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Motivace zavedení stanovení SARS-CoV-2

• nástroj k monitoringu cirkulace tohoto viru v populaci

• dřívější varování příchodu nové vlny 

• aktuální téma výzkumu a pedagogiky



Spolupráce – spojení odborností

• technologie vody (Ústav technologie vody a prostředí)

• virologie (Ústav biotechnologie)

• molekulární biologie RNA (Ústav biochemie a mikrobiologie)

• konzultace – Petra Vašíčková (VUVeL); KWR; Promega



Financování

• interní zdroje na nákup chybějících přístrojů

pro předúpravu vzorků - umístění v jedné lab.

• rozšíření TA ČR projektu „Technologie pro odstranění antibiotické 
resistence z čistírenských kalů aplikovaných v zemědělství“ (ARGTech)



Vzorkování

• pražská stoková síť

• Letiště Václava Havla

• bodové vzorky – ranní časy



Původně zvolený postup detekce SARS-CoV-2

• pasterizace: 60 °C; 1,5 h

• filtrace přes 0,45µm membránový filtr 

• 8% PEG8000 + NaCl

• CF 12 000 g; 4 °C; 2 h

• Trizol (- 80 °C)

• izolace RNA

• RT-qPCR
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Úprava postupu detekce SARS-CoV-2

PASTERIZACE

• ztráty?

FILTRACE

• ucpávání filtrů

• vyšší náklady

OBJEM VZORKU

• 80 ml

• 120 ml

• 160 ml

PASTERIZACE FILTRACE CENTRIFUGACE

Created with BioRender.com



Detekce SARS-CoV-2 v OV
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1. 
Předúprava 

vzorku

2. 
Izolace RNA

3.
RT-qPCR



Optimalizace jednotlivých kroků

• Srážení pomocí PEG+NaCl

• Výstup: 16% PEG, 2h inkubace, 30 min CF
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1. 
Předúprava 

vzorku
Ozn. % PEG

Doba 
inkubace

Doba CF

V1 8 0 h 30 min
V2 8 0 h 2 h
V3 16 0 h 2 h
V4 8 2 h 2 h
V5 16 2 h 2 h
V6 16 0 h 30 min
V7 8 2 h 30 min
V8 16 2 h 30 min



Optimalizace jednotlivých kroků

• Trizol

• Výstup: Trizol zatím nejlepší

• Možnosti: další kity/přečišťovací kit
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2. 
Izolace RNA

Způsoby izolace

Trizol + glykogen

Trizol + BSA

Trizol + ultra

QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen)



Optimalizace jednotlivých kroků

• 1kroková RT-qPCR

• gen N1, S, RdRp

• Výstup: nejednoznačný
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3.
RT-qPCR

Hamouda et al. 2021

Průběh RT-qPCR

+ BSA potlačení inhibice?



Optimalizace jednotlivých kroků
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3.
RT-qPCR Hamouda et al. 2021

Fig. 11. Srovnávací analýza hodnot Ct 
vzhledem k počtu virových kopií z 
různých studií.

Citlivost: N-Sarbeco > N3 > N2 > N1 > E



Optimalizace jednotlivých kroků
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3.
RT-qPCR

Jung et al. 2020

• testovali 10 primer setů

• nejcitlivější: CDC-designed
N2 a N3

• netestovali N-Sarbeco

Ahmed et al. 2020

• N1, N2 > N-Sarbeco
(mutace?)

→ Zkusit jiné cílové geny/primer sety?
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Výsledky
Odběrová místa 

pražská stoková síť
Maxima 

kopie genů/mL OV

Vysokoškolské koleje 70,3

Rodinné domy 40,9

Sídliště 30,0 / 15,1

Centrum 17,1

Nemocnice 10,7

Průmyslový areál 5,0

Kancelářská čtvrť 0,8

ČOV - Letiště V. Havla

Sever 0,6

Jih pod LK
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Výsledky

Sídliště 2Sídliště 1
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Výsledky

Rodinné domy VŠ koleje
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Výsledky

Nemocnice Centrum



• Úspěšné zavedení metodiky detekce SARS-CoV-2 v OV na VŠCHT 
Praha

• Cenná spolupráce výzkumnic a výzkumníků z různých oborů

• Limit detekce vs. kvantifikace

• Bodové vs. slévané vzorky
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Shrnutí



Shrnutí
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• Maximalizovat 
záchyt virových 

částic
• Odstranění 

inhibitorů?

• Maximalizovat 
výtěžek RNA

• Odstranit inhibitory
RT-qPCR (komerční 

kity x finance)

• Potlačit inhibitory
RT-qPCR

• Cílit na vhodné 
geny (úseky)

1. 
Předúprava 

vzorku

2. 
Izolace RNA

3.
RT-qPCR



Výzva ke spolupráci na národní úrovni
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Národní monitoring OV – Nizozemí
Heike Schmitt - RIVM

vzorkováno > 300 ČOV
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https://coronadashboard.government.nl/landelijk/rioolwater

https://coronadashboard.government.nl/landelijk/rioolwater


Výzva ke spolupráci na národní úrovni
Česko + Slovensko?

VŠ, výzkumná centra, laboratoře, …

• rozsáhlejší vzorkování

• společná optimalizace metod

• jednotná analýza dat

• koordinace

Státní instituce a další subjekty

• SZU, VÚV

• SOVAK, CzWA 

• ministerstva

• …
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VŠ, výzkumná centra, laboratoře, …

Státní instituce a další subjekty
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• zajištění vzorků (odběr, transport)

• financování

• rutinní analýzy

• sdílení a využití dat

Výzva ke spolupráci na národní úrovni
Česko + Slovensko?
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TAČR – rozšíření projektu SS01020112
Technologie pro odstranění antibiotické resistence z čistírenských kalů aplikovaných v zemědělství

Děkuji za pozornost

AQUA-CONTACT Praha, v.o.s. za podporu a možnost vzorkování na ČOV SEVER a JIH Letiště Václava Havla 

Poděkování

dana.vejmelkova@vscht.cz
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