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Abstrakt

Uvod: Koronavirus SARS-CoV-2 je virus zavazného akitneho
respiracného syndromu, ktory u ludi vyvolava infekéné ocho-
renie oznacované COVID-19. V Kklinickej mikrobiologickej
diagnostike virusu SARS-CoV-2 je reverzna transkriptazova
polymerazova reakcia (RT-PCR) povazovana za idealnu Stan-
dardni metédu.

Metody: V tejto praci sme porovnavali schopnost standardnej
RT-PCR met6dy (FTD™ SARS-CoV-2 Test) a novej vysokorych-
lostnej RT-PCR metody (NextGenPCR™ SARS-CoV-2 Test)
detegovat virus SARS-CoV-2. Do stidie bolo zahrnutych cel-
kovo 100 pacientov s podozrenim na COVID-19, od ktorych
boli odoberané vytery z nazofaryngu a analyzované obomi
metédami.

Vysledky: Pocet vzoriek, ktoré boli oboma metédami vyhod-
notené ako pozitivne, bol 35 a pocet vzoriek vyhodnotenych
oboma metédami ako negativne bol 62. Pri troch vzorkach
sme zaznamenali odlisné vysledky. Zhoda oboch metéd do-
siahla droveri 97 %, klinicka citlivost 92,1 % a klinicka Specific-
kost 100 %.

Zaver: Vysokorychlostna NextGenPCR metéda umozriuje jed-
noduché spracovanie vzorky, analyzu a vyhodnotenie, posky-
tuje vysledok v priebehu 57 - 82 minit po odbere vzorky
a nevyzaduije si izoldciu RNA. Vzhladom na dosiahnuté vysled-
ky ma tato metéda potencial uplatnit sa ako diagnosticka me-
toda pri detekcii SARS-CoV-2 aj v klinickych laboratériach. Vo
vyskume sa moze uplatnit pri detekcii sekvencii génov roz-
nych mikroorganizmov (tab. 2, lit. 17). Text v PDF www.lekarsky.
herba.sk. )

KELUCOVE SLOVA: SARS-CoV-2, diagnostika, vysokorychlostna
RT-PCR, NextGenPCR.
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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 (FTD™ SARS-CoV-2 Test) and the new ultra-
-fast RT-PCR method (NextGenPCR™ SARS-CoV-2 Test) to
detect the SARS-CoV-2 virus. A total of 100 patients suspected
ofhaving COVID-19 were includedin 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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Uvod
Koronavirusy predstavuji velkd skupinu RNA viru-
sov so schopnostou infikovat fudi aj zvieratd. U ludf
vyvolavaju bud bezné, mierne prebiehajice respiracné
infekcie (nddcha) alebo zavazné respiracné infekcie.

Koronavirus SARS-CoV-2 je virus zdvazného akitneho
respiracného syndrému, ktory u fudi vyvoldva infekéné
ochorenie oznacované COVID-19. Geném SARS-CoV-2
preukazuje zhodu s genetickou informaciou koronaviru-
sov netopierov na urovni 96 % a s genetickou informa-
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ciou virusu SARS-CoV-1 na drovni 70 %. Virus sa z Clo-
veka na cloveka prendsa kvapockami aerosélu pri
kychanf, kaslani, rozpravani a kontaminovanymi rukami.
SARS-CoV-2 sa vyznacuje vysokou frekvenciou mutdcif,
¢o vedie k vzniku novych variantov virusu s odlisnymi
vlastnostami a schopnostou vyvolat epidémie (1, 2).

Standardnou diagnostickou metédou pri detekcii
SARS-CoV-2 je real-time RT-PCR. Metéda umoznuje de-
tegovat RNA virusu po jeho izolacii z infekéného mate-
ridlu, najCastejSie z nazofaryngového vyteru. Vyhodou
tejto metody je vysoka citlivost a Specifickost, pri vacsine
komercénych testov takmer na drovni 100 %. Fenotypové
testy zamerané na dokaz antigénu virusu si podstatne
rychlejsie ako PCR, ich realizdcia a vyhodnotenie trva
niekolko mindt, kym pri PCR si tento proces vyZaduje
niekolko hodin, ale ich citlivost je niZsia. V snahe o rych-
lu identifikdciu pévodcov infekénych ochoreni boli vyvi-
nuté aj tzv. point of care testy zaloZené na principe PCR.
Izotermalna amplifikdcia RNA si zvyCajne nevyzaduje izo-
laciu a vysledok poskytuje v priebehu niekolkych mindt.
Tieto testy sa vyuZivaju aj pri detekcii SARS-CoV-2 (3, 4).

Vysokorychlostnd RT-PCR je laboratérne vyvinutd
metdda, ktord vyuZiva Specidlny termocyklér
(NextGenPCR) so schopnostou urychlit niekol'kondsob-
ne priebeh PCR reakcie. Detekcia SARS-CoV-2 je zalo-
Zena na multiplexnej RT-PCR. Nevyzaduje si extrakciu
RNA, pracuje priamo so vzorkou, ktord je tepelne inak-
tivovand. Cela reakcia trvd 27 mindt a umoznuje vyset-
rit sicasne 96 vzoriek (5).

Cielom tento prace bolo porovnat vysokorychlostnu
RT-PCR so standardnou RT-PCR metodou pri diagnosti-
ke SARS-CoV-2 z nazofaryngovych vyterov odobera-
nych od pacientov s podozrenim na ochorenie COVID-
19 z hladiska citlivosti, Specifickosti a ¢asového priebehu
RT-PCR reakcie.

Subor a metody

Klinické vzorky

Do stidie bolo zahrnutych celkovo 100 pacientov
s podozrenim na COVID-19, z nich bolo 46 muZzov (46
%) a 54 zien (54 %) vo veku od 18 do 92 rokov. Od
kazdého pacienta boli v mobilnom odberovom centre
Univerzitnej nemocnice L. Pasteura v KoSiciach odobra-
né dva nazofaryngové vytery a vlozené do skimavky
s transportnym médiom. Na dcely Standardnej RT-PCR
bolo pouZité transportné médium InActiv Blue, na dcely
vysokorychlostnej RT-PCR transportné médium Liquid
Amies. Vzorky boli odoberané pocas mesiacov august
a september 2022 a analyzované v priebehu 48 hodin
po odbere.

Priprava vzoriek k RT-PCR analyze

Priprava vzoriek k standardnej RT-PCR spocivala
v izolacii RNA pomocou systému Versant kPCR
Molecular System s vyuzitim kitu Versant SP 1.0. K RT-
PCR reakcii bolo pouzitych 10 pl eludtu. Priprava vzo-
riek k vysokorychlostnej RT-PCR zahfnala tepelnd inak-
tivaciu skdmavky so vzorkou v transportnom médiu pri
100 °C 10 minut. Do reakcie boli pouzité 4 pl média.

Standardnd RT-PCR analyza

Ako Standardnd metéda RT-PCR bol pouzity FTD™
SARS-CoV-2 test, pri ktorom s amplifikované sekvencie
ORF1ab oblasti a N génu. Reak¢énd zmes s celkovym
objemom 25 ul obsahovala 10 uL RNA, 12,5 pl 2x RT
PCR pufor, 1,5 pl primér/sonda mix a 1T uL 25x RT-PCR
enzym. Reakcia prebiehala v termocykléri Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Thermo Fisher
Scientific). Sucasfou testu boli pozitivne a negativny
kontroly.. Vysledky boli vyhodnotené ako CT hodno-
ta (cycle threshold value) podla odporicani vyrobcu
(CT hodnota < 36,4 predstavuje pozitivny vysledok
a CT hodnota > 36,4 a negativny vysledok).

Vysokorychlostna RT-PCR analyza

Vysokorychlostnd RT-PCR vyuziva priamy RT-PCR
test (NextGenPCR™ SARS-CoV-2 Test), pri ktorom su
amplifikované sekvencie ORFlab oblasti a N génu.
Reak¢nd zmes mala celkovy objem 20 ul a zahfnala
4 pl vzorky, 10 pL RT-PCR Chemikdlie 2x, 1,6 ul
SARS-CoV-2/hRNazaP priméry a sondy a 4,4 uL H,O
(na dcely PCR). Sucastou testu boli pozitivne a negativ-
ne kontroly. Mikroplatni¢ka so vzorkami a kontrolami
bola prekryta transparentnou féliou a zatavend v polo-
automatickom zatavovaci (NextGenPCR Semiautomatic
Heat Sealer, MBS, Netherlands). Nasledne bola prene-
send do termocykléra (NextGenPCR Thermal Cycler,
MBS, Netherlands), kde prebiehala RT-PCR s celkovou
dizkou 27 mindt (tab. 1). Po skonceni reakcie boli vy-
sledky vyhodnotené na zdklade nameranej fluorescen-
cie v spektrofotometri (FLUOstar Omega Microplate
Reader, BMG Labtech, Germany).

Tabulka 1. Program testu vysokorychlostnej RT-PCR (NextGenPCR™
SARS-CoV-2 Test).

Table 1. The program of ultrafast RT-PCR test (NextGenPCR™ SARS-
CoV-2 Test).

Krok Pocet cyklov | Teplota | Cas
Reverzna transkripcia 1 50 °C | 5 min
Pre-denaturdcia 98 °C | 1 min
Uvodnd denaturdcia 98 °C 10s
Uvodny annealing > 60 °C 20's
Uvodnd elongdcia 72 °C 3s
Denaturdcia 98 °C 5s
Annealing 45 60 °C 12s
Elongdcia 72 °C 3s
Vysledky

Do tejto stidie boli zahrnuté neduplicitné vzorky
nazofaryngovych vyterov od 100 pacientov s podozre-
nim na COVID-19, z ktorych bolo 46 muZov (46 %)
a 54 zien (54 %). Priemerny vek pacientov bol 54,8
roka.

Pocet vzoriek, ktoré boli oboma metédami (Stan-
dardna RT-PCR a vysokorychlostnd RT-PCR) vyhodnote-
né ako pozitivne, bol 35 (35 %), pocet vzoriek vyhod-
notenych oboma metédami ako negativne bol 62
(62 %). Pri troch vzorkach sme zaznamenali odlisné
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vysledky, vsetky tieto vzorky boli po Standardnej
RT-PCR analyze vyhodnotené ako pozitivne a po vyso-
korychlostnej RT-PCR analyze ako negativne. Porovnanie
vysledkov oboch testov je v tabulke 2.

Tabul'ka 2. Zhoda vysledkov medzi vysokorychlostnou
(NextGenPCR) RT-PCR analyzou a Standardnou RT-PCR analyzou.
Table 2. Agreement of results between ultrafast (NextGenPCR)
RT-PCR analysis and standard RT-PCR analysis.

Standardna RT-PCR
pozitivha negativna
Pocet % Pocet %
Vysokorychlostnd pozitivna 35 35 Y 0
RT-PCR negativna 3 3 62 62
Spolu 38 38 62 62

Pri pozitivnych vzorkdch analyzovanych standard-
nou RT-PCR boli zaznamenané hodnoty CT v rozmedzi
od 12 do 34 (priemerna hodnota 21,4). Z nich boli tri
vzorky v NextGenPCR vyhodnotené ako negativne.
Hodnoty CT tychto vzoriek boli v rozmedzi 30 - 33
(priemernd hodnota 32). Z tychto analyz a porovnani
oboch metéd vyplyva, ze klinicka citlivost dosahuje
hodnotu 92,1 % (35/38) a klinickd $pecifickost hodnotu
100 % (62/62).

Celkovy cas $tandardnej RT-PCR bol v rozmedzi
209 - 399 mindt, podla poctu vzoriek testovanych
naraz v jednej RT-PCR reakcii (20 - 96 vzoriek). Prvym
krokom bola priprava vzoriek k izolacii RNA, ktord spo-
Civala v pipetovani a centrifugdcii (20 - 40 minat).
Izoldcia RNA systémom Versant kPCR Molecular System
trvala 80 mindt (20 vzoriek) - 220 minut (96 vzoriek).
Priprava platnicky k RT-PCR si vyzadovala 10 - 45
mindt. Cas RT-PCR reakcie bol 89 mindt a vyhodnote-
nia vysledkov 10 - 20 mindt. Celkovy cas vysokorych-
lostnej RT-PCR bol v rozmedzi 57 - 82 mindt v zdvis-
losti od poctu testovanych vzoriek v jednej reakcii.
Otestovali sme aj pracu s plnou platni¢kou obsahujicou
96 vzoriek, aby sme mohli vyhodnotit celkovy ¢as po-
trebny na vysokorychlostni RT-PCR. V sledovanom ob-
dobi sme pracovali s po¢tom 4 - 21 vzoriek v jednej
reakcii. Prvym krokom bola inaktivacia vzoriek v trvani
10 mindt. Cas potrebny na pripravu platnicky k RT-PCR
a na vyhodnotenie bol rovnaky ako pri Standardnej
RT-PCR. Cas vysokorychlostnej RT PCR bol 27 mindit.

Diskusia

Rychla a spolahlivd diagnostika SARS-CoV-2 virusu
je nenahraditelnd, ak chceme zabezpecit spravny ma-
nazment pacientov, zamedzit Sireniu infekcie COVID-19
a prepuknutiu epidémii. Molekulovobiologické testy po-
uzivané v klinickych laboratéridch pracujd so vzorkami
z hornych dychacich ciest a vyuZivaji na diagnostiku
virusu Specifické sekvencie gendmu. Podla viacerych
stadii (6, 7) sd sekvencie ORFlab oblasti a N génu
vhodné na potvrdenie SARS-CoV-2. RNA-dependentnd
RNA polymeraza (kédovand génom ORF1ab) zodpove-
dd za transkripciu a translaciu (6). N protein (kédovany

N génom) ma ulohu v apoptoéze infikovanych buniek
a v procesoch replikacie, transkripcie a translacie virusu
(8). V tejto stadii sme porovnali dve amplifikacné me-
tody zamerané na detekciu oboch génov virusu SARS-
CoV-2 N sicasne v jednej reakcnej zmesi.

Celkovo 100 vzoriek nazofaryngovych vyterov bolo
testovanych a vyhodnotenych dvoma RT-PCR testami,
Standardnym testom (FTD™ SARS-CoV-2 test) a pria-
mym RT-PCR testom (NextGenPCR™ SARS-CoV-2 Test).
Odlisné vysledky sme zaznamenali pri troch vzorkdch,
vSetky boli v standardnej RT-PCR vyhodnotené ako po-
zitivne a v NextGenPCR ako negativhe. D6vodom
moze byt dvojndsobny vyter z nazofaryngu od jedného
pacienta, kde nemozno zarucit, Ze oba vytery boli zre-
alizované Uplne rovnako. Toto povazujeme za limitaciu
v nasej studii.

Pri priamom RT-PCR teste NextGenPCR nie je po-
trebnd izoldcia RNA, vzorka je tepelne inaktivovana
s ciefom indukovat lyzu epitelovych buniek. Niektoré
Stadie uvadzaju, Ze tento proces mdze mat negativny
vplyv na detekciu virusu, pretoze moze znizovat citlivost
amplifikacnej metédy (9, 10). V nasej stidii nezhoda
v pripade troch vzoriek bola zaznamenana pri hodno-
tach CT v standardnom RT-PCR teste > 30. V jednej
stadii bola porovnavana citlivost troch réznych testov
RT-PCR: standardny test spojeny s izoldciou RNA, test,
ktory si vyzaduje tepelnid inaktivaciu bez izoldcie RNA,
a test, ktory si nevyzaduje vdbec Ziadnu pripravu vzor-
ky (9). Porovnanim 98 vzoriek pozitivnych v Standard-
nom teste autori zistili nezhodu medzi standardnym tes-
tom a testom, ktory si vyZaduje inaktivaciu pri 8
vzorkdch (8,2 %). Klinickd citlivost v tejto Stadii dosiah-
la 90,8 %, Co je porovnatelné s NextGenPCR testom
v nasej stadii (92,1 %).

Standardné testy zaloZené na principe RT-PCR, poc-
nlc spracovanim vzorky a konciac vyhodnotenim vysled-
kov, si zvyCajne vyzaduji niekolko hodin. Pri FTD™
SARS-CoV-2 teste je celkovy ¢as analyzy od spracovania
po vyhodnotenie 209 - 399 mindt (3,5 - 6,7 hodin).
Tento Cas mozno znizit pri pouZziti robotickych automa-
tizovanych systémov na 2,5 - 3,5 hodiny. Pri pouzit
NextGenPCR testu sme vysledky vyhodnotili v priebehu
57 - 82 minut. V stadii Domnich et al. (9) bol priemer-
ny Cas Standardného testu 270 mindt, testu, ktory si vy-
Zaduje tepelnu inaktivaciu bez izolacie RNA, 163 minut
a testu, ktory si nevyzaduje pripravu vzorky, 156 minut.

Vysokorychlostna NextGenPCR metéda uz bola
v mikrobioldgii testovand s ciefom identifikovat baktérie
E. coli v modi. Analyzované boli fylogenetické skupiny
a gény $pecifické pre uropatogénne E. coli. Cas ampli-
fikacie bol 16 mindt (11). Z tohto hladiska vysokorych-
lostnd NextGenPCR metdda, ktord vyuziva pri PCR $pe-
cidlny termocyklér, ma potencidl uplatnit sa pri detekcii
génov akychkolvek mikroorganizmov, nielen virusu
SARS-CoV-2 a baktérie E. coli.

Zaver
V tejto stddii sme porovndvali dve RT-PCR metody
na detekciu sekvencii ORF1ab a N génov virusu SARS-
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CoV-2, vysokorychlostni RT-PCR metédu (NextGenPCR)
a Standardnd RT-PCR metédu. Z vysledkov vyplyva, Ze
pomocou NextGenPCR bolo 97 % vzoriek vyhodnote-
nych spravne. Klinicka citlivost dosiahla hodnotu 92,1 %
a klinicka Specifickost hodnotu 100 %. K vyhodam vy-
sokorychlostnej RT-PCR metddy patri jednoduché spra-
covanie, analyza a vyhodnotenie, tepelnd inaktivdcia
transportného média so vzorkou a Casova dspora v po-
rovnani so Standardnou RT-PCR. Metéda ma potencidl
aj v klinickej diagnostike pri detekcii sekvencii génov
roznych mikroorganizmov.*

*Grantova podpora: Tito prdca vznikla s podporou projektu ,Névrh a
implementdcia pokrocilych metéd ventilacnej liecby a diagnostiky
virusovych pneumonii vratane COVID-19 s moZnostou ich rychleho
osvojenia”, ITMS2014+: 313011ASX1, v rdmci operacného progra-
mu Integrovand infrastruktdra financovaného Eurépskym fondom
regiondlneho rozvoja.
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