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Editoriál

31/2023

Milí čitatelia,

v súčasnosti žijeme fascinujúcu dobu, ktorá významným spôsobom ovplyvní všet-
ky oblasti života, tak ako ich dnes poznáme. Stojíme doslova na prahu štvrtej techno-
logickej revolúcie, ktorá zmení život, akým žijeme, pracujeme, komunikujeme. Príchod 
umelej inteligencie (angl. artificial intelligence, AI), jej rozvoj, aplikácia budú znamenať 
významný posun pre celú populáciu. Hoci si momentálne nevieme ani len predstaviť 
všetky možné aplikácie AI, už teraz je jasné, že reakcia rôznych sektorov spoločnosti 
musí byť integrovaná a komplexná. Ako príchod AI ovplyvní vedu a výskum v biomedicíne? Biomedicínsky výskum je kľúčo-
vý nástroj pre získanie kvalitných biologických vzoriek a dát nevyhnutných na realizáciu experimentálnych a dátových analýz, 
ktorých výsledky prispievajú k novým objavom a vzniku inovácií. Biobanky sú podporné platformy pre výskum, zaručujú prí-
sun týchto vzoriek v dostatočnej kvalite, množstve, zabezpečujú ich adekvátne fyzické uskladnenie a vďaka využívaniu infor-
mačných systémov ukladanie informácií o vzorkách a údajov o pacientoch, čím sa stávajú kľúčovým nástrojom úspechu tran-
slačného výskumu. Biobanky sú zvyčajne súčasťou kooperatívnych pracovných sietí, čím sa výrazne zvyšuje ich schopnosť 
poskytovať biologické zdroje. Slovensko patrí medzi posledné krajiny Európskej únie, ktoré nemajú zriadenú vlastnú národnú 
biobanku. Hoci existujú viaceré lokálne projektové biobanky alebo nemocničné biobanky, tie nepostačujú, pretože sú väčši-
nou úzko zamerané na niektoré konkrétne typy biologického materiálu alebo na pacientov s vybranými diagnózami a nema-
jú k dispozícii potrebnú technickú infraštruktúru na ukladanie asociovaných klinických alebo experimentálnych dát. Vybudo-
vanie národnej biobanky je preto veľmi potrebné a je dlhodobým cieľom viacerých štátnych, ale aj súkromných subjektov na 
Slovensku. V krajinách, kde výskumná platforma v podobe sietí biobánk existuje, je vďaka dostupnosti obrovského objemu 
klinických údajov a biomedicínskych dát jednoduchšie zaviesť metódy AI. Aplikácia metód AI môže výrazne prispieť k zlep-
šeniu klinického rozhodovania a personalizovanej zdravotnej starostlivosti. Najmä prístupy strojového (angl. maschine lear-
ning, ML) a hĺbkového učenia (angl. deep learning, DL) môžu pomôcť identifikovať mechanizmy vzniku ochorení, vyhodno-
covať prognózu ochorení, zamerať sa na zlepšenie terapeutických stratégií, predvídanie klinických výsledkov, monitorovanie 
pacientov v reálnom čase, odhadovanie rizikových faktorov a znižovanie chýb lekárov v zdravotníckych zariadeniach. Naprí-
klad pomocou informácií z elektronických zdravotných záznamov, ako je anamnéza, liečba alebo laboratórne výsledky, môže 
AI predpovedať, či by pre pacienta bol prínosný konkrétny lekársky postup (napr. chirurgický zákrok) alebo terapia (napr. che-
moterapia) a odhadnúť potenciálne riziko pooperačných komplikácií, rozvoja špecifických ochorení, prežitia septického šoku 
a potreby opätovného prijatia do nemocnice alebo dokonca predpovedať úmrtnosť hospitalizovaných pacientov. Aj keď sme 
len v počiatočnom štádiu využívania AI v biologických vedách, mnohé vyspelé krajiny budú schopné túto technológiu apli-
kovať prakticky ihneď vďaka vybudovanej výskumnej infraštruktúre a dostupnosti potrebných dát. Slovensko ešte stále stojí 
pred výzvou túto štruktúru dobudovať, preto je aktuálne skvelou investičnou príležitosťou plán obnovy, ktorého hlavným cie-
ľom je podporiť reformy a investície, ktoré Slovensku umožnia opäť dobiehať životnú úroveň priemeru EÚ. Cieľom je podpo-
riť transformáciu kľúčových sektorov ekonomiky s vysokým inovačným potenciálom, ktorým sektor biomedicíny jednoznač-
ne je. Osobne preto verím a dúfam, že táto finančná podpora bude využitá aj na vznik a budovanie siete biobánk, čo umožní 
vedcom realizovať kvalitnejší výskum, dúfajme v budúcnosti využívajúci AI, aj na Slovensku. 

Prajem vám príjemné čítanie.

Mgr. Petra Hirjaková
MEDIREX GROUP ACADEMY n. o.
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Analýza lipofilných kvasiniek Malassezia spp. v klinických vzorkách

Martina Čupajová1, Martina Sládeková1, Veronika Kadličeková1, Silvia Bokorová2,3, 
Miroslava Pőczová1, Tomáš Szemes2,3

1Medirex Group, a. s., člen MEDIREX GROUP, úsek mykológie, Bratislava
2Geneton, s. r. o., Bratislava
3Vedecký park Univerzity Komenského, Bratislava

Lipofilné kvasinky Malassezia spp. patria medzi komenzálne mikroorganizmy na povrchu kože zdravého člo-
veka aj zvierat. Pre ich rast sú esenciálne lipidy, ktoré musia prijímať z vonkajšieho prostredia, preto kolonizujú 
najmä tie časti kože, kde je obsah mastných kyselín vyšší. Vplyvom endo- a exogénnych faktorov často dochá-
dza k ich premnoženiu, prípadne až k ochoreniu Pityriasis versicolor. Identifikácia spočíva najmä v mikroskopic-
kej analýze vzoriek a ich následnej kultivácii. Cieľom práce bol náš záujem a pokus o určenie druhového zastú-
penia lipofilných kvasiniek v 48 náhodne vybraných vzorkách. Klinické vzorky pochádzali od pacientov z celého 
Slovenska. Metódou MALDI-TOF sa nám z vybraných izolátov podarilo druhovo určiť len 1 vzorku, sekvenova-
ním podľa Sangera to bolo 84 % izolátov. K najčastejšie izolovaným druhom patrili: M. sympodialis, M. globosa, 
M. slooffiae, M. restricta a M. furfur.
Kľúčové slová: Malassezia spp., Pityriasis versicolor, MALDI-TOF, sekvenovanie

The analysis of the lipophilic yeasts Malassezia spp. in the clinical samples
Lipophilic yeasts Malassezia spp. are normal inhabitants of the superficial epidermis of healthy humans and 
animals. The external lipids are essential for their growth. Therefore, they mainly colonize those parts of the 
skin where the content of fatty acids is higher. Endo and exogenous factors can cause their proliferation, even 
Pityriasis versicolor disease. The main part of identification is the microscopic analysis of the samples and their 
cultivation. The aim of the work was our interest and the attempt to determine the species of lipophilic yeasts 
in 48 randomly selected samples. The clinical samples were isolated from patients from almost the whole of 
Slovakia. Using the MALDI-TOF method, we determined the species of only 1 sample from the selected isolates. 
By Sanger sequencing, it was 84 % of the isolates. The most frequently isolated species included: M. sympodialis, 
M. globosa, M. slooffiae, M. restricta and M. furfur. 
Keywords: Malassezia spp., Pityriasis versicolor, MALDI-TOF, sequencing

Newslab, 2023; roč. 14 (1): 5 – 9

Úvod
Povrchové mykózy sú bežne rozšírené na celom svete. 

Predpokladá sa, že postihujú 20 – 25 % svetovej populácie, 
pričom sa ich výskyt stále zvyšuje(1). Sú to ochorenia kože 
a  kožných adnexov. Vyvolávateľmi týchto dermatomykóz 
sú 3 hlavné skupiny mikromycét: dermatofyty, oportúnne 
hyfomycéty a kvasinky vrátane lipofilných. Lipofilné kvasinky 
Malassezia spp. sú súčasťou normálneho kožného mikrobió-
mu. Vyskytujú sa prirodzene na povrchu zdravej kože nielen 
človeka, ale aj mnohých zvierat(2). Kožná kolonizácia do urči-
tej miery varíruje v závislosti od veku. Vplyvom mnohých en-
do a exogénnych faktorov môže tak dôjsť k ich premnoženiu 
a následnému rozvoju ochorenia. Sú to lipofilné kvasinky, čo 
znamená závislé od exogénnych lipidov, pretože im chýbajú 
gény syntézy mastných kyselín, okrem druhu M. pachyderma-
tis(3,4). V súčasnosti je do rodu zaradených 18 druhov, ktoré 
boli izolované zo zdravej aj chorej ľudskej a zvieracej kože(5).

Bunky Malassezia spp. sa vyznačujú rôznym tvarom – 
guľovité, oválne alebo cylindrické. Pučanie je zvyčajne mo-
nopolárne. Bunková stena je viacvrstvová, pomáha chrániť 
pred rôznymi environmentálnymi vplyvmi a tiež vyhýbať sa 

fagocytóze. Hlavnými zložkami bunkovej steny sú sachari-
dy (70 %), proteíny (10 %), lipidy (15 – 20 %) a malé množ-
stvá dusíka a síry(6). Patofyziológia kožných ochorení spô-
sobených Malassezia spp. je do značnej miery neznáma 
vzhľadom na komplexné interakcie tohto komenzala s ko-
žou. V zdravej pokožke sa nachádzajú kvasinky Malassezia 
spp. bez klinickej zmeny. Keď dôjde k pôsobeniu exo- alebo 
endogénnych faktorov na rast kvasiniek, tie sa prispôsobujú 
modifikáciou expresie enzýmov podieľajúcich sa na získava-
ní energie (lipázy, fosfolipázy)(7).

Hodnotenie antifungálnych mikrobiologických profilov 
pre tieto kvasinky je náročné, a doteraz nebola vyvinutá re-
ferenčná metóda. Veľkosť inokula, inkubačný čas a kritériá 
použité na určenie minimálnej inhibičnej koncentrácie (MIC) 
sa v  jednotlivých štúdiách líšia. Vo všeobecnosti, Malasse-
zia spp. sú citlivé na lokálne a perorálne prípravky s keratoly-
tickými vlastnosťami, ako aj antifungálnym účinkom. Medzi 
prvé a často účinné liečebné preparáty patria šampóny a kré-
my so soľami selénu a zinku, s propylénglykolom a so sírový-
mi zlúčeninami. Topická liečba môže tiež obsahovať špeci-
fické antimykotiká vrátane azolov a terbinafínu. Všetky druhy 
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tohto rodu sú prirodzene rezistentné proti echinokandínom 
a griseofulvínu. Niektoré druhy tiež vykazujú vysoké hodnoty 
MIC pre ketokonazol, ktorý je odporúčaný ako liečivo pri kož-
ných ochoreniach(8).

Klinické infekcie spôsobené lipofilnými kvasinkami posti-
hujú prevažne kožu, pričom najčastejším prejavom je ocho-
renie Pityriasis versicolor (PV). Ďalšie kožné ochorenia, pri 
ktorých hrajú úlohu druhy Malassezia spp., sú seboroická 
dermatitída, atopická dermatitída, rôzne folikulitídy, spolu-
pôsobia aj pri prejavoch akné, rozacei(9,10,11). Vo všeobecnos-
ti platí, že kožné infekcie vyvolané Malassezia spp. sú často 
chronické a u citlivejších jedincov sa vyskytujú opakovane. 
Imunosupresívni pacienti majú vyššiu mieru recidívy. Špeci-
fické environmentálne expozície môžu rovnako zlepšiť alebo 
zhoršiť symptómy(12).

Pityriasis versicolor (PV) je chronická superficiálna kožná 
infekcia postihujúca rohovú vrstvu kože – stratum corneum. 
V patogenéze sa ako predispozičné faktory uplatňujú naj-
mä zvýšená potivosť, natieranie kože mastnými prípravkami 
(oleje, krémy...), celková liečba kortikoidmi a imunosupresí-
vami, nedostatočná výživa a mnohé ďalšie. Ochorenie je pre-
nosné z človeka na človeka buď priamym kontaktom, alebo 
aj nepriamo. Kontagióznosť je však nízka, pre vznik a rozvoj 
infekcie je potrebná aj určitá individuálna vnímavosť(13). Ob-
lasť výskytu ochorenia je od mierneho klimatického pásma 
až po tropické podnebie, pričom v teplom a vlhkom prostredí 
sa PV vyskytuje častejšie. Uvádza sa, že v týchto oblastiach 
na ochorenie trpí až 50 % populácie. Nie sú pozorované vý-
raznejšie rozdiely medzi pohlaviami. Podľa vekového rozlo-
ženia sú častejšie postihnutí dospievajúci a mladí dospelí, 
ale ochorenie sa môže vyskytnúť v akomkoľvek veku(13,14). PV 
sa vo všeobecnosti vyskytuje aj u zdravých jedincov. Okrem 
toho existujú údaje o asociácii medzi PV a ďalšími ochore-
niami, napr. diabetes mellitus, poruchy činnosti štítnej žľazy 
a iné. PV sa vyznačuje veľmi typickým mikroskopickým ob-
razom šupín z kožných lézií(15).

Ochorenie sa prejavuje splývajúcimi, šupinatými, tmavými 
alebo depigmentovanými škvrnami nachádzajúcimi sa v hor-
nej časti trupu siahajúcimi na krk, brucho, chrbát a ramená, 
zriedka inde(2). PV sa môže prejaviť aj v axilách, na slabinách, 
stehnách či genitáliách a takisto môže ochorenie postihovať 
predlaktia a chrbty rúk. Primárne lézie sú dobre ohraničené 

makuly, ktoré môžu byť mierne erytematózne a pokryté jem-
nými šupinami. Tie môžu byť však viditeľné až po škriaba-
ní povrchu lézie. Môžu sa spájať a vytvárať rozptýlené škvr-
ny hypo- alebo hyperpigmentácie alebo splývať do väčších 
mapovitých ložísk (obrázok 1)(16).

Lézie môžu pod UV (Woodovým) svetlom vykazovať svet-
ložltú fluorescenciu. Základom je priama mikroskopia. V pre-
paráte možno pozorovať mycélium, krátke hýfy spolu s guľo-
vitými hrubostennými kvasinkami (obrázok 2). Zriedka môžu 
byť pozorované len oválne kvasinky. Charakteristický vzhľad 
pod mikroskopom bol opísaný ako „meatballs and spaghet-
ti“. Druhová identifikácia Malassezia spp. kultivačnými alebo 
molekulárnymi metódami nie je súčasťou bežného diagnos-
tického vyšetrenia PV(17).

Materiál a metódy
V práci sme použili klinické vzorky pacientov pochádzajú-

cich takmer z celého Slovenska. Vzorky z kožných šupín (naj-
mä z oblastí trupu, hlavy, ramien atď.) boli zozbierané v obdo-
bí jún až december 2022.

Všetky vzorky sme v prvom kroku analyzovali mikrosko-
picky – natívnym lúhovým preparátom s 20 % hydroxidom 
draselným. Následne sme vzorky kultivovali na selektívnej 
pôde ŽOT (obsahujúca žlč, olivový olej a TWEEN) pri 30 °C 
počas 7 – 10 dní. Z pozitívnych kultivačných nálezov potvrde-
ných mikroskopicky laktofenolovým preparátom sme náhod-
ne vybrali 48 izolátov, ktoré sme použili na druhovú identifi-
káciu metódami MALDI-TOF a sekvenovaním podľa Sangera.

MALDI-TOF – je metóda identifikácie mikroorganizmov 
pomocou laserovej desorpcie/ionizácie za účasti matrice. 
Princíp metódy spočíva v generovaní hmotnostných spektrál-
nych profilov ribozómových proteínov mikroorganizmov, kto-
ré sa následne porovnávajú s hmotnostnými spektrami v da-
tabáze(18). Pri analýze mikromycét je okrem štandardného 
postupu potrebný medzikrok s použitím kyseliny mravčej(19).

Sekvenácia enzymatickou metódou podľa Sangera – me-
tóda je založená na selektívnej inkorporácii dideoxynukleo-
tidov pomocou DNA polymerázy v priebehu replikácie DNA, 
čím dochádza k terminácii polymerizačnej reakcie(20). Na izo-
láciu DNA zo vzoriek sme použili komerčne dostupný kit – 
Fungi/Yeast Genomic DNA isolation kit (NORGEN, Biotec 
Corporation). Z metód molekulárnej biológie sme aplikova-

Obrázok 1. Klinické prejavy Pityriasis versicolor (i1) Obrázok 2. Pityiriasis versicolor, vzorka DE 21702/2022 x400 (autor)
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li klasickú polymerázovú reťazovú reakciu (PCR) s použitím 
primerov špecifických na konzervované úseky DNA – ITS gé-
ny. Následne sme PCR produkty elektroforeticky separovali 
v 1,5 % agarózovom géli pri napätí 120 V 20 – 30 min s cie-
ľom zistiť veľkosť produktu s použitím fluorescenčnej farbič-
ky Serva DNA stain G. Vzorky sme po prečistení ExoSapom 
fluorescenčne kvantifikovali.

Na Sanger PCR sme použili BigDyeTM Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher Scientific) modifikova-
ný Vedeckým parkom UK.

Získané .ab1 súbory sme analyzovali v programe Chro-
mas Lite a získané sekvencie sme porovnávali s dostupný-
mi známymi sekvenciami pomocou databázy BLAST (i2).

Výsledky
V natívnom lúhovom preparáte s 20 % hydroxidom dra-

selným sme pozorovali v 17 vzorkách obraz typický pre Pity-
riasis versicolor. V 4 vzorkách sme nepozorovali žiadne ko-
nídie Malassezia spp. a v ostatných vzorkách boli prítomné 
len konídie. Všetky kultivačné nálezy sme overili mikrosko-
pickou analýzou v laktofenolovom preparáte s 200- a 400-ná-
sobným zväčšením. Makroskopicky sa kolónie izolátov líšili 
štruktúrou (hladké, zvrásnené), veľkosťou (1 – 5 mm), fareb-
ne (svetlokrémové až tmavšie) (obrázok 3). Bunky Malasse-
zia spp. tiež vykazovali rozdielnu veľkosť a tvar. Veľkostne 
boli v rozmedzí 2,5 – 4,5 µm a ich tvar sme opísali ako guľo-
vitý, oválny až cylindrický. Bežne sme pozorovali aj monopo-
lárne pučanie.

Obrázok 3. Malassezia spp. na ŽOT 10 dní/30 °C (autor) Tabuľka 1. Výsledky sekvenovania

Vzorka Výsledok Referenčný 
kmeň

Pokrytie 
sekvencie 

(%)

% identifi-
kácie

DE 10866 M. sympodialis ATCC 42132 100 99,9
DE 10934 Bez identifikácie      
DE 11090 M. sympodialis KS292 100 99,89
DE 11238 M. sympodialis ATCC 42132 100 99,9
DE 11460 M. sympodialis KS292 100 99,89
DE 11646 M. sympodialis KS292 100 100
DE 12164 M. slooffiae CBS 7956 100 95,14
DE 12452 M. sympodialis ATCC 42132 100 100
DE 12816 M. furfur CBS14141 99 98,64
DE 13218 M. furfur  CBS14141 100 99,9
DE 19724 M. restricta KCTC 27527 99 98,82
DE 19786 M. globosa CBS7966 100 98,73
DE 19860 M. globosa CBS7966 100 98,1
DE 19862 M. globosa CBS7966 100 98
DE 19952 M. sympodialis KS292 100 99,56
DE 20012 M. slooffiae CBS:7956 81 99,87
DE 20090 M. sympodialis KS292 100 99,69
DE 20178 M. globosa CBS7966 100 96,7
DE 20240 M. globosa CBS7966 100 98,02
DE 20406 M. sympodialis KS292 100 99,89

DE 20444 M. restricta/
M.globosa

KCTC 27527/
TN1512

99/
60

88,24/
81,54

DE 20498 M. globosa CBS7966 100 97,16
DE 20506 M. sympodialis ATCC 42132 100 100
DE 20554 Bez identifikácie      
DE 20612 M. slooffiae CBS:7956 78 99,73
DE 20614 M. sympodialis ATCC 42132 100 99,78
DE 20644 M. restricta CBS 7877 99 99,65
DE 20774 M.slooffiae CBS:7956 78 93,76
DE 20890 M. restricta CBS 7877 100 99,78
DE 20896 M. sympodialis KS292 100 99,89
DE 21130 Bez identifikácie      
DE 21302 M. sympodialis ATCC 42132 100 99,49
DE 21456 M. sympodialis KS292 100 99,9
DE 21560 M. globosa CBS7966 100 97,93
DE 21574 M. sympodialis KS292 100 99,89
DE 21690 M. sympodialis KS292 100 99,9
DE 21702 M. sympodialis ATCC 42132 100 100
DE 21704 M. sympodialis KS292 100 99,59
DE 23066 M.sympodialis KS292 99 94,85
DE 23166 Bez identifikácie      
DE 23310 Bez identifikácie      
DE 23318 Bez identifikácie      
DE 23382 M. sympodialis KS292 100 99,69
DE 23546 M. sympodialis KS292 100 99,69
DE 23942 M. sympodialis ATCC 42132 100 99,58
DE 24242 Bez identifikácie      
DE 24376 M. furfur CBS14141 100 99,36
DE 24748 Bez identifikácie      

Metódou MALDI-TOF sme druhovo identifikovali len 1 izo-
lát. Bola to vzorka šupín z oblasti trupu a mikroskopicky sme 
v natívnom lúhovom preparáte pozorovali obraz typický pre PV. 
Výsledkom identifikácie bol druh M. furfur s  identifikačným 
skóre 1,83, čo predstavuje úspešnú identifikáciu, keďže tento 
interval sa pri kvasinkách pohybuje v rozmedzí 1,7 a vyššie(21).

Graf 1. Výsledky druhového zastúpenia Malassezia spp.
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Výsledky sekvenčnej metódy podľa Sangera sú zobrazené 
v tabuľke 1. V našom súbore pacientov sme izolovali 5 rôz-
nych druhov Malassezia spp.

Percentuálne zastúpenie jednotlivých druhov môžeme vi-
dieť na grafe 1. Najpočetnejším druhom v našom súbore bo-
la M. sympodialis, tvorí takmer polovicu všetkých kmeňov. 
Za ňou nasleduje M. globosa vyskytujúca sa v pätine izolá-
tov. Druhy M. slooffiae, M. restricta a M. furfur sú zastúpené 
približne rovnako v 6 – 8 %. Z grafu je zrejmé, že až 16 % izo-
látov sa nám nepodarilo určiť.

Diskusia a záver
V tejto práci sme za zamerali na analýzu lipofilných kva-

siniek Malassezia spp. v klinických vzorkách. Hoci sú tieto 
kvasinky bežnou súčasťou kože, vlasov, chlpov, už ich rodo-
vá identifikácia je pomerne náročná. Bežná identifikácia spo-
číva v dvoch krokoch – mikroskopia a kultivácia. Prvým bola 
mikroskopická analýza kožných šupín lúhovým preparátom. 
Preparáty sme hodnotili pri 200-, 400- a  1 000-násobnom 
zväčšení. V mikroskopickom obraze sme pozorovali buď len 
modrasté často aj pučiace konídie Malassezia spp., alebo aj 
krátke hýfy. Typický obraz PV sme vyhodnotili v 35 % vzoriek. 
Naopak, negatívnu mikroskopiu sme mali približne v 8 % vzo-
riek. Podľa Rhodoplu a kol. (2014) je miera pozitivity priamej 
mikroskopickej analýzy v rozmedzí 46,65 – 100 %. Naša mie-
ra pozitivity 92 % sa nachádzala v danom rozmedzí. Kultivá-
ciu sme hodnotili po 7 – 10 dňoch a pozitivitu potvrdili lakto-
fenolovým preparátom prítomnosťou konídií.

Cieľom tejto práce bol náš záujem a pokus o druhové za-
stúpenie lipofilných kvasiniek, ktoré sa v  rutinnej klinickej 
diagnostike nevykonáva. Pokúsili sme sa o ňu dvomi metodi-
kami. Metódou MALDI-TOF, bežne využívanou na identifiká-
ciu baktérií a čiastočne aj kvasiniek a metódou sekvenovania 
podľa Sangera uskutočnenou vo Vedeckom parku Univerzi-
ty Komenského.

Výsledky metódy MALDI-TOF sú založené na porovnáva-
ní hmotnostných spektier ribozómových proteínov mikroor-
ganizmov s databázou. Druhové spektrum lipofilných kvasi-
niek v tejto databáze je však veľmi úzke, obsahuje len dva 
druhy – M. furfur a lipidovo nezávislý druh M. pachyderma-
tis. Z tohto dôvodu sme metódou MALDI-TOF signifikantne 
určili len jeden izolát.

Molekulárnobiologickou metódou sekvenovania podľa 
Sangera sa nám nepodarilo určiť ani všetkých 48 izolátov. 
Sanger PCR sme druhovo určili 84 % izolátov. Najpočetnej-
šie zastúpenie mala M. sympodialis v 45 % izolátov. Romano 
a kol. (2013) vo svojej práci uvádza, že najčastejšie izolova-
ným druhom v Taliansku je M. globosa približne v 65 % vzo-
riek. Rozdiely v druhovom zastúpení môžu súvisieť s klima-
tickými rozdielmi, metódou odberu (zoškrab, ster), zložením 
kultivačného média, prípadne spôsobom identifikácie. V 47 
prípadoch sme izolovali 1 druh, iba v jednej vzorke bola izo-
lovaná zmesová kultúra 2 druhov Malassezia spp. Tento údaj 
nám nekoreluje so štúdiou Romano a kol. (2013), ktorá opi-
suje až v 38 % výskyt dvoch druhov Malassezia spp. izolova-
ných z rovnakej lézie. Neúspešná druhová identifikácia bo-
la pri 8 izolátoch, čo predstavuje približne pätinu vzoriek. Pri 
týchto izolátoch sme sa pokúsili jednotlivé metódy modifi-
kovať: opakovaná izolácia DNA, použitie iných master mixov, 
opätovné prečisťovanie vzoriek a využitie vysokošpecifickej 
DNA polymerázy. Kmene sa nám však napriek týmto snahám 
nepodarilo určiť. Dôvodom môže byť, že kvasinky ako euka-
ryotické mikroorganizmy majú zložitejšiu štruktúru bunkovej 
steny. Z tohto dôvodu môže byť problematická už prvotná 
izolácia DNA, najmä v procese lýzy bunky.

Pre vyššiu úspešnosť identifikácie by bolo potrebné op-
timalizovať podmienky reakcií. Keďže je druhové určenie li-
pofilných kvasiniek časovo aj finančne veľmi náročné, v ru-
tinnej klinickej praxi nie je potrebné ani sa bežne nevyužíva. 
Touto prácou sa nám potvrdil fakt, že molekulárne metó-
dy sú v druhovej detekcii Malassezia spp. jednoznačne cit-
livejšie ako kultivačné (fenotypové). Na základe našich vý-
sledkov sme získali aspoň orientačnú predstavu, aké druhy 
Malassezia spp. sú v našich klimatických podmienkach pre-
vládajúce.
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Mikrobiálna biodiverzita z nazofaryngálnych výterov na podklade 
metatranskriptómovej analýzy: pilotná štúdia
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Peter  Sabaka2, Gabriel Minárik1

1MEDIREX GROUP ACADEMY, Nitra, Slovakia
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Celosvetový výskyt pandémie SARS-CoV-2 urýchlil výskum vo viacerých oblastiach vedy, ktorého cenné výstupy 
a zistenia pomôžu v budúcnosti riešiť zdravotné výzvy v prípade výskytu nových vírusov. Spravili sme metatran-
skriptómovú analýzu z nazofaryngálnych výterov pacientov s rôznou závažnosťou ochorenia COVID-19 a nega-
tívneho kontrolného súboru na porovnanie rozdielov v bakteriálnom spektre a prítomnosti vírusov sekvenova-
ním RNA nezávislého od kultivácie. Pozorovali sme výrazné zvýšenie diverzity mikrobiálnych druhov u pacientov 
s COVID-19 bez ohľadu na závažnosť ochorenia. Bakteriálny kmeň Actinobacteria je výrazne viac zastúpený 
u zdravých ľudí ako u  infikovaných, zatiaľ čo kmeň Bacteroides je zastúpený výrazne menej. Infikovaní ľudia 
bez ohľadu na závažnosť a príznaky majú v rovnakom pomere zastúpené kmene Firmicutes, Proteobacteria, Ac-
tinobacteria, Bacteroidetes a Fusobacteriales. Okrem SARS-CoV-2 a početných skupín fágov sme v niekoľkých 
vzorkách identifikovali sekvencie klinicky významných vírusov, ako je Human Herpes Virus 1, Human Mastade-
novirus D, Molluscum Contagiosum Virus a Rhinovirus A. Analýzy boli realizované retrospektívne, preto sú v prí-
pade SARS-CoV-2 zastúpené rôzne varianty (WHO klasifikácia) ako je alpha (B.1.1.7), delta (B.1.617.2), omicron 
(B.1.1.529) a 20C.
Kľúčové slová: metatranskriptóm, mikrobióm, SARS-CoV-2, viróm

Microbial biodiversity from nasopharyngeal swabs based on metatranscriptome analysis: a pilot study
The global emergence of the SARS-CoV-2 pandemic has accelerated research in several areas of science, the 
valuable outputs and findings of which will help to address future health challenges in the case of emerging 
viruses. We performed metatranscriptome analysis of nasopharyngeal swabs from patients with varying severity 
of COVID-19 disease and a negative control cohort to compare differences in the bacterial spectrum and viral 
presence via culture-independent RNA sequencing. We observed a significant increase in microbial species 
diversity in COVID-19 patients regardless of disease severity. Some bacterial phyla, such as Actinobacteria, are 
significantly more abundant in healthy subjects than in infected subjects, whereas the Bacteroides phyla are less 
abundant. Infected people, regardless of severity and symptoms, have Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria, 
Bacteroidetes, and Fusobacteriales represented in equal proportions. In addition to SARS-CoV-2 and numerous 
phage groups, we identified sequences of clinically significant viruses such as Human Herpes Virus 1, Human 
Mastadenovirus D, Molluscum Contagiosum Virus, and Rhinovirus A in several samples. The analyses were 
performed retrospectively; therefore, different variants (WHO classification) are represented in SARS-CoV-2, such 
as Alpha (B.1.1.7), Delta (B.1.617.2), Omicron (B.1.1.529) and 20CKey words: metatranscriptome, microbiome, 
SARS-CoV-2, virome.
Keywords: metatranscriptome, microbiome, SARS-CoV-2, virome

Newslab, 2023; roč. 14 (1): 10 – 16

Úvod
Denne do seba vdýchneme asi milión mikrobiálnych 

častíc. Horné dýchacie cesty sú hlavnou vstupnou bránou 
pre veľké množstvo vírusov, a to nielen respiračných. Slizni-
ca nosovej dutiny je zároveň kolonizovaná širokým spektrom 
mikroorganizmov, ktorých špecifický význam nie je dobre 
objasnený. Pod vplyvom nedávnej pandémie COVID-19 sa 
do popredia dostal záujem o to, ako vírusová infekcia ovplyv-
ňuje celkový mikrobióm dýchacích ciest. V súčasnosti sa 
intenzívne študuje mikrobiálna diverzita v kontexte závaž-

nosti ochorenia COVID-19, žiaľ, často s kontroverznými vý-
sledkami(1–3).

Spomedzi baktérií prevládajú vo väčšine skúmaných ana-
tomických oblastí vrátane horných dýchacích ciest (HDC) 
kmene Bacteroidetes a Firmicutes, ktoré sú najviac skúma-
nými zložkami ľudského mikrobiómu(4).

Mikrobióm nosovej dutiny zdravého človeka je zložený 
predovšetkým z kmeňov Actinobacteria, Bacteroidetes, Fir-
micutes a Proteobacteria s prevahou zástupcov rodov Bifido-
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bacterium, Corynebacterium, Staphylococcus, Streptococcus, 
Dolosigranulum a Moraxella(5,6).

O niečo menej známym faktom je, že ľudia sú tiež kolonizo-
vaní pozoruhodným množstvom DNA a RNA vírusov, ktoré mož-
no označiť ako viróm. Mnohé z nich sú schopné spôsobovať 
akútnu, perzistentnú alebo latentnú infekciu hostiteľa. Ľudský 
viróm pozostáva hlavne z bakteriofágov (fágov), ktoré infikujú 
baktérie, archeálnych vírusov, eukaryotických vírusov, ktoré in-
fikujú ľudské bunky, a vírusov prechodne sa vyskytujúcich v po-
travinách(7,8). Spomedzi identifikovaných vírusových genómov 
sa v horných dýchacích cestách najviac vyskytujú pikornavíru-
sy, anellovírusy a bakteriofágy z čeľade Siphoviridae(9).

Vo všeobecnosti existujú na identifikáciu mikroorganiz-
mov dva hlavné sekvenčné prístupy: amplikónové sekveno-
vanie 16S rRNA a metagenomické shotgun sekvenovanie. 
Prvé z nich je atraktívne nižšími nákladmi, uprednostňuje sa 
v prostredí s nižšou mikrobiálnou diverzitou, a  identifikuje 
najmä dominantné mikroorganizmy(10). Druhá metóda sa vy-
značuje robustnejším rozlíšením a pokrýva metagenómovú 
komunitu vrátane ľudského genómu, vírusov a húb, ktorú nie 
je možné zachytiť amplikónovým sekvenovaním(11). V našej 
štúdii sme nahradili analýzu metagenómu metatranskriptó-
mom, aby sme pokryli RNA vírusy, medzi ktoré patrí aj SARS-
CoV-2. Nesekvenovali sme celkovú RNA, ale v počiatočných 
krokoch prípravy knižnice sme odstránili dominantnú ľudskú 
18S rRNA, aby sme zvýšili relatívne množstvo reziduálnej 
ľudskej a mikrobiálnej, resp. vírusovej RNA. Vo všeobecnosti 
sa odhaduje, že 18S rRNA tvorí približne 80 – 90 % celkovej 
RNA v typickej bunke cicavcov(12).

Materiál a metódy

Pacienti a vzorky
Štúdia sa uskutočnila so súhlasom Etickej komisie Brati-

slavského samosprávneho kraja pod identifikačným číslom 
03228/2021/HF zo dňa 12. januára 2021. Všetci pacienti 
podpísali informovaný súhlas a dostali dotazníky s relevant-
nými otázkami týkajúcimi sa ich anamnézy a zdravotného 
stavu vo vzťahu ku COVID-19. Všetkých 151 pacientov bolo 
zo Slovenska a boli rozdelení do štyroch skupín: asymptoma-
tickí (n = 24), pacienti s miernym/so stredne ťažkým (n = 25), 
s ťažkým/so závažným COVID-19 (n = 30) a negatívna kon-
trolná skupina (n =72). Skupina pacientov so závažnou for-
mou COVID-19 pochádzala z dvoch univerzitných nemocníc 
v Bratislave: Ružinov a Kramáre (Slovensko). Charakteristika 

kohorty ohľadom veku a pohlavia účastníkov štúdie je zhrnu-
tá v tabuľke 1A. Výtery z nosohltana boli odoberané od mar-
ca 2021 do októbra 2022 do transportného média viRNAtrap 
(GeneSpector, Česká republika) a do spracovania boli ucho-
vávané pri teplote 4 °C v chladničke.

Izolácia RNA, RT-PCR a príprava knižnice
RNA bola izolovaná retrospektívne zo zberného média 

(z nosohltanového výteru) pomocou súpravy Sera-XtractaTM 
virus/Pathogen Kit (Cytiva, UK) na stolnom automatizovanom 
zariadení KingFisher Flex (ThermoFisher Scientific, UK). Množ-
stvo RNA sa meralo fluorometricky pomocou QubitTM RNA 
High sensitivity (Invitrogen, USA). Izoláty RNA sa až do spraco-
vania skladovali pri teplote –80 °C. Genomické knižnice sa pri-
pravili pomocou súpravy Kapa HyperPrep s RiboErase Kit (Ro-
che, USA) s depléciou eukaryotickej RNA pre 18S rRNA podľa 
odporúčaní výrobcu. Súčasťou prípravy knižnice je reverzný 
prepis RNA do cDNA v dvoch krokoch: 1. syntéza prvého vlák-
na cDNA pomocou náhodných primerov, 2. syntéza komple-
mentárneho vlákna na ds cDNA pomocou dUDP. Na indexova-
nie vzoriek sa použili duálne adaptéry TruSeq CD spoločnosti 
Illumina. Výsledné knižnice sa kvantifikovali fluorometrickou 
analýzou pomocou súpravy QubitTM dsDNA HS Assay (Invit-
rogen, USA) a fragmentovou analýzou pomocou súpravy čini-
diel High Sensitivity DNA (Agilent Technologies, Litva).

Všetky RNA sa podrobili RT-PCR na potvrdenie alebo vylú-
čenie pozitivity SARS-CoV-2 pomocou súpravy COVID-19 Re-
al-Time Multiplex RT-PCR Kit (Labsystems Diagnostics, Fín-
sko) a platformy ABI QuantStudio 6 Real-Time PCR System 
RT-qPCR (ThermoFisher, USA) s použitím originálnych proto-
kolov výrobcu. Na vyhodnotenie vzorky ako pozitívnej sa vy-
žadovala hodnota Ct < 40.

Sekvenovanie a bioinformatická analýza
Párové sekvenovanie – 2x 75 a  2x 100) sa realizovalo 

na platformách NextSeq500/550 a  NextSeq2000 (Illumi-
na, USA). Výsledné čítania sa mapovali na ľudskú referen-
ciu hg38 (GRCh38) pomocou algoritmu BWA-MEM(13). Nena-
mapované čítania dlhšie ako 50 bp boli ďalej analyzované 
s cieľom identifikácie mikrobiómu. Na identifikáciu a kvanti-
fikáciu bakteriálnych druhov sme použili Kraken 2 v2.1.2(14).

Na skladanie vírusu SARS-CoV-2 sme použili nástroj de 
novo assembly coronaspades.py zo Spades v3.15.5(15). Prira-
ďovanie línií SARS-CoV-2 sa uskutočnilo podľa Maier a Ba-
tut, 2023(16).

Tabuľka 1. A. študovaná kohorta, charakteristika vek a pohlavie; B. Ct (len ťažkí, mierni, asymptomatickí pacienti)

A počet M Ž vek (medián) SD M SD Ž SD
negatíne kontroly 72 26 46 37 (25-75) 10,59 42 (25-58) 9,05 35 (25-75) 11,45
ťažkí 30 16 14 68 (32-90) 13 69.5 (32-90) 13,6 64 (41-77) 11,7
mierni 25 13 12 37 (17-57) 11,83 38 (17-57) 12,77 32.5 (19-57) 10,54
asymptomatickí 24 14 10 42 (20-49) 7,86 39 (21-49) 9,35 43 (36-48) 3,72

151 69 82 39,5 40,5 39
45,70 % 54,30 %

B Ct hodnoty E gén (medián) SD
ťažkí 28.06 (13.9-37.3) 7,34
mierni 24.89 (15-38.77) 5,32
asymptomatickí 28.56 (19.24-33.59) 4,72

M – muži, Ž – ženy, SD – štandardná odchýlka (standard 
deviation), Ct – threshold cyklus v RT-PCR
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Štatistická analýza
Počty čítaní sa normalizovali delením celkovým počtom 

čítaní v danej analýze a následne sa vynásobili priemerným 
počtom čítaní. Rozdiel v počte zistených bakteriálnych tran-
skriptov medzi skupinami sa štatisticky analyzoval pomo-
cou nástroja LefSE (Galaxy verzia 1.0)(17). Na porovnanie 
distribúcie bakteriálnych rodov a  druhov medzi jednotlivý-
mi skupinami sme použili štatistický nástroj PERMANOVA. 
Mannov-Whitneyho U test (Wilcoxonov test) sa použil na po-
rovnanie počtov čítaní zhodujúcich sa so sekvenciami z da-
tabázy Kraken2 medzi jednotlivými dvojicami skupín. Tento 
test sa použil aj na porovnanie hodnôt Ct medzi každou dvo-
jicou pozitívnych skupín.

Výsledky

Prokaryotický mikrobióm
Metatranskriptómovým sekvenovaním sme analyzovali 

151 vzoriek rozdelených do 4 hlavných skupín: asymptoma-
tickí (24, A), mierni (25, M), ťažkí (30, Ť) a kontrolná skupina 

(72, NK). Priemerný počet čítaní na vzorku bol 45,3 M (27,7 
– 133 M). Podiel mikrobiómu, distribúcia a zastúpenie bak-
teriálnych taxónov boli vo všetkých 4 skupinách odlišné. Re-
latívna početnosť baktérií podľa mapovaných sekvenčných 
čítaní bola výrazne vyššia u asymptomatických a miernych 
pacientov, zatiaľ čo v ťažkých a negatívnych skupinách bola 
len 1,1 %, resp. 0,1 % (obrázok 1A). Firmicutes, Bacteroidetes, 
Proteobacteria, Actinobacteria a Fusobacteriales boli najpo-
četnejšie kmene medzi COVID pozitívnymi vzorkami. Nao-
pak, v kontrolnej skupine boli najpočetnejšou skupinou Acti-
nobacteria, Proteobacteria a Firmicutes, zatiaľ čo Bacteroides 
a Fusobacteriales mali len zanedbateľný podiel (obrázok 1B). 
V tejto súvislosti je dôležité spomenúť, že u značnej časti pa-
cientov so závažným COVID-19 z nemocníc už bola podáva-
ná antibiotická liečba (ATB), čo malo za následok zníženie 
celkového množstva baktérií, ale pomer jednotlivých bakte-
riálnych taxónov sa napriek tomu zachoval.

Identifikovali sme celkovo 944 druhov, 531 rodov, 218 če-
ľadí, 110 radov, 28 tried a 25 kmeňov. Najvyšší počet dru-
hov bol v skupine s ťažkým (725), asymptomatickým (692) 

Obrázok 1. Koláčové grafy relatívnej početnosti baktérií vo všetkých 4 skupinách A. Zastúpenie hlavných bakteriálnych taxónov naprieč 
všetkými 4 skupinami B.
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a miernym (574) ochorením COVID-19 a viac ako desaťná-
sobne nižším počtom v skupine negatívnych kontrol (58). Ďa-
lej sme profilovali mikrobiálne zloženie na úrovni rodov a dru-
hov v zdravých kontrolách a rôznych skupinách COVID-19. 
Najpočetnejšími rodmi vo vzorkách nazofaryngálnych výte-
rov v miernej a asymptomatickej skupine je Streptococcus, 
Prevotella a Veillonella, (obrázok 2A). V skupine s ťažkým CO-
VID-19 (ŤP) dominujú rody Stenotrophomonas, Staphylococ-
cus a Corynebacterium. V COVID negatívnej skupine je opäť 
prekvapivo najpočetnejší rod Stenotrophomonas, ďalej Myco-
bacterium a Pseudomonas. Na úrovni druhov boli pri ťažkých 
najviac zastúpené druhy Stenotrophomonas maltophilia, Cu-
tibacterium acnes a Halomonas sp. JS92-SW72. Veillonella 
atypica a Prevotella melaninogenica boli najviac zastúpené 
pri miernych a asymptomatických a celkové zastúpenie os-

tatných druhov rodu Prevotella (P. jejuni, P. histicola, P. inter-
media, P. oris) a Streptococcus (S. parasanguinis, S. mitis, S. 
sp. LPB0220) bolo u  oboch veľmi podobné (obrázok 2B). 
V  kontrolnej skupine zdravých, ako aj v  skupine s  ťažkým 
priebehom boli najviac zastúpené Stenotrophomonas malto-
philia, Halomonas sp. JS92-SW72 a Mycobacterium canettii. 
Z  klinicky relevantných oportúnnych bakteriálnych druhov 
boli vo všetkých štyroch skupinách prítomné napr. baktérie 
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Streptococ-
cus pneumoniae a Haemophilus parainfluenzae, hoci v žiad-
nej zo skupín výrazne nedominovali a rozdiely medzi skupina-
mi neboli štatisticky významné; ich výskyt bol skôr podobný 
v dvojiciach ťažkí a negatívni verzus mierni a asymptomatic-
kí. Mimoriadne zaujímavá bola prítomnosť bakteriálnych dru-
hov vo všetkých skupinách, ktoré nie sú úplne typické pre mik-

Obrázok 2. Stĺpcové grafy znázorňujúce relatívnu početnosť vo všetkých 4 skupinách A. bakteriálnych rodov B. bakteriálnych druhov

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

Control Asymtomatic Mild Severe

Streptococcus Veillonella
Stenotrophomonas Prevotella
Mycobacterium Pseudomonas
Corynebacterium Gemella
Staphylococcus Cutibacterium
Halomonas Pasteurella
Moraxella Haemophilus
Clostridium Paracoccus
Schaalia Klebsiella
Porphyromonas Campylobacter
Fusobacterium Actinomyces
Neisseria Megasphaera
Lactobacillus Rothia
Granulicatella Candidatus Nanosynbacter
Micrococcus Brevundimonas
Acinetobacter Leptotrichia
Pseudoprevotella Selenomonas
Porphyrobacter Lancefieldella
Bacteroides Sphingomonas
Phocaeicola Hathewaya
Burkholderia Bacillus
Anaerococcus Bulleidia
Hymenobacter Lawsonella
Nocardioides Brevibacterium
Liberibacter Bradyrhizobium
Spirosoma Other

A.

B.

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

Control Asymtomatic Mild Severe

Stenotrophomonas maltophilia Veillonella atypica
Prevotella melaninogenica Cutibacterium acnes
Gemella haemolysans Mycobacterium canettii
Halomonas sp. JS92‐SW72 Schaalia odontolytica
Porphyromonas sp. oral taxon 275 Veillonella parvula
Pasteurella multocida Pseudoprevotella muciniphila
Granulicatella adiacens Megasphaera stantonii
Moraxella osloensis Prevotella jejuni
Lancefieldella parvula Streptococcus mitis
Haemophilus parainfluenzae Klebsiella pneumoniae
Rothia mucilaginosa Porphyrobacter sp. GA68
Streptococcus parasanguinis Prevotella intermedia
Campylobacter concisus Prevotella oris
Streptococcus sp. LPB0220 Prevotella histicola
Actinomyces pacaensis Gemella sanguinis
Prevotella sp. oral taxon 299 Prevotella sp. oral taxon 475
Bulleidia sp. zg‐1006 Veillonella dispar
Streptococcus pneumoniae Clostridium tetani
Neisseria mucosa Prevotella nigrescens
Streptococcus oralis Veillonella rodentium
Lachnoanaerobaculum umeaense Schaalia meyeri
Porphyromonas endodontalis Leptotrichia sp. oral taxon 212
Fusobacterium nucleatum Veillonella nakazawae
Streptococcus salivarius Staphylococcus aureus
Streptococcus sp. oral taxon 431 Prevotella herbatica
Veillonella sp. S12025‐13 Other



14 1/2023

Pôvodné práce

robióm horných dýchacích ciest človeka. Moraxella osloensis 
sa z klinických vzoriek izolujú len veľmi zriedkavo a Pasteu-
rella multocida je súčasťou normálnej flóry nosohltana mno-
hých divých a domácich zvierat vrátane mačiek a psov.

Analýza virómu
Zo 79 RT-PCR pozitívnych vzoriek bolo metatranskriptó-

movým sekvenovaním zostavených 41 kompletných a  19 
čiastočne kompletných genómov SARS-CoV-2, čo predsta-
vuje 62 % (51/79) zo všetkých. Okrem toho sme neidentifi-
kovali sekvencie SARS-CoV-2 v žiadnej zo vzoriek kontrolnej 
skupiny (SARS-CoV-2 RT-PCR negatívny). V  asymptoma-
tickej, miernej a  ťažkej skupine sme identifikovali varianty 
SARS-CoV-2: alpha (B.1.1.7) – 20I, delta (AY.4; AY.43; AY.43.9; 
AY.122; AY.9.2;) – 21I a 21 J, omicron (BA.1.1; BA.2.9; BA.2; 
BA.2.67; BA.5) – 21L a 22 B a v jednej vzorke variant 20C. Va-
rianty alpha a delta prevládali v skupine s ťažkým ochorením, 
avšak v 30 % analýz sa nepodarilo zostaviť genóm z dôvodu 
nedostatočného počtu čítaní mapovaných na referenčný ge-
nóm SARS-CoV-2. V skupine s miernym priebehom domino-
val variant alpha, zatiaľ čo v asymptomatickej skupine SARS-
CoV varianty omicron a delta.

Okrem SARS-CoV-2 sme identifikovali sekvencie ďalších 
ľudských RNA vírusov, napr. z čeľade Picornaviridae (Rhino-
virus A). Podľa očakávania to boli hlavne DNA fágy z čeľa-
dí Pedoviridae, Rountreeviridae a Siphoviridae. V niekoľkých 
jednotlivých vzorkách sme identifikovali sekvencie ľudského 
herpesvírusu 1, HSV-1 (Alphaherpesviridae), ľudského masta-
denovírusu D (Adenoviridae) a vírusu Molluscum Contagio-
sum (Poxviridae).

Z hľadiska distribúcie veku boli rozdiely najmä medzi pa-
cientmi s ťažkým COVID-19 z nemocnice (medián 68 rokov) 
a ostatnými skupinami (M-37, A-42, N-37) (tabuľka 1).

Diskusia
V našej štúdii sme porovnávali mikrobióm vrátane viró-

mu nosohltana medzi štyrmi skupinami na základe závaž-
nosti vírusového ochorenia dýchacích ciest a pozitivity na 
SARS-CoV-2: negatívna (bez príznakov ochorenia, RT-PCR ne-
gatívny), mierna (nevýrazné príznaky, nevyžadujúce hospita-
lizáciu), asymptomatická (bez príznakov ochorenia, RT-PCR 
pozitívny) a  skupina ťažko chorých pacientov s  COVID-19 
(dýchacie ťažkosti, pneumónia, hospitalizovaní) pomocou 
metatranskriptómového sekvenovania. V texte na zjednodu-
šenie používame početnosť baktérií alebo vírusov, hoci v sku-
točnosti stále hovoríme o transkriptoch, ktoré však vyjadru-
jú zastúpenie aktívnej časti mikrobiómu. Relatívna početnosť 
baktérií je výrazne vyššia v miernej a asymptomatickej sku-
pine, zatiaľ čo v ťažkej a negatívnej kontrole je prítomná len 
malá časť (obrázok 1A). Nízka početnosť baktérií u ťažkých 
pacientov je ľahko vysvetliteľná užívaním antibiotík. Používa-
nie antibiotík bez jasnej indikácie bakteriálnej superinfekcie 
je kontroverzné, zdá sa však, že v niektorých zdravotníckych 
centrách bolo bežnou praxou bez ohľadu na riziká vzniku re-
zistencie. Podľa závažnosti ochorenia sú Firmicutes najčas-
tejšie u asymptomatických, miernych a ťažkých pacientov, 
zatiaľ čo u zdravých kontrol sú výrazne menej početné a pro-
porčne zastúpené. U ťažkých pacientov sme pozorovali vý-
razný pokles početnosti, nie však diverzity bakteriálnych ta-
xónov a ich zastúpenia.

Rozdelenie na dve skupiny COVID pozitívnych miernych 
a asymptomatických bolo motivované cieľom zistiť, či exis-
tuje nejaký rozdiel medzi mikrobiómom ľudí s  príznakmi 
respiračných ochorení, ako je nádcha, horúčka, kašeľ, a ľu-
dí, ktorí sú síce infikovaní (RT-PCR pozitívni), ale nevyka-
zujú žiadne príznaky. Naše výsledky naznačujú, že počet-
nosť baktérií aj pomerné zastúpenie jednotlivých taxónov 
sú v  oboch skupinách veľmi podobné. Hoci sa mediáno-
vé hodnoty Ct v miernej (24,89) a asymptomatickej skupi-
ne (28,56) zdali dosť odlišné, neboli štatisticky významné 
(Wilcoxonov test, p = 0,017) (tabuľka 1B). Veľkosť oboch 
skupín (25 vs 24) a vekové rozloženie (37 vs 42) boli inak 
podobné (tabuľka 1A). Na úrovni rodov a druhov sme neza-
znamenali žiadne významné rozdiely, čo potvrdila aj štatis-
tická analýza (PERMANOVA; p = 0,053 a 0,024, vypočítaná 
hraničná hodnota p bola 0,0023). Najviac zastúpenými rod-
mi v oboch skupinách boli Streptococcus, Veillonella (oba 
kmeň Firmicutes) a Prevotella (kmeň Bacteroidetes), pričom 
najpočetnejšími druhmi boli Veillonella atypica a Prevotella 
melaninogenica (bakteriálne druhy a rody, obrázky 2A,B). 
Toto pozorovanie je v súlade so zisteniami iných štúdií mik-
robiómu horných dýchacích ciest(18–20). P. melaninogenica je 
gramnegatívny obligátne anaeróbny kokobacil, ktorý môže 
pôsobiť ako oportúnny patogén, pričom existujú protichod-
né hypotézy o jeho vplyve na dýchacie cesty. Napríklad sa 
zistilo, že P. melaninogenica je „prospešným“ členom mikro-
biómu dýchacích ciest, pretože zvyšuje ochranu pred bak-
teriálnou pneumóniou spôsobenou najmä Streptococcus 
pneumoniae (S. pneumoniae). Ďalej bola P. melaninogeni-
ca zaradená medzi najvýraznejšie odlišujúce bakteriálne 
druhy u pacientov s pneumóniou spôsobenou S. pneumo-
niae (s menším množstvom P. melaninogenica) a zdravými 
kontrolami (s väčším množstvom P. melaninogenica)(21). Za-
ujímavé je, že závažná skupina so získanou pneumóniou ne-
známeho bakteriálneho pôvodu v našom súbore mala vý-
znamne menej P. melaninogenica (obrázok 2B).

Analyzovali sme 72 negatívnych zdravých kontrol, všetky 
boli dodatočne overené/testované pomocou RT-PCR (gény E, 
ORF1ab, N) a vyhodnotené ako negatívne. Relatívna počet-
nosť baktérií na základe počtu namapovaných čítaní a tran-
skriptov predstavovala u nich najnižší podiel (0,1 %) zo všet-
kých skupín (asymptomatická 68,8 %; mierna 30 % a ťažká 
1,1 %) (obrázok 1A). Nie je to až také prekvapujúce, keďže 
každá vírusová infekcia vrátane infekcie SARS-CoV-2 zvy-
šuje pravdepodobnosť sekundárnej bakteriálnej superinfek-
cie. U zdravých dospelých ľudí sú v nosovej dutine zvyčaj-
ne baktérie bežne prítomné na koži, prevažne zástupcovia 
rodu Actinobacterium (napr. Corynebacterium spp., Propioni-
bacterium spp.), ďalej Firmicutes (napr. Staphylococcus spp.) 
a Proteobacteria(5). V negatívnych kontrolách sme identifiko-
vali 58 druhov z viac ako 900 druhov, čo zodpovedá na úrov-
ni mikrobiálnej diverzity len približne 6 %.

Zastúpenie rôznych variantov SARS-CoV-2 z  nazofaryn-
gálnych výterov u  asymptomatických, miernych a  ťažkých 
pacientov korelovalo s obdobím výskytu jednotlivých kme-
ňov na Slovensku. Senzitivita detekcie SARS-CoV-2 prostred-
níctvom sekvenovania metatranskriptómu bola len približne 
60 %, na druhej strane súbor SARS-CoV-2 pozitívnych vzo-
riek pozostával z  rôznych hodnôt Ct zodpovedajúcich rôz-
nym úrovniam vírusovej nálože. Na individuálnej úrovni sme 
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zo všetkých vzoriek, ktoré mali Ct 20 alebo menej, čo zodpo-
vedá vyššej vírusovej náloži, dokázali zostaviť celý genóm ví-
rusu SARS-CoV-2. Vzorky od ťažkých pacientov v nemocnici 
boli odobrané často 3 až 7 dní po zaradení do štúdie a títo 
pacienti boli liečení širokou škálou liekov (antibiotiká, korti-
koterapia, imunomodulačná liečba, antivirotiká), ktoré mohli 
medzitým ovplyvniť vírusovú nálož. Jednoznačnou výhodou 
transkriptómového prístupu je jeho schopnosť zachytiť nie-
len RNA, ale aj DNA vírusy (ich transkripty). Okrem SARS-
CoV-2 boli neprekvapivo najčastejšie identifikované sekven-
cie pochádzajúce z DNA vírusov baktérií, t. j. fágov z čeľadí 
Pedoviridae, Rountreeviridae a Siphoviridae.

Sekvencie mapované na ľudský transkriptóm tvorili neza-
nedbateľnú časť analýzy, ale nie sú predmetom tohto článku 
a zasluhujú si osobitnú pozornosť.

Záver
Identifikovali sme rozdiely v mikrobióme medzi rôznymi 

skupinami COVID pozitívnych a  negatívnou skupinou. Na-
priek rozdielom v početnosti bola relatívna početnosť jed-
notlivých taxónov v skupinách pozitívnych na COVID-19 po-
dobná bez ohľadu na závažnosť a použitú liečbu. Skupinu 
zdravých negatívnych kontrol definoval najmenší počet mik-
roorganizmov. Sekvenovanie metatranskriptómu je nástroj 

na širokospektrálne štúdium aktívnej časti prokaryotické-
ho mikrobiómu, virómu, ale aj ľudského transkriptómu z rôz-
nych dostupných zdrojov. Hoci jeho diagnostický potenciál 
z hľadiska citlivosti nie je optimálny, môže doplniť skladač-
ku mozaiky širokej druhovej rozmanitosti a pomôcť pri po-
chopení zložitých vzťahov medzi mikrobiómom a  imunitou 
človeka v podmienkach konkrétneho ochorenia, jeho závaž-
nosti a na rôznych miestach ľudského tela. V našej štúdii bo-
lo modelové ochorenie COVID-19 s rôznou závažnosťou, od 
asymptomatických až po ťažké prejavy vyžadujúce hospita-
lizáciu a intenzívnu liečbu. Nosohltan je zasa miestom, ktoré 
je dobre prístupné na odber vzoriek, je kolonizované širokou 
škálou mikroorganizmov, ktoré ovplyvňujú lokálnu imunitnú 
odpoveď, a je tiež miestom vstupu a počiatočného množe-
nia širokého spektra respiračných vírusov.
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Hodnotenie početnosti, pozitivity a Ct hodnôt SARS-CoV-2 detekcie 
na Slovensku v čase pandémie COVID-19 – deti verzus dospelí jedinci

Nikola Janoštiaková1, Andrej Gnip2, Dominik Kodada1, Gabriela Bľandová1, Emília Miková2, 
Elena Tibenská2, Vanda Repiská1, Gabriel Minárik3

1Univerzita Komenského v Bratislave Lekárska fakulta, Ústav lekárskej biológie,  
genetiky a klinickej genetiky, Bratislava
2Medirex, a. s., Pezinok
3MEDIREX GROUP ACADEMY, n. o., Nitra

Vplyv infekcie SARS-CoV-2 na detskú populáciu v porovnaní s dospelými nie je doteraz presne objasnený. Dete-
gované prahové hodnoty cyklu (Ct) pri RT-qPCR SARS-CoV-2 diagnostike sú nepriamoúmerné vírusovej záťaži 
– test nepriamo kvantifikuje počet kópií vírusovej RNA vo vzorke. Cieľom tejto štúdie bolo determinovať a šta-
tisticky podložiť možnú koreláciu medzi rozdielnymi priemernými Ct hodnotami a vekom pozitívne testovaných 
jedincov v kategorizovaných skupinách maloletých a dospelých.
Kľúčové slová: SARS-CoV-2, COVID-19, pandémia, Slovensko, Ct hodnoty, deti, vírusová záťaž

Evaluation of the frequency, positivity and Ct values   of SARS-CoV-2 detection in Slovakia during the COVID-19 
pandemic – children versus adults
The impact of SARS-CoV-2 infection on the pediatric population compared to adults is not yet clearly understood. 
The detected cycle threshold values (Ct) in RT-qPCR SARS-CoV-2 diagnostics are inversely proportional to the 
viral load – the test indirectly quantifies and determines the number of viral RNA copies in the sample. This study 
aimed to determine and statistically substantiate a possible correlation between different average Ct values and 
the age of positively tested individuals in the categorized groups of children, adolescents and adults.
Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, pandemic, Slovakia, Ct values, children, viral load

Newslab, 2023; roč. 14 (1): 17 – 20

Úvod
Ako je už v súčasnosti známe, ochorenie COVID-19 vyvo-

lané vírusom SARS-CoV-2 spôsobilo celosvetovú pandémiu, 
ktorá viedla ku globálnej núdzovej situácii v oblasti verejné-
ho zdravotníctva z dôvodu vysokej rýchlosti šírenia infekcie, 
širokého spektra klinických prejavov vo všetkých vekových 
skupinách a vysokej úmrtnosti najmä u dospelých osôb(1).

Takisto je známe, že prvotne boli kontrolné opatrenia na 
Slovensku aj vo svete zamerané na detekciu a následnú izo-
láciu potvrdených prípadov a taktiež karanténu kontaktných 
osôb pozitívnych prípadov(2). Sekvenovanie genómu SARS-
CoV-2 umožnilo vývoj testu reverznej transkripčnej polyme-
rázovej reťazovej reakcie v reálnom čase (RT-qPCR) na detek-
ciu a relatívnu kvantifikáciu vírusovej nálože. Táto technika je 
aktuálne stále zlatým štandardom pre diagnostiku ochorenia 
COVID-19. RT-qPCR diagnostika deteguje rôzne štrukturálne 
oblasti kódované génmi: S (Spike), E (Envelope), N (Nucleoca-
psid), RdRp (RNA-dependent RNA polymerase) a ORF1ab (po-
lyprotein). Vo všeobecnosti boli RT-qPCR diagnostické súpra-
vy primárne navrhnuté pre kvalitatívnu detekciu SARS-CoV-2 
(„detegovaná“ alebo „nedetegovaná“ prítomnosť SARS-CoV-2 
transkriptov), no uvádzané prahové hodnoty cyklu (Ct) repre-
zentujúce počet cyklov amplifikácie potrebných na to, aby 
fluorescenčný signál prekročil úroveň pozadia, je možné vy-
užiť na semikvantitatívny odhad vírusovej nálože(3).

Ct hodnoty sú nepriamoúmerné vírusovej náloži a  po-
skytujú možnosť kvantifikácie počtu kópií vírusovej nukleo-
vej kyseliny (RNA) vo vzorkách(4,5). Hodnoty sú ovplyvnené 
preanalytickými, analytickými a postanalytickými premen-
nými. Správna interpretácia týchto faktorov je rozhodujúca 
pre odhad korelácie medzi vírusovou záťažou a závažnos-
ťou ochorenia. Systematický prehľad klinickej užitočnosti 
prahových hodnôt cyklu naznačil, že Ct hodnoty sú užitočné 
na predpovedanie klinického výsledku u pacientov s ocho-
rením COVID-19(5,6).

Už na začiatku pandémie existoval predpoklad, že do-
spelí jedinci budú mať závažnejší priebeh SARS-CoV-2 in-
fekcie ako deti, informácie o etiológii choroby u detí však 
boli obmedzené. To prinieslo dlhé obdobia karantén, zatvá-
rania škôl, prechodov na online výučbu, čoho následkom 
boli/sú početné psychologické a  sociálno-emocionálne 
komplikácie u  maloletých(7,8). Okrem problémov s  dušev-
ným zdravím boli u  žiakov s  distančnou výučbou zazna-
menané zmeny týkajúce sa nezdravého priberania na váhe, 
oneskorenej imunizácie či prudkého nárastu počtu novo-
vzniknutého diabetu 2. typu. Tieto priame dôsledky zatvo-
renia škôl môžu byť predzvesťou dlhodobých komplikácií 
vrátane zníženej priemernej dĺžky života školákov(8). Po-
chopenie charakteristík a  klinických prejavov ochorenia  
COVID-19 u detí je preto kľúčové.
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Nedávny systematický prehľad a metaanalýza zahŕňajú-
ca 37 štúdií o ochorení COVID-19 u detí potvrdila predchá-
dzajúce tvrdenia o  relatívne miernom priebehu ochorenia 
u  mladších detí, ktorých symptómy zahŕňajú najčastejšie 
horúčku (48,5 %) a kašeľ (40,6 %)(9), čo pravdepodobne sú-
visí s nižšou vírusovou záťažou u detských pacientov v po-
rovnaní s dospelými jedincami(10). Už v úvode pandémie bolo 
preukázané, že SARS-CoV-2 využíva na vstup do hostiteľskej 
bunky proteín prítomný na jej povrchu, enzým konvertujúci 
angiotenzín 2 (ACE2). Štúdie naznačujú, že expresia ACE2 je 
závislá od tkaniva aj veku, pričom najvyššia expresia ACE2 
je v  nosovom epiteli zdravých dospelých jedincov. Nižšia 
expresia ACE2 je, naopak, detegovaná v horných a dolných 
dýchacích cestách u  detí, na základe čoho sa predpokla-
dá, že tieto rozdiely prispievajú k zníženiu závažnosti ocho-
renia u detí. Autori Yoshida a kol. výsledkami ich nedávne-
ho výskumu naznačujú, že za obmedzenú replikáciu vírusu 
a progresiu ochorenia COVID-19 u detí zodpovedajú vyššie 
detské vrodené interferónové reakcie(11). Doteraz však nie je 
úplne jasné, prečo má ochorenie COVID-19 u detí zvyčajne 
miernejší charakter.

Cieľom tejto štúdie bolo posúdiť koreláciu medzi epide-
miologickými znakmi u detí a dospelých jedincov. Výsled-
ky zahŕňajú dáta z diagnostického testovania SARS-CoV-2 
na Slovensku s rozsahom definovaným mierou vykonaných 
testov v laboratóriách Medirex, a. s. Počet údajov z tejto štú-
die je robustný a predstavuje viac ako 1,4 milióna hodnote-
ných RT-qPCR testov. Dátumový výber údajov zahŕňa celú ča-
sovú os masívnej SARS-CoV-2 detekcie v rámci Slovenskej 
republiky. Zaujímali nás najmä parametre z hľadiska rozdie-
lov v pozitivite a vo vírusovej záťaži (odhadované pomocou 
hodnôt Ct) medzi charakterizovanými vekovými podskupina-
mi. Naše poznatky o trendoch pandémie v kontexte vekových 
podskupín v slovenskej populácii možno využiť na efektívnej-
šie nastavenie diagnostiky aj manažmentu opatrení pri prí-
padných budúcich epidémiách/ pandémiách.

Metódy
Štúdia analyzovala dáta poskytnuté akreditovaným labo-

ratóriom Medirex, a. s. Údaje predstavujú výsledky 1 420 572 
RT-qPCR testov jedincov pred plánovanou hospitalizáciou, je-
dincov s príznakmi ochorenia a/alebo kontaktom s pozitívne 
testovanou osobou, jedincov po pozitívnom výsledku anti-
génového testu(12), samoplatcov bez selekcie; z dátumového 
obdobia od marca 2020 do septembra 2022.

Automatizovaná izolácia nukleovej kyseliny (RNA) na mag-
netických časticiach bola uskutočnená pomocou súprav Se-
ra-Xtracta Virus /Pathogen Kit (Cytiva) a Zybio Nucleic Acid 
Extraction Kit (Zybio) s využitím systému KingFisher™ Flex 

Purification System (Thermo Scientific) a Zybio EXM 3000 
Nucleic Acid Isolation System/ Zybio EXM 6000 Nucleic Acid 
Isolation System (Zybio). Testovanie sa uskutočnilo metó-
dou RT-qPCR s použitím súprav COVID-19 Real Time Mul-
tiplex RT-PCR Kit (Labsystems Diagnostics), SARS-CoV-2 
Nucleic Acid Detection Kit (Zybio) a  Real Time Multiplex 
RT-PCR Kit (Liferiver) pomocou qPCR platforiem ABI 7500 
(Fast) Real-Time PCR System (Applied Biosystems), Quant-
Studio 5 a QuantStudio 6 Real-Time PCR System (Thermo-
Fisher). Údaje získané pre každý test zahŕňali denné číslo 
vzorky, dátum odberu, ID pacienta, vek, pohlavie, miesto od-
beru vzorky, výsledok testu a v prípade pozitívneho výsledku 
aj hodnotu Ct vírusového génu E – hraničná hodnota do 40 
(pre kit SARS-CoV-2 Nucleic Acid Detection Kit (Zybio) ale-
bo 41 (pre kity Real Time Multiplex RT-PCR Kit (Labsystems 
Diagnostics) a Real Time Multiplex RT-PCR Kit (Liferiver) – 
t. j. sekvencia nukleovej kyseliny bola identifikovaná v čase, 
keď PCR prešla 39 alebo 40 cyklami. Hodnota Ct bola spo-
lu s pozitívnym výsledkom testu laboratóriom Medirex, a. s., 
uvádzaná a archivovaná od 3. decembra 2020, čo vysvetľuje 
nižšiu početnosť pozitívnych PCR testov s uvedenou Ct hod-
notou v porovnaní s celkovým počtom pozitívnych PCR tes-
tov v rámci tejto štúdie.

Údaje boli kategorizované do 5 skupín podľa veku, resp. 
úrovne navštevovanej školy: novorodenci + batoľatá + deti 
predškolského veku (0 – 5 r.), žiaci ZŠ (6 – 13 r.), žiaci SŠ (14 
– 19 r.), študenti VŠ + dospelí (20 – 65 r.) a seniori (> 65 r.).

Na porovnanie kategórií údajov a kontrolu korelácií údajov 
boli využité štatistické testy. Na porovnanie hodnôt pozitivi-
ty bol použitý Fisherov exaktný test a na porovnanie hodnôt 
Ct Welchov t-test medzi vekovými kategóriami. Spolu bolo 
vykonaných 20 štatistických testov, na základe tohto počtu 
bola aplikovaná Bonferroniho korekcia pre úpravu prahu vý-
znamnosti p-hodnoty – ako prahová hodnota bola využitá 
hodnota 0,0025 namiesto 0,05.

Výsledky
Celková pozitivita analyzovaných testov predstavovala 

24,64 % (350 067 testov), pričom najvyššiu mieru pozitivi-
ty (nad 30 %) dosiahli vekové kategórie: 6 – 13 r., 14 – 19 r. 
(tabuľka 1). Na základe Fisherovho exaktného testu bolo 
preukázané, že rozdiely v pozitivite medzi všetkými dvojica-
mi vekových skupín boli signifikantne významné (p-hodno-
ta < 0,0025).

Obrázok 1 znázorňuje rozdelenie Ct hodnôt v závislosti 
od veku jedincov. Husľový graf preukazuje postupné znižo-
vanie hodnôt mediánu Ct spolu so zvyšujúcim sa vekom ka-
tegorizovaných skupín, výnimkou je veková skupina seniorov 
> 65 r. Najvyššia hodnota mediánu Ct bola zistená vo veko-

Tabuľka 1. Počet pozitívnych/negatívnych RT-qPCR testov a celková pozitivita pre jednotlivé vekové kategórie.

Veková skupina Počet pozitívnych testov Počet negatívnych testov Celkový počet testov Pozitivita (%)
0 – 5 r. 6 563 23 474 11,079 21,85 %

6 – 13 r. 36 882 63 656 18,958 36,69 %
14 – 19 r. 28 822 55 511 31,801 34,18 %
20 – 65 r. 244 965 793 982 68,737 23,58 %

> 65 r. 32 835 133 882 27,951 19,70 %
Celkovo 350 067 1 070 505 1 420 572 24,64 %
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vej skupine 0 – 5 r., rovná sa číslu 29,79. Najnižšia hodnota 
mediánu Ct bola zistená v skupine 20 – 65 r., rovná sa číslu 
26,67. Vo vekovej skupine seniorov > 65 r. bola preukázaná 
hodnota mediánu Ct 26,70. Signifikantné rozdiely v mediáne 
Ct boli preukázané na základe Welchovho t-testu medzi všet-
kými dvojicami vekových skupín (p-hodnota < 0,0025) s vý-
nimkou dvojice 20 – 65 r. a > 65 r. (p-hodnota 0,17).

Diskusia
Existuje niekoľko faktorov, ktoré môžu potenciálne ovplyv-

niť zistené Ct hodnoty vrátane typu vzorky (napr. nosohlta-
nová, predná sliznica nosa, sliny, spútum) alebo účinnos-
ti odberu (neinvazívne odbery môžu viesť k nepresnostiam 
výsledkov)(13). Detekcia nižších hodnôt Ct u  detí môže sú-
visieť s kvalitou odberu(14). Odbery slín sa zaviedli do praxe 
práve pre komplikácie odberov z nosohltana v určitých sku-
pinách jedincov – výraznú bolesť pri výteroch z nosohltana 
opísalo 58 % mladých ľudí oproti žiadnej pri odbere slín, pri-
čom 90 % detí preferuje odber vzoriek slín(15). Výsledky via-
cerých štúdií demonštrujú, že detekcia SARS-CoV-2 zo vzo-
riek slín funguje rovnako alebo dokonca lepšie ako výtery 
z nosa a hltana(16-19), no priemerná Ct hodnota v slinách mô-
že byť vyššia v porovnaní s priemernou Ct hodnotou z nazo-
faryngálnych výterov(20). Preto sa ako vhodnejšia vzorka na 
diagnostiku RT-qPCR zvyčajne odporúča kombinovaný výter 
z nosa a hrdla(13). Keďže sme do tejto štúdie chceli zahrnúť 
všetky vzorky od marca 2020 do septembra 2022 poskyt-
nuté laboratóriom Medirex s priradeným pozitívnym/nega-
tívnym výsledkom, údaje zahŕňajú nazofaryngálne výtery aj 
vzorky slín. Výsledky reprezentujúce detekciu SARS-CoV-2 zo 
vzoriek slín však predstavujú menej ako 5 % všetkých vzo-
riek, a preto nepredpokladáme, že by táto skutočnosť mohla 
ovplyvniť celkovú výpovednú hodnotu priemerných hodnôt Ct 
pre údaje tejto štúdie.

Predbežné dôkazy naznačujú, že u  detí infikovaných 
SARS-CoV-2 je nižšia pravdepodobnosť, že sa u nich rozvi-
nú symptómy alebo závažný priebeh ochorenia COVID-19(21). 
Z hľadiska vírusovej záťaže odhadovanej na základe dete-
govanej Ct hodnoty boli preukázané signifikantne nižšie Ct 
hodnoty u dospievajúcich a dospelých jedincov v porovna-
ní s  deťmi mladšími ako 10 rokov(22), čo naznačuje, ktoré 
vekové kategórie môžu viac, resp. menej prispievať k šíre-
niu infekcie. V našej štúdii sme analyzovali, či a ako stredné 
Ct hodnoty RT-qPCR korelujú s vekom a výskytom infekcie 
SARS-CoV-2 v subpopulácii slovenských obyvateľov testova-
ných v jednom akreditovanom laboratóriu.

Skutočná lokálna prevalencia a počet vykonaných testov 
ovplyvňujú hodnotu miery pozitivity. Vo všeobecnosti, čím 
viac testov je zrealizovaných, tým sa miera pozitivity bude 
približovať ku skutočnej prevalencii(23). Analyzované testy tej-
to štúdie predstavujú > 19 % všetkých diagnostických PCR 
testov na Slovensku (za daný dátumový interval), takže by 
mali byť reprezentatívne pre populáciu.

Biomedicínsky výskum sa aktuálne spolieha na p-hodno-
ty ako deterministickú mieru pri rozhodovaní založenom na 
údajoch, kde sa zo vzoriek dát vypočítava jedna p-hodnota, 
aby sa určili štatisticky významné rozdiely medzi pozorova-
nými skupinami. Pretože odhadovaná p-hodnota má tenden-
ciu klesať so zvyšujúcou sa veľkosťou vzorky, aplikácia tej-
to metodiky na súbory údajov s veľkou početnosťou vzoriek 

vedie k vyššej pravdepodobnosti zamietnutia nulovej hypo-
tézy(24), čo sa odrazilo aj v našich údajoch (viac ako 1,4 mil. 
RT-qPCR testov). Táto skutočnosť pravdepodobne prispela 
k preukázaniu výrazných rozdielov v pozitivite a priemerných 
hodnotách Ct medzi takmer všetkými kategorizovanými ve-
kovými skupinami. To však neznamená, že pozorovaný výz-
nam nie je skutočný. Naopak, nízke p-hodnoty sú prítomné 
pri veľkých veľkostiach vzoriek, pretože robustnosť údajov 
znamená, že aj malý rozdiel s väčšou pravdepodobnosťou 
odráža skutočný základný rozdiel medzi dvoma súbormi 
údajov. Graf na obrázku 1 determinuje, že pokles mediánu 
Ct bol v súlade so zvyšujúcim sa vekom v kategorizovaných 
podskupinách, čo je podložené aj zistením, že SARS-CoV-2 
pozitívne deti sú zriedkavo „prípadom indexu“ v  prenoso-
vých reťazcoch v rodinách, resp. domácnostiach(25). Hoci na-
še výsledky nie je možné priamo použiť pri analýze efektu 
zatvárania škôl ako potenciálnych ohnísk komunitného šíre-
nia COVID-19, poukazujú na to, že na šírení pandémie sa deti 
školského veku podieľali menšou mierou ako dospelí. K po-
rovnateľným výsledkom dospeli autori z partnerských labo-
ratórií Spadia, a. s., pričom v  ich prípade bolo možné túto 
domnienku s ohľadom na dôsledné sledovanie šírenia pan-
démie práve so zameraním na otváranie a zatváranie škôl 
v Českej republike potvrdiť(26).
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Obrázok 1. Distribúcia Ct pozitívnych diagnostických tes-
tov v kategorizovaných vekových skupinách. Údaje sú zo-
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Zber klinických údajov a biologických vzoriek na využitie v základnom 
a aplikovanom výskume  

Petra Hirjaková, Marianna Jagelková, Michal Lichvár, Ľubomír Arnold, Gabriel Minárik
MEDIREX GROUP ACADEMY, n. o., Nitra

Biobanking je neoddeliteľnou súčasťou mnohých vedeckých alebo klinických štúdií. Cieľom článku je informovať 
o aktuálnom stave realizovaných štúdií, súbore údajov a biologických vzoriek získaných v rámci projektov Me-
direx Group Academy, n. o. (BIOMEDIRES II., PreveLynch, Promedicov, DIACOVID) na použitie v súčasnom, ale aj 
budúcom základnom a aplikovanom výskume, ako aj definovať nové perspektívy a rozvojové stratégie pre vznik-
nutú biobanku biologických vzoriek a klinických údajov. V článku uvádzame príklady zbieraných anamnestických 
a klinických dát a diskutujeme výhody, resp. nevýhody súčasne využívaného prístupu zberu vzoriek a údajov pre 
lepšie nastavenie realizácie klinických štúdií v budúcnosti.
Kľúčové slová: klinická štúdia, výskum, biobanka, biologické vzorky

Collection of clinical data and biological samples for use in basic and applied research
Biobanking is an integral part of many scientific or clinical studies. The article aims to inform about the current 
state of studies, a set of data and results obtained thanks to the Medirex Group Academy projects (BIOMEDIRES 
II., PreveLynch, Promedicov, DIACOVID) for use in current and future basic and applied research and to define 
future perspectives and development strategies for the established biobank of samples and clinical data. In 
the article, we present examples of collected anamnestic and clinical data and discuss various advantages or 
disadvantages of the currently used approach of collecting samples and data for a better adjustment of the 
results of studies in the future.
Keywords: clinical study, research, biobank, biological samples

Newslab, 2023; roč. 14 (1): 21 – 27

Úvod
Výber dizajnu štúdie je najdôležitejším krokom v metodo-

lógii výskumu(1,2). Vhodný dizajn štúdie zaručuje dosiahnutie 
cieľov výskumu, preto je pri výbere dizajnu štúdie potrebné 
zvážiť niekoľko faktorov: formulovaná výskumná hypotéza, 
spôsob výberu účastníkov, spôsob zberu dát a odberu vzo-
riek(1,3). Najpoužívanejší dizajn štúdie na skúmanie genetic-
kého a environmentálneho základu komplexného ochorenia 
je prípadová kontrolná štúdia. Takéto typy štúdií zahŕňajú vy-
šetrenie všetkých prípadov ochorenia (prípady) v porovnaní 
s reprezentatívnou vzorkou bez ochorenia (kontrolou). Prípa-
dy a kontroly sa zvyčajne skúmajú retrospektívne na dôkaz 
genetických a iných rizikových faktorov, ktoré existovali pred 
vypuknutím choroby, a tak pravdepodobne prispeli k rozvoju 
tohto ochorenia(4). Viaceré štúdie tohto typu sme realizovali 
aj v neziskovej organizácii Medirex Group Academy (MGA, n. 
o.) v priebehu rokov 2020 – 2023. Tie sú súčasťou vedecko-
výskumných projektov zameraných predovšetkým na oblasť 
onkológie (BIOMEDIRES II, PreveLynch) a oblasť infekčných 
a civilizačných ochorení (Promedicov, DIACOVID).

Projekt BIOMEDIRES II. je špecificky zameraný na prob-
lematiku karcinómu endometria a endometriálnych patoló-
gií vedúcich k  vzniku karcinómu endometria. Cieľom pro-
jektu je nájsť potenciálne nové diagnostické, prognostické 
alebo terapeutické biomarkery detegovateľné pomocou te-
kutej biopsie, poukazujúce na riziko vzniku/rozvoja rakovi-
ny endometria. Pri hľadaní biomarkerov sa plánuje využitie 

umelej inteligencie, ktorá bude analyzovať výsledky získané 
viacerými laboratórnymi metódami predovšetkým z oblasti 
genomiky, proteomiky alebo glykomiky a bude ich porovná-
vať s dostupnými anamnestickými, klinickými a histologický-
mi údajmi. Súčasťou projektu je klinická štúdia zameraná na 
zisk klinických vzoriek a dát pacientok s endometriálnou pa-
tológiou a karcinómom endometria(5).

Projekt PreveLynch má za cieľ podrobne preskúmať prob-
lematiku dedičných nádorových ochorení spôsobených Lyn-
chovým syndrómom a  preskúmať predpokladané genetic-
ké pozadie vyššej prevalencie vybraných typov nádorových 
ochorení v slovenskej populácii špecificky so zameraním na 
kolorektálny karcinóm. Dôležitým cieľom projektu je vývoj 
menej invazívnych metód skríningu rakoviny založených na 
tekutej biopsii. Zavedenie neinvazívnych skríningových tes-
tov zahŕňajúcich inovatívne metódy by zlepšilo včasný záchyt 
jedincov s vyšším rizikom vzniku kolorektálneho karcinómu 
alebo iných typov karcinómov asociovaných s Lynchovým 
syndrómom, čo by malo za následok celkové zlepšenie zdra-
votného stavu bežnej populácie(6).

Štúdia VA-COVID-19 podporuje dva projekty – Promedi-
cov a  DIACOVID. Oba projekty sú zamerané na ochorenie 
COVID-19 a súvisiace infekčné a civilizačné choroby. Hlav-
ným cieľom projektu Promedicov je vytvorenie (univerzál-
neho) systému pre včasnú a  rýchlu detekciu, identifikáciu 
a diagnostiku nových infekčných ochorení s pandemickým 
potenciálom, implementovaný v pilotnej fáze v priamej sú-
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vislosti s aktuálnou pandémiou COVID-19. Cieľom projektu 
DIACOVID je prostredníctvom výskumu závažných civilizač-
ných ochorení (diabetes mellitus, zápalové črevné ochore-
nia) a  ich komplikácií spôsobených akútnymi ochorenia-
mi dýchacích ciest zameraných na vírusové ochorenia (ako 
modelové ochorenie poslúži COVID-19) získať také poznat-
ky, ktoré umožnia podporu a rozvoj laboratórnych a klinicky 
aplikovateľných inovatívnych postupov pre personalizovanú 
diagnostiku a terapiu takýchto pacientov(7,8).

Do uvedených projektov boli pod odborným dohľadom 
garantov projektov navrhnuté klinické štúdie s ohľadom na 
naplnenie stanovených vedeckých cieľov. Získané vzorky 
pacientov a ich klinické údaje boli uložené v data- a bioban-
ke MGA, z  ktorej spolupracujúce výskumné inštitúcie (Ve-
decký park UK, Slovenská akadémia vied, Geneton, s. r. o.) 
mohli žiadať o výdaj týchto vzoriek a dát na výskum podľa 
ich stanovených vedeckovýskumných aktivít v projekte. Cel-
kovo bolo k dnešnému dňu do uvedených štúdií zapojených 
4 346 participantov s  rôznymi diagnózami (endometriálne 
patológie, karcinóm endometria, kolorektálny karcinóm, Lyn-
chov syndróm, COVID-19, diabetes mellitus, zápalové črevné 
ochorenia, kontrolné skupiny zdravých jedincov) a v bioban-
ke uskladnených celkovo 18 958 vzoriek rôzneho typu ma-
teriálu (venózna krv, stolica, nazofaryngálny výter, natívne 
tkanivo, FFPE bločky). V článku opisujeme aktuálny stav re-
alizovaných klinických štúdií, uvádzame príklady získaných 
anamnestických a klinických dát, biologických vzoriek na po-
užitie v základnom a aplikovanom výskume.

Metódy

Etické komisie a informovaný súhlas pacienta
Klinické štúdie boli pred samotnou realizáciou schválené 

príslušnou multicentrickou a lokálnou etickou komisiou za-
pojených klinických pracovísk. Pre všetky štúdie bola muti-
centrickou etickou komisiou Etická komisia Bratislavského 
samosprávneho kraja (EK BSK), ktorá vydala kladné stano-
viská pod unikátnym číslom pre jednotlivé štúdie (BIOME-
DIRES II. – 06196/2020/HF; PreveLynch – 09834/2020/HF;  
VA-COVID-19 (DIACOVID a Promedicov) – 03228/2021/HF).  
Medzi zapojené nemocničné pracoviská patrila Fakultná ne-
mocnica Trenčín, Nemocnica Agel, Východoslovenský on-
kologický ústav, Národný onkologický ústav, Univerzitná 
nemocnica Bratislava, Nemocnica sv. Michala, Univerzitná 
nemocnica Milosrdní bratia, Všeobecní fakultní nemocnice 
Praha). Všetci pacienti pred zapojením do štúdie podpísali 
informovaný súhlas, v ktorom boli uvedené všetky informá-
cie týkajúce sa výskumu, odberového protokolu a využitia po-
skytnutých informácií a vzoriek na výskumné účely.

Zber anamnestických a klinických údajov
Od participantov zapojených v štúdiách sme získavali via-

cero typov informácií. Okrem anamnézy, ktorá pozostávala 
zo základných fyziologických a antropometrických údajov sa 
zbierali aj informácie o zdravotnom stave participanta, jeho 
klinickej histórii, užívaní liečiv, rodinnej anamnéze, rôzne so-
ciodemografické ukazovatele až po výsledky laboratórnych 
a experimentálnych vyšetrení. Všetky anamnestické a klinic-
ké údaje boli získavané predovšetkým dotazníkovou formou. 
Niektoré časti dotazníkov mohli účastníci vypĺňať sami, išlo 

najmä o časti, ktoré obsahovali otázky zamerané na život-
ný štýl participanta, sociálnodemografické charakteristiky 
participanta. Ďalšiu časť tvorili otázky zamerané na klinickú 
anamnézu participanta a tieto časti vypĺňali spoločne so za-
raďujúcim lekárom, prípadne so sestrou. Pri vybraných diag-
nózach pacientov, napr. v prípade endometriálneho karcinó-
mu, kolorektálneho karcinómu, sa zbierali aj údaje z biopsie, 
ktoré boli získané z histopatologického vyšetrenia realizova-
ného v rámci štandardného diagnosticko-liečebného postu-
pu u pacienta. Niektorým skupinám pacientov boli urobené aj 
odbery na biochemické, sérologické a imunologické vyšetre-
nia. Výsledky týchto vyšetrení sa taktiež zbierali a zapisova-
li do elektronického systému na správu a manažment štúdií.

Odberový protokol

BIOMEDIRES II.
Odberový protokol pre pacientky zapojené do štúdie BIO-

MEDIRES II. pozostával z venóznych odberov krvi a odberu 
tkaniva endometria vykonaného v rámci štandardných diag-
nosticko- liečebných postupov na základe stanovenej diagnó-
zy. Od pacientok s patológiou endometria bolo pred kyretá-
žou získaných 3x 10 ml krvi odobranej do EDTA Vacutainer 
skúmaviek určených na proteomické a  genomické analýzy 
a po kyretáži a ukončení diagnostického procesu boli z pato-
logického pracoviska získané FFPE bločky zdravého a pato-
logického tkaniva. Pacientky s diagnózou, resp. podozrením 
na karcinóm endometria absolvovali odber pred zákrokom 
(hysterektómiou) pozostávajúci z venózneho odberu krvi (3x 
10 ml EDTA Vacutainer) a odberu krvi po zákroku (3x 10 ml 
krvi EDTA Vacutainer). Po operácii boli z tkaniva maternice 
odobrané vzorky natívneho zdravého a nádorového tkaniva 
endometria do 2 ml skúmaviek (Eppendorf) so stabilizačným 
roztokom DNA/RNA Shield (Zymo Research) a po ukončení 
diagnostického procesu boli z patologického pracoviska zís-
kané FFPE bločky zdravého a nádorového tkaniva endometria.

PreveLynch
Do štúdie PreveLych boli zapojené 3 skupiny pacientov 

– kontrolná skupina zdravých jedincov z populácie, pacien-
ti s primárne diagnostikovaným kolorektálnym karcinómom, 
pacienti s Lynchovým syndrómom a ich rodinní príslušníci. 
Odberová schéma sa líšila vzhľadom na danú skupinu pa-
cientov. Kontrolná skupina absolvovala venózny odber krvi 
3x 10 ml do skúmaviek EDTA Vacutainer určený na proteo-
mické a genomické analýzy a odber stolice 1x 10 ml do skú-
mavky so stabilizačným roztokom DNA/RNA Shield (Zymo 
research). Rovnakú odberovú schému absolvovali aj pacien-
ti s Lynchovým syndrómom a ich rodinní príslušníci. Pacien-
ti s diagnózou kolorektálneho karcinómu absolvovali odber 
krvi pred operáciou a po nej (resekcii čreva) v množstve 3x 
10 ml EDTA Vacutainer, odber stolice 1x 10 ml do skúmav-
ky s roztokom DNA/RNA Shield (Zymo research) pred zákro-
kom. Zároveň boli od týchto pacientov získané aj vzorky zdra-
vého a nádorového natívneho tkaniva čreva a FFPE bločky.

Promedicov
Pacienti s rozdielnym priebehom COVID-19 boli súčasťou 

štúdie VA-COVID-19 a projektu Promedicov. V prípade CO-
VID-19 pozitívnych pacientov bez ohľadu na priebeh sa vy-
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konali opakované odbery krvi do biobanky (1x 5 ml krvi do 
sérum gélovej skúmavky, 1x 10 ml krvi do EDTA skúmavky) 
a nazo- a orofaryngálny výter (1x skúmavka s viRNAtrap mé-
diom) v troch termínoch po diagnostikovaní infekcie. V tých-
to termínoch im bol zároveň urobený súbor biochemických, 
sérologických a imunologických vyšetrení na sledovanie vý-
voja infekcie. Pacientom, u ktorých sa infekcia nepotvrdila, 
boli odobrané len vzorky výteru, ktoré ostali po diagnostike 
a boli odoslané do biobanky v skúmavke s viRNAtrap mé-
diom. Pacienti s postkovidovým syndrómom absolvovali od-
ber 1x 10 ml krvi do EDTA skúmavky, ktorá bola uskladnená 
v biobanke na genomické analýzy.

DIACOVID
Do štúdie DIACOVID boli zaradení pacienti, u ktorých bol 

primárne diagnostikovaný diabetes mellitus (DM) a/alebo zá-
palové črevné ochorenie (IBD) (Ulcerózna kolitída alebo Cro-
hnova choroba). Okrem uvedených diagnóz bolo pre týchto 
pacientov ďalším inklúznym kritériom prekonanie ochorenia 
COVID-19. Súčasťou štúdie bol aj nábor jedincov do kontrol-
nej skupiny, u ktorých bol anamnesticky vylúčený DM alebo 
IBD a ktorí prekonali COVID-19. Všetci pacienti absolvovali 
venózny odber krvi 3x 10 ml do EDTA Vacutainer skúmavky 
a odber stolice 1x 10 ml do skúmavky s roztokom DNA/RNA 
Shield (Zymo Research). Pacienti s IBD absolvovali navyše 
odber natívneho tkaniva, ktoré bolo získané biopticky pri en-
doskopickom vyšetrení indikovanom v rámci štandardných 
diagnosticko-liečebných postupov.

Primárne spracovanie a archivácia vzoriek v biobanke
Po doručení vzoriek do laboratória boli niektoré vzorky pri-

márne spracované podľa štandardizovaného protokolu. Krv-

né vzorky odobraté do EDTA Vacutainer skúmavky určené 
na proteomické a genomické analýzy boli spracované jed-
nokrokovou (2 200 g, 10 min, 4 °C) a dvojkrokovou (2 200 g, 
10 min, 4 °C; 16 000 g, 10 min, 20 °C) centrifugáciou a krv-
né vzorky odobraté do sérum gélovej skúmavky boli spraco-
vané jednokrokovou centrifugáciou (3 000 g, 10 min, 4 °C). 
Po centrifugácii boli vzorky uchované v podobe alikvot plnej 
krvi (2-3x 500 µl) , plazmy (proteomika – 2x 500 µl, zvyšné 
alikvoty po 1 800 µl; genomika – 2x 680 µl, zvyšné alikvoty 
po 1 800 µl) alebo séra (2x 1 ml). Vzorky stolíc a výterov boli 
pripravené do podoby 1 ml alikvot a uskladnené v biobanke. 
Natívne tkanivá a FFPE bločky boli uskladnené bez primár-
neho spracovania.

Výsledky

Aktuálny stav náboru pacientov v klinických štúdiách

BIOMEDIRES II.
Nábor pacientov do štúdie BIOMEDIRES II. začal v novem-

bri 2020. Od tohto obdobia sme do štúdie postupne zapájali 
rôzne klinické pracoviská z celého Slovenska. Nábor pacien-
tok do vetvy endometriálne patológie (EP) prebiehal v 6 gyne-
kologických ambulanciách/pracoviskách (Bari group, s. r. o., 
Gynecare, spol. s r. o., Gyneka, s. r. o., GYN. CENTRUM, spol. 
s r. o., Nemocnica Agel Košice Šaca, a. s., Nemocničná, a. s. 
– gynekologická ambulancia, Univerzitná nemocnica Brati-
slava-Ružinov – onkogynekologická ambulancia). Pacient-
ky s diagnózou endometriálneho karcinómu boli zaradené 
na špecializovaných onkogynekologických pracoviskách 
v 5 nemocniciach (Nemocnica Agel Košice-Šaca, Východo-
slovenský onkologický ústav, Fakultná nemocnica Trenčín, 

Tabuľka 1. Súbor vybraných základných fyziologických a antropometrických anamnestických informácií (pohlavie, vek, výška, váha, ob-
vod pása, BMI) zbieraných u pacientov v realizovaných štúdiách (aktualizované k 31. 3. 2023). 

Počet 
zaradených 
pacientov

Počet 
pacientov 

s kompletným 
dotazníkom

Pohlavie Priemerný 
vek

Median 
(cm)

Priemerná 
výška 

Medián 
(cm)

Priemerná 
váha 

Medián 
(kg)

Obvod 
pása 

Medián 
(cm)

BMI
Skupina pacientov Muž Žena

N N N % N %

BIOME-
DIRES II.

EP 1508 1503 0 0,00 % 1503 100,00 % 48 165 73 x x
EC 268 257 0 0,00 % 257 100,00 % 66 164 83 x x

Preve-
Lynch

PS 1034 998 350 35,07 % 648 64,93 % 29 171,5 65,5 78 22
CC 194 161 84 52,17 % 77 47,83 % 63 170 78 80 26
LF 98 97 32 32,99 % 65 67,01 % 46 168 70 80 24

DIACOVID

DM+ 50 48 25 52,08 % 23 47,92 % 49,5 174 88,5 94 27,5
IBD+ 53 52 29 55,77 % 23 44,23 % 39 176 77,5 90 24
DM+IBD+ 12 11 5 45,45 % 6 54,55 % 55,5 172 90 100 28
Kontrolná skupina 154 153 37 24,18 % 116 75,82 % 34 170 68 81 22

Prome- 
dicov

COVID negat. 288 281 146 51,96 % 135 48,04 % 40 175 78 80 25
COVID pozit. - asymptomatickí 46 46 26 56,52 % 20 43,48 % 42 176,5 78 89 25
COVID pozit. - mierny priebeh 305 305 126 41,31 % 179 58,69 % 39,5 172 75 88 24
COVID pozit. - ťažký priebeh 78 75 43 57,33 % 32 42,67 % 63,5 170 88 0 29
Postcovidový syndróm 258 256 138 53,91 % 118 46,09 % 58 172 90 107 30

Všetky 
štúdie 4346 4243 1041 24,53 % 3202 75,47 % 48 171 79 81 26

EP – Endometriálna patológia; EC-Endometriálny karcinóm; PS – Populačná štúdia; CC – kolorektálny karcinóm, LF – Lynchove rodiny; DM + – pacien-
ti s diabetes mellitus; IBD+ – pacienti so zápalovým črevným ochorením; DM+IBD+ – pacienti s diabetes mellitus a zápalovým črevným ochorením
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Všeobecní fakultní nemocnice Praha, Národný onkologický 
ústav). Do konca marca 2023 v štúdii evidujeme zaradených 
1 508 pacientok s endometriálnou patológiou a 268 pacien-
tok s karcinómom endometria (tabuľka 1).

PreveLynch
Nábor pacientov do štúdie PreveLynch bol spustený v má-

ji 2021 v gastroenterologickom centre v Bratislave (IBD cen-
trum). Toto centrum zabezpečuje nábor pacientov do popu-
lačnej vetvy štúdie a tiež do vetvy pacientov s Lynchovým 
syndrómom. V populačnej vetve je zaradených 1 034 pacien-
tov a vo vetve Lynchove rodiny 96 pacientov (stav k 31. mar-
cu 2023). Pacienti s diagnózou kolorektálneho karcinómu 
boli zaraďovaní do štúdie na chirurgických klinikách 6 ne-
mocníc (Nemocnica Agel Košice-Šaca, Univerzitná nemocni-
ca s poliklinikou Milosrdní bratia, Národný onkologický ústav, 
Univerzitná nemocnica sv. Michala, Univerzitná nemocnica 

Bratislava-Kramáre, Fakultná nemocnica Trenčín). Súčasťou 
tejto vetvy štúdie je 194 pacientov (stav k 31. marcu 2023) 
(tabuľka 1).

Promedicov
Nábor pacientov s  diagnózou COVID-19 začal v  aprí-

li 2021. Pacientov s bezpríznakovým a miernym prejavom 
ochorenia, prípadne kontrolnú skupinu COVID negatívnych 
sme získavali prostredníctvom odberových centier Medirex, 
a. s., 2 nemocničné pracoviská zabezpečovali nábor pacien-
tov s ťažkým priebehom COVID-19 (Univerzitná nemocnica 
Bratislava-Kramáre, Univerzitná nemocnica Bratislava-Ruži-
nov). Sanatórium Dr. Guhra v Tatranskej Polianke bolo zapo-
jené do náboru pacientov s postkovidovým syndrómom. Ná-
bor pacientov je ukončený a aktuálny stav počtu zaradených 
pacientov v  jednotlivých skupinách predstavuje 288 COVID 
negatívnych, 48 COVID pozitívnych asymptomatických, 305 

Graf 1. Zastúpenie krvných skupín u pacientov podľa štúdie a zaradenia do skupiny v štúdii a celkové zastúpenie krvných skupín bez 
ohľadu na zaradenie do štúdie prípadne skupiny v štúdii (aktualizované k 31. 3. 2023).
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COVID pozitívnych s miernym priebehom, 78 COVID pozitív-
nych s ťažkým priebehom a 258 pacientov s postkovidovým 
syndrómom (tabuľka 1).

DIACOVID
Nábor pacientov do štúdie DIACOVID sa začal v júni 2022 

v gastroenterologickom centre IBD a na internej klinike Uni-
verzitnej nemocnice Bratislava-Ružinov. V tejto štúdii aktu-
álne evidujeme 50 pacientov s diagnózou DM, 53 pacientov 
s IBD, 11 pacientov s IBD a DM a 154 pacientov v kontrolnej 
skupine (stav k 31. marcu 2023) (tabuľka 1).

Analýza vybraných anamnestických a klinických údajov
Súčasťou odberovej schémy u  všetkých pacientov bolo 

získanie anamnestických a  klinických informácií prostred-
níctvom anamnestického dotazníka, ktorý vypĺňal samotný 
pacient, prípadne lekár s pacientom, ak išlo o zložitejšie typy 
otázok ako napríklad klinická alebo rodinná anamnéza. Pri re-
alizácii bolo naším cieľom získať čo najkonzistentnejšie dáta 
o pacientoch naprieč štúdiami, aby sme v prípade potreby ve-
deli tieto dáta porovnávať aj medzi pacientmi z rôznych štú-
dií a získali sme tak viac informácií aj pre prípadné použitie 
v budúcom výskume. Príkladom rovnakých dát, ktoré sa zbie-
rali naprieč štúdiami, sú základné antropometrické a fyziolo-
gické informácie o účastníkovi. Na účely tohto článku sme 
si vybrali na porovnanie niekoľko základných údajov o parti-
cipantovi, ako je pohlavie, vek, výška, váha, obvod pása, BMI. 
Detailné výsledky z analýzy týchto údajov u participantov za-
radených v jednotlivých štúdiách a skupinách, ako aj sumár-
ne výsledky za všetky štúdie sú zhrnuté v  tabuľke 1. Hoci 
celkovo bolo do štúdií zaradených 4 346 participantov, anam-
nestický dotazník k 31. marcu 2023 vyplnilo 4 243 pacientov. 
Z analyzovaných informácií vyplýva, že v súbore zaradených 
pacientov máme 75,47 % žien a 24,53 % mužov. Priemerný 
vek pacientov v súbore je 48 rokov. Priemerná výška pacien-
tov je 171 cm, hmotnosť 79 kg, obvod pása 81 cm a BMI 26. 
V štúdii BIOMEDIRES II. sa údaje ako obvod pása, BMI a krvná 
skupina nezbierali. Tieto údaje plánujeme v budúcnosti využiť 
pri koreláciách s výsledkami experimentálnych analýz a budú 
primárne vyhodnocované na úrovni jednotlivých štúdií.

Súčasťou základných fyziologických a antropometrických 
informácií, ktoré sa u pacientov zisťovali, bola aj krvná sku-
pina a vzdelanie. V súbore máme najvyšší podiel pacientov 
s krvnou skupinou A (27,78 %) a 0 (22,68 %), menej sa vy-
skytujú pacienti s krvnou skupinou B (13,46 %) a najmenej 
so skupinou AB (6,89 %). Podrobné rozdelenie výskytu krv-
ných skupín u pacientov zaradených v jednotlivých vetvách 
štúdií nájdete v grafe 1. Ďalším sledovaným parametrom bo-
lo vzdelanie. Z analýzy vyplýva, že 52 % participantov uvied-
lo ako svoje najvyššie dosiahnuté vzdelanie stredoškolské, 
43  % dosiahlo vysokoškolské vzdelanie a  5  % pacientov 
ukončilo základné vzdelanie (graf 2).

V štúdiách sme zbierali aj vybrané demografické a klinické 
informácie dotazníkovou formou, medzi ktoré patrila podrob-
ná klinická anamnéza pacienta so zameraním na akútne ale-
bo prekonané ochorenia, absolvovanie transfúzie, transplan-
tácie, užívané liečivá, podrobná rodinná anamnéza. Všetky 
tieto informácie budú vyhodnocované a korelované s výsled-
kami jednotlivých štúdií a niektoré z nich môžu byť v budúc-
nosti vyhodnocované medzi štúdiami. Pri každej zo štúdií sa 
zbierali aj štúdiovo špecifické dáta, ktoré sa vzťahovali len 
na určitú skupinu/skupiny participantov s danou diagnózou. 
Na účely tohto článku sme si vybrali ako príklad zbieraných 
klinických dát výsledky imunohistochemického (IHC) vyšet-
renia mismatch repair proteínov (MMR), ktoré bolo realizova-
né u pacientov s kolorektálnym karcinómom a s karcinómom 
endometria v rámci štandardných diagnosticko-liečebných 
postupov a výsledky tohto vyšetrenia zapísal na účely štú-
die vyšetrujúci patológ formou vyplnenia bioptického nále-
zu do informačného systému. Imunohistochemické vyšetre-
nie MMR proteínov slúži na primárnu selekciu potenciálnych 
prípadov s Lynchovým syndrómom. Najčastejšie sa vyšet-
ruje strata expresie Mlh1, Msh6, Msh2 a Pms2 MMR prote-
ínov. Neprítomná expresia jedného alebo viacerých MMR 
proteínov môže poukazovať na Lynchov syndróm, a preto je 
potrebné na potvrdenie/vylúčenie diagnózy Lynchovho syn-
drómu vykonať genetickú analýzu(9). V štúdii BIOMEDIRES II. 
sme mali k dispozícii výsledky imunohistochemického vyšet-
renia 182 pacientov s endometriálnym karcinómom a v štú-
dii PreveLynch boli tieto výsledky dostupné u 150 pacientov 

Graf 2. Najvyšší typ dosiahnutého vzdelania u  pacientov 
zaradených v  štúdiách bez ohľadu a  typ štúdie alebo skupinu 
pacientov v štúdii. 

VŠ – vysoká škola; SŠ – stredná škola; ZŠ – základná škola

Graf 3. Príklad vybraných sledovaných klinických údajov 
u pacientov s endometriálnym a kolorektálnym karcinómom zo 
štúdie BIOMEDIRES II. a PreveLynch – Strata expresie proteínov 
MMR systému detegovaná na základe výsledkov imunohisto-
chemického vyšetrenia.
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Graf 4. Počet a percentuálne zastúpenie primárnych vzoriek v bi-
obanke MGA podľa typu biologického materiálu zozbieraného 
v priebehu 4Q/2020 - 1Q/2023 z klinických štúdií BIOMEDIRES II., 
PreveLynch, DIACOVID, Promedicov.

s kolorektálnym karcinómom. Stratu expresie aspoň jedného 
z proteínov MMR systému sme detegovali u 73 pacientok zo 
štúdie BIOMEDIRES II. a u 23 pacientov zo štúdie Prevelynch. 
Celkovo bola strata expresie niektorého z MMR proteínov de-
tegovaná u 28,9 % pacientov z celkového počtu pacientov 
s dostupným výsledkom IHC. Najčastejšie bola detegova-
ná strata expresie proteínu Mlh1 (21,4 %) a proteínu Pms2 
(22 %). Menej častá bola strata proteínu Msh6 (3 %) a Msh2 
(2,7 %) (graf 3). Vzorky týchto pacientov boli vybrané na celo-
genómovú analýzu, ktorá sa vykonáva v rámci predmetných 
štúdií. Táto analýza by mala diagnózu Lynchovho syndrómu 
potvrdiť alebo vylúčiť.

Aktuálny stav vzoriek v biobanke
V súčasnosti (k 31. marcu 2023) je biobanka úložiskom 

18 958 rôznych biologických vzoriek (krv, stolica, nazofary-
ngálny výter, natívne tkanivo, FFPE bločky) uskladnených vo 
forme alikvot získaných od 4 346 pacientov zúčastňujúcich 
sa na projektoch BIOMEDIRES II., PreveLynch, Promedicov 
a DIACOVID. Prvé vzorky sa začali zbierať v novembri 2020 
(štúdia BIOMEDIRES II.), v  máji 2021 (štúdia PreveLynch), 
v apríli 2021 (štúdia Promedicov) a v júni 2022 (štúdia DIA-
COVID). V biobanke je uskladnených 13 523 krvných vzoriek, 
1 949 FFPE, 1 544 vzoriek stolíc, 1 190 vzoriek nazo- a orofa-
ryngálnych výterov a 752 vzoriek natívnych tkanív. Percentu-
álne zastúpenie vzoriek v biobanke je znázornené v grafe 4. 
Zber a uchovávanie vzoriek v biobanke pokračuje počas celé-
ho trvania jednotlivých projektov. Archivovaný biologický ma-
teriál sa postupne využíva na rôzne typy analýz (genomika, 
proteomika, glykomika, sérológia, imunológia, histológia). 
Doteraz bolo pre participujúce partnerské výskumné organi-
zácie (Slovenská akadémia vied, Vedecký park Univerzity Ko-
menského, Medirex Group Academy, Geneton, s. r. o.) uvoľ-
nených viac ako 2 500 alikvot na genomickú a proteomickú 
analýzu zo vzoriek výterov, plazmy, plnej krvi, natívnych vzo-

riek zdravého a nádorového tkaniva. Výsledky realizovaných 
experimentálnych analýz sú aktuálne vo fáze spracovania 
a budú súčasťou odborných publikácií, ktoré budú postupne 
publikované v priebehu rokov 2023, 2024 a 2025.

Diskusia
Pri realizácii akéhokoľvek klinického výskumu je dôležité 

zvážiť, aké údaje a vzorky má zmysel zbierať na overenie hy-
potézy a dosiahnutie cieľov predmetného výskumu. Zbierať 
príliš veľa údajov je niekedy kontraproduktívne a môže pred-
stavovať zbytočnú záťaž pre účastníkov štúdie, ako aj viesť 
k zberu údajov, ktoré nebudú použité, analyzované a prezen-
tované vo vedeckej publikácii. Preto je dôležité pred zača-
tím každej štúdie identifikovať skupiny dát, ktoré sú v kontex-
te skúmanej problematiky zaujímavé, majú význam a prínos 
pre následnú analýzu, a to výrazne pomôže nastaviť optimál-
ny a efektívny spôsob zberu dát(10). Zo skúseností z realizo-
vaných štúdií sme zistili, že najlepšou formou zberu dát pre 
klinické štúdie, ktoré najčastejšie realizujeme, je dotazníková 
forma. Pri niektorých štúdiách boli dotazníky pripravené prí-
liš detailne, zdĺhavo a odborne, čo negatívne ovplyvnilo mie-
ru ich vyplnenia účastníkmi štúdie. Do budúcna by sme sa 
chceli zamerať na skrátenie a  zjednodušenie anamnestic-
kých a klinických dotazníkov, aby sme získali čo najviac pod-
statných informácií v čo najlepšej možnej kvalite. Pri reali-
zácii štúdií sa osvedčilo využitie elektronického systému, do 
ktorého mali prístup lekári, ktorí vedeli dotazník, ale aj iné in-
formácie vyplniť priamo elektronicky, čo umožnilo okamži-
tý prístup k dátam pre koordinátorov jednotlivých štúdií, ale 
aj participujúcich vedcov. S využívaním elektronického sys-
tému by sme chceli pokračovať aj pri ďalších štúdiách. Pri 
nastavovaní odberových schém, ktorých súčasťou bol zber 
biologického materiálu do biobanky, by v budúcnosti bolo prí-
nosné prekonzultovať návrh odberovej schémy s odborníkmi, 
klinikmi, ktorí budú spolupracovať na nábore pacientov tak, 
aby boli odbery robené pre výskum čo najviac v súlade so 
štandardnými diagnosticko-liečebnými postupmi a tak, aby 
bola fyzická, ale aj časová záťaž pre zapojeného pacienta 
a lekára čo najmenšia a čo najmenej narúšala ich štandardné 
postupy. Naším dlhodobým cieľom je pokračovať v budovaní 
biobanky biologických vzoriek a klinických dát, preto plánu-
jeme v realizácii ďalších klinických štúdií pokračovať a ďa-
lej pracovať na vylepšovaní a optimalizovaní procesov zberu 
dát, vzoriek a biobankingu.

Poďakovanie
Táto publikácia vznikla vďaka podpore v rámci Operačné-
ho programu Integrovaná infraštruktúra pre projekt: Vý-
skum progresívnych metód diagnostiky COVID-19 a bio-
markerov umožňujúcich skorú detekciu jedincov so 
zvýšeným rizikom ťažkého priebehu ochorenia, kód ITMS: 
313011ATA2, spolufinancovaný zo zdrojov Európskeho 
fondu regionálneho rozvoja.



271/2023

Pôvodné práce

LITERATÚRA
1. Omair A: Selecting the appropriate study design for your research: de-
scriptive study designs. J Health Spec. 2015, 3: 153–156. 10.4103/1658-
600X.159892
2. Gange SJ, Golub ET: Study Design. Infectious Disease Epidemiology: 
Theory and Practice, 3rd Edition. Nelson KE, Williams CM (ed): Jones & 
Bartlett Learning, Burlington; 2014. 45–76.
3. Bickman L, Rog DL: Applied Research Design: A Practical Approach. 
The SAGE Handbook of Applied Social Research. Bickman L, Rog DL (ed): 
SAGE Publications, London; 2009. 3–46. 10.4135/9781483348858.n1
4. Manolio TA, Bailey-Wilson JE, Collins FS. Genes, environment and the 
value of prospective cohort studies. Nat Rev Genet. 2006 Oct; 7(10): 812–
820. doi: 10.1038/nrg1919. PMID: 16983377.

5. https://www.medirexgroupacademy.sk/projekt/biomedires-ii/
6. https://prevelynch.sk/
7. https://www.medirexgroupacademy.sk/projekt/promedicov-19/
8. https://diacovid.sk/
9. Umar, A., et al. Revised Bethesda Guidelines for hereditary nonpoly-
posis colorectal cancer (Lynch syndrome) and microsatellite instability. J 
Natl Cancer Inst, 2004. 96(4): p. 261–268.
10. Saczynski JS, McManus DD, Goldberg RJ. Commonly used data-col-
lection approaches in clinical research. Am J Med. 2013 Nov; 126(11): 
946–950. doi: 10.1016/j.amjmed.2013.04.016. Epub 2013 Sep 16. PMID: 
24050485; PMCID: PMC3827694.

Mgr. Petra Hirjaková
MEDIREX GROUP ACADEMY,  n. o.

Novozámocká 67, 949 05 Nitra
e-mail: Petra.Nemcova@medirexgroup.sk

https://dx.doi.org/10.4103/1658-600X.159892
https://dx.doi.org/10.4103/1658-600X.159892
https://dx.doi.org/10.4103/1658-600X.159892
https://dx.doi.org/10.4103/1658-600X.159892
file:///T:/2023/%c4%8cASOPISY/01_%c4%8cASOPISY/NEWSLAB/NEWSLAB_1-2023/TXT/_blank
https://dx.doi.org/10.4135/9781483348858.n1
https://dx.doi.org/10.4135/9781483348858.n1
https://www.medirexgroupacademy.sk/projekt/biomedires-ii/
https://prevelynch.sk/
https://www.medirexgroupacademy.sk/projekt/promedicov-19/
https://diacovid.sk/
mailto:Petra.Nemcova@medirexgroup.sk


28 1/2023

Pôvodné práce

Clinically relevant RNA-virus whole genome assembly testing on 
metatranscriptomic data gained directly from COVID-19 clinical 
samples 

Dominik Hadzega, Klaudia Babisova, Patrik Krumpolec, Michaela Hyblova, Oliver Petrovic, 
Gabriel Minarik
MEDIREX GROUP ACADEMY, n. o., Nitra

Recent pandemics of COVID-19 showed importance of modern methods of molecular biology and bioinformatics 
in understanding and dealing with such events. In our project, we were sequencing nasopharyngeal swabs from 
COVID-19 patients. Here in this study, which is a part of mentioned bigger project, we bring brief report of testing 
RNA virus assembly possibilities for short read Illumina sequencing. We were dealing with metatranscriptomic 
data from COVID-19 positive patients. There are multiple options of assemblers for RNA genomes. We tested 
performance of multiple strategies of genome assembly by SPAdes and Trinity. We were evaluating and compa-
ring quality of assemblies with help of Quast tool. We observed, that outcome of assembly is affected by cho-
sen strategy, but we were able to construct genomes only from our short-read sequencing even de novo without 
using reference genome. Additionally, we assigned assembled genomes to SARS-CoV-2 lineage.
Keywords: RNA virus genome assembly, SPAdes, Trinity, SARS-CoV-2, RNA-seq

Skladanie genómu klinicky relevantných RNA vírusov z klinických vzoriek pochádzajúcich od COVID-19 pacientov
Počas pandémie ochorenia COVID-19 sa dostali do popredia viaceré moderné metódy molekulárnej biológie 
a bioinformatiky, ktoré nám pomáhali lepšie porozumieť pandémii a pomáhali s ňou bojovať. V tejto publikácii, 
ktorá je súčasťou väčšieho projektu sekvenovania nazoferyngálnych sterov s cieľom štúdie ochorenie COVID-19, 
sme sa venovali testovaniu skladania genómov RNA vírusov z krátkych čítaní z Illumina sekvenovania. Dáta od 
pacientov s COVID-19 analyzované v štúdii mali charakter metatranskriptómového sekvenovania. V súčasnosti 
je k dispozícii niekoľko softvérov vyvinutých na skladanie RNA genómov. My sme testovali úspešnosť niekoľkých 
stratégií skladania genómov s nástrojmi SPAdes a Trinity. Vyhodnocovali sme a porovnávali kvalitu poskladaných 
genómov s pomocou nástroja Quast. Ukázalo sa, že výsledok je naozaj ovplyvnený zvolenou stratégiou, pričom 
sme však boli z našich krátkych čítaní schopní zostaviť genómy aj na spôsob de novo bez použitia referenčného 
genómu. Poskladané genómy sme priradili variantom vírusu SARS-CoV-2.
Kľúčové slová: skladanie genómu RNA vírusu, SPAdes, Trinity, SARS-CoV-2, RNA sekvenovanie

Newslab, 2023; roč. 14 (1): 28 – 32

Introduction
In this study we aimed to test possibility of assembling 

whole genomes of RNA viruses from short reads metatran-
scriptomic sequencing. There are several genome assem-
blers that are commonly used for this purpose. Here we tes-
ted SPAdes and Trinity(1,2). However, there are other choices, 
for example AbySS(3), Velvet(4), IDBA(5) or Oases(6). Different 
assemblers vary depending on the specific characteristics 
of the RNA sequencing data and the species being studied. 
Hölzer and Marz (2019) identified several factors that af-
fects quality of transcriptomic assembly, including read 
length, sequencing depth, and transcriptome complexity(7). 
From these results imply it is necessary to evaluate the per-
formance of different assemblers on a case-by-case basis.

There are multiple parameters that can be evaluated qu-
ality of the assembly. One is Contiguity, which measures the 
length of the contigs and scaffolds produced by the assem-
bly. Standard metrics used here are N50, L50 or N90 values. 

Other is completeness, measured by the proportion of the 
genome that has been assembled. Then there is accuracy, 
or in different words - how well the assembled genome mat-
ches the true sequence of the virus.

Here we assembled viral genomes directly from nasopha-
ryngeal swabs samples of COVID-19 patients, evaluated qu-
ality of assemblies and assigned them to SARS-CoV-2 line-
ages.

Methods

Study Approval
Sample collection was performed as part of the clini-

cal study approved by the Ethical committee of Bratislava 
Self-Governing District under the identifier 03228/2021/HF 
from January 12, 2021. All patients have filled the question-
naires with relevant information regarding their health status 
in relation to COVID-19 and signed informed consent.
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Sample preparation

Samples
Nasopharyngeal swabs from COVID-19 suspected pa-

tients were gained in the two basic regimes. The patients 
hospitalized with middle to severe disease symptoms were 
recruited to the study in the cooperating hospitals. Patients 
with mild or any disease symptoms were recruited in the 
SARS-CoV-2 testing facilities of Medirex Inc. routinely col-
lecting and analyzing samples from the population in the CO-
VID-19 pandemic.

Nucleic acid extraction
Nasopharyngeal swabs specimens were collected from 

COVID-19 patients and controls and stored in viRNAtrap col-
lection medium (GeneSpector, Czech Republic) at 4 °C. Total 
nucleic acid was extracted using Sera-Xtracta Virus/Pathogen 
Kit (Cytiva, UK) according to manufacturer instruction. 400 μl 
of the nasopharyngeal swab medium was used for nucleic 
acid extraction with final elution to 50 μl of nuclease-free wa-
ter. RNA was quantified with the Qubit™ RNA High Sensitivi-
ty Assay Kit (Invitrogen). RNA isolates were stored at -80 °C.

RNA library preparation and sequencing
The metatranscriptomic libraries were prepared using 

KAPA RNA HyperPrep Kit with RiboErase (HMR) (Kapa Bio-
systems, South Africa) according to the original protocol of 
manufacturer. For quantity and quality control of prepared 
libraries a Qubit 1X dsDNA High Sensitivity Assay Kit on Qu-
bit 3.0 (Ivitrogen) and Agilent High Sensitivity DNA Kit on 
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent) instruments were used. 
Sequencing of pooled libraries was performed on NextSeq 
500 and NextSeq 2000 (Illumina) platforms using 2x75 or 
2x100 paired-end sequencing setup, respectively.

Data analysis

Quality Control and Data Preparation for Analysis
First step of any analysis of RNA-seq data is quality con-

trol and this step was done by FastQC v0.11.9(8). Reads were 
processed by Trimmomatic v0.39 (CROP:96 HEADCROP:10 
LEADING:22 TRAILING:22 SLIDINGWINDOW:4:22 MIN-
LEN:25 and our own set of adapter sequences were used in 
ILLUMINACLIP step)(9). Parameters were chosen according 
to FastQC results.

Reads mapping
Reads were mapped to the human genome hg38 by 

BWA-MEM algorithm of bwa v0.7.17 package(10). Reads we-
re mapped as paired set, otherwise parameters of mapping 

were set to default. Same way it was done on SARS-CoV-2 
genome.

Genome assembly
We performed an assembly of SARS-CoV-2 genome using 

coronaspades.py tool from Spades. We tested multiple stra-
tegies of assembly. In 2 strategies we proceeded with reads 
mapping on SARS-CoV-2 genome. Reads mapped by BWA-
MEM were extracted using samtools view from samtools 
v1.6(11) and Picard SamToFastq from Picard v2.27.4(12) Sub-
sequently, Spades and Trinity assemblers were applied(1,2). 
In other cases, we tested Spades assembler on reads that 
didn’t map to human genome hg38. All strategies tested are 
shown on the Table 1.

For deeper evaluation and comparison of performance 
(resemblance to a reference genome, N50 value and other 
values), we used command line (Conda) instance of Quast 
software(13).

Scaffolds taxonomy classification
Sacaffolds were classified by Galaxy version 2.10.1. of 

Blast, with megablast algorithm(14). Databases NCBI NT, Ref-
SeqRNA, SILVA rRNA and Metagenomes & metatranscripto-
mes DB were used as subject database. Number of hits we-
re limited to 1.

SARS-CoV-2 lineage assignment
To assign assembled scaffolds with SARS-CoV-2 lineage, 

Nextstrain web-based tool was used (https://clades.next-
strain.org/, accesed on 20.04.2023). For confirmation, we 
used Galaxy pipeline - „Mutation calling, viral genome recon-
struction and lineage/clade assignment from SARS-CoV-2 
sequencing data“(15), with reads mapping on SARS-CoV-2 ge-
nom as an input. First step of the pipeline is variation analy-
sis with key components: BWA-MEM for mapping, Lofreq for 
variant calling and SnpEff for variants’ annotation(16,17). Then, 
next step is variant reporting. The third step is to generate 
consensus sequences and then identify SARS-CoV-2 clades/ 
lineages by Pangolin and Nextclade(18,19).

Results
We sequenced in total 79 samples from COVID-19 positi-

ve human patients. We performed an assembly of the SARS-
CoV-2 genome using Spades and Trinity assemblers. We 
used multiple algorithms and strategies of assembly of Spa-
des and compared it between each other and with Trinity as-
sembler.

First, we tested assembly with all advantages we have – 
using reference genome and Spades mode for assembly of 
SARS-CoV-2 genome. Secondly, we observed if there would 

Table 1. Strategies of SARS-CoV-2 assembly.

Strategy Reads filtering Assembler Mode
1 mapping on SARS-CoV-2 genome coronaspades.py
2 not mapping on human hg38 genome coronaspades.py
3 not mapping on human hg38 genome Spades --rna
4 not mapping on human hg38 genome Spades --rnaviral
5 mapping on SARS-CoV-2 genome Trinity

https://clades.nextstrain.org/
https://clades.nextstrain.org/
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be difference if we give up advantage of filtering reads by 
mapping on SARS-CoV-2, so all reads that didn’t map on hu-
man genome were used as an input for an assembly. Howe-
ver, to test the ability of assembling genome of unknown 
RNA viruses, we needed to test another strategies - Spades 
modes for assembly of transcriptome or RNA viruses (spa-
des with --rna and --rnavirus modes). We also tried another 
widely used transcriptome assembler Trinity. To compare its 
performance for our purpose to performance of Spades, we 
assembled genomes from reads mapping to SARS-CoV-2.

To evaluate quality of assemblies we used multiple pa-
rameters, as it is shown on the Table 2. To complexly eva-
luate qualities of assemblies, software Quast was used. Re-
sults from strategies using human unmapped reads instead 
of SARS-CoV-2 reads are influenced by RNA from other orga-
nisms – some human RNAs left in data and bacterial RNA. 
Because of this influence, there are additional contigs in-
fluencing quality metrics. However, “largest alignment” and 
“genome fraction” statistic show, that many genomes were 
assembled as whole or in large fragments, it is only necessa-
ry to add one more step of cleaning additional contigs. Also, 
this is better shown by NGA50 statistic, counting with only re-
ference-aligned contigs. This statistic shows similar values 
for all strategies used. In total 42 assemblies covered at le-
ast 98% of the reference genome (some of them fragmented 
in more scaffolds). From most of the quality metrics it see-
ms using mapping to the reference genome brings advanta-
ge to assembly procedure as expected. Here, some metrics 
were in favour of Spades, others with Trinity. Spades results 
were cleaner – with high quality and containing fewer small 
fragments not incorporated into genome and contigs of di-
fferent origin (using coronaspades.py). It is also shown the 
assembly with filtering out only host reads can produce com-
plete or almost complete genomes too. Here, it is possible 
to use modes for coronavirus, RNA or RNA virus. Differen-
ce is in cleanliness of the results, since non-specific assem-
bly modes produce contigs unaligned to the reference geno-
me. The possibility of assembly in all strategies is graphically 
shown in the Figure 1.

From scaffolds produced by SPAdes from human-un-
mapped reads, none of the clinically relevant viruses (other 
than SARS-CoV-2) were identified by Blast (scaffolds 

Table 2. Basic stats for assembly qualities for different strategies (As they are numbered in Table 1 in Methods section). For better un-
derstanding of statistics used by Quast, please see the authors’ paper (Gurevich et al., 2013).

Mean of assembly stats strategy1 strategy2 strategy3 strategy4 strategy5
N50 24955.39 13924.6 1438.31 1140.62 23271.15
N90 24098.5 4881.32 617.44 574.74 8583
NGA50 25968.11 26133.12 25561.3 24464.98 24282.3
NG90 26334.36 21637.39 20540.79 17102.78 25019.87
Largest alignment 25179.96 23776.4 23362.27 22285.85 23707.04
Genome fraction 94.86 89.91 90.42 90.11 94.68
GC % deviation from reference 0.16 3.05 8 7.25 0.66
Number of samples with values fitting criteria
Genome fraction > 98 42 39 42 42 46
Genome fraction > 50 44 43 43 43 51
Largest alignment > 28 000 36 35 34 21 37
Largest alignment > 10 000 37 38 38 38 40

Figure 1. Quast histograms of genome fractions showing portion 
of reference genome being assembled (A) and Complete genom-
ic features in assembled genomes (B) for all strategies used for 
genome assembly (1 – Coronaspades on SARS-CoV-2 mapped 
reads, 2 – Coronaspades on human unmapped reads, 3 – Spades 
--rna on human unmapped reads, 4 – Spades-rnavirus on human 
unmapped reads, 5 – Trinity on SARS-CoV-2 mapped reads) as 
one of the quality metrics, shown by samples. In the graph, all at 
least partially assembled samples are shown. Every column in the 
graph represents completeness of assembly in one of the samples.
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> 1000 nt were classified). Other scaffolds were mostly bac-
terial and human origin, some tree plants sequences alig-
ned (Pinus strobus, Picea abies and Picea asperata). In few 
samples there were fragments of clinically irrelevant viruses 
up to 5000 nt (Pepino mosaic virus, Gallus gallus retrovirus, 
Apple mosaic virus, Picobirnavirus).After genome assembly 
we were able to look into assembled scaffolds and assign 
them to SARS-CoV-2 lineages. Most of the complete geno-
mes assembled by coronaspades.py have been successfully 
assigned. The most frequent were variants alpha (clade 20I), 
then variants delta (21L) and few omicron variants (21 J). 
Assignment of contigs by nextclade is shown on Figure 2.

Discussion
This study is a part of a bigger project about human tran-

scriptome and microbiome of COVID-19 patients. Here, on 
data generated for mentioned project, we tested possibility 
of assembling SARS-CoV-2 virus from short Illumina sequen-
cing data with properties of metatranscriptomic sequen-
cing (containing mainly human transcripts, but also various 

Figure 2. Scaffolds assignment to SARS-CoV-2 lineages / WHO variants.

amounts of SARS-CoV-2 and microbial transcripts). We tes-
ted assembly strategies using advantages of available refe-
rence genome of SARS-CoV-2 or advantages of assembler 
mode built for the virus (coronaspades.py from SPAdes pac-
kage), but also assembly ignoring these advantages to test 
possibilities of assembling unknown RNA virus without pre-
viously assembled genome. Results showed, that filtering re-
ads to keep only those mapping to the virus genome helps to 
get cleaner assemblies (with higher quality, with less contigs 
from different organisms), so does the use of assembler mo-
de specifically designed for SARS-CoV-2 as expected. More 
interesting results were about testing assembly without using 
reference genome to separate SARS-CoV-2 reads and with 
more general modes of SPAdes (--rna and --rnaviral). Here, on-
ly human reads were filtered out. Although results are messier 
compared to previous, it was still possible to assemble viral 
scaffolds covering most of the reference genome. Additio-
nal contigs were the most notable problem, although statistic 
NGA50 ignoring unaligned contigs showed real performance 
might not be so bad. Filtering final contigs from human and 
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possibly microbial transcripts would be necessary if there wo-
uldn’t be reference for assembled virus. We also tested Trini-
ty assembler with SARS-CoV-2 mapped reads. This assem-
bler was not used with any mode or parameters specifically 
designed for SARS-CoV-2, so it had disadvantage compared 
to coronaspades.py, but results were still very reasonable and 
most parameters were comparable to SPAdes, although Qu-
ast detected few missasembled scaffolds and usually small 
parts of the genome were assembled fragmented.

We also validated our assemblies by subjecting them to 
variant assignment. We validated findings by using pipeline 
for galaxy environment, designed by Maier and Batut, 2023(15). 
Here, we identified mix of multiple clades under WHO variant 
names alpha, delta, omicron and one sample with clade 20C.

From our results, we argue that de-novo assembly of RNA 
virus from short-read Illumina sequencing is possible, althou-
gh adding long reads would be probably ideal strategy for 
getting more complete and reliable assemblies.
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Atypické parkinsonské syndrómy predstavujú širokú škálu rôznorodých a vzájomne sa fenotypovo prekrývajú-
cich ochorení, čo výrazne komplikuje stanovenie definitívnej diagnózy. Pokrok a rozvoj čoraz dokonalejších vy-
sokokapacitných sekvenčných metód nám však poskytuje veľké množstvo informácií, vďaka ktorým sa dozve-
dáme čoraz viac o génoch, ktoré by mohli súvisieť s parkinsonizmom. V tejto práci uvádzame súčasný prehľad 
zriedkavých foriem atypického parkinsonizmu, pričom zdôrazňujeme kľúčové genetické pokroky, výzvy a možné 
budúce smery vedúce k odhaleniu molekulárnej komplexnosti, ktorá je základom týchto ochorení.
Kľúčové slová: parkinsonizmus, atypické parkinsonské syndrómy, progresívna supranukleárna paralýza, 
multisystémová atrofia, frontotemporálna demencia

Genetics of selected rare atypical parkinsonism-related syndromes
Atypical parkinsonism-related syndromes represent a wide range of diverse and phenotypically overlapping 
diseases, which significantly complicates determining a  definitive diagnosis. However, the progress and 
development of increasingly high-throughput sequencing methods provide us with a large amount of information 
because we learn more about genes that could be related to parkinsonism. The current review summarizes rare 
forms of atypical parkinsonism, highlighting critical genetic advances, challenges, and possible future directions 
leading to uncovering the molecular complexity underlying these diseases.
Keywords: parkinsonism, atypical parkinsonism-related syndromes, progressive supranuclear palsy, multiple 
system atrophy, frontotemporal dementia

Newslab, 2023; roč. 14 (1): 33 – 35

Úvod
Parkinsonizmus je súhrnné označenie pre heterogénnu 

skupinu ochorení vyznačujúcich sa rôznorodosťou klinic-
kých aj patologických charakteristík. Spoločným znakom 
je však parkinsonský syndróm, zahŕňajúci tetrádu motoric-
kých príznakov: bradykinézu, rigiditu, pokojový tras a  po-
sturálnu nestabilitu. Parkinsonský syndróm je približne 
v 70 – 80 % asociovaný s Parkinsonovou chorobou, zvyš-
ných 20 – 30 % tvorí tzv. atypický parkinsonizmus. Správna 
a presná klasifikácia je pri atypickom parkinsonizme zloži-
tá, najčastejšie však do súčasnej klasifikácie patrí multi-
systémová atrofia (angl. Multiple System Atrophy – MSA), 
progresívna supranukleárna paralýza (Progressive Supra-
nuclear Palsy – PSP), kortikobazálna degenerácia (Corti-
cobasal Degeneration – CBD), parkinsonské varianty fron-
totemporálnej demencie (Frontotemporal Dementia – FTD) 
a iné(1). Za možnú príčinu vzniku sú považované faktory von-
kajšieho prostredia aj genetické predispozície alebo kom-
binácia týchto faktorov. V súvislosti s parkinsonizmom bol 
opísaný rad génov, či už kauzálnych, alebo tých, ktoré pred-
stavujú možné riziko(2).

Progresívna supranukleárna paralýza (PSP)
PSP je zriedkavé neurodegeneratívne ochorenie, ktoré je 

z patologického hľadiska charakterizované ako 4R – tauopa-
tia s inklúziami tvorenými akumuláciou patologického, hyper-
fosforylovaného tauproteínu(3). Väčšina prípadov PSP sa vy-
skytuje sporadicky, avšak boli opísané aj familiárne formy 
s  autozomálne dominantnou dedičnosťou. Za kauzálny je 
najčastejšie považovaný gén MAPT(4), ktorý je lokalizovaný 
na dlhom ramienku chromozómu 17 v pozícii 21.31. Kódu-
je proteín tau, ktorý je primárne exprimovaný v mozgu. Dô-
ležitou funkciou tohto proteínu je stabilizácia cytoskeletu 
a axonálneho transportu v neurónoch. Mutácie MAPT, kto-
ré vedú k neurodegenerácii na základe zmenenej stabilizá-
cie mikrotubulov a zvýšenej náchylnosti na agregáciu proteí-
nov tau, boli identifikované v exóne 10, ale aj v exónoch 1, 12 
a 13(5). V súvislosti s familiárnym výskytom PSP bola opísa-
ná mutácia G2019S v LRRK2 géne(6). Okrem tejto mutácie bo-
li s PSP asociované ďalšie štyri mutácie LRRK2, v exóne 30 
(A1413T)(7), dve mutácie v exóne 31 (R1441C a R1441H)(8) 
a v exóne 41 (T2310M)(7). Medzi rizikové gény spojené s vý-
znamným rizikom rozvoja PSP patrí taktiež DCTN1, PARK2, 
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BSN, GRN, C9ORF72, TARDBP, NPC, PGRN a TBK1(5). Nedáv-
na GWAS štúdia opísala gén TRIM11 ako genetický modifiká-
tor fenotypu PSP. TRIM11 zohráva dôležitú úlohu pri odstra-
ňovaní nesprávne poskladaných proteínov prostredníctvom 
ubikvitínovo-proteázového systému (UPS). V budúcnosti sa 
predpokladá, že práve spojitosť medzi UPS a patológiou pro-
teínu tau môže predstavovať potenciálny cieľ terapií PSP(9).

Multisystémová atrofia (MSA)
MSA je zriedkavé, rýchlo progredujúce ochorenie, pričom 

základným morfologickým znakom je prítomnosť typických 
oligodendrogliálnych cytoplazmatických inklúzií, ktoré po-
zostávajú z  nesprávne poskladaného, fibrilovaného a  ag-
regovaného alfa-synukleínu(10). Keďže MSA je považovaná 
za alfa-synukleinopatiu, značná pozornosť výskumu rizi-
kových faktorov je venovaná génu SNCA, ktorý kóduje pro-
teín alfa-synukleín. Hoci sa zistilo, že gén SNCA je jedným 
z kauzálnych génov pre rozvoj Parkinsonovej choroby, kau-
zalita s MSA je stále nejasná. Prostredníctvom GWAS bo-
lo opísaných niekoľko jednonukleotidových variantov v SN-
CA géne, ktoré nie sú síce kauzálnymi variantmi, ale sú 
významne asociované so zvýšeným rizikom rozvoja MSA. 
Za rizikové boli označené varianty rs11931074, rs3857059, 
rs3822086 a rs3775444(11,12). V populáciách východnej Ázie 
bol identifikovaný variant V393A v géne COQ2 a v európskej 
populácii boli zistené najmenej štyri polymorfizmy (EDN1 
rs16872704, MAPT rs9303521, FBXO47 rs78523330, a ELO-
VL7 rs7715147) spojené s rizikom rozvoja MSA(13). Uvažu-
je sa aj o  tom, že varianty počtu kópií DNA (copy number 
variants – CNV) v nekódujúcich oblastiach môžu prostred-

níctvom modulácie transkripčnej aktivity zvyšovať riziko 
vzniku MSA(14).

Frontotemporálna demencia (FTD)
FTD zahŕňa skupinu heterogénnych neurodegeneratívnych 

ochorení s odlišnými klinickými fenotypmi, charakterizova-
ných progredujúcou atrofiou frontálnych alebo temporálnych 
lalokov mozgu. Najvýznamnejším rizikovým faktorom FTD je 
pozitívna rodinná anamnéza. Tá bola zistená až u 30 – 50 % 
pacientov, z ktorých až v 40 % prípadoch išlo o autozomál-
ne dominantný typ dedičnosti. Väčšina geneticky podmiene-
ných FTD je spôsobená mutáciami v troch génoch: C9orf72, 
GRN a MAPT. Frekvencia týchto mutácií je geograficky va-
riabilná, napríklad v Spojenom kráľovstve existuje približne 
rovnaký počet mutácií vo všetkých troch génoch. Na druhej 
strane v Taliansku a Španielsku je najbežnejšia mutácia GRN 
génu, v severnej Európe C9orf72(15). Najčastejšou príčinou 
dedičnej formy FTD je expanzia nekódujúcej hexanukleotido-
vej repetície GGGGCC v géne C9orf72. C9orf72 je asociova-
ný nielen s fenotypom FTD, ale aj s fenotypom amyotrofickej 
laterálnej sklerózy (ALS) a CBD (16). Metaanalýza vykonaná 
v roku 2017 preukázala genetickú súvislosť medzi PSP, FTD 
a kortikobazálnou degeneráciou (CBD) pričom identifikovala 
množstvo nových asociácií vrátane rizikových variantov v gé-
noch MOBP, CXCR4, EGFR a GLDC (17). Je však potrebné po-
znamenať, že budúce štúdie s väčším počtom pacientov sú 
potrebné na ďalšie overenie týchto asociácií.

Záver
Problematika atypických parkinsonských syndrómov je 

veľmi rozsiahla a  zložitá v  dôsledku ich nízkej individuál-
nej frekvencie výskytu a fenotypovej rôznorodosti. V uvede-
nej práci sme sa zamerali predovšetkým na MSA, PSP a FTD 
ako na tri základné jednotky atypického parkinsonského syn-
drómu, pričom sme poukázali na širokú genotypovú rozma-
nitosť týchto ochorení. Genómové asociačné štúdie a testo-
vanie génových panelov majú veľký potenciál vo výskume 
zriedkavých ochorení, a to aj v prípade neurodegeneratívnych 
zriedkavých ochorení. Rozvoj vedomostí, najmä v oblasti pa-
tofyziológie a genetiky parkinsonských syndrómov je kľúčom 
k pochopeniu genetického základu týchto ochorení a azda aj 
základným pilierom na vypracovanie efektívnejších terapeu-
tických postupov.
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Obrázok 1. Vzťah prevalencie parkinsonských syndrómov 
a množstva známych rizikových genetických faktorov. So zväčšu-
júcim priemerom kruhu sa zvyšuje množstvo známych informácií 
o rizikových génoch, ktoré sú asociované s danými ochoreniami.
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Neinvazívny skríning onkologických ochorení pomocou biomarkerov 
vo voľne cirkulujúcej DNA
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V súčasnosti sú účinné metódy skríningu dostupné len pre niektoré nádorové ochorenia a vo všeobecnosti sú re-
latívne komplikované. Preto je potrebné vyvinúť jednoduché a presné metódy na včasnú detekciu čo najväčšie-
ho spektra nádorových ochorení. Takýto potenciál má detekcia genetických a epigenetických zmien v DNA voľ-
ne cirkulujúcej v plazme (cfDNA), vďaka ktorej by bolo možné veľmi skoro detegovať nádorové ochorenie a tak 
zlepšiť prežívanie pacientov. Molekulárne vlastnosti fragmentov cfDNA a ich distribúcia v genóme poskytujú in-
formácie o tkanivách ich pôvodu. Organizácia nukleozómov a obsah nukleáz v pôvodnom tkanive ovplyvňujú veľ-
kosť a motív zakončenia fragmentov cfDNA. Aj vďaka týmto vlastnostiam je tekutá biopsia jeden z najsľubnej-
ších nástrojov pre budúce klinické využitie.
Kľúčové slová: tekutá biopsia, cfDNA, ctDNA, biomarker, rakovina

Non-invasive screening of oncological diseases using biomarkers in freely circulating DNA
Effective screening methods are only available for some cancers and are generally relatively complicated. 
Therefore, it is necessary to develop simple and accurate methods for early detection of the most extensive 
possible spectrum of cancer. The detection of genetic and epigenetic changes in DNA freely circulating in plasma 
(cfDNA) has such potential, thanks to which it would be possible to detect cancer very early and thus improve the 
survival of patients. The molecular properties of cfDNA fragments and their distribution in the genome provide 
information about their tissue of origin. The organization of nucleosomes and the content of nucleases in the 
original tissue affect the size and termination motif of cfDNA fragments. These properties make liquid biopsy 
one of the most promising tools for future clinical use.

Keywords: liquid biopsy, cfDNA, ctDNA, biomarker, cancer
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Úvod
Rakovina má významný vplyv na zdravie ľudí na celom 

svete. Podľa Svetovej zdravotníckej organizácie (WHO) je 
rakovina hlavnou príčinou úmrtí v mnohých štátoch a tento 
počet sa bude v dohľadnom čase zväčšovať(1). V roku 2020 
zomrelo na rakovinu viac ako 10 miliónov ľudí najmä v dô-
sledku nedostatočného prístupu k vhodným diagnostickým 
metódam(2). Príčinou vzniku nádorov je zmena v génoch ria-
diacich rast a delenie buniek, to spôsobí, že sa niektoré bun-
ky začnú deliť bez zastavenia a šíria sa do okolitých tkanív. 
Rakovina tak môže vzniknúť takmer v akejkoľvek z miliárd bu-
niek v ľudskom tele. Pri každom type nádoru dochádza k je-
dinečnej kombinácii genetických zmien, navyše, ako rastie, 
naďalej sa mení. Dokonca v rámci toho istého nádoru môžu 
bunky disponovať rôznymi genetickými zmenami. To je jeden 
z dôvodov, prečo je liečba rakoviny náročná. Preto je veľmi 
dôležité vyvinúť jednoduché, presné a čo najmenej invazív-
ne metódy na jej včasné odhalenie, keďže štádium, v ktorom 
je diagnostikovaná, je jedným z najvýznamnejších predikto-
rov prežitia.

Jednou z  takých metód je tzv. tekutá biopsia (LB). Jej 
prvé aplikácie boli založené na detekcii genetických marke-
rov vo voľne cirkulujúcej DNA (cfDNA), ako sú napr. gene-
tické polymorfizmy alebo mutácie. Štúdiom negenetických 
vlastností cfDNA – metylácie, fragmentácie a topológie – sa 
jej využitie rozšírilo, cfDNA si možno predstaviť ako genetic-
ký rezervoár, ktorý obsahuje genetickú informáciu zo všet-
kých buniek v tele(3) vrátane zdravých, chorých i mikroorga-
nizmov, ktoré sa v tele nachádzajú(4). Ich pomer sa vzhľadom 
na aktuálny stav jedinca vrátane rakoviny môže meniť. Kaž-
dý fragment cfDNA nesie molekulárne znaky bunky, z kto-
rej pochádza.

Prostredníctvom LB možno identifikovať rakovinové zme-
ny v cfDNA(5), ktorá sa uvoľní z buniek po ich smrti(6). Keď-
že väčšina nádorov je v kontakte s krvou, väčšinou sa pri 
LB odoberá vzorka krvi, je však možné analyzovať aj iné te-
lesné tekutiny, napr. pleurálny výpotok, moč a  mozgovo-
miechový mok(7). Vďaka jednoduchosti odberu predstavuje 
analýza cfDNA minimálne invazívnu a nízkonákladovú alter-
natívu biopsie nádoru(8). Okrem včasnej detekcie nádorov(9) 
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je možné pomocou LB rýchlejšie odhaliť recidívu nádorové-
ho ochorenia a na rozdiel od klasickej biopsie má vyššiu šan-
cu zachytiť viaceré mutácie. Molekulárnou charakterizáciou 
cfDNA je zároveň možné získať informácie o pôvode a prog-
resii nádoru, čo má veľký význam pre prevenciu a liečbu ná-
dorového ochorenia.

Modifikácie a aplikácie cfDNA
Rozvoj vysokovýkonných sekvenčných technológií (NGS) 

umožňuje paralelné sekvenovanie miliónov fragmentov DNA 
rýchlym a ekonomickým spôsobom. Množstvo vygenerova-
ných údajov si vyžaduje okrem počítačového vybavenia bio-
informatickú analýzu, ktorá vedie od spracovania surových 
údajov cez ich podrobnejšiu analýzu až k  interpretácii va-
riantov v klinickom kontexte(10). Vďaka NGS možno odhaliť 
známe i nové mutácie, fúzie, abnormálny počet kópií génov 

a variantov, zmeny v metylácii DNA i mutačnú záťaž alebo 
mikrosatelitovú nestabilitu (obrázok 1)(11). Veľkosť molekúl 
cfDNA, umiestnenie koncov fragmentov a koncové motívy 
sú ovplyvnené organizáciou nukleozómov, štruktúrou chro-
matínu, obsahom nukleáz a expresiou génov v tkanive, z kto-
rého pochádza.

Cirkulujúca DNA pochádzajúca z  nádoru (ctDNA) tvorí 
u väčšiny onkologických pacientov nízky podiel k celkovej 
cfDNA, často < 1 %(12), najmä v prípade raného štádia. Dispo-
nuje však rovnakými genetickými i epigenetickými zmenami, 
aké sú v samotnom nádore. Od cfDNA pochádzajúcej z nor-
málnych buniek ju možno odlíšiť podľa prítomnosti bodo-
vých mutácií, aneuploidie, zmien počtu kópií génov, odlišnej 
metylácie alebo prítomnosti vírusových sekvencií DNA(13,14). 
Vzhľadom na jej nízku koncentráciu je potrebné jej spoľahli-
vé odlíšenie od cfDNA zdravých buniek.

Obrázok 1. Schematické znázornenie tekutej biopsie. V periférnej krvi sa okrem krvných komponentov nachádza voľná cirkulujúca 
DNA (cfDNA), mikroorganizmy (baktérie, vírusy, huby), v prípade onkologického pacienta i cirkulujúce nádorové bunky a ďalšie kompo-
nenty (napr. RNA a vezikuly). Po oddelení krvnej plazmy centrifugáciou z nej možno izolovať cfDNA a následne ju analyzovať rôznymi 
prístupmi. Je možné sa zamerať na (epi)genetické zmeny a molekulárne vlastnosti fragmentov cfDNA, organizáciu nukleozómov, ob-
sah nukleáz v súvislosti so zakončením fragmentov cfDNA a cfDNA pochádzajúcu z mitochondrií a mikrobiómu.
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Metylácia DNA je nevyhnutná pre normálny vývoj a  zo-
hráva dôležitú úlohu v epigenetickej kontrole aktivity génov. 
Zmeny v metylácii DNA sa považujú za najčastejšie mole-
kulárne zmeny v procese onkogenézy(15). Je známe, že kaž-
dé tkanivo má svoj charakteristický vzor metylácie, ktorý sa 
odlišuje medzi nádorovými a normálnymi bunkami(16). Preto 
profilovanie metylácie celého genómu z cfDNA môže byť po-
tenciálne účinným nástrojom na zisťovanie prítomnosti kon-
krétneho nádorového ochorenia.

Okrem zmien v metylácii je fragmentácia cfDNA a vzorce 
obsadenia nukleozómami ďalšími epigenetickými znakmi na 
sledovanie aktivity génov a pôvodu tkaniva. Počas bunkovej 
smrti dochádza k enzymatickému štiepeniu DNA nukleáza-
mi. DNA je počas toho chránená nukleozómami a tak majú 
fragmenty cfDNA charakteristickú veľkosť 167 bp, čo zodpo-
vedá dĺžke otočenia okolo jedného nukleozómu(17). Veľkosť 
fragmentov sa však môže u zdravých jedincov a onkologic-
kých pacientov líšiť. Fragmenty cfDNA pochádzajúce z ná-
dorových buniek sú v porovnaní s fragmentmi zo zdravých 
buniek kratšie(18). Sekvenovaním s rozlíšením na jeden bá-
zový pár sa zistilo, že kratšie fragmenty cfDNA v plazme pa-
cientov s hepatocelulárnym karcinómom majú viac zmien 
asociovaných s nádormi ako dlhšie fragmenty cfDNA(19), hoci 
niektoré konkrétne zriedkavé mutácie sú v dlhších fragmen-
toch cfDNA(20). Zhutnenie nukleozómových štruktúr vytvára 
prekážku pre prístup transkripčných faktorov k regulačným 
elementom. Umiestnenie nukleozómov súvisí s aktiváciou 
a expresiou génov v závislosti od vývinu a konkrétneho tka-
niva(21). Preto môže skúmanie polohy nukleozómov v cfDNA 
a  identifikácia pôvodného tkaniva odhaliť existenciu špeci-
fického typu nádoru(22).

Okrem veľkosti fragmentov cfDNA je zaujímavé i zlože-
nie koncových motívov. Fragmentácia molekúl cfDNA ne-
vzniká náhodným procesom. Preferované konce fragmen-
tov sa vzťahujú na špecifické koncové miesta v  genóme, 
zvyčajne v oblastiach s otvoreným chromatínom (ktoré sú 
prístupnejšie)(23). K fragmentácii cfDNA dochádza aktivitou 
deoxyribonukleáz (DNáz), z ktorých každá rozpoznáva inú 
sekvenciu(24). Pri viacerých onkologických ochoreniach bol 
pozorovaný rôzny pomer koncových motívov. Napr. v prípa-
de hepatocelulárneho karcinómu bol koncový motív CCCA 
výrazne menej zastúpený ako pri kontrole, pravdepodobne 
pre zníženú expresiu DN-ázy1L3. Navyše profil koncových 
motívov cfDNA pochádzajúcej z  toho istého orgánu je vo 
všeobecnosti rovnaký(25). Dôvodom týchto odlišností môžu 
byť genetické alebo epigenetické zmeny, ktoré mohli spôso-
biť poruchy v expresii endonukleáz DNA(25). Jiang a kol. skú-
mali prítomnosť prečnievajúcich koncov po štiepení nukleá-
zami a zistili, že boli zastúpené vo väčšine molekúl cfDNA  
(~ 90 %)(26). V predchádzajúcich štúdiách prečnievajúce kon-
ce neboli odhalené, pretože sú v procese prípravy sekvenč-
ných knižníc opravené na tupé. Prečnievanie sa líšilo podľa 
veľkosti fragmentov cfDNA a zdá sa, že súviselo s nukleozó-
movými vzormi. V prípade pacientov s hepatocelulárnym kar-
cinómom vykazovala cfDNA vyššie zastúpenie prečnievajú-
cich koncov ako nenádorová cfDNA(26).

Mitochondrie svojím genómom takisto prispievajú k cel-
kovej cfDNA. Mitochondriálna DNA (mtDNA) sa na rozdiel od 
jadrovej DNA nachádza v bunke v tisíckach kópií(27). Okrem 
toho má vysokú mutačnú rýchlosť a pri nádorových ochore-

niach dochádza u nej k zásadným modifikáciám(28,29). Obe 
tieto vlastnosti ju predurčujú stať sa vhodným kandidátom 
na tekutú biopsiu. To potvrdzujú i niektoré štúdie, ktoré pre-
ukázali rozdiel v  obsahu i  fragmentácii voľne cirkulujúcej  
mtDNA (mt-cfDNA) pri onkologických ochoreniach(30,31). Veľko-
sť fragmentov mt-cfDNA bola menšia v porovnaní s jadrovou  
cfDNA, dôvodom môže byť to, že na rozdiel od jadrovej  
cfDNA nie je chránená nukleozómami, preto pri nej nie je po-
zorovaný ani charakteristický veľkostný pík ako pri jadrovej 
cfDNA (167 bp)(19). Čo sa týka množstva kópií, zrejme nejde 
o  jednoznačný marker, keďže v prípade hepatocelulárneho 
karcinómu bol pozorovaný v plazme pacientov nižší(31) i vyš-
ší počet kópií mt-cfDNA(19). Pokiaľ ide o dĺžku mt-cfDNA, bolo 
pozorované, že nepriamo súvisí s veľkosťou nádoru i s kon-
centráciou cirkulujúcej nádorovej DNA(19,30).

Na 10-15 % prípadov vzniku a progresie rakoviny sa podie-
ľajú vírusy a baktérie(32). V kontexte onkológie je však cirkulu-
júca mikrobiálna DNA málo preskúmaná, uplatňovala sa naj-
mä pri infekčných chorobách a sepse, kde jej sekvenovanie 
zlepšilo detekciu ťažko kultivovateľných mikroorganizmov(33). 
Súvislosť medzi zmenami v črevnom mikrobióme, tzv. dys-
biózou a mnohými neinfekčnými chorobami je relatívne dob-
re známa, rakovina nie je výnimkou(34,35). Charakteristický 
„podpis“ cirkulujúcej bakteriálnej DNA (cbDNA) pre daný typ 
rakoviny bol rovnaký dokonca aj v I. a II. štádiu rakoviny a tiež 
pri rakovine, v ktorej nedošlo ku genomickým zmenám. Je to 
významné zistenie, keďže súčasná analýza ctDNA sa spolie-
ha práve na zisťovanie genomických zmien, ktoré sú prítom-
né v primárnom nádore. Naznačuje to, že cbDNA by moh-
la byť citlivejším a širšie použiteľným biomarkerom rakoviny.

Medzi najčastejšie onkogénne vírusy patrí vírus hepatitídy 
B (HBV) a ľudský papilomavírus (HPV), ktoré sú príčinou pri-
bližne polovice nádorov vyvolaných vírusovou infekciou(36). 
Ku karcinogenéze prispievajú produkciou onkogénnych pro-
teínov, moduláciou imunity alebo prostredníctvom integrá-
cie vírusovej DNA do DNA hostiteľa (vh-DNA)(37). Práve integ-
rované úseky vírusovej DNA môžu byť detegované v krvnom 
obehu ešte pred vznikom samotného nádoru. Nie je však 
možné pomocou nich identifikovať štádium nádoru alebo od-
líšiť vírusovú DNA integrovanú do normálnych tkanív od ná-
dorových tkanív. Stanovenie hraničnej hodnoty na odlíšenie 
nádorovo špecifickej vh-DNA od vh-DNA uvoľnenej z nená-
dorového tkaniva je rozhodujúce na dosiahnutie klinicky vý-
znamnej citlivosti a špecifickosti(37).

Záver
Tekutá biopsia v dohľadnej budúcnosti nenahradí celkom 

biopsiu tkaniva, môže ju však doplniť. Vzhľadom na to, že 
väčšina súčasných techník tekutej biopsie nemá dostatočnú 
detekčnú schopnosť, je potrebné jej definíciu rozšíriť i o ne-
nádorové informácie. Predpokladá sa, že po štandardizá-
cii metodických postupov sa bude viac využívať v rutinných 
podmienkach a pomôže zachytiť nádor ešte pred vznikom 
symptómov. Pred jej úplným zavedením je však potrebné 
zodpovedať niektoré otázky. Napríklad, do akej miery sa pres-
nosť testov líši medzi jednotlivými typmi nádorov a štádia-
mi ochorenia. Poskytuje tekutá biopsia reprezentatívnu vzor-
ku všetkých genetických klonov v nádore alebo dochádza ku 
skresleniu na špecifické subregióny? Na to je však potreb-
ných ešte veľa klinických štúdií.
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Repetitive motifs, also known as tandem repeats, are stretches of DNA that are repeated multiple times in a row 
within a genome. These motifs have important functional and clinical implications in human genomes, including 
their involvement in genetic disorders such as Huntington‘s disease, Fragile X syndrome or myotonic dystrophies. 
Reliable and accurate characterization of these motifs, especially on genome scales, has remained a challenge 
due to their structural complexity and variability. In this review, we explore the possibilities of various molecu-
lar methods for the reliable characterization of clinically-relevant repetitive motifs, including molecular biology 
techniques, high-throughput sequencing technologies and bioinformatics tools.
Keywords: tandem repeats, conventional TR genotyping, massively parallel sequencing

Charakterizácia tandemových repetitívnych motívov v precíznej medicíne: Stručný prehľad konvenčných metód 
a masívne paralelného sekvenovania
Repetitívne motívy, známe aj ako tandemové opakovania, sú úseky DNA, ktoré sa v genóme opakujú viackrát 
za sebou. Tieto motívy majú v ľudských genómoch dôležitý funkčný a klinický význam vrátane ich účasti na 
genetických poruchách, ako je napríklad Huntingtonova choroba, syndróm fragilného X alebo myotonické dystrofie. 
Spoľahlivá a presná charakterizácia týchto motívov, najmä na úrovni genómu, predstavuje vzhľadom na ich 
štrukturálnu zložitosť a variabilitu veľkú výzvu. V tomto prehľade sumarizujeme možnosti rôznych molekulárnych 
metód na spoľahlivú charakterizáciu klinicky relevantných repetitívnych motívov vrátane klasických metód 
molekulárnej biológie, vysokoparalelných sekvenčných technológií a bioinformatických nástrojov.
Kľúčové slová: tandemové opakovania, konvenčná TR genotypizácia, masívne paralelné sekvenovanie

Newslab, 2023; roč. 14 (1): 40 – 44

Introduction
Tandem repeats (TRs) are stretches of DNA sequences, 

which contain repeated units several times. The sequence 
composition and length of the repeating units may be va-
rious in different TRs, and they can be found in various lo-
cations in the human genome, including in intergenic re-
gions, introns, and exons of genes. Typically the number 
of repetitions is highly variable between individuals. Since 
they represent extremely variable genomic regions, TRs ha-
ve many important biological roles in several physiologi-
cal and pathophysiological processes. Their proper charac-
terization may, therefore, explain observed phenotypes of 
traits in biomedical context, and thus markedly improve in-
formativeness of clinical genomics assays. They also be-

came utilized in several non-biomedical applications, main-
ly in population genetics, forensic as well as genealogical 
applications(1).

It is generally known and well described, that the num-
ber of repeat units in certain TRs causes a pathogenic effect 
when it exceeds certain thresholds. Several studies have lo-
calized more than 50 TRs on the genome, where such patho-
genic expansions cause severe neurological, neurodegenera-
tive and neuromuscular disorders, conventionally known as 
repeat expansion disorders (REDs)(2). These are, in general, 
monogenic diseases, although their inheritance is not always 
fully mendelistic and anticipation is commonly described in 
such families (e.g. Huntington´s disease, Fragile X syndro-
me or Myotonic dystrophies). In addition, reports started to 
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appear which describe the potential role of TRs in the deter-
mination of complex phenotypes(3), and very recently, the first 
genome-wide association studies of TRs were published, for 
example, for Parkinson‘s disease(4). This clearly outlines the 
application potential of TR characterisation not only in the 
field of diagnostics and complex disease biology, but also in 
the possible preventive care against several common com-
plex diseases, through potentially more effective identifica-
tion of at-risk individuals.

Detailed and accurate characterization of TR motifs, in ter-
ms of complexity of either structures or biological effects, is 
an absolutely crucial aspect in assessing their clinical rele-
vance, creating a major challenge for methods aimed at the-
ir genotyping. The main challenges of accurate TR charac-
terization include the following factors: 1) The resistance of 
long TR motifs to amplification by PCR; 2) The complexity 
of some TR regions, in which interruptions of otherwise pu-
re motifs may occur, or interruptions may be lost, or the cli-
nically relevant motifs may be part of more complex repeat 
structures; 3) The stutter effect, caused by typical errors of 
DNA polymerases in TR regions, which makes it difficult to 
identify the correct fragment in a set of multiple non-specific 
fragments; and 4) The errors made by classical mapping to-
ols used in sequencing analyses (designed to align sequen-
cing reads containing single nucleotide variants or small 
insertion-deletions), which are not adapted to the high va-
riability of TR sequences. Therefore, the success of TR ana-
lysis highly depends on several factors, including the length 
and complexity of the repeat sequence and the availability 
of specific laboratory technologies. Here we provide a ba-
sic overview of the most commonly used methods for this 
purpose. For this review, we decided to split them into two 
major categories, i.e. those offering more-or-less detailed 
characterisation of individual loci, with limited possibilities 
of multiplexing, and those based on sequencing, especially 
massively parallel sequencing (MPS), offering genome-wide 
high-throughput characterisation of TR motifs.

Conventional low-throughput TR genotyping 
methods

For decades, conventional molecular-biology techniques 
have been used to identify tandem repeat variations, which 
may be particularly helpful in more effective prediction and/
or diagnosis of many human diseases, especially those ha-
ving monogenic phenotype determination. From these, PCR 
modifications, and in certain cases also Southern blotting, 
are still the most commonly used methods, which are consi-
dered gold standard in DNA based laboratory diagnostics of 
TR associated diseases.

Southern blotting
The principle of the method is based on cleavage of DNA 

fragments by restriction enzymes, which are subsequently 
separated by gel electrophoresis. The next step is to transfer 
the DNA fragments to a carrier membrane (usually nylon or 
nitrocellulose) followed by detection of the target DNA frag-
ment by hybridisation with a labeled probe specific for the TR 
region. The number of repeats can be determined based on 
the size of the fragment that hybridizes to the probe. Since it 
does not require PCR amplification, Southern blot allows to 

determine the size of long, pathogenically expanded TR lo-
ci. On the other hand, it is not suitable for the differentiation 
of small alleles, especially those in the healthy and premu-
tational range(5). The limitations of this method lie mainly in 
its time-consuming and labor-intensive nature, technical dif-
ficulty, and it also requires large amounts of intact high-mo-
lecular-weight genomic DNA.

PCR-based methods
The most commonly used technology for amplification 

and characterisation of TR loci is polymerase chain reaction 
(PCR), followed by different options of evaluation of ampli-
fied fragments. Historically, several technologies have been 
used, such as evaluation based on restriction fragment len-
gth polymorphism (RFLP)(6), on denaturing high-performan-
ce liquid chromatography (dHPLC)(7), or even based on the 
denaturation characteristics and melting temperatures of 
the amplified fragments using high-resolution melting analy-
sis (HRM)(8). Historically, fragment size analysis by agarose 
or polyacrylamide gels (PAGE) are well known approaches, 
however, the most commonly used are automated capillary 
electrophoresis based separation techniques using genetic 
analyzers. Agarose electrophoresis allows efficient separa-
tion of PCR products only for alleles with a sufficiently large 
difference or in the case of large alleles. PAGE has a much 
higher resolution and can separate even fragments that di-
ffer by only a few base pairs. Capillary electrophoresis repre-
sents the most efficient platform to analyze length profiles 
of fluorescently labeled PCR products. The advantage of the 
methodology is that it is both affordable and not specifically 
labor-intensive, can be automated, and also multiplexed for 
certain extents(9,10). Conventional PCR is mainly used to de-
tect alleles belonging to normal ranges or premutation len-
gths, up to around 300 - 600 nucleotides. For longer alleles, 
i.e. larger repeats, this method is inaccurate and fails. On the 
other hand, long-range PCR protocols have been described 
too. Long-range PCR is used to characterize TRs that exce-
ed the detection capability of conventional PCR. This metho-
dology uses high-fidelity polymerase and optimized reaction 
conditions that include extended annealing time and ele-
vated annealing temperature. Such altered reaction condi-
tions allow an extension of the effective range of allele de-
tection, but still only up to a certain size. For visualization of 
larger alleles, hybridization-based detection may be required 
too(11). Another specific modification of conventional PCR is 
the so-called small-pool PCR that was described and used 
to resolve discrete bands in samples giving smeared or dif-
fused bands by Southern blotting. This method is based on 
partial elimination of preferential amplification and ampli-
fication of too many fragments of different length. This is 
achieved by diluting and separating the template molecules 
into different individual amplifications. It also allows to incre-
ase the range of detected alleles, however, again only up to 
certain lengths limited by the PCR capabilities themselves(12). 
Beyond the well known length limitations, conventional PCR 
based methods are limited also by the possibilities of get-
ting false results due to: 1) „stutter effect“ caused by DNA 
polymerase errors; 2) migration changes due to sequence in-
terruptions(13); or even by 3) allelic dropout due to sequence 
changes under the primer binding sites.
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A specific and highly effective method, called repeat-pri-
med PCR (RP PCR), was developed to overcome the main li-
mitation of conventional PCR (and also of the majority of its 
modifications which use primer pairs flanking the region of 
interest), i.e. the inability to amplify through large and com-
plex motifs. It uses two (flanking primer and repeat-speci-
fic primer) or three primers (flanking primer, repeat-specific 
primer and tail primer) per reaction. Flanking primer is fluo-
rescently labeled and it is localized upstream or downstre-
am to the repetitive region. The second primer (repeat-spe-
cific) is designed directly in the region of the repetitive motif, 
generating multiple products. The largest of these produ-
cts reflect the size of the entire allele, however, with certa-
in limitations. The reactions may be made more specific if 
a third (tail) primer is used that has no complementarity to 
the human genome. However, this primer is present in limi-
ted amounts in the reaction, resulting in a  third primer ta-
king over after a few PCR cycles. This third primer targets 
the PCR products that were produced by the previous two 
primers and amplifies them all, generally in a way, in which 
the repeat specific primer is modified by a 5´ tail that creates 
a template for the third primer. The evaluation is also com-
bined with automated capillary electrophoresis. RP PCR is 
able to point out single locus expansions(14,15), however, mul-
tiplex versions were also described(9,16). The disadvantage is 
that it is unable to determine the specific length of the ex-
panded allele and, for certain complex loci, it was determi-
ned to be not 100 % sensitive(17,18). In addition to expansion 
detection, RP-PCR is able to identify the presence of sequen-
ce interruptions by other motifs within the base repetition. 
Sequence interruptions, on the other hand, may also disrupt 
RP-PCR signals to such an extent that they can result in fal-
se negative conclusions(13). Similarly to conventional PCR, 
false negative results can also occur in a form of allelic dro-
pout, due to sequence variants in the primer binding site. For 
the mentioned limitations, bidirectional RP-PCR, performed 
from both ends of the repeat motif, are generally offered to 
increase sensitivity(9,13,17).

DNA sequencing methods
Following the introduction and spreading of commer-

cial automatized genetic analyzers, direct DNA sequencing 
allowing the characterization of the primary structure of 
DNA, became established as a standard method for labo-
ratory diagnostics and remained in this position for deca-
des. However, in the field of TRs characterisation it had no 
special role, until second generation sequencing platforms 
began to appear. This, however, required also specific bioin-
formatic tools to be developed, which are dedicated to TRs 
genotyping from millions of short sequencing reads.

Sanger sequencing
Sanger sequencing represents the most widespread first 

generation sequencing method and was considered as a gold 
standard among molecular diagnostic techniques allowing 
screening and genotyping of several types of sequence va-
riants. For genotyping of TR loci, however, it was not routine-
ly used because of several reasons. The disadvantage of the 
methodology lies in the detection limit (up to approximately 
1000 nucleotides). Another problem lies in the analysis of al-

leles with a heterozygous constitution, in which based on the 
shifted signal, a larger allele cannot be determined(19). On the 
other hand, it can be used, for example, during standardiza-
tion of other molecular methods, such as conventional and 
repeat-primed PCR for the fragment sizing. In addition, it was 
also described to be useful in more detailed characterisation 
of repeat structures, including sequence interruptions(20,21).

Massively parallel sequencing
Within MPS applications, we distinguish at least two ge-

nerations of sequencing methods including those having ty-
pically relatively short sequencing reads and requiring clo-
nal amplification before sequencing (second generation) 
and those allowing longer reads and allowing single molecu-
le sequencing, i.e. which does not require clonal amplifica-
tion (third generation). From the technical point of view, when 
considering for example the target genomic region, sequen-
cing can be aimed at the whole genome (WGS), but also can 
be narrowed to its certain parts, such as to smaller gene pa-
nels, larger panels, or even whole exomes (WES). Another 
relevant technical feature is, whether the preparation of the 
sequencing library is associated with PCR amplifications 
(may introduce errors) or are PCR-free (allows reduced er-
ror rate and is typically available for WGS). In addition to la-
boratory and technical aspects, bioinformatic processing of 
sequencing data may also be challenging and highly variable, 
while still under intensive development and diversification. In 
general, actually the most widespread, especially in a routine 
clinical setting, are platforms belonging to the second gene-
ration of sequencing supporting short-read sequencing (es-
pecially platforms of the Illumina company). Although still 
mainly in research settings, some third generation platfor-
ms (such as the PacBio or nanopore based sequencing) are 
appearing as potential tools for more effective TRs characte-
risation, especially when considering the possibilities of de-
tection of large expansions, or the characterisation of highly 
repetitive regions. Possibilities and limitations of TR detec-
tion are largely connected to the chosen sequencing genera-
tion, platform, technical details of library preparation as well 
as on the applied bioinformatic pipelines.

Second generation platforms generally rely on sequencing 
following fragmentation of the DNA into small pieces (alter-
natively on amplicon sequencing), attaching adapters to the 
ends of the fragments, and then amplifying and sequencing 
the fragments using a  next-generation sequencing instru-
ment. These platforms are generally highly accurate and al-
low sequencing of short reads of DNA (up to 2 x 300 base 
pairs, yet). These approaches allow high-throughput charac-
terisation of TRs throughout the genome, although with this 
regard the main limitations are clear if WES or smaller pa-
nels are used, i.e. the TR loci of interest need to be covered 
by reads. Another limitation is represented by the necessi-
ty of PCR amplification, each amplification step introduces 
challenges and possible errors to TR genotyping. Another li-
mitation lies in the length of the TR regions, since to detailed 
characterisation they need to be covered by reads in their to-
tal length with certain unique flanking regions on their both 
ends(22,23). The presence of repeat expansions, even the lar-
gest ones, may be indirectly identified from different read 
characteristics even if they exceed the sizing limit of the re-
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ads (i.e. even if they have no reads sequencing through the 
entire motif), such as the presence of partial reads (reads 
containing one of the flanking regions and part of the repe-
at region) or the position of read-pairs, if paired and sequen-
cing was used(24,25).

On the other hand, larger read lengths and overcoming 
amplification to a larger extent allows the use of third gene-
ration sequencing platforms for more effective TR characte-
risation, especially by allowing larger and more complex re-
peats to be directly sequenced by individual spanning reads, 
even of those belonging to larger expansions. This method 
makes it possible therefore to identify larger TRs that may be 
missed by shorter read lengths. These sequencing platfor-
ms have, however, some limitations too, including a relative-
ly high error rate and a relatively high cost per base compared 
to other sequencing technologies. They are therefore most 
often used in combination with other sequencing technolo-
gies, such as those offered by second generation platforms, 
to generate high-quality, high-resolution genomic data.

Bioinformatic tools
TR typing at the genomic level has become possible with 

some delay and took longer to catch on, mainly due to cer-
tain technical limitations of the conventionally used bioin-
formatics tools processing MPS data, and high variability in 
individual TR loci. The majority of genotyping tools are not 
adapted to TR sequence variability, and they tend to „lose“ 
some reads in certain specific cases(26). In such genotypes, 
mapping often fails, which can lead to the loss of reads and 

incorrect clinical interpretation of predicted genotypes. Seve-
ral more sophisticated tools have been lately designed spe-
cifically for the specific nature of the TR motifs, or even for 
expansion detection. These, such as STRetch, Expansion-
Hunter, Dante(24,27,28), use complex statistical modeling to es-
timate the underlying genotypes of TR motifs influenced by 
the stutter effect (Figure 1).

Conclusion
Tandem repeat genotyping is a challenging task due to se-

veral inherent characteristics of these DNA sequences. The-
se include the repetitive nature itself, creating challenging 
sequences for amplification, different and highly variable 
lengths of repeating motifs, the possible presence or loss 
of sequence interruptions, but also the complexity of motif 
structures. Currently, TR motifs are most commonly charac-
terized, in routine practice, by conventional, low-throughput 
methods. Within these, conventional PCR and repeat-primed 
PCR are likely the most commonly used. Other PCR modifi-
cations, such as long-range PCR or small-pool PCR, or even 
Southern blotting, are still used, however, they have some 
specificities and limitations. On the other hand, progreding 
genomic technologies, such as MPS applications, started to 
revolutionize genomics and disease diagnostics. The main 
focus in current development is, therefore, on the possibili-
ties of characterization of TR loci by MPS applications and 
on improving the accuracy and reliability of TRs genotyping 
by more effective integration of molecular biology and bioin-
formatics techniques.

Figure1. Timeline of the evolution of TR locus characterization. Initially, it was possible to genotype TR motifs mainly by methods that 
represent the gold standard in molecular diagnostics (classical PCR, repeat-primed PCR, Sanger sequencing, Southern blotting,...), but 
they are still used as validation methods. After the spread of second-generation sequencing platforms into mainstream laboratories, 
several sophisticated tools have been developed over the last decade specifically for the specific nature of TR motifs (LobSTR, Repeat-
Seq, HipSTR) but also for the detection of expansions (Expansion Hunter, Dante, Straglr) and the number of these tools is still growing.
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Zmena expresie génov spojených s imunitnou odpoveďou  
u pacientov s COVID-19

Klaudia Babišová, Patrik Krumpolec, Michaela Hýblová, Gabriel Minárik
MEDIREX GROUP ACADEMY, n. o., Nitra

COVID-19 je multiorgánové ochorenie, ktoré je od vypuknutia pandémie subjektom mnohých štúdií. Klinická ma-
nifestácia má široké spektrum príznakov od asymptomatického priebehu až po ťažký priebeh, s hlavnými rizi-
kovými faktormi ako vyšší vek a komorbidity. Pochopenie interakcií medzi hostiteľom a vírusom môže poskyt-
núť pohľad na nové potenciálne terapeutické ciele v prevencii a liečbe týchto infekcií. Transkriptómová analýza 
je účinný nástroj na identifikáciu imunitnej odpovede hostiteľa po napadnutí vírusom SARS-CoV-2. Umožnila 
identifikovať zmeny v expresii génov a dysregulované dráhy zapojené do aktivácie imunitných buniek. Niekoľko 
štúdií identifikovalo miRNA a zmeny v ich expresii ako faktor ovplyvňujúci priebeh COVID-19. Rovnako aj de-
fenzíny ako kľúčové komponenty vrodenej imunity majú zmenenú expresiu počas infekcie SARS-CoV-2. Niek-
toré zmeny v expresii genov sú však vekovo a pohlavne špecifické.
Kľúčové slová: SARS-CoV-2, expresia, cytokíny, miRNA, defenzíny

Altered expression of genes associated with the immune response in patients with COVID-19
COVID-19 is a multi-organ disease that has been the subject of many studies since its outbreak. The clinical 
manifestation has a broad spectrum from asymptomatic to severe, with older age and comorbidity being the main 
risk factors. Understanding host-virus interactions may provide insight into new potential therapeutic targets in 
preventing and treating these infections. Transcriptome analysis is a powerful tool to identify the host’s immune 
response after SARS-CoV-2 infection. Studies identified changes in gene expression and dysregulated pathways 
involved in immune cell activation. Several studies have identified miRNAs and changes in their expression as 
a factor affecting the course of COVID-19. Likewise, defensins, as crucial components of innate immunity, 
have differential expression during SARS-CoV-2 infection. However, some changes in gene expression during 
COVID-19 are age-specific and sex-specific.
Keywords: SARS-CoV-2, expression, cytokines, miRNA, defensins
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Úvod
Pandémia COVID-19 spôsobená vírusom SARS-CoV-2 

spôsobila veľké preťaženie zdravotného systému po celom 
svete. Vírus SARS-CoV-2 je jednovláknový RNA vírus s po-
zitívnou polaritou RNA. Jeho genóm obsahuje minimálne 
9 otvorených čítacích rámcov a 4 štrukturálne proteíny. Po-
čiatočné kroky infekcie zahŕňajú väzbu povrchového prote-
ínu S na bunkový receptor ACE-2 (angiotenzín konvertujúci 
enzým 2). Na samotné naviazanie S-proteínu na ACE-2 re-
ceptor je potrebná aktivácia S-proteínu hostiteľskou bunko-
vou serín proteázou TMPRSS2. Uzavretá forma S proteínu sa 
stáva otvorenou a prístupnou pre ACE-2 receptor(1). ACE-2 je 
lokalizovaný v mnohých bunkách a tkanivách, ako je srdce, 
obličky, črevný trakt, žlčník, semenníky a, čo je najdôležitej-
šie, v epiteli dýchacích ciest v nose, ústach a pľúcach. V pľú-
cach je silne exprimovaný v pneumocytoch v alveolách(2). In-
fekcia SARS-CoV-2 má u pacientov rôzne druhy prejavu, od 
asymptomatického až po ťažký prejav spojený s hospitalizá-
ciou. Symptómy sa líšia od pacienta k pacientovi a závisia od 
rôznych faktorov, ako je vek, pohlavie, krvná skupina a ďalšie 
komorbidity. Niekoľko znakov infekcie SARS-CoV-2 skompli-
kovalo efektívnu klinickú liečbu, napr. zmena dĺžky trvania in-
kubačnej lehoty zo 4-5 dní dokonca aj na 8 – 27 dní, vírusová 

latencia v hostiteľovi a taktiež prítomnosť SARS-CoV-2 u kli-
nicky zotavených pacientov(3). SARS-CoV-2 inhibíciou kľúčo-
vých hostiteľských proteínov modifikuje bunkové procesy, 
ktoré majú za následok aktiváciu antivírusových dráh, ako 
aj zlepšenie transkripcie a translácie vlastných proteínov(4). 
Pre lepšie pochopenie interakcií medzi hostiteľom a vírusom 
počas infekcie SARS-CoV-2 hrá dôležitú úlohu zmena v tran-
skripcii génov u hostiteľa.

Cytokíny a chemokíny
Cytokíny majú dôležitú úlohu v  reakcii na infekciu koro-

navírusom. Pacienti s  COVID-19 vykazovali vyššiu signali-
záciu interferónu γ (IFN-γ) v porovnaní s pacientmi s pne-
umóniou bez COVID-19, čo poukazuje na IFN-γ ako jeden 
z počiatočných signálov pri infekcii SARS-CoV-2(5). Gény kó-
dujúce prozápalové cytokíny (IL12B, IL15, IL6, IL12A a IL1B) 
a chemokíny (CXCL9, CXCL11 a CXCL10) mali zníženú ex-
presiu u  COVID-19 pacientov. Nadmerná aktivácia prozá-
palových cytokínov a  znížená expresia určitých génov sti-
mulujúcich interferón (IFNA1, APOBEC3G, FADD) môže byť 
asociovaná s ťažkým priebehom COVID-19(6). Počas infekcie 
SARS-CoV-2 bola zaznamenaná zvýšená hladina prozápalo-
vých cytokínov, nazývaná aj „cytokínová búrka“. Cytokínová 
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3p, miR-145-5p, miR-223-3p, sú znížené u starších pacien-
tov s COVID-19(10). U hospitalizovaných pacientov korelovala 
znížená expresia miRNA, hsa-miR-146a a hsa-miR-126-3p so 
závažnosťou priebehu COVID-19(11). Hladina miR-155, ktorá 
zohráva úlohu v T-bunkovej a B-bunkovej diferenciácii, bola 
zvýšená u pacientov s miernym priebehom v porovnaní s pa-
cientmi s ťažkým priebehom COVID-19(6).

Defenzíny
Defenzíny sú antimikrobiálne proteíny, ktoré sa nachádzajú 

v živočíchoch aj v rastlinách. Tieto prvky vrodenej imunity slú-
žia na ochranu hostiteľa pred baktériami a vírusmi. Nachádza-
jú sa v bunkách imunitného systému, napr. neutrofilných gra-
nulocytoch, a pomáhajú zabíjať fagocytované bunky tým, že sa 
viažu na membránu mikrobiálnych buniek a vytvárajú v nej ma-
lé otvory, cez ktoré unikajú životne dôležité ióny. Ich antivíru-
sová aktivita proti iným vírusom naznačuje, že majú úlohu nie-
len v obrane proti baktériám. Skutočnosť, že sú exprimované 
v rôznych bunkách a tkanivách, poukazuje na možnosť ich pô-
sobenia v prvej obrannej línií proti rôznym druhom vírusov. Na 
základe vzoru disulfidových väzieb klasifikujeme cicavčie de-
fenzíny do α, β a θ podrodiny. α defenzíny sú produkované pre-
važne neutrofilmi a pri ich aktivácii sú uvoľňované vo veľkých 
množstvách, β defenzíny sú exprimované najmä v dýchacích 
cestách(12), a θ defenzíny sú zriedkavé a vyskytujú sa len v le-
ukocytoch makaka rhesusa(13). Gény pre β defenzíny DEFB4A, 
DEFB107B, DEFB106B, DEFB4B, DEFB103A a 1 α defenzín gén 
DEFA1B boli signifikantne downregulované u pacientov s CO-
VID-19 v porovnaní so zdravou kontrolnou skupinou(12). Down-
regulácia týchto génov spôsobená infekciou SARS-CoV-2 po-
ukazuje na zníženú odpoveď vrodenej imunity a taktiež môže 

búrka je závažný jav pozorovaný u pacientov na jednotke in-
tenzívnej starostlivosti, ktorý bol identifikovaný už v súvislos-
ti s ochoreniami SARS a MERS. Spôsobuje hyperaktiváciu 
a hromadenie zápalových buniek v pľúcach, čo má za násle-
dok poškodenie pľúc(3). Je jednou z možných príčin ťažkých 
foriem COVID-19 a jeho úmrtnosti(7). Okrem toho je u pacien-
tov so SARS-CoV-2 rozdielne exprimovaných 14 génov vráta-
ne MX1, OAS1 a OAS3, z ktorých všetky sa podieľajú na antiví-
rusových odpovediach vrátane cytokínovej signalizácie. Gén 
pre cytotoxickú a regulačnú T-bunková molekulu (CRTAM) je 
zodpovedný za reguláciu aktivácie a diferenciácie niekoľkých 
podskupín T-buniek, ako sú NK bunky. CRTAM mal zníženú 
expresiu u pacientov s COVID-19, ale tiež u pacientov s už 
existujúcimi pľúcnymi ochoreniami, čo naznačuje jeho mož-
nú úlohu v prognóze COVID-19(8). Dôležité signálne dráhy, kto-
ré sú zodpovedné za imunitné reakcie, ako apoptóza, tvorba 
fagozómov, cytotoxicita sprostredkovaná NK bunkami a sig-
nalizácia toll-like receptorov, mali u pacientov s COVID-19 zní-
ženú expresiu(3). Gény súvisiace s aktiváciou neutrofilov vrá-
tane S100A8, S100A9 a S100A12 boli u pacientov s ťažkým 
priebehom COVID-19 exprimované v monocytoch na vyššej 
úrovni ako u pacientov s miernym priebehom. Gény súvisiace 
s cytokínmi a pre interferón boli downregulované(9).

MikroRNA
MikroRNA (miRNA) sú malé nekódujúce RNA, patria me-

dzi postranskripčné regulátory. Viažu sa na komplemen-
tárne molekuly mRNA, čím zabraňujú ich translácii. Zmena 
v expresii miRNA môže mať rozličné vplyvy na hostiteľský 
organizmus. MiRNA, ktoré majú za úlohu inhibíciu expre-
sie S proteínu a  replikácie SARS-CoV-2, miR-7-5p, miR-24-

Obrázok 1. Signifikantné rozdiely v expresii podľa pohlavia (vľavo) a veku (vpravo) pre vybrané gény a dráhy COVID-19. Upravené podľa 
Liu a kol., 2020.
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mať za následok zvýšenú kolonizáciu dýchacích ciest bakté-
riami vedúcu k zápalu pľúc.

Rozdiely v transkripčnom profile u mužov a u žien
Epidemiologické štúdie z rôznych častí sveta naznačujú, 

že pravdepodobnosť nakazenia SARS-CoV-2 je takmer rovna-
ká pre mužov aj ženy, avšak poukazujú na vyššiu chorobnosť 
a úmrtnosť mužov(14). Muži majú vyššiu expresiu ACE2 a TM-
PRSS2, čo pomáha zvýšenej náchylnosti na infekciu SARS-
CoV-2. Orgánom s najvyššou expresiou ACE2 a TMPRSS2 sú 
obličky(15). Ženy vykazujú vyššiu expresiu INF génov a génov 
komplementu C2, C3, C9 a CRP (obrázok 1), na rozdiel od 
mužov, ktorí majú zvýšenú expresiu génov pre prozápalový 
cytokín Th17 a vyššiu bazálnu expresiu chemokínov CXCL8, 
CXCL14, CXCL2 a cytokínov IL2, IL3 a  IL22. Tieto výsledky 
korelujú aj so zistením, že pacienti s primárnou interferóno-
vou odpoveďou majú lepšiu prognózu COVID-19 ako pacien-
ti s masívnou aktiváciou cytokínov(16).

Rozdiely v transkripčnom profile založené  
na veku

Analýza vzoriek pacientov s COVID-19 mladších ako 40 
rokov a starších ako 60 rokov poukázala na vekovo špeci-
fické zmeny v expresii niektorých génov. Gény stimulované 
interferónom, IFIT1, IFIT2 a  IFIT3 zodpovedné za inhibíciu 
virálnych procesov ako replikácia a translácia, boli upregu-
lované vo vzorkách mladých pacientov s COVID-19. U star-
ších pacientov s  nízkou vírusovou záťažou bola expresia 
génov IFIT1 a  IFIT2 znížená. Taktiež gén ADAP2, čo je gén 
stimulovaný interferónom, a proteín kódovaný týmto génom 
môže byť schopný blokovať vstup niektorých RNA vírusov; 
TRIM5, ktorý kóduje retrovírusový restrikčný faktor; a TRIM22 
a TRIM38, kódujúce proteíny zapojené vo vrodenej imunite 

proti DNA a RNA vírusom, boli významne downregulované 
vo vzorkách starších pacientov v porovnaní so zdravou kon-
trolnou skupinou rovnakého veku. Chemokíny, ktoré hrajú dô-
ležitú úlohu vo funkcii imunitného systému, CXCL11, CCL4 
a CCL4 a receptor CCR5 exprimovaný T-bunkami a makro-
fágmi boli takisto významne downregulované vo vzorkách 
starších pacientov v porovnaní so zdravou kontrolnou sku-
pinou rovnakého veku. Znížená expresia týchto génov môže 
mať za následok nerozpoznanie vírusu hostiteľskými bunka-
mi, čo môže viesť k závažnejšiemu priebehu COVID-19 u star-
ších pacientov. Naopak, u mladých pacientov boli tieto che-
mokíny a receptor upregulované(17).

Záver
Transkriptómová analýza sa stala jedným z kľúčových ná-

strojov na pochopenie interakcie hostiteľa a  vírusu SARS-
CoV-2 a  molekulárnych mechanizmov, ktoré stoja za pa-
togenézou COVID-19. Počas ochorenia COVID-19 sú gény 
v bunkách rozdielne exprimované v porovnaní so zdravým 
stavom. Najčastejšie sú rozdielne exprimované gény imunit-
ného systému a dráhy spojené s vrodenou imunitnou odpo-
veďou. Rozdielne exprimované gény sú aj medzi pohlaviami 
a rôznymi vekovými kategóriami. Tieto zmeny v expresii mô-
žu byť jedným z vysvetlení, prečo majú ženy a mladší ľudia 
lepšiu prognózu pri ochorení COVID-19.
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Skóre polygénneho rizika a jeho využitie pre odhad kumulatívneho 
rizika ochorení diabetu mellitu a COVID-19

Patrik Krumpolec, Klaudia Babišová, Michaela Hýblová, Gabriel Minárik
MEDIREX GROUP ACADEMY, n. o., Nitra

Stanovenie miery rizika výskytu ochorení je aktuálnou témou už po desaťročia. Veľká nádej sa vkladala do progra-
mu Human Genome Project, od ktorého sa očakávalo, že poodhalí genetické pozadie ochorení a uľahčí predikciu 
výskytu ochorení. Ako sa však ukázalo, bola to len ilúzia. Namiesto priamych vzťahov medzi génmi, resp. skupi-
nami génov a s nimi spájanými ochoreniami bol odhalený celý komplex interakcií naprieč genómom, zahŕňajúc 
stovky až milióny jednonukleotidových polymorfizmov. Navyše, s nimi asociované ochorenia majú často poly-
génny charakter a jednotlivé varianty majú samostatne len malý vplyv na výsledný fenotypový prejav ochorenia. 
Výskum v tejto oblasti sa teda vrátil k pôvodnému zámeru predikcie na základe skórovania, ktoré by zohľadni-
lo čo najviac faktorov vplývajúcich na rozvoj ochorenia. Neustále sa rozširujúca sieť genetických databáz v spo-
jení s moderným hardvérovým vybavením umožňujúcim využitie náročných štatistických analytických nástrojov 
umožnilo výpočet spoločného genetického rizika pre špecifické ochorenia, resp. pre kombináciu ochorení. Jed-
nou z takýchto metód je skóre polygénneho rizika.
Kľúčové slová: skóre polygénneho rizika, jednonukleotidový polymorfizmus, COVID-19, diabetes

Polygenic risk score and their utilization for cumulative risk assessment of diabetes mellitus and COVID-19 
diseases
Determination of disease risk prediction has been an actual topic over the last decades. A great hope was put in 
the Human Genome Project, which was expected to reach insight into the genetic background of diseases that 
allow us to predict disease risk. However, these ideas were only illusions. Instead of simple relations between 
genes or a set of genes and associated diseases, there was a complex of interactions across the whole genome 
involving hundreds to millions of single nucleotide polymorphisms. Moreover, such diseases have a polygenic 
character when the genetic variants have only a tiny effect on the disease development. Thus, research was 
forced to backtrack to the original idea of scoring, which would incorporate as many factors affecting the disease 
process as possible. Expanding genetic-database network with modern hardware equipment for data-intensive 
statistical analytical approaches has enabled the calculation of common genetic risks for specific diseases and 
their combination. One such method is the polygenic risk score.
Keywords: polygenic risk score, single nucleotide polymorphism, COVID-19, diabetes
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Pojmom genetický variant sa označuje rozdiel v nukleo-
tidovej sekvencii na úrovni DNA reťazca medzi jednotlivca-
mi v populácii. Rozlišujeme 5 základných typov genetických 
zmien: a) štrukturálne varianty; b) tzv. jednonukleotidové va-
rianty; c) varianty typu inzercií a delécií; d) varianty v počte 
kópií (z angl. copy number variations); a e) varianty typu tran-
slokácií a inverzií.

Zámena jednej z báz v bázovom páre sa označuje ako jed-
nonukleotidový variant (single-nucleotide variation, SNV) na 
úrovni jednotlivca, resp. jednonukleotidový polymorfizmus 
(single-nucleotide polymorphism, SNP) na úrovni celej popu-
lácie. Odhaduje sa, že každý človek je nositeľom niekoľkých 
miliónov takýchto SNP polymorfizmov, pričom priemerná 
nukleotidová diverzita π (z angl. average nucleotide diversi-
ty) definovaná ako priemerné zastúpenie rozdielov v nukleo-
tidoch medzi náhodne vybranými jedincami sa pohybuje nie-
kde medzi 1 : 1 000 až 1 : 1 500(1-2).

Tieto zmeny na úrovni genómu môžu byť jednak dedičné, 
ale môžu vzniknúť aj spontánne počas bunkového delenia, 

prípadne v dôsledku pôsobenia faktorov vonkajšieho pros-
tredia. Väčšina variantov má minimálny, resp. žiadny fenoty-
pový prejav, a teda neovplyvňujú zdravotný stav ich nositeľa, 
avšak viaceré z nich sa môžu prejaviť aj na úrovni fenotypu 
nevynímajúc ani zmeny patologického charakteru manifesto-
vateľné až ako ochorenie.

V porovnaní s mendelistickou dedičnosťou, pri ktorej do-
chádza k zmenám na úrovni jedného génu, prípadne malého 
počtu génov veľkého účinku, pri genetických variantoch ide 
o polygénny typ dedičnosti zahŕňajúci zmeny veľkého množ-
stva génov malého, prípadne stredného účinku.

Hoci v súčasnosti sú už jednonukleotidové polymorfizmy 
využívané v genetických analýzach, výzvou do budúcnosti, 
stále ostáva stanovenie rizika dedičných ochorení zohľad-
nením viacerých jednonukleotidových polymorfizmov vzhľa-
dom na polygénny typ dedičnosti mnohých ochorení.

Rozsiahle projekty mapovania genomických variantov ty-
pu HapMap či 1000 Genome Project s podporou menších 
platforiem umožnili realizáciu tzv. Genome-wide association 
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studies (GWAS) na veľkých kohortách(3-4). GWAS umožnili do-
posiaľ identifikáciu tisícok genetických variantov (predovšet-
kým SNP), ktoré sú úzko prepojené s určitým fenotypovým 
prejavom, prípadne priamo s ochorením. Získané poznatky 
o génoch, ich vzájomných vzťahoch a s nimi asociovaných 
dráhach sa podarilo využiť pri zostavení modelu na odhad ge-
netického rizika. Takýmto odhadom vyjadrujúcim vplyv ge-
netických variantov naprieč ľudským genómom do jedného 
skóre je tzv. skóre polygénneho rizika (z angl. polygenic risk 
score, PRS).

Skóre polygénneho rizika možno v  jednom z  najjedno-
duchších vyjadrení vypočítať ako súčet n jednonukleotido-
vých polymorfizmov (SNP) vážených mierou ich účinku β:

ij  

kde n je počet zahrnutých SNP, xij je počet kópií i-tého SNP 
v genotype j-tého jedinca a β vyjadruje mieru účinku prísluš-
ného polymorfizmu vypočítaného z GWAS analýzy.

Riziko polygénneho skóre možno vyjadriť aj ako percen-
til genetického rizika(5). Jedinci s PRS blízkym populačnému 
priemeru majú odhadované genetické riziko podobné popu-
lačnému riziku. Jedinci s PRS do 10. percentilu majú najniž-
šie genetické riziko, zatiaľ čo osoby s PRS v 91. – 100. per-
centile majú genetické riziko najvyššie (obrázok 1).

Na stanovenie PRS sa štandardne využívajú stovky až ti-
sícky SNP, avšak treba si uvedomiť, že so zvyšujúcim sa poč-
tom zahrnutých SNP v analýze rastie nielen jej štatistická si-
la, ale aj miera šumu. Preto pri navrhovaní PRS treba nájsť 
rovnováhu medzi menším počtom analyzovaných SNP s cel-
kovo vyššou presnosťou na jednej strane a vyšším počtom 
zahrnutých SNP v analýze, ale s nižšou presnosťou(6). Navy-
še stanovenie takejto rovnováhy je komplikované aj ďalšími 
faktormi, ako napríklad genetické pozadie ochorenia, husto-
ta genotypizácie či veľkosť populácie. Navrhnutý model PRS 
si preto vyžaduje optimalizáciu na nezávislom testovacom 
súbore, čím sa eliminuje riziko ,,preučenia“ (z angl. overfit-
ting). Komplikáciu predstavuje aj väzbová nerovnováha súvi-

siaca s tesnou blízkosťou identifikovaných génov, ktorá mô-
že byť príčinou falošne pozitívnych výsledkov. Významným 
parametrom, na ktorý netreba zabúdať pri zostavovaní aj vy-
užívaní PRS, je rasová homogenita populácie. Približne 85 
– 90 % genetických variantov sa vyskytuje v rámci troch zá-
kladných kontinentálnych skupín (európskej, ázijskej a afric-
kej) a len zvyšných 10 – 15 % variantov možno nájsť medzi 
nimi(7). A hoci situácia sa v poslednom období zlepšila, stá-
le platí, že väčšina modelov PRS je konštruovaná pre európ-
sku populáciu. Napríklad u Európanov sa riziko diabetu zvy-
šuje s obezitou, zatiaľ čo u obyvateľov východnej Ázie riziko 
diabetu rastie už pri nadváhe, pretože je potrebné zohľadniť 
aj rozdiely v sekrécii inzulínu.

Cieľom pri navrhovaní modelu PRS preto je, aby bolo mož-
né takýto model využiť na čo najširšom populačnom výbere.

Napriek značnému rozšíreniu PRS v praxi je k dispozícii 
stále len obmedzené množstvo príručiek na zostavenie opti-
málneho PRS, ako aj na interpretáciu výstupných dát z ana-
lýzy(8).

S rastúcim záujmom o PRS sa zdokonaľujú nielen mode-
ly výpočtu, ale aj dostupnosť údajov z už existujúcich data-
báz. V súčasnosti je možné už aj zverejňovať dáta potrebné 
pre analýzu napr. prostredníctvom platforiem Polygenic Sco-
re Catalog alebo Cancer PRS-Web(9-10) 

Súčasnosť je ovplyvnená na jednej strane pandémiou ko-
ronavírusu, ale vzhľadom na viac ako desaťpercentnú pre-
valenciu diabetu ju už možno charakterizovať aj ako obdo-
bie pandémie diabetu. Do popredia sa preto dostáva potreba 
stanoviť mieru kumulatívneho rizika pre obidve ochorenia, 
pretože pribúda čoraz viac a viac dôkazov o vzájomnom pre-
pojení obidvoch ochorení.

Prakticky už na začiatku pandémie COVID-19 sa pri pre-
dikcii vývoja ochorenia zvažoval vek, pohlavie a pridružené 
komorbidity ako rizikové faktory. V tom čase však neboli do-
stupné relevantné dáta, ktoré by umožnili definovať mieru 
ich vplyvu na závažnosť ochorenia, čo viedlo k nesprávne-
mu odhadu rizika samotnej infekcie, ako aj závažného prie-
behu ochorenia.

Z  laboratórnych hlásení bolo pomerne skoro známe, že 
takmer všetci kriticky chorí pacienti vykazujú závažnú hyper-
glykémiu, ktorá sa začala využívať ako marker závažnosti 
priebehu ochorenia. A hoci ešte ani dnes nie je jasné, či infek-
cia SARS-CoV-2 indukuje diabetogénny stav podobným me-
chanizmom, aký sa uplatňuje v patogenéze diabetu 1. a 2. ty-
pu alebo ide o atypickú formu diabetu(11), je známych viacero 
mechanizmov spoločných pre obidve ochorenia. Patrí medzi 
ne chronický zápalový stav manifestovateľný zvýšenou kon-
centráciou prozápalových cytokínov IL-11, Il-6 a TNF-α, ako aj 
zvýšenou hladinou C-reaktívneho proteínu (CRP) a adhéziou 
monocytov k cievnemu endotelu(12-13). Pozorované sú aj zvý-
šené hladiny chemokínov CCL1, CCL2, CCL4 a CXCL10. No-
rouzi a kol. opísali u pacientov s ochorením COVID-19 signifi-
kantne zvýšené hladiny zápalových cytokínov a chemokínov 
v stave akútnej hyperglykémie s následným zvýšeným rizi-
kom multiorgánového zlyhania(14).

Bránou vstupu vírusu SARS-CoV-2 do organizmu sú recep-
tory enzýmu konvertujúceho angiotenzín (ACE 2), ktoré sú 
hojne rozšírené vo viacerých typoch tkanív a ktoré zohrávajú 
významnú úlohu aj pri diabete. Po infekcii sa vírus replikuje 
v endokrinných a exokrinných sekrečných bunkách pankrea-

Obrázok 1. Riziko polygénneho skóre (PRS) vyjadrené ako percen-
til genetického rizika. Jedinci s PRS blízkym populačnému prie-
meru majú odhadované genetické riziko podobné populačnému 
riziku. Jedinci s PRS v 91. – 100. percentile majú najvyššie ge-
netické riziko. Jedinci s PRS do 10. percentilu majú najnižšie ge-
netické riziko Upravené podľa(5).
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su s následným poškodením pankreatických β-buniek. Uva-
žuje sa o vzájomnom vzťahu systémovej zápalovej odpovede 
a imunitnej dysfunkcie na jednej strane a hyperglykémie a in-
zulínovej rezistencie v dôsledku poruchy funkcie pankreatic-
kých β-buniek na druhej strane(14-15). Recipročne v porovnaní 
so zdravými jedincami majú diabetici vyššie riziko koronaví-
rusovej infekcie, a to s celkovo horšou prognózou a vyššou 
mierou úmrtnosti(16).

S pribúdajúcimi poznatkami o infekcii SARS-CoV-2 sa roz-
širujú aj vedomosti o genetickom pozadí ochorenia COVID-19, 
ktoré by mohli prispieť k odhadu rizika infekcie, resp. odhadu 
závažnosti priebehu ochorenia. Napríklad Dite a kol. identifi-
kovali 64 jednonukleotidových polymorfizmov a klinicky vý-
znamné rizikové faktory, ktoré následne využili pri vytvorení 
modelu na odhad miery rizika závažného priebehu ochorenia 
COVID-19 pre pacientov infikovaných vírusom SARS-CoV-2 
vo veku nad 50 rokov(17). Navyše preukázali, že ich model má 
v porovnaní s modelmi založenými len na veku a pohlaví vyš-
šiu rozlišovaciu schopnosť pre závažnosť priebehu ochorenia. 
Hoci počet podobných modelov postupne pribúda napriek ne-
spornej potrebe stanovenia genetického rizika vo forme PRS 

spoločného pre COVID-19 aj diabetes 2. typu, v súčasnosti 
prakticky stále neexistuje žiadna systematická analýza spo-
ločných lókusov charakteristických pre obidve ochorenia.

Téma predikcie priebehu ochorení sa stáva čoraz aktuál-
nejšou, a to tak z pohľadu pacienta, ako aj z celospoločen-
ského hľadiska vzhľadom na neustále sa zvyšujúce výdav-
ky na zdravotnú starostlivosť uhrádzané z verejných zdrojov. 
Neustály technologický rozvoj a zavádzanie moderných po-
stupov v genetickom výskume viedlo k vytvoreniu viacerých 
modelov pre predikciu rizika infekcie a priebehu ochorení. 
Jedným z  nich je metóda skóre polygénneho rizika, ktoré 
má veľký potenciál uplatnenia v biomedicínskom výskume 
aj v klinickej praxi.
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Urothelial carcinoma of the bladder with adamantinoid 
(ameloblastoma-like) features. Case report
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An unusual case of bladder urothelial carcinoma that showed areas of adamantinoid (ameloblastoma-like) mor-
phology is described. The tumor occurred in 69-ys-old patient. It was a recurrence of non-invasive low-grade 
urothelial carcinoma which had been resected 3 years ago. Currently, two transurethral resections were perfor-
med (to ensure the tumor removal was complete). The tissue from both resections contained urothelial carcino-
ma without invasion in lamina propria. Histologically, besides of conventional morphology of low- and high-gra-
de papillary urothelial carcinoma, numerous foci of the tumor showed inverted growth with ameloblastoma-like 
features such as reversed polarization of basal cells and loose network-like arrangement of the cells in the lobu-
les. At present, the patient is well one month after the resection, and he will receive intravesical BCG treatment. 
We suppose that adamantinoid (ameloblastoma-like) urothelial carcinoma can be regarded as a variant of inver-
ted urothelial carcinoma.
Keywords: urothelial carcinoma, urinary bladder, transurethral resection, ameloblastoma, adamantinoid

Urotelový karcinóm močového mechúra s adamantinoidnou morfológiou. Kazuistika
Prezentujeme prípad urotelového papilokarcinómu s neobvyklou morfológiou, ktorá je podobná ameloblastómu 
(adamantinómu). Išlo o rekurenciu low-grade noninvazívneho karcinómu močového mechúra u 69-ročného muža. 
Tumor bol odstránený transuretrálnou resekciou v dvoch etapách. Histologicky šlo o urotelový karcinóm, high-
grade, bez invázie do strómy. Okrem tradičnej papilárnej a invertovanej morfológie obsahoval tumor invertované 
lobuly s polarizáciou bazálnych buniek a dehiscenciou, resp. retikuláciou epitelu vnútri lobulov. Stav pacienta 
je mesiac po resekcii primeraný a  je u neho plánovaná BCG terapia. Predpokladáme, že urotelový karcinóm 
s adamantinoidnou morfológiou možno považovať za podtyp urotelového karcinómu s invertovaným rastom.
Kľúčové slová: urotelový karcinóm, močový mechúr, transuretrálna resekcia, ameloblastóm, adamantinoidný
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Introduction
Common urothelial carcinomas (UC) consist of strati-

fied urothelial epithelium with nuclear atypia and mitoses(1). 
Histological diagnosis of these cases is usually straightfor-
ward and their biological behavior is well-known. Howev-
er, there exist variants of UC which show unusual histolog-
ical and immunohistochemical features. These tumor can 
cause difficulties, regarding both histological diagnosis and 
subsequent treatment. Spectrum of variant types includes 
squamous, glandular, micropapillary, nested, microcystic, in-
verted, villous-like, basaloid, sarcomatoid and lymphoepithe-
lioma-like(1-3). Recently, we have seen in our practice a case 
of UC with papillary and inverted pattern(4) which, moreo-
ver, showed ameloblastoma-like (adamantinoid) morpholo-
gy with reversed polarization of basal cells and loose, net-
work-like arrangement of cell islands(5-7). We would like to 
briefly present this unusual case here.

Case report
A 69-ys-old male was admitted for recurrence of non-inva-

sive low-grade UC that had been resected 3 years ago, with-
out subsequent chemotherapy or BCG therapy. Otherwise, his 

medical history includes stage 1 hypertension, type 2 diabe-
tes mellitus, obesity, metabolic syndrome, combined hyper-
lipoproteinemia, and hyperuricemia. Recent control cystos-
copy revealed 4 polypoid tumors in the posterior wall of the 
bladder, measuring 5 cm x 4 cm, 3 cm x 2 cm, 2 cm x 2 cm, 
and 1 cm x 1 cm, respectively. The lesions were removed by 
two subsequent transurethral resections (TUR). The tissue 
fragments were examined histologically and immunohis-
tochemically. In both TUR specimens, we have found com-
mon papillary UC with areas of both high- and low-grade and 
with focal inverted growth pattern. Invasion into the lamina 
propria was not present, and numerous pieces of muscula-
ris propria did not contain tumor infiltration as well. In addi-
tion to common histological features of UC, we have seen 
areas with adamantinoid (ameloblastoma-like) morphology 
(figures 1-4). They were found in approximately one third of 
the tumor tissue. These areas included islands and cords 
of the basaloid appearing epithelium, with reversed polari-
zation of the nuclei of the basal cells (figures 3 and 4). The 
cells inside the islands and cords showed loss of cohesion, 
resembling reticulated change seen typically in ameloblasto-
ma(5-7). In addition, numerous lobules contained round hyalin-
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ized and edematous cores of papillae that mimicked glands. 
These pseudoglands showed, however, polarized basal cells 
indicating their stromal (non-glandular) nature (figure 4), 
and they were negative for mucicarmine. In addition, we re-
viewed slides from the tumor removed three years ago. We 
have found only focal reversed polarity of the basal cells in 
some papillae (as depicted in figure 2), without apparent ad-
amantinoid lolules.

For immunohistochemistry, following antibodies were 
used: CK20 (clone Ks20.8), GATA3 (L50-823), p53 (DO-7), CK 
HMW (34BE12), p63 (DAK-P63), p40 (poly), CK5/6 (D5/16B4), 
CK19 (RCK108), HER2 (4B5), glypican 3 (GC33), alpha-feto-
protein (poly), CDX2 (DAK-CDX2), beta-catenin (14) calretinin 
(DAK-Calret 1), alpha-smooth muscle actin (1A4), and CD56 
(123C3). The tumor cell were positive for GATA3 (figure 5), 
p63, p40, CK19, CK-HMW, CK20 and CK5/6. P53 was posi-
tive in 30% of tumor cells. Neoplastic cells were negative for 
CDX2, alpha-fetoprotein, beta-catenin, calretinin, glypican 3, 

Figure 5. Expression of GATA3 in the tumor.

Figure 1. Low-power shows adamantinoid lobules (right) and 
conventional UC (left).

Figure 2. Superficial papillae show reversed polarity of the ba-
sal cells.

Figure 3. Some of the lobules contain gland-like spaces (right 
and bottom).

Figure 4. Gland-like spaces are clearly developed due to inclusion 
of stroma into the lobule (creating “solid papillary” appearance). 
Arrow indicates direct transition between perilobular and hyalin-
ized intralobular stroma.
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CD56, alpha-smooth muscle actin, and HER2. Currently, the 
patient is well one month after the tumor resection, and he 
will receive intravesical BCG treatment.

Discussion
The present tumor shows focal unusual features that re-

sembled ameloblastoma (adamantinoma), such as reversed 
polarization of basal cells and loose and network-like ar-
rangement of the cells in the lobules(5-7). To our knowledge, 
this morphology was not explicitly described in UC before. 
Regarding reverse cell polarity in urothelial lesions, we have 
found in the literature one case of inverted glandular papillo-
ma(8). Sundaram et al. shows in their Fig. 1 the reversed po-
larity of the glandular epithelium. In common UC, one can 
sometimes see subtle reversed polarity with subnuclear 
clearing of the cytoplasm, as depicted for example in Figu- 
re 2 in study by Comperat et al.(9). However, these features 
are so mild that they do not resemble ameloblastoma. So-
called adamantinoid morphology, typical of ameloblastoma, 
was rarely reported in non-odontogenic tumors. Well known 
are adamantinoid basal cell carcinoma(10), adamantomatous 
craniopharyngioma(7), and adamantinoid trichoblastoma(11). 
Differential diagnosis in our case included UC with glandu-
lar differentiation and rare yolk sac tumor with glandular and 

reticular pattern(1-3,12,13). As mentioned previously, true glands 
in UC contain epithelial mucin positive secretion, and this 
contrasts with stromal features in gland-like spaces seen in 
our case(1-3). Yolk sac tumor of the bladder or UC with yolk 
sac tumor differentiation can contain primitive endodermal 
cells with subnuclear vacuoles and with reticular pattern(12,13). 
However, our tumor was negative for markers of yolk sac tu-
mor, such as alpha-fetoprotein, glypican and CDX2.

Estimation of biological aggressiveness of presented UC 
is difficult, and observation of additional cases is needed. 
Currently, it seems that among UCs with variant histology, 
only micropapillary, sarcomatoid, squamous cell and basa-
loid types indicate worse prognosis, although knowledge is 
still limited(2). In our case, the tumor showed features of high-
grade UC with both exo- and endophytic inverted growth and 
without stromal invasion. Therefore, we suppose that behav-
ior of the tumor will be similar to common high-grade non-in-
vasive UC and that management of the patient should be in 
accord with current guidelines for such tumors.

In sum, we described unusual case of UC with adaman-
tinoid (ameloblastoma-like) morphological features seen in 
substantial part of the lesion. The tumor showed both high- 
and low-grade areas, and it was non-invasive. Additional sim-
ilar cases are needed for better knowledge of these tumors.
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