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Sunum plani

e Ornek alma, tasima ve saklama
* Red kriterleri

 Mikrobiyolojik inceleme
— Makroskobik inceleme
— Hucre sayimi
— Santrifij
— Mikroskobik yontemler
— Antijen testi
— Kaltur
— Antikor testi
— Molekuler yontemler

* Panik deger bildirimi



Santral sinir sistemi enfeksiyonlari

* Enfeksiyon slresine gore
— Akut
— Subakut
— Kronik

* Enfeksiyon yerine gore
— Menen;it
— Ensefalit
— Miyelit
— Parankimin fokal enfeksiyonlari
— Subdural ampiyem
— Epidural apse
— Sant enfeksiyonlari vb olarak siniflandirihir



Sik gorulen etkenlerin yas gruplarina gore

dagilimi
Yenidogan-2 ay alti | 2 ay-geng eriskin “ 60 yas ustu
S. agalactiae N. meningitidis S. pneumoniae S. pneumoniae
E. coli S. pneumoniae N. meningitidis L. monocytogenes

L. monocytogenes  H. influenzaetipb  H. influenzae (tip b Gram negatif
disi) basiller

N. meningitidis Virusler Virusler
(0z. enterovirisler)

HSV
Candida spp.

+ Klinik Ornekten Sonug Raporuna Uygulama Rehberi: Steril Viicut Sivilari Ornekleri. KLIMUD 2015



Turkiye verisi: Cocuklarda bakteriyel
menenjit etkenleri

e 2005-2006, 408 ornek, 243 PCR pozitif:
— %56.5 N.meningitidis
— %22.5 S.pneumoniae
— %20.5 Hib

e 2013-2014, 665 ornek, 94 PCR pozitif:
— %90.4 N.meningitidis
— %9.6 S.pneumoniae
— %0 Hib

Ceyhan M, et al. A prospective study of etiology of childhood acute bacterial meningitis, Turkey. Emerg Infect Dis 2008;14(7):1089-96.
Ceyhan M, et al. Bacterial agents causing meningitis during 2013-2014 in Turkey: A multi-center hospital-based prospective surveillance study. Hum Vaccin
Immunother 2016 25:1-6.



Selcuk Univ. Tip Fak. Tibbi Mikrobiyoloji (yayinlanmamis veri)
07.2013-11.2016
531 6rnek multipleks PCR ile ¢alisiimis

63 ornek pozitif (%11)
S.pneumoniae Enterovirus
N.meningitidis 6 HSV-1 8
Hib 0 VZV 1
Parechovirus 1
HSV-2 0
Kabakulak 0

Toplam 30 Toplam 33



Ornek alma, tasima ve saklama

Ornek alma Tasima kabi Ornek miktari Tasima
yontemi suresi/isisi
Bakteriler icin 21 mL <15 dk,
P oda Isisl
Lomber Mantarlar icin 22 mL
ponksiyon Steril tlp Mikobakteriler icin 5 mL
Virusler icin 21 mL <24 saat,
oda isisi
Parazitler icin 21 mL < 2 saat,
oda isisi

+ Klinik Ornekten Sonug Raporuna Uygulama Rehberi: Steril Viicut Sivilari Ornekleri. KLIMUD 2015



Red kriterleri

* BOS 6rnekleri uygun olmayan sartlarda gelse
de asla reddedilmemeli, isleme alinmalidir

— Ancak kontaminasyon acisindan klinisyen hekim

U S

uyariimalidir




s akis semasi

Makroskobik

inceleme

Hucre sayimi

Santrifij

Antijen testi

Antikor testi

Molekiler
yontemler

Mikroskopi
Gram, EZN

Cini murekkebi

Kaltur

Molekdler
yontemler




Makroskobik inceleme

* Beyin omurilik sivisinin

—rengi, bulanikligi, kanl olup olmadigi kontrol
edilip kaydedilmelidir

* Bazi tuberkiloz menenijit olgularinda
—tipik bir ‘6rimcek agi’ gérinumu olabilir
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Hucre sayimi

e Santriftj edilmemis érneklerden yapilir

Normal degerler <15
Bakteri menenjiti  >1000
Mantar menenjiti  1000-5000
Virus menenijiti 10-1000
Tuberkuloz <1000
menenjiti

* Klinik Ornekten Sonug Raporuna Uygulama Rehberi: Steril Viicut Sivilari Ornekleri. KLIMUD 2015

MNL

PNL

MNL
MNL/PNL

MNL
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Santrifij

 Eger BOS 1 mL'den fazla ise

— Boyama ve kultur islemleri icin 1500xg’de 5-10
dakika

— Mikobakteri turleri icin 3000xg’de 15-20 dakika
yapilmahdir

* BOS 6rnegi 1 mlden az ise sitosantrifyj
vapilmahdir



CSF Test N Sensiavity Specificity  Posiftive Negative
Predictive Predictive
Value Value
Apert 2mL un- 107 28% 100% 10:0% 87%
centrifuged CSF (2/18) (89/89) (3/5) (89/102)
Xpert centrifuged 93 72% 100%% 100% 04%
CSF (13/18) (7717T) (13/13) (77/82)
Culture 80 T1% 100% 100% 93%
(12/17) (63/63) (12/12) (63/68)
AFE Smear by 107 22% 100% 100% 86%
Microscopy (4/18) (89/39) (4/4) (89/103)

Bahr NC, et al. Improved diagnostic sensitivity for tuberculous meningitis with Xpert(®) MTB/RIF of centrifuged CSF. Int J Tuberc Lung Dis 2015;

19(10):1209-15.
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Gram boyama

* Gram boyama 30 dkicinde
vapilmali ve sonuc bildirilmelidir

* Gram boyamada
— Lokosit varhgi ve turi
— Mikroorganizma varlig
— Gram boyanma o6zelligi
— Morfolojisi degerlendirilmelidir

14



Gram boyama
 Duyarlilik- %75-90, Ozgullik- >%97

 Ozellikle antibiyotik tedavisi alanlarda kiltir negatif
oldugu zaman degeri artmaktadir

e Kultlr negatif hastalarin %45’inde

* Antibiyotik almis hastalarin %65’inde
— Gram boyamada bakteri gorialmuastar

* Antibiyotik kullanimi duyarliligi sadece %2 azaltmistir

* Garlicki AM, et al. Principles of diagnosis and treatment of bacterial purulent meningoencephalitis in adults. Przegl Epidemiol 2015;69(2):303-7.
* Brouwer MC, et al. Epidemiology, Diagnosis, and Antimicrobial Treatment of Acute Bacterial Meningitis. Clin Microbiol Rev 2010;23(3): 467-92.



EZN boyama

* Tuberklloz menenijit siphesinde duyarlilig

dusuk olmasina ragmen aside direncli boyama
yvapilmalidir

e Duyarlihik ortalama %25

Erdem H, et al. The microbiological diagnosis of tuberculous meningitis: results of Haydarpasa-1 study. Clin Microbiol Infect 2014;20(10):0600-8.

Bahr NC, et al. Improved diagnostic sensitivity for tuberculous meningitis with Xpert(®) MTB/RIF of centrifuged CSF. Int J Tuberc Lung Dis 2015; ¢
19(10):1209-15.



Cini murekkebi

* Cryptococcus neoformans menenjitinden suphe
ediliyorsa yapilmalidir

— Duyarhlik % 86-94.4
— Ozgullik %96.1

* Dollo et al. Retrospective study of neuromeningeal cryptococcosis in patients infected with HIV in the infectious diseases unit of university
hospital of Casablanca, Morocco. ] Mycol Med 2016: $1156-5233(16)30129-9.

* Kammalac Ngouana T, et al. Cryptoccocal meningitis in Yaoundé (Cameroon) HIV infected patients: Diagnosis, frequency and Cryptococcus 17
neoformans isolates susceptibility study to fluconazole. ) Mycol Med 2015;25(1):11-6.



Antijen testi

* Bakteriyel menenjit olgularinda BOS’ta hizl
antijen tarama testlerinin rutin olarak yapilmasi
onerilmemektedir

— BOS alinmadan dnce antibiyotik tedavisi almis

— Gram boyama ve kiltir sonucu negatif olan hastalarda
yararl olabilir



Antijen testi

* Kriptokok antijen testi SSS enfeksiyonlari tanisi icin
vaygin olarak kullanilmaktadir

— Supheli kriptokoksik menenijit olgularinda
— Immiin sistemi baskilanmis hastalarda yapilmalidir

* Yuksek antijen titresi (>1:1024) antifungal tedavi basarisizlig
ile iliskilidir

* HeT, et al. Laboratory Diagnosis of Central Nervous System Infection. Curr Infect Dis Rep 2016;18(11):35.



Kultur

Etken et inkiibasyon
esiyerleri
mikroorganizmalar g | Sicakhk | _Ortam | sire |

Koyun kanl agar

. %5-10 CO,
Herhangi bir Cikolata Agar
bakteri Kan kaltara sisesi
(otomatize sistem) 35.37°C
Lowenstein-Jensen
Mikobakteriler Sivi besiyeri Aeron
ortam

(otomatize sistem)

Sabouraud-dekstroz agar 26-30°C
Mantarlar
Beyin-kalp infUzyon agar 35-37°C

(*) Bazi dimorfik mantarlarda bu sure 6 haftaya kadar uzayabilir.

+ Klinik Ornekten Sonug Raporuna Uygulama Rehberi: Steril Viicut Sivilari Ornekleri. KLIMUD 2015

72 saat

5-7 gin

6 hafta

3-4 hafta*

Degerlendirme sikhg

Gunlak

Otomatik cihaz tarafindan
yapilir

Gunlok

Otomatik cihaz tarafindan
yapihr

Gunlok
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Kultur

Akut bakteriyel menenjitte BOS kulturua pozitiflik oranlari

* Calismaya (%67-85) ve bakteriye gore degismekte
— H.influenzae- %96
— S.pneumoniae- %87
— N.meningitidis- %82 (%13 olan ¢alisma da var)

* Pozitiflik oranlari antibiyotik alanlarda daha dusuk
— %66 - 62
— %88 -70

* van de Beek D, et al; ESCMID Study Group for Infections of the Brain (ESGIB). ESCMID guideline: diagnosis and treatment of acute bacterial meningitis. Clin
Microbiol Infect 2016;22 Suppl 3:537-62.

* Brouwer MC, et al. Epidemiology, Diagnosis, and Antimicrobial Treatment of Acute Bacterial Meningitis. Clin Microbiol Rev 2010;23(3):467-92.



Olgu

27 yasinda erkek hasta

CT cekilmis

On tani: Beyin sapi ensefaliti
LP kontrendike

Ne yapalim???



Kultur

* Bakteriyel menenijit olgularinda mutlaka kan kulttri de
yapiimahdir

Pathogen
ug Blood culture

Haemophilus influenzae 25-50
Streptococcus predmoniae 6000
Neisseria meningitidis 460
Lisieria monocyiogenes 10-75
Sireptococcus agalactias al-35
Sireplococcus pyogenes 665
Streplococcus suis 50
Staphvlococcus aureus 75100

* Brouwer MC, et al. Epidemiology, Diagnosis, and Antimicrobial Treatment of Acute Bacterial Meningitis. Clin Microbiol Rev 2010;23(3):467-92. 23



Kultur

* Tuberklloz menenjitte BOS kiltliri Greme oranlari

— %13-80

BOS miktari ve test tekrari arttikca duyarhlik
artmaktadir

Baron EJ, et al. A Guide to Utilization of the Microbiology Laboratory for Diagnosis of Infectious Diseases: 2013 Recommendations by the Infectious

Diseases Society of America (IDSA) and the American Society for Microbiology (ASM). Clin Infect Dis 2013;57:485-8.
Marx GE, Chan ED. Tuberculous meningitis: diagnosis and treatment overview. Tuberculosis research and treatment 2011; doi:10.1155/2011/798764.
* Glnes A, et al. Clinical, radiological and laboratory findings in 185 children with tuberculous meningitis at a single centre and relationship with the stage

of the disease. Ital J Pediatr 2015;41:75.



Antikor testi }h
/Q

* Viral enfeksiyonlarda IgM saptanmasi 6zgul taniyi
destekler

— Bati Nil virtsu

* BOS antikor indeksinin belirlenmesi
— Intratekal antikor Uretimini géstermesi acisindan
onemlidir
— Lyme noroborrelyoz (Erken evrede %70, gec
evrede %100)

— SSPE



Molekuler yontemler

* Dusunulen etken icin
— Mikroskobik incelemede bakteri gorilmezse

— Klinik sipheye ragmen diger testlerle negatif sonuclar
alintyorsa

— Hasta immuinkompromize ise

PCR yapilmahdir



Molekuler yontemler

* Yanlis negatif sonuclar
— Inhibisyon (eritrosit vb)
— Mikroorganizma sayisinin az olmasi
— Ornek miktarinin yetersiz olmasi

— Uygun olmayan hedef secimi

* Tek bir negatif PCR sonucu taniyi ekarte ettirmez

— Klinik bulgular devam ediyorsa yeni 6rnekle test
tekrarlanmalidir



Molekuler yontemler

e Akut bakteriyel menenjit hastalarinda PCR’In rutin
kullanimi 6nerilmektedir

— Duyarlilik %87-100
— Ozgulluk %98-100

* Tuberklloz menenijit olgularinda ise kulttre ek
olarak onerilmektedir

— Duyarlilik %46-66
— Ozgullik %97-99

* Steiner |, et al. EFNS-ENS guidelines for the use of PCR technology for the diagnosis of infections of the nervous system. Eur J Neurol 2012;19:1278-97.



Molekuler yontemler

* Viral enfeksiyonlarda
— PCR en sik tercih edilen testtir
— HSV ensefaliti tanisinda beyin dokusu kultliriine esdegerdir

* Paraziter enfeksiyonlardan
— Sadece serebral toksoplazmozda rutinde onerilmektedir

* Mantar enfeksiyonlarindan

— Kriptokokkoz ve aspergilloz siphesinde rutin yontemlere ek
olarak yapilabilir



BOS’ta calisilan FDA onayli molekiiler testler

Cepheid Xpert EV Assay Enteroviruses Real-time PCR

bioMeriuex  NucliSENS EasyQ Enteroviruses NASBA
Enterovirus assay

Focus Simplexa HSV-1&2 HSV-1 Real-time PCR

Diagnostics HSV-2

BioFire FilmArray E. coli K1 Multiplex PCR

Diagnostics  Meningitis/Encephalitis H. influenzae followed
panel L. monocytogenes by solid array

N. meningitidis

S. agalactiae

S. pneumoniae

CMV, HSV-1, HSV-2
VZV, HHV-6, enterovirus
human parechovirus

C. neoformans/qgattii

30
He T, Kaplan S, Kamboj M, Tang YW. Laboratory Diagnosis of Central Nervous System Infection. Curr Infect Dis Rep 2016;18(11):35.



Panik deger

 BOS’ta saptanan her turlu pozitiflik panik degerdir

— Mikroskopik bulgular

— Antijen testi pozitifligi

— Molekuler test pozitifligi
— Antikor test pozitifligi

— Kaltdrde Greme

* Klinige telefonla ve hastane/laboratuvar bilgi sistemleri
ile bildirilmelidir
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