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Úvod 
Úloha virologické laboratoře se v posledních 10 až 15 le-

tech dramaticky změnila. Rozšířilo se spektrum virologických 
diagnostických metod od klasické izolace virů přes imunoche-
mické metody detekující virové antigeny a specifické protilátky 
k metodám molekulárně biologickým, které nám umožňují roz-
poznat virový genom rychlými a citlivými reakcemi. Rovněž se 
rozšířilo spektrum virových infekcí, které je možné spolehlivě 
a přesně těmito metodami diagnostikovat a u některých i sledo-
vat odpověď na léčbu antivirovými preparáty. 

Molekulárně biologické metody nám umožňují deteko-
vat a identifikovat viry, které není možné běžně izolovat na 
buněčných kulturách nebo prokazovat jejich antigeny v in-
fikovaných buňkách (např. viry hepatitid C a G, lidské papi-
lomaviry, parvovirus B19). Tyto metody jsou velmi rychlé a 
umožňují získat výsledek již za několik hodin. Proto získa-
ly nezastupitelné místo v diagnostice závažných infekcí vy-
žadujících rychlé nasazení léčby např. detekce DNA herpe-
tického viru (HSV DNA) z likvoru u herpetických infekcí 
centrálního nervového systému (CNS) nebo DNA cytome-
galoviru (CMV DNA) u imunosuprimovaných pacientů po 
transplantaci orgánů). Tím, že amplifikační molekulárně bi-
ologické metody dokáží zmnožit nukleovou kyselinu, jsou 
velmi efektivní a mají význam pro analýzu takových vzorků, 
které obsahují jenom malé množství virových částic nebo 
bakterií, které by jinými metodami nebylo možné prokázat. 

Molekulárně biologické metody se používají nejenom pro 
kvalitativní průkaz virové nebo bakteriální nukleové kyseli-
ny ve vzorku (deoxyribonukleové – DNA nebo ribonukleo-
vé kyseliny – RNA), ale umožňují také stanovovat její kvanti-
tu, což má velký význam pro sledování rozvoje virové infek-
ce nebo odpovědi na léčbu antivirotiky (např. u infekcí HIV, 
hepatitidy B a C, cytomegalovirové (CMV) infekce). S rozvo-
jem léčby antivirovými preparáty dochází u některých virů 
ke vzniku rezistence. Zde nacházejí též uplatnění molekulár-
ně biologické metody, které úsek genomu zodpovědný za pře-
nos rezistence dokáží detekovat (např. rezistence na ganciclo-
vir u CMV infekcí, na lamivudin u hepatitidy B nebo azido-
thymidin u HIV infekce).

V neposlední řadě tyto metody umožnily rozpoznat infekci 
některými virovými mutantami (např. mutanta viru hepatitidy B 

netvořící HBeAg ), které běžné sérologické reakce detekovat ne-
mohou. (9, 11, 13) 

Materiál a metodika
Molekulárně biologické metody řadíme mezi přímé dia-

gnostické metody vedle mikroskopie, elektronové mikrosko-
pie, izolace a kultivace, detekce antigenů. Komplexní diagnos-
tika zahrnuje ještě nepřímé diagnostické metody založené na 
imunochemickém průkazu specifických protilátek. 

Pomocí amplifikačních metod, nejčastěji polymerázové ře-
tězové reakce (PCR), je vybraná část genomu viru nebo bak-
terie zmnožena do takového množství, které je možno deteko-
vat dalšími technikami (elektroforézou či hybridizací). Mole-
kulárně biologické techniky se v současnosti používají neje-
nom k průkazu či stanovení kvantity vyvolávajícího agens, ale 
umožňují přesně určit sekvence jednotlivých bází, identifiko-
vat genotypy viru nebo bakterie, prokazovat mutace.

Spektrum molekulárně biologických metod používaných 
v laboratořích v České republice je různorodé, od metod ne-
amplifikačních (např. hybridizačních) k metodám nejvíce 
používaným, které využívají amplifikaci nukleové kyseli-
ny (např. PCR). Amplifikační metody jsou extrémně citli-
vé, různé techniky jsou založeny na různých metodách am-
plifikace (PCR; ligázová řetězová reakce – LCR; amplifika-
ce RNA pomocí 3 enzymů – NASBA). Nejširší spektrum 
vyšetření, jimiž je možné identifikovat nukleovou kyselinu 
mikroorganizmu (DNA nebo RNA), je v laboratořích, kte-
ré vedle firemních souprav připravují své vlastní PCR, tzv. 

„in house“. Vzhledem k různorodosti používaných technik se 
stává stále více aktuální zavedení důsledné interní a exter-
ní kontroly kvality.

Správná volba biologického materiálu, ze kterého je mož-
né nukleovou kyselinu pomocí molekulárně biologických me-
tod detekovat, závisí na patogenezi infekčního onemocnění. 
Odebírá se nesrážlivá krev (EDTA), srážlivá krev, mozko-
míšní mok, sekrety dýchacích cest, bronchoalveolární laváže, 
moč, amniová tekutina, různé výtěry. Speciální techniku vy-
žadují detekce nukleové kyseliny in situ přímo v infikované 
tkáni. Protože stabilita nukleové kyseliny se může lišit v zá-
vislosti na typu mikrobiálního původce, na typu použitého 
antikoagulačního činidla, na době transportu, na teplotě bě-
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hem transportu a uchování vzorku, je nutné dodržovat správ-
ná pravidla pro odběr, transport a uchování vzorků (4, 12).

Aplikace molekulárně biologických metod v diagnostice
Kongenitální infekce a infekce získané v novorozeneckém 

období jsou spojeny s infekcí ženy v průběhu těhotenství a v ob-
dobí kolem porodu. Mezi klasické kongenitální infekce patří 
onemocnění zarděnkami, zejména dojde-li k infekci ženy v prů-
běhu prvního trimestru těhotenství. Běžně se užívá sérologic-
ká diagnostika – sérokonverze IgG protilátek a detekce speci-
fických IgM protilátek v séru těhotné ženy svědčí pro tuto in-
fekci. U novorozence s vrozenými zarděnkami můžeme na tká-
ňových kulturách izolovat virus z nasofaryngeálního sekretu 
nebo pomocí RT – PCR (reverzní transkripce s následnou am-
plifikací) detekujeme virovou RNA. Sérologické vyšetření dete-
kuje specifické IgM protilátky v séru novorozence nebo již jen 
IgG, jejichž titr neklesá do negativity v průběhu několika měsí-
ců tak jako u přenesených protilátek mateřských (12).

Diagnostika vrozené cytomegalovirové (CMV) infekce je 
založena na detekci následujících markerů aktivní infekce 
novorozence – izolaci viru z moče v prvních 3 týdnech živo-
ta, průkazu CMV DNA v leukocytech periferní krve, eventu-
álně na průkazu CMV antigenu pp65 v leukocytech. Je mož-
né detekovat přítomnost specifických IgG a IgM protilátek. 
Hladina virémie je vysoká zvláště u symptomatických infek-
cí. K symptomatické infekci dítěte dochází zejména u primo-
infekce matky během těhotenství, ta může být diagnostiková-
na sérologicky a průkazem CMV DNA z plodové vody pomo-
cí PCR (pozitivní izolace CMV z plodové vody se zdaří málo-
kdy). Po porodu bývá CMV vylučován také mateřským mlé-
kem. U novorozence se může CMV prokazovat i z dalších ma-
teriálů (např. z nasofaryngeálního sekretu) (3, 7, 8).

Parvovirus B 19, původce 5. dětské nemoci, může při in-
fekci těhotné ženy způsobit hydrops plodu s následným úmr-
tím plodu, i když ve většině případů tato infekce proběhne bez 
dlouhotrvajících následků. Z plodové vody detekujeme DNA 
parvoviru B 19 pomocí PCR, sérologické vyšetření těhotné 
prokáže markery akutní parvovirové infekce. U novorozence 
prokazujeme přítomnost specifických IgM protilátek a nekle-
sající titr specifických IgG (7).

Také parazit Toxoplasma gondii ohrožuje při akutní infek-
ci těhotné ženy vyvíjející se plod. Včasná sérologická diagnos-
tika této infekce (průkaz IgM, IgA a IgG protilátek) spolu 
s průkazem DNA Toxoplasma gondii a biologickým pokusem 
umožňuje včasné zahájení terapie těhotné ženy, a tím snižuje 
incidenci kongenitální toxoplazmózy (10, 15).

HIV infekce. Včasný průkaz HIV pozitivity matky je dů-
ležitý pro zahájení antiretrovirové terapie, která sníží riziko 
infekce plodu. U novorozence prostý průkaz anti-HIV proti-
látek nestačí, komplexní laboratorní vyšetření zahrnující ta-
ké molekulárně biologické metody detekující přítomnost nuk-
leové kyseliny HIV (provirové DNA a virové RNA) provádí 
Národní referenční laboratoř pro AIDS Státního zdravotní-
ho ústavu v Praze (7). 

Vertikální přenos viru hepatitidy B (HBV) je nejvýznamněj-
ší v oblastech s vysokou prevalencí této infekce. Průkaz HBV 
DNA pomocí PCR v krvi těhotné ženy doplňuje sérologické vy-

šetření, riziko vertikálního přenosu je zde vysoké (9). Co se tý-
če vertikálního přenosu viru hepatitidy C, který není častý, závi-
sí zřejmě na hladině virémie matky. 

Primoinfekce matky virem herpes simplex typ 2 (HSV 2) 
v době porodu je ohrožením pro novorozence zejména tím, že 
se HSV 2 vylučuje na čípku děložním. Přibližně 50 % novoro-
zenců matek s primoinfekcí HSV 2 je infikováno při průchodu 
porodními cestami. Tato infekce může být manifestní jako kož-
ní nebo slizniční léze novorozence, v nejtěžším případě jako in-
fekce CNS. U novorozence se suspektní infekcí CNS způsobe-
nou HSV 2 je rychlá diagnostika založena na průkazu HSV 2 
DNA z likvoru a z krve při virémii metodou PCR. Izolace HSV 
2 z likvoru na buněčných kulturách se zdaří zřídka (1, 5, 7).

Zejména u nedonošených dětí, novorozenců a kojenců 
hrozí přenos respiračních infekcí, mezi nejčastější patří in-
fekce respiračně syncyciálním virem (RSV). Metody jeho rych-
lého průkazu mají veliký význam zejména pro včasné nasaze-
ní již dostupné antivirové terapie. Izolace RSV na buněčných 
kulturách je náročná a nebývá vždy úspěšná, vyšší citlivost 
mají rychlé imunochemické metody prokazující RSV antigen 
z aspirátů. Průkaz virové RNA z klinického vzorku pomocí 
RT–PCR má velký význam zejména u vzorků s malým množ-
stvím viru. Pomocí PCR nebo i pomocí izolace viru na buněč-
ných kulturách lze prokázat infekci adenoviry (12).

Také Chlamydia trachomatis a Ureaplasma urealyticum 
mohou způsobit infekce dolních dýchacích cest novorozence. 
Diagnostika se provádí pomocí PCR z aspirátů nebo nasofa-
ryngeálních sekretů. Antigen Chlamydia trachomatis je mož-
né také prokázat z aspirátů pomocí imunofluorescence. Urea-
plasma urealyticum je možné prokázat kultivací na plně synte-
tických médiích. K diagnostice určitě pomůže současný prů-
kaz Chlamydia trachomatis nebo Ureaplasma urealyticum z ce-
rvixu matky těmito metodami (7).

Dalšími častými patogeny tohoto období jsou bakterie. 
Streptococcus agalactiae je hlavním bakteriálním původcem 
novorozenecké meningitidy a sepse. Současně s kultivací a 
aglutinací antigenu z likvoru můžeme detekovat bakteriální 
DNA. Escherichia coli jako další patogen je v likvoru deteko-
ván stejným způsobem (14).

Mycobacterium bovis BCG, který vznikl pasážováním vi-
rulentního kmene Mycobacterium bovis v letech 1908–1921, se 
používá pro vakcinaci proti TBC. Po očkování novorozenců 
touto vakcínou může dojít ke vzniku postvakcinačních kom-
plikací, zejména regionálních lymfadenitid a osteomyelitid. 
Z tohoto důvodu je důležité odlišit BCG kmen od ostatních 
členů Mycobacterium tuberculosis komplexu, s výhodou lze vy-
užít opět metodu PCR (19).

Spektrum virových a bakteriálních patogenů zodpověd-
ných za infekce větších dětí je obdobné jako v dospělosti.

Diagnostika infekcí vyvolaných viry HSV a CMV byla již 
zmíněna. PCR může být důležitou diagnostickou metodou ze-
jména u primoinfekcí EBV u malých dětí, které netvoří hete-
rofilní protilátky a tvorba specifických protilátek je opoždě-
ná nebo u primoinfekcí chronicky probíhajících u imunodefi-
cientních pacientů (20).

Co se týče použití PCR v diagnostice virových respirač-
ních infekcí u větších dětí, bývá tato metodika vyhražena těž-
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ším případům. Průkaz RSV byl již zmíněn, pomocí PCR je 
možné detekovat ze vzorku také DNA adenovirů. Infekce 
způsobené Chlamydia pneumoniae a Mycoplasma pneumoni-
ae je možné běžně diagnostikovat sérologicky pomocí prů-
kazu specifických protilátek.

Diagnostika virových infekcí CNS v dětském věku je za-
ložena na velmi rychlém určení etiologického agens v likvo-
ru metodou PCR, které umožňuje včasné nasazení specific-
ké antivirové terapie. Pomocí tzv. multiplex PCR prokazuje-
me DNA viru HSV 1 a 2, pomocí RT – PCR RNA enterovirů 
a pomocí PCR DNA adenovirů (5, 16).

U bakteriálních infekcí CNS současně s mikroskopií, kul-
tivací a aglutinací antigenu z likvoru můžeme u vybraných pů-
vodců detekovat specifickou bakteriální DNA. Použití PCR 
pro její průkaz má význam zejména u těch případů, kdy pato-
gena neprokážeme klasickými metodami a cytologický nález 
v moku i ostatní laboratorní a klinické nálezy pro bakteriál-
ní zánět svědčí. Prokazujeme bakteriální DNA následujících 
druhů – Hemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, Strepto-
coccus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Listeria monocyto-
genes, Mycobacterium tuberculosis (14, 17, 18).

Průkaz borreliových infekcí pomocí PCR doplňuje ostatní 
laboratorní metody průkazu této infekce (sérologie, elektro-
nová mikroskopie) v séru, likvoru a v moči (2). 

Zásadní význam mají molekulárně biologické metody pro 
diagnostiku virových hepatitid. Virová hepatitida B je příkla-
dem nutného komplexního diagnostického postupu mikrobi-
ologického a molekulárně biologického. Interpretace nálezů 
sérologických markerů HBV (anti-HBe) selhává při infekci 
mutantou HBV netvořící HBeAg. PCR detekuje aktivní in-
fekci pomocí průkazu HBV DNA i pomocí průkazu speci-
fického změněného úseku HBV DNA. Monitorování hladiny 

HBV DNA v séru pacientů s chronickou VHB léčených inter-
feronem umožňuje sledovat odpověď pacientů na léčbu a za-
znamenat eventualní relaps onemocnění dříve, než je zazna-
menán ostatními laboratorními vyšetřeními. PCR může také 
prokázat přítomnost mutanty HBV rezistentní na antiviroti-
kum lamivudin – YMDD mutantu viru (9).

Molekulárně biologické metody se také plně uplatňují 
v diagnostice VHC. Sérologické vyšetření zahrnuje pouze 
možnost průkazu celkových protilátek, které nedokáží in-
formovat o aktivitě infekce. RT – PCR prokazuje HCV RNA 
v séru, její hladinu a také genotyp HCV, jehož určení má ur-
čitý prognostický i epidemiologický význam (6).

Pouze RT – PCR dokáže detekovat nový virus hepatiti-
dy G – HGV nebo jeden z posledních objevených virů TTV 
(Transfusion transmitted virus), které se přenášejí parente-
rálně. Klinický význam těchto nálezů zatím čeká na objas-
nění.

Závěr
Spektrum mikrobiálních agens detekovaných molekulár-

ně biologickými metodami se rychle rozrůstá o další. Výho-
dou těchto metod je jejich specificita, vysoká citlivost a rych-
lost průkazu. Využívá se jich a bude se využívat i v budouc-
nosti při diagnostikování nekultivovatelných, vzácných a po-
malu se množících patogenů, při rychlém diagnostikování ne-
bezpečných a tzv. „emerging“ infekcí, hledání jejich zdrojů a 
šíření infekce. Kvantitativní molekulárně biologické metody 
umožňují monitorovat průběh odpovědi na antivirovou léčbu 
a rozpoznat vznik rezistence na ni. Tyto metody stále zvyšu-
jí svůj podíl také při přípravě nových vakcín. Staly se neoddě-
litelnou integrální součástí laboratorních vyšetřovacích me-
tod v mikrobiologii.
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