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SOUHRN

Geneticka diverzita a epidemiologie infekce VZV jsou
ovliviiovany mistem vyskytu onemocnéni, charak-
terem klimatu v dané lokalité a popula¢nimi faktory
v oblasti.

Studium genetické diverzity VZV pak mize mit piimé
implikace jak v epidemiologické a evolu¢ni analyze, tak

SUMMARY

Bostikova Vanda, Chlibek Roman, Salavec Miloslav,
Smetana Jan, Sleha Radek, Splifio Miroslav, Bostik
Pavel: Molecular biological and epidemiological
characteristics of the varicella-zoster virus (VZV)
The genetic diversity and epidemiology of VZV results
from an interplay of the geographic area, climate
conditions, and population factors.

Studies of the genetic diversity of VZV can have
direct implications for both the epidemiological and
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Termin , herpes“, odvozeny od feckého slova
oznacujiciho plazeni, pouzil poprvé Hippokrates.
Rimsky 1ékaf Plinius Starsi pak odlisil jednotlivé
druhy oparii, popsal jejich projevy a navrhl 1é¢bu
pomoci rostliny aloe vera. Prizvisko ,,pasovy“ po-
uzil poprvé o stoleti pozdéji fimsky 1ékaft Celsus.
Pravdépodobné se inspiroval charakteristickym
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i v. mozném definovani genetickych korelatd virové
patogenicity ¢i rezistence k antivirotikdm.
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vysevem puchyfkia v okoli pribéhu nervu ptipo-
minajiciho opasek.

Varicella-zoster virus (VZV), spolu s herpes simplex
virem jedna (HSV-1) a herpes simplex virem dva
(HSV-2) patii do skupiny a-herpesviri, tj. vysoce
nakazlivych, neurotropnich vird, které nemaji
jiného nez lidského hostitele, Clovék je pak zaro-
venijejich jedinym rezervoarem. Je pro né typicka



schopnost latentné infikovat hostitelské burky
a kratky replikacni cyklus. VZV v raném véku vyvo-
lava relativné benigni onemocnéni plané nestovice
(varicella), ale virus usazeny v klidovém stadiu ve
spinalnich gangliich se miiZe vlivem rtiznych fak-
tor(l v pozdéjsim véku reaktivovat a vyvolat pasovy
opar nebo-li herpes zoster. VZV muzZe byt, jako
jediny ze zastupch a-herpesviri, pfenasen aeroso-
lovymi kapénkami a podobné jako herpes simplex
virus mtiZe vyvolat pneumonii ¢i keratitidu, stejné
jako zavazné neurologické komplikace [1, 2].
Vétsina téchto onemocnéni zacala byt davana do
souvislosti s VZV azZ s rozvojem molekularnégene-
tickych metod, které jsou schopny odhalit pfitom-
nost VZV DNA v klinickych vzorcich. Diky tomu
je vsoucasnosti mozné vyuzivat téchto metod pro
spravnou diagnostiku a rychlé cilené nasazeni
virostatické 1é¢by, pokud je tfeba. Zarovenl nam
tyto analyzy prinaseji informace a formuji nase
predstavy o kmenovém rozliSeni VZV.

Struktura VZV DNA je podobné jako u dalSich
a-herpesvirt tvofena unikatnimi dlouhymi ob-
lastmi Ul a unikatnimi kratkymi segmenty Us,
z nichz kazda je obklopena obracenymi repeti-
tivnimi sekvencemi DNA. Vzhledem k pfitom-
nosti téchto repetici se unikatni oblasti genomu
rearanzuji béhem replikace a vytvareji mix Ctyf
izomer s rizné orientovanymi Ul a Us segmenty.
Repetitivni oblasti jsou vysoce variabilni a dosa-
huji maximalni délky 10 kbp.

DNA herpetickych viri se vyznacuje nizkym vy-
skytem spontannich bodovych mutaci. Diky to-
mu je zdkladnim mechanismem ovliviiujicim
vznik novych virovych kment v pribéhu evoluce
rekombinace. Pravé rekombinace umoznuje her-
petickym virim ziskat pro né “vyhodné” mutace
zrodicovskych genom, a tim funkcné profitovat
-1épe nez z obmény jednotlivych genomt v ramci
nukleotidové substituce.

Geneticka rekombinace je obecné vzato moleku-
larnim procesem, v rdmci néhoZ se preskupuje
geneticky material, a vytvari se tak nové kombi-
nace a varianty genti. Probiha v burikach béhem
jejich replikace. V konkrétnim pripadé vird, je
rekombinace jevem, Ktery nastane v pripadé, ze
dva viry infikuji tu samou buriku. Virové potom-
stvo pak obsahuje genetickou informaci obou
rodicovskych kmenti. Zname Ctyfi zdkladni ty-
py rekombinacnich mechanism@: homologni
rekombinace, mistné specifické rekombinace,
transpozice a nehomologni rekombinace [3].

V pritbéhu homologni rekombinace dochdzi k roz-
lomeni homolognich tiseki DNA, které se prestavi
azpétné spoji. Tim padem se tedy vymeéni homo-
logni tiseky DNA mezi sebou.

Mistné specificka rekombinace probiha na krat-
kych specifickych nukleotidovych sekvencich

(nemuseji byt homologni), které jsou rozpoznany
mistné specifickymi rekombinacnimi enzymy.
Na tomto principu funguje integrace virového
genomu do napadené hostitelské bunky.
Transpozice neboli pfemisténi se déje ve spe-
cifickych DNA sekvencich rozeznavanych pres
transpozon-kédované proteiny.

Nehomologni neboli ilegitimni rekombinace pro-
biha bez pritomnosti homolognich sekvenci ¢i
specificky identifikovanych sekvenci.

U herpetickych virt byly dosud popsany homolo-
gni a nehomologni rekombinantni mechanismy
(3, 4.

Dosud byly detekovany a popsany rekombinace
mezi riznymi kmeny VZV péstovanymi v tkano-
vych kulturach. Zrovna tak byly na zakladé analyz
jednotlivych nukleotidovych bazi analyzovany
a detekovany rekombinanty v nékolika klinickych
izolatech VZV. Norberg et al. [4, 5] studovali celou
skupinu lidskych herpetickych virt a nasli rekom-
binantu u klinickych izolati HSV-1 ve Svédsku.
V soucasnosti se mnozi prace popisujici nalezy
rekombinant u klinickych izolatd HHV-8, CMV
a EBV [4].

Pravé rekombinace pravdépodobné zasadné ovliv-
nuji hladinu virulence VZV, HSV-1a HSV-2. I to je
dtivodem, proc je tfeba neustale sledovat a kontro-
lovat antivirovou terapii, a byt opatrni pti vyvoji
a pouzivani zivych atenuovanych a na vektorech
zalozenych vakcin.

Morfologie VZV z hlediska molekuldrni biologie,
funkce genovych produktt.

Molekularni hmotnost VZV se udava 100 x 106 Da,
velikost virionu se pohybuje mezi 150-200 nm.
Dvousroubovicova linearni DNA (umisténa v ja-
dre) se sklada z 124 884 bazickych para (referen¢ni
kmen VZV Dumas, X043870.1, GI1:59989) obklope-
nych nukleokapsidou (o praméru 100 nm) vytvo-
fenou ze 162 hexagonalnich kapsomer. Kapsida
je obklopena tegumentem a chranéna lipidovym
obalem (lipid envelope) [6].

Hlavni funkci glykoproteint obsaZenych v obalu
viru je umoznit zachyceni a vstup viru do hosti-
telské bunky. Dosud znamé glykoproteiny jsou
gB, gE, gH, gI, gCagL. Vime, Ze gB je nutny pro
zajisténi infekénosti VZV. gH hraje roli pti vstupu
viru do hostitelské burky, stejné jako gC. gE se
chova jako receptor pro fragment imunoglobuli-
nu, napomaha blokovat hostitelské protilatky,
zaroven interaguje s mannoso-6-fosfatovymi re-
ceptory na bunkach, coz iniciuje infekéni proces.
Dalsim velmi dialezitym genovym produktem
je bezprostfedné casny protein IE 62, obsazeny
v tegumentu virovych ¢astic a v jadre infikované
bunky, ktery je zodpovédny za zahajeni repli-
kace virové DNA. V tegumentu byly kromé IE 62
lokalizovany také IE 4, IE 10, IE 47, IE 62 a IE 63.
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Virova kapsida je vytvofena z produkti ORF (open
reading frame) 20, 23, 33, 33.5, 40 a 41.

Cela sekvence VZV DNA byla poprvé prectena a zve-
fejnéna v roce 1986 Davidsonem a Scottem [7].
Stabilita VZV genomu je extrémné vysoka [9-11].
V ramci celého VZV genomu je popsano pouhych
0,1% zmeén, projevujicich se ziménou jednotlivych
nukleotidovych bazi (SNP-single nucleotide poly-
morphism) [9]. Pro srovnani, diverzita genomu
HSV-1je oproti VZV genomu 6krat vyssi [7, 8].
Celkem 46,02% linedrni VZV DNA pak tvoii ba-
zické pary G + C [22]. Do soucasnosti se podaftilo
funkéné analyzovat méneé nez 20 % VZV genomu.
Snahy o globalni funkéni analyzy zesiluji, za Gce-
lem odhaleni funkci jednotlivych gent v procesu
virové replikace. Pouziva se napf. kosmidovy
model VZV nebo model imunodeficientni mysi
s lidskymi koznimi $tépy. Nicméné stale je vétsi-
na ORF nevySetfena a jejich role zlistava nejasna.
Mnozstvi informaci o VZV ORF je odvozovano
od informaci ziskanych na HSV-1 modelu diky
vysoké genomové homologii mezi obéma herpe-
tickymi viry. Dal§im moznym modelem by byla
konstrukce rekombinantnich VZV vira laboratori,
ale to se zatim nepodarilo. Novym pristupem je
metoda klonovani VZV genomu do bakterial-
niho umélého chromozomu, ktery nese jednak
zeleny flourescencni protein, jednak luciferazovy
reporter gen. PCR mutageneze umoznuje deleci
jednotlivych VZV ORF. Takto konstruované mu-
tanty se vsadi do homologniho rekombinantniho
systému E. coli a infikuji se jimi tkanové kultury.
Tento systém umoznuje studium virové replikace,
na jehoz pricipu byly ziskany seznamy VZV ORF,
které jsou a nebo nejsou esencialni pro replikaci
viru (esencidlni-ORF 6, 21, 22, 37, 38, 59, 51, 54,
62 a 63) [11].

Virus VZV se replikuje v jadre a dozrava v cyto-
plazmé. Studium téchto mechanismi, fakto-
i ovliviiujicich infekénost a patogenicitu viru
a genové exprese stale pokracuje. Je ztézovano
tim, Ze VZV se in vitro neuvolniuje z infikovanych
hostitelskych bunék.

METODY GENETICKE ANALYZY PRO _
ROZLISENI JEDNOTLIVYCH VZV KMENU
Metody jsou zaloZeny na analyze SNP v jednotli-
vych ORF VZV oblastech, vztaZené viici referenc-
nim kment@m VZV. Nejprve je nutné izolovat
virovou DNA z klinickych vzorki, casto se jedna
o stéry vezikularnich 1ézi. Pro tyto metody neni
tfeba velkého mnozZstvi materialu, takZe neni
nutné se snazit ziskat a udrzet zivy VZV virus
pomnozovanim na tkanovych kulturach. Navic
zminované metody nejsou ¢asové narocné (v po-
rovnani s tkanovymi kulturami).
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Odliseni vakcina¢nich kment od divokych kment
VZV se déje primarné na zakladé analyzy virového
genomu v oblastech ORF 38, 54 a 62 [7]. K detekci
jsou pouzivany real-time PCR, vyuzivajici vysoce
specifické hybridizacni fluorescen¢ni sondy FRET
(Fluorescent Resonance Energy Transfer) [10].
Pritomnost ¢i nepfitomnost pfislusnych markri
z vySe jmenovanych ORF oblasti pak urci dany
virovy kmen [7, 11]. SNP lokalizované v ORF 38 jsou
pritomny ve vétsiné divokych kment VZV a SNP
v ORF 54 jsou typicky pfitomny v sekvencich Oka
vakcinacnich kment [11].

Na zakladé této prvotni analyzy se izolaty podro-
buji genotypizacni analyze pomoci sekvenac¢niho
Cteni kratkych tiseki DNA, které obsahuji tiseky
virového genomu, ve kterych dochazi k charakte-
ristickym SNP zménam, pfedev§im ORF 22 [9].

V pripadé nalezu evropského kmene E se provadi
dalsi sekvenace pro oblast ORF 21 a ORF 50. SNP
v téchto segmentech diferencuji mezi evropskym
kmenem El a E2.

Detekce a charakterizace acyklovir-rezistentnich
VZV kment, pfevazné nachazenych u imunodefi-
citnich pacientd, je technicky obtiZzna. Nicméné
jde o dlilezitou zaleZitost praveé z hlediska rychlé-
ho nasazeni spravné terapie. Jednim z moznych
detekénich pristupt je fenotypovy test, vyuzivaji-
ci model Escherichia coli [12]. Dal$i moznosti jsou
napfiklad analyzy DNA pol gent [13].

Sekvence ziskané z genetypizaci 1ze vyhodnocovat
pomoci riznych softwarfl, jednou z mozZnosti
je Clustalw v 1.83 [3, 7, 10] a BioEdit Sequence
Alignment Editor pro Windows 95/98/NT/XP. Tyto
programy porovnavaji sekvence analyzovaného
kmene se sekvencemi referenc¢nich kment a vy-
tvateji fylogenetické stromy.

VYUZITi A PRINOS GENETICKYCH

ANALYZ PRO PRAXI

Evolucni vyvoj VZV trva vice nez 400 miliond let.
Virovymi rezervoary byli pivodné primati, poté
Clovék. Vyhradné v lidské populaci virus existuje
vice nez 45 tisic let [6].

Geneticka diverzita a epidemiologie infekce VZV
jsou ovlivnény mistem vyskytu onemocnéni, cha-
rakterem klimatu v dané lokalité a populaé¢nimi
faktory vCetné historické migrace [14, 15].

Z fylogenetického pohledu je za nejpravdépodob-
néjsi verzi vzniku riznych divokych kmend VZV
povazovana hypotéza predpokladajici existenci
ancestralniho VZV kmene (t0 - prapfedka), ze
kterého se vydeélily kmeny evropské - E a japon-
sky - J (t1). Pfedpoklada se, Ze E a ] kmeny pro-
§ly minimalné dvéma rekombinacnimi procesy
(2 a t3), které umoznily existenci mozaikovych
kment (M). Béhem nasledujici evoluce pak prav-
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Schéma. 1 Evoluéni model VZV [14]
Fig. 1 An evolutionary model of VZV [14]

dépodobné doslo k minimalné jednomu dalsimu
rekombinantnimu procesu (t4), nasledovanému
individualnim nezavislym vyvojem jednotlivych
divokych kment E, J, M1 a M2 az do soucasnosti
(t5) (Schéma 1), [9, 16].

Pomyslnou hranici vramci distribuce VZV kment,
pokud vylouc¢ime migrac¢ni faktory, tvoii obratnik
Raka a Kozoroha [17, 18]. V subtropickych a tropic-
kych oblastech pfevazuji tedy tzv. mozaikové (M)
kmeny, vzniklé pravdépodobné rekombinacemi
a selekénimi tlaky z kmend evropskych (E1, E2)
a japonského kmene (J). Evropské kmeny jsou
typické pro oblasti mirnych pasti a ¢ast Australie,
vyznacujici se mirnym klimatem [15]. V soucas-
nosti byly detekovany dva evropské kmeny, které
znacime Ela E2. Japonsky kmen (J) je pak typicky
pro Japonsko a nékteré asijské zemeé (Jizni Korea,
Tchaj-wan, Mongolsko). Kmeny M1 a M2 jsou jiz
plné charakterizované na zakladé podrobnych
analyz jejich virovych genomtl. V soucasnosti
byly detekovany kmeny M3 a M4, nicméneé jsou
oznacovany jako ,provizorni“, protozZe nedostatek
DNA materidalu neumoznil podrobnou genotypo-
vou analyzu celého VZV genomu [19-21].

Od roku 2006 se nové objevuji zatim kusé infor-
mace o zachytech VZV rekombinant, a to jak mezi
divokymi kmeny VZV, tak i mezi divokym kme-
nem a vakcina¢nimi kmeny VZV [4, 22]. O dopadu
na klinickou praxi se diskutuje.

V roce 1998 doporucila Svétova zdravotnicka or-
ganizace (WHO) rutinni o¢kovani proti varicelle
v téch zemich, kde je onemocnéni planymi ne-
Stovicemi socialné ekonomickym problémem, a
také tam, kde je vakcina dostupna. Od roku 2009
je ockovani proti varicelle zafazeno v détském oc-
kovacim kalendari Austrdlie, Kanady, Némecka,
Recka, Kataru, Jizni Koreje, Saudské Arabie,
Taiwanu, USA, Uruguaye, Itilie a Spanélska.
V Ceské republice se ofkuje na vyzadani rodici
a oCkovaci latka je dostupna na nasem trhu od
roku 2003. VSechny tyto zemé maji k dispozici
atenuovanou zivou vakcinu [23], kterd zarucuje

70-90% ochranu proti VZV a vice nez 95% ochra-
nu vaci stfedné tézkému az tézkému prabéhu
onemocnéni. Ockované osoby mohou planymi
nestovicemi onemocnét, ale obvykle s velmi mir-
nym pribéhem nemoci [24]. Studie uvadéji velmi
malou pravdépodobnost komplikaci. Pouziti Zi-
vého kmene VZV k o¢kovani ustanovuje latent-
ni infekci v senzorickych nervovych gangliich.
Nasledné miiZze dojit u ockovanych osob k vyskytu
zosterové infekce v disledku reaktivace vakci-
nacniho kmene viru. Nicméné tyto ptipady jsou
velmi vzacné [8, 25].

Lze shrnout, Ze evoluce viru je ovlivnéna dvéma
nezavislymi procesy: bodovymi mutacemi a re-
kombinantnimi mechanismy. Z toho usuzujeme,
Ze ve skutecnosti cirkuluje celosvétové kolem nas
podstatné vice divokych kment VZV, neZz bylo do-
sud detekovano. Zaroven je nutné pocitat s tim,
Ze masivni o¢kovaci kampané zivou atenuovanou
vakcinou, tak jak je zndme z USA, umoznuji dalsi
rekombinacni postupy mezi divokymi a vakcinac-
nimi kmeny VZV [15, 20] a vznik novych kmeno-
vych variant.

ZAVER

Vyuziti modernich molekuldrnébiologickych me-
tod (PCR, sekvenovani, genotypizace, mikroere-
jové ¢ipy a dalsi) v diagnostice a charakterizaci
izolatli VZV otevird nové moznosti jak pro stu-
dium viru jako takového, tak potencidlné i pro
studium korelaci mezi genotypickymi charakte-
ristikami viru a zavaznosti pribéhu onemocnéni
¢ivzniku 1ékovych rezistenci (acyklovir, brivudin,
penciclovir, sorivudine, foscarnet). Spolu s epi-
demiologickymi daty a klinickymi popisy je pak
v soucasnosti jiZz mozné vztadhnout data z téchto
analyz ke klinickym naleztim (7, 9, 11, 17].
Molekularni typizace kment VZV se stava dii-
lezitym nastrojem, ktery umoznuje: snadnéjsi
sledovani epidemiologickych ukazateld, sledo-
vani geografické distribuce kment a jejich zmén
v disledku migrace obyvatel, vyhledavani tzv.
»index cases“ (primarnich Sititel onemocnéni)
pfi epidemickych vyskytech, detekci a sledovani
moznych rekombinant mezi kmeny nebo mezi
divokymi a vakcina¢nimi kmeny (d@lezité pro po-
tencialni vyvoj vice patogennich nebo rezistent-
nich mutant), a potencialni predikci zavaznosti
onemocnéni ¢i vzniku rezistence podle daného
virového genomu [5, 16]. Pravé divoké kmeny M,
mozaikové, jsou davany do souvislosti s tézkymi
pribéhy varicelové infekce v tropickych pasech
nebo s importovanou infekci z téchto zemépis-
nych oblasti.

Tento druh molekularnégenetického monitoro-
vani poskytuje také informace o i¢innosti vak-

2013,62,¢.4  EPIDEMIOLOGIE, MIKROBIOLOGIE, IMUNOLOGIE

151



152

cinaci, o jejich dopadu na onemocnéni planymi
nestovicemi a epidemie. Byly zaznamenany pfi-
pady ,,pralomovych* infekci varicelly po expozici
oCkovanych jedincti divokému kmenu VZV nebo
ptipady pasového oparu, vyvolané reaktivaci vak-
cina¢niho kmene. Také byly detekovany pieno-
sy vakcinac¢nich kment od vakcinovanych osob.
Zrovna tak je dilezité sledovat situaci v populaci,
kde jsou zavadéna oc¢kovani proti pasovému oparu.
Ve Spojenych statech je roz§ifena Ziva atenuovana
vakcina Zostavax firmy Merck - Oka/Merck VZV
vakcina (VZV Merck vakcina Varivax - plané nesto-
vice - obsahuje minimalné 1 350 PFU (plaque-for-
ming unit), zatimco Zostavax-pasovy opar obsahu-
je minimalné 19 400 PFU) [25]. Majoritni otazkou
je, zda tyto vysoké davky nemohou zasdhnout pfi
masivni proockovanosti do epidemiologie VZV.
Cestou, jak tento problém obejit, mohou byt re-
kombinantni proteinové nezivé vakciny, které
jsou predmeétem studii v Evropé.
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