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Merkezi sinir sistemi (MSS) enfeksiyonlari dogru tani ve tedavi saglanamadiginda ciddi sonuglara ne-
den olabilmektedir. Olasi etiyolojik patojenlerin genis spektrumu MSS enfeksiyonlarinin tanisini zorlastir-
maktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase chain reaction (PCR)] tabanli multipleks molekdler tani
panelleri, beyin omurilik sivisi (BOS)'ndan bircok farkl patojeni kisa stirede ve ayni anda tanimlayabilmek-
tedir. Bu calismada, MSS enfeksiyonlarinin tanisinda yeni bir multipleks PCR testi olan Bio-Speedy Menin-
gitis/Encephalitis RT-PCR MX-17 panelinin (Bioeksen, istanbul, Tiirkiye) degerlendirilmesi amaclanmistir.
Bu panel, BOS &rneklerinden olasi MSS patojenlerinin [Escherichia coli K1, Haemophilus influenzae, Listeria
monocytogenes, Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus agalactiae, enterovirtsler
(EV), herpes simpleks viris (HSV) tip 1 ve 2, HHV-6, HHV-7, HHV-8, insan parekoviriisii (HPeV), varisella
zoster virls (VZV), sitomegaloviriis (CMV) ve Cryptococcus gatti/neoformans] hizli (< 1 saat) bicimde es
zamanli olarak tespit edilmesini amaclamaktadir. Bu retrospektif calismaya MSS enfeksiyonu etkenlerinin
aranmasl icin Bursa Uludag Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Mikrobiyoloji Laboratu-
varina Haziran 2022-Temmuz 2023 tarihleri arasinda gonderilen 128 hastaya ait 128 BOS &rnegi dahil
edilmistir. Hastalarin klinik, radyolojik ve laboratuvar verileri Hastane Bilgi Kayit Sistemi (HBKS)'nden elde
edilmistir. BOS ornekleri ilk olarak biyokimyasal 6zellikleri ve hiicre varhigr agisindan analiz edilmis ve Gram
boyama yontemiyle degerlendirilmistir. Olasi bakteriyel ve fungal etkenlere yonelik kiiltlr ydntemi uygu-
lanmustir. FTD viral menenijit kiti (Fast Track Diagnostics Ltd, Lilksemburg) ile viral etkenler (HSV 1-2, VZV,
EV, kabakulak, HPeV) arastiriimistir. Saklanan BOS &rnekleri daha sonra Bio-Speedy panelle test edilmis,
kaltlr ve FTD panel ile sonuclar karsilastiriimistir. Hastalarin klinik bulgulari, mevcut diger hastaliklari, rad-
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yolojik goriintiileme ve BOS analizleri uzman hekim gorisiine dayanarak degerlendirilmis; mikrobiyolojik
testlerle tanimlanan patojenler bu verilerle destekleniyorsa pozitif, desteklenmiyorsa klinik anlami belirsiz
(KAB) olarak yorumlanmistir. MSS enfeksiyonu stiphesiyle BOS 6rneklerinde patojen varligi arastirilan 128
hastanin 44 (%34.4)'iine MSS enfeksiyonu tanisi konulmustur. Tim tani yontemleriyle hastalarin %43.2
(19/44)'sinde etiyolojik patojen tespit edilmistir. Bio-Speedy paneli hastalarin %29.5 (13/44)’inde pato-
jen tespit etmis, bunu FTD paneli (%20.5, 9/44) ve kiiltir (%9.1, 4/44) izlemistir. Kiiltlr yontemiyle dort
bakteri tanimlanmis, bunlardan licli Bio-Speedy paneliyle de saptanmistir. Ek olarak, Bio-Speedy paneli
kulturle tespit edilemeyen alti etiyolojik bakteri daha tanimlamistir. FTD paneli dokuz viriis tespit etmis,
bunlardan dordii Bio-Speedy paneliyle de tanimlanmustir. Bio-Speedy paneli dokuz bakteri ve dort virlis
olmak Ulzere 19 pozitif patojenin 13 [S.pneumoniae (n= 3), VZV (n= 3), N.meningitidis (n= 2), H.influenzae
(n= 2), L.monocytogenes (n= 1), E.coli (n= 1) ve EV (n= 1)]'ln{ tespit edebilmistir. Bio-Speedy panelinin
saptadigi 15 patojen [S.pneumoniae (n= 1), E.coli (n= 1), C.gatti/neoformans (n= 1), CMV (n= 8), HHV-6
(n=3) ve HHV-7 (n=1)] ise KAB olarak kabul edilmistir. MSS enfeksiyonu olan hastalarda etken patojenleri
en ylksek oranda (%29.5) Bio-Speedy panel tespit etmistir. MSS enfeksiyonlarinda genis kapsamli pa-
nellerin, mimkinse birden fazla test veya yontemin birlikte kullaniimasi, ayrica sonuglarin klinik ve diger
laboratuvar verileriyle birlikte yorumlanmasinin tanisal dogrulugu arttiracagi distinilmustr.

Anahtar kelimeler: Bio-Speedy; multipleks PCR; menenijit; ensefalit; merkezi sinir sistemi enfeksiyonu.

ABSTRACT

Infections of the central nervous system (CNS) can lead to severe outcomes if not accurately diag-
nosed and treated. The broad spectrum of pathogens involved in CNS infections can make diagnosis
challenging. Polymerase chain reaction (PCR) -based multiplex molecular diagnostic panels can rapidly
and simultaneously detect multiple neuropathogens in cerebrospinal fluid (CSF). This study was aimed
to assess the Bio-Speedy Meningitis/Encephalitis RT-PCR MX-17 panel (Bioeksen, istanbul, Tiirkiye), a
novel multiplex PCR test, in diagnosing CNS infections. The panel can detect a range of CNS patho-
gens simultaneously and rapidly (< 1 hour), including Escherichia coli K1, Haemophilus influenzae, Listeria
monocytogenes, Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus agalactiae, enterovirus
(EV), herpes simplex virus (HSV) 1 and 2, HHV-6, HHV-7, HHV-8, human parechovirus (HPeV), varicella
zoster virus (VZV), cytomegalovirus (CMV) and Cryptococcus gatti/neoformans in CSF samples. This ret-
rospective study included 128 CSF samples from 128 patients sent to Bursa Uludag University Health
Application and Research Center Microbiology Laboratory between June 2022 and July 2023 to search
for CNS infectious agents. Patient clinical, radiological and laboratory data were collected from the Hos-
pital Information Record System (HIRS). Bacterial pathogens were identified through culture, while viral
pathogens were detected in CSF samples using the Fast Track Diagnostics (FTD) multiplex RT-PCR panel
(Fast Track Diagnostics Ltd., Luxembourg) for HSV-1, HSV-2, VZV, EV, mumps virus and HPeV. The stored
CSF samples were then tested using the Bio-Speedy panel and the results were compared with those of
the culture and the FTD panel. Pathogens that were detected were considered positive if they were con-
sistent with the patient’s symptoms and CSF characteristics according to infectious disease and pediatric
infectious disease specialists. Pathogens detected but not supported by the patient’s symptoms and CSF
characteristics were classified as uncertain clinical relevance (UCR). Out of the 128 patients tested for
CNS infectious agents, 44 (34.4%) were diagnosed with a CNS infection. The overall pathogen detection
rate with all methods was 43.2% (19/44). The Bio-Speedy panel identified pathogens in 29.5% (13/44)
of the patients, followed by the FTD panel (20.5%, 9/44) and culture (9.1%, 4/44). Four bacteria were
identified with culture, three of which were also detected by the Bio-Speedy panel. Additionally, six bac-
teria were identified with Bio-Speedy panel, that were not identified by culture. The FTD panel identified
nine viruses, four of which were also identified by Bio-Speedy. In total, the Bio-Speedy panel detected 13
of the 19 positive pathogens (nine bacteria and four viruses: [S.pneumoniae (n= 3), VZV (n= 3), N.men-
ingitidis (n= 2), H.influenzae (n= 2), L.monocytogenes (n= 1), E.coli (n= 1) ve EV (n= 1)]. However, the
Bio-Speedy panel identified 15 pathogens [S.pneumoniae (n= 1), E.coli (n= 1), C.gatti/neoformans (n= 1),
CMV (n= 8), HHV-6 (n= 3) ve HHV-7 (n= 1)] considered as UCR. The Bio-Speedy identified the causative
pathogens in the highest percentage (29.5%) of patients with confirmed CNS infections. Nevertheless,
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test results should be interpreted based on patient characteristics to ensure appropriate patient manage-
ment. Using multiple methods and multiplex tests may improve diagnostic accuracy for CNS infections.

Keywords: Bio-Speedy; multiplex PCR, meningitis; encephalitis; central nervous system infection.

GiRis

Merkezi sinir sistemi (MSS) enfeksiyonlari, etkili tedavi icin hizli ve dogru tani gerek-
tiren ve yasami tehdit eden ciddi hastaliklardir. MSS enfeksiyonlarinin tanisi enfeksiy6z
ve enfeksiydz olmayan nedenlerin &rtiisen klinik bulgulari nedeniyle oldukca giictiir'.
Bununla birlikte cok cesitli patojenlerin etken olma olasihgi, hem mikrobiyologlar hem
de klinisyenler icin ayirici taniyi zorlastirmaktadir. Menenijit ve ensefalit en yaygin gorilen
MSS enfeksiyonu tablosudur ve hastalarin %40 ile 60'inda 6zgiin tani saglanamayabilir?.

MSS enfeksiyonlarinda beyin omurilik sivisi (BOS) analizleri tani icin esastir. Ancak
BOS o6rneginin elde edilmesi zordur. Bazi olgularda birden fazla BOS 6rneginin alinma-
si gerekebilir. MSS enfeksiyonlarinin mikrobiyolojik tanisinda geleneksel yontemler olan
kultir ve mikroskobik inceleme yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu yontemler du-
yarlilik, 6zgiilliik ve sonug verme siiresi acisindan sinirlamalara sahiptir'-2. Molekiiler test-
ler MSS enfeksiyonlarinda hizli ve duyarl tani saglamalariyla avantaj saglamistir.

Molekiiler tani testleri 6zellikle MSS enfeksiyonlarina neden olan virlslerin ve kiltur-
de gli¢ Ureyen bakteriyel patojenlerin tanimlanmasinda ciddi bir iyilesme saglamistir.
Bu testler hastalara klinik yararhliklarinin yaninda; ek test gereksinimini, hastanede kalis
siiresini ve tedavi maliyetini azaltma potansiyeline sahiptir. Ozellikle gercek zamanl po-
limeraz zincir reaksiyonu [real-time polymerase chain reaction (Rt-PCR)] yontemi duyarli
ve glivenilir sonug saglama basarisi nedeniyle 6ne ¢ikmis ve bircok saglik merkezinde
yaygin sekilde kullaniimaya baglanmigtir®.

Monopleks, multipleks veya sendromik panel seklinde tasarlanan Rt-PCR tani test-
lerinin basari oranlar kapsamina ve kullanilan teknolojiye gore degiskenlik gosterebilir.
Multipleks veya sendromik paneller olasi bakteriyel, viral hatta fungal patojenleri hizl ve
es zamanl saptama imkani saglayabilir. Panel testler tani icin gereken cabayi ve gereksiz
tedavi uygulamalarini azaltabilir. Sonuglarin kolay ve objektif olarak elde edilebilir olmasi
bu testlerin bir diger avantajidir. Ancak mevcut molekiler tani panellerinin duyarlilik,
ozqulliik, kapsadiklar patojenler acisindan farkhliklar gostermesi ve maliyetlerinin yiiksek
olmasi olumsuz yanlaridir. Ustelik bazi néropatojenler (Orn.; Treponema pallidum, Myco-
bacterium tuberculosis, Epstein-Barr virlis ve arbovirisler) bu testlerin saptamayi hedefle-
digi patojenler arasinda yer almamaktadir®. Kullanilan tani panelinin olasi etkenleri biiyiik
Olclide kapsamasi yalanci negatif sonuglarin azaltilmasi agisindan 6nem tasimaktadir. Bu-
nunla birlikte, bir patojene ait nikleik asitin BOS’ta saptanmasi, hastaya veya patojene
bagli olarak klinik agidan her zaman anlamli olmayabilir®*.

MSS enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilmak tizere tasarlanan molekdler temelli panel
testlerin sayisi giderek artmaktadir. Bu testler icin kapsamli analitik ve klinik dogrulama
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calismalarina ihtiya¢ vardir. Ancak BOS orneklerinin elde edilmesinin zor olmasinin ya-
ninda, kanit olusturabilecek pozitif 6rnek sayisinin da oldukga sinirli olmasi kapsaml ve
glvenilir analizleri zorlastirmaktadir.

Bu calismada, yakin zamanda kullanima sunulan Bio-Speedy Menenijit/Ensefalit RT-
gPCR MX-17 panelinin (Bioeksen, istanbul, Tiirkiye) degerlendiriimesi amagclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastir-
malar Etik Kurulu tarafindan (Tarih: 11 Nisan 2023 ve Karar no: 2023-7/11) onaylandi.

Calisma Tasarimi ve Katilimcilar

Bu retrospektif calisma, 898 yatakl Bursa Uludag Universitesi Saglik Uygulama ve
Arastirma Merkezinde gerceklestirildi. Haziran 2022 ve Mayis 2023 tarihleri arasindaki bir
yillik stirede MSS enfeksiyonu stiphesi olan hastalardan alinan ve olasi enfeksiyon etken-
lerinin saptanmasi icin test edilen 128 BOS ornegi calismaya dahil edildi. Her hastadan
sadece bir ornek alindi. Hastalarin demografik, klinik, radyolojik ve laboratuvar verileri
Hastane Bilgi Yonetim Sistemi (HBYS) elektronik kayitlarindan elde edildi.

Biri cocuk sagligi ve hastaliklari ve biri enfeksiyon hastaliklari olmak tzere iki uzman
hekim hastalarin HBYS’den elde edilen 6zelliklerini degerlendirdi. Degerlendirme bas ag-
risi, ates, bulanti-kusma, mental durum degisikligi, fokal norolojik defisit, nobet, ense
sertligi, dokiintl, bagisiklik durumu ve eslik eden diger hastaliklar gibi klinik bulgula-
ri icermekteydi. Manyetik rezonans goriintiileme (MRG), bilgisayarli tomografi (BT) ve
elektroensefalografi (EEG) gibi tanisal goriintileme tekniklerinde patolojik bulgu olup
olmadigi incelendi. MSS gorintilemelerinde kanamayi destekleyen bulgu yoksa BOS'ta
yuksek eritrosit sayisi, travmatize lomber ponksiyonla iliskilendirildi. Ayrica, BOS 6rnek-
lerinde beyaz kan hiicre sayisi [white blood cells (WBC)] artisi, bakteri varligi, BOS/kan
glukoz orani ve protein konsantrasyonu analizleri degerlendirildi.

Menenijit ve ensefalit tani kriterleriyle uyumlu semptomlar gorilen hastalarin MSS
enfeksiyonu oldugu kabul edildi*®. Ensefalit tanisi icin 24 saatten uzun siiren ve bagka
bir nedenle aciklanmayan zihinsel durum degisikligiyle birlikte 72 saat icinde ates, yeni
baslayan nobet veya fokal nérolojik bulgu, BOS’ta WBC sayisinin > 5/mm? olmasi ve
patolojik goriintiileme bulgular veya ensefalit ile uyumlu anormal EEG bulgularindan en
az ikisinin olmasi kabul edildi. Bu calismada, 18 yasin altindaki hastalar cocuk olarak sinif-
landirildi. Bu hasta grubunda BOS analizi normal aralikta olsa bile klinik degerlendirme
bir MSS enfeksiyonu veya neonatal sepsisle uyumluysa MSS enfeksiyonu tanisi kondu.
Yenidogan, HIV tasiyicisi, hematolojik bozuklugu olan, solid organ veya hematopoetik
kok hicre nakli gecirmis veya immiin sistemi baskilayici bir tedavi goren kisiler ise im-
miindigskiin olarak kabul edildi.

Mikrobiyoloji laboratuvarinda uygulanan 6zgiin tani testleriyle tanimlanan patojenler
uzman hekim gortsiine dayal olarak hastalarin klinik 6zellikleri, goriintileme ve diger
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laboratuvar sonuclariyla uyumluysa pozitif, degilse klinik anlami belirsiz (KAB) olarak ka-
bul edildi. Hastanin mevcut klinik bulgularina dayanan bu yaklagim, testin daha dogru
bir sekilde degerlendirilmesine olanak sagladi.

Direkt Mikroskobik inceleme

BOS 6rneklerinde hiicre sayimi UF-5000 akim sitometri sistemiyle (Sysmex, Japonya)
yapildi, bakteri varligi ise Gram boyama ile degerlendirildi.

Kiltir

Tum BOS orneklerinde bakteriyel ve fungal etkenlerin varigi BD BACTEC FX40 oto-
matik kan kiltir sistemi (BD, ABD) ile arastirildi. Pozitif sinyal veren kultir siselerinden
boyali mikroskobik incelemeyle 6n degerlendirme ve kati besiyerlerine (kanl agar, cikola-
ta agar, eozin metilen mavisi ve Sabouraud dekstroz agar) ekim yapildi; ireyen koloniler
matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon ucus zamani kitle spektrometresi [matrix-
assisted laser desorption/ionisation-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS)]
(Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) ile tanimlandi. Negatif sinyal veren kultur siseleri
sadece kanl agara pasajlandi. Hastalardan es zamanli olarak kan kiltiri alindi ve ayni
sistemle degerlendirildi.

FTD Viral Menenjit PCR Paneli

Tdm BOS orneklerinde herpes simpleks virtsu (HSV) 1 ve 2, kabakulak, varisella-zos-
ter virist (VZV), enterovirusler (EV) ve parekovirliis (HPeV) viral patojenlerinin nukleik
asitleri Avrupa’da in vitro tani (CE-IVD) kullanimi icin onaylanmis olan Fast Track Di-
agnostics (FTD) multipleks RT-PCR (Fast Track Diagnostics Ltd., Likksemburg) paneliyle
haftalik olarak arastirildi. Mikroorganizmalarin niikleik asitleri, EZ1 otomatize sistemi (Qi-
agen, Almanya) ile EZ1 ve 2 virlis mini kiti v2.0 (Qiagen, Almanya) kullanilarak BOS’tan
ekstrakte edildi. Testin amplifikasyon basamagi Rotor-Gene Q analizériinde (Qiagen, Al-
manya) gerceklestirildi. Ekstraktlar Bio-Speedy paneli tarafindan test edilmek (izere -80
°C’de saklandi ve analizden 6nce herhangi bir dondurma-¢6zme déngiisii uygulanmadi.

Bio-Speedy Menenijit/Ensefalit Paneli

Bio-Speedy meningitis/encephalitis RT-PCR MX-17 paneli (Bioeksen, Turkiye) Listeria
monocytogenes, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, Haemophilus influen-
zae, Streptococcus agalactiae, Escherichia coliK1, EV ve HSV 1 ve 2, HHV-6, HHV-7, HHV-8,
HPeV, VZV, CMV ve Cryptococcus gattii/neoformans nukleik asitlerini saptayabilmektedir.
Test dokuz viral, alti bakteriyel ve iki fungal ajanin nukleik asitlerinin amplifikasyonunu
pozitif ve negatif kontrol kuyucuklarini da iceren seritlerdeki kuyucuklarda gerceklestir-
mektedir (Sekil 1). Test tek bir BOS 6rneginin analiz edilmesine olanak tanir ve 60 dakika
icinde sonuglar elde edilir. BOS 6rneklerinin ekstraktlari ve kontrollerle hazirlanan PCR ka-
risimlariyla hedeflere yonelik amplifikasyon islemi Bio-Rad CFX96 C1000 Touch Thermal
Cycler (Bio-Rad Laboratories, ABD) analizoriinde gerceklestirildi ve lreticinin tavsiyeleri-
ne gore dongu siniri [cycle threshold (Ct)] < 33 olan sigmoidal egriler pozitif kabul edildi.
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ﬁ’z.sitive

| Threshold

— Negative
Cycles

Bio-Rad CFX96 C1000 Touch Thermal Cycler

Fluorescence

2x Prime Script Mix 70 pL
Nucleic acid extract 35 pL
Totaly 105 pL

Sekil 1. Bio-Speedy menenijit/ensefalit paneli calisma diyagrami.

Bio-Speedy panelinin sonuclari, bakteriyel ve fungal etkenler i¢in konvansiyonel yon-
temlerle (Gram boyama ve kiiltiir), viral etkenler ise FTD multipleks RT-PCR paneli ile
karsilastirild.

BULGULAR

Bu calismada MSS enfeksiyonu olan hastalarin; Bio-Speedy panelle %29 (13/44)'unda,
FTD panelle %20.5 (9/44)’inde ve kiiltir yontemiyle %9.1 (4/44)’inde etiyolojik patojen
tanimlanmustir.

Calismaya alinan hastalarin cinsiyet dagihmi (erkek %52, n= 66) benzer bulunmustur.
Genel yas ortanca degeri 22.0 (aralik 0-76 yas) olup, cocuk yas grubunda (n= 60, %46.9)
ve ileri yas grubunda (50-70) (n= 33, %25.8) kiimelenme oldugu gorilmdustir. Hasta
grubunu ¢ogunlukla (%74.2) cocuk hastaliklari (n= 41, %32.0), noroloji (n= 41, %32.0)
ve enfeksiyon hastaliklari (n= 13, %10.2) birimlerinde tani ve tedavisi gerceklestirilenler
olusturmustur. BOS 6rnegi alindigi sirada, hastalarin %34.4 (44/128)' ilk secenek olarak
MSS enfeksiyonuna isaret eden klinik, gortintiileme ve laboratuvar bulgulari sergilemis-
tir. Bunlarin %52.3 (23/44)'l menenijit ve %47.7 (21/44)'si ensefalit tablosuyla uyumlu
bulunmustur (Sekil 2). Hastalarin %65.6 (84/128)'sinda ise MSS enfeksiyonu ikinci hatta
daha sonraki bir olasilik olarak diistindlmustir. Bu grubu (n= 84) azalan siklikta akut no-
rolojik tablo ve norolojik otoimmiin hastaliklar (%42.9, n= 36), MSS disindaki diger viral
veya bakteriyel enfeksiyonlar (solunum yolu enfeksiyonlari, HIV, EBV, COVID-19 veya sep-
sis) (%14.3, n=12), MSS maligniteleri (%13.1, n=11), epilepsi (%11.9, n=10), sistemik
otoimmiuin hastaliklar (%10.7, n=9) ve serebrovaskiiler olaylar (%7.1, n= 6) olusturmus-
tur. Bu calismada, beklendigi gibi, bu hastalarin hicbirinde etiyolojiden sorumlu tutulan
bir patojen saptanmamistir.
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MSS enfeksiyonu siipheli hasta sayisi

n=128
i i 1
MSS enfeksiyonu olan hasta sayisi
n= 44 (%34.4) Nérolojik semptomlari olan diger
r — ‘-——~] hasta sayisi (n= 84, %65.6)
Menenijit Ensefalit

n=23 (%52.3)| | n= 21 (%47.7) E——

| I

14 (960.9) 5 (%23.8) il
(10 bakteri, (5 virtis)
4 virls) Bu hastalarda patojen saptanmamustir.

Sekil 2. Kiiltiir, FTD panel ve Bio-Speedy panelle MSS enfeksiyonu olan hastalardan menenjit olgularinda
14 patojen, ensefalit olgularinda bes viral patojen olmak tizere 19 etken tespit edilmistir. Bio-Speedy paneli
bunlarin 13"int saptamistir.

BOS ornegi alindigi siradaki bulgularina gére uzman gorustiyle MSS enfeksiyonu tani-
st alan hastalarda tim testlerle %43.2 (19/44) oraninda etiyolojik patojen tespit edilmis
ve bunlarin dagilimi Tablo I'de sunulmustur. Bu grupta olup patojen tespit edilemeyen
iki hasta (%4.5, 2/44) olmustur.

Menenijit olgularinda (n= 23) tanimlanan 14 etiyolojik patojenden 10 (lic
S.pneumoniae, iki N.meningitidis, iki H.influenzae, bir L.monocytogenes, bir E.coli ve bir
VZV)'u Bio-Speedy paneli tarafindan tanimlanabilmistir (%43.5, 10/23). Ensefalit olgula-
rinda (n= 21) ise, bes viral patojenden lcu (iki VZV ve bir EV) Bio-Speedy paneli tarafin-
dan tanimlanabilmistir (%14.3, 3/21). Kultir ve FTD paneli sirasiyla meneniitli hastalarda
%17.4 ve %13.0, ensefalitli hastalarda ise %0.0 ve %28.6 oranlarinda etiyolojik patojen-
leri tespit etmistir.

Hastalarin BOS &rneklerinde, en yiiksek ortanca WBC sayisi (699.5/mm?3, aralik 13-
17350) ve protein konsantrasyonu (170.0 mg/dL, aralik 36-632) beklendigi gibi menen-
jit olgularinda saptanmistir (Tablo I1). WBC sayisi artmis orneklerin %94.7’sinde (18/19),
WBC sayisi normal 6rneklerin ise sadece %5.3 (1/19, VZV icin pozitif)’iinde etiyolojik
patojenler tespit edilmistir. BOS analizi normal olan ve VZV tespit edilen bu hastanin bir
hafta once sucicegi enfeksiyonu gecirme oykisii mevcuttur. Hicbir hastada etiyolojiden
sorumlu fungal etken saptanmamis ve ayni anda birden fazla viral etken tespit edilme-
mistir.

Bu calismada mikrobiyolojik tanida kullanilan yontemler karsilastinldiginda, MSS en-
feksiyonu olan hastalarin BOS 6rneklerinin %9.1 (4/44)'inin kiltirindn pozitif oldugu
gorilmustur. Bio-Speedy panel, kapsamadigi S.pyogenes disinda, tim kultlr-pozitif bak-
terileri tespit edebilmis, ek olarak kiiltiirde Gremeyen alti bakteriyi tanimlamustir. Bu bak-
terilerin Gglinin (S.pneumoniae, N.meningitidis ve H.influenzae) tespit edildigi hastalar
lomber ponksiyondan once antibiyotik tedavisi almistir.
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Tablo I. Tespit Edilen Mikroorganizmalarin Hasta Tanilarina Gére Dagilimi

Yontemler

Menenijit (n)

Norolojik
Semptomlu
Diger
Hastaliklar® (n)

Menenijit ve

Ensefalit (n) Ensefalit (n)

Bio-Speedy panel
(pozitif n= 13,
KAB= 15)

FTD panel
(pozitif n=9)

Kiiltiir (pozitif n= 4)

Toplam (pozitif n=19)

S.pneumoniae (2)

S.pneumoniae (1)
ve HHV-7* (1)

N.meningitidis (2)
H.influenzae (2)

L.monocytogenes
(1) ve CMV* (1)

E.coli (1) ve
HHV-6* (1)

VZV® (1)

Kabakulak® (3)
VZV* (1)

S.pneumoniae (1)
N.meningitidis (1)
L.monocytogenes
m
S.pyogenes (1)
a4

VZV (2) HHV-6* (1) S.pneumoniae*
Q)
Enteroviriis (1) C.gattii/ E.coli* (1)
neoformans (1)
ve CMV* (1)
CMV* (6)
HHV-6* (1)

VZV (3) - R
Enteroviriis (1)
HSV-2 (1)

(%) - -

Pozitif patojenler koyu metinle vurgulanmustir.

*: Klinik anlami belirsiz (KAB) patojenler, #: Nérolojik otoimmiin hastalik, solunum yolu enfeksiyonu, serebrovaskiiler
hastalik, sistemik otoimmiin hastalik, “: Aseptik menenjit.

VZV: Varisella zoster virlis, HSV: Herpes simpleks virlis, HHV: Human herpes viris.

Tablo Il. Merkezi Sinir Sistemi Enfeksiyonu Olan Hastalarin Beyin Omurilik Sivisi Hiicre Sayisi ve Protein
Konsantrasyonu

Norolojik Semptomlari
Olan Diger Hastalar

Menenijit (n= 23) Ensefalit (n= 21) (n= 84)
WBC*/mm? ortanca (aralik) 699.5 (13-3903) 62.0 (0-1280) 0.0 (0-450)
MNL* % 65.0 (5-96) 80.0 (0-90) 0.0 (0-95)
Protein* mg/dL ortanca (aralik) 170.0 (36-632) 22.0 (19-1351) 31.5 (6-85)

n= Sayi, WBC: Beyaz kan hiicresi, MNL: Mononiikleer [6kositler, *: Ortanca (aralik) degerleri sunulmustur.

MSS enfeksiyonu olan hastalarda FTD panel dokuz viral patojeni tespit etmis
(%20.5, 9/44) ancak Bio-Speedy paneli bunlardan besini saptayamamustir (Tablo | ve III).
Bio-Speedy panel iki 6rnekte VZV ve HSV-2 etkenlerini yanlis negatif olarak raporlamistir.
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Tablo Ill. Kullanilan Tani Yéntemleriyle Saptanan Patojenlerin Dagilimi

Bio-Speedy

FTD Panel Kiiltir Panel Toplam
Bakteriler
S.pneumoniae - 1 3 3
N.meningitidis - 1 2 2
H.influenzae - 0 2 2
L.monocytogenes - 1 1 1
E.coli K1 0 1 1
S.pyogenes - 1 - 1
Viriisler
vzv 4 - 3 4
HSV-2 1 - 0 1
Enterovirls 1 - 1 1
Kabakulak 3 - - 3
Toplam 9 4 13 19

-: ilgili yéntem veya kit bu patojeni kapsamamaktadir. VZV: Varisella zoster viriisii, HSV-2: Herpes simpleks viriis tip 2.

Diger l¢ Ornekte ise, tanimlanan etkeni (kabakulak viriisti) kapsamadigindan tespit ede-
memistir.

Bio-Speedy panelle 14 BOS 6rneginde saptanan 15 mikroorganizma [S.pneumoniae
(n=1), E.coli (n= 1), CMV (n= 8), HHV-6 (n= 3), HHV-7 (n= 1) ve C.gatti/neoformans (n=
1)] KAB olarak yorumlanmistir (Tablo I). KAB patojen saptanan 14 hastanin; dordiinde
MR goriintilemesinde multipl skleroz ile iligkilendirilen demiyelinizan plaklar, Gictinde se-
rebrovaskiiler olay, ikisinde solunum yolu enfeksiyonuna bagh febril konviilsiyon tespit
edilmistir. MSS enfeksiyonu olan iki hastada ise saptanan patojenler klinik bulgularla ilis-
kilendirilememistir. Bu 6érneklerde ortanca WBC ve protein konsantrasyonlar sirasiyla 10/
mm? (Aralik= 0-52) ve 40 mg/dL (Aralik= 19-93) olarak saptanmustir. Diger tic KAB mik-
roorganizma ise menenijitli G¢ hastada tanimlanan bakteriyel etkenlere eslik etmektedir.

Bu calismaya dahil edilen hasta grubunda, antimikrobiyal tedavi uygulamalarinin 6n-
celikli olarak klinik bulgular, radyolojik gortintiileme ve BOS analizlerine gore yonetildigi
gorulmustir. MSS enfeksiyonu disiindlen olgularda, BOS 6rnegi alindiktan hemen sonra
antimikrobiyal tedavi baglanmis ve spesifik bir etken tespit edilemese bile tedavi tamam-
lanmistir. Calisma grubunda 6zgiin tani testleri olarak kullanilan kiltir ve FTD paneli
sonuglarinin antimikrobiyal tedavi yénetimi tizerinde sinirli bir etkisi olmustur. Orn; MSS
enfeksiyonu tanisiyla antimikrobiyal tedavi baslanan 44 hasta icinde sadece VZV ve kaba-
kulak virtisi saptanan iki (%4.5) hastada antibakteriyel tedavi sonlandiriimistir.

TARTISMA

MSS enfeksiyonlarinin tanisinda yasanan zorluklar devam etmektedir. BOS biyokim-
yasal analizi ve Gram boyamasi gibi hizli konvansiyonel analizler hizli ve yol gosterici
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olsa da 6zgiin tani icin yeterli degildir. Orn; menenijit tanil kiiciik cocuklarda veya immiin
yetmezligi olan hastalarda BOS hiicre sayimi normal olabilir>*1°, MSS enfeksiyonlarinda
uygun tedavinin erken baslanmasi mortalite ve morbiditenin azaltiimasi icin kritik 5nem
tagimaktadir. Bu hastalara cogunlukla tglinct nesil sefalosporin gibi genis spektrumlu
antibiyotikler uygulanmaktadir. Ancak bu tedavi tim MSS enfeksiyonlari icin etkili ya da
gerekli olmayabilir’. Ozellikle aseptik menenijit ve ensefalit tanili hastalarda molekiiler
tanida PCR yontemiyle virlslerin aranmasi daha dogru bir yaklagimdir. Hastadan elde
edilebilen BOS miktarinin sinirl oldugu da g6z 6niline alindiginda, mevcut epidemiyolo-
jik patojenleri hedefleyen hizli, hassas, spesifik ve kapsamli panel testler 6ne ¢cikmaktadir.
Gunumizde bu gereklilikleri karsilayan Food and Drug Administration (FDA) onayl mul-
tipleks PCR panelleri bulunmaktadir. Ancak sinirli sayida olmalar ve yiiksek maliyetleri,
ozellikle gelismekte olan ulkeler basta olmak tGzere tim klinik laboratuvarlarda erisilebilir-
liklerini azaltmaktadir''. Bu calismada, tilkemizde iiretilen multipleks PCR temelli, CE IVD
(Europe in vitro diagnosis) isaretli Bio-Speedy menenjit/ensefalit RT-qgPCR MX-17 paneli,
FTD viral menenijit paneli ve kultir yontemleriyle karsilastirilarak degerlendirilmistir. Bu
calisma panelin literatlre yansiyan degerlendirilmesinin yapildigr ilk cahismadir.

Multipleks panel testler de dahil BOS 6rneklerinde patojen aranan mikrobiyolojik
testlerin klinik olarak bir MSS enfeksiyonu siiphesiyle istendigi varsayilmaktadir. Ancak
migren, konflizyon, ates, strok veya norolojik belirtilerle seyreden cesitli patolojik stirecler
test endikasyonu olabilmektedir. Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda BOS 6rneklerinde eti-
yolojik bir mikroorganizmanin arandidi stireclerde multipl skleroz, Guillain-Barre sendro-
mu veya postenfeksiydz miyelit &n tanili/tanili hastalar yer alabilirler’. Bu calismada, test
edilen BOS orneklerinin %32.0'sinin noroloji boliminden gelmis olmasi, yine érnekle-
rin %65.6 (84/128)'sinin MSS enfeksiyonunun ikinci hatta daha sonraki bir olasilik olan
hastalara ait olmasi dikkat cekicidir. Bu durum farkli merkezlerde de gérildiigiinden,
MSS enfeksiyonlarina yonelik tani testlerinin rasyonel kullaniimasina dair 6nerilere ihtiyag
duyulmaktadir. Orn; Hanson ve arkadaslari® ensefalit siiphesi durumunda gereksiz test
uygulamalarini azaltmak amaciyla BOS WBC, protein diizeyi, yas gibi 6zelliklere dayanan
Reller kriterlerini gelistirmistir.

MSS enfeksiyon etkenlerinin arastirildigi BOS 6rneklerinde etiyolojik ajanin tespit edil-
me orani olduk¢a dustiktir. Cok merkezli bir calismada, en kapsaml ve yaygin olarak
kullanilan panellerden biri olan FilmArray Menenijit/Ensefalit (ME) panelinin pozitiflik ora-
ni %8.7 olarak bildirilmistir'!. Ulkemizde monopleks PCR testleriyle yapilan bir calisma-
da %1.3 gibi cok daha diisiik pozitiflik bildirilmistir'?>. Bu calismada, MSS enfeksiyonu
siphesi olan ve patojen arastirilmasi icin laboratuvara gonderilen tim BOS &rneklerin-
de Bio-Speedy paneli %10.2 (13/128) oraninda etiyolojik patojenleri saptamistir. Bu-
nunla birlikte tim BOS orneklerinde tim yontemlerle etiyolojik patojenlerin tespit orani
%14.8 (19/128)’e yukselmistir. Test edilen hasta poptlasyonunun farkh tani gruplarini
da icermesi, pozitiflik oranlarinin diismesine neden olabilir. Bu durum, saglik kurumlarin-
da tani testlerinin maliyet etkin kullaniimasi agisindan endiselere yol acabilir. Dolayisiyla,
tani testlerinin uygulanmasinda uygun stratejilerin belirlenmesi ve dogru hasta grubunun
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secilmesi kritik 6nem tagsir. Calisma kapsaminda, uzman hekim goristyle laboratuvara
BOS oOrnegi gonderilen hastalarin %34.4 (44/128)'linde birinci olasilik olarak MSS en-
feksiyonu dusunilmistir. Bu grup dikkate alindiginda, etiyolojik patojen saptanma orani
tim yontemlerle %43.2’ye, Bio-Speedy paneliyle %29.5’e ylkselmistir. Patojen saptanan
BOS orneklerinin tamaminin (n=19) menenijit ve ensefalit tanili hastalara ait olmasi dikkat
cekmistir. Menenijit olgularinda (%60.9, 14/23) ensefalit olgularina (%23.8, 5/21) kiyasla
daha yiksek oranda etken patojen tespit edilmistir ve bu sonug 6nceki calismalarla uyum-
ludur'®'3, Bu calisma, hastanin kapsamli klinik degerlendirmesine dayanarak test isten-
mesinin yararini gostermektedir. Bu yaklasim, gereksiz testlerin 6nlenmesi ve maliyetlerin
duastrilmesi icin katki saglayabilir.

Bu calismada, bakteriyel menenijitli on hastada etiyolojik patojen tanimlanmis ancak
bunlarin sadece l¢l hem kultiir hem de Bio-Speedy paneliyle saptanabilmistir. Bio-Spe-
edy panelinde yer almayan bir patojen (S.pyogenes) yalnizca kiltiirle tanimlanabilmistir.
Bu durum, PCR testlerinin kiiltiir yontemleriyle birlikte kullaniimasinin énemini vurgula-
maktadir. Alti patojen [H.influenzae (n= 2), S.pneumoniae (n= 2), N.meningitidis (n=1) ve
E.coli (n=1)] ise yalnizca Bio-Speedy panelle tanimlanabilmistir. PCR testleri kilttir yonte-
mine kiyasla daha yliksek bir hassasiyete sahiptir. Ayrica, kiiltir ydontemi menenjite neden
olan bazi bakteriler icin uygun Gireme kosullarini saglayamayabilir. Ek olarak, BOS alinma-
dan once antibiyotik kullanimi, kiltiir-negatif PCR-pozitif BOS 6rneklerini agiklayabilir.
Calismada, Bio-Speedy paneliyle etken saptanan alti hastadan lctine BOS ornekleri alin-
madan 6nce antibiyotik tedavisi uygulanmistir. Ozellikle antibiyotik kullaniminin yiiksek
oldugu toplumlarda, kiiltiir-negatif PCR pozitif sonuglar daha fazla bildirilmistir. Onceki
calismalara benzer sekilde, bu calismada elde edilen bulgular kiltir-negatif bakteriyel
menenjit olgularinin tanisinda molekiiler yéntemlerin kritik roliinii vurgulamaktadir'#1¢,

Bio-Speedy paneli, FTD paneliyle tespit edilen dokuz viral etkenden yalnizca dordini
saptamistir. Sadece FTD paneli tarafindan saptanan bes virtisten ikisinin (VZV ve HSV-2)
yuksek Ct degerlerine sahip oldugu tespit edilmistir. Bio-Speedy panelindeki bu yanls
negatif sonuglar, orneklerin saklanmasi sirasinda niikleik asit kaybindan kaynaklanmis
olabilir. Ayrica, sadece FTD paneli tarafindan saptanan diger lic hastadaki etiyolojik etken
olan kabakulak virtisii Bio-Speedy panelinde yer almamaktadir. Bu bulgu, genis kapsamli
multipleks PCR panellerinin tani duyarliligini arttiracagina isaret etmektedir.

BOS orneklerinde bir mikroorganizmaya ait niikleik asitin saptanmasi etiyolojide roli
olan bir patojeni gosterebilir. Ancak bazen niikleik asiti saptanan mikroorganizma hasta-
Ik tablosundan sorumlu olmayabilir. Preanalitik veya analitik hatalar, kontaminasyon da
dahil olmak Uzere cesitli faktorlere bagli olarak yanlis pozitif sonuclara yol acabilir. Bircok
calismada multipleks PCR panellerinde yanlis pozitif veya dogrulanmamig sonuclar bildi-
rilmistir’”'7. Calismada, Bio-Speedy paneliyle 14 BOS &érneginde tespit edilen 15 mik-
roorganizma KAB olarak yorumlandi. KAB olarak yorumlanan sonuglar 6nceki calismalara
gore; i) S.pneumoniae, E.coli ve C.gattii/neoformans icin yanls pozitiflik, ii) CMV icin reaktif
CMV DNA tespiti veya yanlis pozitiflik, iii) Kalitsal kromozom entegre HHV-6 (iciHHV-6),
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klinigi aciklamayan HHV-6 reaktivasyonu veya yanls pozitifligi iv) Kaltsal kromozoma
entegre HHV-7 (iciHHV-7), klinigi aciklamayan HHV-7 reaktivasyonu veya yanlis pozitifligi
olarak yorumlanabilir®'7-2, S, pneumoniae multipleks PCR testlerinde bircok yanlis pozitif
sonugtan sorumludur®'!. Bu bakterinin yalanci pozitifliginin BOS érneginin alinmasi ya da
testin calisiimasi esnasindaki bir kontaminasyona bagl olabilecegdi gibi, hastanin solunum
yollarindaki bakteri niikleik asidinin kan dolagimiyla MSS’ye tasinmasi sonucu da olabilece-
gi 6ne siiriilmektedir'®. Calismamizda KAB patojenlerin cogu beklendigi gibi herpes viriis-
tir'”. CMV latent bir herpes viriistiir ve genellikle immiin yetmezligi olan hastalarda en-
sefalit tablosuna neden olabilir. Ancak akut enfeksiyon veya aktif replikasyon olmadan da
disuk diizeylerde plazmada bulunabilir ve I6kositler icinde BOS’a tasinabilir. Bu nedenle,
BOS’ta CMV DNA saptanmasi sadece ensefalit gostergesi olarak yorumlanamaz. Bu has-
talarda es zamanl olarak BOS ve plazma orneginde CMV DNA kantitasyonu yol gosterici
olabilir?'. Calismada CMV cogunlukla MSS enfeksiyonunu dislamak amaciyla génderilen
orneklerde tespit edilmistir. HHV-6 ve HHV-7, cocukluk cag atesli hastalik nedenlerinden-
dir ve konvdlsiyonlara neden olabilmektedir. HHV-6 6zellikle cocuklarda altinci hastalik
sirasinda BOS’ta saptanabilmektedir. Ayrica HHV-6 konak hiicre kromozomuna da entegre
olabildiginden PCR ile plazma ya da BOS’ta yuksek kopya sayilarinda saptandiginda bile
kromozoma entegrasyon dislanamaz. Dolayisiyla bu virlsler de ensefalit tablosuyla iligkili
olmadan BOS’ta saptanabilir. Ayirici tani icin klinik bulgularin degerlendirilmesi, BOS ve
kanda viral yukin olctilmesi veya kromozomal entegrasyonun gosterilmesi 6ne ¢ikmak-
tadir'”. Aysinoglu ve arkadaslari 2017 yilinda yayimlanan genis capli arastirmalarinda??
tim yas gruplarinin BOS orneklerinde %1.1 HHV-6, %3.3 CMV saptamuglardir. Torln ve
arkadaslari 2021 yilinda yayimlanan ¢ok merkezli calismalarinda® ensefalitli cocuklarin
%22.0'sinde HHV-6, %10.0’'unda HHV-7 ve %6.0'sinda CMV tespit etmislerdir. Son yillar-
da, multipleks PCR panellerine bu virlslerin dahil edilmesi saptanma sikliklarinin artmasina
katkida bulunmustur. Daha 6nceki calismalarla uyumlu olarak bu calismada HHV-6 ve 7
sadece cocuk hastalarda tespit edilmistir. Ancak bu latent viral etkenlerin klinik anlamlari
hakkinda yeni bulgular gereklidir'”-8.

MSS enfeksiyonlari tanisinda kullanilan multipleks PCR panellerinden, 6zgln tedavi
seciminde kritik yarar saglamalarinin yaninda gereksiz antibiyotik ve antiviral kullanimini
azaltmalari beklenmektedir. Erken donemde, etiyolojide bakteriyel ve viral patojenler ayirt
edilemediginde antibakteriyel tedavi baslansa bile, erken kesilmesini saglama potansiyel-
leri konvansiyonel yéntemlere gére bir avantaj olarak gériilmektedir*>. Ancak merkezimiz-
de kiiltir yontemiyle birlikte kullanilan FTD panel sonuglari antimikrobiyal protokolleri na-
diren etkilemis, sadece VZV ve kabakulak virlisu saptanan iki hastada (%4.5) antibakteriyel
tedavi sonlandinimistir. Uygun tedavi edilmeyen MSS enfeksiyonlarinin morbidite ve mor-
talitesinin yuksek olmasinin yani sira, mevcut yontemlerle hastalarin sadece bir kisminda
0zglin tani saglanarak etkenin belirlenebilmesi bu durumu aciklayabilir. Bunun yaninda,
merkezimizde FTD panelinin orneklerin biriktirilerek haftada bir calisiimasi nedeniyle so-
nuclarin gecikmis olmasi da etken olabilir. Birka¢ saat icinde sonug veren hizli ve kapsamli
multipleks tani panelleri hastalarin yonetilmesinde zaman ve kaynak tasarrufu saglayabilir.
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Bu calismada, MSS enfeksiyonu olan hastalarin %56.8’inde kullanilan tim yontem-
lerle herhangi bir etken tespit edilememistir, bu durum secilmis olgularda patojen tanim-
lamaya yonelik ileri molekiiler ydntemlere gereksinim oldugunu géstermektedir?®. Son
donemlerdeki iklim ve yasam kosullarinin degisimi, viral ensefalit cesitliliginin artmasina
neden olmus ve etkenlerin tanimlanmasinda yeni ve ileri ydntemler nem kazanmustir'”.

Hasta sayisinin distik olmasi nedeniyle buylk 6lcekte guivenilir sonuglar ¢ikarilamamis
olmasi bu calismanin dnemli bir sinirlamasidir. Ayrica, kullanilan testler arasinda bire bir
uyum olmamasi degerlendirme ve istatistiksel analizi zorlagtirmistir. Bu nedenle Bio-Speedy
menenijit/ensefalit RT-qPCR MX-17 paneli icin cok merkezli calismalara gereksinim vardir.

Sonug olarak Bio-Speedy paneli, uzman gorusiiyle MSS enfeksiyonu oldugu belirle-
nen hastalarda FTD ve kultirle karsilastirldiginda daha yiiksek oranda etiyolojik patojen
saptamistir. Tani testlerinin istemlerinin hastalarin klinik degerlendirmesi ve erken dénem
BOS analizlerine dayali algoritmalara gore yapilmasi, MSS enfeksiyonlarinin yonetiminde
daha dogru ve maliyet etkin bir yaklasim saglayabilir. Molekdiler yontemlerle tespit edilen
patojenlerin klinik anlami hasta 6zelliklerine gore degisebilir ve bu alanda yeni calismalar
gereklidir.
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