KRATKE SDELENI

PCR diagnostika herpetickych vira u pacientl
s akutni , idiopatickou” parézou licniho nervu

PCR Detection of Herpes Viruses in Patients
with Acute ,Idiopathic” Facial Paresis

Souhrn

Uvod: Idiopatické (Bellova) obrna predstavuje asi 70 % piipad(i akutni parézy licniho nervu.
V posledni dobé nardstaji dikazy svédcici pro reaktivaci latentni infekce virem herpes sim-
plex (HSV) | ¢ ll, pfipadné virem varicella-zoster (VZV) jako pravdépodobnou pricinu tohoto
typu postizeni. Vzhledem k vysoké séroprevalenci v populaci jsou vsak moznosti prikazu
této reaktivace rutinnimi sérologickymi metodami limitované a jako slibnéjsi se jevi vysetfeni
metodou PCR (polymerase chain reaction). Cilem prace bylo zhodnoceni moznosti prikazu
reaktivace herpetickych virt jako mozné priciny Bellovy obrny pomoci PCR vysetieni séra
a mozkomisniho moku. Soubor a metodika: Detekce DNA herpetickych vir(i byla provedena
metodou PCR v séru a mozkomisnim moku 25 pacientt s akutni 1ézf licniho nervu, u nichz
byly vylouceny znamé pficiny paréz n. facialis vcetné lymeské boreliézy (norméaini cytolo-
gicky nélez v likvoru a absence intratekalnich antiborreliovych protilatek) a postizeni bylo
tedy hodnoceno jako Bellova obrna (14 Zen, 11 muzd, pramérny vék 44,72 + 17,64, roz-
mezi 18-77) a u 1 pacienta s Ramsay-Huntovym syndromem (muz, 72 let). Vsichni pacienti
méli vysetfenu HSV DNA typu | i ll, u pacienta s Ramsay-Huntovym syndromem a 11 pa-
cientl s idiopatickou parézou licniho nervu byla dale provedena detekce VZV DNA. Vy-
sledky: VZV DNA jsme prokazali pouze v mozkomiSnim moku (ale nikoli v séru) pacienta
s Ramsay-Huntovym syndromem. U v3ech vy3etfenych pacientl s Bellovou obrnou byl na-
lez PCR HSV i VZV v séru i likvoru negativni. Zavér: Vysledky studie ukazuji na nizkou diag-
nostickou vytéznost PCR diagnostiky DNA herpetickych virG v séru i likvoru u pacientt
s akutnf idiopatickou parézou licniho nervu a normdlnim cytologickym nélezem v mozko-
misnim moku. Uvedené nélezy vsak zfejmé nezpochybriuji teorii reaktivace virové infekce
jako pficiny Bellovy parézy, ale svédci spise pro lokalni reakci, limitovanou na oblast licniho
nervu a tedy bez odezvy v celém likvorovém kompartmentu.
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Abstract

Introduction: Bell's palsy represents about 70 % of all acute facial palsies. Recently, there has been growing evidence of herpes simplex
virus (HSV) type | or Il or varicella-zoster virus (VZV) reactivation as the main cause of idiopathic facial palsy. With respect to a high pro-
portion of seropositive individuals in general population, the reactivation of herpes viruses cannot be easily verified by serological meth-
ods while PCR (polymerase chain reaction) seems to be more promising for this purpose. The objective of the study was to evaluate the
possibility to verify the reactivation of herpes viruses in patients with Bell's palsy using PCR serum and CSF (cerebrospinal fluid) examina-
tion. Patient group and methodology: PCR detection of herpes viruses was performed in CSF and serum samples of 25 patients with acute
facial palsy. In all these patients, common causes of facial palsy including Lyme borreliosis were excluded (i.e., by normal CSF examination
results) and the paresis was classified as idiopathic in all the cases (14 women, 11 men, mean age 44.72 + 17.64, range 18-77). HSV type
I'and Il were examined in all patients, while PCR detection of VZV was performed in 11 of these cases. Both HSV and VZV DNA were also
examined in one patient with Ramsay Hunt syndrome (a 72 years old male). Results: VZV DNA was only found in the CSF (not in the serum)
of the Ramsay Hunt patient. In all the idiopathic cases, PCR detection of both HSV and VZV was negative in the serum and CSF. Conclu-
sion: Our findings show poor diagnostic validity of PCR detection of herpes viruses in serum and CSF in patients with acute idiopathic facial
palsy and normal CSF cytological findings. Rather than casting doubt on the assumption of reactivation of virus infection as the cause of
Bell's palsy, the above mentioned results suggest that the reactivation is only local, limited to the facial nerve and thus not detectable in CSF.

Uvod

Akutni paréza licniho nervu je castym
onemocnénim v klinické praxi s incidenci
kolem 15-40 na 100 000 obyvatel [1,2].
Nejcastéjsi pficinou, predstavujici asi 70 %
pripadd, je idiopaticka (Bellova) obrna [1,2].
V posledni dobé nardstaji dikazy svédcici
pro vyznamny etiologicky vliv herpetic-
kych vird na vznik akutnich paréz n. facia-
lis, a to nejen v ramci herpes zoster oti-
cus (Ramsay-Huntova syndromu), ale také
u Bellovy obrny, kde je reaktivace latentni
infekce herpetickymi viry, zejména virem
herpes simplex (HSV) typ | a lI, ev. virem
varicella-zoster (VZV) pravdépodobné do-
minantni pri¢inou postizeni [1,3,4]. Moz-
nosti detekce reaktivace herpetickych vird
rutinnimi sérologickymi metodami jsou
vzhledem k vysoké séroprevalenci v po-
pulaci limitované [5] a pro jeji prikaz se
jako slibngjsi jevi stanoveni virové DNA
metodou polymerazové fetézové reakce
(PCR) [3,4,6,7]. Podil pacientt s idiopatic-
kou parézou licntho nervu a pozitivnim
zachytem PCR se v3ak vyrazné lisi jak mezi
publikovanymi studiemi, tak mezi téles-
nymi kompartmenty, v nichz se detekce
DNA provadi (napf. sliny, mozkomidni mok,
sérum atd) [3-6].

Cilem prezentované studie bylo proto
zhodnoceni moznosti priikazu reaktivace
latentni infekce HSV, pfipadné VZV u pa-
cientl s Bellovou obrnou pomoci detekce
DNA uvedenych herpetickych vir(i v séru
a mozkomisnim moku metodou PCR.

Soubor a metodika

Do studie bylo zafazeno 25 pacientd
(tab. 1), randomizované vybranych ze sou-
boru 97 jedincd, ktefi byli v obdobi od
1/2001 do 12/2005 vysetfovani na Neu-
rologické klinice FN Brno pro akutnf idio-
patickou parézu licniho nervu. U viech
97 pacientl byly na zakladé anamnestic-
kych dat (v¢etné vylouceni traumatické
a otogenni etiologie ¢i prisati klistéte v ca-
sové relaci ke vzniku parézy), klinického
nédlezu (v¢etné vylouceni vysevu herpe-
tickych erupci v oblasti rtu, dutiny Ustni,
patra, boltce ¢i zevniho zvukovodu) a la-
boratornich vysledkd (véetné normalniho
cytologického vysetieni mozkomisniho
moku z provedené lumbalni punkce a ab-
sence intratekalnich antiborreliovych pro-
tilatek) vylouceny jiné znamé priciny akut-
nich paréz n. facialis. Vysetfen byl dale
1 pacient s Ramsay-Huntovym syndromem
(muz, 72 let), u kterého byla paréza licniho
nervu inicidlnim a dominujicim priznakem
a dtvodem pro dalsi dosetfeni a béhem
nasledujicich 2 dni u néj doslo k erupci
herpetickych morf v oblasti zevniho zvu-
kovodu a klinicky ke zvyraznéni postizeni
n. statoacusticus.

U vSech pacientl byla provedena de-
tekce DNA herpetickych vird ze séra a moz-
komiSniho moku metodou PCR. U 18 pa-
cientl byla stanovena HSV DNA typu I all
metodou RT PCR, pro izolaci DNA byla po-
uzita souprava High Pure Viral Nucleic
Acid Kit (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany), nasledna amplifikace a detekce

byla provedena soupravou LightCycler-
HSV 1/2 Detection Kit na pfistroji Light
Cycler (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany). 4 z téchto pacientl méli sou-
Casné vySetienu i VZV DNA, a to opét me-
todou RT PCR s pouzitim souprav High
Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche Dia-
gnostics, Mannheim, Germany) pro izolaci
DNA a LightCycle-FastStart DNA Mast
Hybridization Probe (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) pro amplifikaci.
Detekce VZV DNA byla provedena s po-
modi specifickych primert a hybridizac-
nich sond (TIB MOLBIOL, Berlin, Germany).
Identickym zplsobem byla DNA obou
typl viru herpes simplex i VZV DNA vy-
Setfena také u pacienta s Ramsay-Hunto-
vym syndromem.

U zbyvajicich 7 pacientd byl proveden
prikaz plvodcd virovych meningitid
(vCetné HSV typ | a Il a VZV) klasickou PCR
s naslednou hybridizaci. Pro izolaci DNA
byla opét pouzita souprava High Pure Vi-
ral Nucleic Acid Kit (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany), pro amplifikaci sou-
prava JumpStartTM Tag Ready Mix (Ro-
che Diagnostics, Mannheim, Germany)
a Enhanced Avian RT-PCR Kit (Sigma-Al-
drich Corporation, St. Louis, MO, USA),
a pro hybridizaci RHA Kit CNS (Labo Bio-
medical products B.V., Rijswijk, The
Netherlands).

U 21 pacientd s idiopatickou parézou
a také u pacienta s Ramsay-Huntovym
syndromem byly déle vysetieny protilatky
tfidy IgM proti HSV v séru i likvoru s po-
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Tab. 1. Srovnani vybranych demografickych, klinickych a laboratornich charakteristik pacienti s provedenym PCR
herpetickych virll a ostatnich jedinct vySetfovanych ve sledovaném obdobi na nasi klinice pro idiopatickou

parézu licniho nervu.

Demograficka/klinickd/ Ramsay-Hunt Bellova obrna Srovnani
laboratorni charakteristika (PCR) PCR ANO PCR NE skupin (p)
pocet jedinct 1 25 72
vék (primér + SD) 72 44,72 + 17,64 45,39 +17,70
(min/max) 18-77) (19-83) ns (0,87)
pohlavi (muZi/zeny) muz 1114 40/32 ns (0,32)
strana postizeni (prava/leva) prava 14/11 38/34 ns (0,78)
typ postizeni (supra/infrachordalni) infrachordalni 8/17 27/45 ns (0,62)
oslabeni m. orbicularis oculi* (primér = SD) 2,52 +1,19 2,60+ 1,10
(min/max) 2 (0/4) (0/4) ns (0,77)
oslabeni m. orbicularis oris* (primér + SD) 2,16 £ 1,28 1,94 + 1,15
(min/max) 2 (0/4) (0/4) ns (0,43)
prochladnuti v anamnéze (pocet jedinct/%) ne 13(52) 34(47) ns (0,68)
infekt HCD v anamnéze (pocet jedinct/%) ano 10(40) 16(22) ns (0,08)
subfebrilie/febrilie (pocet jedincd/%) ano 11(44) 25(35) ns (0,41)
CSF — monocyty (pramér + SD) 129 1,71+ 1,11 152+1,34
(min/max) (0,3/4,0) (0/4,3) ns (0,53)
CSF — celkova bilkovina (priimér + SD) 0,64 0,41 +0,2 0,43 +0,16
(min/max) (0,2/1,04) (0,21/1,07) ns (0,55)
CRP (pramér + SD)(min/max) 3 4,51 £5,23 2,54 + 494

(0/17,6) (0/28,8) ns (0,13)
leukocyty v krvi (pramér + SD) 7.3 8,29 + 2,84 8,78 + 3,35
(min/max) (4,8/16,0) (3,8/18,7) ns (0,51)

*Hodnoceni tize postizeni n. facialis bylo provedeno testovdnim rozsahu aktivni hybnosti mimickych svalG ve srovnani se zdravou stra-
nou podle $kaly: 5 — normalini rozsah aktivni hybnosti svalu (= 100 %), 4 — rozsah aktivni hybnosti 75 %, 3 =50 %, 2 =25 %, 1 - 10 %,

0 — bez aktivniho pohybu (0 %) [17].

uzitim soupravy Herpes simplex virus IgM
ELISA (Human, Taunusstein, Germany).

Statistické zpracovani bylo provedeno
pomoci sotfwaru Statistica 6.0 firmy Stat-
soft. Srovnani kontinudlnich dat mezi pod-
skupinami souboru bylo provedeno ne-
parovym t-testem, kategoridlni data byla
porovnana y’ testem.

Vysledky
Demografické, klinické ani laboratorni cha-
rakteristiky pacientll zafazenych do studie
se v zadném parametru vyznamné neli-
Sily od ostatnich jedincd, vysetfovanych
v uvedeném obdobi na nasi klinice pro
identickou diagnézu (tj. akutni idiopa-
tickou parézu licniho nervu) a Ize je tedy
povazovat za reprezentativni vzorek ce-
lého souboru (tab. 1).

PCR diagnostikou jsme pozitivni zachyt
VZV DNA prokazali pouze v mozkomis-

nim moku (ale nikoli v séru) pacienta
s Ramsay-Huntovym syndromem. U viech
vySetfenych pacientl s idiopatickou pa-
rézou licniho nervu byl nalez PCR HSV
i VZV v séru i likvoru negativni.

Sérologické vysetieni prokézalo slabou
pozitivitu protilatek tfidy IgM proti HSV
v séru (ale nikoli v. mozkomidnim moku)
1 pacienta s idiopatickou parézou, u viech
ostatnich vysetfenych jedinct s Bellovou
obrnou i u pacienta s Ramsay-Huntovym
syndromem byly vysledky sérologické de-
tekce IgM protilatek proti HSV v séru
i likvoru negativni.

Diskuse

Teorie reaktivace latentni infekce herpe-
tickymi viry (zejména HSV | a Il a VZV)
[3,4,6,7] se jevi jako velmi pravdépodob-
né vysvétleni ,idiopatické” parézy licniho
nervu, uspokojivé objasnuijici fadu dosud

spolehlivé nevysvétlenych okolnosti Bellovy
obrny zndmych z klinické praxe, napf. ¢as-
tou navaznost na prochladnuti ¢ lehké
infekty, pfi nichz mdze v rdmci probihaji-
cich imunitnich zmén dojit k reaktivaci
virové infekce, stejné jako parcidlni tera-
peuticky efekt antivirotik (predevsim acik-
loviru, ev. valacikloviru), prokazovany v kli-
nickych studiich.

Nalezy u zvifecich modelt akutnich pa-
réz licniho nervu [3] stejné jako casty za-
chyt DNA herpetickych virG v rlznych
tkanich pacientdl s Bellovou parézou
[4,6,7] tak do znacné miry zpochybruiji
pouziti terminu , idiopatickd” u pacientt
s akutni parézou licniho nervu nevysvét-
lenou jinym dosud zndmym zpUsobem.
Zminéné studie prokazuji, Ze se minimalné
U vyznamné ¢asti téchto pacientl jedna
o postizen{ licniho nervu virové, a tedy ni-
koli idiopatické etiologie.
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Reaktivaci herpetické infekce je vsak
u pacientt s Bellovou parézou pomérné
obtizné laboratorné verifikovat. Prosty pri-
kaz protilatek neni dostacujici, protoze
séropozitivita imunoglobulinC tfidy 1gG
proti obéma typlm herpetickych vird je
pfitomna u znac¢né ¢asti zdravé populace
(60-90 % HSV, nad 90 % VZV), vyska je-
jich titrd neni spolehlivou znadmkou
reaktivace herpetické infekce a stejné ja-
ko pritomnost protilatek tridy IgM se ne-
jevi jako dostatecné senzitivni metoda
u pacientl s akutni parézou licniho nervu
[8,9]. Nizkou validitu sérologickych me-
tod u pacientt s Bellovou obrnou potvr-
zujf i vysledky nasi studie, v niz jsme sé-
ropozitivitu protilatek tfidy IgM proti HSV
zachytili pouze u 1 z vySetfenych jedinct
a stanoveni protildtek v mozkomiSnim
moku bylo ve viech pfipadech negativni.

Moznou alternativou jednorazového vy-
Setfeni protilatek je hodnoceni nardstu je-
jich titrd v case [8,9]. Podle recentnich
publikovanych studif je viak senzitivita této
sérokonverze nizka [5,8]. Metoda navic
vyzaduje opakované vysetfeni pacientd,
jeji vysledky jsou hodnotitelné az s od-
stupem nékolika tydnd a v klinické praxi
ji proto nelze pouzit pro indikaci cileného
a vcasného zahdjeni antivirové terapie.

Pravé moznost rychlého a cileného na-
sazeni antivirotik by v klinické praxi byla
zfejmé nejdulezitéjsim prinosem prakazu
herpetické etiologie u pacientt s Bellovou
obrnou. Pfestoze u vétsiny pacientd s idio-
patickou parézou licniho nervu dojde i bez
lécby k pIné upravé klinického nalezu,
cca 15 % jedincu s touto diagnézou ma
lehké rezidudIni postizeni a u 15 % pre-
trvavaji nasledky ve smyslu stfedné téz-
kého ¢i tézkého stupné oslabeni mimic-
kého svalstva, synkinéz, facidlniho hemi-
spazmu ¢i kontraktur [10]. Je zndma horsi
prognoza postizeni licniho nervu u pa-
cientd s Ramsay-Huntovym syndromem
oproti jedinctim s idiopatickou parézou
n. facialis [11]. Analogicky je mozné pred-
pokladat vyznamny podil jedincl s herpe-
tickou etiologif také mezi pacienty s Bello-
vou obrnou a Spatnym klinickym vystu-
pem, protoze pravé snizeni podilu téchto
pacientl je podle validnich publikova-
nych prospektivnich randomizovanych
studif [12] nejvyznamnéjsim efektem po-

uZiti antivirotik. Prakaz herpetickych virQ by
tak umoznil cilené nasazeni terapie pravé
u jedincy, kde Ize predpokladat jeji nej-
Vetsi piinos. Efekt antivirové terapie je
navic ziejmé vyznamné ovlivnén vcas-
nosti jejiho zahdjeni. U Ramsay-Huntova
syndromu prokdazal Murakami [13] plnou
Upravu postizeni u 75 % pacientd léce-
nych jiz v prabéhu prvnich 3 dni od vzniku
parézy, u 48 % pacientd, u nichZ byla te-
rapie zahdjena mezi 4. a 7. dnem od
vzniku postiZeni, ale pouze u 30 % pa-
cientd, u nichz byl aciclovir (v kombinaci se
steroidy) nasazen az po vice nez 7 dnech
od zacatku obtizi. Obdobnou zavislost pi-
nosu antivirové terapie na ¢asovém od-
stupu jejiho zahdjeni od vzniku obtiZi Ize
pravdépodobné ocekdavat i u Bellovy pa-
rézy a vcasna detekce virové etiologie by
tak mohla dale zlepsit vysledny klinicky na-
lez u pacientl s akutni idiopatickou paré-
zou n. facialis.

Jako optimalni metoda prikazu reakti-
vace infekce herpetickymi viry se proto
jevi PCR, umoznuijici velmi rychly a spo-
lehlivy prikaz virové DNA. Senzitivita
PCR v3ak u jedincl s akutni parézou licni-
ho nervu vyznamné kolisd mezi publiko-
vanymi studiemi pfedevsim v zavislosti na
télesném kompartmentu, z néhoz je pro-
vadén odbér materidlu k vysetieni [3,4,
6,7]. Nejvyssi senzitivitu prokazuje PCR pfi
vysetfeni endoneuralni tekutiny n. facia-
lis, stérd z bukalni sliznice a slin, kde je
DNA herpetickych vird detekovana u vice
nez 50 % jedincd s Bellovou obrnou
[3,4,6,7]. Nevyhodou vysetreni endoneu-
ralni tekutiny je ale technickd néarocnost
odbéru, prakticky znemozriujici zavedeni
metodiky jako rutinniho vy3etfeni do kli-
nické praxe. Odbér slin ¢i stérd z bukalni
sliznice je neinvazivni, technicky nena-
rocny a v kombinaci s pomérné uspoko-
jivou senzitivitou se jevi jako pfijatelna
metoda detekce DNA herpetickych virg,
jejf vysledky vsak ziejmé nejsou pfilis spe-
cifické, protoze pozitivni nalez PCR byl za-
chycen i u vyznamné &asti zdravych kon-
trolnich jedinct [6]. Z dalsich kompart-
mentd byly pro PCR detekci herpetickych
vird testovany bioptické vzorky z m. auri-
cularis posterior [5]. | tato metoda je viak
limitovana invazivitou odbéru a navic ma

u pacientd s akutni parézou n. facialis
pouze minimalni vytéznost [5].

V nasf studii jsme detekci herpetickych
virt provadéli metodou PCR ze séra a moz-
komisniho moku pacientt s akutni paré-
zou licniho nervu. VZV DNA jsme proka-
zali pouze v likvoru (ale nikoli v séru) u pa-
cienta s Ramsay-Huntovym syndromem.
U vdech jedincl s Bellovou obrnou bylo
PCR vysetfeni HSV i VZV v séru i mozko-
miSnim moku negativni. Obdobné vy-
sledky pfi vySetfeni likvoru publikovala
i Stjernquist [5], kterd nalezla pozitivni
PCR na VZV v mozkomiSnim moku pou-
ze u 1 z 20 pacientl s akutni parézou
licniho nervu a pozitivni PCR na HSV ne-
mél zadny z jedincU jejiho souboru.

Obdobné jako v nasi studii vsak vétsina
pacientd jejiho souboru vykazovala nor-
malni cytologické a biochemické nalezy
v mozkomiSnim moku, zatimco u pacienta
s pozitivnim zachytem PCR byla v likvoru
prokazéna proteinocytologickd asociace.
Také v naSem souboru nepresahoval po-
Cet bunécnych elementd z moku hrani¢ni
hodnotu 5 u zddného z pacientl s Bello-
vou parézou a negativnim PCR a naopak
u pacienta s Ramsay-Huntovym syndro-
mem a pozitivnim zachytem VZV DNA
byl v likvoru zachycen vyznamné zvyseny
pocet bunécnych elementt i elevace hod-
not celkové bilkoviny. Nase nalezy tak v zad-
ném pripadé nezpochybruji vyznam vy-
Setfeni PCR v detekci DNA herpetickych
virG u pacientli s abnormalnim (zanétlivym)
nalezem v mozkomiSnim moku. V pfipadé
klinického podezieni na neuroinfekci
obecné je u pacientd s abnormalnim na-
lezem v likvoru PCR detekce herpetic-
kych vird naopak metodikou vysoce vy-
téZnou a jeji pouziti prispiva k objasnéni
etiologie postizeni u vyznamné Casti
téchto jedincd [14-16].

Uvedeny rozpor v nalezech endoneu-
rélni tekutiny n. facialis a slin oproti moz-
komiSnimu moku u pacientl s normalnim
(nezanétlivym) nalezem v likvoru je po-
mérné prekvapivy, pravdépodobné viak
nezpochybriuje teorii reaktivace virové
infekce jako etiologie Bellovy parézy, ale
ukazuje spise na nizkou diagnostickou
vytéznost PCR vysetfeni mozkomisniho
moku u pacientd s idiopatickou parézou
licniho nervu a normalnim cytologickym
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nalezem v likvoru. Reaktivace latentni in-
fekce herpetickymi viry se tak u jedinct
s Bellovou parézou jevi pouze jako lo-
kalni, limitovana na oblast licniho nervu
a tedy bez odezvy v celém likvorovém
kompartmentu.

V souhrnu tak z nasich vysledkd vyplyva,
Zze PCR diagnostika HSV a VZV v séru
a likvoru neni metodou pfinosnou pro
detekci reaktivace latentni infekce herpe-
tickymi viry u pacientd s akutni idiopa-
tickou parézou licniho nervu a normal-
nim cytologickym nalezem v mozkomisnim
moku a autofi proto nedoporucuijf jeji po-
uziti v uvedené indikaci.

Pouzité zkratky

CRP  C-reaktivni protein

EBV  virus Epsteina a Barrové

HSV  virus herpes simplex

KME  klistovd meningoencefalitida

PCR  polymerazova retézova reakce
(polymerase chain reaction)

VZV  virus varicella-zoster
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