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ÖZ

Merkezi sinir sistemi (MSS) enfeksiyonları doğru tanı ve tedavi sağlanamadığında ciddi sonuçlara ne-
den olabilmektedir. Olası etiyolojik patojenlerin geniş spektrumu MSS enfeksiyonlarının tanısını zorlaştır-
maktadır. Polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase chain reaction (PCR)] tabanlı multipleks moleküler tanı 
panelleri, beyin omurilik sıvısı (BOS)’ndan birçok farklı patojeni kısa sürede ve aynı anda tanımlayabilmek-
tedir. Bu çalışmada, MSS enfeksiyonlarının tanısında yeni bir multipleks PCR testi olan Bio-Speedy Menin-
gitis/Encephalitis RT-PCR MX-17 panelinin (Bioeksen, İstanbul, Türkiye) değerlendirilmesi amaçlanmıştır. 
Bu panel, BOS örneklerinden olası MSS patojenlerinin [Escherichia coli K1, Haemophilus influenzae, Listeria 
monocytogenes, Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus agalactiae, enterovirüsler 
(EV), herpes simpleks virüs (HSV) tip 1 ve 2, HHV-6, HHV-7, HHV-8, insan parekovirüsü (HPeV), varisella 
zoster virüs (VZV), sitomegalovirüs (CMV) ve Cryptococcus gatti/neoformans] hızlı (< 1 saat) biçimde eş 
zamanlı olarak tespit edilmesini amaçlamaktadır. Bu retrospektif çalışmaya MSS enfeksiyonu etkenlerinin 
aranması için Bursa Uludağ Üniversitesi Sağlık Uygulama ve Araştırma Merkezi Mikrobiyoloji Laboratu-
varına Haziran 2022-Temmuz 2023 tarihleri arasında gönderilen 128 hastaya ait 128 BOS örneği dahil 
edilmiştir. Hastaların klinik, radyolojik ve laboratuvar verileri Hastane Bilgi Kayıt Sistemi (HBKS)’nden elde 
edilmiştir. BOS örnekleri ilk olarak biyokimyasal özellikleri ve hücre varlığı açısından analiz edilmiş ve Gram 
boyama yöntemiyle değerlendirilmiştir. Olası bakteriyel ve fungal etkenlere yönelik kültür yöntemi uygu-
lanmıştır. FTD viral menenjit kiti (Fast Track Diagnostics Ltd, Lüksemburg) ile viral etkenler (HSV 1-2, VZV, 
EV, kabakulak, HPeV) araştırılmıştır. Saklanan BOS örnekleri daha sonra Bio-Speedy panelle test edilmiş, 
kültür ve FTD panel ile sonuçlar karşılaştırılmıştır. Hastaların klinik bulguları, mevcut diğer hastalıkları, rad-
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yolojik görüntüleme ve BOS analizleri uzman hekim görüşüne dayanarak değerlendirilmiş; mikrobiyolojik 
testlerle tanımlanan patojenler bu verilerle destekleniyorsa pozitif, desteklenmiyorsa klinik anlamı belirsiz 
(KAB) olarak yorumlanmıştır. MSS enfeksiyonu şüphesiyle BOS örneklerinde patojen varlığı araştırılan 128 
hastanın 44 (%34.4)’üne MSS enfeksiyonu tanısı konulmuştur. Tüm tanı yöntemleriyle hastaların %43.2 
(19/44)’sinde etiyolojik patojen tespit edilmiştir. Bio-Speedy paneli hastaların %29.5 (13/44)’inde pato-
jen tespit etmiş, bunu FTD paneli (%20.5, 9/44) ve kültür (%9.1, 4/44) izlemiştir. Kültür yöntemiyle dört 
bakteri tanımlanmış, bunlardan üçü Bio-Speedy paneliyle de saptanmıştır. Ek olarak, Bio-Speedy paneli 
kültürle tespit edilemeyen altı etiyolojik bakteri daha tanımlamıştır. FTD paneli dokuz virüs tespit etmiş, 
bunlardan dördü Bio-Speedy paneliyle de tanımlanmıştır. Bio-Speedy paneli dokuz bakteri ve dört virüs 
olmak üzere 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)]’ünü tespit edebilmiştir. Bio-Speedy panelinin 
saptadığı 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 edilmiştir. MSS enfeksiyonu olan hastalarda etken patojenleri 
en yüksek oranda (%29.5) Bio-Speedy panel tespit etmiştir. MSS enfeksiyonlarında geniş kapsamlı pa-
nellerin, mümkünse birden fazla test veya yöntemin birlikte kullanılması, ayrıca sonuçların klinik ve diğer 
laboratuvar verileriyle birlikte yorumlanmasının tanısal doğruluğu arttıracağı düşünülmüştür.

Anahtar kelimeler: Bio-Speedy; multipleks PCR; menenjit; 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, İstanbul, Türkiye), 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 Uludağ 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.

GİRİŞ

Merkezi sinir sistemi (MSS) enfeksiyonları, etkili tedavi için hızlı ve doğru tanı gerek-
tiren ve yaşamı tehdit eden ciddi hastalıklardır. MSS enfeksiyonlarının tanısı enfeksiyöz 
ve enfeksiyöz olmayan nedenlerin örtüşen klinik bulguları nedeniyle oldukça güçtür1. 
Bununla birlikte çok çeşitli patojenlerin etken olma olasılığı, hem mikrobiyologlar hem 
de klinisyenler için ayırıcı tanıyı zorlaştırmaktadır. Menenjit ve ensefalit en yaygın görülen 
MSS enfeksiyonu tablosudur ve hastaların %40 ile 60’ında özgün tanı sağlanamayabilir2.

MSS enfeksiyonlarında beyin omurilik sıvısı (BOS) analizleri tanı için esastır. Ancak 
BOS örneğinin elde edilmesi zordur. Bazı olgularda birden fazla BOS örneğinin alınma-
sı gerekebilir. MSS enfeksiyonlarının mikrobiyolojik tanısında geleneksel yöntemler olan 
kültür ve mikroskobik inceleme yaygın olarak kullanılmaktadır. Ancak bu yöntemler du-
yarlılık, özgüllük ve sonuç verme süresi açısından sınırlamalara sahiptir1,2. Moleküler test-
ler MSS enfeksiyonlarında hızlı ve duyarlı tanı sağlamalarıyla avantaj sağlamıştır. 

Moleküler tanı testleri özellikle MSS enfeksiyonlarına neden olan virüslerin ve kültür-
de güç üreyen bakteriyel patojenlerin tanımlanmasında ciddi bir iyileşme sağlamıştır. 
Bu testler hastalara klinik yararlılıklarının yanında; ek test gereksinimini, hastanede kalış 
süresini ve tedavi maliyetini azaltma potansiyeline sahiptir. Özellikle gerçek zamanlı po-
limeraz zincir reaksiyonu [real-time polymerase chain reaction (Rt-PCR)] yöntemi duyarlı 
ve güvenilir sonuç sağlama başarısı nedeniyle öne çıkmış ve birçok sağlık merkezinde 
yaygın şekilde kullanılmaya başlanmıştır3.

Monopleks, multipleks veya sendromik panel şeklinde tasarlanan Rt-PCR tanı test-
lerinin başarı oranları kapsamına ve kullanılan teknolojiye göre değişkenlik gösterebilir. 
Multipleks veya sendromik paneller olası bakteriyel, viral hatta fungal patojenleri hızlı ve 
eş zamanlı saptama imkanı sağlayabilir. Panel testler tanı için gereken çabayı ve gereksiz 
tedavi uygulamalarını azaltabilir. Sonuçların kolay ve objektif olarak elde edilebilir olması 
bu testlerin bir diğer avantajıdır. Ancak mevcut moleküler tanı panellerinin duyarlılık, 
özgüllük, kapsadıkları patojenler açısından farklılıklar göstermesi ve maliyetlerinin yüksek 
olması olumsuz yanlarıdır. Üstelik bazı nöropatojenler (Örn.; Treponema pallidum, Myco-
bacterium tuberculosis, Epstein-Barr virüs ve arbovirüsler) bu testlerin saptamayı hedefle-
diği patojenler arasında yer almamaktadır4. Kullanılan tanı panelinin olası etkenleri büyük 
ölçüde kapsaması yalancı negatif sonuçların azaltılması açısından önem taşımaktadır. Bu-
nunla birlikte, bir patojene ait nükleik asitin BOS’ta saptanması, hastaya veya patojene 
bağlı olarak klinik açıdan her zaman anlamlı olmayabilir2-4. 

MSS enfeksiyonlarının tanısında kullanılmak üzere tasarlanan moleküler temelli panel 
testlerin sayısı giderek artmaktadır. Bu testler için kapsamlı analitik ve klinik doğrulama 
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çalışmalarına ihtiyaç vardır. Ancak BOS örneklerinin elde edilmesinin zor olmasının ya-
nında, kanıt oluşturabilecek pozitif örnek sayısının da oldukça sınırlı olması kapsamlı ve 
güvenilir analizleri zorlaştırmaktadır. 

Bu çalışmada, yakın zamanda kullanıma sunulan Bio-Speedy Menenjit/Ensefalit RT-
qPCR MX-17 panelinin (Bioeksen, İstanbul, Türkiye) değerlendirilmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Bu çalışma Bursa Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi Girişimsel Olmayan Klinik Araştır-
malar Etik Kurulu tarafından (Tarih: 11 Nisan 2023 ve Karar no: 2023-7/11) onaylandı.

Çalışma Tasarımı ve Katılımcılar

Bu retrospektif çalışma, 898 yataklı Bursa Uludağ Üniversitesi Sağlık Uygulama ve 
Araştırma Merkezinde gerçekleştirildi. Haziran 2022 ve Mayıs 2023 tarihleri arasındaki bir 
yıllık sürede MSS enfeksiyonu şüphesi olan hastalardan alınan ve olası enfeksiyon etken-
lerinin saptanması için test edilen 128 BOS örneği çalışmaya dahil edildi. Her hastadan 
sadece bir örnek alındı. Hastaların demografik, klinik, radyolojik ve laboratuvar verileri 
Hastane Bilgi Yönetim Sistemi (HBYS) elektronik kayıtlarından elde edildi.

Biri çocuk sağlığı ve hastalıkları ve biri enfeksiyon hastalıkları olmak üzere iki uzman 
hekim hastaların HBYS’den elde edilen özelliklerini değerlendirdi. Değerlendirme baş ağ-
rısı, ateş, bulantı-kusma, mental durum değişikliği, fokal nörolojik defisit, nöbet, ense 
sertliği, döküntü, bağışıklık durumu ve eşlik eden diğer hastalıklar gibi klinik bulgula-
rı içermekteydi. Manyetik rezonans görüntüleme (MRG), bilgisayarlı tomografi (BT) ve 
elektroensefalografi (EEG) gibi tanısal görüntüleme tekniklerinde patolojik bulgu olup 
olmadığı incelendi. MSS görüntülemelerinde kanamayı destekleyen bulgu yoksa BOS’ta 
yüksek eritrosit sayısı, travmatize lomber ponksiyonla ilişkilendirildi. Ayrıca, BOS örnek-
lerinde beyaz kan hücre sayısı [white blood cells (WBC)] artışı, bakteri varlığı, BOS/kan 
glukoz oranı ve protein konsantrasyonu analizleri değerlendirildi. 

Menenjit ve ensefalit tanı kriterleriyle uyumlu semptomlar görülen hastaların MSS 
enfeksiyonu olduğu kabul edildi5-9. Ensefalit tanısı için 24 saatten uzun süren ve başka 
bir nedenle açıklanmayan zihinsel durum değişikliğiyle birlikte 72 saat içinde ateş, yeni 
başlayan nöbet veya fokal nörolojik bulgu, BOS’ta WBC sayısının > 5/mm3 olması ve 
patolojik görüntüleme bulguları veya ensefalit ile uyumlu anormal EEG bulgularından en 
az ikisinin olması kabul edildi. Bu çalışmada, 18 yaşın altındaki hastalar çocuk olarak sınıf-
landırıldı. Bu hasta grubunda BOS analizi normal aralıkta olsa bile klinik değerlendirme 
bir MSS enfeksiyonu veya neonatal sepsisle uyumluysa MSS enfeksiyonu tanısı kondu. 
Yenidoğan, HIV taşıyıcısı, hematolojik bozukluğu olan, solid organ veya hematopoetik 
kök hücre nakli geçirmiş veya immün sistemi baskılayıcı bir tedavi gören kişiler ise im-
mündüşkün olarak kabul edildi.

Mikrobiyoloji laboratuvarında uygulanan özgün tanı testleriyle tanımlanan patojenler 
uzman hekim görüşüne dayalı olarak hastaların klinik özellikleri, görüntüleme ve diğer 
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laboratuvar sonuçlarıyla uyumluysa pozitif, değilse klinik anlamı belirsiz (KAB) olarak ka-
bul edildi. Hastanın mevcut klinik bulgularına dayanan bu yaklaşım, testin daha doğru 
bir şekilde değerlendirilmesine olanak sağladı. 

Direkt Mikroskobik İnceleme

BOS örneklerinde hücre sayımı UF-5000 akım sitometri sistemiyle (Sysmex, Japonya) 
yapıldı, bakteri varlığı ise Gram boyama ile değerlendirildi. 

Kültür

Tüm BOS örneklerinde bakteriyel ve fungal etkenlerin varlığı BD BACTEC FX40 oto-
matik kan kültür sistemi (BD, ABD) ile araştırıldı. Pozitif sinyal veren kültür şişelerinden 
boyalı mikroskobik incelemeyle ön değerlendirme ve katı besiyerlerine (kanlı agar, çikola-
ta agar, eozin metilen mavisi ve Sabouraud dekstroz agar) ekim yapıldı; üreyen koloniler 
matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon uçuş zamanı kütle spektrometresi [matrix-
assisted laser desorption/ionisation-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS)] 
(Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) ile tanımlandı. Negatif sinyal veren kültür şişeleri 
sadece kanlı agara pasajlandı. Hastalardan eş zamanlı olarak kan kültürü alındı ve aynı 
sistemle değerlendirildi.

FTD Viral Menenjit PCR Paneli

Tüm BOS örneklerinde herpes simpleks virüsü (HSV) 1 ve 2, kabakulak, varisella-zos-
ter virüsü (VZV), enterovirüsler (EV) ve parekovirüs (HPeV) viral patojenlerinin nükleik 
asitleri Avrupa’da in vitro tanı (CE-IVD) kullanımı için onaylanmış olan Fast Track Di-
agnostics (FTD) multipleks RT-PCR (Fast Track Diagnostics Ltd., Lüksemburg) paneliyle 
haftalık olarak araştırıldı. Mikroorganizmaların nükleik asitleri, EZ1 otomatize sistemi (Qi-
agen, Almanya) ile EZ1 ve 2 virüs mini kiti v2.0 (Qiagen, Almanya) kullanılarak BOS’tan 
ekstrakte edildi. Testin amplifikasyon basamağı Rotor-Gene Q analizöründe (Qiagen, Al-
manya) gerçekleştirildi. Ekstraktlar Bio-Speedy paneli tarafından test edilmek üzere -80 
˚C’de saklandı ve analizden önce herhangi bir dondurma-çözme döngüsü uygulanmadı.

Bio-Speedy Menenjit/Ensefalit Paneli

Bio-Speedy meningitis/encephalitis RT-PCR MX-17 paneli (Bioeksen, Türkiye) Listeria 
monocytogenes, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, Haemophilus influen-
zae, Streptococcus agalactiae, Escherichia coli K1, EV ve HSV 1 ve 2, HHV-6, HHV-7, HHV-8, 
HPeV, VZV, CMV ve Cryptococcus gattii/neoformans nükleik asitlerini saptayabilmektedir. 
Test dokuz viral, altı bakteriyel ve iki fungal ajanın nükleik asitlerinin amplifikasyonunu 
pozitif ve negatif kontrol kuyucuklarını da içeren şeritlerdeki kuyucuklarda gerçekleştir-
mektedir (Şekil 1). Test tek bir BOS örneğinin analiz edilmesine olanak tanır ve 60 dakika 
içinde sonuçlar elde edilir. BOS örneklerinin ekstraktları ve kontrollerle hazırlanan PCR ka-
rışımlarıyla hedeflere yönelik amplifikasyon işlemi Bio-Rad CFX96 C1000 Touch Thermal 
Cycler (Bio-Rad Laboratories, ABD) analizöründe gerçekleştirildi ve üreticinin tavsiyeleri-
ne göre döngü sınırı [cycle threshold (Ct)] ≤ 33 olan sigmoidal eğriler pozitif kabul edildi.
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Bio-Speedy panelinin sonuçları, bakteriyel ve fungal etkenler için konvansiyonel yön-
temlerle (Gram boyama ve kültür), viral etkenler ise FTD multipleks RT-PCR paneli ile 
karşılaştırıldı.

BULGULAR 

Bu çalışmada MSS enfeksiyonu olan hastaların; Bio-Speedy panelle %29 (13/44)’unda, 
FTD panelle %20.5 (9/44)’inde ve kültür yöntemiyle %9.1 (4/44)’inde etiyolojik patojen 
tanımlanmıştır.

Çalışmaya alınan hastaların cinsiyet dağılımı (erkek %52, n= 66) benzer bulunmuştur. 
Genel yaş ortanca değeri 22.0 (aralık 0-76 yaş) olup, çocuk yaş grubunda (n= 60, %46.9) 
ve ileri yaş grubunda (50-70) (n= 33, %25.8) kümelenme olduğu görülmüştür. Hasta 
grubunu çoğunlukla (%74.2) çocuk hastalıkları (n= 41, %32.0), nöroloji (n= 41, %32.0) 
ve enfeksiyon hastalıkları (n= 13, %10.2) birimlerinde tanı ve tedavisi gerçekleştirilenler 
oluşturmuştur. BOS örneği alındığı sırada, hastaların %34.4 (44/128)’ü ilk seçenek olarak 
MSS enfeksiyonuna işaret eden klinik, görüntüleme ve laboratuvar bulguları sergilemiş-
tir. Bunların %52.3 (23/44)’ü menenjit ve %47.7 (21/44)’si ensefalit tablosuyla uyumlu 
bulunmuştur (Şekil 2). Hastaların %65.6 (84/128)’sında ise MSS enfeksiyonu ikinci hatta 
daha sonraki bir olasılık olarak düşünülmüştür. Bu grubu (n= 84) azalan sıklıkta akut nö-
rolojik tablo ve nörolojik otoimmün hastalıklar (%42.9, n= 36), MSS dışındaki diğer viral 
veya bakteriyel enfeksiyonlar (solunum yolu enfeksiyonları, HIV, EBV, COVID-19 veya sep-
sis) (%14.3, n= 12), MSS maligniteleri (%13.1, n= 11), epilepsi (%11.9, n= 10), sistemik 
otoimmün hastalıklar (%10.7, n= 9) ve serebrovasküler olaylar (%7.1, n= 6) oluşturmuş-
tur. Bu çalışmada, beklendiği gibi, bu hastaların hiçbirinde etiyolojiden sorumlu tutulan 
bir patojen saptanmamıştır.

Şekil 1. Bio-Speedy menenjit/ensefalit paneli çalışma diyagramı.

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

Bio-Rad CFX96 C1000 Touch Thermal Cycler

Positive

Negative

Threshold

Fl
uo

re
sc

en
ce

Cycles

15 µL
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BOS örneği alındığı sıradaki bulgularına göre uzman görüşüyle MSS enfeksiyonu tanı-
sı alan hastalarda tüm testlerle %43.2 (19/44) oranında etiyolojik patojen tespit edilmiş 
ve bunların dağılımı Tablo I’de sunulmuştur. Bu grupta olup patojen tespit edilemeyen 
iki hasta (%4.5, 2/44) ölmüştür.

Menenjit olgularında (n= 23) tanımlanan 14 etiyolojik patojenden 10 (üç 
S.pneumoniae, iki N.meningitidis, iki H.influenzae, bir L.monocytogenes, bir E.coli ve bir 
VZV)’u Bio-Speedy paneli tarafından tanımlanabilmiştir (%43.5, 10/23). Ensefalit olgula-
rında (n= 21) ise, beş viral patojenden üçü (iki VZV ve bir EV) Bio-Speedy paneli tarafın-
dan tanımlanabilmiştir (%14.3, 3/21). Kültür ve FTD paneli sırasıyla menenjitli hastalarda 
%17.4 ve %13.0, ensefalitli hastalarda ise %0.0 ve %28.6 oranlarında etiyolojik patojen-
leri tespit etmiştir.

Hastaların BOS örneklerinde, en yüksek ortanca WBC sayısı (699.5/mm3, aralık 13-
17350) ve protein konsantrasyonu (170.0 mg/dL, aralık 36-632) beklendiği gibi menen-
jit olgularında saptanmıştır (Tablo II). WBC sayısı artmış örneklerin %94.7’sinde (18/19), 
WBC sayısı normal örneklerin ise sadece %5.3 (1/19, VZV için pozitif)’ünde etiyolojik 
patojenler tespit edilmiştir. BOS analizi normal olan ve VZV tespit edilen bu hastanın bir 
hafta önce suçiçeği enfeksiyonu geçirme öyküsü mevcuttur. Hiçbir hastada etiyolojiden 
sorumlu fungal etken saptanmamış ve aynı anda birden fazla viral etken tespit edilme-
miştir.

Bu çalışmada mikrobiyolojik tanıda kullanılan yöntemler karşılaştırıldığında, MSS en-
feksiyonu olan hastaların BOS örneklerinin %9.1 (4/44)’inin kültürünün pozitif olduğu 
görülmüştür. Bio-Speedy panel, kapsamadığı S.pyogenes dışında, tüm kültür-pozitif bak-
terileri tespit edebilmiş, ek olarak kültürde üremeyen altı bakteriyi tanımlamıştır. Bu bak-
terilerin üçünün (S.pneumoniae, N.meningitidis ve H.influenzae) tespit edildiği hastalar 
lomber ponksiyondan önce antibiyotik tedavisi almıştır.

Şekil 2. Kültür, FTD panel ve Bio-Speedy panelle MSS enfeksiyonu olan hastalardan menenjit olgularında 
14 patojen, ensefalit olgularında beş viral patojen olmak üzere 19 etken tespit edilmiştir. Bio-Speedy paneli 
bunların 13’ünü saptamıştır.

MSS enfeksiyonu şüpheli hasta sayısı  
n= 128

MSS enfeksiyonu olan hasta sayısı  
n= 44 (%34.4) Nörolojik semptomları olan diğer 

hasta sayısı (n= 84, %65.6)

Bu hastalarda patojen saptanmamıştır.

Menenjit 
n= 23 (%52.3)

Ensefalit 
n= 21 (%47.7)

14 (%60.9)
(10 bakteri,  

4 virüs)

5 (%23.8)
(5 virüs)
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MSS enfeksiyonu olan hastalarda FTD panel dokuz viral patojeni tespit etmiş  
(%20.5, 9/44) ancak Bio-Speedy paneli bunlardan beşini saptayamamıştır (Tablo I ve III).  
Bio-Speedy panel iki örnekte VZV ve HSV-2 etkenlerini yanlış negatif olarak raporlamıştır. 

Tablo I. Tespit Edilen Mikroorganizmaların Hasta Tanılarına Göre Dağılımı

Yöntemler Menenjit (n) Ensefalit (n)
Menenjit ve 
Ensefalit (n)

Nörolojik 
Semptomlu 

Diğer 
Hastalıklarβ (n)

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

S.pneumoniae (2) VZV (2) HHV-6* (1) S.pneumoniae* 
(1)

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

Enterovirüs (1) C.gattii/
neoformans (1) 
ve CMV* (1)

E.coli* (1)

N.meningitidis (2) CMV* (6)

H.influenzae (2) HHV-6* (1)

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

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

VZVα (1)

FTD panel  
(pozitif n= 9)

Kabakulakα (3) 
VZVα (1)

VZV (3) - -

Enterovirüs (1)

HSV-2 (1)

Kültür (pozitif n= 4)

S.pneumoniae (1) - -

N.meningitidis (1)

L.monocytogenes 
(1)

S.pyogenes (1)

Toplam (pozitif n= 19) (14) (5) - -

Pozitif patojenler koyu metinle vurgulanmıştır. 

*: Klinik anlamı belirsiz (KAB) patojenler, β: Nörolojik otoimmün hastalık, solunum yolu enfeksiyonu, serebrovasküler 
hastalık, sistemik otoimmün hastalık, α: Aseptik menenjit. 

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

Tablo II. Merkezi Sinir Sistemi Enfeksiyonu Olan Hastaların Beyin Omurilik Sıvısı Hücre Sayısı ve Protein 
Konsantrasyonu

Menenjit (n= 23) Ensefalit (n= 21)

Nörolojik Semptomları 
Olan Diğer Hastalar  

(n= 84)

WBC*/mm3 ortanca (aralık) 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 (aralık) 170.0 (36-632)  22.0 (19-1351) 31.5 (6-85)

n= Sayı, WBC: Beyaz kan hücresi, MNL: Mononükleer lökositler, *: Ortanca (aralık) değerleri sunulmuştur.
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Diğer üç örnekte ise, tanımlanan etkeni (kabakulak virüsü) kapsamadığından tespit ede-
memiştir.

Bio-Speedy panelle 14 BOS örneğinde 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 yorumlanmıştır (Tablo I). KAB patojen saptanan 14 hastanın; dördünde 
MR görüntülemesinde multipl skleroz ile ilişkilendirilen demiyelinizan plaklar, üçünde se-
rebrovasküler olay, ikisinde solunum yolu enfeksiyonuna bağlı febril konvülsiyon tespit 
edilmiştir. MSS enfeksiyonu olan iki hastada ise saptanan patojenler klinik bulgularla iliş-
kilendirilememiştir. Bu örneklerde ortanca WBC ve protein konsantrasyonları sırasıyla 10/
mm3 (Aralık= 0-52) ve 40 mg/dL (Aralık= 19-93) olarak saptanmıştır. Diğer üç KAB mik-
roorganizma ise menenjitli üç hastada tanımlanan bakteriyel etkenlere eşlik etmektedir. 

Bu çalışmaya dahil edilen hasta grubunda, antimikrobiyal tedavi uygulamalarının ön-
celikli olarak klinik bulgular, radyolojik görüntüleme ve BOS analizlerine göre yönetildiği 
görülmüştür. MSS enfeksiyonu düşünülen olgularda, BOS örneği alındıktan hemen sonra 
antimikrobiyal tedavi başlanmış ve spesifik bir etken tespit edilemese bile tedavi tamam-
lanmıştır. Çalışma grubunda özgün tanı testleri olarak kullanılan kültür ve FTD paneli 
sonuçlarının antimikrobiyal tedavi yönetimi üzerinde sınırlı bir etkisi olmuştur. Örn; MSS 
enfeksiyonu tanısıyla antimikrobiyal tedavi başlanan 44 hasta içinde sadece VZV ve kaba-
kulak virüsü saptanan iki (%4.5) hastada antibakteriyel tedavi sonlandırılmıştır.

TARTIŞMA

MSS enfeksiyonlarının tanısında yaşanan zorluklar devam etmektedir. BOS biyokim-
yasal analizi ve Gram boyaması gibi hızlı konvansiyonel analizler hızlı ve yol gösterici  

Tablo III. Kullanılan Tanı Yöntemleriyle Saptanan Patojenlerin Dağılımı

FTD Panel Kültür
Bio-Speedy 

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

Virüsler

VZV 4 - 3 4

HSV-2 1 - 0 1

Enterovirüs 1 - 1 1

Kabakulak 3 - - 3

Toplam 9 4 13 19

-: İlgili yöntem veya kit bu patojeni kapsamamaktadır. VZV: Varisella zoster virüsü, HSV-2: Herpes simpleks virüs tip 2.
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olsa da özgün tanı için yeterli değildir. Örn; menenjit tanılı küçük çocuklarda veya immün 
yetmezliği olan hastalarda BOS hücre sayımı normal olabilir2,4,10. MSS enfeksiyonlarında 
uygun tedavinin erken başlanması mortalite ve morbiditenin azaltılması için kritik önem 
taşımaktadır. Bu hastalara çoğunlukla üçüncü nesil sefalosporin gibi geniş spektrumlu 
antibiyotikler uygulanmaktadır. Ancak bu tedavi tüm MSS enfeksiyonları için etkili ya da 
gerekli olmayabilir5. Özellikle aseptik menenjit ve ensefalit tanılı hastalarda moleküler 
tanıda PCR yöntemiyle virüslerin aranması daha doğru bir yaklaşımdır. Hastadan elde 
edilebilen BOS miktarının sınırlı olduğu da göz önüne alındığında, mevcut epidemiyolo-
jik patojenleri hedefleyen hızlı, hassas, spesifik ve kapsamlı panel testler öne çıkmaktadır. 
Günümüzde bu gereklilikleri karşılayan Food and Drug Administration (FDA) onaylı mul-
tipleks PCR panelleri bulunmaktadır. Ancak sınırlı sayıda olmaları ve yüksek maliyetleri, 
özellikle gelişmekte olan ülkeler başta olmak üzere tüm klinik laboratuvarlarda erişilebilir-
liklerini azaltmaktadır11. Bu çalışmada, ülkemizde üretilen multipleks PCR temelli, CE IVD 
(Europe in vitro diagnosis) işaretli Bio-Speedy menenjit/ensefalit RT-qPCR MX-17 paneli, 
FTD viral menenjit paneli ve kültür yöntemleriyle karşılaştırılarak değerlendirilmiştir. Bu 
çalışma panelin literatüre yansıyan değerlendirilmesinin yapıldığı ilk çalışmadır.

Multipleks panel testler de dahil BOS örneklerinde patojen aranan mikrobiyolojik 
testlerin klinik olarak bir MSS enfeksiyonu şüphesiyle istendiği varsayılmaktadır. Ancak 
migren, konfüzyon, ateş, strok veya nörolojik belirtilerle seyreden çeşitli patolojik süreçler 
test endikasyonu olabilmektedir. Mikrobiyoloji laboratuvarlarında BOS örneklerinde eti-
yolojik bir mikroorganizmanın arandığı süreçlerde multipl skleroz, Guillain-Barre sendro-
mu veya postenfeksiyöz miyelit ön tanılı/tanılı hastalar yer alabilirler9. Bu çalışmada, test 
edilen BOS örneklerinin %32.0’sinin nöroloji bölümünden gelmiş olması, yine örnekle-
rin %65.6 (84/128)’sının MSS enfeksiyonunun ikinci hatta daha sonraki bir olasılık olan 
hastalara ait olması dikkat çekicidir. Bu durum farklı merkezlerde de görüldüğünden, 
MSS enfeksiyonlarına yönelik tanı testlerinin rasyonel kullanılmasına dair önerilere ihtiyaç 
duyulmaktadır. Örn; Hanson ve arkadaşları9 ensefalit şüphesi durumunda gereksiz test 
uygulamalarını azaltmak amacıyla BOS WBC, protein düzeyi, yaş gibi özelliklere dayanan 
Reller kriterlerini geliştirmiştir.

MSS enfeksiyon etkenlerinin araştırıldığı BOS örneklerinde etiyolojik ajanın tespit edil-
me oranı oldukça düşüktür. Çok merkezli bir çalışmada, en kapsamlı ve yaygın olarak 
kullanılan panellerden biri olan FilmArray Menenjit/Ensefalit (ME) panelinin pozitiflik ora-
nı %8.7 olarak bildirilmiştir11. Ülkemizde monopleks PCR testleriyle yapılan bir çalışma-
da %1.3 gibi çok daha düşük pozitiflik bildirilmiştir12. Bu çalışmada, MSS enfeksiyonu 
şüphesi olan ve patojen araştırılması için laboratuvara gönderilen tüm BOS örneklerin-
de Bio-Speedy paneli %10.2 (13/128) oranında etiyolojik patojenleri saptamıştır. Bu-
nunla birlikte tüm BOS örneklerinde tüm yöntemlerle etiyolojik patojenlerin tespit oranı  
%14.8 (19/128)’e yükselmiştir. Test edilen hasta popülasyonunun farklı tanı gruplarını 
da içermesi, pozitiflik oranlarının düşmesine neden olabilir. Bu durum, sağlık kurumların-
da tanı testlerinin maliyet etkin kullanılması açısından endişelere yol açabilir. Dolayısıyla, 
tanı testlerinin uygulanmasında uygun stratejilerin belirlenmesi ve doğru hasta grubunun  
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seçilmesi kritik önem taşır. Çalışma kapsamında, uzman hekim görüşüyle laboratuvara 
BOS örneği gönderilen hastaların %34.4 (44/128)’ünde birinci olasılık olarak MSS en-
feksiyonu düşünülmüştür. Bu grup dikkate alındığında, etiyolojik patojen saptanma oranı 
tüm yöntemlerle %43.2’ye, Bio-Speedy paneliyle %29.5’e yükselmiştir. Patojen saptanan 
BOS örneklerinin tamamının (n= 19) menenjit ve ensefalit tanılı hastalara ait olması dikkat 
çekmiştir. Menenjit olgularında (%60.9, 14/23) ensefalit olgularına (%23.8, 5/21) kıyasla 
daha yüksek oranda etken patojen tespit edilmiştir ve bu sonuç önceki çalışmalarla uyum-
ludur10,13. Bu çalışma, hastanın kapsamlı klinik değerlendirmesine dayanarak test isten-
mesinin yararını göstermektedir. Bu yaklaşım, gereksiz testlerin önlenmesi ve maliyetlerin 
düşürülmesi için katkı sağlayabilir.

Bu çalışmada, bakteriyel menenjitli on hastada etiyolojik patojen tanımlanmış ancak 
bunların sadece üçü hem kültür hem de Bio-Speedy paneliyle saptanabilmiştir. Bio-Spe-
edy panelinde yer almayan bir patojen (S.pyogenes) yalnızca kültürle tanımlanabilmiştir. 
Bu durum, PCR testlerinin kültür yöntemleriyle birlikte kullanılmasının önemini vurgula-
maktadır. Altı patojen [H.influenzae (n= 2), S.pneumoniae (n= 2), N.meningitidis (n= 1) ve 
E.coli (n= 1)] ise yalnızca Bio-Speedy panelle tanımlanabilmiştir. PCR testleri kültür yönte-
mine kıyasla daha yüksek bir hassasiyete sahiptir. Ayrıca, kültür yöntemi menenjite neden 
olan bazı bakteriler için uygun üreme koşullarını sağlayamayabilir. Ek olarak, BOS alınma-
dan önce antibiyotik kullanımı, kültür-negatif PCR-pozitif BOS örneklerini açıklayabilir. 
Çalışmada, Bio-Speedy paneliyle etken saptanan altı hastadan üçüne BOS örnekleri alın-
madan önce antibiyotik tedavisi uygulanmıştır. Özellikle antibiyotik kullanımının yüksek 
olduğu toplumlarda, kültür-negatif PCR pozitif sonuçlar daha fazla bildirilmiştir. Önceki 
çalışmalara benzer şekilde, bu çalışmada elde edilen bulgular kültür-negatif bakteriyel 
menenjit olgularının tanısında moleküler yöntemlerin kritik rolünü vurgulamaktadır14-16. 

Bio-Speedy paneli, FTD paneliyle tespit edilen dokuz viral etkenden yalnızca dördünü 
saptamıştır. Sadece FTD paneli tarafından saptanan beş virüsten ikisinin (VZV ve HSV-2) 
yüksek Ct değerlerine sahip olduğu tespit edilmiştir. Bio-Speedy panelindeki bu yanlış 
negatif sonuçlar, örneklerin saklanması sırasında nükleik asit kaybından kaynaklanmış 
olabilir. Ayrıca, sadece FTD paneli tarafından saptanan diğer üç hastadaki etiyolojik etken 
olan kabakulak virüsü Bio-Speedy panelinde yer almamaktadır. Bu bulgu, geniş kapsamlı 
multipleks PCR panellerinin tanı duyarlılığını arttıracağına işaret etmektedir.

BOS örneklerinde bir mikroorganizmaya ait nükleik asitin saptanması etiyolojide rolü 
olan bir patojeni gösterebilir. Ancak bazen nükleik asiti saptanan mikroorganizma hasta-
lık tablosundan sorumlu olmayabilir. Preanalitik veya analitik hatalar, kontaminasyon da 
dahil olmak üzere çeşitli faktörlere bağlı olarak yanlış pozitif sonuçlara yol açabilir. Birçok 
çalışmada multipleks PCR panellerinde yanlış pozitif veya doğrulanmamış sonuçlar bildi-
rilmiştir9,11,17. Çalışmada, Bio-Speedy paneliyle 14 BOS örneğinde tespit edilen 15 mik-
roorganizma KAB olarak yorumlandı. KAB olarak yorumlanan sonuçlar önceki çalışmalara 
göre; i) S.pneumoniae, E.coli ve C.gattii/neoformans için yanlış pozitiflik, ii) CMV için reaktif 
CMV DNA tespiti veya yanlış pozitiflik, iii) Kalıtsal kromozom entegre HHV-6 (iciHHV-6), 
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kliniği açıklamayan HHV-6 reaktivasyonu veya yanlış pozitifliği iv) Kalıtsal kromozoma  
entegre HHV-7 (iciHHV-7), kliniği açıklamayan HHV-7 reaktivasyonu veya yanlış pozitifliği 
olarak yorumlanabilir9,17-20. S.pneumoniae multipleks PCR testlerinde birçok yanlış pozitif 
sonuçtan sorumludur9,11. Bu bakterinin yalancı pozitifliğinin BOS örneğinin alınması ya da 
testin çalışılması esnasındaki bir kontaminasyona bağlı olabileceği gibi, hastanın solunum 
yollarındaki bakteri nükleik asidinin kan dolaşımıyla MSS’ye taşınması sonucu da olabilece-
ği öne sürülmektedir16. Çalışmamızda KAB patojenlerin çoğu beklendiği gibi herpes virüs-
tür17. CMV latent bir herpes virüstür ve genellikle immün yetmezliği olan hastalarda en-
sefalit tablosuna neden olabilir. Ancak akut enfeksiyon veya aktif replikasyon olmadan da 
düşük düzeylerde plazmada bulunabilir ve lökositler içinde BOS’a taşınabilir. Bu nedenle, 
BOS’ta CMV DNA saptanması sadece ensefalit göstergesi olarak yorumlanamaz. Bu has-
talarda eş zamanlı olarak BOS ve plazma örneğinde CMV DNA kantitasyonu yol gösterici 
olabilir21. Çalışmada CMV çoğunlukla MSS enfeksiyonunu dışlamak amacıyla gönderilen 
örneklerde tespit edilmiştir. HHV-6 ve HHV-7, çocukluk çağı ateşli hastalık nedenlerinden-
dir ve konvülsiyonlara neden olabilmektedir. HHV-6 özellikle çocuklarda altıncı hastalık 
sırasında BOS’ta saptanabilmektedir. Ayrıca HHV-6 konak hücre kromozomuna da entegre 
olabildiğinden PCR ile plazma ya da BOS’ta yüksek kopya sayılarında saptandığında bile 
kromozoma entegrasyon dışlanamaz. Dolayısıyla bu virüsler de ensefalit tablosuyla ilişkili 
olmadan BOS’ta saptanabilir. Ayırıcı tanı için klinik bulguların değerlendirilmesi, BOS ve 
kanda viral yükün ölçülmesi veya kromozomal entegrasyonun gösterilmesi öne çıkmak-
tadır17. Ayşınoğlu ve arkadaşları 2017 yılında yayımlanan geniş çaplı araştırmalarında22 
tüm yaş gruplarının BOS örneklerinde %1.1 HHV-6, %3.3 CMV saptamışlardır. Törün ve 
arkadaşları 2021 yılında yayımlanan çok merkezli çalışmalarında23 ensefalitli çocukların 
%22.0’sinde HHV-6, %10.0’unda HHV-7 ve %6.0’sında CMV tespit etmişlerdir. Son yıllar-
da, multipleks PCR panellerine bu virüslerin dahil edilmesi saptanma sıklıklarının artmasına 
katkıda bulunmuştur. Daha önceki çalışmalarla uyumlu olarak bu çalışmada HHV-6 ve 7 
sadece çocuk hastalarda tespit edilmiştir. Ancak bu latent viral etkenlerin klinik anlamları 
hakkında yeni bulgular gereklidir17,18. 

MSS enfeksiyonları tanısında kullanılan multipleks PCR panellerinden, özgün tedavi 
seçiminde kritik yarar sağlamalarının yanında gereksiz antibiyotik ve antiviral kullanımını 
azaltmaları beklenmektedir. Erken dönemde, etiyolojide bakteriyel ve viral patojenler ayırt 
edilemediğinde antibakteriyel tedavi başlansa bile, erken kesilmesini sağlama potansiyel-
leri konvansiyonel yöntemlere göre bir avantaj olarak görülmektedir4,5. Ancak merkezimiz-
de kültür yöntemiyle birlikte kullanılan FTD panel sonuçları antimikrobiyal protokolleri na-
diren etkilemiş, sadece VZV ve kabakulak virüsü saptanan iki hastada (%4.5) antibakteriyel 
tedavi sonlandırılmıştır. Uygun tedavi edilmeyen MSS enfeksiyonlarının morbidite ve mor-
talitesinin yüksek olmasının yanı sıra, mevcut yöntemlerle hastaların sadece bir kısmında 
özgün tanı sağlanarak etkenin belirlenebilmesi bu durumu açıklayabilir. Bunun yanında, 
merkezimizde FTD panelinin örneklerin biriktirilerek haftada bir çalışılması nedeniyle so-
nuçların gecikmiş olması da etken olabilir. Birkaç saat içinde sonuç veren hızlı ve kapsamlı 
multipleks tanı panelleri hastaların yönetilmesinde zaman ve kaynak tasarrufu sağlayabilir.
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Bu çalışmada, MSS enfeksiyonu olan hastaların %56.8’inde kullanılan tüm yöntem-
lerle herhangi bir etken tespit edilememiştir, bu durum seçilmiş olgularda patojen tanım-
lamaya yönelik ileri moleküler yöntemlere gereksinim olduğunu göstermektedir24. Son 
dönemlerdeki iklim ve yaşam koşullarının değişimi, viral ensefalit çeşitliliğinin artmasına 
neden olmuş ve etkenlerin tanımlanmasında yeni ve ileri yöntemler önem kazanmıştır17.

Hasta sayısının düşük olması nedeniyle büyük ölçekte güvenilir sonuçlar çıkarılamamış 
olması bu çalışmanın önemli bir sınırlamasıdır. Ayrıca, kullanılan testler arasında bire bir 
uyum olmaması değerlendirme ve istatistiksel analizi zorlaştırmıştır. Bu nedenle Bio-Speedy 
menenjit/ensefalit RT-qPCR MX-17 paneli için çok merkezli çalışmalara gereksinim vardır.

Sonuç olarak Bio-Speedy paneli, uzman görüşüyle MSS enfeksiyonu olduğu belirle-
nen hastalarda FTD ve kültürle karşılaştırıldığında daha yüksek oranda etiyolojik patojen 
saptamıştır. Tanı testlerinin istemlerinin hastaların klinik değerlendirmesi ve erken dönem 
BOS analizlerine dayalı algoritmalara göre yapılması, MSS enfeksiyonlarının yönetiminde 
daha doğru ve maliyet etkin bir yaklaşım sağlayabilir. Moleküler yöntemlerle tespit edilen 
patojenlerin klinik anlamı hasta özelliklerine göre değişebilir ve bu alanda yeni çalışmalar 
gereklidir. 
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