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SANTRAUKA

Tikslas: Palyginti SARS-CoV-2 atvirkstinés transkripcijos kiekybinés polimerazés
grandininés reakcijos tyrimy, atlikty su seiliy ir nosiaryklés tepinéliy méginiais, diagnosting
verte ir pritatkomumg klinikingje praktikoje.

Metodai: | tyrimg buvo jtraukta 100 pacienty, hospitalizuoty Vilniaus universiteto ligoninés
Santaros kliniky Infekciniy ligy centre dél COVID-19 infekcijos. Trys suporuoti seiliy ir
nosiaryklés méginiai buvo rinkti i§ pacienty kas tris dienas ir lyginti su 150 sveiky asmeny
kontroline grupe. Pagal ligos sunkuma pacientai suskirstyti j dvi grupes: lengva/vidutiné (I
grupé, N=47) ir sunki ligos eiga (I grupé, N=53). Buvo atlikta 592 COVID-19 infekcija
serganciyjy ir 300 sveiky asmeny nosiaryklés ir seiliy éminiy SARS-CoV-2 atvirkstinés
transkripcijos Kiekybinés polimerazés grandininés reakcijos tyrimy. Pacienty grupés buvo
palygintos atsizvelgiant | demografinius, klinikinius, laboratorinius rodiklius ir atvirkstinés
transkripcijos kiekybinés polimerazés grandininés reakcijos cikly slenkscio vertes seiliy ir
nosiaryklés éminiuose.

Rezultatai: Seiliy méginiy cikly slenks¢io reikSmés buvo mazesnés uz nosiaryklés méginiy
(p=0,002). Nors pirmojo seiliy méginio testo cikly slenksCio reikSmés 1 grupéje buvo
reik§mingai mazesnés nei Il grupéje (p=0,04), testas greiciau tapo neigiamas (vidutiniskai 11,7
dieny vs 14,8 dieny, p=0,005). Stebéta stipri teigiama koreliacija tarp dieny skaiciaus nuo
simptomy pradzios ir cikly slenkséio reik§miy tiek seiliy, tiek nosiaryklés méginiuose
(p<0,001). Daugiamaciu Cox proporcingos rizikos modeliu nustayta, kad seiliy méginiy cikly
slenkséio verté <30 yra nepriklausomas sunkios COVID-19 ligos prognostinis faktorius
(HR=10,06, 95 proc. CI: 1,84 - 55,14, p=0,008).

ISvados: Seiliy éminiy atvirkstinés transkripcijos kiekybinés polimerazés grandininés
reakcijos tyrimas yra tinkamas ankstyvai SARS-CoV-2 infekcijos diagnostikai, o $io testo cikly

slenkscio verté < 30 gali prognozuoti sunkiag COVID-19 ligos eiga.

RAKTAZODZIAL COVID-19; SARS-CoV-2; AT-PGR; seilés; Ct verte



SUMMARY

Objectives: To compare the diagnostic value and clinical applicability of SARS-CoV-2 reverse
transcription quantitative polymerase chain reaction tests performed on saliva and
nasopharyngeal swab samples.

Methods: One hundred COVID-19 patients hospitalised at the Infectious Diseases Center of
Vilnius University Hospital Santaros Klinikos were included in the study. Three saliva and
nasopharyngeal samples were collected every three days in pairs and compared to a control
group of 150 healthy individuals. According to the severity of the disease, cases were divided
into two groups: mild/moderate (Cohort 1, N=47) and severe disease (Cohort IlI, N=53).
Altogether, 592 infectious and 300 non-infectious SARS-CoV-2 reverse transcription
quantitative polymerase chain reaction tests from saliva and nasopharyngeal samples were
performed. Cohorts were compared by demographic, clinical, laboratory profiles and cycle
threshold values of reverse transcription quantitative polymerase chain reaction tests from
saliva and nasopharyngeal swab samples.

Results: Cycle threshold values of saliva samples were lower than those of nasopharyngeal
samples (P=0.002). Despite having significantly lower cycle threshold values in Cohort 1
compared to Cohort Il (P=0.04), the first saliva sample became negative earlier (mean 11.7
days vs 14.8 days, P=0.005). There was a strong positive correlation between the number of
days since the onset of symptoms and cycle threshold values in both saliva and nasopharyngeal
samples (P<0.001). Saliva samples with a cycle threshold <30 were identified as an
independent predictor for severe COVID-19 by the multivariate Cox proportional hazards
regression analysis (HR=10.06, 95% CI: 1.84-55.14, P=0.008).

Conclusion: Salivary testing using reverse transcription quantitative polymerase chain
reaction is suitable for detecting early SARS-CoV-2 cases. Additionally, a cycle threshold
value < 30 can predict the severity of COVID-19 disease.

KEYWORDS: COVID-19; SARS-CoV-2; RT-gPCR,; saliva; Ct values



[VADAS

Sunkaus wminio respiracinio sindromo koronavirusas-2 (SARS-CoV-2) yra naujas
koronavirusas, pirma karta aptiktas 2019 m. pabaigoje ir isplites visame pasaulyje. Siuo metu
patvirtinty uzsikrétimo SARS-CoV-2 atvejy pasaulyje yra daugiau nei 760 milijony (1).
Nosiaryklés méginiy (NM) kiekybiné atvirkstinés transkripcijos polimerazés grandining
reakcija (AT-PGR) vis dar yra pirmojo pasirinkimo laboratorinis testas etiologinei SARS-CoV-
2 infekcijos diagnozei, kadangi pasizymi didZiausiu jautrumu i$ visy virSutiniy kvépavimo taky
méginiy (2, 3). Vis délto, NM paémimui reikalingi jguidziai ir kyla pavojus, kad infekcija per
laselius bus perduota sveikatos priezitiros specialistams (4). Be to, klaidingai neigiamy
rezultaty skaiCius priklauso nuo éminio kokybés, naudojamy reagenty jautrumo ir
specifiskumo bei procediirg atlickan¢io asmens patirties (5). Daug tyrimy patvirtina, kad
neinvaziniai seiliy méginiai (SM) yra tinkama alternatyva nosiaryklés méginiams (6—11). Taip
pat yra duomeny, kad kiekybiniai SARS-CoV-2 RNR pokyciai skirtingose ligos stadijose
galéty suteikti kliniskai reikSmingos informacijos apie COVID-19 ligos sunkumg (12). Viruso
kiekio méginyje nustatymas galéty padéti tinkamo gydymo parinkime ir reik§mingai pakeisti
klinikinius ligos gydymo rezultatus (13). Vis délto, SM ir NM AT-PGR testy cikly slenkscio
(Ct) reiksmé, kuri ir galéty atspindéti viruso kiekj éminiuose, néra pakankamai istirta ir truksta
duomeny, kad remiantis $iuo rodikliu biity galima prognozuoti ligos sunkumg (14). Taigi, §io
darbo tikslas buvo palyginti suporuotus kiekybinius AT-PGR seiliy ir nosiaryklés méginius,

jvertinti $iy testy diagnosting ir kliniking verte bei rysj su COVID-19 ligos sunkumu.

TIRIAMIEJI IR METODAI

Tiriamyjy grupes

NM ir SM buvo surinkti 1§ 100 d¢l COVID-19 infekcijos Vilniaus universiteto ligoninés
Santaros klinikose (VUL SK) Infekciniy ligy centre hospitalizuoty pacienty nuo 2020 m. liepos
meén. iki 2021 m. birZzelio mén. Kontroliné grupé buvo sudaryta i§ 150 sveiky asmeny,
atvykusiy j VUL SK dél rutininiy procediiry (vaisty paskyrimui, vakcinacijai ir pns.) Siam
tyrimui buvo gautas Regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimas (Nr. 2020/7-
N4-1245-725), studija vykdyta remiantis Helsinkio deklaracija. Prie§ pradedant tyrima, i§ visy
tirlamyjy surinktos informuoto sutikimo formos. SARS-CoV-2 infekcija tiriamiesiems

patvirtinta NM AT-PGR testu dar prie§ hospitalizacija VUL SK. Remiantis National Institutes
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of Health gairémis (15), pacientai pagal ligos sunkumg suskirstyti j dvi grupes: lengva ir

vidutinio sunkumo (N=47, I grup¢) ir sunki ligos eiga (N=53, II grupé).

Meéginiy surinkimas

NM buvo renkami laikantis gamintojy protokoly ir ligoninés vidininiy procediry. IS 50
pacienty  sterilius mégintuvélius buvo surinkta ne maziau kaip 2 ml seiliy éminiy, o i$ kity 50
pacienty 2 ml seiliy éminiai buvo paimti naudojant Saliva Collection Kit (#SCK, Diagnolita,
Vilnius, Lietuva) ir i§ karto po surinkimo sumaiSyti su 2 ml stabilizuojancios terpés. Visi
éminiai laikyti -20°C temperatiiroje iki panaudojimo. Seiliy ir nosiaryklés méginiai buvo rinkti
i§ ty paciy hospitalizuoty pacienty kas tris dienas. Tyrimo metu surinkti 296 NM (1 100, 11 97,
11 99) ir 296 SM (1 99, 11 98, 11 99). IS viso istirti 892 éminiai (592 serganciy pacienty ir 300

kontrolinés grupés).

RNR isskyrimas

Bendra RNR buvo i$skirta naudojant Saliva NA Purification Kit (#SPK, Diagnolita) ir laikantis
gamintojo protokolo. Gryninimo tirpalas, sudarytas i§ stabilizavimo terpés, riSamojo tirpalo,
magnetiniy daleliy, redukuojancio reagento ir proteinazés K, buvo sumaiSytas su 300 pL
nosiaryklés tepinélio terpés arba 250 uL nestabilizuoty seiliy (490 uL seiliy stabilizavimo
miSinio stabilizuoty seiliy méginiams) ir 10 min. inkubuotas termomikseryje 65 °C
temperatiiroje, 900 aps/min. Po dviejy plovimo etapy PB1 ir PB2 buferiais (Diagnolita),
etanolio likuciai buvo paSalinti kaitinant. ISgrynintos nukleino riigstys buvo iSplautos 50 pL
eliucijos buferiu. I$skirtos nukleino riigS§tys buvo naudojamos i§ karto arba laikomos -20 °C

temperattroje iki panaudojimo.

Kopijinés DNR sintezé ir kiekybiné atvirkstinés transkripcijos PGR (AT-PGR)

Penki pL bendros RNR buvo naudojami vieno Zingsnio kopijinés DNR (kDNR) sintezei ir AT-
PGR reakcijai bendrame 20 pL tdryje, kurj sudaré 20x Primer-Probe Mix SARS-CoV-2
aptikimui (#PPM, Diagnolita), 4x TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix (Thermo Fisher
Scientific (TFS), Waltham, MA, JAV) ir vanduo be RNazés. AT-PGR reakcijos buvo
atliekamos su QuantStudio 5 Real-Time PCR sistema naudojant QuantStudio Design &

Analysis programinés jrangos 1.4.1 versija ("Applied Biosystems", TFS).


https://www.zotero.org/google-docs/?f3mTul

Statistine analizé

Tolydieji kintamieji pateikti vidurkiu ir standartiniu nuokrypiu (SD, angl. Standard deviation)
arba mediana ir interkvartiliniu plo¢iu (IQR, angl. Interquartile range). Kategoriniai kintamieji
pateikti skaiCiais ir procentais. Rodikliy skirtumai skirtingose grupése pagal ligos sunkumag
buvo apskaiciuoti naudojant Student’o t testa normaliai pasiskirsc¢iusiems duomenis ir Mann-
Whitney U testa nenormaliai pasiskirsciusiems duomenims. Kategoriniams kintamiesiems
buvo naudotas Pearson’o chi-kvadratu testas arba Fisher’io tikslusis testas. Pearson’o linijinés
arba Spearman’o ranginés koreliacijos koeficientai naudoti aptikti asociacijoms tarp klinikiniy,
laboratoriniy rodikliy ir SARS-CoV-2 AT-PGR Ct verciy. Dvinare logistikos analizé naudota
siekiant rasti nepriklausomus faktorius, turin¢ius reik§mingg jtaka sunkios COVID-19 ligos
prognozei. Kaplan-Meier metodas (log-rank testas) naudotas SARS-CoV-2 testy teigiamumo
prognozei nustatyti. P-reiksmé <0,05 laikyta statistiSkai reik§Sminga. Duomenys apdoroti
naudojant Statistical Package for Social Sciences programing jrangg, 21.0 Windows versija
(IBM Corp., Armonk, NY, USA).

REZULTATAI

Demografiniy ir klinikiniy pacienty rodikliy skirtumai pagal ligos sunkuma (I grupé vs Il
grupé) yra pateikti 1 ir 2 lentel¢je. Vidutinis pacienty amZzius 56,7£13,2 m. (nuo 25 iki 90 m.),
48 proc. moterys. I grupés pacientai buvo reik§mingai vyresni (vid.: 61,6 vs 52,2 m., p<0,001),
jiems buvo nustatytas didesnis National Early Warning Score (NEWS, mediana: 3 vs 1,
p<0,001) ir Charlson komorbidiskumo indekso (mediana: 2 vs 1, p<0,001) jvertis
hospitalizacijos pradzioje. Gydymas deksametazonu (20 vs 8 pacientai, p=0,020),
deksametazono ir remdesiviro kombinacija (28 vs 12 pacienty, p=0,043) arba gydymas
antibiotikais (47 vs 22 pacienty, p<0,01) dazniau buvo taikytas II grupéje. Trys pacientai i§ 11
grupés buvo gydomi deguonies terapija per didelés tékmes nosines kaniules, 1 pacientui
prireiké intubacijos ir mechaninés ventiliacijos, 3 pacientai miré. I grupéje daugiau pacienty
buvo jtraukti j tyrimg su ligos trukme <10 dieny, o I grup¢je daugiau pacienty buvo jtraukta
su ligos trukme >10 dieny (p=0,001). Vidutiné trukmé nuo simptomy pradzios iki testo
paémimo buvo reikSmingai ilgesné II grupéje nei I grup¢je (I-ojo éminio mediana: 11 vs 8
dienos, p=0,003).



Laboratoriniy testy rodikliai

Hospitalizacijos metu II grupés pacientams buvo nustatyta didesné interleukino-6 (IL-6,
mediana: 43,5 vs 16,9 pg/ml, p=0,001), feritino (mediana: 652 vs 270,2 ng/ml, p=0,010), C-
reaktyvaus baltymo (CRB, mediana: 102,5 vs 25,7 mg/dl, p<0,001), d-dimery (mediana: 465
vs 285 ng/ml, p=0,001), laktatdehidrogenazés (LDH, mediana: 342 vs 238 IU/I, p<0,001)

koncentracija nei I grupés pacientams. Tarp grupiy rasti reikSmingi leukocity skaiCiaus

skirtumai: II grupéje stebéta didesné leukocitozeé (vid.: 7,2 vs 4,9 /mm3, p=0,003), neutrofilija
(vid.: 5,2 vs 3,4 /mm3, p<0,001) ir limfopenija < 1,1 /mm3 (64,2 proc. vs 44,7 proc., p=0,040).

Neutrofily ir limfocity santykis taip pat buvo didesnis II grupéje (mediana: 6,9 vs 2,6, p<0,001).

1 lentelé. COVID-19 serganciy pacienty klinikiniai, laboratoriniai rodikliai ir gydymas

priklausomai nuo ligos sunkumo.

Rodiklis e ehy p-reikmé

Amzius, m.
VidurkistSD 51,2+13,6 61,6+10,7 <0,001
<65, N (proc.) 41 (87,2) 35 (66,0) 0,033
>65, N (proc.) 6 (12,8) 18 (34,0)

Lytis, N (proc.)
Vyras 27 (57,4) 25 (47,2) 0,364
Moteris 20 (42,6) 28 (52,8)

NEWS rodiklis
Mediana (IQR) 1(0-2) 3 (2-5) <0,001
0-4, N (proc.) 45 (95,7) 39 (73,6) 0,008
>5, N (proc.) 2(4,3) 14 (26,4)

Charlson komorbidiSkumo

indeksas
Mediana (IQR) 1(0-2) 2 (1-3) <0,001
0-2, N (proc.) 42 (89,4) 31 (73,6) 0,003
>3, N (proc.) 5 (10,6) 22 (41,6)

Interleukinas-6, pg/ml
Mediana (IQR) 16,9 (9,2-30,2) 43,5 (22,1-67,6) 0,001
<55, N (proc.) 39 (88,6) 34 (66,7) 0,029
>55, N (proc.) 5(11,4) 17 (33,3)

Feritinas, ng/ml
Mediana (IQR) 270,2 (139,2-529,7) 652 (269-1096) 0,010
<500, N (proc.) 35 (74,5) 22 (41,5) 0,004
>500, N (proc.) 12 (25,5) 31 (58,5)

CRB, mg/dl
Mediana (IQR) 25,7 (7,67-82,6) 102,5 (54,6-189,1) <0,001
<100, N (proc.) 39 (83,0) 26 (49,1) 0,003
>100, N (proc.) 8 (17,0) 27 (50,9)

Leukocity skaicius, /mm?
Mediana (IQR) 4,9 (3,6-7,4) 7,2 (5,5-9,2) 0,003
<6,0, N (proc.) 30 (63,8) 19 (358) 0,005



>6,0, N (proc.) 17 (36,2) 34 (64,2)

Neutrofily skaicius, /mm?
Mediana (IQR) 3,4 (2,09-5,1) 5,2 (4,1-8,1) <0,001
<4,0, N (proc.) 29 (61,7) 11 (20,8) <0,001
>4,0, N (proc.) 18 (38,3) 42 (79,2)

NLS
Mediana (IQR) 2,6 (1,9-4,6) 6,9 (3,3-8,9) <0,001
<5,94, N (proc.) 42 (89,4) 24 (45,3) <0,001
>5,94, N (proc.) 5 (10,6) 29 (54,7)

Limfocity skaicius, /mm?
Mediana (IQR) 1,2 (0,8-1,6) 0,9 (0,8-219) 0,055
<1,1, N (proc.) 21 (44,7) 34 (64,2) 0,040
>1,1, N (proc.) 26 (55,3) 19 (35,8)

D-dimerai, ng/ml
Mediana (IQR) 285 (150-495) 465 (350-815) 0,001
<500, N (proc.) 36 (76,6) 29 (54,7) 0,018
>500, N (proc.) 11 (23,4) 24 (45,3)

LDH, 1U/l
Mediana (IQR) 238 (192,5-302,5) 342 (280-420) <0,001
<245, N (proc.) 24 (51,1) 8 (15,1) <0,001
>245, N (proc.) 23 (48,9) 45 (84,9)

Kars¢iavimo

trukmé, dienos
Mediana (IQR) 9 (6-13,75) 11,5 (8-17,25) 0,055

Skirtas gydymas, N (proc.)
Remdesiviras 5 (10,6) 2 (3,8) 0,298
Deksametazonas 8 (25,5) 20 (52,8) 0,020
Remdesiviras ir
deksametazonas 12 (17,0) 28 (37,7) 0,043
Antibiotikai 22 (46,8) 47 (88,7) <0,001

Kvépavimo funkcijos

palaikymas, N (proc.)
Tik deguonis 23 (48,9) 49 (92,4) <0,001
DTNK 0,0 (0,0 3(5,7) 0,245
Inva_zi_né_mechaniné 0,0 (0,0) 1(1,9) 0,530
ventiliacija

Hospitalizacijos trukme,

dienos
Mediana (IQR) 11 (10-15,5) 12 (10-17) 0,163

Mirtis, N (proc.) 0,0 (0,0) 3(5,7) 0,245

Duomenys pateikti vidurkiu (SD), mediana (IQR) ir N (proc.). Lengva/vidutiné (I grupé) ir
sunki ligos eiga (II grupé). ReikSmingos vertés paryskintos.

Sutrumpinimai: CRB, C-reaktyvus baltymas; DTNK, didelés tékmés nosinés kaniulés; IQR,
interkvartilinis plotis; LDH, laktatdehidrogenazé; NEWS, National Early Warning Score;
NLS, neutrofily ir limfocity santykis; SD, standartinis nuokrypis.



2 lentelé. Nosiaryklés ir seiliy méginiy SARS-CoV-2 AT-PGR testy rezultatai priklausomai
nuo ligos sunkumo.

I grupé IT grupé

Rodiklis (N=47) (N=53) p-reik§mé
Dieny skaiciaus nuo simptomy
pradZios iKi |-yju testy mediana 8(55-11) 11(9-13) 0,003
Vidutiné SM Ct reik§mé
Pirmas testas 25,5+4,2 28,0+5,6 0,055
Antras testas 28,3+3,9 28,944 0,671
Trecias testas 29,1+3.3 29,5459 0,801
Vidutiné NM Ct reik§mé
Pirmas testas 28,457 29,3+5,1 0,570
Antras testas 29,8+4,7 30,8+4,7 0,509
Trecias testas 31,1+3,4 32,6+4,9 0,055
SM Ct vertés, I-as testas, N (proc.)
<30 25 (89,3) 19 (51,4) 0,001
>30 3(10,7) 18 (48,6)
NM Ct vertés, I-as testas, N (proc.)
<30 22 (55,0) 16 (44,4) 0,491
>30 18 (45,0) 20 (55,6)
Vidutinis dieny skaicius iki
SARS-CoV-2 testo konversijos
SM 11,7+3,9 14,8+4,0 0,005
NM 13,4+4,4 14,6+4,6 0,395
Neigiami SARS-CoV-2 AT-PGR testai
tyrimo pabaigoje, N (proc.)
SM 29 (61,7) 35 (66,0) 0,692
NM 26 (55,3) 27 (50,9) 0,692
Dienos nuo simptomy pradzios iki I-uju
testy, N (proc.)
<10 32 (68,1) 18 (34,0) 0,001
>10 15 (31,9) 35 (66,0)

Duomenys pateikti mediana (IQR) ir N (proc.) Lengva/vidutiné (I grupé) ir sunki ligos eiga (II
grupé). ReikSmingos vertés parysSkintos.

Sutrumpinimai: Ct, cikly slenkstis; IQR, interkvartilinis plotis; NM, nosiaryklés méginiai; SM,
seiliy meéginiai.

Nosiaryklés ir seiliy méginiai

I§ iStirty 296 NM ir 296 SM, daugiau aptikta SARS-CoV-2 teigiamy NM, atitinkamai 173 (58
proc.) ir 143 (48 proc.), p=0,017 (pav. 1A). Analizuojant pagal grupes, toks pat skirtumas buvo
nustatytas I grupéje (p=0,011), o ypac iSryskéjo atliekant I-3gjj AT-PGR testa (p=0,010).
Palyginimui buvo istirti NM ir SM, surinkti i$ 150 sveiky Zzmoniy. Kontrolinéje grupéje SARS-
CoV-2 buvo aptiktas 2 NM ir né viename SM méginyje, pasiekus atitinkamai 99 proc. ir 100

proc. specifiSkuma.
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1 paveikslas. SARS-CoV-2 aptikimo daznis seiliy ir nosiaryklés méginiuose, paimtuose i$
COVID-19 serganciy pacienty ir kontrolinés grupés (A), pacienty, kuriems nustatyta
lengva/vidutinio sunkumo (B) ir sunki liga (C).

AT-PGR testo Ct vertés seiliy méginiuose buvo reikSmingai mazesnés nei nosiaryklés
meéginivose (p=0,002, pav. 2A). ReikSmingas skirtumas tarp SM ir NM iSliko i$skirsCius
duomentis | atskiras grupes (atitinkamai p=0,022 ir p=0,035, pav. 2B) ir analizuojant tik I-
uosius testus (p=0,05, pav. 2C). ReikSmingy vidutiniy Ct verciy skirtumy tarp grupiy nebuvo
nustatyta (p>0,05, pav. 2B-C).

A B C
P=0.002 P=0.050
40 40 40
o
o
30 30 30— (oo}
s}
20 20 20 ®
< o %
10 T T 10 T T T T 10 T T T T
Grupé: I+l 1+l Grupé: | Il | 1] Grupe: | 1] | ]
Visi méginiai: Seilés Nosiaryklé Visi méginiai:  Seilés Nosiaryklé l-ieji méginiai:  Seilés Nosiaryklé

2 paveikslas. Cikly slenkséio vertés i$ teigiamy seiliy ir nosiaryklés méginiy palyginimas: visy
méginiy (A); I ir I grupése atskirai (B); tik I-0jo testo (C).
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Buvo atlikta suporuoty, tris kartus kas tris dienas atlikty, NM ir SM SARS-CoV-2 AT-PGR
testy rezultaty koreliaciné analizé. Rasta vidutiniSkai stipri I-0jo testo (r=0,54, p<0,001, pav.
3A) ir silpna Il-ojo testo koreliacija (r=0,38, p=0,029, pav. 3B) tarp SM ir NM Ct ver¢iy, taciau
I11-0jo testo reikSmés nekoreliavo. Reik§minga koreliacija rasta tarp visy SM ir NM ir atskirai

analizuojant I grupés ir II grupés éminius (pav. 3D-F).

A -ieji méginiai B Il-ieji méginiai € Ill-ieji méginiai
40
s S <
s g 2
73] ]
2 -] £
5 &) o
e r=0.54, R?=0.29 r=0.38, R%=0.14 r=0.43, R%=0.18
P<0.001 P=0.029 P=0.053
10 T T ] 10 T T | 10 T T ]
10 20 30 40 10 20 30 40 10 20 30 40
Ct (seilés) Ct (seilés) Ct (seilés)
D Visi (N=100 pacienty) E | grupe F Il grupé
) ) )
NG X NE
b 2 e
0 @ .
w (2] %]
(@] (o] o
£ L =
&) O O .
° r=0.49, R?=0.24 = r=0.55, R%=0.30 r=0.46, R?=0.21
P<0.0001 P<0.0001 P<0.001
10 T T | 10 T T 1 10 T T 1
10 20 30 40 10 20 30 40 10 20 30 40
Ct (seilés) Ct (seilés) Ct (seilés)

3 paveikslas. Cikly slenkscio (Ct) verciy i§ teigiamy seiliy méginiy koreliacija: 1-0jo testo (A),
I1-0jo testo (B) ir Ill-iojo testo (C ), visy testy kartu (D) ir iSskirs¢ius j grupes (E ir F).

Viruso dinamika laike

Viruso dinamikos laike analizé patvirtino, kad tiek NM, tiek SM I-yjy testy Ct reikSmés buvo
mazesnés ir su laiku didéjo II-uosiuose bei Ill-uosiuose testuose (p<0,05, pav. 4A).
Analizuojant grupes atskirai tendencijos isliko tos pacios (pav. 3B-C). Taip pat buvo atlikta I-
ojo SM ir NM testo Ct verciy ir dieny skai¢iaus nuo simptomy pradZzios koreliacijos analizé
(pav. 4D-F). Ligos trukmé reikSmingai ir vidutiniskai stipriai koreliavo tiek su SM (r=0,47,
p<0,001), tiek su NM (r=0,41, p<0,001) SARS-CoV-2 AT-PGR Ct vertémis. I grupéje
stipresn¢ koreliacija stebéta su SM nei NM (r=0,55, p=0,002 vs r=0,38, p=0,017), vis délto, II
grupéje rastas priesingas rezultatas (r=0,34, p=0,037 vs r=0,43, p=0,009). SM SARS-CoV-2
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AT-PGR testas greiCiau neigiamas tapo I grupéje nei II grupéje (vid.: 11,7 d. vs 14,8 d.,
p=0,005), taciau toks rySys nebuvo stebétas NM testuose.

A Visi (N=100) B | grupe (N=47) C Il grupé (N=53)
P=0.012
P<0.0001

P<0.0001
P<0.0001 P=0.040

P<0.0001
40 T 40-
304 30
&) 3
20 20
10 T T T 10 T T T 10 T T T 10 T T T 10 T T T 10 T T T
I I m I 1] L] I 1] 1] I 1} 11} | 1 [} | 1 1}
D E F
40— 40 40+
304 30 30
-— " - - = — B
O 20+ O 204 4 O 20
8® o °
° Seilés, 65/99 ° Seilés, 28/46 _o- Seilés, 37/53
10 " 20.47 R?=022, P<0.0001 104 r=0.55, R?=0.30, P=0.002 104 r=0.34, R?=0.12, P=0.037
o Nosiaryklé, 76/100 o hiasiaryklzé;mfﬂ : _e Nosiaryklé, 36/53
=040, R?=0.16, P<0.0001 r=0.38, R=0.14, P=0.017 r=0.43, R=0.18, P=0.009
0 T T T T 1 0 T T l 0 T T 1
0 5 10 15 20 25 0 10 20 30 0 10 20 30
Dienos nuo simptomy pradzios Dienos nuo simptomy pradzios Dienos nuo simptomy pradzios

4 paveikslas. Seiliy ir nosiaryklés méginiy viruso dinamika laike: cikly slenkscio (Ct)
ver¢iy palyginimas (A-C); NM ir SM Ct verciy ir dieny skaifiaus nuo simptomy pradzios
koreliacija (D-F). r, Pearson’o koreliacija.

SARS-CoV-2 Ct vertés rysys su ligos sunkumo Zymenimis

SM (N=61) ir NM (N=73) I-yjy SARS-CoV-2 AT-PGR testy Ct ver¢iy koreliacija su
klinikiniais ir laboratoriniais rodikliais yra pateikta 3 lenteléje. Rasta stipri teigiama koreliacija
tarp dieny skaiCiaus nuo simptomy pradzios ir tick SM, tiek NM Ct verciy (p<0,001). Seiliy
éminiy Ct vertés taip pat koreliavo su NEWS jveréiu, feritino, CRB, D-dimery
koncentracijomis, leukocity, neutrofily ir limfocity skai¢iumi. Nosiaryklés éminiy Ct vertés

koreliavo su CRB, D-dimery ir LDH koncentracijomis, leukocity ir neutrofily skai¢iumi.
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3 lentelé. Demografiniy, klinikiniy ir laboratoriniy rodikliy koreliacija su seiliy ir nosiaryklés
méginiy SARS-CoV-2 AT-PGR Ct vertémis.

SM Ct vertés NM Ct vertés
Rodiklis N=61 N=73
r/rho p-reik§mé r/rho p-reik§mé

Amzius, m. 0,055 0,338 0,187 0,057
NEWS rodiklis* 0,278 0,015 0,101 0,199
Charlson komorbidiSkumo indeksas* 0,085 0,258 0,098 0,204
Interleukinas-6, pg/mi 0,029 0,414 0,124 0,148
Feritinas, ng/ml 0,305 0,008 0,170 0,076
CRB, mg/dl 0,317 0,006 0,198 0,047
Leukocity skaicius, /mm? 0,327 0,005 0,304 0,005
Neutrofily skai¢ius, /mm3 0,330 0,005 0,321 0,003
NLS 0,151 0,123 0,116 0,164
Limfocity skaicius, /mm? 0,256 0,023 0,168 0,077
D-dimerai*, ng/ml 0,334 0,004 0,333 0,002
LDH, 1U/I 0,195 0,066 0,284 0,007
Dieny skaicius nuo simptomy pradzios 0,477 <0,001 0,411 <0,001

Sutrumpinimai: CRB, C-reaktyvus baltymas; Ct, cikly slenkstis; LDH, laktatdehidrogenazé;
NEWS, National Early Warning Score; NLS, neutrofily ir limfocity santykis; r, Pearson’o
koreliacijos koeficientas; rho, Spearman’o koreliacijos koeficientas; * Kintamieji, palyginti
naudojant Spearman’o koreliacijos koeficient.

Seiliy meginiy SARS-CoV-2 Ct verté - nepriklausomas sunkios COVID-19 ligos prognostinis
faktorius

Vienmaté ir daugiamaté Cox proporcingos rizikos modelio analizé sunkiai COVID-19 ligai
prognozuoti yra pateikta 4 lenteléje. Vienmatés analizés rezultatai parodé, kad amzius, NEWS
jvertis, Charlson komorbidiSkumo indeksas, IL-6, feritino ir CRB koncentracija, leukocity ir
neutrofily skai¢ius, NLS, LDH hospitalizuojant ir SM Ct verté¢ <30 yra susij¢ su sunkia
COVID-19 liga (4 lentele). NM Ct vertés nebuvo prognostinis sunkios ligos faktorius.
Daugiamatés analizés metu nustatyta, kad SM Ct verté yra nepriklausomas sunkios COVID-

19 ligos prognostinis faktorius (4 lentelé).

4 lentelé. Vienmate ir daugiamaté Cox proporcingos rizikos modelio analizé sunkios
COVID-19 ligos prognozei.

B Vienmaté analizé Daugiamaté analizé
Rodiklis (95 pl;l(f\;. cI) p-reik§mé (95 pl;lg\; I p-reik§mé
éng_?umsetai aissery 0% oo 07
b);t!fs (0,3(4)1’1?-11?098) 0.100
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NEWS

5,035

1,035

>5 (1,218-20,821) 0.026 (0,918-10,621) o7
;C ! _ (1,531§-%?822) 0,005 (0,236’3(-)53408) 0,301
nge;r;)zlljrﬁlln%ﬁ aire 0% oooirey 0%
2500, ngiml (1124-4189) 002 oungsery 0400
ffé%, mg/dl (1,2%)’2?-956,3577) 0014 (0,12f-52%669) 0,459
S S % oy 07
1;1:2)?1}(;7?%% skaitius (2’2‘;,211?325) <0,001 (0,273356; 406) 0,313
Eé' 984 (2,2155;-6162464) <0.001 (0,457’?773569) o
Limfocity skaicius 1,310 0.362

<11, /mm_3 (0,733-2,341) ’

C500, neimi ossras0) 0%

5245, 10/ (atoatsn O Qadragr 05
SN e asato0ms O (gmssiy 0008
23'\(/)' Ceverte (0,92&%?363) 0,069

Duomenys yra pateikti pavojaus rizika (HR, angl. Hazard ratio) ir 95 proc. pasikliautinuoju
intervalu (CI, angl. Confidence interval). Reik§mingos vertés paryskintos. Visi reik§mingi
kintamieji 1§ vienmatés analizés buvo jtraukti j daugiamate analize.

Sutrumpinimai: CCI, Charlson komorbidiskumo indeksas; CRB, C-reaktyvus baltymas; LDH,
laktatdehidrogenazé; NEWS, National Early Warning Score; NLS, neutrofily ir limfocity
santykis; NM, nosiaryklés méginiai; SM, seiliy méginiai.

Kaplan-Meier analizé parodé, kad visy 100 tiriamyjy SARS-CoV-2 testy teigiamumo trukmé
tarp SM ir NM reik§mingai nesiskyré (mediana: 15,0 dieny vs 17,0 dieny, p=0,076) (pav. 5A).
IT grupés SM testy teigiamumo trukme buvo reikSmingai ilgesné nei I grupés naudojant log-
rank testg (16,0 dieny [CI, 15,2-16,7] vs 14 dieny [CI, 12,0-15,9]; p=0,041) (pav. 5B). Vis
delto, skirtingo sunkumo COVID-19 ligos grupése NM testy teigiamumo trukmé nesiskyre
(16,0 dieny [CI, 14,5-17,5] vs 17,0 dieny [CI, 14,1-19,8]; p=0,155) (pav. 5C).
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5 paveikslas. Kaplan-Meier analizé SARS-CoV-2 testy teigiamumo trukmés prognozei i$
seiliy ir nosiaryklés méginiy: visi testai (A); lengva/vidutinio sunkumo (I grupé) vs sunki (11
grupé) ligos eiga seiliy méginiuose (B) ir nosiaryklés méginiuose (C).

APTARIMAS

Kiekybiné atvirkstinés transkripcijos polimerazés grandininé reakcija yra laikoma auksiniu
standartu COVID-19 ligai patvirtinti, ta¢iau daznai NM paémimas yra nemaloni pacientams
procediira, ypa¢ pediatringje populiacijoje, reikalaujanti specifiniy sveikatos priezitiros
specialisty jgiidziy. Taip pat tokio méginio surinkimo metu atsiranda aerozolio sugeneravimo
rizika, kuri kelia uzsikrétimo rizika sveikatos sektoriaus darbuotojams (4). Kita vertus, SM
surinkimas yra neskausminga, paprasta, saugi procediira, kurig atlikti gali ir pats pacientas.
Daugybé tyrimy patvirtina SM tinkamumg SARS-CoV-2 RNR aptikimui (6-11, 16-20).
Atliktos meta-analizés taip pat pagrindzia, kad SARS-CoV-2 AT-PGR testai, atlikti i§ SM,
pasizymi panasiu ar tik iek tiek maZesniu jautrumu nei NM AT-PGR testai (10, 21, 22). Sio
tyrimo rezultatai sutampa su prie§ tai atliktais tyrimais ir patvirtina, kad SM yra tinkami
COVID-19 ligos diagnozavimui ir kai kuriose klinikinése situacijose net yra pranasesni uz AT-

PGR testus, atliktus naudojant NM.

Vienas i§ pagrindiniy $io tyrimo radiniy patvirtina, kad SM Ct verteés, skirtingai nuo NM, yra
asocijuotos su COVID-19 ligos sunkumu. Nors ir priestaringi, tac¢iau kai kuriy tyrimy
duomenys patvirtina, kad NM Ct vertés néra susijusios su ligos sunkumu (23-26). Siame
tyrime nustatyta, kad NM Ct vertés lengvos/vidutinés ir sunkios ligos grupése taip pat
nesiskyré. Seiliy éminiy SARS-CoV-2 AT-PGR testas anksCiau tapo neigiamas
lengvos/vidutinés eigos grupéje nei sunkiai serganciy (11,7 d. vs 14,8 d.), taciau toks skirtumas
nestebétas NM testuose. Taip pat nustatyta, kad SM Ct vertés <30 yra nepriklausomas

prognostinis sunkios COVID-19 ligos faktorius, o viruso kiekis nosiaryklés méginiuose ligos
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sunkumo neprognozavo. Remiantis Siais duomenimis, galima manyti, kad lengvos/vidutinés
ligos eigos metu SM SARS-CoV-2 AT-PGR testas tampa anksé¢iau neigiamu nei NM testas,
taciau sunkios COVID-19 ligos metu SM AT-PGR testo Ct vertés ilgiau iSlieka mazos. Vis dar
néra daug tyrimy, Kurie analizuoty SM SARS-CoV-2 PGR testo rysj su ligos sunkumu. Aydin
et al. nustaté, kad viruso kiekis seilése ankstyvoje COVID-19 ligos stadijoje galéty turéti
prognosting verte ligos eigai pacienty vir§ 45 m. populiacijoje (19). Panasus rezultatai buvo
pristatyti ir kitame tyrime, kurioje lengvos ligos metu seiliy ir skrepliy méginiuose buvo
aptiktas didelis viruso kiekis pirmg savaitg, didziausias antrg savaitg ir véliau mazéjo, o sunkios
ligos metu didelis viruso Kiekis buvo aptiktas net ir trecig bei ketvirtg savaite (27). Nors ir
reikalinga atlikti daugiau tyrimy, jau dabar galima pastebéti, kad ilgiau aptinkamos Zemos Ct
reikSmés seilése gali numatyti sunkiag COVID-19 ligos eiga. Dél Sios priezasties pacientai,
kuriy seiliy SARS-CoV-2 tyrimy Ct vertés yra mazos, turéty buti atidziau stebimi, kad
sveikatos priezitros specialistai galéty juos laiku hospitalizuoti bei taikyti tinkamiausias

gydymo priemones.

Kitas jdomus radinys Siame darbe atskleidé, kad viruso kiekis, kurj atspindi Ct vertes, seilése
buvo reik§mingai didesnis nei nosiaryklés méginiuose, nepriklausomai nuo ligos sunkumo.
Zema Ct verté parodo didele genetinés medZiagos koncentracija bei viruso kiekj éminyje,
daznai koreliuojantj su didesne infekcijos rizika (28). Auksta Ct verté atspindi mazg viruso
genetinés medziagos koncentracija bei mazesn¢ uzkreCiamumo rizika, vis délto, didesnés Ct
vertés gali buti stebimos vélesnéje sveikimo stadijoje (29). Tiek SM, tiek NM AT-PGR testy
Ct reikSmes aiSkiai koreliavo su ligos trukme, kadangi [-uose testuose nustatytos Zemesnés Ct
vertés, o II-uosiuose - didesnés. Tyrimai rodo (19, 30, 31), kad didele angiotenzing
konvertuojancio fermento-2 (ACE2) receptoriy koncentracija pasiZymintis seiliy liauky
kanaléliy ir burnos gleivinés epitelis yra ankstyvos SARS-CoV-2 infekcijos pirmasis taikinys
ir Sis faktas galéty paaiSkinti, kodél biitent ankstyvame ligos etape seilése stebétas didziausias
viruso kiekis. Taigi, galima daryti iSvada, kad seiliy méginiai yra patikima medZiaga SARS-

CoV-2 infekcijos nustatymui.

SARS-CoV-2 viruso kiekio, nustatyto AT-PGR testu, ir biocheminiy bei hematologiniy
rodikliy rySys COVID-19 ligos kontekste yra placiai tyrin¢jamas, vis délto, duomenys iSlieka
dviprasmiski. Kai kuriuose tyrimuose (18, 32-35) randamas rySys tarp zemy Ct verciy
hospitalizacijos metu ir ligos sunkumo Zymeny, tokiy kaip padidéjusi IL-6, LDH, CRB konc.,
limfopenija, padidéjes neutrofily/limfocity santykis. Visgi, Sio tyrimo metu rasta prieSinga

asociacija - teigiama koreliacija stebéta tarp didesniy NM Ct reikSmiy ir padidéjusios LDH, D-
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dimery, CRB konc., leukocity, neutrofily skaic¢iaus, o SM Ct vertés koreliavo su didesne
feritino, CRB konc., leukocity ir neutrofily skai¢iumi. Tiek SM, tieck NM Ct vertés stipriai
koreliavo su dieny skai¢iumi nuo ligos pradzios. Teigiama koreliacija seiliy méginiuose (tac¢iau
ne NM) rasta su limfocity skai¢iumi ir Ct vertémis, limfopenija dazniau stebéta didesnj viruso
kiekj turin¢iuose seiliy méginiuose. Chua et al. atliktame tyrime su pediatriniais COVID-19
pacientais taip pat buvo nustatyta, kad vaikams, turé¢jusiems limfopenija, dazniau nustatytas
patvirtina, kad sutrikes imuninés sistemos atsakas, toks kaip sumazéjgs limfocity kiekis, yra
glaudziai susijes su SARS-CoV-2 infekcijos sunkumu ir tg gali atspindéti padidéjes viruso
kiekis seilése. Ct ver€iy ir biocheminiy bei laboratoriniy rodikliy rySio skirtumai studijose
turéty buti interpretuojami atsargiai, nes skysciy méginiai, surinkti skirtingais ligos etapais, yra
labai heterogeniski. Sio tyrimo duomenys rodo, kad, nepaisant uzdegiminiy ir hematologiniy
rodikliy skirtumy, vidutinés Ct vertés tieck SM, tiek NM buvo panaSios sunkios ir
lengvos/vidutinés ligos grupése. Vis délto, 1 sunkios ligos grupe daugiau tiriamyjy buvo
jitraukta vélesnéje ligos stadijoje, o i lengvos/vidutinés ligos grupe daugiau pacienty buvo
itraukta ankstesnéje ligos stadijoje. Galima daryti prielaida, kad sunkia forma serganciy
pacienty grup¢je padidéjusiems uzdegiminiams rodikliams jtakos turéjo vélesné ligos stadija,

kurios metu hiperaktyvus uzdegiminis atsakas yra labiau susijes su ligos eiga nei pats virusas.

Nepaisant Sio darbo rezultaty svarbos, tyrimas turéjo keletg trukumy. Tyrimo protokole nebuvo
numatyta jtraukti visy tiriamyjy specifing ligos dieng, tod¢l Ct dinamika, rysj su ligos sunkumu
ir laboratoriniais rodikliais biity galima dar tiksliau jvertinti. Kitas trikumas, | kurj reikéty
atkreipti démesj, yra tai, kad AT-PGR testy rezultatai negali atskirti gyvybingy ir negyvybingy
virusy, todél atspindi bendrg virusinés RNR kiekij.

ISVADOS

Seiliy éminiy SARS-CoV-2 kiekybinis atvirkstinés transkripcijos polimerazés grandininés
reakcijos tyrimas yra tinkamas ankstyvai COVID-19 ligos diagnostikai. Nustatyta, kad,
prieSingai nei nosiaryklés meginiy, seiliy méginiy kiekybinio atvirk$tinés transkripcijos
polimerazés grandininés reakcijos testo cikly slenkscio verté < 30 yra nepriklausomas sunkios
COVID-19 ligos prognostinis faktorius, kurio pagalba sveikatos prieziiiros specialistai galéty

parinkti pacientams tinkamiausig gydyma.
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