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Abstrakt
Úvod: Koronavírus SARS-CoV-2 je vírus závažného akútneho 
respiračného syndrómu, ktorý u ľudí vyvoláva infekčné ocho-
renie označované COVID-19. V  klinickej mikrobiologickej 
diagnostike vírusu SARS-CoV-2 je reverzná transkriptázová 
polymerázová reakcia (RT-PCR) považovaná za ideálnu štan-
dardnú metódu.
Metódy: V tejto práci sme porovnávali schopnosť štandardnej 
RT-PCR metódy (FTDTM SARS-CoV-2 Test) a novej vysokorých-
lostnej RT-PCR metódy (NextGenPCRTM SARS-CoV-2 Test) 
detegovať vírus SARS-CoV-2. Do štúdie bolo zahrnutých cel-
kovo 100 pacientov s podozrením na COVID-19, od ktorých 
boli odoberané výtery z  nazofaryngu a  analyzované obomi 
metódami.
Výsledky: Počet vzoriek, ktoré boli oboma metódami vyhod-
notené ako pozitívne, bol 35 a počet vzoriek vyhodnotených 
oboma metódami ako negatívne bol 62. Pri troch vzorkách 
sme zaznamenali odlišné výsledky. Zhoda oboch metód do-
siahla úroveň 97 %, klinická citlivosť 92,1 % a klinická špecific-
kosť 100 %. 
Záver: Vysokorýchlostná NextGenPCR metóda umožňuje jed-
noduché spracovanie vzorky, analýzu a vyhodnotenie, posky-
tuje výsledok v  priebehu 57 – 82 minút po odbere vzorky 
a nevyžaduje si izoláciu RNA. Vzhľadom na dosiahnuté výsled-
ky má táto metóda potenciál uplatniť sa ako diagnostická me-
tóda pri detekcii SARS-CoV-2 aj v klinických laboratóriách. Vo 
výskume sa môže uplatniť pri detekcii sekvencií génov rôz-
nych mikroorganizmov (tab. 2, lit. 11). Text v PDF www.lekarsky.
herba.sk.
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Abstract
Introduction: The SARS-CoV-2 coronavirus is a severe acute 
respiratory syndrome virus that causes the infectious disease 
known as COVID-19 in humans. In clinical microbiological 
diagnostics of SARS-CoV-2 virus, the reverse transcriptase po-
lymerase reaction (RT-PCR) is considered the gold standard 
method. 
Methods: In this work we compared the ability of the standard 
RT-PCR method (FTDTM SARS-CoV-2 Test) and the new ultra-
-fast RT-PCR method (NextGenPCRTM SARS-CoV-2 Test) to 
detect the SARS-CoV-2 virus. A total of 100 patients suspected 
of having COVID-19 were included in the study. Nasopharyngeal 
swabs were collected from each patient and analyzed by both 
methods.
Results: The number of samples evaluated as positive by both 
methods was 35 and the number of samples evaluated as ne-
gative by both methods was 62. We recorded different results 
for three samples. The agreement between both methods rea-
ched the level of 97%, clinical sensitivity of 92.1% and clinical 
specificity of 100%. 
Conclusion: The ultra-fast NextGenPCR method allows simple 
sample processing, analysis, and evaluation, providing a result 
within 57 - 82 minutes after sample collection and does not 
require RNA isolation. Considering the results achieved, this 
method has the potential to be applied as a diagnostic method 
for the detection of SARS-CoV-2 in clinical laboratories.
Additionally, it can be used in research to detect the gene 
sequences of various microorganisms (Tab. 2, Ref. 11). Text 
in PDF www.lekarsky.herba.sk.
KEY WORDS: SARS-CoV-2, diagnostics, ultrafast RT-PCR, 
NextGenPCR.
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Úvod
Koronavírusy predstavujú veľkú skupinu RNA víru-

sov so schopnosťou infikovať ľudí aj zvieratá. U  ľudí 
vyvolávajú buď bežné, mierne prebiehajúce respiračné 
infekcie (nádcha) alebo závažné respiračné infekcie. 

Koronavírus SARS-CoV-2 je vírus závažného akútneho 
respiračného syndrómu, ktorý u  ľudí vyvoláva infekčné 
ochorenie označované COVID-19. Genóm SARS-CoV-2 
preukazuje zhodu s  genetickou informáciou koronavíru-
sov netopierov na úrovni 96 % a  s  genetickou informá-
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ciou vírusu SARS-CoV-1 na úrovni 70 %. Vírus sa z člo-
veka na človeka prenáša kvapôčkami aerosólu pri 
kýchaní, kašľaní, rozprávaní a  kontaminovanými rukami. 
SARS-CoV-2 sa vyznačuje vysokou frekvenciou mutácií, 
čo vedie k  vzniku nových variantov vírusu s  odlišnými 
vlastnosťami a  schopnosťou vyvolať epidémie (1, 2).

Štandardnou diagnostickou metódou pri  detekcii 
SARS-CoV-2 je real-time RT-PCR. Metóda umožňuje de-
tegovať RNA vírusu po jeho izolácii z  infekčného mate-
riálu, najčastejšie z  nazofaryngového výteru. Výhodou 
tejto metódy je vysoká citlivosť a špecifickosť, pri väčšine 
komerčných testov takmer na úrovni 100 %. Fenotypové 
testy zamerané na dôkaz antigénu vírusu sú podstatne 
rýchlejšie ako PCR, ich realizácia a  vyhodnotenie trvá 
niekoľko minút, kým pri PCR si tento proces vyžaduje 
niekoľko hodín, ale ich citlivosť je nižšia. V snahe o  rých-
lu identifikáciu pôvodcov infekčných ochorení boli vyvi-
nuté aj tzv. point of care testy založené na princípe PCR. 
Izotermálna amplifikácia RNA si zvyčajne nevyžaduje izo-
láciu a  výsledok poskytuje v  priebehu niekoľkých minút. 
Tieto testy sa využívajú aj pri detekcii SARS-CoV-2 (3, 4).

Vysokorýchlostná RT-PCR je laboratórne vyvinutá 
metóda, ktorá využíva špeciálny termocyklér 
(NextGenPCR) so schopnosťou urýchliť niekoľkonásob-
ne priebeh PCR reakcie. Detekcia SARS-CoV-2 je zalo-
žená na multiplexnej RT-PCR. Nevyžaduje si extrakciu 
RNA, pracuje priamo so vzorkou, ktorá je tepelne inak-
tivovaná. Celá reakcia trvá 27 minút a umožňuje vyšet-
riť súčasne 96 vzoriek (5).

Cieľom tento práce bolo porovnať vysokorýchlostnú 
RT-PCR so štandardnou RT-PCR metódou pri diagnosti-
ke SARS-CoV-2 z  nazofaryngových výterov odobera-
ných od pacientov s podozrením na ochorenie COVID-
19 z hľadiska citlivosti, špecifickosti a časového priebehu 
RT-PCR reakcie.

Súbor a metódy
Klinické vzorky

Do štúdie bolo zahrnutých celkovo 100 pacientov 
s podozrením na COVID-19, z nich bolo 46 mužov (46 
%) a  54 žien (54 %) vo veku od 18 do 92 rokov. Od 
každého pacienta boli v  mobilnom odberovom centre 
Univerzitnej nemocnice L. Pasteura v  Košiciach odobra-
né dva nazofaryngové výtery a  vložené do skúmavky 
s  transportným médiom. Na účely štandardnej RT-PCR 
bolo použité transportné médium InActiv Blue, na účely 
vysokorýchlostnej RT-PCR transportné médium Liquid 
Amies. Vzorky boli odoberané počas mesiacov august 
a  september 2022 a  analyzované v  priebehu 48 hodín 
po odbere. 

Príprava vzoriek k RT-PCR analýze
Príprava vzoriek k  štandardnej RT-PCR spočívala 

v  izolácii RNA pomocou systému Versant kPCR 
Molecular System s  využitím kitu Versant SP 1.0. K  RT-
PCR reakcii bolo použitých 10 µl eluátu. Príprava vzo-
riek k vysokorýchlostnej RT-PCR zahŕňala tepelnú inak-
tiváciu skúmavky so vzorkou v transportnom médiu pri 
100 °C 10 minút. Do reakcie boli použité 4 µl média.

Štandardná RT-PCR analýza
Ako štandardná metóda RT-PCR bol použitý FTDTM 

SARS-CoV-2 test, pri ktorom sú amplifikované sekvencie 
ORF1ab oblasti a N génu. Reakčná zmes s celkovým 
objemom 25 μl obsahovala 10 µL RNA, 12,5 μl 2x RT 
PCR pufor, 1,5 μl primér/sonda mix a 1 μL 25x RT-PCR 
enzým. Reakcia prebiehala v termocykléri Applied 
Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Thermo Fisher 
Scientific). Súčasťou testu boli pozitívne a negatívny 
kontroly.. Výsledky boli vyhodnotené ako CT hodno-
ta  (cycle threshold value) podľa odporúčaní výrobcu 
(CT hodnota ≤ 36,4 predstavuje pozitívny výsledok 
a  CT hodnota > 36,4 a negatívny výsledok).

Vysokorýchlostná RT-PCR analýza
Vysokorýchlostná RT-PCR využíva priamy RT-PCR 

test (NextGenPCRTM SARS-CoV-2 Test), pri ktorom sú 
amplifikované sekvencie ORF1ab oblasti a N génu. 
Reakčná zmes mala celkový objem 20 μl a zahŕňala 
4  μL vzorky, 10 μL RT-PCR Chemikálie 2x, 1,6 μL  
SARS-CoV-2/hRNázaP priméry a sondy a 4,4 μL H2O 
(na účely PCR). Súčasťou testu boli pozitívne a negatív-
ne kontroly. Mikroplatnička so vzorkami a kontrolami 
bola prekrytá transparentnou fóliou a zatavená v polo-
automatickom zatavovači (NextGenPCR Semiautomatic 
Heat Sealer, MBS, Netherlands). Následne bola prene-
sená do termocykléra (NextGenPCR Thermal Cycler, 
MBS, Netherlands), kde prebiehala RT-PCR s celkovou 
dĺžkou 27 minút (tab. 1). Po skončení reakcie boli vý-
sledky vyhodnotené na základe nameranej fluorescen-
cie v spektrofotometri (FLUOstar Omega Microplate 
Reader, BMG Labtech, Germany). 

Tabuľka 1. Program testu vysokorýchlostnej RT-PCR (NextGenPCRTM 
SARS-CoV-2 Test).
Table 1. The program of ultrafast RT-PCR test (NextGenPCRTM SARS-
CoV-2 Test).

Krok Počet cyklov Teplota Čas

Reverzná transkripcia 1 50 °C 5 min

Pre-denaturácia 98 °C 1 min

Úvodná denaturácia
5

98 °C 10 s

Úvodný annealing 60 °C 20 s

Úvodná elongácia 72 °C 3 s

Denaturácia
45

98 °C 5 s

Annealing 60 °C 12 s

Elongácia 72 °C 3 s

Výsledky
Do tejto štúdie boli zahrnuté neduplicitné vzorky 

nazofaryngových výterov od 100 pacientov s  podozre-
ním na COVID-19, z  ktorých bolo 46 mužov (46 %) 
a  54 žien (54 %). Priemerný vek pacientov bol 54,8 
roka. 

Počet vzoriek, ktoré boli oboma metódami (štan-
dardná RT-PCR a vysokorýchlostná RT-PCR) vyhodnote-
né ako pozitívne, bol 35 (35 %), počet vzoriek vyhod-
notených oboma metódami ako negatívne bol 62 
(62  %). Pri troch vzorkách sme zaznamenali odlišné 
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výsledky, všetky tieto vzorky boli po  štandardnej  
RT-PCR analýze vyhodnotené ako pozitívne a  po vyso-
korýchlostnej RT-PCR analýze ako negatívne. Porovnanie 
výsledkov oboch testov je v  tabuľke 2.

Tabuľka 2. Zhoda výsledkov medzi vysokorýchlostnou 
(NextGenPCR) RT-PCR analýzou a štandardnou RT-PCR analýzou.
Table 2. Agreement of results between ultrafast (NextGenPCR) 
RT-PCR analysis and standard RT-PCR analysis.

Štandardná RT-PCR

pozitívna negatívna

Počet % Počet  %

Vysokorýchlostná 
RT-PCR 

pozitívna 35 35 0 0

negatívna 3 3 62 62

Spolu 38 38 62 62

Pri pozitívnych vzorkách analyzovaných štandard-
nou RT-PCR boli zaznamenané hodnoty CT v  rozmedzí 
od 12 do 34 (priemerná hodnota 21,4). Z  nich boli tri 
vzorky v  NextGenPCR vyhodnotené ako negatívne. 
Hodnoty CT týchto vzoriek boli v  rozmedzí 30 – 33 
(priemerná hodnota 32). Z  týchto analýz a  porovnaní 
oboch metód vyplýva, že klinická citlivosť dosahuje 
hodnotu 92,1 % (35/38) a klinická špecifickosť hodnotu 
100 % (62/62).

Celkový čas štandardnej RT-PCR bol v rozmedzí 
209 – 399 minút, podľa počtu vzoriek testovaných 
naraz v jednej RT-PCR reakcii (20 – 96 vzoriek). Prvým 
krokom bola príprava vzoriek k izolácii RNA, ktorá spo-
čívala v pipetovaní a centrifugácii (20 – 40 minút). 
Izolácia RNA systémom Versant kPCR Molecular System 
trvala 80 minút (20 vzoriek) – 220 minút (96 vzoriek). 
Príprava platničky k RT-PCR si vyžadovala 10 – 45 
minút. Čas RT-PCR reakcie bol 89 minút a vyhodnote-
nia výsledkov 10 – 20 minút. Celkový čas vysokorých-
lostnej RT-PCR bol v rozmedzí 57 – 82 minút v závis-
losti od počtu testovaných vzoriek v jednej reakcii. 
Otestovali sme aj prácu s plnou platničkou obsahujúcou 
96 vzoriek, aby sme mohli vyhodnotiť celkový čas po-
trebný na vysokorýchlostnú RT-PCR. V sledovanom ob-
dobí sme pracovali s počtom 4 – 21 vzoriek v jednej 
reakcii. Prvým krokom bola inaktivácia vzoriek v trvaní 
10 minút. Čas potrebný na prípravu platničky k RT-PCR 
a na vyhodnotenie bol rovnaký ako pri štandardnej  
RT-PCR. Čas vysokorýchlostnej RT PCR bol 27 minút. 

Diskusia
Rýchla a spoľahlivá diagnostika SARS-CoV-2 vírusu 

je nenahraditeľná, ak chceme zabezpečiť správny ma-
nažment pacientov, zamedziť šíreniu infekcie COVID-19 
a prepuknutiu epidémií. Molekulovobiologické testy po-
užívané v klinických laboratóriách pracujú so vzorkami 
z horných dýchacích ciest a využívajú na diagnostiku 
vírusu špecifické sekvencie genómu. Podľa viacerých 
štúdií (6, 7) sú sekvencie ORF1ab oblasti a N génu 
vhodné na potvrdenie SARS-CoV-2. RNA-dependentná 
RNA polymeráza (kódovaná génom ORF1ab) zodpove-
dá za transkripciu a transláciu (6). N proteín (kódovaný 

N génom) má úlohu v apoptóze infikovaných buniek 
a  v procesoch replikácie, transkripcie a translácie vírusu 
(8). V tejto štúdii sme porovnali dve amplifikačné me-
tódy zamerané na detekciu oboch génov vírusu SARS-
CoV-2 N súčasne v jednej reakčnej zmesi. 

Celkovo 100 vzoriek nazofaryngových výterov bolo 
testovaných a vyhodnotených dvoma RT-PCR testami, 
štandardným testom (FTDTM SARS-CoV-2 test) a pria-
mym RT-PCR testom (NextGenPCRTM SARS-CoV-2 Test). 
Odlišné výsledky sme zaznamenali pri troch vzorkách, 
všetky boli v  štandardnej RT-PCR vyhodnotené ako po-
zitívne a  v  NextGenPCR ako negatívne. Dôvodom 
môže byť dvojnásobný výter z nazofaryngu od jedného 
pacienta, kde nemožno zaručiť, že oba výtery boli zre-
alizované úplne rovnako. Toto považujeme za limitáciu 
v našej štúdii. 

Pri priamom RT-PCR teste NextGenPCR nie je po-
trebná izolácia RNA, vzorka je tepelne inaktivovaná 
s  cieľom indukovať lýzu epitelových buniek. Niektoré 
štúdie uvádzajú, že tento proces môže mať negatívny 
vplyv na detekciu vírusu, pretože môže znižovať citlivosť 
amplifikačnej metódy (9, 10). V našej štúdii nezhoda 
v  prípade troch vzoriek bola zaznamenaná pri hodno-
tách CT v štandardnom RT-PCR teste ≥ 30. V jednej 
štúdii bola porovnávaná citlivosť troch rôznych testov 
RT-PCR: štandardný test spojený s izoláciou RNA, test, 
ktorý si vyžaduje tepelnú inaktiváciu bez izolácie RNA, 
a test, ktorý si nevyžaduje vôbec žiadnu prípravu vzor-
ky (9). Porovnaním 98 vzoriek pozitívnych v štandard-
nom teste autori zistili nezhodu medzi štandardným tes-
tom a testom, ktorý si vyžaduje inaktiváciu pri 8 
vzorkách (8,2 %). Klinická citlivosť v tejto štúdii dosiah-
la 90,8 %, čo je porovnateľné s NextGenPCR testom 
v  našej štúdii (92,1 %). 

Štandardné testy založené na princípe RT-PCR, poč-
núc spracovaním vzorky a končiac vyhodnotením výsled-
kov, si zvyčajne vyžadujú niekoľko hodín. Pri FTDTM 
SARS-CoV-2 teste je celkový čas analýzy od spracovania 
po vyhodnotenie 209 – 399 minút (3,5 – 6,7 hodín). 
Tento čas možno znížiť pri použití robotických automa-
tizovaných systémov na 2,5 – 3,5 hodiny. Pri použití 
NextGenPCR testu sme výsledky vyhodnotili v priebehu 
57 – 82 minút. V štúdii Domnich et al. (9) bol priemer-
ný čas štandardného testu 270 minút, testu, ktorý si vy-
žaduje tepelnú inaktiváciu bez izolácie RNA, 163 minút 
a testu, ktorý si nevyžaduje prípravu vzorky, 156 minút.

Vysokorýchlostná NextGenPCR metóda už bola 
v mikrobiológii testovaná s cieľom identifikovať baktérie 
E. coli v moči. Analyzované boli fylogenetické skupiny 
a gény špecifické pre uropatogénne E. coli. Čas ampli-
fikácie bol 16 minút (11). Z tohto hľadiska vysokorých-
lostná NextGenPCR metóda, ktorá využíva pri PCR špe-
ciálny termocyklér, má potenciál uplatniť sa pri detekcii 
génov akýchkoľvek mikroorganizmov, nielen vírusu 
SARS-CoV-2 a baktérie E. coli. 

Záver
V tejto štúdii sme porovnávali dve RT-PCR metódy 

na detekciu sekvencií ORF1ab a N génov vírusu SARS-



37www.lekarskyobzor.sk

CoV-2, vysokorýchlostnú RT-PCR metódu (NextGenPCR) 
a štandardnú RT-PCR metódu. Z výsledkov vyplýva, že 
pomocou NextGenPCR bolo 97 % vzoriek vyhodnote-
ných správne. Klinická citlivosť dosiahla hodnotu 92,1 % 
a  klinická špecifickosť hodnotu 100 %. K výhodám vy-
sokorýchlostnej RT-PCR metódy patrí jednoduché spra-
covanie, analýza a vyhodnotenie, tepelná inaktivácia 
transportného média so vzorkou a časová úspora v po-
rovnaní so štandardnou RT-PCR. Metóda má potenciál 
aj v klinickej diagnostike pri detekcii sekvencií génov 
rôznych mikroorganizmov.*

*Grantová podpora: Táto práca vznikla s podporou projektu „Návrh a 
implementácia pokročilých metód ventilačnej liečby a diagnostiky 
vírusových pneumónií vrátane COVID-19 s možnosťou ich rýchleho 
osvojenia“, ITMS2014+: 313011ASX1, v rámci operačného progra-
mu Integrovaná infraštruktúra financovaného Európskym fondom 
regionálneho rozvoja.
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