілактичною особистою поведінкою: хвиля 1, хвиля 2 і хвиля 4
    Під час хвилі 2 всі форми поведінки, швидше за все, були серйозніше прийняті членами панелі віком від 18 до 34 років, більшість видів поведінки були ймовірнішими в цій віковій групі до хвилі 4 (за винятком миття рук). 

Люди віком від 35 до 54 років не сильно змінили поведінку з часом. Загалом у хвилі 4 люди віком від 55 років частіше дотримувалися поведінки, що пом’якшує вірус, ніж люди віком 18–34 роки. У хвилі 4 ймовірність носіння маски становила 2,9 рази більше для найстаршої групи, ніж для наймолодшої. Люди старшого віку в 5,7 рази частіше мили руки, у 3,1 рази частіше уникали громадських місць і в 5,5 разів частіше уникають їжі в ресторані у порівняні з молодшою групою. 
Перевірено, як ризикована соціальна поведінка відрізнялася між віковими групами в хвилях 2 і 4. У хвилі 2 найстарша вікова група була рідше, ніж наймолодша вікова група, підтримувати тісні контакти з людьми(табл. 6).

[image: image16.png]Had close contact Went to friend, Attended gathering Had visitors in
with non-household | relative’s residence of 10+ people residence
people
OR P OR P OR P OR P

Age (18-34 years as reference)

35-54 0.74 0.126 0.58 0.019 0.68 0.488 1.19 0.487

55-64 0.56 0.010 0.66 0.114 0.53 0.320 1.12 0.669

65+ 0.44 <.001 0.37 <.001 0.73 0.624 1.26 0.408
Wave (wave 2 as reference)
Wave 4 1.50 <.001 1.80 <.001 1.47 0.174 1.88 <.001
Age*wave interaction

Age 35-54*wave 4 0.78 0.319 0.96 0.883 1.29 0.720 0.64 0.140

Age 55-64"wave 4 0.77 0.327 0.76 0.370 3.08 0.141 0.91 0.769

Age 65+*wave 4 0.94 0.799 0.89 0.705 1.06 0.943 0.74 0.330
Female 0.80 0.021 0.93 0.539 0.92 0.674 0.96 0.724
Living alone 1.54 0.001 1.87 <.001 1.41 0.215 1.05 0.756
Race/ethnicity (white as reference)

Black 0.99 0.962 0.82 0.420 1.23 0.620 0.87 0.557

Hispanic 1.10 0.630 0.72 0.154 1.58 0.200 0.99 0.955

Asian 0.71 0.221 0.68 0.222 1.22 0.759 0.51 0.046

Other 1.78 0.016 1.40 0.230 2.43 0.077 1.70 0.035
Education (16+ years as reference)

13-15 years 1.28 0.098 1.09 0.610 0.65 0.226 0.99 0.944

12 years 1.97 <.001 1.27 0.169 0.71 0.325 1.44 0.039

0-11 years 1.49 0.021 1.16 0.456 0.57 0.123 1.54 0.028
Number of chronic conditions 1.01 0.811 0.97 0.486 0.91 0.316 1.09 0.067
Currently having a job 2.49 <.001 1.30 0.061 1.35 0.296 1.23 0.151
In poverty 0.69 0.027 0.81 0.297 1.44 0.291 1.01 0.944
Number of COVID-19 cases in the state of residence (per 1,000) 1.00 0.236 1.00 0.379 1.00 0.579 1.00 0.657
Political inclination (equal trust or no trust as reference)
Perceived risk for infection 0.99 <.001 1.00 0.113 0.99 0.150 1.00 0.075
Perceived risk for dying 1.01 0.006 1.00 0.772 1.00 0.873 1.00 0.813





Таблиця 6. Співвідношення шансів для віку та інших факторів, пов’язаних із ризикованою соціальною поведінкою

 У хвилі 4 ймовірність тісного контакту з потенційно інфікованими людьми для найстаршої вікової групи все ще була на 59% меншою, ніж для наймолодшої вікової групи, а відвідування друзів було на 67% менше, ніж для наймолодшої вікової групи. Імовірність ризикованої поведінки для найстаршої вікової групи зросла від хвилі 2 до хвилі 4, Хоча до хвилі 4 і молодші, і старші люди вчиняли більш ризиковану поведінку, старша група все ще брала участь у менш ризикованій поведінці порівняно з молодшою. Використовуючи результати з таблиці 6, прогнозовані ймовірності були нанесені на графік (мал.13). 
    Окрім віку, інші фактори були пов’язані з поведінкою людей. Жінки частіше, ніж чоловіки, вживали профілактичних заходів, за винятком тісного контакту з потенційно інфікованими людьми.
    Дослідження показує, що поведінкові реакції на COVID-19 відрізнялися залежно від віку і що з часом зміни залежали від типу поведінки. Коли в березні почалася пандемія, літні люди не відрізнялися від молодих у профілактичній поведінці. У міру розвитку пандемії люди похилого віку швидко зайнялися профілактичною особистою поведінкою, щоб пом’якшити течію інфекції. Це підтверджує гіпотезу про те, що люди похилого віку більш схильні до ускладнень при захворюванні на COVID-19. В досліджені доведено, що інші характеристики пов’язані з поведінкою під час пандемії такі як: стать, колір шкіри, національність, соціальний статус, наявність хронічних захворювань та місце проживання мають свій вплив на тяжкість перебігу коронавірусної хвороби. Це узгоджується з попередніми дослідженнями, які показали вищі показники здорової поведінки або зміни поведінки серед жінок, тих хто має хронічні захворювання і тих, хто має високий соціально-економічний статус.
3.2. Роль біомаркерів в діагностиці COVID-19
    Інфіковані пацієнти можуть мати будь-який з наступних симптомів: лихоманка, висока температура (>37,3 °C), кашель, міалгія, виділення мокротиння, головний біль, кровохаркання, діарея, задишка та в деяких випадках гострий респіраторний дистрес-синдром (ГРДС), гостра серцева травма або вторинна інфекція [19].

    Після обстеження ці суб’єктивні клінічні симптоми можна більш впевнено інтерпретувати за допомогою біологічних маркерів (біомаркерів). Вони забезпечують об’єктивні значення протягом усього прогресування захворювання [20]. Завдяки біомаркерам класифікація пацієнтів на легких, важких або критичних стає більш визначеною, що дозволяє проводити ранні втручання. Ця робота має завдання дослідити роль різних біомаркерів у патогенезі захворювання COVID-19 та оцінити, як їхні рівні змінюються залежно від тяжкості захворювання. Таким чином, віна дає клініцистам інструмент для групування пацієнтів і прогнозування смертності. Біомаркери, які буде розглянуто включають С-реактивний білок, IL-6, кількість лейкоцитів, лактатдегідрогеназу, D-димери, кількість тромбоцитів, серцевий тропонін і ниркові маркери.
3.2.1. С-реактивний білок

С-реактивний білок — це білок плазми, що виробляється печінкою та індукується різними медіаторами запалення, такими як IL-6. Незважаючи на те, що він неспецифічний, цей реагент гострої фази використовується клінічно як біомаркер для різних запальних станів; підвищення рівня СРБ асоціюється зі збільшенням тяжкості захворювання [21].
    Застосування СРБ при COVID-19 було підкреслено ретроспективним одноцентровим дослідженням в Ухані (Китай), де більшість пацієнтів у важкій когорті показали значно вищі рівні порівняно з неважкою когортою (57,9 мг/л проти 33,2) [22]. Друге ретроспективне когортне дослідження показало, що ймовірність прогресування важкої форми захворювання COVID-19 підвищується у пацієнтів із рівнем СРБ >41,8 мг/л [23]. Обидва дослідження свідчать про те, що рівні СРБ є сильним показником, який відображає наявність і тяжкість інфекції COVID-19. Крім того, дослідження на основі неопублікованих спостережень свідчить про те, що СРБ є одним із перших біомаркерів у плазмі крові, який змінюється, щоб відобразити фізіологічні ускладнення; 
    Патоморфологічно комп’ютерна томографія (КТ) може ідентифікувати ураження легень, пов’язані з COVID-19. Тим не менш, дослідження, проведене в Китаї, показало, що результати КТ не можуть відрізнити легкі випадки від важких. Проте, порівняно зі швидкістю осідання еритроцитів (ШОЕ), рівень СРБ був значно вищим у ранні періоди важких випадків і виявився більш чутливим біомаркером у відображенні розвитку захворювання [24]. Ефективність СРБ як біомаркера відображається в «площі під кривою» в аналізі роботи приймача 0,87, де значення 83% і 91% представляють чутливість і специфічність відповідно. Таким чином, порівняно з лише комп’ютерною томографією, значення CРБ є більш надійними для раннього визначення тяжкості захворювання. У таблиці 7 підсумовано дослідження, використані для аналізу СРБ і COVID-19.
	    Джерела
	Рівень у неважкого пацієнта
	Рівень у важких пацієнтів
	               Коментарій

	[25]
	33.22 ± 32.21


	66,04 ± 44,89

97,44 ± 58,60

(критично важкий)
	Пацієнти з критично тяжким перебігом мали значно вищий СРБ, ніж пацієнти з тяжким або неважким станом. SAA корелює з CРБ надто послідовно, що вказує на те, що обидва слід використовувати для відображення тяжкості захворювання, але дослідження не має контрольної групи.

	[23]
	>8,0 = 56,1% пацієнтів

0–8,0 = 43,9% пацієнтів
	>8,0 = 93,9% пацієнтів

0–8,0 = 6,1% пацієнтів
	Значно більше пацієнтів у тяжкій групі мали вищі рівні СРБ порівняно з неважкою групою.

	[22]
	33.2 (8.2–59.7)
	57.9 (20.9–103.2)
	Більш високі рівні СРБ, зареєстровані в групі з тяжким ступенем проти важкої групи, свідчать про те, що СРБ можна контролювати для оцінки прогресування захворювання

	[26]
	11,89 (9,74–23,36)

(Непрямий контакт)
	5,68 (2,80–13,0)

(Прямий контакт)
	Стратифікує пацієнтів за прямим і непрямим контактом

	[27]
	           --
	             --
	Абсолютні значення не повідомляються – натомість виконується ROC-аналіз, який показує значне підвищення рівнів СРБ до змін у балах КТ для ранніх періодів важкої групи.

	[28]
	1,52 ± 1,56 (слабкий)

16,76 ± 18,38

(помірний)
	54,15 ± 1,06 (важкий)

105,00 ± 12,73

(критичний)
	Групи визначали на основі діаметра найбільшого ураження легень. Вищі значення СРБ є більш помітними в критичній групі, що вказує на пошкодження легень.


      Таблиця 7. Дослідження порівняння C-реактивного білоку приCOVID-19. 
3.2.2. Інтерлекін-6 (IL-6 )
    Синдром вивільнення цитокінів (CRS) — це надмірно посилена імунна відповідь, що включає переважне вивільнення прозапальних медіаторів. Цей механізм лежить в основі кількох патологічних процесів, включаючи гострий респіраторний дистрес-синдром (ГРДС). Дослідження, що вивчають роль цитокінів у SARS та MERS, також виявили зв’язок між CRS та тяжкістю захворювання. Розуміння їх ролі в захворюванні COVID-19 може допомогти в розробці нових імунотерапій. 
    Дослідження показали, що рівні IL-6, найпоширенішого типу цитокінів, що вивільняються активованими макрофагами, різко зростають при важких проявах COVID-19. Однак, оскільки більшість досліджень на сьогоднішній день були спостереженнями, важко екстраполювати, чи є підвищення достатньо значним, щоб викликати прояви, які спостерігаються при важких формах. 
    Один метааналіз, у якому розглядаються шість досліджень, показує, що середні концентрації IL-6 були в 2,9 рази вищими у пацієнтів із ускладненим COVID-19 порівняно з пацієнтами з неускладненим захворюванням[29]. У своєму аналізі результати досліджень включають госпіталізацію у відділення інтенсивної терапії, початок ГРДС і смертність. Оскільки пропорційне підвищення IL-6 корелює з тяжкістю захворювання, це дослідження може виявитися новаторським. Хоча клініцисти можуть використовувати це для раннього визначення тяжкості та скорішого початку кисневої терапії, різні результати дещо ускладнюють визначення того, який рівень IL-6 відповідає якому негативному результату. Крім того, у багатьох дослідженнях учасники набиралися з одного центру, що породжувало потенційну упередженість відбору. У таблиці 8 підсумовано дослідження, використані для аналізу IL-6 та COVID-19.
	       Джерела
	Рівень у неважких пацієнтів
	Рівень у важких пацієнтів
	Коментарій

	[30]
	34 ± 7
	72 ± 12
	Підвищена експресія IL-2R та IL-6 у сироватці прогнозує тяжкість COVID-19

	[31]
	2.4 (2.1–2.9)
	36.5 (30.8–42)
	Серйозність COVID-19 можна передбачити за базовими рівнями IL-6

	[32]
	        51 ± 74
	186 ± 283
	Значно вищі вихідні рівні IL-6 у тих, хто потребує реанімації, порівняно з тими, хто цього не потребує

	[33]
	5 (0–11.2
	6.1 (1.8–37.7)


	Значно вищі вихідні рівні IL-6 у тих, хто потребує реанімації, порівняно з тими, хто цього не потребує

	[22]
	13.3 (3.9–41.1)
	25.5 (9.5–54.5)
	Значно вищі рівні IL-6 у важких і критичних випадках COVID-19. Спостереження може допомогти в ранньому виявленні критичних захворювань

	[34]
	6.3 (5.4–7.8)
	7.4 (5.6–10.9)
	Розвиток ГРДС при COVID-19 пов’язаний зі зростанням IL-6


                           Таблиця 8. Порівняння IL-6 при COVID-19 
3.2.3. Кількість лейкоцитів

    Ретроспективне дослідження виявило кілька відмінностей у лейкоцитах між тяжкими та неважкими пацієнтами з COVID-19. В обох групах спостерігалося підвищення рівня лейкоцитів, причому в групі з тяжкою формою захворювання було значно більше. Цікаво, що рівні лімфоцитів, моноцитів, базофілів і еозинофілів були меншими, що призводило до більшого співвідношення нейтрофілів - лімфоцитів. 
    Інше дослідження виявило низький відсоток лімфоцитів у крові у важкохворих пацієнтів, припускаючи, що низький рівень лейкоцитів вказує на поганий прогноз. 
    Однак, оскільки вірус може вражати лімфоїдну тканину та механізми IL-6, необхідно дослідити інші причини низької кількості лейкоцитів.  
3.2.4. Лактатдегідрогеназа 

    У метаболізмі глюкози фермент ЛДГ перетворює піруват на лактат. Секреція ЛДГ викликається некрозом клітинної мембрани, що вказує на вірусну інфекцію або пошкодження легень, наприклад, пневмонію, спричинену SARS-CoV-2. Існують переконливі докази зв’язку рівня ЛДГ з розвитком захворювання COVID-19[35].

    Дослідження виявило значно вищі рівні ЛДГ у пацієнтів у відділенні інтенсивної терапії, ніж у інших пацієнтів. Оскільки високі рівні ЛДГ зберігалися у пацієнтів у відділенні інтенсивної терапії кілька днів після 
госпіталізації, ЛДГ може бути прогностичним біомаркером важкого захворювання.
    Багатоцентрове дослідження за участю 1099 пацієнтів повідомило підтверджуючі докази кореляції ступеня пошкодження тканин і запалення з підвищенням рівня ЛДГ. Крім того, коли рівні ЛДГ корелювали з КТ, значно вищі рівні відображали тяжкість пневмонії[36]. 

У таблиці 5 підсумовано дослідження, використані для аналізу ЛДГ при COVID-19.
	       Джерела
	Рівень у неважких пацієнтів
	Рівень у важких пацієнтів
	Коментарій

	[37]
	151 (139–180)
	248 (162–273)
	Відомо про більш високі рівні ЛДГ у важких пацієнтів порівняно з неважкими.

	[36]
	--
	--
	Значення ЛДГ, пов’язані з балами КТ (використовуються для оцінки тяжкості) – без абсолютних значень

	[38]
	≥250 (205/551) 37,2% пацієнтів
	≥250 (72/144) 58,1% пацієнтів
	Мультицентр + Китай + 1099

Більш високі рівні ЛДГ спостерігаються у більшості тяжких пацієнтів порівняно з нетяжкими. ЛДГ вимірюється в 675.

	[39]
	241 (198–338)

(Загальні)
	293 (193–434)
(жакростійкий)
	Ретроспектива + Китай + 155, вогнетривкий проти загального

	[35]
	276,4 ± 118,3

(COVID 19

негативний)
	388,0 ± 154,5

(COVID-19 позитивний)
	Ретроспектива + Італія + 141 LDH виміряно, COVID-19 позитив проти негатива

	[40]
	212 (171–291)

Не реанцмація
	435 (302–596)
Реанімація
	


                           Таблиця  9. Порівняння ЛДГ при COVID-19

3.2.5. D-димер
    D-димер виникає в результаті лізису зшитого фібрину з підвищенням рівня, що вказує на активацію коагуляції та фібринолізу. Ранні дослідження пов’язували COVID-19 із гемостатичними аномаліями: в одному дослідженні спостерігали підвищені рівні D-димеру, показника коагуляції, у тих, хто не пережив, в порівняні з тими, хто вижив. 
    Ретроспективне когортне дослідження за участю 191 пацієнта показало, що рівні D-димеру >1,0 мкг/мл були пов’язані зі збільшенням смертності серед пацієнтів з COVID-19. Крім того, виявили, що рівень 2,0 мкг/мл або більше при надходженні був оптимальним пороговим показником для прогнозування смертності в лікарні від COVID-19 [41]. 
    Дослідження показали, що майже 90% госпіталізованих хворих на пневмонію мали підвищену коагуляційну активність із зазначеним підвищенням рівня D-димеру. Крім того, Huang et al. виявили, що рівні D-димеру при надходженні можуть бути використані для сортування пацієнтів до реанімації [33].    

    Дослідники виявили, що середній рівень D-димеру був вищим у пацієнтів у відділенні інтенсивної терапії порівняно з пацієнтами, які не перебувають у відділенні інтенсивної терапії (2,4 мг/л проти 0,5 мг/л).
Це разом із попереднім дослідженням свідчить про те, що рівень D-димеру можна використовувати як прогностичний маркер і допомогти клініцистам спостерігати за тими, у кого ймовірно погіршення стану раніше.
    У таблиці 10 підсумовано дослідження, використані для аналізу D-димеру при COVID-19.
	       Джерела
	Рівень у неважких пацієнтів
	Рівень у важких пацієнтів
	Коментарій

	[42]
	0.61 (0.35–1.29)
	2.12 (0.77–5.27)
	Аномальні результати коагуляції з помітно підвищеним D-димером є поширеними при смерті від COVID-19

	[43]
	0.6 (0.3–1.0)
	5.2 (1.5–21.1)
	Рівень D-димера >1 мкг/мл може допомогти клініцистам виявити пацієнтів із поганим прогнозом на ранній стадії

	[14]
	43.2% з >0.5 мг/Л
	59.6% з >0.5 мг/Л
	Рівні D-димера набагато вищі у тих, хто потребує госпіталізації у відділенні інтенсивної терапії та інвазивної вентиляції легень

	[33]
	0.5 мг/Л
	2.4 мг/Л
	У порівнянні з пацієнтами, які не перебувають у відділенні інтенсивної терапії, пацієнти у відділенні інтенсивної терапії мали значно вищі рівні D-димеру

	[44]
	0.41 мг/Л (0.15–0.69)
	4.76 мг/Л (2.99–11.9)
	D-димер при госпіталізації >2,0 мкг/мл може ефективно прогнозувати госпітальну смертність пацієнтів із COVID-19 і може бути раннім і корисним маркером для покращення лікування


                   Таблиця 10. Порівняння D-димера при COVID-19.
3.2.6. Кількість тромбоцитів

    Як видно з попередніх спалахів коронавірусу, інфекція COVID-19 призводить до серйозних гематологічних змін, що призводять до тромбоцитопенії. 

    Мета-аналіз 1799 пацієнтів показує, що у пацієнтів із тяжкою інфекцією COVID-19 рівень тромбоцитів значно нижчий (WMD −31 × 109/л; 95% ДІ, від −35 до −29 × 109/л) [29]. Якщо використовувати смертність як кінцеву точку, у тих, хто не вижив, кількість тромбоцитів була значно нижчою.
Використання тромбоцитопенії як кінцевої точки також виявило у п’ять разів більший ризик COVID-19. Незважаючи на різні визначення тяжкості захворювання та тромбоцитопенії, які впливають на аналіз результатів, кількість тромбоцитів може бути клінічно використана для визначення тяжкості інфекції.
    Ретроспективне дослідження, у якому використовувався регресійний аналіз пропорційних ризиків Кокса, виявив, що кількість тромбоцитів є незалежним фактором ризику смертності серед пацієнтів з COVID-19.
     По статистиці тромбоцитопенія була присутня в більшій кількості у пацієнтів з тяжким перебігом і великим відсотком смертності.
    Перевірка кількості тромбоцитів є звичайною частиною лабораторних тестів, і література припускає, що вона має невід’ємну цінність у наданні більш детальної інформації про стан пацієнта. 
    У таблиці 11 підсумовано дослідження, використані для аналізу кількості тромбоцитів і COVID-19.

	       Джерела
	Рівень у неважких пацієнтів
	Рівень у важких пацієнтів
	Коментарій

	[14]
	172,000
	137,500
	Хоча були очевидні відмінності в лімфоцитах (лімфоцитопенія), кількості тромбоцитів (зростання) і D-димерів (збільшення) у пацієнтів, у яких спостерігалися комбіновані кінцеві точки статистичний аналіз не проводився.

	[33]
	149,000
	196,000
	У порівнянні з пацієнтами, які не перебувають у відділенні інтенсивної терапії, пацієнти у відділенні інтенсивної терапії мали вищі рівні IL-6, D-димеру та тромбоцитів у плазмі крові.

	[45]
	173,200 ± 55.37
	143,900 ± 64.81
	Значення CoV вірусу сильно корелювало з СРБ, альбуміном і ЛДГ 

	[46]
	186,200
	139,500
	Підвищення CРБ і зниження альбуміну сильно корелювали з прогресуванням захворювання

	[47]
	221,000 (78,000)
	173,600 (67,000)
	Серцевий тропонін, міоглобін, CРБ та IL-6 значно підвищувалися у випадках летального результату

	[40]
	165,000
	142,000
	Підвищення ЛДГ також корелювало між пацієнтами у відділенні інтенсивної терапії

	[48]
	191,000 (63,000)
	164,000 (74,000)
	Вищі рівні тромбоцитів у важкій групі, але лімфоцитопенія вважається найчастішим маркером інфекції




        Таблиця 11. Дослідження, які порівнюють кількість тромбоцитів при COVID-19.
    Дана робота на сьогоднішній день свідчить про наявність чітких доказів того, як рівні біомаркерів можуть змінюватися залежно від тяжкості інфекції COVID-19. Це можна використовувати як допоміжний засіб у клінічній практиці для спрямування лікування та госпіталізації до відділення інтенсивної терапії. Завдяки цьому можна покращити прогноз і мінімізувати рівень смертності серед хворих на ковід.
3.3. Рання лабораторна діагностика COVID-19 шляхом виявлення антигену в зразках крові
          Для досліду було взято дані з літературних джерел університетських клінік Данії.
     Венозну кров відбирали у пацієнтів у двох університетських лікарнях Данії та готували у вигляді сироватки або плазми EDTA відповідно до стандартних операційних процедур Данії. Усі зразки крові були відібрані у пацієнтів, які не були щеплені проти COVID-19. Зразки сироватки були отримані від двох різних груп пацієнтів: стаціонарних пацієнтів із симптомами COVID-19 з підтверджуючим результатом ПЛР-позитивного тесту, госпіталізованих у спеціальне відділення COVID-19 університетської лікарні Rigshospitalet, Копенгаген, та амбулаторних пацієнтів, направлених на тестування на SARS-CoV-2 в університетській лікарні Rigshospitalet.

    У дослідження були включені лише амбулаторні пацієнти з симптомами інфекції верхніх дихальних шляхів (наприклад, гарячка, біль у горлі та кашель).

    670 осіб, включених у це дослідження, складалися з 414 жінок віком від 14 до 102 років (середнє ± стандартне відхилення, 52 ± 19 років) і 256 чоловіків віком від 20 до 100 років (середнє значення ± стандартне відхилення, 62 ± 20 років). Згідно з ПЛР-аналізом, 208 із цих осіб були інфіковані SARS-CoV-2. Пацієнти з COVID-19 складалися з 97 жінок віком від 22 до 96 років і 111 чоловіків віком від 28 до 100 років. 

    У період з 3 березня 2020 року по 2 лютого 2021 року від 670 осіб було зібрано 914 зразків крові людини, які були підготовлені як сироватка (439) або плазма (475). З них 447 (49%) зразків крові було взято від 165 стаціонарних пацієнтів із COVID-19 та 43 амбулаторних пацієнтів із COVID-19, у тому числі 173 зразки сироватки та 231 зразок плазми, зібрані у 38 та 127 стаціонарних пацієнтів відповідно між 0 та 201 днями після їхнього першого підтвердження ПЛР-позитивного мазку. 

    Ґрунтуючись на кривій робочих характеристик приймача (ROC) на мал.14 і пріоритетності низької частоти хибнопозитивних результатів, було підтверджено рекомендоване виробником діагностичне граничне значення 10 пг/мл (пікограм на мілілітр).
[image: image17.png]uyrnugicre  —<—  [HB33a00pyKposi 0-20  —e—  [HiB33a00pyKpoBI O-13  —e—  JHIB33a00p) KpoBl O-6
100% o < o o o o o

90% ’ﬁ;s A

(o)
o 100%
70%

- . 4 -

60%
50%
40%
30% .
20% 80%
10% 10% 20% 30% 40%

0% e
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

XMOHONO3UTUBHWIA PiBEHDb

90%





    Малюнок 14. Крива ROC на якій продемонстровано відповідність між  

              проміжком часу зробленого тесту та його ефективності.

    Було вставлено масштабування верхнього лівого кута кривих. Площа під кривою становила 0,986 для 604 зразків крові, зібраних протягом 1 тижня (дні з 0 по 6), 0,982 протягом 2 тижнів (648 зразків крові, зібраних з 0 по 13 день), і 0,975 протягом 3 тижнів (662 крові зразки зібрані з 0 по 20 день). Відповідно до рекомендацій, діагностичне порогове значення 10 пг/мл забезпечило поєднання дуже низької частоти хибнопозитивних результатів і високої чутливості (червона точка з жовтим ореолом). Відповідно до результатів для 160 стаціонарних пацієнтів з COVID-19, чутливість тесту змінювалася залежно від часового проміжку від забору крові до підтверджуючого ПЛР мазка (мал. 15).
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   Малюнок 15. Діагностична чутливість np elisa відповідно до часу збору.
    Варіації діагностичної чутливості SARS-CoV-2 NP ELISA відповідно до часового проміжку від першого ПЛР-позитивного мазка до першого забору крові. Зразок крові було відібрано у кожного із 160 стаціонарних пацієнтів із COVID-19 протягом 5 тижнів після їх підтверджувального ПЛР-позитивного мазка УЗД (червоне коло) та у кожного з 43 амбулаторних пацієнтів із COVID-19 одночасно з їхнім ПЛР-позитивним мазком УЗД (синій квадрат). Коли перший зразок крові був зібраний у стаціонарних хворих на COVID-19 протягом 1 і 2 тижнів після підтвердженої ПЛР інфекції, діагностична чутливість SARS CoV-2 NP ELISA становила 92,9%.

    Спалах COVID-19 спричинив безпрецедентну у всьому світі потребу в лабораторних діагностичних тестах на вірусну інфекцію, а ПЛР-аналіз геномної РНК SARS-CoV-2 в екстрактах мазків, зібраних із верхніх дихальних шляхів, виявився дуже придатним для раннього виявлення інфекції, навіть у пацієнтів з легкими клінічними симптомами або без них. 
    У цьому дослідженні було охарактеризовано перший набір ELISA для кількісного визначення антигену SARS-CoV-2 NP у зразках сироватки та плазми. При використанні для зразків крові, взятих у стаціонарних хворих на COVID-19 протягом 2 тижнів після підтвердженої ПЛР інфекції SARS-CoV-2, діагностична чутливість ELISA становила 91,6%.

    У групі з 505 амбулаторних пацієнтів у цьому дослідженні поширеність інфекції SARS-CoV-2 становила 8,5%, а для амбулаторних пацієнтів з позитивним зразком крові на ІФА ймовірність наявності COVID-19 становила 97,2%, тоді як ті, у кого аналіз крові був негативним за результатами ІФА, мали 98,3% ймовірність не інфікуватися SARS-CoV-2. Таким чином, під час цієї ранньої стадії інфекції SARS-CoV-2 NP ELISA виявився дуже надійним провісником COVID-19.
Висновки до третього розділу

    Демографічні та гендерні характеристики мають не менш важливе місце у предикті ускладнень при захворюванні на COVID-19. З отриманої статистики можна зробити висновок, що більш тяжкий перебіг захворювання загрожує старшому поколінню людей, незалежно від їх національності, кольору шкіри та соціального статусу. 
    Завдяки проведеній роботі, стало більш відомо як рівні біомаркерів можуть змінюватися в залежності від тяжкості інфекції. З наведеними у роботі знаннями можна покращити прогноз і мінімізувати рівень смертоності.
    Дані отримані з Датських студентських клінік, свідчать про ефективність ПЛР методу на ранніх етапах інфікування, в той час як у більш пізньому періоді він може давати не коректний або хибний результати. Для цього була побудована система взяття та передачі аналізу. Тому рекомендується робити кілкісні методи тільки після підтвердження, або спростовування позитивного –ПЛР.
                                         ВИСНОВКИ

COVID-19 можна визначити як інфекцію, що має комплексне ураження організму людини, в залежності від її справжнього стану визначається тяжкість перебігу захворювання, то як  наявність супутніх хвороб, вік, стать, соціальний статус та дотримання людиною санітарно-гігієнічних вимог.
    Під час підбору методик діагностики COVID-19 потрібно звертати увагу на термін та тяжкість захворювання, щоб уникнути хибних результатів і подальшого некоректного лікування. 

    Для дослідження теми дипломної роботи були оглянуті та проаналізовані наукової статті на тему моніторингу ковіду, клінічних проявів ускладнень при COVID-19, діагностичних маркерів корона вірусної хвороби та етіології SARS-CoV-2.
  Дослідження опирається на дані моніторингів різних науково-публіцистичних джерел та особистої літератури. Отримана інформація була проаналізована та профільтрована під призмою ускладнень при корона вірусній  хворобі. 
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