Stdtni zdravotni ustav

Vds dopis ZN.:
Ze dne.: 18.09. 2023
Nase ZN: SZU/11941/2023

Datum: 12. 10. 2023

Véc:  Poskytnuti informaci dle zdk. &. 106/1999 Sb., o svobodném pfistupu k informacim, ve znéni
pozdéjsich predpisl

Vdazeni,

Stdtni zdravotni Ustav (ddle jen ,5ZU") obdrZel Vasi zddost podle zdkona ¢ 106/1999 Sb., o svobodném
pfistupu k informacim, ve znéni pozdéjsich predpisd.

K Vasi Zddosti zasildme ndsledujici odpovédi.

Znéni zddosti:
Vdzeny zaméstnanec SZU, Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR v souladu se zdkonem
¢ 106/1999 Sb., o svobodném pfistupu k informacim (prdvo obéant na pfistup k informacim podle
¢l. 17 a 35 Listiny zdkladnich lidskych prdv a svobod). Formdiné Zdddm o ndsledujici informace.
Byl bych Vdm vdécny, kdybyste mi poskytli publikace nebo védecké studie, které popisuji proces
primé purifikace ndsledujicich virovych vird ze vzorku pacienta:
e spalnicky,
e zardénky,
s chfipka,
e Opar,
e SARS-CoV-2.
Ucelem mé Zddosti je ziskat podrobnéjsi informace o metoddch a piistupech pouZivanych ve
védeckém vyzkumu k déinnému baoji s viry a pandemiemi.
Presny popis poZadovanych dokumentd:
Vsechny studie a/nebo zprdvy odkudkoli na svété popisujici cisténi (napf. filtract, ultracentrifugac/
a chromatogrdfii) virG uvedenych vyse, véetné jakychkoli jejich kmend.
Pifimo ze vzorku odebraného od nemocné osoby, kde vzorek pacienta nebyl drive kombinovdn s
Zddnym jinym zdrojem genetického materidlu (napfiklad buriky opici ledvin neboli buniky Vero;
fetdIni bovinni sérum, kufecl embryo atd.)."

Odpovéd z NRL/ZSP:
Purifikace virl spalni¢ek ani zardének pfimo z klinickych vzorkd odebranych od nemocnych osob se ve
zdravotnickych laboratofich, kterou je i nase, neprovddi a pokud je ndm zndmo ani neprovddély. Literdrni
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zdroje splivjici zadané pozadavky jsou tézko dohledatelné, snad Ize zminit pouze pfimy prikaz viru
v epitelidlnich bunkdch pomoci imunofluorescenéniho testu (1), tato metoda se s ndstupem modernéjsich
molekuldrnich metod pfestala v soucasné diagnostice spalnic¢ek i zardének pouzivat.

Reference:

1. Minnich LL, Goodenough F, Ray CG. Use of immunofluorescence to identify measles virus infections. |
Clin Microbiol. 1991 Jun;29(6):1148-50. doi: 10.1128/jcm.29.6.1148-1150.1991. PMID: 1864932; PMCID:
PMC269960.

Odpovéd z NRL/HV

Neni jasné, jaky opar mdate na mysli, jestli zplsobeny HSV (na rtu nebo genitdlni) nebo zplsobeny VZV
(pdsovy opar)?

Na HSV jsme nenasly nic, co by splfiovalo zadané podminky, u VZV jsme zatim nasly jediny €ldnek, kde
pouzili vezikuldrni tekutinu od pacientd (1).

Purifikaci VZV se zabyvd (2), pouzitim rekombinantnfho kmene se zabyva (3).

Reference:

1. J. Hyg., Camb. (1964), 62, 413 413. Cell-free varicella-zoster virus in tissue culture

By ANNE E. CAUNT AND D. TAYLOR-ROBINSON*

2. Improved Yields of Cell-Free Varicella-Zoster Virus NATHALIE . SCHMIDT AND EDWIN H. LENNETTE¥,
INFECTION AND IMMUNITY Vol. 14, No. 3, Sept. 1976, p. 709-715,

3. Microfluidic electrical cell lysis for high-throughput and continuous production of cell-free varicella-
zoster virus, Eun-Jae Won a,1, Duc Anh Thai b,1, Duong Duy Duong b,1, Nae Yoon Lee b,*, Yoon-Jae Song
a,*, Journal of Biotechnology 335 (2021) 19-26"

Odpovéd z NRL/CHNCH

Toto je ukol knihovnické resersni prdce, kterd je placena, jednd se o vefejné dostupné informace,
které nejsou predmétem nadi odbornosti, ale odbornosti knihovnické, kromé toho, nemdme na SzU
ani k dispozici veskery publikovany materidl, je tfeba se obrdtit na Ndrodni Iékafskou knihovnu a peclivé
zadat kliCovd slova pro podrobnou resersi. Samoziejmé mohu tento pozadavek zadat nasi knihovni sluzbé,
ale tato sluzba nebude zdarma. Neni nadi povinnosti zndt veskeré uverejnéné prdce na dané téma.

FBS se pouzivd pro vyzivu bunék, dalsi uvedené materidly jsou bunééné kultury nebo KE pouzivand
pro namnozeni viru pfed jeho purifikaci, pfimo ze vzorku nemocné osoby se viry nikdy nedistily ani ¢istit
a purifikovat nebudou, je to poZadavek odpovidajici prlkazu ohné tfenim dfivek, nebo pouzivdnim
konéspreZzky namisto letadla. Lze viak dolozit publikace, kdy je virus prokdzdn elektronovou mikroskopif
u nemocnych.

Znéni zadosti:
.Vezméte prosim na védomi, Ze nepoZaduji studie/zprdvy, kde se vyzkumnikim nepodafilo virus
odstranit, ale misto toho:
- néco kultivovali/fpéstovali a/nebo provedli amplifikacni test (napf. PCR), - a/nebo vytvofili genom
z miliont sekvencf nalezenych v surovém materidiu, - a/nebo ziskali elektronové mikroskopické
snimky surovych objektd."
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Odpovéd:

Ad SARS-CoV-2 : pouze v databdzi GISAID je zvefejnéno vice nez 16 milidni WGS SARS-CoV-2, pficemz
vice nez 75 % pochdzi z klinického materidlu, napf. NRL pro chfipku publikovala 15 877 WGS SARS-CoV-
2 a viechny tyto sekvence jsou ziskdny pfimo z klinického materidlu. U nékolika pfipadd jsme dolozili

pfitomnost viru i elektronmikroskopicky. Pro celkovy pfehled je opét tieba zadat reSersi v NLK.

V pfipadé viru chiipky je v GISAQID databdzi publikovdno 353 401 sekvenci viru humdnni chfipky,
pficemz se jednd p 1 652 141 sekvenci segmentl. V tomto pfipadé I1ze odhadem usoudit, Ze pfimo
z klinickych materidl( bude pochdzet méné nez 75 % sekvenci. Tuto informaci nelze jednoduse vyhledat,
nicméné GISAID databdze je verfejné pfistupnd, a pfitup do ni je schvalovdn administrdtory GISAID.
Po schvdleni si tuto informaci mizete zjistit sam/a, postadi k tomu cca nékolik dnll prdce, tedy je nutno
u kazdé sekvence zkontrolovat plvod (klinicky materidl &i kultura viru na KE & bunéénd kultura). Viechny
sekvence zahrnuji i izoldty ptadi ¢i pochdzejici ze zoonotickeé fiSe, a takovychto sekvenci je uverejnéné 458
418 tisic viru, 2 mil sekvenaci jsou ddny segmentovanym genomem. Virus chfipky mda segmentovany
genom, tedy o celogenomovd sekvenace zahrnuje vzdy sekvenaci jednotlivych segmenta.

Znéni zddosti:
WUZ vim, Ze podle virové teorie jsou buriky nezbytné pro replikaci viru. Proto nepoZaduji zdznamy
popisujici replikaci viru bez bunék. Nezdddm také dokumenty popisujici striktni provadéni
Kochovych postuldtd, dokumenty popisujici virus plovouci ve vzduchoprdzdnu, ani soukromé
informace o pacientovi.
Pozaduji pouze zdznamy, které popisuji purifikaci (oddéleni viru od vieho ostatniho ve vzorku
pacienta podle standardni laboratorni praxe pro purifikaci dalsich velmi malych &dstic).
Vezméte prosim na védomi, Ze moje Zddost zahrnuje jakoukoli studii/zprdvu, kterd spliiuje vyse
uvedeny popis a je autorem kdokoli a kdekoli.
Pokud nékteré publikace odpovidaji vyse uvedenému popisu pozadovanych publikaci a jsou v
soucasné dobé ve verejné doméné, poskytnéte prosim dostatecné informace o kazdé publikaci,
abych ji mohl s jistotou identifikovat a ziskat pfistup ke kazdé z nich (t. ndzev, autor, datum,
casopis, kde mize vefejnost pfistup). Pokud je to mozné, uvedte adresy URL.
Dékuji za pozornost, kterou vénujete mé zdadosti. Doufdm ve spoluprdci pfi poskytovdni potfebnych
informaci.
Odpovéd'zaslete v papirové podobé na vyse uvedenou adresu a kopii dokumentu také zaslete e-
mailem.”

Odpovéd:

SARS - CoV-2 stejné jako viry chiipky nikdy nebyl purifikovdn piimko z klinického materidlu pacienta.
Metody purifikace vird jsou rizné, dle historické doby, ve které byly pouZity.

Prvni virus, ktery byl i objeven, byl virus tabdkové mozaiky, a byl objeven jako filtrabilni agens v extraktech
z listd tabdku.

Vzhledem k technickym mozZnostem poddtku 20. stoleti, byly viry prokdzdny nepiimo, a to jako filtrabilni
agens, které prochdzelo porceldnovymi filtry, které byly pouzivdny pro odstranéni bakterii z infekéniho
materidlu. Pfenosy takto filtrované tekutiny bylo jednoznac¢né potvrzeno, Ze existuji infekéni ¢dstice,
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které jsou mnohem mensi nez bakterie, které nerostou v zivnych plddch, ale Ize jimi infikovat zvifata ¢i lidi
(ndhodné laboratorni infekce).

V pfipadé viru chfipky je historie pomérné bohatd, ale az do roku 1946, je zaloZzena pouze na nepfimych
dlikazech. Teprve v roce 1946 bylo mozné pozorovat virus chfipky pod elektronovym mikroskopem.

Virus chfipky A byl objeven v roce 1933, virus chfipky B v roce 1939 a virus C v roce 1950.

Identifikace chfipkového viru jako pficiny sezénnich epidemii a pandemii vedla k vyvoji a testovdni vakcin
proti chfipce. Ve 30. a 40. letech 20. stoleti byly vakciny pouzivdny nejprve u vojékl a v roce 1960 bylo
doporuceno pouziti vakciny i u ostatni populace, u které se predpoklddalo vysoké riziko chripkovych
komplikaci. Jak vidno, vakeiny byly vyrdbény i v letech, kdy jesté virus nebylo mozné vidét a pfimo jej
prokdzat.

Historie filtrabilnich agens:

O zdkladni povaze vird prochdzejicich filtrem bylo zndmo jen mdlo. Tato kategorie se objevila az na
prelomu stoleti, kdy se stala populdrni mezi nékterymi bakteriology joko zplsob vysvétleni onemocnéni,
u nichz nebylo mozné standardnimi bakteriologickymi metodami zjistit pficiny (6). Filtrem prochdazejici viry
byly operativné definovdny tim, Ze nebyly zadrzovdny standardnimi bakteriologickymi filtry, nebylo mozno
je mnozit na umélych médiich ani nebyly viditelné dostupnymi metodami svételné mikroskopie (7).
Patogen byl charakterizovdn jako filtrovatelny, kdyz klinicky materidl prosel nejmensim dostupnym filtrem
a soucasné stdle vyvoldval onemocnéni u hostitele.(8) novd kategorie zahrnovala fadu ddlezitych lidskych
a zvitecich chorob: slintavku a kulhavku, dribeZi nestovice, vzteklinu, mor prasat, spalnic¢ky
a poliomyelitidu.(9)

Prvni teorii chfipky v souvislosti s plvodcem jako filtrabilnim agens navrhl v roce 1914 némecky
bakteriolog Wilhelm Kruse pfi studiich béZného nachlazeni.(10) Britsky zdjem vzrostl v roce 1918
po bakteriologickych selhdnich. Mezi fijnem a prosincem 1918 MRC pomdhalo S. L. Cumminsovi,
organizovat studium filtrabilnich agens v Abbeville ve Flandrech a Etaples ve Francii — tedy vojenskych
tdborech postizenych chfipkou — poédatek pandemie 1918.(11) Tym Abbeville vedl major Howard Graeme
Gibson.(12) S majorem F. B. Bowmanem a kapitdnem J. I. Connor, Gibsonlv tym navdzal na prdci dvou
francouzskych bakteriologt, Charlese Nicolleho a Charlese Lebaillyho, ktefi na zaé¢dtku roku 1918 tvrdili,
Ze objevili filtrabilni agens zodpovédné za chripku. Jako diikaz Nicolle a Lebailly uvedli, Ze prenesli nemoc
na zdravy opice a muze sériovou inokulaci filtrovanych bronchidlnich sekretd z infikovanych pfipadd.(13)
Ve snaze zopakovat tyto experimenty se Gibsontv tym spoléhal na odborné znalosti a materidly MRC,
véetné makakl a pavidnd dodanych z londynské zoo.(14)

Bé&hem tydnl Gibson ozndmil, Ze jeho tym izoloval filtrovatelné ¢inidlo a vytvofil experimentdini
onemocnéni.(15) V prosinci 1918 popsali, jak reprodukovali charakteristické plicni krvdceni u opic,
podobné tomu, které bylo pozorovdno v klinickych pripadech, a izolovali a kultivovali mald ,kokoidnf
téliska" z tkané. Protoze latka prosla filtry a vytvofila ,experimentdini chfipkové"” Iéze, usoudili, Ze jde o
Jfiltrovatelny virus* a ,se véi pravdépodobnosti plivodce chfipky®. (16) Gibson tragicky zemfel na chfipku,
prdce tymu zUstala nedokondend, ale ne dfive, nez patologové v Etaples v cele s generdimajorem Johnem
Rose Bradfordem a kapitdnem Jamesem Wilsonem tvrdili, Ze izolovali podobnd téliska od nemocnych
v téchto vojenskych tdborech.(17)
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Prdce na filtrabilnich agens pokracovala a vedla k objevu filtrabilnich plvodc dalsich nemoci. Tyto
plvodce, viry, vSak stdle nebylo mozné piimo pozorovdnim, vidénim, prokdzat.

Byla zformulovdna hypotéza, ze filtrovatelnd &inidla mohou byt pfic¢inou velmi dilezitych infekénich
onemocnéni, pro které nebylo mozné nalézt bakteridlni plvodce. V roce 1912 bylo potvrzeno tvrzeni
videfiskych patologti Karla Landsteinera a Erwina Poppera, Ze u poliomyelitidy hraje primdrni roli filtrabilni
agens (18) V roce 1914 byla ozndmena Uspésnd izolace toto agens od pfipad( pifusnic. (19) Po 1. svétové
vldce bylo prokdzdno, Ze kli¢ k jeji etiologii pandemie 1918 md filtrovatelny virus. (20)

Identifikace viru odpovédného za lidskou chfipku byla provedena ve Spojeném krélovstvi. V roce 1922 se
Rada pro lékarsky vyzkum (MRC) rozhodla podpofit studium virdl v novém institutu, Narodnim institutu pro
[ékarsky vyzkum (NIMR), ktery se nachdzi na piredmésti Hampstead v Londyné. Prdvé v té dobé oslovil
myslivecky ¢asopis The Field MRK, aby sponzorovala studii zaméfenou na prevenci psinky ockovdanim.
Prdce byla svéfena Patricku Laidlawovi, mimofddné kompetentnimu mikrobiologovi. Kvdli vysoké
nakazlivosti nemoci byla zfizena specidini zafizenl pro ochranu zvifat. BEhem vypuknuti psinky v této
oblasti bylo pozorovdno, Ze divoké fretky mohly byt ndhodné infikovdny. V roce 1926 Laidlaw a George
Dunkin Uspésné pienesli virus psinky na fretku. Fretka se stala béZznym laboratornim zvifetem, velmi
uziteCnym pro detekci a studium tohoto viru. Christopher Andrews, skvély mlady lékaf, se pfipojil k
Laidlawové tymu. V roce 1933 vypukla v Londyné epidemie sezénni chripky. Tym Laidlaw a Andrews
pfivital novdcka Wilsona Smithe, mladého bakteriologa z NIMR. Na poddtku epidemie sezdnni chifipky
sbiral nosohltanové sekrety pacientd, véetné materidld od kolegl Andrewse a spolupracovnikd, ktefi se
nakazili chfipkou. Smith se pokusil instilovat filtrdty hrdelniho exsuddtu do rlznych laboratornich zvifat
rdznymi cestami, v€etné nosni sliznice. Byl neuspésny. Snadno viak dokdzal prenést chiipku na fretky,
které dostaly vysokou horecku, rymu, kychdani a zménény celkovy stav.

Vyzkumnici pokracovali v Sifeni chfipky z fretky na fretku. Nakonec odhalili filtrovatelny virus, ktery se mohl
sériové prendset u fretek a vyvolal imunitu vi<i reinfekci, protoZe infikované fretky se staly odolnymi vici
chripce. V roce 1933 Smith, Laidlaw a Andrews publikovali své vysledky; zatimco lidskd chripka byla
nepopiratelné zplsobena virem, prenos z ¢lovéka na ¢lovéka se nepodafilo prokdzat [1]. V roce 1935
Wilson Smith péstoval virus lidské chfipky na kultivac¢nich bunkdch z tkdnovych fragmentd kurecich
embryf [2]. V roce 1936 byl Charles Stuart-Harris, mlady vyzkumnik NIMR, ndhodné vystaven kychdni
fretky, kterou nakazil virem chfipky. O dva dny pozdéji dostal chiipku a byl nékolik dni upoutdn na ldzko.
Virus byl izolovdn z jeho krku a v jeho séru se objevily specifické protildtky. Tato nehoda dokondila
pfenosovy fetézec a konec¢né splnila tfeti Kochlv postuldt, ktery vyZzadoval reprodukci nemoci u lidi [3].
Virus byl poprvé pozorovdn pod elektronovym mikroskopem v roce 1943. Jednalo se o mali¢ky obaleny
virus najezeny jehlany, ktery vesel ve zndmost jako virus A. Pribuzny virus B byl objeven v roce 1940
béhem malych epidemii sezdnni chipky u starsich pacientl [4] a virus C byl identifikovdn v roce 1951 jako
pavodce virové rinitidy [5]. Na rozdil od vysoce variabilnich vird A jsou viry B a C geneticky stabilni. Pozdéji
byly pojmenovdny Myxovirus influenzae, A, B a C.

S podporou americké armddy vyvinuli Thomas Francis a Jonas Salk na University of Michigan prvni
inaktivovanou vakcinu proti chfipce. Vakcina byla testovdna na bezpeénost a U¢innost v americké armadé,
nez byla v roce 1945 licencovdna pro Sirsi pouZiti.

V historii objevu viry chfipky nelze zapomenout na objev viru ptadi chfipky:
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Od konce 19. stoleti byla zaznamendna zdvaznd nebakteridini ohniska s vysokou Umrtnosti u domdcich
ptdk( (prehled v [21, 22]). V devatendctém a na pocdtku dvacdtého stoleti byla tato ohniska nazvdna
Ldrlibezi mor” a teprve v roce 1955 Schafer zjistil, ze ,virus pta¢iho moru® (FPV) byl skuteéné typem IAV s
podobnymi vnitfnimi antigeny jako u lidi a prasat. [23] Sekvenaéni studie provedené o mnoho let pozdé&ji
vedly k identifikaci kmen( vysoce patogenniho viru ptaci chiipky (HPAI) odpovédnych za tato ohniska jako
H7 subtyp IAV, véetné A/chicken/Brescia/1902 (H7N7) [24], a dalsich mnoha subtypd.

Purifikace vird

Tato metoda nikdy nepouzivd jako vychozi materidl v piipadé respiracnich virl klinicky materidl od
pacienta. Vzdy je virus nejprve pomnozen. V soucasnosti jsou dostupné takové technologie, které umoznuiji
tento krok zcela vynechat.

Klasickymi postupy jsou purifikace chfipkovych vird namnozenych na kurfecich embryich nebo permisivni
buné¢né kultufe (VERO E6, MDCK apod):

Centrifugace (klarifikace materidlu)

Ultrafiltrace (zakoncentrovdni)

A ndslednd purifikace ultracentrifugac/

V pifipadé ultracentrifugace klinického materidlu neni mozné oddélit virus od buné&éného detritu, ktery je v
téchto materidlech vzdy pritomen a md stejnou velikost a hustotu jako virus,

Moderni technologie purifikace vird zahrnuji i dalsi metodiky:
Tangencidini prdtokovou fitlraci (tangential-flow filtration (TFF) - chromatografii
Ndsledovdna ultrafiltraci a diafiltraci, (25).
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