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ANOTACE 

Bakalářská práce se zabývá detekcí SARS-CoV-2 viru, který aktuálně způsobuje pandemii 

onemocnění COVID-19 projevující se těžkým akutním respiračním syndromem. Zaměřuje se 

především na detekci viru pomocí polymerázové řetězové reakce v reálném čase s reverzní 

transkripcí. Uveden je také přehled dostupných komerčních kitů. 
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Possibilities of SARS-CoV-2 Virus Detection Using the RT-qPCR Method 

ANNOTATION 

Bachelor’s thesis deals with the detection of SARS-CoV-2 virus, which currently causes 

pandemic disease COVID-19 manifesting with severe acute respiratory syndrome. It focuses 

mainly on virus detection using real-time polymerase chain reaction with reverse 

transcription. An overview of available commercial kits is also listed. 
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1 Úvod 

Nový typ koronaviru (SARS-CoV-2) je původcem virového onemocnění Covid-19  

(z angl. Coronavirus disease 2019), které se projevuje těžkým respiračním syndromem a bylo 

poprvé objeveno v čínském Wu-chanu na konci roku 2019. V několika následujících měsících 

se rozšířilo do celého světa a způsobilo celosvětovou pandemii. Toto vysoce infekční 

onemocnění se přenáší pomocí kapének vzduchem a také přímým kontaktem s nakaženou 

osobou. Virus napadá především horní a dolní cesty dýchací, což se projevuje ztíženým 

dýcháním, dušností, kašlem a dalšími příznaky. Nemoc způsobuje komplikace především  

u pacientů s vážným onemocněním, starším lidem, ale můžou se vyskytnout i u zdravých 

jedinců. Pacienti s těžkým průběhem často končí hospitalizováni v nemocnicích, kde jsou 

odkázáni na plicní ventilaci. I přes veškerá opatření a péči zdravotníků, může toto 

onemocnění končit smrtí.  

Abychom předcházeli šíření nemoci, zavedly jednotlivé státy mimořádná opatření, 

týkající se zejména dodržování hygienických návyků, omezení kontaktu osob ve skupinách, 

zákazu hromadných akcí a dalších omezení, dle rozvíjejícího se počtu nakažených. Osoby, 

které nákaza postihla, nebo se s nákazou setkaly, mají nařízenou karanténu, kdy musí zůstat 

alespoň 10 dní doma. Důležitou úlohou, aby se zamezilo šíření koronaviru, je také jeho 

testování. Diagnostiku Covid-19 je možno provádět více způsoby založenými jak na vyšetření 

přítomnosti nukleové kyseliny (metoda PCR, LAMP) nebo povrchových proteinů viru 

(antigenní testy RAT), tak i na průkazu specifických protilátek, vytvořených při imunitní 

reakci lidského organismu na infekci SARS-CoV-2. 

Nejcitlivější metodou je polymerázová řetězová reakce (PCR) v reálném čase (q) 

s reverzní transkripcí (RT), která je založena na průkazu virové nukleové kyseliny. Vzorek se 

odebírá z horních cest dýchacích, stěrem z nosohltanu a je důležité jej umístit do zkumavky 

obsahující virové transportní médium. Tato metoda zjišťuje především přítomnost E genu  

a genu RNA-dependentní RNA polymerázy (RdRP). RT-qPCR je velice spolehlivá a přesná 

laboratorní metoda pro detekci, studium a sledování průběhu koronavirové infekce a bude 

hlavní náplní této bakalářské práce. 
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2 SARS-CoV-2 virus 

2.1 Taxonomické zařazení 

Virus SARS-CoV-2 (z angl. severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) se řadí 

mezi koronaviry a je nově objeveným kmenem z čeledi Coronaviridae (podčeleď 

Orthocoronavirinae, řád Nivovirinales). Jedná se o obalené, pozitivně orientované,  

jedno-řetězcové RNA viry. Čeleď je dále členěna na rody Alphacoronavirus, 

Betacoronavirus, které mohou infikovat savce a Gammacoronavirus, Deltacoronavirus, 

primárně infikující ptáky. SARS-CoV-2 virus patří do rodu Betacoronavirus, jeho 

rezervoárem jsou savci, zejména netopýři a hlodavci, z nichž se může nákaza přenést na 

člověka. Onemocnění, které následně vzniká, se označuje Covid-19 (z angl. 

coronavirus disease 2019) a projevuje se jako těžký akutní respirační syndrom [1]. 

Mezi další známé lidské koronaviry patří např. MERS-CoV (z angl. Middle East 

respiratory syndrome coronavirus), který se jako první objevil v létě roku 2012 v Saudské 

Arábii. Tento typ lidského koronaviru způsobuje vysokou horečku, kašel, dušnost, akutní 

infekci dýchacích cest a multiorgánovou dysfunkci, která nakonec může vést k úmrtí 

infikovaných jedinců. Hlavním hostitelským rezervoárem jsou dle virologických studií 

velbloudi, ze kterých se můžou sporadicky infikovat lidé. Jedná se tedy o zoonózu. Mnohem 

častěji je ovšem přenos z člověka na člověka. Další smrtící zoonotický koronavirus je  

SARS-CoV (z angl. severe acute respiratory syndrome coronavirus). Toto infekční 

onemocnění se poprvé objevilo v roce 2002 v Číně a poté se rozšířilo do celého světa.  

U infikovaných jedinců se onemocnění projevuje horečkou, zimnicí, ztuhlostí, kašlem  

a z patologických aspektů jsou přítomné lymfopenie, trombocytopenie, zvýšené hladiny 

laktátdehydrogenázy a kreatinkinázy. Mezi hlavní rezervoáry, u nichž se předpokládá 

pravděpodobný přenos na člověka, patří netopýři a cibetky. Díky přísným opatřením se v roce 

2004 dostalo šíření koronaviru pod kontrolu, avšak předpokládalo se, že se může nákaza 

vrátit. Existují další známé koronaviry, které způsobují respirační komplikace. Jedná se  

o HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-NL63 a HKU1. Nákaza těmito koronaviry má za 

následek mírné až středně těžké infekce horních cest dýchacích [2, 3, 4, 5]. 

 

2.2 Strukturní charakteristika 

Obal koronavirů je složen z lipidové membrány, ve které jsou uloženy virové povrchové 

proteiny. Konkrétně jde o nukleokapsidový (N) protein, který obklopuje genom RNA, dále 
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S glykoprotein, matrixový (M) protein, obalový (E) protein a (HE) hemaglutinin-esterázu, 

související s fúzním proteinem viru chřipky C (viz Obr. 1). Právě kyjovitý protein S, 

vyčnívající z membrány, dodává viru charakteristický halo efekt, jevící se jako koruna 

(latinsky corona) v elektronovém mikroskopu. Dle tohoto vzhledu dostal koronavirus svůj 

název [1]. 

Genom koronaviru má velikost až 31 kb, což jej řadí mezi největší z RNA virů. Na 5´ 

konci genomu se nachází vedoucí sekvence, která hraje klíčovou roli v replikaci. Zahrnuje 

gen replikázu, jenž se skládá ze dvou otevřených čtecích rámců ORF 1a a ORF 1b. Následují 

4 ORF, které pokračují sekvencemi pro strukturní proteiny (S, M, E, N) směrem k 3´ konci. 

Virus dále obsahuje řadu doplňkových proteinů, jejichž funkce je většinou neznámá  

a zpravidla není nezbytná pro replikaci viru [1, 6]. 

 

Obrázek 1 - Popis struktury koronaviru [7]. 

 

2.3 Vstup koronaviru do hostitelské buňky  

Hlavní úlohu, při vstupu koronaviru do hostitelské buňky, zprostředkovává 

glykoprotein S, který je složen ze dvou podjednotek. Podjednotka S1 umožňuje rozpoznání  

a absorpci na hostitelský receptor angiotenzin-konvertující enzym 2 (ACE2) a podjednotka S2 

zprostředkovává fúzi virové buněčné membrány. ACE2 se vyskytuje na buňkách v plicích, 

srdci, tepnách, ledvinách a střevech. Po vniknutí viru do buňky se uvolní virové RNA  

a přepíší se oba čtecí rámce genu ORF 1a a ORF 1b, tím vzniknou polyproteiny. Dochází 

k replikaci a transkripci genomové RNA pomocí štěpení polyproteinů a sestavení komplexu 

replikáza-transkriptáza. V konečné fázi se strukturní proteiny syntetizují, sestavují a balí 
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v Golgiho aparátu. Následně putují k buněčné membráně, kde dochází k uvolňování nových 

virových částic (viz Obr. 2) [8]. 

 

Obrázek 2 - Schéma vstupu koronaviru do hostitelské buňky [9]. 

  

2.4 Klinické příznaky onemocnění COVID-19 

 Klinické projevy onemocnění se můžou u jednotlivých osob postihnutých koronavirem 

lišit. Jsou známy i osoby, které byly zcela asymptomatičtí. Nejčastější příznaky jsou horečka, 

únava a suchý kašel. Bolesti v krku, průjem, zánět spojivek, bolesti hlavy, vyrážka na těle  

či ztráta chuti a čichu se řadí mezi méně obvyklé příznaky. K nejzávažnějším příznakům však 

patří bolest, tlak na hrudi, dýchací obtíže nebo dušnost, a dokonce i ztráta řeči nebo schopnost 

pohybu. Každý takový příznak by neměl být ignorován a osoba by měla kontaktovat svého 

obvodního lékaře a být vyšetřena, aby se zamezilo šíření viru. Příznaky se objevují nejčastěji 

5. – 6. den po nakažení, mohou se ale objevit i za 14 dní od nakažení [10]. 
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2.5 Možnosti detekce infekce SARS-CoV-2 virem  

2.5.1 Testy na průkaz specifických protilátek 

Jedním z možných způsobů jsou testy detekující přítomnost protilátek, které se tvoří 

jako imunitní reakce člověka na infekci SARS-CoV-2 v krvi. Přítomnost protilátek akutní 

fáze třídy IgM indikuje aktivní nebo nedávnou infekci, zatímco dlouhodobé paměťové 

protilátky třídy IgG se projeví později a často znamenají již proběhlou nemoc. Tento způsob 

testování slouží jako screeningový nástroj. Pozitivní test na protilátky zpravidla svědčí již  

o proběhnuté nemoci, kdy si jedinec vytvořil imunitu vůči viru, a tudíž už není náchylný 

k infekci. Předpokládá se, že osoby s pozitivní hladinou protilátek IgG již nejsou infekční 

[11]. 

Na začátku infekce se jako první v krvi objeví protilátky třídy IgM, které jsou většinou 

pozitivní po 3-15 dnech od počátku klinických příznaků. Následně, asi se sedmidenním 

zpožděním, se začnou tvořit protilátky třídy IgG. Hladina IgM protilátek se začne postupně 

snižovat, zatímco protilátky IgG v krvi rostou. Ve fázi uzdravování se titr IgG protilátek může 

zvýšit až několikanásobně oproti počáteční akutní fázi. Lze také testovat protilátky třídy IgA, 

které se vytváří na sliznici i při nízké virové náloži, často bez klinických příznaků. Právě tyto 

imunoglobuliny se tvoří jako první a vykazují nejvyšší citlivost asi 4.-25. den po nástupu 

nemoci. Protilátky IgA dosáhnou vrcholu asi 16.-20. den od nástupu nemoci, následně dojde  

k jejich poklesu, i přesto při uzdravovací fázi zůstávají na relativně vysoké hodnotě [12].  

Existují rychlé (Rapid) testy, které se provádí z kapky kapilární krve a podávají 

informaci o přítomnosti protilátek. Nevýhodou těchto testů je, že nedokážou stanovit hladinu 

protilátek. Provedení testu je jednoduché a nevyžaduje přítomnost odborného pracovníka. 

Jedinec si odebere kapilární krev z prstu a pomocí kapátka kápne 20 μl krve do jamky Rapid 

testu s proužky s barevnými konjugáty a reaktivními činidly rozptýlenými na odpovídající 

oblasti. Poté se do jamky přidají 2 až 3 kapky ředícího pufru a vyčká se 15 minut na odečtení 

výsledku. V případě pozitivity protilátek se objeví barevný proužek v oblasti s odpovídající 

protilátkou. V negativním případě zůstane barevný proužek pouze u kontroly testu 

(viz Obr. 3). Princip testu je založen na migraci vzorku membránou chromatografickým 

působením a reakci s anti-lidskými IgM nebo IgG protilátkami v dané oblasti [13]. 
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Obrázek 3 - Hodnocení Rapid testu [14]. 

 

Pro detekci hladiny protilátek je nutné provést kvantitativní nebo semikvantitativní test 

protilátek v laboratoři metodou ELISA nebo CLIA. 

Průkaz protilátek metodou ELISA se provádí ze vzorku séra nebo plazmy od pacienta 

s použitím rekombinantní domény S1 glykoproteinu SARS-CoV-2 jako antigenu. Stanovení 

se provádí v mikrotitračních destičkách, jejichž jamky jsou potažené právě rekombinantním 

strukturním proteinem S1. V prvním kroku detekce se v jamkách inkubují zředěné vzorky od 

pacientů. Pokud je ve vzorku přítomná protilátka, naváže se v tomto kroku na antigen. 

Následuje promytí reakční směsi a odstranění nadbytečné protilátky. Poté se provede druhá 

inkubace pomocí enzymem značeného antihumánního IgA, IgM nebo IgG katalyzujícího 

barevnou reakci. Výsledky jsou následně hodnoceny semikvantitativně, výpočtem poměru 

kontrolního nebo pacientského vzorku a kalibrátoru. Hodnoty menší než 0,8 jsou považovány 

za negativní, 0,8-1,0 za hraniční a hodnoty nad 1,1 za pozitivní [15]. 

Metoda CLIA neboli chemiluminiscenční imunoanalýza používá magnetické kuličky 

potažené rekombinantním antigenem, zejména se jedná o strukturní proteiny S nebo N,  

a substrát značený chemiluminiscenční látkou na automatizovaných platformách. Jako 

detekční protilátka se používá protilátka proti lidskému IgG nebo IgM. Pokud je ve vzorku 

séra přítomná protilátka, naváže se na rekombinantní antigen a vytvoří komplex. V dalším 

kroku se na komplex naváže substrát značený chemiluminiscenční látkou. K detekci 

naměřených hodnot chemiluminiscence je potřeba použít automatizovaný magnetický 

chemiluminiscenční analyzátor. Výsledky jsou uváděny jako arteficiální jednotky/ml. 

Hodnoty menší než 12 AU/ml jsou považovány za negativní, 12-15 AU/ml za hraniční a 

hodnoty nad 15 AU/ml za pozitivní [16, 17]. 
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2.5.2 Testy na průkaz antigenu 

Další z možných způsobů testování je rychlý test antigenu (RAT). Tento test kombinuje 

imunochromatografii s enzymovým testem k detekci virového nukleokapsidového (N) 

proteinu. Výhodou RAT je, že nevyžaduje speciální vybavení, není časově náročný a není 

potřeba vysoce kvalifikovaných laboratorních pracovníků. Podobně jako u Rapid testu na 

protilátky se pacientův vzorek nanese kapátkem do určené jamky a po určitém čase se 

odečtou výsledky barevných proužků. Vzorek na antigenní test se kromě standardního výtěru 

z nosohltanu vyšetřuje i ze slin, popř. výtěru z kraje nosu, což představuje pro pacienta menší 

zátěž. Tato metoda je oproti polymerázové řetězové reakci rychlá, avšak není tak citlivá. Test 

bývá pozitivní hlavně v době, kdy pacient produkuje velké množství viru a je nejvíce infekční 

[18, 19, 20]. 

 

2.5.3 LAMP testy 

LAMP (z angl. Loop-mediated isothermal amplification) neboli smyčkově 

zprostředkovaná izotermická amplifikace se řadí mezi další metody k diagnostice nákazy 

SARS-CoV-2 virem. Metodou získáme informaci o přítomnosti virové RNA ze slin pacienta 

za poměrně krátký časový úsek. Oproti referenční PCR metodě je technika LAMP rychlá  

a poměrně nenáročná na přístrojové vybavení. Vzorky slin se nejprve tepelně inaktivují  

a následně se smíchají s reagenciemi LAMP. Poté následuje inkubace při teplotě 60-65 °C po 

dobu asi 30 minut k dokončení amplifikace. V konečné fázi se ke vzorku přidá barvivo (např. 

SYBR Green), které následně změní barvu v závislosti na výsledku testu (viz Obr. 4) [21]. 

 

Obrázek 4 - Vizuální detekce pozitivního a negativního vzorku pomocí metody LAMP:(A) analýza 

výsledků po použití barviva SYBR Green za přirozeného světla; (B) analýza výsledků po použití 

barviva SYBR Green v UV světle [22]. 
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Nejcitlivější metodou pro diagnostiku SARS-CoV-2 je polymerázové řetězová reakce 

(PCR) v reálném čase s reverzní transkripcí (RT), která je založena na průkazu virové 

nukleové kyseliny. Tato metoda bude podrobně popsána v následující kapitole. 

 

3 Detekce SARS-CoV-2 viru pomocí kvantitativní RT-PCR 

Nejspolehlivější metodou stanovení SARS-CoV-2 viru je polymerázová řetězová reakce 

v reálném čase s reverzní transkripcí (RT-qPCR). Proces zahrnuje dva hlavní kroky. Nejprve 

převedeme virovou RNA na komplementární cDNA pomocí reverzní transkripce a poté 

následuje amplifikace specifických oblastí cDNA metodou PCR. Pro úspěšné testování je 

důležitý především návrh vhodných primerů a optimalizace testu.  

Před vlastním provedením testu je potřeba zajistit správný odběr vzorku a izolovat 

virovou RNA. Jednotlivé kroky budou popsány níže. 

 

3.1 Odběr vzorku 

Správnost a kvalita odběru materiálu na vyšetření je pro úspěšnost testu naprosto 

zásadní. Vzorek se odebírá především z horních cest dýchacích, stěrem z nosohltanu, 

popřípadě z orofaryngu. Odběr z nosohltanu se provádí proto, že se zde virus primárně množí. 

Z orofaryngu je odběr důležitý, protože virus se zde usazuje v souvislosti s klinickými 

příznaky, zejména kašláním. Tyto místa lze setřít jedním odběrovým tampónem nebo dvěma 

tampóny a následně je vložit do jedné zkumavky obsahující tekuté virologické transportní 

médium. Samotný odběr pacienta probíhá tak, že si pacient pohodlně sedne a opře hlavu  

o opěrku, aby ji měl lehce zakloněnou. Tampón se zavede do nosní dírky a dbá se na to, aby 

byl rovnoběžně s patrem. Měl by dosáhnout hloubky stejné, jako je vzdálenost mezi nosní 

dírkou a uchem (viz Obr. 5). Tampón se nechá na místě několik sekund a poté se otáčivým 

pohybem opatrně vytáhne ven. Následně se vloží do zkumavky s transportním médiem. 

Součástí transportního média je pufr o osmolalitě fyziologického roztoku, protektivní 

bílkovina, antibiotika, popřípadě antimykotika. Takto odebraný materiál je možné okamžitě 

zpracovávat nebo uchovávat při chladničkové teplotě 2-8 °C po dobu až 72 hodin. Pro 

případné delší uchovávání vzorku je nutné jej zamrazit na teplotu -70 °C a nižší [23, 24].  

Při odběru pacienta nebo manipulaci se vzorkem je nutné mít na paměti, že se může 

jednat o infekční osobu nebo materiál a je nezbytné dodržovat příslušná preventivní opatření. 
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Zdravotník nebo osoba pověřená odběrem nebo zpracováním vzorku musí vždy používat 

ochranné pomůcky, jako jsou ochranné masky (respirátory, roušky), rukavice, plášť  

a ochranný štít nebo brýle, aby se zamezilo přenosu nákazy. Zpracování vzorku probíhá 

v samostatné místnosti a v laminárním boxu, aby nedocházelo ke kontaminaci ostatních 

přístrojů a také k nákaze pracovníků. Dále je nutné vždy po skončení práce řádně 

vydezinfikovat pracovní místo a vyklidit odpad do speciálně označeného infekčního odpadu. 

Pracovníci si také pravidelně musí měnit ochranné pomůcky a dezinfikovat ruce [23, 24]. 

 

Obrázek 5 - Schéma správného odběru z nosohltanu [25]. 

 

3.2 Izolace RNA 

Ribonukleová kyselina (RNA) je nedílnou součástí laboratorních analýz. Důležitá je 

zejména v diagnostice virových, bakteriálních a parazitárních onemocnění a také pomáhá 

určit diagnózu některých poruch a nádorů. Před vlastní analýzou je potřeba získat čistou 

molekulu RNA. Toho docílíme různými způsoby čištění [26].  

 

3.2.1 Fenol-chloroformová extrakce 

Principem metody je oddělení RNA od DNA pomocí extrakce kyselým roztokem, jež 

obsahuje guanidin thiokyanát, octan sodný, fenol a chloroform. Následuje centrifugace,  

po které se celková RNA nachází v horní vodné fázi, zatímco DNA, proteiny a ostatní 

nečistoty v mezifázi nebo v organické fázi. Poté se provádí precipitace RNA 

s izopropylalkoholem, po centrifugaci získáváme bílou peletu obsahující izolovanou celkovou 

RNA. Bílé zbarvení je způsobeno přítomností zbytkových solí srážejících se společně s RNA. 
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Promytím pelety ethanolem (75-90 %) se soli odstraní a vznikne čistá RNA. Nejvýznamnější 

izolační směs je monofázický roztok fenolu a quanidin isothiokyanátu, který slouží jako 

komplexní činidlo pro extrakci RNA, DNA a proteinů z tkáni nebo buněk. Je dostupná 

komerčně pod různými názvy např. TRIzol (Invitrogen), TRI Reagent (Sigma-Aldrich), TRIR 

(Abgene), RNA blue (Top Bio), aj. [26, 27, 28].  

Nevýhodou fenol-chloroformové extrakce je její zdlouhavost a také práce 

s nebezpečnými sloučeninami, proto se v praxi nahrazuje rychlejšími a bezpečnějšími 

metodami [26, 27, 28]. 

 

3.2.2 Manuální izolace pomocí spin-kolonek  

Manuální izolace pomocí spin-kolonek se oproti fenol-chloroformové metodě liší tím, 

že je rychlejší a nepracuje se s nebezpečnými sloučeninami. Jedná se o vysoce specifickou 

metodu, při níž získáváme vysokou výtěžnost virové RNA nebo DNA. Izolace je založena na 

lýze virových molekul za přítomnosti chaotropních solí, které pomáhají vazbě RNA,   

a následném navázání nukleových kyselin na pevnou fázi (spin-kolonku). Poté následuje 

odstranění kontaminující DNA pomocí rekombinantní DNázy a centrifugace k odstranění 

nenavázaných látek. Nukleové kyseliny, jež jsou navázané na vazebném materiálu, se 

v dalším kroku promyjí pomocí vhodných pufrových roztoků. V konečné fázi dochází k eluci 

purifikovaných nukleových kyselin z vazebného materiálu, a to pomocí roztoků s nízkým 

obsahem soli např. ultra čisté vody bez RNáz. V mezikrocích vždy probíhá potřebná inkubace 

a centrifugace (viz Obr. 6). Takto izolovaná nukleová kyselina má vysokou kvalitu a je 

vhodná k přímému použití pro RT-qPCR a jiné metody [26, 27, 29].  

V poslední době, kdy počet vzorků pro izolaci RNA stoupá a je potřeba ji izolovat 

rychle a ve vysoké kvalitě, se upřednostňuje používání komerčně dostupných souprav 

zahrnujících centrifugační (spin) kolonky nebo vícejamkové destičky obsahující materiál 

vázající nukleovou kyselinu. RNA je izolována na různě modifikovaných sorbentech, které 

umožňují vyšší výtěžnost čisté RNA a snižují kontaminaci preparátu genomovou DNA. Jako 

vazebný materiál se nejčastěji používají povrchy z oxidu křemičitého (silika) ve formě 

matrice (filtry ze skleněných vláken nebo membrány z oxidu křemičitého). Tyto materiály 

vážou nukleové kyseliny v prostředí pufrů na bázi guanidinu, jež jsou běžně používány pro 

zajištění chaotropních podmínek pro vazbu nukleových kyselin.  
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Existují také spin-kolonky na bázi rostlinného celulózového materiálu pro čištění 

nukleových kyselin. Filtrační papír na bázi celulózy je oproti materiálu na bázi oxidu 

křemičitého levný a snadno dostupný v laboratořích [29, 30].  

 

Obrázek 6 - Schéma izolace nukleových kyselin pomocí spin-kolonek [31]. 

  

3.2.3 Automatizovaná izolace pomocí magnetických částic 

Izolace nukleových kyselin pomocí magnetických částic je velmi oblíbená metoda 

zejména ve velkých provozech (nemocnicích), kde se může najednou pracovat s velkým 

množstvím vzorků. Některé přístroje jsou schopny izolovat až 96 vzorků za hodinu. Pracuje 

se s magnetickými částicemi, které jsou kulovitého tvaru a jejichž velikost se pohybuje od nm 

až po µm, v závislosti na izolovaném druhu vzorku. Pro izolaci nukleových kyselin a virů se 

velikost částic pohybuje okolo 20–450 nm. Jádro těchto částic je tvořeno magnetickými oxidy 

železa, nejčastěji Fe3O4 (magnetit), γ-Fe2O3 (maghemit), ale i zlatem. Aby se mohla částice 

navázat na nukleovou kyselinu, je potřeba obalit jádro specifickým povrchem, který ji bude 

vázat (viz Obr. 7). Používají se organické polymerní materiály obsahující velké množství 

navázaných karboxylových skupin, které mají hydrofilní charakter a usnadňují tak vazbu 

nukleové kyseliny [30].  
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Postup izolace probíhá tak, že nejprve dojde k lýze virových partikulí pomocí lyzačního 

pufru a poté se přidá vazebný pufr a také magnetické částice. Nukleové kyseliny se navážou 

na magnetické částice a při následném působení magnetického pole se přitáhnou ke stěně 

zkumavky a zbylý supernatant, obsahující nenavázané složky, se odstraní. Poté následuje 

promývání vzorků pomocí pufrů a v konečné fázi se přidá eluční pufr k vyvázání nukleových 

kyselin z vazby na magnetických částicích. Působením magnetického pole se odpipetuje čistá 

nukleová kyselina, která se nachází v supernatantu. Takto připravená nukleová kyselina je 

vhodná k přímému použití pro další zpracování [30]. 

 

 

Obrázek 7 - Schéma magnetické částice používané pro izolaci nukleových kyselin [32]. 

 

3.3 Reverzní transkripce 

Principem reverzní transkripce je přepis genetické informace v mRNA do 

komplementární DNA (cDNA), která slouží jako templát pro metodu PCR v reálném čase 

(viz obr. 8). Z produktů cDNA jsme schopni zkoumat genetické složení nádorů, využívat 

metodu PCR obecně nebo kvantitativně, exprimovat jedinečné proteiny a mnoho dalšího. 

Přepis se uskutečňuje pomocí enzymu tzv. reverzní transkriptázy (RNA-dependentní DNA 

polymeráza) [33].  

Pro stanovení SARS-CoV-2 viru se používají komerčně dostupné kity, jež obsahují 

veškeré reagencie potřebné pro kvantitativní polymerázovou řetězovou reakci s reverzní 

transkripcí. Jsou v nich zahrnuty i složky potřebné právě k reverzní transkripci. Jedná se 
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zejména o Taq DNA polymerázu s reverzní transkriptázou. Taq DNA polymeráza  

je termostabilní enzym, který pochází z bakterie zvané Thermus aquaticus a je zodpovědný za 

katalýzu syntézy komplementární DNA ve směru 5´→3´ konci. K zahájení zpětné transkripce 

a syntézy komplementárního řetězce DNA je dále potřeba mít vysokou kvalitu čisté 

vyizolované RNA a vhodné primery. Používají se oligo-dT primery, směs náhodných 

hexaoligonukleotidů nebo sekvenčně specifické primery. Celý proces reverzní transkripce 

probíhá v termocykleru nejčastěji při 55 °C 15 minut, kde se sestaví komplementární DNA 

řetězec a na něj poté navazuje metoda qPCR [33, 34]. 

 

Obrázek 8 - Schéma reverzní transkripce [35]. 
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3.4 Polymerázová řetězová reakce v reálném čase 

Tato metoda vychází z konvenční metody polymerázové řetězové reakce (PCR), která 

byla vyvinuta americkým chemikem Kary Banks Mullisem a jeho spolupracovníky v roce 

1985. Principem metody je selektivní amplifikace (namnožení) relativně krátkých úseků 

specifické DNA nebo RNA přítomné v reakční směsi působením cyklického střídání teplot. 

Takto namnoženou sekvenci je možné detekovat nebo dále analyzovat. Metoda PCR se stala 

velmi významným objevem, který nalezl využití v oblasti biologie a umožnil vývoj řady 

nových oborů. Za tento objev obdržel v roce 1993 K. Mullis Nobelovu cenu za chemii [36].   

Metoda se provádí v termocyklerech a její průběh je založen na 3 krocích: denaturaci, 

navázání primerů (tzv. annealing) a elongaci. První krok denaturace zahrnuje zahřátí reakční 

směsi DNA na teplotu 95 °C. Při této teplotě dochází k oddělení dvouřetězcových vláken 

DNA a vzniká templátová (matricová) DNA. Po rozdělení řetězců následuje druhý krok PCR 

metody, tzv. annealing. V této fázi dojde ke snížení teploty reakční směsi na 50–60 °C, 

dochází k přisednutí krátkých oligonukleotidů (primerů) na templátovou DNA. Posledním 

krokem je elongace. Opět se zvýší teplota na 72 °C, a probíhá prodlužování primerů  

o nukleotidy komplementární k templátové DNA. Výsledkem PCR je namnožení původní 

sekvence DNA. Obvykle se provádí 30 cyklů, kde konečná hodnota je až 109 kopií  

(viz Obr. 8) [36].  

Pro zahájení PCR metody je nutné připravit vhodnou reakční směs, která musí 

obsahovat určité komponenty. Mezi hlavní komponenty patří oligonukleotidové primery 

(koncentrace každého primeru v reakci 0,1 – 1 µM), termostabilní DNA polymeráza (obvyklé 

množství 0,25 µl), templátová DNA (nepatrné množství 1 až 1000 ng), reakční pufr (10 mM 

Tris-HCl a 50 mM KCl) zajišťující vhodné prostředí pro činnost DNA polymerázy (optimální 

pH 8,3 – 9,0), deoxyribonukleotidtrifosfáty (dNTP, koncentrace v reakci obvykle 200 µM), 

sterilní destilovanou vodu a hořečnatou sůl (MgCl2 v koncentraci většinou 1,5 mM) sloužící 

jako kofaktor, který tvoří nerozpustný komplex s dNTP rozpoznávaný DNA polymerázou. 

Reakční směs se připravuje v různých objemech v závislosti na množství vzorků. Objem na 

jeden vzorek bývá kolem 25µl [37]. 
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Obrázek 9 - Schéma PCR: (A) přehled základních kroků PCR metody, (B) zobrazení amplifikačního 

postupu [38]. 

  

Polymerázová řetězová reakce v reálném čase (qPCR, PCR-real time) se od původní 

PCR metody liší tím, že je schopna určit výchozí množství DNA po proběhnutí celého 

cyklického procesu. Jedná se tedy o metodu kvantitativní. U původní PCR metody  

se analyzuje až konečný produkt pomocí elektroforézy v agarózovém gelu, jde tedy o tzv. 

end-point metodu. Tento nedostatek vyřešil v roce 1992 Russell Huguchi se svými 

spolupracovníky. Zjistili, že metodu PCR lze provádět v přítomnosti barevných sond, které po 

navázání na molekulu DNA vykazují fluorescenci, a tu je možné průběžně zaznamenávat.  

Dle záznamu lze poté zjistit jak výchozí množství molekuly DNA, tak i jednotlivá množství 

po každém proběhnutém cyklu. Tato metoda lze použít i v kombinaci s reverzní transkripcí, 

kdy dochází nejprve k přepisu mRNA do cDNA. Poté je možné zjistit původně přítomné 

mRNA jako měřítko aktivace genového přepisu [39, 40]. 

 

3.5 Možnosti detekce 

Detekce množství DNA při kvantitativní PCR je možná díky různým detekčním 

značkám interagujícím s DNA. Mezi nejčastěji používané patří např. nespecifické 
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fluorescenční interkalační barviva či sekvenčně specifické fluorescenčně značené sondy  

či primery.  

Interkalační barvivo zvyšuje fluorescenci v přítomnosti dvouvláknové (ds) DNA. Jako 

barvivo se využívá například ethidium bromid, který se váže na dvouvláknovou DNA a po 

ozáření fluoreskuje v UV části spektra, ale jeho fluorescence bývá většinou slabá. Proto bývá 

většinou nahrazováno jinými barvivy. Osvědčeným barvivem je zejména SYBR Green, což je 

fluorescenční kyaninové barvivo, které má zhruba stokrát větší afinitu k DNA než ethidium 

bromid a poskytuje mnohem silnější fluorescenci. Signál fluorescence se zvyšuje s rostoucím 

počtem amplikonů. V dnešní době je metoda pomocí interkalačních barviv nahrazována 

komerčně dostupnými kity, kde je detekce DNA založena na jiném způsobu značení pomocí 

sond nebo primerů [41]. 

Mezi používané fluorescenčně značené sondy se řadí např. TaqMan sondy 

(hydrolyzační sondy), což jsou oligonukleotidy delší než primery nasedající na vnitřní část 

amplifikované oblasti. Na svém 5´ konci jsou opatřeny kovalentně navázaným fluoroforem 

(tzv. reportér) a na 3´ konci obsahují zhášeč (tzv. quencher), což jsou molekuly schopné 

absorbovat energii z excitovaného fluoroforu. Princip testu je založen na exonukleázové 

aktivitě Taq polymerázy ve směru 5´→3´. Aby sonda emitovala fluorescenci musí ji nejdříve 

Taq polymeráza rozštěpit a zabránit tak zhášení fluorescence. Fluorescence je zaznamenávána 

a měřena každý cyklus v závislosti na množství uvolněných reportérů, a tedy i na množství 

amplifikovaného produktu [42].  

Fluorescenčně značené primery používané při kvantitativní PCR jsou např. LUX 

primery (z angl. Light-Upon extension), jedná se o oligonukleotidy, které mají fluorescenční 

barvivo připojeno poblíž 3´ konce. Tato metoda nevyžaduje zhášeč, protože oligonukleotidy 

jsou konstruovány tak, aby vytvořily vlásenkové smyčky, které jsou schopny samy zhášet 

fluorescenci. K emisi fluorescence dsDNA produktu dochází po prodloužení primerů. 

Výhodou vlásenkových oligonukleotidů je také to, že zabraňují tvorbě dimerů primerů  

a nesprávnému primování, čímž poskytují vyšší specifitu a citlivost PCR [43]. 

V současné době lze amplifikovat a detekovat více různých genů současně za použití 

tzv. multiplexní analýzy. Toho je dosaženo tak, že se do reakce přidá více párů primerů, které 

jsou označeny sondami, z nichž každá sonda je značena jedinečným fluorescenčním 

barvivem. Primery se vážou k různým úsekům DNA a jsou zaznamenávány odlišné barvy 

každého úseku. Následný signál každého barviva se používá ke kvantifikaci množství 
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určitého cíle nebo genu. Výhodou používání multiplexní analýzy je, že umožňuje rychle měřit 

úroveň exprese několika sledovaných cílů nebo genů [44]. 

 

3.6 Přístrojové vybavení 

PCR metoda probíhá v přístroji zvaném termocykler, což je programovatelný termostat, 

který umožňuje změnu teploty ve velmi krátkém intervalu. Klasický termocykler je vybaven 

tepelným blokem s otvory pro zkumavky a umožňuje programovatelnou regulaci teploty 

v jednotlivých cyklech. Obsahuje také vyhřívané víko, jež tlačí na víčka reakčních zkumavek 

a zabraňuje tak kondenzaci vody z reakční směsi na vnitřní straně víček [45].  

Ke snímání fluorescenčního signálu u real-time PCR se používají termocyklery, které 

mají navíc modul pro detekci fluorescence (fluorimetr). Fluorimetr měří změny intenzity 

fluorescence. Přístroje jsou opatřeny zdrojem excitačního záření, používají se halogenové 

žárovky, lasery nebo LED diody, jejichž světlo poskytne takovou energii, která je schopna 

excitovat elektrony fluoroforu. Dále obsahují filtry nebo monochromátor a detektor záření. 

Záření, vznikající ve zdroji, prochází filtrem nebo monochromátorem, kde dojde k úpravě 

jeho vlnové délky a následně pokračuje do vzorku. Zde dochází k interakci se vzorkem  

a vzniku fluorescenčního záření. Poté záření ze vzorku vychází a přes filtr dopadá na detektor 

[46]. 

 

3.7 Grafický průběh reakce 

Průběh real-time PCR se zaznamenává graficky pomocí amplifikační křivky, která 

znázorňuje závislost fluorescence (osa y) na počtu cyklů (osa x). Křivku je možné rozdělit do 

4 fází (viz Obr. 9): fázi background (pozadí), exponenciální fázi, lineární fázi, a fázi plató. 

V background fázi dochází k amplifikaci produktu, ale jeho fluorescence ještě 

nedosahuje měřitelných hodnot. V exponenciální fázi dochází ke zdvojnásobení množství 

amplikonu po každém proběhnutém cyklu a zároveň k nárůstu fluorescence, která ještě 

nepřesahuje úroveň pozadí. V tomto úseku křivky se určuje tzv. Ct hodnota (z angl. Cycle 

treshold), jež je zachycena detektorem. Tato hodnota nám udává cyklus, kdy dochází 

k nárůstu fluorescence nad práh pozadí. Čím menší je hodnota Ct, tím více bylo vstupního 

materiálu vloženo do reakce a naopak. V lineární fázi se účinnost reakce snižuje, nedochází 

k exponenciálnímu nárůstu fluorescence, ale pouze k lineárnímu. V poslední fázi plató 
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množství fluorescence již nenarůstá z důvodů postupného vyčerpání složek reakční směsi 

[47].  

Při detekci SARS-CoV-2 viru pomocí RT-qPCR jsou hodnoty Ct menší jak 40 

považovány za pozitivní. 

 

Obrázek 10 - Amplifikační křivka qPCR [48]. 

 

3.8 Senzitivita a specificita RT-qPCR testu na průkaz SARS-CoV-2 viru 

Metoda RT-qPCR se vyznačuje vysokou senzitivitou i specificitou. S chybnými 

výsledky testů se setkáváme jen velmi výjimečně. Ke správnému výsledku musí být striktně 

dodrženy všechny postupy související jak s preanalytickou fází, tak s analytickou fází.  

Za chybné výsledky jsou považovány falešná negativita (člověk je nemocný, ale výsledek 

testu je negativní) nebo falešná pozitivita (člověk je zdravý, ale výsledek testu je pozitivní). 

Nejčastější příčinou falešně negativního testu může být špatné nebo nedostatečné odebrání 

klinického materiálu, nevhodný materiál k vyšetření, RNA vir se nepodařilo vyizolovat nebo 

se znehodnotil během manipulace se vzorkem. Dalším důvodem může být, že test byl 

proveden příliš brzy a virus se ještě nestihl pomnožit, a to zejména v době, kdy pacient ještě 

nemá klinické příznaky. U falešně pozitivního výsledku může být příčina lidský faktor, 

záměna vzorku nebo kontaminace vzorku. Mohou také selhat některé reagencie při testování. 
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Obecně lze ale říct, že PCR metoda je velmi spolehlivá a chybné výsledky jsou spíše 

vzácnost. Do jisté míry může mít vliv na senzitivitu PCR testu také mutace viru [49, 50]. 

 

4 Komerční RT-qPCR kity pro detekci SARS-CoV-2 

Komerční kity umožňují snadnější a rychlejší detekci virové nukleové kyseliny. U stále 

se rozvíjejícího onemocnění Covid-19, kdy počet nakažených rapidně roste, je důležité 

diagnostikovat onemocnění včas, aby se předcházelo dalšímu nakažení. Proto je výhodné 

používat právě komerční kity. V soupravách jsou obsaženy veškeré potřebné reagencie. Spolu 

se soupravou jsou také dodávány návody, jak postupovat v jednotlivých krocích, informace  

o reagencích a jejich přípravě a skladování, nezbytné přístrojové vybavení a také interpretace 

výsledků [51].  

Komerčních kitů pro detekci viru SARS-CoV-2 je celá řada, vyvíjí je mnoho různých 

společností po celém světě. Existují i kity, které dokážou odhalit různé mutace viru nebo 

rozlišit, zda se jedná o koronavirus nebo chřipku [51]. 

 

4.1 Experimentální uspořádání RT-qPCR kitů  

Jednotlivé kity umožňují provedení RT-qPCR buď jednokrokově, nebo dvoukrokově. 

V případě jednokrokové (tzv. „one tube“ nebo „one step“) RT-qPCR probíhá reverzní 

transkripce a PCR v jedné jediné zkumavce. Výhodou této reakce je jednodušší příprava, 

použití méně pipetovacích kroků a tím i nižší riziko kontaminace. Mezi další výhody lze 

zařadit rychlost, vysokou reprodukovatelnost a také průběh při vyšší teplotě umožňující vyšší 

citlivost. Většina kitů je založena právě na jednokrokové RT-qPCR metodě. Oproti tomu  

u dvoukrokové (tzv. „two tube“) RT-qPCR jsou od sebe oba procesy, reverzní transkripce  

a PCR, odděleny pomocí použití dvou zkumavek. Výhodou tohoto provedení je vznik cDNA, 

kterou lze dále flexibilně používat. Avšak na rozdíl od jednokrokové metody je zde vyšší 

riziko kontaminace.  

Důležitou součástí kitů bývá pozitivní a negativní kontrola, které se vždy analyzují 

spolu s vyšetřovanými vzorky. Jako kontroly lze použít např.:  

• Interní pozitivní kontrola (IPC) – kontrola inhibice PCR a kontrola kvality 

izolované RNA a připravené cDNA 
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• Endogenní kontrola – prevence falešně negativních výsledků, kontrola odběru 

vzorků, procesu izolace a odhalení možné inhibice RT-qPCR 

• Pozitivní kontrola – ověření validity analýzy 

• Exogenní kontrola – ověření izolačního procesu a one-step RT-qPCR [51, 52] 

Komerčních kitů pro detekci viru SARS-CoV-2 je celá řada, vyvíjí je mnoho různých 

společností po celém světě. Existují i kity, které dokážou odhalit různé mutace viru nebo 

rozlišit, zda se jedná o koronavirus nebo chřipku [51]. 

 

4.2 Cílové oblasti využívané při detekci SARS-CoV-2 

Virový genom SARS-CoV-2 obsahuje 3 oblasti, které mají konzervované sekvence. 

Jsou to gen E (gen obalového proteinu), gen RdRP (gen RNA-dependentní RNA polymerázy) 

nacházející se v oblasti otevřeného čtecího rámce ORF 1ab a gen N (gen nukleokapsidového 

proteinu). Právě na tyto oblasti je zacílena většina komerčních kitů. Nejvyšší analytickou 

citlivost mají E a RdRP geny, které poskytují jasné výsledky o přítomnosti SARS-CoV-2 viru 

[53]. 

Podle typu přístroje se tyto dva geny stanovují buď postupně ve dvou analýzách, nebo 

paralelně v jedné analýze (tj. multiplexní analýza). Postupná analýza bývá prováděna 

v případě dvoukanálových zařízení, kdy v jednom kanále je během analýzy měřena vnitřní 

kontrola a ve druhém kanále pak cílový gen. Strategie bývá taková, že se vyšetřované vzorky 

zanalyzují nejprve na přítomnost E genu (tj. primární test) a ty co vyjdou pozitivní, se pak 

konfirmují testem na stanovení přítomnosti RdRP. Vzorky, které vyjdou pozitivní v obou 

testech, jsou pak považovány ve výsledku za pozitivní. Nevýhodou této metody postupné 

detekce ve dvou krocích je především zdlouhavost. Proto se dává přednost multiplexním 

analýzám, kdy se paralelně detekuje více cílů. Jejich počet záleží na možnostech přístroje, 

který máme, konkrétně jde o počet měrných kanálů, a dostupném komerčním kitu. Pro detekci 

SARS-CoV-2 viru jsou používány komerčně dostupné kity, které jsou založeny např. na 

duplexní nebo kvadruplexní RT-qPCR. Test probíhá v jedné zkumavce a jsou v ní současně 

testovány dva (např. E gen a RdRP gen, kit gb SARS-Cov-2 Combi od GeneriBiotech) nebo 

čtyři  

(např. E gen, RdRP gen a N gen, kit GeneProof SARS-CoV-2 Screening PCR kit od 

GeneProof a.s.) cíle. Jeden cíl slouží jako interní amplifikační kontrola na bázi RNA, ta se 
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přidává do lyzačního kroku při izolaci RNA a kontroluje tak celý proces analýzy. Ostatní cíle 

slouží k amplifikaci různých sekvencí specifických pro SARS-CoV-2 vir. Tento postup nám 

poskytuje jednoznačnou interpretaci výsledků a pozitivní výsledky i v případě mutace viru. 

V soupravách se využívá detekce především pomocí fluorescenčně značených sond (např. 

TaqMan sondy) [44, 54]. 

U nás je v tomto směru významná společnost Generi Biotech, která má certifikaci pro 

výrobu zdravotnických prostředků podle normy EN ISO 13485 a vyvíjí a vyrábí IVD (z angl. 

In Vitro Diagnostic) kity pro real-time PCR. Všechny kity vychází z oficiálně doporučeného 

protokolu WHO pro detekci SARS-CoV-2 viru. Přehled jejich komerčně dostupných kitů pro 

detekci SARS-CoV-2 viru je uveden v tabulce 1 [51]. 

Tabulka 1 - Přehled kitů pro detekci SARS-CoV-2 od společnosti Generi Biotech [51]. 

Typ kitu Metoda RT-

qPCR 

Primární test Konfirmační test Multiplexová 

analýza 

Duplexní kit: 

LOD 3 kopie 

spolehlivost 95 % 

FAM sondy 

modifikované 

technologií 

GEMINITM 

jednokroková geny N / E 

(cíleno na 

konzervativní 

sekvence 

skupiny 

Sarbecovirus) 

geny RdRP / N 

(pro potvrzení 

pozitivních 

vzorků 

z primárního 

testu) 

- 

Combi test: 

LOD 3,45 kopií 

vlastní technologie 

sond GEMINITM 

jednokroková - - geny E a RdRP 

(FAM) 

Combi EndoC test: 

LOD 3,28 kopií 

vlastní technologie 

sond GEMINITM 

jednokroková - - geny E a RdRP 

(FAM), 

endogenní 

kontrola (HEX) 

Multiplex test: 

LOD 2,13 kopií 

vlastní technologie 

sond GEMINITM 

jednokroková - - geny E (FAM) a 

RdRP (HEX) 

Multiplex EdoC test: 

LOD 2,90 kopií 

vlastní technologie 

sond GEMINITM 

jednokroková - - geny E (FAM) a 

RdRP (HEX), 

endogenní 

kontrola (Cy5) 



33 
 

 Aby se předcházelo falešně negativním výsledům, lze ověřit kvalitu odběru a extrakce 

RNA ze vzorku např. kitem na detekci lidské RNA (gb Human B2M mRNA kit od Generi 

Biotech). Využívá se detekce transkriptu genu B2M, což je lidský referenční gen, který je 

přítomný ve všech lidských vzorcích. Pomocí tohoto kitu se zkontroluje celý preanalytický 

proces. Pokud dojde k odchylce některého ze vzorků je potřeba provést nový odběr, izolaci 

RNA a nový test. Falešnou negativitu lze kontrolovat také pomocí lidské endogenní kontroly 

(gb SARS-CoV-2 Combi EndoC kit od Generi Biotech), a to na základě detekce lidského 

referenčního genu GUSB (β-glukuronidáza). Kromě detekce lidského referenčního genu 

slouží také ke kontrole odběru vzorku, procesu izolace a k odhalení možné inhibice  

RT-qPCR. K ověření izolačního procesu a k odhalení možné inhibice RT-qPCR lze použít 

také exogenní kontrolu (EPC Template RNA od Generi Biotech). Jedná se o artificiální RNA, 

která je přidaná ke vzorku před izolací, anebo je přidána do RT-qPCR reakce k jejímu 

ověření. K ověření validity analýzy slouží pozitivní kontrola (Positive Control CoV-2 EC od 

Generi Biotech) [55, 56].  

 

4.3 Srovnání kitů pro detekci SARS-CoV-2 

V současnosti je dostupných více než 350 komerční kitů pro detekci SARS-CoV-2 viru 

pomocí RT-qPCR. Kromě kitů od zmiňované společnosti GeneriBiotech existuje celá řada 

dalších souprav od jiných společností (Elisabeth Pharmacon, spol. s.r.o., DIANA 

Biotechnologies, s.r.o., GeneProof a.s., AUMED, a.s., Erba Lachema s.r.o., Institute of 

Applied Biotechnologies a.s., IntellMed, s.r.o.). Principielně jsou obdobné, některé vybrané 

jsou uvedeny v tabulce 2 [57].  
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Tabulka 2 - Přehled kitů pro detekci SARS-CoV-2 od ostatních společností [58, 59, 60]. 

Název společnosti Název kitu Popis 

Elisabeth Pharmacon, 

spol. s.r.o. 

EliGene® COVID19 

BASIC A500 RT 

Jednokroková, kvadruplexní RT-qPCR, 3 

cíle v N genu viru SARS-CoV-2 

Elisabeth Pharmacon, 

spol. s.r.o. 

EliGene® COVID19 

CONFIRM 500RT 

Jednokroková RT-qPCR, cíle v genu 

ORF1ab a v genu E 

DIANA Biotechnologies, 

s.r.o. 

COVID-19 Multiplex RT-

PCR kit 

Jednokroková RT-qPCR, cíle: gen Spike a 

EndoRNAse 

GeneProof a.s. GeneProof SARS-CoV-2 

Screening PCR kit 

Jednokroková RT-qPCR, cíle: geny RdRP, 

E a N 

GeneProof a.s. GeneProof SARS-CoV-2 

RdRp Confirmatory PCR 

Kit 

Jednokroková RT-qPCR, cíl: specifická 

oblast RdRP genu, zkrácená PCR (méně než 

1 hodina), vzorek i ze slin 

Institute of Applied 

Biotechnologies a.s. 

DIOS-RT-qPCR Jednokroková RT-qPCR bez extrakce RNA, 

cíle: virové nukleokapsidové geny N1, N2 

 

Všechny kity by měly spolehlivě odlišit pozitivní a negativní vzorky a splňovat co 

nejlepší hodnoty co se specificity a senzitivity týče. Existují studie, které se zabývají 

vyhodnocováním a porovnáváním účinnosti jednotlivých komerčních souprav. Jedna z nich 

byla navržena a provedena na katedře mikrobiologie Sanjay Gandhi Post Graduated Institute 

of Medical Sciences v Lucknow v Indii. Tato studie vyhodnocuje sedm komerčních souprav 

RT-PCR pro testování Covid-19. Jedná se o soupravy: TRUPCR SARS-CoV-2 Kit (Black Bio 

Biotech), TaqPath RT-PCR COVID-19 Kit (Thermo Fischer Scientific), Allplex 2019-nCOV 

Assay (Seegene), Patho detect COVID-19 qualitative PCR kit (My Lab), LabGun COVID-19 

RT-PCR Kit (Lab Genomics), Fosun COVID-19 RT-PCR detection kit (Fosun Ltd.) a Real-

time Fluorescent RT-PCR kit for detectig SARS-CoV-2 (BGI Genomics). Těmito komerčními 

kity se testovalo celkem 40 pozitivních vzorků a 10 negativních vzorků. Výsledky studie jsou 

uvedeny v tabulce 3 [61]. 
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Tabulka 3 - Výsledky porovnání jednotlivých RT-PCR kitů [61]. 

 Black 

Bio 

Biotech 

Thermo 

Fischer 

Scientific 

Seegene My 

Lab 

Lab 

Genomisc 

Fosun 

Ltd. 

BGI 

Genomics 

Citlivost 100% 

(91,1-

100%) 

100% 

(91,1-

100%) 

100% 

(91,1-

100%) 

88,8% 

(75,9-

96,2%) 

93,02% 

(80,9-85%) 

95,2% 

(83,8-

99,4%) 

100% 

(91,1-

100%) 

Specifičnost 100% 

(69,1-

100%) 

100% 

(69,1-

100%) 

100% 

(69,1-

100%) 

100% 

(69,1-

100%) 

100% 

(69,1-

100%) 

100% 

(69,1-

100%) 

100% 

(69,1-

100%) 

Přesnost 100% 100% 100% 90,9% 94,3% 96,15% 100% 

Pozitivní 

prediktivní 

hodnota 

100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 

Negativní 

prediktivní 

hodnota 

100% 100% 100% 66,6% 

(46,6-

82,0%) 

76,9% 

(52,8-

90,8%) 

83,3% 

(56,3-

95,0%) 

100% 

 

Všechny soupravy dokázaly správně identifikovat 40 pozitivních a 10 negativních 

vzorků a mohou být tudíž používány pro rutinní diagnostiku Covid-19. Výsledky rovněž 

ukazují, že vyšší analytickou citlivost, specifitu a přesnost dávají soupravy od společností 

Black Bio Biotech, Thermo Fischer Scientific, Seegene a BGI Genomics [61]. 

 

4.4 Kity pro detekci SARS-CoV-2 bez extrakce 

Na trhu se objevují také tzv. extraction-free RT-PCR kity, kde je vynechán krok 

extrakce RNA vzorku. Právě tento krok představuje hlavní překážku při provádění 

diagnostiky viru. Výhodou tohoto testování je menší spotřeba reagencií, zkrácení času 

analýzy nebo také rozšíření počtu laboratoří schopných provádět diagnostiku Covid-19. 

Respirační vzorky jsou nejprve tepelně inaktivovány (z angl. heat inactivation) při 99 °C po 

dobu 5 min, aby byla zajištěna bezpečná práce a lýze viru. Zahřátí musí být takové, aby došlo 

k efektivní lýzi buněk, ale nedošlo k degradaci RNA. Při provedení PCR testu bez extrakce se 

využívají enzymy, které jsou tolerantní vůči vysokým hladinám inhibitoru. Vzorky výtěrů 

jsou přímo uloženy do zkumavek obsahující směs PCR komponent. Společnosti, které vytváří 

komerční kity bez extrakčního kroku, jsou např: Takara (PrimeDirect® Probe RT-qPCR Mix, 
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PrimeScript®RT-PCR) a Sansure (SARS-CoV-2 SANSURE®BIOTECH Novel Koronavirus). 

Všechny tyto kity mají dobrou citlivost PCR testů, a to zejména u vysokých virových zátěží 

(Ct <30). Hodnocení těchto souprav ukazuje, že dvě soupravy mají podobnou celkovou 

citlivost 69,9 % (PrimeScript a Sansure). PrimeDirect vykazoval celkovou citlivost 55,1 %. 

Výsledek studie ukázal, že testy bez extrakce jsou vhodnou alternativou ke klasickým testům 

pro detekci SARS-CoV-2 viru ve vzorcích nosohltanu i přes nedostatečnou citlivost na nízkou 

virovou zátěž [62, 63]. 

 

4.5 Odlišení infekce virem SARS-CoV-2 od chřipky 

Onemocnění Covid-19 a chřipka se na první pohled jeví velmi podobně. Důležitým 

rozdílem je zejména rychlost přenosu. Ačkoli se obě onemocnění přenáší kapénkami, 

kontaktem nebo kontaminovanými předměty, chřipka má kratší průměrnou inkubační dobu  

i kratší sériový interval. V průměru jsou to cca 3 dny u chřipky a 5-6 dní u Covid-19, což 

ukazuje, že se chřipka v populaci šíří rychleji. Následné projevy jsou u obou onemocnění 

prakticky stejné. Mohou se ale lišit podílem onemocnění se závažným průběhem. Dalším 

rozdílem mezi oběma nemocemi je až čtyřicetkrát vyšší pravděpodobnost úmrtí při nákaze 

virem SARS-CoV-2, které platí pro všechny věkové kategorie. Proto je důležité tyto dvě 

nemoci rozlišit [64]. 

Existují kity umožňující odhalení, zda se jedná o onemocnění Covid-19 nebo chřipku. 

Např. IVD souprava gb SARS-CoV-2 Influenza A/B (Generi Biotech) detekuje viry  

SARS-CoV-2, Influenza A a Influenza B, a to pomocí multiplexní jednokrokové RT-qPCR 

metody. U SARS-CoV-2 se jedná konkrétně o virové geny E a RdRP v kanálu FAM, gen M 

slouží pro detekci Influenzy A v kanálu HEX a Influenzy B v kanálu ROX. Současně se 

provádí exogenní pozitivní kontrola EPC v kanálu Cy5. Přehled obdobných kitů odlišující 

onemocnění Covid-19 od chřipky je uvedeno v tabulce 4 [65]. 

K ověření validity analýzy slouží pozitivní kontrola CoV-2/Influenza A/Influenza B. 

Pro kontrolu izolačního procesu a jednokrokové RT-qPCR reakce se používá exogenní 

pozitivní kontrola EPC Template RNA. Může se také využít gb Human B2M mRNA kit, který 

slouží jako kontrola procesu odběru vzorku. Souprava využívá technologii sond GEMINITM  

a multikanálové PCR termocyklery. Příprava reakční směsi probíhá podle schématu  

(viz Obr. 10). LOD testu pro SARS-CoV-2 je 2,15 kopií virové RNA na reakci, pro Influenza 

A 14,68 kopií a pro Influenza B 10,67 kopií RNA [65]. 



37 
 

 

 

Obrázek 11 - Schéma přípravy analýzy kitem gb SARS-CoV-2 Influenza A/B (Generi Biotech) [66]. 

 

Tabulka 4 - Přehled kitů pro odlišení infekce virem SARS-CoV-2 od chřipky [58, 59, 67]. 

Název společnosti Název kitu Detekované cíle 

Elisabeth Pharmacon, spol. 

s.r.o. 

EliGene® COVID19 Triple 

RIC 500 RT 

SARS-CoV-2, Influenza A 

(H1N1, H3N2, H5N1), 

Influenza B, respirační 

syncytiální virus A a respirační 

syncytiální virus B (RSV A a 

B) 

GeneProof a.s. Covid-19 • Flu • RSV GPack SARS-CoV-2, Influenza A, 

Influenza B, RVS A a B 

AusDiagnostics SARS-CoV-2, Influenza A 

RSV 

SARS-CoV-2, Influenza A a 

její sérotypizace, Influenza B, 

RVS A a B 

 

4.6 Detekce mutací viru SARS-CoV-2  

Vznik mutací u SARS-CoV-2 viru je spojen především s jeho povrchovým proteinem S, 

který se váže na ACE2 a umožňuje tak průnik viru do hostitele. Právě z tohoto důvodu se 

stávají mutace více nakažlivé a způsobují horší průběh nemoci v důsledku vyšší virové 

nálože. Ačkoli mutací stále přibývá, budou zde popsány 3 nejčastější. Britská, jihoafrická  
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a brazilská mutace. Všechny tři typy spojuje mutace N501Y, ta se nachází v části genu pro S 

protein. Odlišnosti jednotlivých mutací jsou definovány v tabulce 5 [68, 69]. 

Tabulka 5 - Mutace viru SARS-CoV-2.  

 Britská varianta Jihoafrická varianta Brazilská varianta 

Označení B.1.1.7 (20I/501Y.V1) B.1.351 (501Y.V2) B.1.1.28 (P.1) 

B.1.1.33 (P.2) 

(501Y.V3) 

Mutace N501Y, A570D, 

D614G 

N501Y, E484K, 

K417N 

-N501Y, K417T, 

E484K (varianta P.1) 

-N501Y, E484K 

(varianta P.2) 

 

Komerčně dostupné kity jsou vytvořeny tak, aby detekovaly dva a více úseků genetické 

informace viru. Mutace způsobí změnu určité sekvence genetické informace viru, a to může 

mít za následek u některých kitů sníženou senzitivitu testu. Jsou však již navrženy takové 

komerčně dostupné kity, které spolehlivě dokážou rozeznat mutaci viru [49, 50]. 

Příkladem může být multiplexní IVD kit gb SARS-CoV-2 Variant SA/BR, UK (Generi 

Biotech), jež slouží pro detekci SARS-CoV-2 viru a umožňuje identifikaci jeho britské, 

jihoafrické a brazilské mutace. Vše probíhá v jedné reakci založené na jednokrokové  

RT-qPCR metodě. Využívají se fluorescenčně značené sondy, kanály FAM, HEX, ROX pro 

detekci viru a Cy5 kanál pro exogenní pozitivní kontrolu. Virové geny S a RdRP se stanovují 

v kanálu ROX, jihoafrická a brazilská mutace v kanálu FAM a britská varianta v kanálu HEX. 

Klíčová mutace E484K způsobuje sníženou vazbu neutralizačních protilátek a najdeme ji ve 

variantě B.1.351 (501Y.V2) označované jako jihoafrická varianta a v P.1 (501Y.V3) jako 

varianta brazilská. Mutace A570D je britská varianta B.1.1.7 (20I/501Y.V1). Přehled 

obdobných kitů, které slouží pro detekci mutací viru je uvedeno v tabulce 6 [70].  

K ověření validity analýzy slouží pozitivní kontrola CoV-2 SA a jako prevence falešně 

negativních výsledků se provádí kontrola procesu izolace RNA a PCR, a to pomocí EPC 

Template RNA, která se přidá do vzorku před izolací a následně je detekována v Cy5 kanálu. 

Může být také použit gb Human B2M mRNA kit pro kontrolu procesu odběru vzorku. LOD 

testu je 4 kopie virové RNA v reakci [70]. 



39 
 

Tabulka 6 - Přehled kitů pro detekci mutací viru SARS-CoV-2 [58, 59]. 

Název společnosti Název kitu Detekované cíle 

Elisabeth Pharmacon, 

spol. s.r.o. 

EliGene® COVID19 UKV 500 RT SARS-CoV-2 vir, britská mutace 

Elisabeth Pharmacon, 

spol. s.r.o. 

EliGene® COVID19 UKV/SAV 

500 RT 

SARS-CoV-2 vir, britská a 

jihoafrická mutace 

GeneProof a.s. GeneProof SARS-CoV-2 South 

African/UK Typing PCR Kit 

SARS-CoV-2 vir, britská a 

jihoafrická mutace 

GeneProof a.s. GeneProof SARS-CoV-2 Vaccine 

Escape PCR Kit 

SARS-CoV-2 vir, britská, 

jihoafrická a brazilská mutace 

GeneProof a.s. GeneProof SARS-CoV-2 South 

African/UK Diagnostic PCR Kit 

SARS-CoV-2 vir, bristká a 

jihoafrická mutace 

GeneProof a.s. GeneProof SARS-CoV-2 South 

African/UK/BR Typing PCR Kit 

SARS-CoV-2 vir, britská, 

jihoafrická a brazilská mutace 
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5 Závěr 

Virus SARS-CoV-2, který se od roku 2019 šíří z čínské provincie Wu-chan do celého 

světa, způsobuje závažné onemocněné nazývané Covid-19. Toto onemocnění, projevující se 

zejména respiračními problémy, může skončit až fatálně. Z toho důvodu se zavedla různá 

opatření k omezení šíření této nemoci. Velmi důležitá pro zastavení viru je také jeho 

diagnostika. Je mnoho způsobů, jak virus diagnostikovat, nejefektivnějším způsobem je 

polymerázová řetězová reakce v reálném čase s reverzní transkripcí, která namnoží určitý 

úsek genetické informace viru před jeho detekcí. Z tohoto důvodu je úspěšnost testování 

téměř 100 %. Tato metoda je již zcela automatizována a umožňuje tak diagnostiku velkého 

množství vzorků najednou. Pro tento účel jsou hojně využívány komerční kity, které obsahují 

veškeré reagencie a umožňují tak snadnější a rychlejší detekci. Průběh RT-qPCR může 

probíhat buď jednokrokově (v jedné zkumavce, RT a qPCR společně) nebo dvoukrokově  

(ve dvou zkumavkách, RT a qPCR odděleně). Většina kitů je založena na jednokrokové 

metodě, právě z důvodu rychlejší analýzy. Existuje mnoho společností po celém světě, které 

vyrábí komerční kity, principem jsou si všechny podobné. Jsou založené na RT-qPCR detekci 

určité sekvence genu (především geny E, N a RdRP). Cílové oblasti mohou být detekovány 

jednotlivě nebo existují tzv. multiplexní kity, které umožňují detekci více cílových molekul 

v jedné analýze. Ačkoli virus vytváří mutace, vhodně navržený RT-qPCR test je schopen 

úspěšně diagnostikovat přítomnost viru i v tomto případě. Stejně tak je možné odlišit nákazu 

virem SARS-CoV-2 od chřipky. 

Onemocnění Covid-19 se v České republice testuje v nemocnicích, v soukromých 

laboratořích nebo ve speciálně zřízených centrech. Výsledky testování jsou zpravidla známy 

do 48 hodin od odběru vzorku. Laboratoř je také povinna vystavit potvrzení o výsledku nebo 

certifikát o negativním výsledku, který lze uplatnit po celé Evropské unii.  
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