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Souhrn

Diagnostika neuroinfekci prodélava v poslednich letech piiklon k molekularné biologickym
metodam. Nas vyzkum se soustiedil na vyznam piitomnosti DNA neurotropnich herpetickych virt
(HSV1, HSV2, VZV a HHV6) v mozkomi$nim moku. V prvni studii jsme sledovali pfitomnost
DNA neurotropnich herpetickych virt (HV) v mozkomisnim moku u imunokompetentnich
pacientl s laboratorné potvrzenou klistovou meningoencefalitidou a enterovirovou meningitidou
a meningoencefalitidou. Kontrolni skupinu tvofili pacienti shodné vékové struktury bez
prokazaného zanétu v mozkomi$nim moku. Pacienti byli sledovani po dobu 6 mésici. Pribéh
onemocnéni a jeho nasledky vcetné laboratornich vySetfeni byly porovnany mezi skupinami
pacientil s prokdzanou a bez prokazané HV DNA.V druhé studii jsme prokazovali pfitomnost
HSV1 DNA v mozkomi$nim moku u pacientil s purulentni meningitidou, u kterych byl pribéh
onemocnéni komplikovan vysevem herpes labialis.

V nasem souboru imunokompetentnich pacient s nehnisavym zanétem v mozkomiSnim
moku jsme detekovali HV DNA virli u 13 ze 173 pacientt (7,5 %), zachytili jsme 1 DNA dvou
herpetickych vird sou€asné. Podil pacientl se zianétem CNS vyvolanym klistovou
meningoencefalitidou a detekovanou HV DNA tvoftil 7,3 % (7 z 96) a nejcastéji byl detekovan
virus VZV. V souboru pacientl s enterovirovou meningitidou a meningoencefalitidou byl podil
pacientli s HV DNA 7,8 % (6 ze 77) a nej€astéji byla detekovan virus HHV6. Zachyt HV DNA
nebyl asociovan se zavaznym klinickym prib&hem onemocnéni. Pfi¢inou pfitomnosti HV DNA
je nejspise reaktivace HV pfi zanétech, coz potvrzuje minimalni zachyt HV DNA u pacientii bez
zanétlivého cytologického nalezu v mozkomisnim moku. HSV1 DNA v mozkomi$nim moku pii
periferni reaktivaci jsme detekovali pouze u jedné pacientky s vyznamnym imunodeficitem.

Metody zaloZené na amplifikaci nukleovych kyselin jsou v soucasnosti hlavnim
diagnostickym voditkem, proto mohou nalezy DNA neurotropnich herpetickych vird
v mozkomiS$nim moku ¢init diagnostické obtize. Vysledek téchto vySetieni je vzdy interpretovat

s ohledem na klinicky stav pacienta, anamnézu a vysledky dalSich vySetfeni.

Kli¢ova slova: mozkomisni mok; metody amplifikace virovych nukleovych kyselin; Herpes
simplex virus typ 1, Herpes simplex virus typ 2; Varicella zoster virus; Lidsky herpeticky virus 6
typ A; Lidsky herpeticky virus 6 typ B; enterovirovd meningoencefalitida; kliStova

meningoencefalitida



Summary

In recent years, the diagnosis of neuroinfections has undergone a shift towards molecular biology
methods. Our research focused on the predictive value of the capture of herpesvirus (HV) DNA in
cerebrospinal fluid. In the first study, we examined the presence of DNA neurotropic herpes
viruses (HSV1, HSV2, VZV and HHV6) in cerebrospinal fluid in immunocompetent patients with
laboratory-confirmed tick-borne meningoencephalitis and enterovirus meningitis and
meningoencephalitis. The control group consisted of patients with proven absence of an
inflammation in the cerebrospinal fluid. Patients were followed for 6 months. The course of the
disease and its consequences, including laboratory tests, were compared between groups of
patients with and without the presence of HV DNA. In the second study, we tried to demonstrate
the presence of HSV1 DNA in cerebrospinal fluid during its symptomatic reactivation in patients
with purulent meningitis. In our group of immunocompetent patients with non-purulent
inflammation in the cerebrospinal fluid, the proportion of HV DNA positive patients reached 7.5%
(13 out of 173), we also captured the DNA of two herpes viruses simultaneously. The proportion
of patients with CNS inflammation caused by tick-borne meningoencephalitis with detected DNA
from neurotropic herpes viruses was 7.3 % (7 out of 96), with VZV DNA being the most abundant.
In the group of patients with enterovirus meningitis and meningoencephalitis, the proportion of
patients with HV DNA was 7.8% (6 out of 77) with HHV6 DNA being the most frequent. HV
DNA positivity was not associated with severe course of the disease. The reason for HV DNA
positivity is probably HV reactivation under inflammatory conditions, which is supported by the
minimal capture of HV DNA in patients without inflammatory cytological findings in
cerebrospinal fluid. We detected HSV1 DNA in cerebrospinal fluid during its peripheral
reactivation in only one patient with significant immunodeficiency. Since nucleic acid
amplification-based methods are currently the main diagnostic tool, the detection of the DNA of
neurotropic herpes viruses in cerebrospinal fluid can cause diagnostic difficulties. The result of
these examinations should always be interpreted in comprehensive manner with regard to the

patient's clinical condition, history and the results of other examinations.

Keywords: cerebrospinal fluid; nucleic acid amplification tests; Herpes simplex virus 1, Herpes
simplex virus 2; Varicella-zoster virus; Human betaherpesvirus 6A; Human betaherpesvirus 6B;

enteroviral meningoencephalitis; tick-borne encephalitis
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1 Literarni tivod a prehled problematiky

Na ptelomu tisicileti doslo k revoluci ve virologické diagnostice. Do rutinniho pouzivani byly
postupné zavedeny metodiky amplifikace virovych nukleovych kyselin (NAAT) a
marginalizovaly kultiva¢ni metody, které byly do té doby povazovany za zlaty standard. NAAT
vyrazné zrychlily diagnostiku, ukézaly se jako senzitivni i specifické jak pro diagnostiku, tak i
monitoring 1écby fady virovych onemocnéni. Rozmach téchto metod pfinesl také ftadu
specifickych problémd, z nichz fada neni uspokojiveé vyieSend dodnes. Sem patii jednak metodické
problémy typu spravné laboratorni praxe, citlivosti metod, kvantifikace a jeji standardizace, dale
pak interpretacni problémy, zejména u agens perzistujicich v lidském organismu. Herpetické viry
patii mezi zndmé vyvolavatele lidskych Zivot ohrozujicich neuroinfekci, dlouhodobé perzistuji
v organismu v latentnim stavu, ze kterého se umi reaktivovat.

Ve své praci jsem se zameéfila na interpretaci zachytu DNA herpetickych vird v
mozkomi$nim moku pii abnormélnim biochemickém a cytologickém nalezu interpretovaném jako
neuroinfekce.

V praci je diskutovan klasicky postup diagnostiky nehnisavych zanéti centralni nervové
soustavy (CNS) se zfetelem na likvorologickou diagnostiku, zivotni cyklus herpetickych virti s
ohledem na moZnosti jejich zachytu v riznych biologickych materidlech a metodické ptistupy k

diagnostice infekci vyvolanych herpetickymi viry.

1.1 Lidské herpetické viry — taxonomie

Herpetické viry (Herpesvirales) jsou velmi stary fad. Jejich evoluce spada do doby cca pied 400
miliony let, kdy se pravdépodobné vyvinuly z DNA fagl. Jednotlivé druhy jsou vzdy tzce
specializované na hostitele, coz Casto ztézuje jejich vyzkum absenci vhodného modelového
organismu.

Herpetické viry patii k vyznamnym lidskym i zvifecim patogenim. Strukturné jsou lidské
herpetické viry obalené viry s kapsidou ikosahedrické symetrie obsahujici linearni dvouvlaknovou
DNA (struktura virionu viz Obrdzek I). Taxonomicky patii spolu s herpetickymi viry ryb a
obojzivelnika (Alloherpesviridae) a herpetickymi viry mekkysi (Malacoherpesviridae) do fadu

Herpesvirales.
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Obrazek 1: Struktura virionu Herpesvirales.

1 — nukleoprotein; 2 — dvouvlaknova (ds DNA); 3 — kapsida ikosahedrické soumérnosti
(dvacetistén); 4 — tegument; 5 — fosfolipidovd membréna; 6 — povrchové glykoproteiny

Dle International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV 2019) klasifikace obsahuje
celed Herpesviridae: 3 podceledi, 13 rodti a 107 druhti virt, z nichZ je pouze 8 primarnimi lidskymi
patogeny.

Lidské herpetické viry byly historicky rozdéleny do 3 podceledi na zaklad¢€ biologickych
vlastnosti, platnost tohoto rozdéleni byla potvrzena i metodami komparativni genomiky; viz

Obrazek 2.

Podéeled’ Alphaherpesvirinae

Alphaherpesvirinae maji kratky replikac¢ni cyklus, rychle se $ifi v tkanové kultuie, maji Sirsi
spektrum hostitelskych organismli u rodu Simplex virus. Hlavni mistem latence jsou ganglia
senzitivnich nervil. Pod¢eled’ obsahuje rody Simplex virus (druhy: herpes simplex typ 1, herpes

simplex typ 2) a Varicellovirus (druh: varicella zoster).

Podceled’ Betaherpesvirinae

Betaherpesvirinae maji dlouhy replikac¢ni cyklus, pomalé Sifeni v tkdnové kultute a izké spektrum
hostiteli. Podceled” obsahuje rody Cytomegalovirus (druh: lidsky cytomegalovirus) a
Roseolovirus (druhy: lidsky herpeticky virus 6 typ A, lidsky herpeticky virus 6 typ B a lidsky
herpeticky virus 7).

14



Podcéeled Gammaherpesvirinae

Gammaherpesvirinae jsou tzce druhové specializované, in vitro kultivace je mozna hlavné na
lymfoblastoidnich liniich, hlavni mistem latence jsou lymfoidni butiky, viry této podceledi maji
transformac¢ni potencidl. Podceled” obsahuje rody Lymfocryptovirus (druh: virus Epsteina-

Baarov¢) a Rhadinovirus (druh: lidsky herpeticky virus 8).
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Obrazek 2: Fylogenetickd pribuznost herpetickych virii.

Soucasny pohled na genetickou ptibuznost lidskych herpetickych virti dle sekvencni analyzy
(maximum likelihood algoritmus) genti uracylglykosilazy (UDG) a peptidazy S21, délka vétvi je
proporéni k o€ekdvanému poc¢tu mutaci na misto a hodnoty podporu vétvi bootstrap analyzou
(pfevzato z: Zmasek C. et al., 2019)

1.2 Zivotni cyklus herpetickych virti na bundéné trovni

Herpetické viry sdili podobny Zivotni cyklus viz Obrazek 3, jednotlivé druhy se liSi zejména
receptory pro vstup do buiiky. Po interakci povrchovy glykoprotein viru — receptor dochézi ke
splynuti bunéénych membran mechanismem endocytdzy, uvolnéni nukleokapsidy, ktera putuje do
jadra. V bunééném jadre se virova DNA transkribuje a nasledné replikuje. Z hlediska replikace se

virové geny déli do 3 skupin, které se kaskadovité vzajemné aktivuji:
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1. bezprostfedné ¢asné (immediate early) geny — transkribuji se prvni a jejich produkty maji

regulacni ulohu v rdmci latence nebo zapoceti lytického cyklu.

2. Casné (early) geny — k jejich aktivaci je tfeba produktli bezprostiedné Casnych genti, podileji se

na replikaci virové DNA.

3. pozdni (late) geny — kdduji strukturalni proteiny.

Virova DNA se replikuje cirkuldrnim mechanismem, kdy vznika vlakno obsahujici mnoho kopii
virového genomu a musi byt rozstépeno pti vkladani virové DNA do kapsidy termindzovym
komplexem. Nukleokapsida vznika v jadie, fosfolipidovou membranu ziskava pucenim z jaderné

membrany a exocytozou je zrala virova partikule transportovana z buiky viz Obrdzek 3.
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attachment and
@ penetration
@ @/ DNA replication
(rolling circle)
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W - transcription and
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assembly and % genes
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proteins
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Obrdzek 3: Zivotni cyklus herpetickych viri

Ptevzato z: (Zimmerli, n.d.)
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1.3 Lidské herpetické viry epidemiologie
1.3.1 Herpes simplex virus typ 1 (HSV1)

Séroprevalence se lisi v rozvinutych a rozvojovych zemich (James et al., 2020). V rozvojovych
zemich stale plati, ze k primoinfekci dochazi nejcastéji v détstvi, do 10ti let véku séroprevalence
dosahuje vice nez 90 % populace. Globalnim méfitku dochdzi k postupnému poklesu
séroprevalence na 67 % u dospélych pod 50 let véku (James et al., 2020). V rozvinutych zemich
je tento trend jesté vyrazngjsi USA, v roce 2015 jiz pouze 47,8 % séropozitivnich v kohort¢ pod
50 let (Schulte et al., 2014). Studie primarné urcena ke sledovani efektivity vakciny Herpevac
GSK, ktera probihala v letech 2002-2010, ukazala, Ze v USA bylo 31 % Zen ve vékové skupiné
18-30 let HSV1 i HSV2 séronegativnich (Schulte et al., 2014).

Posledni ¢eska data pochdzi ze sérologického piehledu realizovaného v roce 1996, kdy
bylo v populaci dosazeno 90 % promotenosti ve vékové skupiné 30+ viz Graf I — modifikovano
z (Roubalova K., Seeman J., 1998; Pebody R. et al., 2004). Odlisny vek primoinfekce vede k
zméné mechanismu pienosu (ptivodné slinami a vstupu pies sliznici oropharyngu) a HSV1 se stava
vyznamnym puvodcem herpes genitalis. Tento trend pozorovali napt. ve Finsku, kde ve stérech z
herpes genitalis u Zen do 25 let v letech 1991-1995 ptevazoval HSV2, zatimco v letech 2004-2010
jiz ptevazoval HSV1 (Tuokko H. et al., 2014).

1.3.2 Herpes simplex virus typ 2 (HSV2)

HSV2 je nejcastéjSim vyvolavatelem pohlavné pienosné nemoci ve svétovém méfitku, 5 %
svétové populace rocné prodéla aktivni vied na genitdlu vyvolany HSV (James Ch. et al., 2020).
Celosvétova HSV?2 séroprevalence dosahuje 13,2 %, u Zen je dvojnasobna proti muzim (17,1 %
vs 9,3 %). Séroprevalence je nejvyssi v africkém regionu — 43.9 %, v evropském regionu dosahuje
10.7 %. Posledni ceska data pochézeji ze sérologickych piehledl v letech 1996 (6 % viz (PebodyR.
et al., 2004), na Ceskych datech nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi muzi a Zenami,

podil séropozitivnich dle vékovych skupin je uveden v Graf 2.
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Graf 1: Séropozitivita anti HSV1 IgG dle vékovych skupin, sérologické piehledy 1996, Ceskd
republika, piepracovino z (PebodyR. et al., 2004)
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Graf 2: Séropozitivita HSV?2 dle vékovych skupin, sérologické piehledy 1996, Ceskd republika
viz (Pebody R. et al., 2004)
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1.3.3 Lidsky cytomegalovirus (CMV)

Cytomegalovirus je vyznamnym oportunnim patogenem u imunokompromitovanych a
nejcastéjSim virovym vyvolavatelem kongenitalni infekce s 0,6 % prevalenci u novorozenct v
rozvinutych zemich svéta a je nejcastéj§im pivodcem hluchoty, az 12 % sensorineuralnich
sluchovych deficitli a 8 % mozkové obrny u déti je na podkladé kongenitalni CMV infekce (Navti
O.et al, 2016). Celosvétova séroprevalence je 83 %, v evropském regionu je niz$i 66 % (Zuhair
M. et al., 2019). Posledni ¢eska data pochézi ze sérologickych piehledti z roku 1996, celkova
séroprevalence v Ceské populaci dosahovala 63,5 % bez rozdilu mezi pohlavimi (Roubalova K.,
Seeman J., 1998), séroprevalence v jednotlivych vékovych skupinach viz Graf 3. Také u
cytomegaloviru dochazi v rozvinutych zemich k posunu véku primoinfekce z détstvi do dospélosti
viz Némecko (Voigt S.et al., 2016), kde v letech 2003-2006 séroprevalence ve vékové skupiné 14-
17 let dosahovala jiz pouze 32 %.

0.0 100 20.0 30.0 40.0 500 60.0 700 80.0 90.0 100.0

% séropozitivnich

Graf 3: Séropozitivita CMV dle vékovych skupin, sérologické piehledy 1996, Ceskd republika,
prepracovano (Roubalova K., Seeman J., 1998)
1.3.4 Varicella zoster virus (VZV)

VZV je pivodcem preventabilnich onemocnénich provazejicich jak primoinfekci (varicella) tak
reaktivaci (herpes zoster) tohoto viru. Epidemiologie VZV je odlisna v riznych klimatickych

pasmech (Gershon A. et al., 2015), v evropském regionu dosahuje séroprevalence v neockované
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populaci vice nez 90 % jiz pted 15 rokem zivota (Bollaerts K. et al., 2017). Posledni ¢eska data
pochazi ze sérologickych piehledii z roku 1996, séroprevalence v ¢eské populaci dosahovala vice
nez 90 % jiz ve vekové skuping 15 az 19 let bez rozdilu mezi pohlavimi (Roubalova K., Seeman

J., 1998) viz Graf 4.
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Graf 4: Séropozitivita VZV dle vékovych skupin, sérologické piehledy 1996, Ceskd republika,
prepracovano (Roubalova K., Seeman J., 1998)

Hlavni mechanismus pfenosu infek¢ni aerosol pfi akutnim onemocnénim varicellou, méné
Casto pfimy kontakt — infekéni virus ve vezikularni tekuting (varicella 1 herpes zoster). Varicella
je vysoce nakazliva — reproduk¢ni Cislo (Ro) 12-18. K primoinfekei dochazi nejéastéji v détstvi v
souvislosti s pobytem v ptedskolnich zatizenich a Skolni dochdzkou viz Graf'5.

Symptomatické reaktivace VZV probéhne asi u 1/3 az 1/2 populace starsi 50ti let (Hope-
Simpson R., 1965; Oxman M., 2010), coz je patrné i z poctu hlaSenych ptipadi dle veékovych
skupin v Ceské republice (CR) viz Graf 6. Recidivy herpes zoster jsou vzacné — do 1 % u
imunokompetentnich jedincii (Donahue J. et al., 1995). Dochazi 1 k symptomatickym reinfekcim

— tzv. sekundarni varicelle, zejména u téch, co prodélali primoinfekei do 2 let véku.
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1.3.5 Lidsky herpeticky virus 6 typ A, lidsky herpeticky virus 6 typ B a lidsky herpeticky virus 7
(HHV6A, HHV6B a HHV7)

Séroprevalence HHV6 v populaci je vysoka, dosahuje vice nez 90 % dospélych. Anti HHV7
protilatky maji vyznamnou zkiizenou reaktivitu s anti HHV6 protilatkami, coz komplikuje
piipadné séroepidemiologické studie (Ihira M. et al., 2001; Ward K. et al., 2002). K primoinfekci
obéma viry dochdzi po poklesu maternalnich protilatek a 90 % séropozitivity je u obou virQ
dosazeno do 2 let zivota (Tanaka-Taya K. et al., 1996; Hall C. et al., 2006; Bustos D. et al., 2006)

Plosna séroprevalenéni studie nebyla v Ceské republice nikdy provedena.
1.3.6 Virus Epsteina — Barrové (EBV)

V priibéhu zZivota se virem Epsteina-Barrové promoti vice nez 90 % populace — (Cohen J., 2000),
k promotovani dochazi zejména v détstvi a puberte, 90 % séropozitivity bylo v UK dosazeno ve
vekové skupiné 15-19 let — (Kuri A. et al., 2020) — séra z roku 2016 a USA az po 20.roce zivota
(Dowd J.et al., 2013) — séra zroku 2003-2010, (Condon L. et al., 2014). Posledni ceska data
pochazi ze sérologickych piehledl z roku 1996, séroprevalence v Ceské populaci dosahovala vice
nez 90 % jiz ve vékové skupiné 5-9 let (Roubalova K., Seeman J., 1998) viz Graf 7. Symptomaticka
primoinfekce (infek¢éni mononukle6za — B27.x) byla nejcastéji hlasena ve vékové skupiné 15-19

let viz Graf 8, cozZ je ve shod¢ se zahrani¢nimi daty (Kuri A. et al., 2020; Fourcade G. et al., 2017).
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Graf 7: Séropozitivita anti EBNAI IgG dle vékovych skupin, sérologické piehledy 1996, Ceskd
republika, piepracovano 7 (Roubalova K., Seeman J., 1998)
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Graf 8: pocet hlaSenych uzavienych piipadii syndromu infekéni mononukleozy (B2 7.x) po
vylouceni pripadit vyvolanych CMV (B27.1) na 100 000 obyvatel v ramci vékové skupiny, Ceskd
republika, 2018-2019, ISIN; vztazeno na stredni stav obyvatelstva

1.3.7 Lidsky herpeticky virus (HHVS)

Dominantnim mechanismem pienosu HHVS je v rozvinutych zemich pfenos pohlavni cestou
(virus se vyskytuje v sekretech pohlavnich zldz a slinach), v subsaharské Africe a nékterych
uzavienych domorodych komunitach dochazi ztejmé 1 k vertikdlnimu pfenosu — shrnuto v (Etta E.
etal., 2018). V Evrop¢ a severni Americe je v bézné populaci séroprevalence nizka do 5 % (Moore
P., 2000), v CR jsou data ze sérologickych piehledi 1996 — 2,4 % (Suchénkova A. et al., 2003)
viz Graf 9. Skupinami s vysSi séroprevalenci jsou osoby infikované¢ virem lidské imunitni
nedostatecnosti (HIV pozitivni) a muZzi majici sex s muzi (MSM) (Liu Z. et al., 2017; Suchankova
A.etal., 2003; Rohner E. et al., 2014; Martrd E. et al., 2006) a HIV pozitivita s nizkymi hodnotami
CD4+lymfocytl predstavuje rizikovy faktor pro rozvoj Kaposhiho sarkomu. Ro¢né je hlaseno
v CR do 20ti piipadis Kaposhiho sarkomu (zdroj UZIS, Narodni onkologicky registr), incidence
0.03-0,1 /100 000 obyvatel, mortalita 0,01-0,04 /100 000 obyvatel, incidence nartsta s vékem,

muZi jsou dvakrat Castéji postiZzeni neZ Zeny.
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Graf 9: Séropozitivita anti HHVS IgG (lyticky antigen) dle vékovych skupin, sérologické
piehledy 1996, Ceska republika, pFepracovano ze (Suchdankova A. et al., 2003)

1.4 Zivotni cyklus herpetickych virti v makroorganismu

Dtlezitou vlastnosti téchto virh je po primoinfekci schopnost navodit latentni stav se schopnosti
znovu se reaktivovat. Primoinfekce miZe probihat asymptomaticky, pod obrazem nespecifického
hore¢natého onemocnéni, nebo pod typickym klinickym obrazem — herpetické gingivostomatitidy
u HSV1, varicelly u VZV, infekéni mononukledézy u EBV, CMV a exanthema subitum u HHV6.
Mistem vstupu do organismu jsou nejcastéji sliznice hlavné hornich cest dychacich a
genitouretralniho traktu. Zde dochdzi k primarnimu pomnoZeni na bunkach epitelu a/nebo
retikuloendotelialniho systému a jejich dal§imu $ifeni do organismu. Zivotni cyklus jednotlivych

druhti viru je velmi podobny v ramci podceledi:
1.4.1 HSV1aHSV2

Mistem vstupu do organismu je dlazdicobunécny epitel hornich cest dychacich a urogenitalniho
traktu, infikovana mize byt i porusena kiize. HSV1 jevi vyssi afinitu ke sliznici hornich cest
dychacich a spojivkovému vaku a HSV?2 ke sliznici genitalniho traktu. Zde dochéazi k primarnimu
pomnozeni viru a jeho vstupu do volnych nervovych zakon€eni senzitivnich nervii. Odtud je virus

aktivné transportovan do téla neuronti v senzitivnich gangliich, kde se replikuje a po tvodni
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replikaci pfetrvava jeho geneticky material ve formé epizomi. Po infekci neuronit v gangliich
(pseudounipolarni T Bunky) jiz neni mozné virus z organismu trvale odstranit (Whitley R. et al.,
2007). Reaktivace probiha na celou fadu nespecifickych podnéti a pfesny mechanismus jejiho
spusténi neni zndm — shrnuto v (Suzich J., Cliffe A., 2018). Po reaktivaci dochazi k replikaci viru
v pseudounipolarni T bunikach a jeho retrogradnimu transportu na periferii, kde znovu infikuje
epitelidlni bunky. Virus HSV je schopen infikovat Siroké spektrum buné€k in vivo 1 in vitro. Infekce
muize generalizovat hematogenni cestou i1 Sifenim nervovou tkani (viz model herpetické
encefalitidy infekci ¢ichového nervu). (Kukhanova M. et al., 2014). Symptomatické reaktivace
HSV jsou v porovnéni s VZV cetné, mensiho rozsahu, nebyva postiZzen cely mis$ni koten. Dochazi
1 k asymptomatickym reaktivacim, kdy je infek¢ni virus vylu€ovan na sliznici — tzv. ,,shedding®,
tyto reaktivace jsou vyznamné pro $ifeni infekce v populaci (Johnston Ch, Corey L., 2015; Koelle

D., Wald A., 2000).
142 VZV

Mistem vstupu infekce do organismu epitel hornich cest dychacich a lymfaticka tkain Waldayerova
mizniho okruhu, kde dochézi k infekci T lymfocytd s homing faktorem pro ktizi. Hematogenni
cestou dochazi k disseminaci do ktze, kde se sekundarné infikuji keratinocyty. Zde dochézi
k vychytani viru do senzitivnich nervli a infekci paravertebralnich ganglii senzitivnich nervi,
k infekci ganglii mizZe dojit i hematogenni cestou — shrnuto v (Moffat J. et al., 2007). Mistem
latence jsou zejména paravertebralni ganglia senzitivnich nervii, kde virus pteziva ve formé
epizomu. K reaktivaci dochazi zejména pfti poklesu bunééné imunity blize neur¢enym zptsobem.
satelitnich bun¢k a mtze dojit k dal§imu Sifeni po nervové tkani a meningy (Zerboni L. et al.,

2014; Nagel M., Gilden D., 2014; Zerboni L., Arvin A., 2015).
1.4.3 Cytomegalovirus

Mistem vstupu infekce do organismu jsou sliznice, zejména nosohltanu ale i urogenitalniho
systétmu. Po primarnim pomnoZeni na epiteliich dochazi k prestupu infekce na bunky
monocytomakrofagového systému, dochédzi k hematogennimu rozsevu a infekci endotelu cév.
Endotel cév je pak hlavnim mistem perzistence viru v organismu a mistem reaktivace pii poklesu
imunitniho dohledu. Pres CD34 pozitivni buiilky monocytomakrofagového systému jsou

infikovany vyvody slinnych Zlaz a butiky distalniho tubulu ledvin, které jsou pak hlavnim zdrojem
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intermitentniho vylu¢ovani viru. Virus je vylucovan i v cervikalnim sekretu a v matefském mléce.

Zivotni cyklus podrobné shrnut v (Griffiths P. et al., 2015).
1.44 HHV6 typ A, HHV6 typ B

Virus HHV 6 se vyskytuje ve 2 typech, které byly rozdéleny do samostatnych druht.

Typ A infikuje §irsi spektrum bun€k in vivo i in vitro a byva ptitomen v glioblastomech,
neni spojen s typickym klinickym obrazem primoinfekce. Jeho zachyt je vzacny, Castéjsi v Africe
u HIV pozitivni populace (Bates M. et al., 2009; Boutolleau D. et al., 2006).

Typ B infikuje uzsi spektrum bun€k a je spojen pii primoinfekci s obrazem exanthema
subitum a promotuje kolem 90 % populace. Zivotni cyklus obou typti viru neni dosud uspokojivé
vyfeSen, mistem vstupu infekce do organizmu je ziejmé sliznice hornich cest dychacich a bunky
Waldayerova mizniho okruhu. Misto latence neni spolehlivé identifikovano, ziejmé jim budou
buitky monocytomakrofagového systému a jejich progenitory v kostni dieni. Oba typy se mohou
integrovat do genomu a nésledné byt prendseny v zarodecné linii (Hubacek P. et al., 2009), coz
zt¢zuje DNA diagnostiku (Tanaka-Taya K. et al., 2004). Otazka schopnosti se reaktivovat z
integrovaného stavu v zadrodec¢né linii neni uspokojivé vyfesena (Strenger V. et al., 2014; Pellett

P.etal., 2012).
1.45 HHV7

M4 minimalni klinicky vyznam, pfi primoinfekci je schopen vyvolat onemocnéni podobné

exanthema subitum. Mistem latence jsou CD4+T lymfocyty.
1.4.6 EBV

Ma mezi herpetickymi viry nejvyraznéjsi onkogenni potencial. (Cohen J., 2000; Longnecker R.,
Neipel F., 2007). Mistem vstupu do organismu je sliznice dutiny Ustni, zejména epitel jazyka, kde
probiha lyticky cyklus. Zde dojde k prestupu infekce na lymfatickou tkan. Kli¢ovymi bunkami pro
infekci jsou B lymfocyty, které jsou transformovany i produktivné infikovany a jsou mistem
latence (IgD-, CD27+ pamétové B lymfocyty) (Kempkes B., Robertson E., 2015; Hatton O. et al.,
2014)

147 HHV 8

Mistem vstupu infekce do organismu jsou sliznice, epitel je produktivné infikovan, mistem latence

jsou B lymfocyty, v nichz po aktivaci dochéazi k produktivni infekci. Endotel cév je infikovan
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produktivné, dochazi i k jeho transformaci. (Longnecker R., Neipel F., 2007; Aneja K., Yuan Y.,
2017; Dittmer D., Damania B., 2016). Virus mad onkogenni potencidl a vyvolava Kaposhiho

sarkom, Castelmanovu multicentrickou nemoc a primarni efuzni lymfom (Cesarman E. et al.,

2019; Cavallin L et al., 2014).

1.5 Herpetické viry z pohledu vetejného zdravi

Infekce herpetickymi viry podléhaji hlaSeni jako vSechna infekéni onemocnéni dle Zékona ¢.
258/2000 Sb. o ochrané vetejného zdravi, ve znéni pozdéjsich predpisit (MKN-10 kody B0O, BO1,
B02). Systém epidemické bdélosti (pasivni surveillance pravdépodobnych piipadl bez laboratorni
konfirmace) dle vyhlasky 275 v aktualnim znéni (posledni Uprava tykajici se varicelly je ve
Vyhlasce €. 275/2010 Sb.) je uplatiiovan pouze na infekce vyvolané virem varicella zoster a to
primoinfekei — varicellu (BO1) a reaktivaci — herpes zoster (B02). Udaje pro ucely surveillance
jsou sbirany pies ISIN (Informac¢ni systém infekéni nemoci, do roku 2018 EpiDat), data vkladaji
na podklad¢ hlaseni infek¢nich nemoci od Iékaiti (tzv. Cervend hlaSenka) povéfeni pracovnici
Krajskych hygienickych stanic. Obecné lze povazovat vSechna tfi zmiiovand onemocnéni za
podhlasend, a to zejména infekce virem Herpes simplex (BOO dle MNK-10), kde se kumulativni
ro¢ni pocet nahlasenych ptipadli dlouhodobé¢ pohybuje do 200 piipadi.

Preventivni vakcina proti planym nestovicim je v CR dostupna od roku 2003, patii mezi
nepovinna ockovani a Ize ji kombinovat s vakcinou proti spalnickdm, pfiusnicim a zardénkam
(MMR). V soucasnosti se podava ve dvoudavkovém ockovacim schématu, 1ze ji podat od 9ti
mésict véku ditéte (viz SPC registracni ¢islo 59/336/02-C, verze revidovana 19. 12. 2019).
Vakcinu 1ze pouzit i pro postexpozicni profylaxi, pokud je prvni ddvka podand do 76 hodin od
expozice. Ploina vakcinace se v CR na rozdil od 5ti evropskych zemi neprovadi (Mészner Z. et
al., 2019).

Profylakticka vakcina proti pasovému oparu je indikovana pro v€kovou skupinu 50let a
star$i, otkovaci schéma se lisi dle typu vakciny (ziva — Zostavax — 1 davka, v CR dostupny od
r.2014, konjugovany rekombinantni glykoprotein E — Shingrix — 2 davky, v CR zatim nedostupny),

v obou piipadech se jedna se o nepovinné ockovani bez tihrady.
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1.6 Vztah lidskych herpetickych viru k neuroinfekcim

Vsechny herpetické viry mohou za specifickych podminek vyvolat systémové onemocnéni veetné
infekce centralniho nervového systému (CNS), a to jak pii primoinfekci, tak pfi reaktivaci i
reinfekci. Obecné se soudi, Ze herpetické viry vyvolavaji 5-10 % nehnisavych zanéti CNS (Cinque

P. et al., 2003; O'Sullivan C. et al., 2003; DeBiasi R., Tyler K., 2004).
1.6.1 Neurotropni lidské herpetické viry: HSV, VZV, HHV6

Neurotropismus je akcentovany zejména u podceledi Alfaherpesviridae, kde hlavnim mistem
latence jsou pseudounipolarni neurony senzorickych ganglii, ale virovy genom byl detekovan i u
cca 20 % populace v bilé i Sedé hmoté mozkové (Theil D. et al., 2004; Chan P. et al., 1999; Liedtke
W.etal., 1993).

1.6.1.1 Sporadicka nekrotizujici encefalitida

HSV1, méné casto HSV2, mlze vyvolat devastujici sporadickou nekrotizujici encefalitidu. Toto
onemocnéni mize postihnut vSechny vékové skupiny, ale kfivka jeho vyskytu ma bimodalni tvar
s vrcholem kolem 2 let véku a druhym kolem 60.

Zatim se nepodaftilo spolehlivé identifikovat zadné rizikové faktory, které by pfispivaly
k rozvoji onemocnéni (Tyler K., 2004), shrnuto (Whitley R. , 2015). Incidence onemocnéni se
udava 2-4 na 1 000 000/ rok. Onemocnéni ma velmi prudky nastup, objevuji se fokalni
neurologické pfiznaky, Casté jsou téz té¢zké psychické zmeény (zmény osobnosti, anomalni chovani,
halucinace — zejména chutové a Ccichové). Kozni ¢i slizniéni eflorescence se vyskytuji
nekonstantné.

Bez terapie je sporadickd nekrotizujici encefalitida smrtna v 70 % ptipadl a u 90 %
piezivsich zanechava trvalé neurologické postizeni (Raschilas F. et al., 2002). U ptezivSich se
muze vyskytnout recidiva onemocnéni, podminénd nejspiSe reaktivaci viru z neurond
infikovanych latentné pfi prvni epizodé¢ herpetické encefalitidy. Laboratorni diagnostika se opira
o prikaz DNA viru HSV v mozkomiSnim moku, ktery miize byt v nizkém procentu ptipadii prvni
2 dny klinickych pfiznakt negativni i cytologicky. Proto se doporucuje pii podezieni na
herpetickou encefalitidu s negativnim nalezem pfi prvnim odbéru vySetieni opakovat tieti den od
pocatku ptiznakt. PCR priikaz HSV DNA v MM je vyhodny 1 v ptipadé€, Ze jiz byla zahajena
terapie antivirotiky, protoze pietrvava pozitivni i tfeti den terapie. Prikaz HSV DNA v MM po 3
tydnech terapie se povazuje za neptiznivy prognosticky faktor (Raschilas F. et al, 2002).
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U 10-25 % vylécenych onemocnéni relabuje, je nutno rozlisit relaps na podkladé¢ HSV
infekce (je pfitomna HSV DNA v MM) a autoimunni anti-NMDAR encefalitidu (Whitley R. ,
2015; Bale J., Du Pasquier R., 2015).

1.6.1.2 Benigni asepticka meningitida

Oba typy viru téz vyvolavaji aseptickou meningitidu s benignim prubéhem, ktera u HSV2 muze
recidivovat (O'Sullivan C. et al., 2003; Simko J. et al., 2002). Ta se nespravné nazyva Mollaretova,

kvli pritkkazu tzv. Mollaretovych bunék v MM.
1.6.1.3 Perinatalni infekce virem HSV2

K infekei plodu dochézi Castéji pii primoinfekci matky v 3.trimestru t¢hotenstvi oproti jiz diive
promofenym matkdm (2 %). K ptfenosu infekce na plod dochdzi 5 % transplacentarné, 85 %
ascendentné pies porusené plodové obaly (riziko porod déle nez 4 hodiny od odtoku plodové vody,
invazivni monitorovani plodu) nebo pii prichodu porodnim kanalem a 10 % nezjisténo jak
postnatalné (Kimberlin D., 2004). Riziko pifenosu HSV2 na plod Ize sniZit poddvani acikloviru od
36.tydne téhotenstvi az do porodu, ¢imz se vyznamné snizi vylu¢ovan viru matkou (Hollier L.,
Wendel G., 2008). Infekce novorozence ma 3 klinické obrazy, které mezi sebou mohou volné
piechéazet: mukokutanni forma, meningoencefalitick4 forma a disseminovana forma s orgdnovym
postizenim (Kimberlin D., 2004).

prabéh nez HSV2 infekce. Diferencidlni diagnostiku, laboratorni diagnostiku a terapii stavi
spojenych s herpes genitalis v t&hotenstvim popisuje doporu¢eny postup CSL JEP (Holub M. et
al., 2019).

1.6.1.4 Infekce nervového systému vyvolané VZV

Pomérné ¢astou komplikaci VZV primoinfekce byva cerebellitida (Breuer J., 2003; MareSova V.
et al., 2006), dale tento virus vyvolava vaskulitidy mozkovych cév (Breuer J., 2003). Tyto
vaskulitidy se vyskytuji jak u imunodeficientnich jedinci (malych cév) tak 1 u
imunokompetentnich s asovou vazbou na herpes zoster (velké cévy) (Nagel M., Gilden D., 2015).
Reaktivace VZV muze byt provazena neuritidami, myelitidou, meningitidou — shrnuto v (Gilden
D. et al., 2009; (Nagel M., Gilden D., 2014; Krbkova L. et al., 2014; Roubalova K. et al, 2007) a
zvysuje riziko cévni mozkové piihody (Sundstrom K. et al, 2015; Forbes H. et al, 2018).
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1.6.1.5 Infekce nervového systému vyvolaneho HHV6

Také ob¢ varianty viru HHV6 (A i B) infikuji nervovou tkan, zejména astrocyty (Ward K., Clark
D., 2009; De Bolle L et al., 2005). Rozporuplné nazory panuji ohledné encefalitidy, kterou mize
HHV6 vyvolat u imunodeficientnich jedinct (Zerr D., 2006; Agut H. et al., 2015). Do soucasnosti
bylo v literatufe popsano omezené mnozstvi piipada HHV6 neuroinfekci u imunokompetentnich,
kde dutlezitym diagnostickym voditkem byl vyskyt HHV6 DNA v MM a absence jiného
etiologického agens (Ongradi J. et al., 2017). Ptitomnost HHV6 DNA v mozkomiS$nim moku je
Casto pozorovana i u malych déti pfi primoinfekci, provazenou febrilnimi kiecemi (Caserta M.,
2004). HHV6 je také davan do souvislosti s etiopatogenezi roztrouSené sklerdzy, kde byla
pozorovana aktivni infekce timto virem v placich (De Bolle L. et al., 2005; Clark D., 2004).
Diagnostiku HHV6 infekci mize zkreslit schopnost integrace tohoto viru do lidského genomu,
ktera se vyskytuje v zarode¢né linii (nejcastéji chromozomy 1, 17, 22). U ceské populace byla

stanovena prevalence 0.2 % (Hubacek P. et al., 2013).
1.6.1.6 CMV a EBV neuroinfekce

Virus CMV je znamym vyvolavatelem chorioretinitidy u HIV pozitivnich pacientli a také
encefalitidy u imunosuprimovanych jedinct (Griffiths P., 2009). CMV infekce byva téz davana
do souvislosti s Guillian—Barré syndromem (Steininger Ch. et al., 2004).

Komplikaci téZkého pribé¢hu EBV primoinfekce mohou byt encefalopatie (bez zachytu
EBV DNA vMM) 1 encefalitis (Koning M. et al.,, 2019) a to 1 pfi reaktivacich u
imunokompromitovanych (Lau J. et al., 2017). Vyskyt EBV DNA v MM provazi lymfomy CNS
(Cinque P. et al., 1993).

1.7 Diagnostika virovych zanéti CNS

Diagnostika zanétii CNS se opira o klinicky obraz onemocnéni (nahle vznikly neurologicky deficit,
meningealni drazdéni, poruchy védomi, Casto téZ febrilni stav) a ndlez morfologickych zmén
prokazany zobrazovacimi metodami (Adam P., 1999; Fletcher J., Barnett R., 2007). Nedilnou
soucasti je vySetfeni mozkomisniho moku — cytologické, biochemické a mikrobiologické (pfimé 1

nepiime).
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1.7.1 Mozkomis$ni mok, vznik, funkce, slozeni, odbér

Mozkomis$ni mok (MM) je povazovan za primarn¢ sterilni tekutinu, ackoliv metagenomické studie
prokézaly pfitomnost mikrobiomu i viromu u zcela zdravych jedincti (Ghose Ch. et al., 2019). MM
vypliuje mozkové komory, subarachnoidélni prostory a cisterny a vak plen v patefnim kanalu. Pro
diagnostiku je cenna tato tekutina tim, ze se nachazi za hematoencefalickou bariérou a jeji slozeni
vypovida o fad¢ patologickych stavii probihajicich v nervové tkéni. Celkovy objem ¢ini cca 150-
180 ml u dospélého cloveka. Je aktivné produkovan v choroidalnich plexech postrannich
mozkovych komor (v mnozstvi cca 500 ml/den). Jeho cirkulaci podporuje pulzace okolnich artérii.
Z postrannich komor odtéka ptes foramen Monroi do 3. mozkové komory a ptes ductus Sylvii do
4. komory, odtud ptes foramina Luschkae do mostomozeckovych koutl a ptes apertura foramen
Magendi do velké cerebromedullarni cisterny. Zde se proud dé€li na 3 ¢asti:
. nad mozeckové hemisféry,
. po bazi ptes premedularni, prepontinni a interkrurdlni cisterny a dale pokracujici frontalné
a laterdln¢ na predni ¢ast konvexity a dorzalné ptes cisterna ambientes a cisternae venae
magnae cerebri do interhemisferalniho prostoru a nad okcipitalni laloky,

. do zadniho spindlniho prostoru.

Mozkomisni mok se vstfebava zejména v arachnoidélnich klcich tsticich do Zilnich splavii
(Pacchionské granulace) a podél perineuralnich §térbin mozkovych a miSnich nervi. Plni fadu

funkci, které 1ze zatadit do nésledujicich 3 kategorii:

. mechanickou — nadlehcovani mozku, kompenzace tlakové viny vznikajici srde¢ni systolou,
. trofickou — regulace extracelularni tekutiny nervové tkang,
. imunologicko-neuroendokrinni — je mistem pro migraci bun€k imunitniho systému za

hematoencefalickou bariérou, médiem pro lokalni piisobky 1 neuroaktivni hormony.
1.7.1.1 Slozeni mozkomisniho moku

Mozkomis$ni mok je ¢ira bezbarva tekutina o hustoté 1006-1009 g/cm?>. Iontové sloZeni se lisi od
plazmy. Chloridy jsou vys$si nez v plazmé cca o 20-26 mmol/l, koncentrace Mg iontii je 2ndsobna
proti plazmé. Bilkoviny jsou pfevazné hematogenniho piivodu, hlavni podil tvofi albumin a
imunoglobuliny. Koncentrace bilkovin jevi ventrikulo-lumbalni gradient, pfi¢emz v lumbalni

oblasti dosahuje 3nasobek koncentrace v komorach.
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Buiiky jsou za normalnich okolnosti hematogenniho, lymfogenniho nebo z vystelky
likvorovych prostor. Diferencidlni rozpocet vykazuje 62+34 % lymfocytl, 36+20 % monocytl a
2+5 % neutrofilnich granulocytii. Erytrocyty se v mozkomisnim moku za fyziologického stavu

nevyskytuji a v ziskaném materidlu se vyskytuji arteficialné.
1.7.1.2  Odbér mozkomisniho moku

Odbér mozkomisniho moku se provadi zejména lumbalni nebo vzacné subokcipitalni punkci. Za
Pti odbéru je nutno dodrzovat nasledujici bezpecnostni pravidla: odbér nelze provést u pacienta s
intrakranidlni hypertenzi kvili riziku vzniku conus okcipitalis (expanze mozkového kmene do
foramen magnum lebky, nutno provést vySetfeni pomoci vypocetni tomografie — CT mozku nebo

aspon vysetieni o¢niho pozadi). Odbér musi byt provadén za piisn¢ sterilnich podminek.
1.7.2  Vysetieni mozkomis$niho moku

Vysetifeni mozkomiSniho moku zacind jiz Iékat pti odbéru makroskopickym vySetfenim, kdy je
povinen zaznamenat vzhled MM (¢iry, zkaleny, zkrvaveny) a jakym zplsobem MM odtékal
(odkapava, vytéka). Dle moznosti pracovisté 1ze provadét i méteni tlaku, pod jakym likvor odtéka.
Dalsi vySetfeni jiz probihd v radmci laboratofe. Laboratorni vySetfeni mozkomiSniho moku
vyzaduje multioborovou spolupraci a zpravidla se na ném podili vice pracovist. Z praktického

hlediska lze vySetfeni rozdélit do nésledujicich tii skupin:

1. Stanoveni provedena na pracovisti klinické biochemie
e biochemicka (bazalni) vySetfeni (iontogram, albumin, bilirubin, glukéza)
e zanétlivé markery
e stanoveni poctu buné€k s jadry na Fuchs-Rosenthalové komiirce
2. Stanoveni provedena na pracovisti imunologie ¢i na specializovaném likvorologickém
pracovisti
e stanoveni hladin imunoglobulint (tfidy IgG, IgM, IgA, IgE)
e izoelektricka fokusace bilkovin pfitomnych v mozkomi$nim moku
e markery zanétu
e neurodegenerativni markery

e autoprotilatky
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3.

e podrobné cytologické vySetieni

Stanoveni provedena na pracovisti klinické mikrobiologie a virologie
e Specifické protilatky proti neurotropnim infek¢nim agens

e prukaz nukleovych neurotropnich infekénich agens

e kultivace mozkomisniho moku (bakteriologicka a virologicka)

Ihned po odbéru jsou provedeny bazalni biochemické testy: celkova bilkovina, Na, K, CI,

glykorrhachie (hladina glukozy v MM), testy musi byt paraleln¢ provedeny i v periferni krvi

vypocet energetického potencialu. Soubézné probiha stanoveni poc¢tu bunck s jadry na Fuchs-

Rosenthalové komurce. Na zéklad¢ téchto vySetfeni lze nélez rozdélit do 3 zékladnich

patologickych stavl viz nize:

1.

Proteinocytologicka asociace (zvySena celkova bilkovina a zvySeny pocet bunck)
Nejcastéjsi pticiny:

Purulentni meningitida

* vysoka bilkovina, zaplava neutrofilnich leukocytl, nizka glykorrhachie
* plvodcem je nejcastéji bakterialni zanét

Serozni meningitida a meningoencefalitida

* mimé€ zvySena bilkovina nebo 1 normalni nalez, zvySeny poc€et mononuklearid i1
neutrofilnich segmentt, nejcastéji do 1000/mm3, glykorrhachie v normé
+ pilvodcem byvaji nejCastéji virové zanéty
Proteinocytologicka disociace (zvySend pouze celkova bilkovina)
Nejcastéjsi pticiny:
» komprese pateiniho kanalu (protruze disku, tumory)
* chronické zanéty CNS i neinfekéniho ptiivodu
* Guillian-Barré syndrom
Cytoproteinova disociace (zvySeny pouze pocet bunék)
Nejcastéjsi priciny:
* Uvodni faze virovych infekci CNS

+ malignita (karcinomy, hematologické malignity, melanom)
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K virologickému vysetfeni vede nejCastéji nalez proteinocytologické asociace bez hnisavého

zanétu (serdzni meningitida/meningoencefalitida).

1.8 Virologické vysetfeni mozkomisniho moku

Virologické vysSetfeni mozkomisniho moku Ize provést metodami pfimymi — prokazujicimi ptfimo
infek¢ni agens nebo nepfimymi prokazujicimi protilatkovou odpovéd’ proti danému infek¢nimu

agens.
1.8.1 Metody nepiimé — priikaz intrathékalni syntézy protilatek

Sérologicka diagnostika, vzhledem k celozivotni perzistenci herpetickych virG v lidském
organismu a Castym spontannim asymptomatickym reaktivacim bez klinického onemocnéni,
neposkytuje vzdy dostate¢né diagnostické voditko. Sérologicky obraz v periferni krvi neodpovida
situaci v nervové tkani. Validngj$i informaci proto poskytuje vySetfeni intrathékdlni syntézy
protilatek.

Nervova tkan je imunitné privilegovand a imunitni odpovéd je oddé€lena
hematoencefalickou bariérou od zbytku téla. Produkce protilatek ttidy IgG z 90 % vznika lokalné
v CNS, pouze mensi frakce pfechazi pies hematoencefalickou bariéru. Toto mnozstvi je pifimo
zavislé na propustnosti hematoencefalické bariéry. IgG syntetizované v CNS jsou polyspecifické,
velka frakce ma afinitu k jinému antigenu, nez je kauzalni antigen (Bonnan M., 2014). IgG
odpovéd’ pak perzistuje 1 bez pfitomnosti antigenu. Intrathékalni produkce virové specifickych

protilatek se objevuje az kolem 7.-10. dne onemocnéni a mize pouze dodatecné potvrdit jeho

etiologii.
1.8.1.1 Kvalitativni metody ke stanoveni intrathékalnich protilatek

1.8.1.1.1 Izoelektricka fokusace — ,,oligoklonélni pasy*

Elektroforeticka metoda, ktera pouziva odlisné migrace bilkovin dle jejich izoelektrického bodu.
Stanoveni je vzdy provadéno paralelné pro sérum a mozkomiSni mok. Pokud dochazi k
intrathékalni syntéze protilatek, objevuji se tzv. oligoklondlni pasy. Jednou z modifikaci této

metody 1ze odlisit 1 protilatky antigen-specifické.
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1.8.1.1.2 Immunoblot

Je kvalitativni metodou, kterou Ize stanovit i1 intrathékaln¢ syntetizované protilatky, ale pro detekci
herpetickych viri ma omezené pouziti pro absenci kvantifikace. Zékladni vyznam maji metody

kvantitativni.

1.8.1.2 Kvantitativni metody stanoveni intrathékalni syntézy protilatek

Zahrnuji pomér koncentrace plazmatického proteinu (napf. albuminu) a imunoglobulint
(G, M, A) v mozkomi$nim moku a séru. K provedeni je nutné kvantitativné stanovit antigen

specifické protilatky (nejcastéji testem na bazi EIA).

V soucasnosti nejpouzivanéjSim vzorcem je Reibertiv vztah (Reiber H., 1994), kterym se
stanovuje jednak stav hematoencefalické bariéry a zaroven jeho pomoci lze stanovit tzv.
protilatkovy index (AI). Soucasti vzorce je i populaéni variacni koeficient (QLim), ktery byl

stanoven na velké populaci viz Obrazek 4.
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Obrazek 4: Diagram poméru kvantity IgG protilatek v mozkomiSnim moku a periferni krvi (séru)
za ruzného stavu hematoencefalické bariéry dle Reibera.

1 — normalni stav hematoencefalické bariéry; 2 — dysfunkéni stav (porusend); 3 — kombinace
poruchy hematoencefalické bariéry a intrathékalni syntézy IgG; 4 — priikkaz intrathékalni syntézu
IgG; 5 — laboratorni chyba, stav, ktery neni mozné v organismu dosahnout

Protilatkovy index udava pomér kvantity antigen specifickych protilatek v séru a mozkomisnim
moku korigovany dle stavu hematoencefalické bariéry.
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AI=Qspec/QIgG nebo AI=Qspec/QLim, pokud Qlim<QIgG

Hodnoceni: Za pozitivni se povazuje hodnota vyssi nez 1,5, pficemz hodnoty 1,4-1,6 jsou
povazovany za Sedou zénu. Neéktefi autofi doporucuji Sedou zénu rozsitit az k hodnoté 2.
Nevyhodou tohoto stanoveni je, ze se jedna o pomér, ktery ukazuje, Ze k intrathékalni syntéze
dochazi, nikoliv jak je masivni. Pfi interpretaci nelze pominout existenci polyspecifické imunitni
odpovédi u chronickych zanétlh CNS jako je roztrousena sklerdza nebo neurosyfilis. U roztrousené
sklerézy ma existence intrathékalné syntetizovanych protilatek proti spalnickdm, zardénkam,
planym nesStovicim a herpes simplex diagnosticky vyznam (MRZH reakce) a mize dokonce
predchazet vyskytu oligoklonalnich pasti v mozkomiinim moku (Bednatova J., Stourac P., 2009;
(Reiber H. et al., 1998; Jarius S. et al., 2017; Bonnan M., 2014). Proto ma v akutni diagnostice

neuroinfekci toto vysetfeni omezenou roli a nejéastéji pouzivanymi jsou metody primé.

1.8.2 Metody ptimé
1.8.2.1 Kultivace mozkomisniho moku

Za zlaty standard virologické diagnostiky byvaji povazovany kultivaéni metody, které jsou vSak
pro prikaz herpetickych vir v mozkomisnim moku vétSinou neucinné a zachyt herpetickych vira
z tohoto materidlu je raritni. Kultivace biopsie mozkové tkané z loziska zanétu se pro svou
invazivitu a dostupnost pouze na specializovanych neurochirurgickych pracovistich rutinné
neprovadi. Vzhledem k obecnému odklonu virologické diagnostiky od kultivacnich vySetieni
poskytuje toto vysetfeni jiz pouze 7 pracovist v CR. V ramci rutinni diagnostiky jsou kultivovany
pouze alfaherpesviry a cytomegalovirus, nejcastéji na bunéénych liniich derivovanych z lidskych
fibroblastt. Tyto viry vykazuji typicky cytopaticky efekt. Vysledky kultiva¢niho vySetieni jsou
dostupné za 7-21 dni. K dal$im nevyhodam patii vulnerabilita vird v biologickém materialu, jiz
kratkodobé skladovani miize negativné ovlivnit vysledek vysetieni. Kultivace lymfotropnich virt
(EBV, HHV6 a HHVS) je naro¢na, vyZaduje jiné neZ permanentni bunééné linie, neni pfitomen

typicky cytopaticky efekt, a proto je nevhodna pro rutinni diagnostiku.
1.8.2.2 Elektronova mikroskopie

Elektronova mikroskopie se v likvorologické diagnostice uplatiiuje jen omezené pro jeji malou
dostupnost. Metoda je zaloZend na rozpoznani morfologie typické pro herpetické viry (rozmér,

kapsida ikosahedrické symetrie, pfitomnost obalu). RozliSeni na irovni pod¢eledi a druhu je jiz
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omezené. Zachyt herpetického viru elektronovou mikroskopii nemusi znamenat ptitomnost
infek¢niho viru v MM, protoze naptiklad pii replikaci CMV se tvoti defektni viriony bez obsahu

DNA — dense particles.

1.8.2.3 Metody amplifikace nukleovych kyselin

Kvili vySe uvedenym limitacim ptfedchozich metod dochazi k v§eobecnému ptiklonu k piimé
diagnostice metodami amplifikace virovych nukleovych kyselin (NAAT, nucleic acid
amplification test). O tuto diagnostiku se nyni opira vétSina doporuc¢enych postupii pii zanétech
CNS — shrnuto v (Sigfrid L. et al., 2019).

Princip NAATS byl objeven v 80.letech 20.stoleti a umoziuje mnohonasobné namnozeni
urcitétho tseku deoxyribonukleové kyseliny (DNA). V piipadé, ze detekovanou nukleovou
kyselinou je ribonukleova kyselina (RNA), je nutno nejprve provést jeji transkripci na DNA
(enzym reverzni transkriptéza). Principem metod je namnoZeni useku DNA o velikosti do cca 1000
pari bazi ohrani¢ené¢ho specifickymi oligonukleotidovymi sekvencemi — primery. Mnozstvi
naamplifikované DNA je takové, Ze je mozné ji vizualizovat. Tyto metody se vyskytuji ve velkém
mnozstvi modifikaci, zdkladem jsou rtizné druhy enzymu DNA polymerazy, kterd pracuje pfi
riznych teplotach. Ve virologické diagnostice se uplatnila nejvice DNA polymeraza pochazejici z

Termophilus aquaticus a modifikace testu zvan¢ho Polymerazova tetézova reakce (PCR).

ARn
2,000,000 —
1,000,000 —
]
Baseline No template
I I
0 20 40
" PCR cycle number |

Obrazek 5: Real-time PCR (Polymerdzova retézova reakce v redlném case).

Narast mnozstvi PCR produktu je detekovén jako nértst fluorescenc¢niho signalu.
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Typy PCR z hlediska potieb virologické diagnostiky je 1ze rozdélit do 2 skupin.
1.8.2.3.1 End point metody

Amplifikovand DNA je detekovana az po ukonceni reakce (faze plateau) viz Obrazek 5.Error!
Reference source not found. Tyto metody neumoznuji stanoveni vychozi koncentrace DNA v
testovaném materidlu v jedné reakci. Je nutny nasledny krok detekce amplifikované DNA (PCR
produktu) nékterou z elektroforetickych nebo hybridiza¢nich metod.

Ve virologické diagnostice se uplatnila end point PCR designovana jako multiplex PCR
(vice setll primerti pro soubéznou detekci vice cilt) a nested PCR (vicekolova). Tyto metody se
stale uplatiiuji mimo jiné i pro nizkou finanéni naro¢nost a niz8i naroky na ptistrojové vybaveni
oproti real-time metodam.

Nested PCR je 2 kolova PCR reakce s 2 sadami primerd — vnéj$imi a vnitinimi. Vznikla
jako metoda s vysokou citlivosti v dobé¢, kdy zivotnost DNA polymerazy byla okolo 30 cyklu,
protoZe de facto umoznovala amplifikovat cilovou sekvenci 60ti cykly. Prvni kolo reakce probiha
s vn¢j$i sadou primert a PCR produkt se piendsi do druhého kola reakce s vnitini sadou primerd.

Tato metoda je nachylna ke kontaminaci; déle viz nevyhody PCR.
1.8.2.3.2 Real-time metody

Mnozstvi amplifikované DNA je monitorovano jiz v priib&éhu reakce. Sleduje se, v kterém cyklu
reakce pfechazi do logaritmické faze, tzv. crossing point. Ten je imérny koncentraci DNA ve
vychozim vzorku viz Obrdzek 5: Real-time PCR (Polymerazova fetézova reakce v realném case)..
Detekce amplifikované DNA (PCR produktu) probiha jiz v pribéhu reakce. Metody meéfeni

koncentrace DNA v pribéhu reakce 1ze rozdélit do 2 skupin:

1.8.2.3.2.1 Metody méfeni koncentrace DNA v pribéhu reakce — nespecifické

Nespecifické metody pouzivaji interkalacni Cinidla a minor groove binding latky (napf.
ethidiumbromid, SYBR Green, SYBR Gold, LC Green, BEBO). Tyto latky se nespecificky vazou
na DNA. Po osviceni svétlem urcité vinové délky emituji svétlo jiné vlnové délky, které je
nasledné detekovano. Vyhodou je univerzalnost metod a absence potieby specifickych sond.

Nevyhodou naopak detekce jakékoliv DNA, véetné nespecifickych PCR produktl. Tyto metody
také neumoznuji detekci 2 PCR produktii v jedné reakci (multiplex PCR).
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1.8.2.3.2.2 Metody méfeni koncentrace DNA v pribéhu reakce — specifické

Pouzivaji se sondy — kratky oligonukleotid s fluorescencni znackou (napt. Rox, Fam,Cy) — tzv.
fluoroforem, ktery je komplementarni s amplifikovanym usekem. Pti jeho vazbé s PCR produktem
dochazi po osviceni excitacnim zafenim k emisi svétla urcité vinové délky, ktera je detekovéna a
je sledovan jeji nartst v ¢ase. Nejcastéji pouzivané typy sond jsou:

e Hybridiza¢ni — FRET (fluorescent resonance energy transfer). Zakladem je dvojice
specifickych hybridiza¢nich sond komplementarnich s amplifikovanym usekem DNA, prvni
je znacena na 3 konci fluoresceinem a druha je 5konci oznacena akceptorovym fluoroforem
(napt. FAM, HEX, Cy3, Cy5, BHQ2). Pfi reasociacni fazi PCR reakce dochazi k nasednuti
obou sond, diky ¢emuz dojde k ptibliZzeni fluoresceinu a fluoroforu. Po emisi excita¢niho
zateni jej vstieba fluorescein a ptedé jeho energii fluoroforu, ktera emituje svétlo urcité vinové
délky, které je detekovano.

e Hydrolyzaéni — Taq Man. Je tieba pouze jedna sonda, ktera ma cast identickou s
amplifikovanou sekvenci a volnymi konci. 3 konec je znacen zhéseCem a 5konec je znacen
fluoroforem. Exonukleazovou aktivitou DNA polymerazy je fluorescen¢ni znac¢ka uvolnéna
od zhése€e a miiZze emitovat svétlo dané vinové délky, které je detekovano.

e Molecular Beacons. Sonda ma strukturu vlasenky, kterd udrzuje u sebe zhaSec a fluorescencni
zna¢ku. Po nasednuti sondy na specifickou sekvenci dochazi k uvolnéni fluoroforu a emisi
svétla.

e Scorpions. Také vyuzivéa sekundarni strukturu sondy. Sonda obsahuje fluorofor 1 zhasec a je
kovalentné vazana k primeru pouZivanému pro tuto reakci. Po nasednuti sondy na PCR produkt
dojde ke konformacni zméné sondy a uvolnéni fluoroforu od zhéaSece a emisi svétla.

Obdobnymi technologiemi jsou univerzalni primery AmpliFluor, LUX a dalsi.
1.8.2.3.2.3 Analyza kfivky tani

Analyza kiivky tani (melting curve analysis) je postamplifikacni metoda, kterd umoZziuje u
nekterych typt real-time PCR detekci odlisnych PCR produktti amplifikovanych stejnou sadou
primerl. Principem metody je odliSna teplotni stabilita vazeb dvoutetézci DNA (slabsi mezi A-T,

siln€j$i mezi G-C). Ve verzi High Resolution Melting je vhodna i pro detekci bodovych mutaci.
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1.8.2.4 Vyhody metod na bazi PCR

Vysoka citlivost. SouCasné PCR metody jsou schopné spolehlivé detekovat okolo 100 kopii
nukleovych kyselin na ml vzorku. Ve vzorku nemusi byt obsazen viabilni virus, coZ je obrovskou

vyhodou proti kultivaénim metodam.
Rychlost. Metody na principu real-time PCR trvaji okolo 2 hodin.

Specificita. PCR metody s detekci PCR produktu hybridizaci nebo realtimové metody obsahujici
specifické sondy maji virtualné 100 % specificitu. Opatrnost je nutnd u metod s detekci na principu
elektroforézy, kde je nutné presné urceni délky PCR produktu. To plati i o real-time metodéach
s nespecifickymi interkalaénimi barvivy, kdy se v pfipadé pochybnosti o specificité

amplifikovaného PCR produktu doporucuje gelova elektroforéza.

Nizsi rizika laboratorni nakazy pii praci s infekénim materidlem oproti kultivaci. Po reakci
s lyza¢nim pufrem pii izolaci nukleovych kyselin jiz neni testovany biologicky material infekénd,

coz je velkou vyhodou proti kultivaénim metodam.
1.8.2.5 Nevyhody metod na badzi PCR

Vysoka citlivost — riziko kontaminace. Vysoka citlivost PCR metod klade velké naroky na
spravnou laboratorni praxi. Obecné¢ je dulezité pouzivat jednorazovy laboratorni plast v kvalité pro
PCR diagnostiku, pecliva dekontaminace pracovni plochy obsahujici DNA nicici ¢inidla, prevence
carry-over kontaminace mikrokapickami z vi¢ek mikrozkumavek, pouzivani jednorazovych
rukavic. Riziko kontaminace hrozi v nékolika krocich, a proto je vhodné prostoroveé oddé¢lit izolaci
nukleovych kyselin, pfipravu reakéniho roztoku — mastermixu, pfidavani vyizolované nukleove
kyseliny do mastermixu a praci s PCR produktem. Pro kontrolu kazdého béhu je proto nutné pouzit
negativni kontrolu — vzorek neobsahujici testovanou nukleovou kyselinu a pozitivni kontrolu —
vzorek obsahujici testovanou NK, nejlépe o znamé koncentraci. Dal§im bezpe¢nostnim prvkem je
pouziti interniho standardu — nezavislé PCR reakce s odliSnym templatem, nez je testovand NK v
jedné zkumavce. Pokud dojde k inhibici PCR reakce, neamplifikuje se ani interni standard. DalSim
bezpecnostnim prvkem je amperazovy systém. V PCR reakci je pouZzita smés nukleotidii
obsahujici misto thyminu uracyl, takze vysledny PCR produkt obsahuje uracyl. Pied vlastni PCR

reakci je pak zaClenén krok degenerace PCR produktu obsahujiciho uracyl enzymem amperazou.
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Vysoka citlivost — priukaz fragmentu genomu. Jak jiz bylo vyse feceno, PCR metodou Ize
amplifikovat pouze fragment genomu. To pfindsi interpretacni problémy, napiiklad kdyz se

testovany usek v genomu vyskytuje ve vice kopiich.

1.9 Terapie a profylaxe infekci vyvolanych herpetickymi viry
1.9.1 Antivirotika

Situace v 1écbe¢ infekci vyvolanych herpetickymi viry je unikatni diky existenci G€innych a
relativné malo toxickych antivirotik. Pfehled antivirotik G€innych proti herpetickym virim je
v Tabulka 1.

Terapie antivirotiky se uplatiiuje jak pii primoinfekci, tak 1 pfi reaktivacich/reinfekcich,
zejména u imunokompromitovanych jedinct. Antivirotika jsou také soucasti profylaktickych
postupll zejména u pacientd po transplantaci krvetvornych bunék a organové transplantaci.

Déavkovani pii neuroinfekcich je uvedeno v Tabulka 2.
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Tabulka 1: Piehled antivirotik uZivanych v terapii infekci vyvolanych herpetickymi viry

*Nukleosidova analoga typu aciklovir inhibuji lyticky cyklus EBV, ale nepotlacuji
lymfoproliferaci (Pagano J. et al., 2018; Ernberg, 1., Andersson, J., 1986).
Mechanismus ucinku

Genericky nazev Spektrum G¢inku Nezéadouci u€inky

aciklovir nukleosidovy analog, HSV, VZV, bolesti hlavy, GIT intolerance,
fosforylovan virovou *EBV fotosenzibilizace, vzacné
thymidinkinazou encefalopatie, halucinace psychotické
ptiznaky, nefropatie
famciklovir nukleosidovy analog, HSV, VZV, viz aciklovir
derivat acikloviru s *EBV
lepsim vstiebavanim
p.o.
valaciklovir nukleosidovy analog, HSV, VZV, viz aciklovir
derivat acikloviru s *EBV
lepsim vstiebadvanim
p.o.
penciclovir nukleosidovy analog, HSV, VZV, viz aciklovir
derivat acikloviru s *EBV
lepSim vstiebavanim
p-o.
ganciclovir Nukleosidovy analog, CMV, HHVG6, Neutropenie, anemie, trombocytopenie
interakce s HHV7 az pancytopenie, myelosuprese, GIT
cytomegalovirovou intolerance, hepatopatie, poruchy
thymidinkinadzou UL 97 funkce ledvin
valganciclovir Nukleosidovy analog, CMV, HH VG, viz ganciclovir
derivat gancicloviru s HHV7
lepsim peroralnim
vstfebavanim
cidofovir Nukleosidovy analog, CMV Neutropenie, bolesti hlavy, nauzea,
interakce s zvraceni, poruchy funkce ledvin
cytomegalovirovou (snizeni toxicity podanim Probenecidu)
thymidinkinazou UL 97
brivudin Nukleosidovy analog VZV,HSV1 Bolesti hlavy, GIT intolerance,
alergické ptiznaky
maribavir Inhibitor thymdinkindzy CMV
foscarnet Inhibitor DNA HSV, VZV, GIT ptiznaky, poruchy funkce ledvin,
polymerazy CMV, HHV6 iontova dysbalance, neuropatie,
psychotické priznaky
letermovir Inhibitor komplexu CMV GIT ptiznaky, otoky, duSnost,

proteinii UL51, UL56 a

ULS89 — terminazovy
komplex
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Tabulka 2: Davkovani antivirotik v terapii neuroinfekci vyvolanych herpetickymi viry

*pouzit v ptipadé rezistence ke gancicloviru

**davka 15 mg/kg a 8 hodin piekracuje davkovani dle souhrnu Gdaji o le¢ivem pfipravku, ale
odpovidéa doporu¢enému postupu SIL CSL JEP (Sedlacek D. et al, 2020).

Utinna laka  davka Délka terapie Steroidy
ano/ne
Sporadicka nekrotizujici 10 mg/kg i.v.
encefalitida (HSV) aciklovir a 8 hod 14-21 dni +/-
HSV1 meningitida, HSV2 10 mg/kg i.v.
meningitida primarni aciklovir a 8 hod 7 dni
HSV?2 recidivujici 5-10 mg/kg i.v.
meningitida aciklovir a 8 hod 7 dni
Perinatalni HSV 20 mg/kg i.v.
encefalitida aciklovir a 8 hod 21 dni
VZV encefalitida pti 10-15** mg/kg
primoinfekci aciklovir 1.v. 4 8 hod 14 dni
Varicellozni cerebellitida bez terapie +/-
VZV vaskulitida velkych 10-15** mg/kg
cév aciklovir i.v. a4 8 hod 14 dni +
VZV vaskulitida malych 10-15** mg/kg
cév aciklovir 1.v. 4 8 hod 14 dni A
S mg/kg i.v.
CMYV meningoencefalitida  ganciclovir 412 hod
60 mg/kg i.v.
*foscarnet a 8 hod
5 mg/kg i.v.
HHV6 meningoencefalitida ganciclovir a 12hod
60 mg/kg i.v.
*foscarnet a 8 hod
10 mg/kg 1.v.
HSV1,2 myelitida aciklovir a 8 hod 14-21 dni +
10-15 mg/kg
VZV myelitida aciklovir 1.v. 4 8 hod 7-21 dni +
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1.9.2 Vakciny

Infekce vyvolané lidskymi herpetickymi viry pfedstavuji zdvazné zdravotni riziko a primarni
prevence byla jisté vyhodna pro HSV2, VZV a CMV. Jedinou dosud existujici ucinnou preventivni
vakcinou proti herpetickym virtim je Ziva atenuovana vakcina proti VZV. Mechanismus atenuace
neni dosud pfesné popsan, atenuovany virus se od svého ,;rodiCovského viru®“ lisi zejména
pritomnosti bodovych mutaci. (Quinlivan M. et al., 2011; Zerboni L. et al., 2014). Atenuovany
virus také latentn¢ infikuje paravertebralni ganglia senzorickych nervi a je schopen vyvolat herpes
zoster 1 kdyz zfejme s nizsi frekvenci nez divoky. O¢kovani nebrani reinfekci, ktera vSak byva
asymptomatickd nebo oligosymptomatickd. Vztah k poctu reaktivaci a jejich zavaznosti jesté neni
spolehlivé dofesen, protoze oCkovand populace jesté nedorostla do rizikového véku. Soucasné
studie ukazuji na pokles neurologickych komplikaci (Wolfson L. et al, 2020).

Profylaktickd vakcina proti symptomatické reaktivaci = ,,vakcina proti herpes zoster
obsahuje identicky atenuovany virus v 14nasobné koncentraci proti profylaktické vakcing, funguje
jako booster bunécné imunity (Oxman M. et al., 2005). Zatim se aplikuje v 1 dadvkovém schématu,
ale v rdmci dlouhodobého sledovani byl prokazan vyznamny pokles u¢inku po 5ti az 7 letech
(Morrison V. et al., 2015), kdy by bylo zfejmé vhodné pteockovani.

Subjednotkovou vakcinu (glykoprotein E) Ize aplikovat v indikaci profylaktické vakciny.

Pies vyrazné snahy stale neexistuje registrovana preventivni ani profylakticka vakcina zamezujici

HSV1 a HSV2 infekci. Opakované selhaly pokusy s glykoproteinem D a riznymi druhy adjuvans
a inaktivovanym virem (Rajéani J., Durmanova V., 2006). V CR byla v letech 2009-2011 v ramci
specifického 1écebného programu dostupna terapeutickd vakcina proti HSV1 a HSV2, kterd
obsahovala inaktivovany virus, se spornym ucinkem. Tabulka 3 obsahuje vakciny, které jsou
v soucasnosti ve fazi klinického zkouseni dle (Xu X. et al., 2019).

Opakované selhaly pokusy o vytvofeni CMV preventivni 1 profylaktické vakciny, jak zive,
tak inaktivované. Nyni opét probihaji pokusy s vakcinou na bazi glykoproteinu B (Rieder F.,
Steininger C., 2014; Krause P. et al., 2013; Anderholm K. et al., 2016) a adoptivnim transferem

stimulovanych lymfocyti véetné pracovist v CR (Némeckova S., Roubalova K., 2019).
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Tabulka 3: Preventivni a profylaktické vakciny ve fazi preklinickych a klinickych testit dle (Xu X., 2019)

druh nazev popis Preklinicka Faze | Faze Il Faze lll
faze
zZivda HSV1-Tat13 HSV1 s HIV-1 Tat protein *
atenuovana
HSV1VC214 mutované gK a UL20 *
HSV2 ANLS15 HSV2 ICPO-virus, OANLS *
HSV2 AgD216 Delece v gb *
AD47217 Delece v obou kopiich y134.5, UL55-56, *
UL43.5 a US10-12 oblasti
subjednotkova HSV2 gD12 gD s hydroxidem hlinitym a 3-O- *
deacylovanym monophosphoryl lipidem A
HSV2 gB/gD/MF5918 gB a gD s MF59 *
HSV1VP11/1219 VP11/1266-74,VP11/12220-228 a *
VP11/12702-710
defektni HSV2 52920 delece v UL5 a UL29 *
replikace
HSV1 d12021 delece v ICP4 *
HSV1 d9221 delece v ICP4 a ICP27 *
HSV1 d9521 delece v ICP4, ICP27 a ICP22 *
HSV1 d9721 delece v ICP4, ICP27 a ICPO *
HSV1 vhs—/ICP8- 22 delece v Vhs a ICP8 &
DNA vakcina pRSC-gD-1L-2123 HSV1 gD kombinovany s IL-21 *
gD-based polynucleotide kodon optimalizovana a ubiquitinovana *
vaccine24 HSV2 DNA vakcina zaloZend na gD
Vaxfectin® - gD2/UL46/UL47 s adjuvans Vaxfectin® *
gD2/UL46/UL4725
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2 Cile a hypotézy

Nejrozsiteng€jsimi metodami soucasnosti pro rutinni diagnostiku herpetickych neuroinfekci jsou
NAATSs. S rozsifenym vyuzivanim téchto vysoce citlivych metod se zacaly v literatufe objevovat
zminky o atypickém pribéhu onemocnéni (Davies N. et al., 2005), mirnéjsich formach (O'Sullivan
C. et al., 2003; Simko J. et al., 2002) a koinfekcich spojenych s ndlezem DNA vice herpetickych
virtt v mozkomisnim moku (Tang Y. et al., 1999). Objevily se nové nosologické jednotky, jako
zoster sine herpete. Dokonce byly odhaleny zachyty DNA herpetickych virdt v mozkomiSnim
moku, kdy nalez neodpovidal klinickému obrazu zanétu CNS (Davies N. et al., 2005). Také na
pracovisti Infekéni kliniky FN Bulovka jsme v ramci pilotni studie retrospektivni analyzou
zdravotnické dokumentace odhalili pfipady zdnéti CNS, kdy byla v mozkomi$nim moku zjisténa
DNA herpetickych virt,, 1 kdyZ klinicky i laboratorni ndlez odpovidal spiSe jiné etiologii
onemocnéni (2x klistova meningoencefalitida, 1x lymeska borrelidza, 1x purulentni meningitida)
(Soltysova K. et al., 2005).

Tyto nalezy piindsi otazky spravné interpretace zachytu DNA ubikvitnich patogentd s

mistem latence v nervovém systému.

Cilem této prace bylo odpovedét na otazky:

. Jak Casty je nadlez DNA neurotropnich herpetickych virt HSV1, HSV2, VZV a HHV6 piti
nehnisavych zanétech CNS v mozkomi$nim moku u pacientli, kde byla urcena jina etiologie
zanétu nez infekce herpetickymi viry.

. Pokud byla DNA herpetickych viri v MM pacientli s aseptickym zanétem jiné nez
herpetické etiologie zachycena, tak zda tento nalez a je klinicky vyznamny pro pacienta.

. Jestli je pfitomna HSV DNA v MM pacientl s klinicky manifestovanou reaktivaci tohoto

viru na periferii (vysev herpes labialis)

2.1 Studie ¢. 1 Piitomnost DNA neurotropnich herpetickych viri u pacientd s

nehnisavym zanétem CNS zndmé etiologie

Prokazovali ptfitomnost DNA neurotropnich herpetickych vira (HSV1, HSV2, VZV, HHV6) u
pacientll s nehnisavym zanétem CNS znamé etiologie. Charakterizovali jsme priabeh onemocnéni
a zavaznost trvalych nasledkii u skupiny pacientii s pozitivnim zachytem DNA herpetickych vira

v mozkomisnim moku. Vysledky testli na pfitomnost DNA neurotropnich herpetickych virt
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nebyly dostupné za hospitalizace a neovlivnili terapii sledovanych pacientli. Klinické parametry
onemocnéni jsme porovnali se skupinou pacienti se stejnym znamym virovym zanétem CNS, kde
pritomnost DNA téchto virti byla vySetfenim vylou¢ena. Cetnost zachytu DNA herpetickych virt
v MM u pacientd s nehnisavym zanétem CNS zndmé etiologie byla_porovnana s ¢etnosti zachytu
v MM u kontrolni skupiny pacientl bez zanétlivého cytologického nalezu v mozkomisnim moku.

Vysledky studie byly publikovany (Labska K. et al, 2015).

2.2 Studie ¢. 2 Vyskyt HSV 1 DNA v mozkomisnim moku u pacientd s vysevem herpes

labialis

U pacienti s purulentni meningitidou bakterialni etiologie dochézi v ramci zakladniho onemocnéni
k ptfechodnému poklesu buné¢né imunity, ktery se manifestuje masivnim vysevem herpes labialis.
Pacientiim je z divodl kontroly u¢innosti terapie antibiotiky pravideln¢ odebirdn mozkomisni mok
do normalizace cytologického a biochemického vySetieni. Pro ucely studie byl vySetten MM

pochazejici z odbéru casoveé co nejbliz§imu vysevu herpes labialis.

3 Material a metodika Studie ¢. 1

3.1.1 Pacienti

Do studie bylo zaclenéno 77 pacientil s enterovirovou meningitidou ¢i meningoencefalitidou a 96
pacientt s kliStovou meningoencefalitidou, ktefi byli hospitalizovani na Infek¢ni klinice Fakultni
nemocnice Na Bulovce vletech 2005-2006. Diagnéza enterovirové meningitidy
(meningoencefalitidy) byla stanovena na zaklad¢é ndlezu serdzniho (nehnisavého) zanétlivého
cytologického nalezu v MM (pleocytdza >5 jadernych bunék/mm? (Fletcher J., Barnett R., 2007)
pfi mikroskopickém vySetieni na Fuchs-Rosenthalové komtrce) a zachytu enterovirové RNA
v MM certifikovanou diagnostickou soupravou (metoda RT PCR, Enterovirus Consensus, Argene
Biosoft, Francie; provedlo v ramci rutinni diagnostiky pracovi§té virologie ZU Praha). Diagnéza
klisfové meningoencefalitidy se opirala o nehnisavy zanét v MM a sérologicky prikaz akutni
infekce virem kliStové meningoencefalitidy — pozitivni zachyt specifickych IgG a IgM protilatek
(metoda ELISA, Euroimmun, Némecko); provedlo vradmci rutinni diagnostiky pracovisté
virologie Zdravotni ustav Praha). Zaclenéni byli pouze imunokompetentni pacienti (bez
anamnestického udaje o imunodeficitu ¢i HIV pozitivité, bez nadorového onemocnéni, bez

imunosupresivni terapie). Biologicky material byl ziskan pfi rutinnich odbérech, studie byla
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provedena se souhlasem etické komise FNB (¢.j. 40/EK-Z). Biologicky material byl testovan na
pritomnost DNA neurotropnich herpetickych virt retrospektivné a vysledek testli neovlivnil terapii
pacienti.

Skupinu 77 pacientl s enterovirovou meningitidou tvofilo 43 muzi a 34 Zen (vekovy
prumér 13,3 let, median 12 let, vékové rozmezi 2 roky az 48 let), skupinu 96 pacienti s klistovou
meningoencefalitidou tvofilo 63 muzi a 33 Zen (vékovy prumér 40,5 let, median 41 let, vékové
rozmezi 676 let) viz Tabulka 5.

Kontrolni skupinu tvofilo 107 pacientl, u kterych byla v roce 2005 provedena lumbalni
punkce z diagnostickych divodii (meningismus pfi febriliich, séropozitivita lymeské borreliozy).
Skupinu tvotilo 60 muzi a 47 Zen (v€kovy primér 24 let, median 16 let, vékové rozmezi 4-76 let)

viz Tabulka ¢. 5.
3.1.2  Sledované parametry

Klinicky pribéh onemocnéni byl sledovan po dobu hospitalizace, po propusténi byli pacienti
standardné ambulantné kontrolovani po 1, 3 a 6ti mésicich. Sledovany a analyzovany byly zejména
tyto parametry:

* Piiznaky onemocnéni pfi piijeti (febrilie, zndmky meningeédlniho drédzdéni, neurologické
postiZeni, subjektivni stiznosti), délka trvani onemocnéni pred pfijetim, zdkladni anamnestické
udaje (ve€k, pohlavi, pfitomnost internich onemocnéni).

* Pribéh onemocnéni béhem hospitalizace (délka febrilni periody, subjektivni délka trvani
ptiznakd, pfitomnost neurologického postizeni pii dimisi, délka antiedemat6zni terapie, délka
terapie glukokortikoidy, ptitomnost komplikaci onemocnéni), vysledky laboratornich
vySetieni krve (krevni obraz a diferencidlni pocet leukocytl, sedimentace za 30 min., C
reaktivni protein, jaterni testy: bilirubin celkovy, AST, ALT), mozkomiS$niho moku (vySetieni
na Fuchs-Rosenthalové komiirce — pocet lymfocytl a neutrofilnich segmentti, glykorrhachie,
laktat, celkova bilkovina) a vysledky vySetieni zobrazovacimi metodami (vSichni EEG, CT jen
v ptipadech indikovanych oSetfujicim l¢kafem).

* Zdravotni stav pacientl pii kontroldch — trvani neurologického postizeni, ptitomnost

subjektivnich obtizi, EEG (pokud byly pfi inicidlnim vySetfeni pfitomny abnormity).

U kontrolni skupiny klinicky stav sledovan nebyl.
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3.1.3 Laboratorni metody

Odbér mozkomisniho moku lumbalni punkci byl proveden z diagnostickych divodi primérné 2.
den hospitalizace (v rozmezi 1.-4. den). Pro ucely studie byly vyuZzivany zbytky tohoto materialu
po bazalnim biochemickém a cytologickém vySetfeni (vysetfeni na Fuchs-Rosenthalové komirce
— pocet lymfocyt a neutrofilnich segmentt, glykorrhachie, laktat, celkova bilkovina). Vzorky
mozkomisniho moku byly kratkodobé skladovany pii +4 °C, do 24 hodin byly uskladnény do
minus 50 °C v nizkoadhezivnich mikrozkumavkéch, aby se branilo vazb¢ nukleovych kyselin na
sténu zkumavky. Izolace DNA herpetickych virti byla provadéna certifikovanou soupravou
(QiampDNA minikit, Qiagen, Dansko) protokolem ,,Body fluid protocol* dle navodu vyrobce.
Objem izolovaného vzorku byl 200 pl, izolatu 50 pl. Do provedeni testu byly izolaty skladovéany
v minus 20°C. Aby se branilo poklesu naloze virové DNA v izolatu béhem skladovani, byl interval
mezi izolaci nukleové kyseliny a provedenim PCR nejdéle 1 tyden a izolaty byly pfed pouzitim
zahifivany na 95 °C/2 min. (snizeni adheze na sténu mikrozkumavky). DNA HSV1 a HSV2 byla
amplifikovana v jedné reakci, sekvence primera byla pfevzata z (Cassinotti P. et al., 1996), VZV
DNA byla amplifikovana primery dle publikace (Liedtke W. et al., 1993) a HHV6 DNA dle
prace (Yamanishi K. et al., 1993) (Gsek spole¢ny pro varianty A a B). Reakce byla provadéna ve
2 bézich s riznymi sadami primert vZdy v celkovém objemu reakéni smési 25 pl, z 1. reakce do
2. reakce bylo piendseno 2,5 pl templétu. Slozeni reakéni smési, teploty annealingu a pocet cykla
jsou uvedeny v Tabulka 4.

Kazda reakce obsahovala negativni kontrolu (slepy vzorek, jehoz izolace probéhla zaroven
s ostatnimi vzorky) a pozitivni kontrolu (nafedény izoldt DNA virového kmene). Produkty PCR
byly detekovany elektroforézou na 3 % agarézovém gelu po obarveni ethidiumbromidem. Pro
kontrolu citlivosti byla v kazdé reakci pouZivana slabé pozitivni kontrola, pokud nedoslo k jeji
amplifikaci, test byl opakovan.

ProtoZe mezi zndmé nevyhody metody nested PCR patii moZnost vzajemné kontaminace
vzorkl pfenosem produktli reakce (carry over kontaminace), byla jeji prevenci vénovana velka
pozornost. Reak¢éni smés byla pfipravovana odd€lené v boxe s laminarnim proudénim, nanaSeni
templatu pro 1. a 2. be&h reakce bylo provadéno v jinych mistnostech a byly pouzivany 2 sady
automatickych pipet s filtrovanymi Spickami. Zkumavky byly otvirdny pomoci filtra¢niho papiru,
aby nedoslo ke kapénkovému pienosu. Vzorky byly vySetiovany vzdy parové, pii pozitivhim

vysledku byl test opakovan. Pouzité metody pro pruikaz HSV1 DNA, HSV2 DNA a VZV DNA
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byly validovany pomoci panelu vzorki ziskanych z Quality Control for Molecular Diagnostics

(dar Narodni Referencni Laboratoie pro herpetické viry, Statni zdravotni tstav).

Tabulka 4: Popis sloZeni reakcni smési a reakénich podminek

cyklus Koncentrace Koncentrace Koncentrace Koncentrace Objem
MgCl12 primert nukleotidi  DNA templatu
(mM) (pmol) (mM) polymerdzy  (ul)
(pocet
jednotek /
reakce)

HSV1/2 95°C-3min,
I. béh (95°C-30s, 55°C-

30s, 72°C-30s) 35x 1,5 *12,5 *0,4 1,25 5
HSV1/2 95°C-3min,
II. béh  (95°C-30s, 65°C-

30s, 72°C-30s) 35x 1,5 *12,5 *0,2 1,25 2,5
VZV 95°C-3min,
I. béh (95°C-30s, 60°C-

30s, 72°C-30) 35x 1,75 *12,5 *0,2 1,25 5
\VAY 95°C-3min,
II. béh  (95°C-30s, 60°C-

30s, 72°C-30) 35x 1,75 *12,5 *0,2 1,25 2,5
HHV6  95°C-3min, (95°C-
I. sbéh  30s, 43°C-30s,

72°C-30) 35x 1,5 *12,5 *0,2 1,25 5
HHV6  95°C-3min, (95°C-
II. béh  30s, 50°C-30s,

72°C-30) 35x 1,5 *12,5 *0,2 1,25 2,5

Metoda pro prikaz DNA HSV1, HSV2 a VZV byla 100 % specificka. Citlivost metod se
pohybovala pro HSV1 kolem 2.10° kopii virového genomu/ml vzorku, pro HSV2 byla 0 néco niZzsi;
3.10* kopii DNA/mI vzorku. U VZV byla dosaZena citlivost cca 10° kopii virové DNA/ml vzorku.
Pro validaci metody na prikaz HHV6 DNA nebyl k dispozici kontrolni panel vzorki, proto byla
tato metoda ovéfena pouze na zéklad¢ vySetteni pozitivniho kontrolniho vzorku HHV6 A DNA
z Nérodni referencni laboratofe pro herpetické viry. Na zaklad€ titrace této kontroly byla

stanovena citlivost nasi reakce cca 10 kopii HHV6 DNA/ml vzorku.
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3.1.4 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni klinického pribéhu ve sledovanych parametrech (viz vyse) bylo
provedeno po ukonceném jednoletém sledovani biostatistikem. Jako statistické metody byly
zvoleny Fisheriiv pfesny test pro proménné udavané ve form¢ Skdly a Mann-Whitneylv a
Wilcoxontv test pro proménné kontinualniho typu dat. Za statisticky vyznamnou byla povazovan
hladina vyznamnosti 0,05 a niz$i. Porovnavan byl klinicky prabéh onemocnéni u pacient
s ovefenou neuroinfekci bez prikazu DNA herpetického viru v MM a pacientl se zanétem CNS a

zachytem DNA herpetického viru v MM.

4 Vysledky Studie €. 1

Byla zavedena a validovdna metodika nested PCR pro detekci DNA vird HSV1, HSV2, VZV a
HHV6 v mozkomisnim moku. Touto metodikou bylo vySetieno 280 pacientii (96 pacientl
s klistovou  meningoencefalitidou, 77  pacientdl s enterovirovou meningitidou a
meningoencefalitidou a 107 pacienti v kontrolni skupin€). Bylo identifikovano 13 pacient
s nehnisavym zanétem CNS znadmé etiologie a vyskytem DNA herpetického viru v mozkomisnim
moku (viz Tabulka 5).

DNA viru HSV1 byla nalezena u 2 pacientt, DNA viru HSV2 byla ptfitomna u 3 pacientd,
DNA viru VZV u 4 pacientli, DNA viru HHV6 u 3 pacientli. U jednoho pacienta byla zachycena
v MM soucasné DNA viru VZV a HHV6. Zékladni idaje o téchto pacientech jsou uvedeny
v Tabulka 6.
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Tabulka 5: Vék a pohlavi pacientii ve skupindch s nehnisavym zdanétem CNS a kontrolni
skupiné

Klistova Enterovirova Kontrolni
sledovana skupina meningoencefalitida meningoencefalitida skupina
pocet pacientli 96 77 107
vek (roky) median 41 12 16

vekové rozmezi 6-76 2-48 4-76
pohlavi muzi 63 43 60
zeny 33 34 47
pocet pacientl se
zachycenou DNA
v MM HSV1 1x 1x
HSV2 2x 1x
VZV 4x
HHV6 1x 3x
VZV-+HHV6 1x

Neurologické postizeni mélo vzdy ptfechodny charakter a ndlez na EEG zahrnoval pouze
abnormity difuzniho charakteru. Nalez loZiskového postiZzeni na EEG, ktery je uvadén jako typicky
pro sporadickou nekrotizujici encefalitidu, nebyl zaznamendn. Nikdo z pacienti nem¢l
v pfedchorobi ani béhem hospitalizace vysev herpes simplex, herpes genitalis nebo herpes zoster.
Klinicky pritbéh onemocnéni a vysledky laboratornich vysetieni byly podrobné sledovany u 173
pacienttl, z toho 96 pacient s kliStovou meningoencefalitidou a 77 s enterovirovou meningitidou
a meningoencefalitidou.

Pribéh onemocnéni byl srovnavan mezi skupinami s nehnisavym zanétem CNS zndmé
etiologie a vyskytem DNA herpetického viru v MM (n=13) a s nehnisavym zanétem CNS znamé
etiologie bez zachytu DNA herpetického viru v MM (n=160). Byl prokazan statisticky vyznamny
rozdil v mnoZstvi celkové bilkoviny v mozkomiSnim moku a zavaznosti EEG ndlezu za
hospitalizace. Statisticky nebyl prokdzan rozdil v klinickém stavu pacientl pti pfijeti, v pribéhu
hospitalizace, v cytologickém nalezu v mozkomi$nim moku ani pfi nasledném sledovani viz

Tabulka 7, Tabulka 8 a

Tabulka 9.
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Tabulka 6: Klinické formy onemocnéni u pacientit s nehnisavym zdnétem

etiologie a paralelnim zdachytem DNA herpetickych virii v mozkomisnim moku

namé virové

DNA Forma onemocnéni Veék  pohlavi Neurologické Nalez na EEG
zachyceného (roky) postizeni
viru
Normalni
\YAY% Klistova meningitida 61 muz Bez postizeni nalez
Prechodné tiesy Mirna difuzni
\VAY% Klistova meningitida 32 muz aker a bolesti hlavy  abnormita
Klistova Mirna difuzni
VZV meningoencefalitida 56 zena Bez postizeni abnormita
Klistova Prechodné frustni Mirna difuzni
VZvV meningoencefalomyelitida 32 muz paraparéza DK abnormita
Ptechodné bolesti
VZV+ Klistova hlavy a porucha Mirna difuzni
HHV6 meningoencefalitida 52 zena spanku abnormita
Klistova Normalni
HHV6 meningoencefalitida 36 muz Titubace nalez
Klistova Normadlni
HSV1 meningoencefalitida 35 muz Bez postiZeni nalez
Enterovirova Normalni
HSV1 meningoencefalitida 12 Zena Bez postiZeni nalez
Ptechodné bolesti Normalni
HSV2 Enterovirovd meningitida 14 Zena hlavy nalez
Ptechodné jemny Mirna difuzni
HSV2 Enterovirovd meningitida 24  Zena ties aker abnormita
Mirna difuzni
HHV6 Enterovirovd meningitida 6 muz Bez postizeni abnormita
Mirna difuzni
HHV6 Enterovirova meningitida 11 muz Bez postizeni abnormita
Stfedné
zavazny
HHV6 Enterovirova meningitida 6 muz Bez postiZeni difuzni nalez
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Tabulka 7: Porovndni klinického priubéhu laboratorniho ndlezu u skupin pacienti
s nehnisavym zdanétem zndamé virové etiologie s a bez paralelniho zdachytu DNA herpetickych
virit v mozkomiSnim moku, vysledky statistického vyhodnoceni kardindlnich atributii

*Vzhledem k povaze $kaly uveden median

Pacienti bez HV DNA  Pacienti s HV DNA
Primér (smérodatna

Primér (smérodatna

odchylka) odchylka) p
Vek (roky) 28.4 (18.5) 29 (18.2) 0.568
Délka hospitalizace (dny) 11.8 (4.2) 11.8 (3.3) 0.496
Délka onemocnéni pred hospitalizaci
(dny) 3.4 (3.4) 3.4 (3.1) 0.381
Délka trvani febrilii (dny) 2.3 (1.8) 2.5 (1.9) 0.25
Délka trvani subfebrilii (dny) 1.4 (1.2) 1.2 (0.9) 0.994
Délka trvani bolesti hlavy (dny) 3.8 (2.5) 3.7 (2.8) 0.636
Délka terapie manitolem (dny) 3.8 (1.3) 3.5 0.9) 0.397
Den lumbalni punkce od zacatku
onemocnéni (dny) 5.1 3.4) 4.1 (2.0) 0.938
Pocet leukocytl v krevnim obraze
(10exp9/1) 11 (4.0) 10.1 (2.7) 0.933
C-reaktivni protein v krvi (mg/1) 13.7 (16.6) 15.4 (11.4) 0.376
Pocet lymfocyti v MM (pocet/3 v ml) 343.3 (1127.5) 202.5 (124.9) 0.714
Pocet neutrofilnich segmentii v MM
(/3v ml) 130.2 (175.1) 139.2 (150.9) 0.893
Celkova bilkovina v MM (g/1) 0.7 (0.3) 0.9 (0.3) 0.013
Zavaznost EEG nalezu za
hospitalizace (Skala 1-4) *2 *2 0.047
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Tabulka 8: Porovnani klinického priubéhu a terapie za hospitalizace a pii propusténi u skupin
pacientii s nehnisavym zdnétem zndmé virové etiologie s a bez paralelniho zdachytu DNA
herpetickych virit v mozkomisnim moku

Pouzité skaly: 1 — ptiznaky slab¢ vyjadieny, 2 — ptiznaky pln€ vyjadieny viz popis
*Binarni atributy, 0 — jev nepfitomen, 1 — jev piitomen

Pacienti bez DNA  Pacienti s DNA p
herpesvirt herpesvirt
Pohlavi pacientti M 65,2% | M 71,4 % 0.737 ns
Z 348 % | Z 28,6 %
Cefalea pfi pfijeti 0 6,7% | 0 0% 0.174  ns
1 91 % | 1 85,7 %
2 22% |2 14,3 %
Zvraceni pii ptijeti 0 38,2% | 0 28,6 % 0477 ns
1 — nauzea 1 225% | 1 42,9 %
2 — zvraceni 2 39,3% | 2 28,6 %
Febrilie pii ptijeti 0 0% |0 0 % 0.164 ns
1 -do38°C 1 34% | 1 14,3 %
2 —nad 38 °C 2 96,6 % | 2 85,7 %
Dalsi neurologické
pfiznaky 0 455% |0 57,1 % 0.551 ns
pfi prijeti 1 544 % | 1 42,9 %
Meningealni drazdéni 0 30,3% | 0 28,6 % 0.727  ns
pti ptijeti 1 40,4 % | 1 28,6 %
2 292% |2 42,9 %
Encefalitické pfiznaky 0 348% | 0 42,9 % 0.856 ns
pti prijeti 1 62,9 % | 1 57,1 %
2 22% |2 0%
Ptitomnost parézy 0 95,5% | 0 85,7 % 0.267 ns
pfi pfijeti 1 4,5% |1 14,3 %
Antiedemat6zni terapie 0 79% | 0 0% 0.441 ns
manitolem 1 92,1 % | 1 100 %
Antiedematozni terapie 0 69,7% | 0 85,7 % 0.368 ns
glukokortikoidy 1 30,3% | 1 14,3 %
Ptitomnost
neurologickych 0 74,2 % | 0 85,7 % 0.497 ns
pfi propusténi 1 258% | 1 14,3 %
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Tabulka 9: Porovnani klinického pribéhu pii kontrolach po propusténi (1.,3. a 6.mésic) u
skupin pacientit s nehnisavym zanétem znamé virové etiologie s a bez paralelniho zdachytu DNA
herpetickych virit v mozkomisnim moku.

Binarni atributy, 0 — jev nepfitomen, 1 — jev piitomen

Pacienti bez DNA Pacienti s DNA | p
herpesvirti herpesvirt

Ptitomnost neurologickych nasledkt N=74 N=4 0,874  ns
kontrola 1. mésic objektivné 0 459% 0 50,0 %

1 541% 1 50,0 %
Ptitomnost neurologickych néasledki  N=76 N=4 1 ns
kontrola 1.mésic subjektivné 0 750% 0 75,0 %

1 250% 1 25,0 %
Ptitomnost neurologickych nasledki  N=43 N=3 0,315 ns
kontrola 3. mésic objektivné 0 744 % 0 100 %

1 256% 1 0 %
Ptitomnost neurologickych nasledki  N=38 N=3 0,621  ns
kontrola 3. mésic subjektivné 0 789% 0 66,7 %

1 21,1 % 1 33,3 %
Pritomnost neurologickych nasledki  N=35 N=2 0,522  ns
kontrola 6. mésic objektivné 0 829% 0 100,0 %

1 17,1% 1 0 %
Pritomnost neurologickych nasledki  N=34 N=3 0,075 ns
kontrola 6. mé&sic subjektivné 0 794% 0 333%

I 20,6% 1 66,7 %
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Klinicky pribéh onemocnéni u pacientii se zichytem DNA herpetickych virt v MM byl
benigni a zadny z téchto pacientl nebyl 1éCen antivirotiky. V kontrolni skupiné byl zaznamenan

pouze 1 vyskyt HSV2 DNA.

5 Material a metodika Studie &. 2 — Vyskyt HSV DNA v mozkomi$nim moku u pacientt

vysevem herpes labialis
5.1.1.1 Pacienti

Mozkomisni mok 11 pacientli (demografické tidaje a etiologie viz Tabulka 10) s purulentni
meningitidou komplikovanou vysevem herpes labialis byl vySetfen na pfitomnost DNA virt HSV
a varicella zoster (VZV). Vzorky MM (n=24) byly odebrany pfi kontrolnich lumbalnich punkcich

(1-6 na pacienta) a skladovany pii minus 50 °C do zpracovani.
5.1.1.2 Laboratorni metody

Detekce DNA byla provedena in-house metodou nested PCR s detekci na agar6zovém gelu
barveném ethidiumbromidem (popis viz vyse). Pozitivni vysledky ovéfeny komerénim kitem

(LightCycler HSV1/2 qual kit, Roche) metodou real-time PCR (bez kvantifikace).

Tabulka 10: Zdkladni demograficka data pacientii s purulentni meningitidou a vysevem herpes
labialis, u kterych byl opakované vySetifovan mozkomiSni mok pii kontrolnich lumbdlnich
punkcich

pohlavi  v¢k Etiologie purulentni meningitidy Pocet vzorki

mozkomis$niho moku

1 M 67 nezjiSténa 1
2 M 21 Neisseria meningitidis skup. B 1
3 Z 57 Streptococcus pneumoniae 3
4 7 75 Streptococcus pneumoniae 6
5 M 21 Neisseria meningitidis skup. C 1
6 M 46 Staphylococcus aureus 3
7 7 69 nezjisténa 2
8 7 57 Streptococcus pneumoniae 1
9 7 78 Streptococcus pneumoniae 2
10 7 52 Streptococcus pneumoniae 1
11 Z 73 nezjisténa 2
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6 Vysledky Studie ¢.2

Podafrilo se nam zachytit 1 vyskyt HSV DNA v MM u pacientky s pneumokokovou purulentni
meningitidou. Tato pacientka zaroven trpéla mnohocetnym myelomem. Vysev herpes labialis se
u ni objevil 6. den onemocnéni a pozitivni vzorek MM byl ze 7. dne. Zobrazovacimi metodami

nebyly zastizeny zmény typické pro sporadickou nekrotizujici encefalitidu (SNE) viz kazuistika.

6.1.1 Kasuistika

Padesatisedmileta Zena byla 2 roky |é¢ena pro mnohocetny myelom, ktery byl zachycen ve
klinické stadiu IlIB (osteolyticka loZiska v kalvé, panvi, kompresivni fraktura L1). Pfed 2lety
prodélala autologni transplantaci kostni dfené (KD), kterou bylo dosazeno parcidlni remise. Po
20ti mésicich probéhl relaps (KD 39 % bunék s fenotypem plazmocytl) a zahdjena |écba

thalidomidem 200 mg/den.

Stav byl komplikovdn pravostrannou pneumonii nezjisténé etiologie, ktera byla za
hospitalizace na internim oddéleni empiricky Iécena kombinaci piperacilin/tazobaktam a

flukonazol. Thalidomid byl vysazen.

2. den od nastupu priznakl pneumonie se rozviji delirantni stav a meningealni syndrom, dle CT
pravostranny korovy edém hemisféry. 3.den od ndstupu ptiznakl provedena lumbalini punkce
s ndlezem hnisavého zanétu. V MM metodou PCR zachycen Streptococcus pneumoniae, ktery
se nepodafilo kultivaéné prokazat. Pacientka byla stejny den pfeloZena na JIP infekcni kliniky.
5. den od pocatku priznakud byla pacientka intubovana pro respiracni insuficienci a prohlubujici

se poruchu védomi, tento den doslo k vysevu herpes labialis.

6. den byla provedena kontrolni LP, kterou potvrzen Ustup zanétlivého ndlezu v MM, ale stdle
pretrvavaji vysoké hladiny laktatu. Pro trvajici febrilni Spicky byla provedena zména

antibiotické terapie na meropenem.

Retrospektivné pfi PCR vySetieni zbytku MM na pfitomnost HSV a VZV DNA byla zjisténa HSV 1

pozitivita.
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8. den od ndstupu pfiznakl pneumonie bylo provedeno CT hlavy, kde bylo zachyceno rozsiteni

subduralniho prostoru frontotemporalné vpravo, nalez byl hodnocen jako suspektni empyém.

10. den od nastupu pfiznakd pneumonie byla provedena neurochirurgicka evakuace loziska —
jednalo se pouze hygrom, posléze dochazi k prechodnému zlepSeni stavu s poklesem

zanétlivych parametra.

14. den od ndstupu pfiznak(i pneumonie provedena tracheostomie. Vykon byl komplikovan
masivnim krvacenim do dutiny Ustni, pro které byla provedena tampondada nosu a

hypopharyngu.

16. den od nastupu priznakd pneumonie pro elevaci jaternich testd , ktera hodnocena jako
suspektni infiltraci jater mnohocetnym myelomem, zahdjena bolusova terapie

dexamethasonem (40mg 1x dennég, 4 dny).

21. den od nastupu pfiznakll pneumonie opét vzestup teplot, rozvoj ventilatorové pneumonie

(etiologie Pseudomonas aeruginosa, rezistentni k meropenemu).

25.den od nastupu pfiznakli pneumonie (4.den od nastupu pfiznakl ventildtorové
pneumonie) provedena dle vysledkl kultivaéniho vySetfeni zména ATB terapie na

cefoperazon/sulbaktam, o 2 dny pozdéji rozsifena o kolistin.

30. den od ndstupu pfiznakli pneumonie zahdjena 7denni |éCba linezolidem pro suspektni

infekci krevniho recisté koaguldza negativnimi stafylokoky.

36. den od nastupu priznakl pneumonie se objevilo u pacientky krvaceni za zaludku pro difuzni
hemorhagickou gastropatie, pacientce byly opakované podany transfuze. | pfes intenzivni

terapii u pacientky pretrvdvala obéhova nestabilita, arytmie, pacientka postupné chradne.
59. den od nastupu priznakd pneumonie rozvoj septického Soku, masivni krvaceni, exitus letalis

Pfedpokladana etiologie sepse: Klebsiella oxytoca Amp C, Pseudomonas aeruginosa a

Acinetobacter baumani dychaci cesty, Klebsiella oxytoca ESBL — mocové cesty
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7 Diskuze

Diagnostika neuroinfekci vyvolanych herpetickymi viry se v soucasnosti opira hlavné o zachyt
DNA PCR diagnostikou (Boivin G., 2004; Smith C., Khanna R., 2013; Sigfrid L. et al., 2019).
Vzhledem k malému mnozstvi virové DNA v mozkomi$nim moku jsou metody nastaveny na
vysokou citlivost a u virt HSV1, HSV2 a VZV v soucasnosti pfevladaji metody s kvalitativnim
prukazem v designu multiplex PCR. Kvantitativni metody typu real-time PCR s CE-IVD
certifikaci jsou vyznamné nakladnéjsi. Proto jsme volili citlivou metodiku, kterd vSak ma
nevyhody mozné kontaminace. T¢ jsme celili vySe uvedenymi prostiedky a za pozitivni zachyt
jsme povazovali pouze opakovany pozitivni vysledek testu.

Nasi studii se podafilo potvrdit existenci atypickych zachyti DNA herpetickych viril pii
neuroinfekcich vyvolanych jinym agens. ProtoZze imunitni dohled nad herpetickymi viry je
zajisStovan hlavné buné¢nou imunitou (Cunningham A. et al, 2006; Egan K. et al., 2013), shrnuto
v (Zhang J. et al., 2017), kterd s vékem klesa, predpokladali jsme vyssi vyskyt virové DNA u
starSich pacientd. Proto byl nilez DNA herpetickych virdt u mladSich pacienti pomérné
piekvapivy, zejména 2 zachyty HSV1. Nalez mlZe souviset s vyssi Cetnosti reaktivaci téchto vird
v této veékové kategorii. U HSV je znamo, ze Cetnost a rozsah reaktivaci se snizuje s délkou doby
od primoinfekce (Wald A., 2004). Relativné vysoky zachyt HHV6 v MM u malych déti by mohl
souviset s podobnym chovanim i u tohoto viru. Naopak, reaktivace VZV u pacientli mlad$iho véku
je vzacnym jevem, o ¢emz sv&dci 1 velmi nizky vyskyt herpes zoster u téchto pacientli (Oxman M.
et al, 2005). To potvrzuji 1 naSe data. Zachyt DNA viru VZV ve skupiné pacientd s klisStovou
meningoencefalitidou byl pomérné vysoky (v nasem souboru doséhl 5 %), v jednom ptipad¢ se
dokonce podafil spole¢ny zachyt VZV a HHV6 DNA a byl nulovy ve skupin€ pacientl
s enterovirovou meningitidou. Bezptiznakové zachyty viru VZV v krvi jiz byly popsany (Mainka
C.etal, 1998; Levin M., 2014), ale v MM byly spojovany s neuritidami bez vysevu herpes zoster
(Gilden D. et al., 2009; Persson A. et al., 2009).

Dynamika perzistence virové DNA v mozkomiSnim moku pfi neuroinfekci ¢i reaktivaci
viru v CNS neni piili§ znama. Udaje jsou pouze u velmi malych skupin lé¢enych pacienti se
sporadickou nekrotizujici encefalitidou, kdy je virus HSV v mozkomi$nim moku detekovan i 5
dni od zahajeni terapie (Raschilas F. et al, 2002; Schloss L., et al., 2009; (Ramirez K. et al.,2018),
u infekci novorozencii je persistence HSV DNA spojena se Spatnou progndézou onemocnéni

(Mejias A. et al., 2009; Otto W. et al., 2016). Udaje u ostatnich virti chybi, zejména pro neeti¢nost
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provadéni lumbalni punkce u pacientq, jejichz klinicky stav se jiz upravil. Zajimavé proto byly
zachyty HSV2 DNA u 3 pacientt, z nichz pouze jedena pacientka (soucasn¢ 1écena pro gonoreu)
méla anamnesticky udaj o vysevech herpes genitalis bez recentniho vysevu. Reaktivace
herpetickych viri jsou bézné i u imunokompetentnich jedincti a DNA virt HHV6 1 VZV jsou
episodicky detekovatelné v krvi bez klinickych pfiznakt (Caserta M. et al., 2004; Mainka C. et al.,
1998; Levin M., 2014).

Reaktivace v kompartmentu nervové tkané jsou ziejmé vzacnéjsi, jak vyplyva ze studii o
efektivit¢ PCR vysetfovani mozkomiSniho moku. Tyto studie potvrzuji téméer nulovy zachyt
herpetickych virli u pacientt bez zanétlivého cytologického nalezu v mozkomi$nim moku (Simko
J.etal, 2002; Tang Y et al., 1999). To se podatilo prokazat i v nasi kontrolni skupiné 107 pacientt.

Statistickd analyza prokazala vyssi hodnoty celkové bilkoviny v mozkomi$nim moku a
v MM. Hodnoty celkové bilkoviny u pacientii s DNA herpetického viru nebyly vyrazné vyssi (0,7
g/l versus 0,9 g/, normalni hodnoty pro dospélého 0,4-0,6 g/l), pohybovaly se v hodnotach
obvyklych pro nehnisavé zanéty CNS a rozhodné by jich neslo pouzit jako indikatoru pfitomnosti
DNA herpetickych vird. Abnormity na prvnim EEG nalezu u téchto pacientii také nebyly
hodnoceny jako téZké a se nejednalo o loziskové ndlezy typické pro sporadickou nekrotizujici
encefalitidu (viz Tabulka 6). Klinicky pribéh nemoci i rekonvalescence se nelisil viibec. To
ukazuje, ze ptitomnost virové DNA v MM je spiSe disledkem sekundéarni reaktivace virii vyvolané
pfitomnosti zanétlivych faktordt v CNS nebo pfechodnym oslabenim imunitniho dozoru nad
latentni infekci, a Ze nema etiologicky vztah k probihajicimu onemocnéni.

Ve studii ¢.2 se podafilo unikatné zachytit HSV1 DNA v MM u pacientky s lokalnim
vysevem herpes labialis bez morfologickych znamek postizeni CNS typickém pro sporadickou
nekrotizujici encefalitidy. Pacientka byla siln€¢ imunokompromitovana kvili mnohocetnému
myelomu ve stadiu IIIB, komplikovanému pneumokokovou purulentni meningitidou, kterou
provazi vyznamna porucha hematoencefalické bariéry.

Protoze je metoda PCR v soucasnosti hlavnim diagnostickym voditkem, mohou tyto nalezy
Cinit diagnostické obtiZze zejména pii zachytech HSV1 DNA. Zde je byt i benigni pribéh
onemocnéni absolutni indikaci k zahdjeni terapie antivirotiky, protoZe onemocnéni miiZe
progredovat do nekrotizujici encefalitidy. Nalez HHV6 DNA by se mél vzdy posuzovat

v souvislosti se stavem imunity pacienta vcetn¢ anamnézy a absenci jiné mozné etiologie

61



vzhledem k risk-benefitu 1écby (nefrotoxicita, myelosuprese). Zde je vhodné doplnit kontrolni
lumbalni punkci a potvrdit etiologii pfitomnosti intrathékalni syntézy specifickych protilatek,
zejména u imunokompromitovanych. Také je nutno zvazovat moznost integrace HHV6 do
genomu v zarodecné linii, kterd zkresluje DNA diagnostiku a lze ji vyloucit PCR vySetfenim

bezkrevné tkané (napi. nehtli nebo vlasovych kotinka) (Ward K. et al., 2007).

8 Zaver

Diagnostika herpetickych virti prodélava v poslednich letech piiklon k molekularné biologickym
metodam. Nas vyzkum se soustfedil na to, jakou vypovédni hodnotu mé zachyt herpesvirové DNA
v mozkomisnim moku. Atypické nalezy DNA herpetickych vird v mozkomisnim moku souviseji
s jejich reaktivaci v tomto kompartmentu. Jev neni raritni a v naS§em souboru imunokompetentnich
pacientil s virovou meningitidou/meningoencefalitidou jiné nez herpesvirové etiologie dosahl
7,5 %. U pacienti s kliStovou meningoencefalitidou se jednalo o 7 piipadi z96 (7.3 %) a
nejCastéji  byla  detekovana  VZV ~ DNA, u  pacienti s enterovirovou
meningitidou/meningoencefalitidou u 6ti ptipadd ze 77 (7,8 %) a nejcastéji byla detekovana
HHV6 DNA. Zachytili jsme i1 soucasnou ptitomnost DNA dvou herpetickych virii. Reaktivace
nemusi zhorSovat klinicky pribeh onemocnéni a v nasem souboru byl klinicky pribéh onemocnéni
u pacientll se zachytem DNA herpetickych virt 1 bez terapie antivirotiky benigni. K reaktivaci
dochazi zfejmé hlavné pfi zdnétech, coZ potvrzuje minimalni zachyt DNA herpetickych virti u
pacientll bez zanétlivého cytologického nalezu v mozkomiSnim moku. Naopak symptomaticka
reaktivace HSV1 na periferii u pacientl s purulentni meningitidou vedla k detekci HSV1 DNA
v mozkomiSnim moku pouze u 1 pacientky z 11 testovanych. Tato pacientka byla vyznamné
imunokompromitovana.

Metody zaloZené na amplifikaci nukleovych kyselin jsou v soucasnosti hlavnim
diagnostickym voditkem, proto mohou zachyty DNA herpetickych viri v mozkomi$nim moku
¢init diagnostické obtize. Tyto vysledky je nutné vzdy interpretovat s ohledem na klinicky stav
pacienta, epidemiologickou anamnézu a vysledky dalSich vySetfeni. V pfipadné nutnosti je tieba

testy opakovat s ¢asovym odstupem k posouzeni dynamiky.
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