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Forord

Det 22. Strategimgte i regi av Referansegruppen for eksterne kvalitetsvurderinger i
bakteriologi, mykologi og parasittologi omhandlet "Bakterielle infeksjoner i CNS” og ble
avholdt 07.11.2008 i Oslo. Det var fgrste gang dette temaet ble behandlet pa et strategimate.
| alt deltok 46 deltakere (én fra hver av de deltagende laboratorier) og observatgarer.

Ansvarlig programkomité, som ogsa har ferdigstilt denne avsluttende rapporten, var Ingvild
Nordgy (leder), Hanne Husum Haukland og Dag Harald Skutlaberg. Komitéen har som vanlig
hatt et spesielt ansvar for den innledende og oppsummerende delen, mens ansvaret for de
enkelte innleggene i rapportens del 2 er overlatt til de enkelte innlederne.

De tallmessig hyppigste bakterielle CNS-infeksjoner, nemlig meningitter og hjerneabscesser
vektlegges spesielt. Rapporten omhandler
e Prgvetaking, oppbevaring og transport
Direkte mikroskopi
Utseaed og dyrkningsbetingelser
Antigenpavisning og
Bruk av genteknologiske metoder.

Vi haper rapporten vil vise seg a bli nyttig for de enkelte laboratoriene.

Oslo, 4. mai 2009

For Referansegruppen

Jergen Lassen Per Sandven
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1 OPPSUMMERING

1.1 Meningitt og hjerneabscesser — kliniske aspekter

Aktuelle bakterie- og sopp-infeksjoner i CNS er akutt og kronisk meningitt, encefalitt,
myelitt, neuritt, hjerneabscess, subduralt empyem, epidural abscess og intrakraniell flebitt.
Fremmedlegeme i CNS (shuntinfeksjoner er vanligst forekommende) kan vare utgangspunkt
for mer omfattende infeksjon. Nar den laterale enden av shunten ligger i peritoneum er
infeksjoner med anaerobe bakterier ikke uvanlig.

Bakterielle meningitter og hjerneabscesser utgjar tallmessig de hyppigste infeksjonene i CNS.
Disse tilstandene vektlegges derfor.

1.1.1 Bakterielle meningitter

- Defineres som infeksjon i bindevevshinnene til hjernen — pia mater eller arachnoidea.
Kan sekundart affisere omliggende vev.

- Tilstanden utvikler seg akutt eller subakutt, avhengig av vertsfaktorer og
mikrobeegenskaper.

- Det er fra 2000 registrert mellom 103 og 150 tilfeller av bakteriell meningitt arlig i
Norge.

De vanligst forekommende bakterier ved bakteriell meningitt er S. pneumoniae,

N. meningitidis, H. influenzae, S. agalactiae, L. monocytogenes og S. pyogenes (figur 1). Etter
traume, nevrokirurgi og ved immunsuppresjon bgr man ogsa veare oppmerksom pa atypiske
Kliniske bilder og annen etiologi.

Figur 1.
Bakteriell meningitt, antall meldte tilfeller,
MSIS 2000-2007
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GAS: Gruppe A streptokokker, GBS: Gruppe B streptokokker, HIN: H.influenza, NMK: N. meningitidis, PNK:
S. pneumoniae, LMO: L. monocytogenes



1.1.2 Hjerneabscesser

- Eren avgrenset fokal eller multifokal infeksjon i hjerneparenchymet, oftest med
primarfokus utenfor CNS: fra gvre luftveier, etter kirurgi, etter traume og ved
hematogen spredning.

- Dette er ingen meldepliktig sykdom i Norge. Internasjonalt er forekomsten 0.3-1.3/100
000 innbyggere per ar.

- Det er sammenheng mellom primart infeksjonsfokus, abscesslokalisasjon og
etiologisk agens (tabell 1).

Tabell 1. Sannsynlig abscesslokalisasjon og mikrobefunn ved ulike primeere
infeksjonslokalisasjoner og i selekterte pasientgrupper.

Bihuler paranasalt Frontalt Streptokokker (milleri-gruppen),
(Sella turcica) Bacteroides sp., S. aureus,
H. influenzae

Hematogent Multiple foci, tilfeldig S.aureus, streptokokker (viridans
gruppen)

Traume/nevrokirurgi Avhenger av fokus for S. aureus, koagulase-negative
barrierebrudd stafylokokker, streptokokker,
Enterobacteriaceae, Clostridium sp.
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1.2 Prgvetaking, oppbevaring og transport (inkludert
handtering utenom laboratoriets apningstid)

1.2.1 Prgvetaking, oppbevaring og transport av aktuelle prgvematerialer
Alle pragver bgr om mulig tas far start av antibiotikabehandling.

Spinalveeske
a) Prgvetakning:
e 2-3 ml, minst 1-2 ml (minimum 4 draper) tas sa raskt som mulig pa sterilt rar med
skrukork, uten tilsetning.
e Blodkulturflasker (barneflasker), 1 aerob (og evt. 1 anaerob) flaske.
Spinalvaeske pa blodkulturrar er spesielt viktig dersom pasienten har fatt antibiotika
for provetaking.

b) Oppbevaring: Spinalvaske til bakteriologisk dyrkning oppbevares ved romtemperatur
dersom den ikke tas hand om raskt. Til andre undersgkelser (for eksempel PCR) bar prgven
oppbevares kaldt (4°C eller - 20°C).

Abscessmateriale / aspirat / puss / irrigasjonsveaeske

a) Pragvetakning: Aspireres i steril sprgyte som forsegles far transport. Store volum om mulig,
pravergr fylles helt. Noe bar settes pa anaerobt transportmedium om mulig. Rask transport til
laboratoriet.

Om nok materiale, ber det settes pa blodkulturflasker — aerob og anaerob.

b) Oppbevaring: Dersom prgven ma oppbevares far utsed, bar praven oppbevares i
kjoleskap. Prave som er sadd ut pa dyrkningsmedium settes ved romtemperatur inntil
transport til laboratoriet.

Materiale ved mistenkt shuntinfeksjon

a) Pragvetakning: 4-5 cm av distale kateterdel klippes av og settes i sterilt preverar.
Evnt. naleaspirasjon (1-2 ml) fra shuntreservoar.

Evnt. spinalvaeske tatt ved spinalpunksjon.

Evnt. sarsekret rundt shunt.

Send materialet snarest mulig til laboratoriet.

Blodkultur

b) Oppbevaring: Dersom det ma oppbevares, gjeres det i kjaleskap.

Biopsi / vevsprgver

a) Prgvetakning: Utfgres av nevrokirurg, som avtaler med laboratoriet pa forhand.
Sterilt ror, ev. tilsatt saltvann, rask transport.

b) Oppbevaring: Oppbevares i romtemperatur fgr transport.

Blodkultur

Alltid indisert ved diagnostikk av systemisk infeksjon og alltid ved mistanke om bakteriell
meningitt. 2-3 blodkultursett pr 24 timers periode..
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Andre aktuelle prgvematerialer

Urin
Kan veere aktuelt for antigentesting (herunder S. pneumoniae).

Serum

Evt nullprave og ny preve etter 1-2 uker ved aktuell problemstilling.

Ved bestemmelse av intratekal antistoffproduksjon skal serum sendes parallelt med
spinalveeske.

Nasopharynxpreve, halsprave, evt greprgve

Kan veere aktuelt ved CNS-infeksjon i forbindelse med luftveisinfeksjon.

Kan ogsa vaere aktuelt ved utbruddsoppklaring eller hvis pasienten har fatt antibiotika far
spinalpunksjon.,

Blemmeinnhold, hudlesjoner, petekkier
Evt aspirat pa transportmedium (Stuart el. lign.).
(Aspirat fra petekkier er omdiskutert)

Leddvaeske, pleuravaske, pericardvaeske
Ved sparsmal om septiske metastaser.

Obduksjonsmateriale
a) Pragvetakning: Steril teknikk. Sterile praveglass. Aktuelle pravematerialer: Hjerteblod,
spinalvaske, evt. cyste- og abscessinnhold. (Formalin ma unngas!)

b) Oppbevaring: Oppbevares i kjgleskap — ved mistanke om anaerober ved romtemperatur.

Transport

Alle pravematerialer ma transporteres raskest mulig til laboratoriet. Spinalveesker bar saes ut
innen 2-4 timer. Dersom det er mistanke om anaerober, for eksempel abscessmateriale, innen
1 time.

1.2.2 Handtering utenom laboratoriets apningstid

Spinalveaeske:

- Dersom det ikke er mulig & sende prgven til laboratoriet straks (innen 2 — 4 timer),
anbefales direkte utseed pa blod og sjokoladeagar, evt. ogsa pa aerob blodkulturflaske,
umiddelbart etter prgvetaking.

- Utfgrelse: Det dryppes 4-5 draper sp.v. direkte pa blod- og sjokolade-skal, evt.
tilsettes ogsa 0,5 ml.sp.v. til aerob barneblodkulturflaske.

- Skalene, evt. ogsa blodkulturflasken, inkuberes ved 35 — 37 °C, om mulig i CO;
atmosfaere.

- Det ber lages 2 utstrykspreparater til mikroskopi. Et preparat kan Gram farges pa
stedet. Det andre sendes laboratoriet. Pase at preparatet er tgrket for det pakkes for
sending.

- Det en fordel ogsa & sende noen draper spinalvaske dryppet pa en pensel som settes i
transportmedium.

- Aktuelle avdelinger og "perifere” sykehus bgr ha medier til bruk utenom laboratoriets
apningstid og ved lang forsendelse.
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- Transport: Prgvemateriale, skaler og preparat sendes til det mikrobiologiske
laboratorium sa snart som mulig. Regler for transport av biologisk materiale ma
falges.

1.3 Direkte mikroskopi

Indikasjon og prgvemateriale:

e Mistanke om meningitt (spinalvaeske).

e Mistanke om andre bakterie-/ soppinfeksjoner i CNS (aspirat fra abscesser og shunt-
reservoar, puss fra operasjon, biopsier).

Sentrifugering:

e Kilar spinalvaeske bar konsentrerast ved sentrifugering sa sant det fareligg nok materiale
(> 0.5 ml). Sentrifugering direkte pa objektglas (cytospin) gir hggare sensitivitet jamfart
med konvensjonell sentrifugering.

e Blakka spinalvaske eller sma mengder (<0,5 ml) bar ikkje sentrifugerast.

Tillaging:

e Blank vaske: la nokre draper tarke pa objektglaset

e Blakka vaeske: dra utover og la lufttarke. Etterstreb ett cellelag
e Biopsi: avtrykk av frisk flate pa objektglass, mortre, spre.
Flammefikseres

Fargemetoder

Ved tilgang til fluorescens-mikroskop, blir farging med acridinorange (AO) tilradd som

primer fargemetode. Eventuelt bruk av andre fargemetoder er avhengig av funn i AO-

preparat:

e Ingen ytterlegare mikroskopi-analyser ved negativt funn i AO-preparat.

e Gram-farging dersom AO-preparat gir mistanke om bakterier

e Calcofluor white-farging eller eventuelt tusj/ nigrosinfarga vatpreparat dersom AO-
preparat gir mistanke om sopp.

Dersom fluorescens-mikroskop ikkje er tilgjengelig, bgr gram-farging vera primarmetoden.
Calcofluor white-farging eller eventuelt tusj/ nigrosinfarga vatpreparat dersom det er klinisk
mistanke om sopp, eller dersom AO- eller gram-preparat gir mistanke om sopp.

1.4 Utseaed og dyrkningsbetingelser for ulike prgve-
materialer

Utsaed og dyrkningsbetingelser ved infeksjoner i CNS vil variere noe avhengig av hva man
mistenker, basert pa vert og klinikk. | tabellen under er det gjort et forsgk pa a gi en generell
anbefaling. Ved bakteriell meningitt trenger man i utgangspunktet ikke alltid & sa ut
cerebrospinalvaeske (CSV) anaerobt, men bare nar det foreligger mistanke om anaerob
etiologi (herunder hvis infeksjonen har utgangspunkt i masteoditt eller kronisk sinusitt, og ved
hjerneabscess, subduralt empyem, epidural abscess, postoperativ infeksjon og
shuntinfeksjon). Fordi man pa laboratoriet ikke ngdvendigvis har full oversikt over klinikken,
kan man derfor vurdere om ikke all CSV primart ogsa ber sas ut anaerobt.
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Dersom man har mye materiale (CSV eller puss), vil det veere verdifullt & sette dette pa
blodkulturbuljong supplert med vekstfaktorer.
Anbefaling om inkubasjonstider varierer med forfatter. VVariasjoner i tid gjelder spesielt ved
dyrkning av sopp i puss fra hjerneabscess. Klare anbefalinger er vanskelig & gi. Man bar

eventuelt vurdere andre metoder i tillegg til dyrkning for pavisning av sopp.

UTSZD ved CNS infeksjoner

Materiale og klinikk Medier Inkubasjon Avlesning |
Temp Atm Tid
()
Cerebrospinal vaske Sjokolade 35-37 5% CO, 2-4 d Daglig
Alltid ved mistanke Blod 35-37 5% CO, 2-4d Daglig
om infeksjon utsed evnt. pa Aerob _
pé fﬂ'gende méte: brlr(])eddklld":n?l- 35-37 Anaerob 5-7d Automatisert
Tillegg ved:
Shunt infeksjon
Postoperativt
FAA
Mastoiditt K+V 35-37 Anaerob 5d Dag 3095
Sinusitt
Otitt
Hjerneabscess
Epidural abscess
Empyem
;;:L%%gir\\/feetsjon Buljong* 35-37 Aerob 7-10d 1 d etter utsad
ITrIr::fl?J?lsv\fl(lj(t Selektiv soppskal | 300937 | 5% CO, 5-21d Daglig
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Materiale og klinikk Medier Inkubasjon Avlesning |
Temp Atm Tid
_ (W)
Kateter/Shunt Katf)tjlrj/ fr:‘;”t 'l 3537 | Aerob 57d | 1detter utszed
Sjokolade** 35-37 5% CO, 2-4d Daglig
Blod 35-37 | 5% CO, 2-4d Daglig
evnt. pa
blodkultur 35-37 A'?]‘Z;?gb 5-7d Automatisert
Abscess/Vev medium*
FAA + KV skal 35-37 Anaerob 5d Dag 30g 5
Buljong for Utsaed etter 7
Actinomyces 35-37 Anaerob 12d dager: avlesning
dyrkning etter 3d og 5 d.
Tillegg ved: - i
mmkompr. pasient | Selektiv soppskal | 300937 | 5%coz | 70 Daglig
DM m/ketoacidose
Brannskade Buljong 35-37 Aerobt 7-10d | 1d etter utsaed
Traume
VDU . Fuktet .
Amabiasis BCYE (Nocardia) 35-37 aerob 144d Daglig

* med tilsats: vitalex eller FOS

** utseed pa flere typer selektive skaler om nok materiale (laktose, manitol-salt, selektiv soppskal)
FAA: Blodagar som inneholder glucose, hemin og menadion (vit. K).

KV: Blodagar som inneholder glucose, hemin, menadion, kanamycon og vancomycin.

BCYE: agar med “buffered charcoal yeast extract”

1.5 Antigenpavisning i CSV

Det finnes latex agglutinasjonsteknikker mot fglgende bakteirelle agens:
H. influenzae type B, S. pneumoniae, N. meningitidis, E. coli K1 og streptokokker gr. B samt
mot soppen C. neoformans.

Pneumokokkantigentesten (samme som vanligvis brukes i urin) har hgy sensitivitet (95.4 %)

og spesifisitet (100 %) i spinalvaeske ved pneumokokkmeningitt.

(Use of the NOW Streptococcus pneumoniae urinary antigen test in cerebrospinal fluid for rapid diagnosis of
pneumococcal meningitis. Samra Z, Shmuely H, Nahum E, Paghis D, Ben-Ari J.Diagn Microbiol Infect
Dis2003; 45(4):237-40)

Bakterieantigentest med latex agglutinasjonteknikk har for gvrig lav sensitivitet og spesifisitet
og anbefales ikke brukt. Ved klinisk mistanke om bakteriell meningitt og negativt
dyrkningsresultat anbefales eventuelt undersgkelse med genteknologiske metoder (f eks
PCR).

Kryptokokkantigen

Ved mistanke om kryptokokkmeningitt er kryptokokkantigentest i spinalveeske et viktig
tillegg til mikroskopi med calcofluor white eller nigrosin/tusj/indian ink og dyrkning.
Det anbefales at det samtidig ogsa tas serumprgve til kryptokokkantigentest.

Hos AIDS pasienter er ogsa urin egnet for pavisning av kryptokokkantigen.
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1.6 Bruk av genteknologiske metoder ved infeksjoner med
bakterier og sopp i sentralnervesystemet

Indikasjon for bruk

e Pavisning og identifikasjon av mikrober i dyrknings-negative prgver (spinalveasker, puss,
biopsier, shuntspisser) der det er sterk klinisk mistanke om infeksjon og/eller der det er
sett mikrober ved direkte mikroskopi av prgvematerialet. Det kan ogsa gjelde pasienter
som har fatt antibiotika forut for prevetakingen
Dette kan inkludere pavisning av resistensgener og/ eller virulensgener, samt molekyleer
typing av paviste mikrober

e Rask pavising og identifikasjon av etiologisk agens ved klinisk mistanke om meningitt.

e Kan vurderes som rutinediagnostikk ved abscesser i CNS (i tillegg til dyrkning).

Prgvemateriale, prgvetaking og transport.

Viktige prevematerialer er spinalveaeske, puss, biopsier og shuntspisser. Prgvetaking skjer som
ved gvrig mikrobiologisk diagnostikk, transport ber skje nedkjglt eller frosset dersom
transporten > 24 timer.

Materialet bar ikke veere formalinfiksert (men det finnes ekstraksjonsprotokoller ogsa for slikt
materiale)

Ekstraksjon av nukleinsyre
Kvaliteten pa ekstraksjon er avgjgrende for kvaliteten pa det endelige analyseresultatet og det
er derfor viktig at metodene som benyttes blir validert av det enkelte laboratorium. I den
sammenhengen ma det legges vekt pa metodens egenskaper med hensyn til a:

o frigjare nukleinsyre fra mikroorganismen

e unnga degradering av nukleinsyren

¢ fjerne inhiberende substanser

e konsentrere nukleinsyren i materialet
Det er en fordel om metoden kan automatiseres.

Metoder

PCR er den genteknologiske metoden som har fatt starst anvendelse innen mikrobiologisk

diagnostikk. Metodikken kan benyttes pa ulike mater:

e Ved a bruke primere som binder seg til artsspesifikke gen-sekvenser, kan man pavise og
identifisere mikrober i samme reaksjon, men man far kun svar pa om den (de) aktuelle
mikroben(e) er tilstede eller ikke (levende eller dede).

Det er publisert en rekke primere til pavisning av mikrober som er aktuelle ved
infeksjoner i CNS.

e Ved a bruke primere som binder seg til konserverte, universelle gensekvenser som
flankerer variable, artspesifikke gensekvenser, kan man i farste omgang undersgke om det
foreligger mikrobielt DNA i prgvematerialet. Ved positiv PCR-reaksjon kan mikroben
som foreligger i prevematerialet identifiseres ved a sekvensere det amplifiserte
genproduktet.

Eksempler pa gener som kan benyttes pa denne maten er 16S rDNA og ITS (Internal
transcribed spacer) hos bakterier og 18S rDNA og ITS hos sopp.
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Sanntids-PCR blir stadig mer vanlig innen mikrobiologisk diagnostikk. Fordelene er bl.a. at
svaret foreligger etter kort tid (ca. 1 time ekskl. tid til ekstraksjon) og at det er lav risiko for
forurensing. Bruk av spesifikke prober gker ogsa spesifisiteten sammenlignet med
konvensjonell PCR.

Det finnes andre genteknologske metoder som kan veare aktuelle ved diagnostikk av
infeksjoner i CNS, men disse blir brukt i mindre omfang enn PCR.

Hva bgr gjeres hvor?

Pa det enkelte laboratorium gjgres det som er mulig ut fra tilgjengelig kompetanse og
instrumentering.

Ut over dette foreslas falgende som et minimum for hva som bar vere tilgjengelig pa de ulike
nivaene:

Regionalt niva:
e Genteknologiske metoder for pavisning av alle vanlige "meningitt-agens”

e 16S rDNA PCR/ sekvensering (eller tilsvarende) for pavisning og identifikasjon av
bakterier

Nasjonalt niva (referanselaboratorier):

e Genteknologiske metoder for pavisning av uvanlige agens/ agens hos immunsupprimerte
e 18SrDNA PCR/ sekvensering (eller tilsvarende) for pavisning og identifikasjon av sopp
e Typingsmetoder, inkludert metoder for typing av viktige "meningitt-agens”

e Pavising av resistensgener hos viktige “meningitt-agens”
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2 SAMMENDRAG AV INNLEGGENE

2.1 Meningitt og hjerneabscesser - kliniske aspekter
Steinar Skrede, Medisinsk avdeling, Haukeland sykehus

Meningitt

Definisjoner

Anatomisk definert begrenses infeksjonen akutt bakteriell meningitt,
hjernehinnebetennelse, til infeksjon i bindevevshinnene til hjernen. Infeksjonen er
lokalisert til arehinnen, pia mater, eller spindelvevshinnen, arachnoidea. Infeksjon kan
ogsa sekundzrt affisere kortikale og subkortikale strukturer og hjernenerver.

Klinisk definert er akutt bakteriell meningitt en tilstand som utvikler seg over timer til fa
dager, avhengig av vertsfaktorer som alder og immunstatus, samt av egenskapene til
mikroben som forarsaker infeksjonen. Klassiske symptomer hos voksne er feber,
hodepine, endret mental status, med eller uten nakkestivhet, lysskyhet, og fokale
nevrologiske tegn (1). Petekkier ses hos omtrent % av pasienter med
meningokokkmeningitt (2), mens hos pasienter med meningitt og petekkier er
meningokokker den bakterielle arsaken i 99% av tilfellene (1). Kliniske tegn pa meningitt
hos voksne (Kernigs tegn og Brudzinskis tegn) har ved dagens sykdomspresentasjon
meget lav sensitivitet (5%) (3). Klassisk triade (feber, nakkestivhet, nedsatt sensorium)
ses na hos mindre enn halvparten av voksne pasienter med meningitt (1). De historiske
kliniske definisjonene er derfor mindre egnet i dag enn tidligere (1,3). Barn i alderen 1 til
4 ar har oftest symptomene feber (94%) og oppkast (82%) og ved undersgkelse har 77%
nakkestivhet (4).

Epidemiologi

Hjernehinnebetennelse har for tiden lav insidens i Norge. Det foreligger per i dag ingen
nominativ meldeplikt for syndromet akutt bakteriell meningitt, sa insidenstallene er kun
veiledende. Forekomsten presentert her er beregnet pa grunnlag av klinisk meldte
syndromer for mikrobespesifikke, meldepliktige invasive sykdommer, registrert ved
Folkehelseinstituttet.

Forekomsten av meningitt i Norge har langvarig veert stabilt fallende. Siden 2000 er det
arlig registrert mellom 103 og 150 tilfeller av meningitt. Dette gir et laveste overslag av
insidens pa 2 til 3/100.000 innbyggere/ar. Det laveste antallet meldte tilfeller var i 2007,
det hayeste i 2000 (www.msis.no, @istein Lgvold, personlig meddelelse). Mens det sterste
absoluttallet av meningittilfeller tidligere var blant pasienter yngre enn 20 ar, er
forholdene i dag forandret. Omtrent 2/3 ses hos voksne pasienter eldre enn 20 ar.
Meningitt epidemiologien har forandret seg raskt, sa det er av stor betydning for klinikere
tidlig & veere oppmerksom pa forandringer av forekomst ogsa i tiden som kommer.

Pneumokokker.

Insidensen av invasiv pneumokokksykdom i Norge har veert stabilt gkende frem til ca
2005, men den er na noe fallende. Pa tross av introduksjon av vaksiner, har man enna ikke
registrert sikkert fallende forekomst av bakteriell meningitt forarsaket av pneumokokker
her i landet. Funn i omrader der 7-valent vaksine har veert lenger i bruk enn her tilsier at
dette kan endre seg for bade all invasiv sykdom og meningitt i lgpet av begrenset tid (5,6).
De siste 8 arene har det i Norge blitt meldt mellom 61 (2002) og 84 (2006) tilfeller av
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meningitt (figur 1). Kategoriene meningitt” og “meningitt og sepsis” utgjer vel 7% av
alle meldte tilfeller av alle invasive pneumokokktilfeller. Blant de 577 meldte tilfellene
av meningitt i tidsrommet 2000 til 2007, er 149 tilfeller meldt som klinisk meningitt og
sepsis (25%). Det er i aldergruppen 0-9 ar og 50-70 ar at man har registrert de hgyest
absolutte antall tilfeller av pneumokokkmeningitt. Forekomsten av de pediatriske tilfellen
var i det aktuelle tidsrommet hgyest i 2005 (tyve) og lavest i 2007 (ni) og 2000 (atte). |
den voksne befolkningen har det heller ikke veert observert sikre forandringer i forekomst
i dette tidsrommet. Pneumokokkmeningitt kjennetegnes klinisk av at naer 2/3 av
pasientene har ekstrameningealt infeksjonsfokus, og bakteriemi er hyppig (1).
Mortaliteten er omtrent 20% (16-37) og hgyest blant de eldre middelaldrende og gamle
pasientene (7,8).

Meningokokker.

Forekomsten av meningokokkmeningitt er fremdeles fallende, med feerre registrerte
tilfeller ar for ar. I tidsrommet 2000 til 2007 har antallet meldte tilfeller falt fra 52 til 16.
Det er meldt sykdomstilfeller for alle aldersgrupper i denne tiden. Fremdeles er de fleste
tilfellene blant barn og ungdom (35% siste 3 ar), selv om absoluttallene har blitt sveert
lave i disse arene. Flere tilfeller enn tidligere meldes som meningitt og sepsis, som na
utgjer 50% av tilfellene. Antallet pasienter med serogruppe B har veert sterkest fallende.
Mortaliteten er hgyere enn tidligere (omtrent 15%), men variabel.

Haemophilus influenzae.

Etter introduksjonen av Haemphilus influenzae type b vaksine i
barnevaksinasjonsprogrammet er Haemophilusmeningitt, som far var en ledende arsak til
akutt bakteriell meningitt blant pediatriske pasienter, blitt svert sjelden. Det er meldt
sykdomstilfeller for alle aldersgrupper i denne tiden. Fremdeles er de fleste tilfellene blant
barn og ungdom i alder 0-19 ar (33% siste 8 ar), selv om absoluttallene har blitt svert lave
i disse arene. Forekomsten av meldte tilfeller har variert fra 2 til 8 arlig. Andre serotyper
enn b ses.

Gruppe B streptokokker.

Meningitt forarsaket av gruppe B streptokokker (GBS) er sjelden. Farst og fremst er det
en pediatrisk tilstand (75% av tilfellene i tiden 2000-2007). Det forekommer tilfeller i
andre aldergrupper sporadisk. Meningitt med sepsis er en starre gruppe enn meningitt, naer
60 % av alle tilfellene er klassifisert slik klinisk. Av all invasiv GBS sykdom i Norge
utgjer meningitt omtrent 5%.

Listeria monocytogenes.

Meningitt forarsaket av Listeria monocytogenes er sjelden. Det meldes 2 til 6 tilfeller arlig
i Norge. Av dem med meningitt har et mindretall sepsis (20%). Blant meldte tilfeller er
det nesten ingen pediatriske tilfeller de siste 8 arene. Omtrent 70% av pasientene har veert
eldre enn 60 ar gamle.

Gruppe A streptokokker.

Forekomsten av invasiv gruppe A streptokokksykdom (GAS) har i en rekke ar vert stabilt
hay i Norge, med maksimal innsidens pa 5,8/100.000/ar i 1998 (9). | Norge er andelen av
meningittilfeller blant alle tilfeller av invasiv GAS meget lav, bare 1,1% i tidsrommet
2000-2007. Det er sammenlignbart med situasjonen i andre land, der forekomsten er <1-
3% av alle invasive tilfeller (10-13). Tilsvarende utgjgr GAS meningitt <2% av alle
meningittilfeller i Norge. I andre land er denne andelen helt sammenlignbar, 0,3-2%
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(1,14,15). Sterre epidemiologiske undersgkelser av GAS meningitt foreligger ikke. I to
starre materialer er mortaliteten blant pasienter i Nederland 27% og i USA 37,5% (15,16).
Pa samme mate som for pasienter med pneumokokkmeningitt, har de med GAS meningitt
oftest ekstrameningealt infeksjonsfokus, hyppigst i gvre luftveier (15, egne upubliserte
data). Bakteriemi er ogsa vanlig forekommende ved denne sjeldne meningittformen.

Andre bakterielle meningitter.
Forekomsten av sporadiske, sjelden forekommende meningitter og postoperative
meningitter er darlig kartlagt.

Bakteriell meningitt, antall meldte tilfeller,
MSIS 2000-2007

90
80 m GAS
. 70
O m GBS
= 60
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Figur 1. Antall tilfeller av akutt bakteriell meningitt meldt msis i tidsrommet 2000-2007.
Forkortelser: GAS gruppe A streptokokker, GBS gruppe B streptokokker, HIN
Haemophilus influenzae, MNK meningokokker, PNK pneumokokker, LMO Listeria
monocytogenes

1. Vertsfaktorer, pasientgrupper

Nyfadte.

Komplikasjoner ved fadsel som for eksempel prematur fadsel, tidlig fostervannsavgang
eller infeksjon av amnionveske disponere for meningitt med GBS, Enterobacteriaceae
(E.coli K1, andre species), eller Listeria. Sveert fa tilfeller av sistnevnte er meldt i Norge.

Barn 1 maned-2 ar.
| denne gruppen ses hyppigst pneumokokker og meningokokker. Sjeldnere arsaker i denne
gruppen er GBS, Enterobacteriaceae, GAS og Haemophilus influenzae.

Barn 2ar — voksne 50 ar.

Hyppigst ses pneumokokk- og meningokokkmeningitt. Postoperative meningitter med
ulike mikrobielle agens ses sarlig hos voksne.

21



Voksne > (50) 60 ar.

I denne gruppen er pneumokokkmeningitt hyppigst, men tilfeller av meningokokker
forekommer. Det er serlig i denne pasientgruppen at man finner tilfellene med Listeria
meningitt. GBS meningitt forekommer ogsa i denne aldersgruppen.

Hodetraume.

Hodetraumepasienter lgper risiko for & utvikle bakteriell meningitt sekundzert til skaden.
Ved penetrerende traumer er Staphylococcus aureus, koagulase negative stafylokokker,
eller Gram negative stavbakterier aktuelle agens, mens ved Basis cranii frakturer ses oftest
luftveispatogene arter som pneumokokker, Haemophilus influenzae og GAS.

Nevrokirurgiske pasienter.

Data fra Haukeland Universitetssjukehus tyder pa at kanskje mer enn 1/4 av alle pasienter
med kliniske meningitt med positiv dyrkning av spinalvaeske ses blant pasienter som har
gjennomgatt nevrokirurgiske prosedyrer (egne data, ikke publisert). | denne gruppen
finner vi tilfeller med Staphylococcus aureus, koagulase negative stafylokokker, Gram
negative intestinale stavbakterier og fattigforgjerende Gram negative intestinale
stavbakterier, ikke ulikt det rapportert fra Nederland (18).

Immunosupprimerte.

Pasienter med medikamentelt betinget immunsuppresjon, sa vel som de med defekter i
humoral/cellulaer immunitet, har meningitter som oftest er forarsaket av pneumokokker og
meningokokker. Likevel er sjeldnere arsaker til meningitt som Listeria, Gram negative
intestinale stavbakterier inkludert fattigforgjeerende arter, mer aktuelle i denne spesielle
pasientgruppen (19).
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Hjerneabscess

Definisjoner

Hjerneabscess er en avgrenset fokal eller multifokal infeksjon i hjerneparenchymet,
forarsaket av bakterier, sopp eller protozoa. Tilstanden begynner som fokal cerebritt og
utvikler seg over et par uker til et velavgrenset kapselkledt, pussfylt hulrom omgitt av
gdem. De fleste pasienter har et primeert infeksjonsfokus utenfor sentralnervesystemet.
Infeksjonen opptrer prinsipielt pa tre forskjellige mater; 1.den oppstar sekundeert etter
lokal bakteriell invasjon fra en infeksjon i narliggende strukturer, vanligvis gvre luftveier,
2. den kommer etter hodetraume eller nevrokirurgisk prosedyre, eller 3. den komme ved
hematogen spredning, hyppigst fra lungeinfeksjoner eller ved endokarditt.
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Epidemiologi

Det foreligger ingen nominativ meldeplikt for sykdommen i Norge. Forekomsten av
hjerneabscess internasjonalt er 0,3-1,3/100.000 innbyggere/ar. Det diagnostiseres trolig
omtrent 30-60 pasienter med hjerneabscess i Norge hvert ar. Omtrent 2/3 av pasientene er
menn. Haukeland Universitetssjukehus (HUS) har regionssykehusfunksjon med
nevrokirurgisk behandlingskompetanse for 1,1 millioner mennesker. Det behandles na
omtrent 10-12 pasienter med hjerneabscess arlig ved HUS og antallet er stigende. Sikre
tall foreligger ikke, men er under utarbeidelse. De siste ti arene synes forekomsten a vare
omtrent doblet.

Vertsfaktorer, pasientgrupper

Primarfokus i gvre luftveier.

Internasjonalt ses hjerneabscess i omtrent 2/3 av tilfellene sekundeert til gvre
luftveisinfeksjon som akutt og kronisk mellomgrebetennelse, eller mastoiditt. Ved
otogent oppstatt infeksjon ses vanligvis soliter hjerneabscess. Denne er med stgrst
sannsynlighet lokalisert til temporalllappen, men cerebellart fokus er ogsa mulig.
Omvendt er cerebellare abscesser vanligvis sekundeere til otogene infeksjoner.
Hjerneabscess oppstatt sekundzert til sinusitt rammer nesten alltid frontallappene. Sinus
frontalis og ethmoidalis er hyppigst primarfokus, dette til tross for at ethmoidalsinusitt er
en sjelden sykdom. Tilfeller sekundaert til sinusitis maxillaris forekommer ogsa.
Tilstanden ses hyppigst hos unge voksne og oftere hos menn enn kvinner.

Primarfokus i munnhule.

Sett i forhold til forekomsten av tanninfeksjoner er komplikasjonen hjerneabscess sjelden.
Odontogent fokus blir bekreftet i fa tilfeller, men pa bakgrunn av mikrobiologiske funn og
fordi forbigaende bakteriemi er sa hyppige etter tannstell og kirurgiske prosedyrer i
munnhulen, er det antatt at odontogent fokus er mest sannsynlig arsak til de kryptogene
hjerneabscessene.

Hematogen spredning.

Rundt regnet ¥4 av pasientene med hjerneabscess har metastatisk oppstatt sykdom.
Multifokale hjerneabscesser er sjeldne, men hematogen spredning er arsak hos omtrent
halvparten av disse tilfellene. Pasienter med hematogent forarsaket hjerneabscess har ofte
multiple abscesser lokalisert i vannskillet mellom gra og hvit substans, hyppigst i
forsyningsomradet til arteria cerebri media. Abscessene viser mindre grad av innkapsling
og er forbundet med darligere overlevelse. Primarfokuset er hyppigst intrathorakalt. De
vanligste tilgrunnliggende tilstandene er lungeabscess eller bronkiektasier, mens
hjerneabscess hos pasienter med bakteriell endokarditt ses hos 0-5% av disse pasientene.
Risikoen synes hgyest for dem med Staphylococcus aureus-endokarditt. Forekomsten av
hjerneabscess hos pasienter med persisterende arteriovengse malformasjoner er sa hgy at
det er aktuelt & utfare hjerte-karutredning av selekterte pasienter med hjerneabscess med
hematogen spredning.

Hjerneabscess etter hodetraume og nevrokirurgi.

Hodetraumepasienter lgper risiko for & utvikle pafalgende hjerneabscess, men
pasientgruppen er liten. Penetrerende, voldelige skader, uhell med spisse gjenstander og
impresjonsfrakturer kan forarsake tilstanden. Hjerneabscess etter kraniotomi er sjelden,
men pasienter som far postoperativ lekkasje av cerebrospinalveeske, eller der det anlegges
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eksterne dren, synes a lgpe starre risiko enn andre nevrokirurgiske pasienter for a utvikle
hjerneabscess.

Ved hjerneabscess er det er sammenheng mellom primert infeksjonsfokus,
abscesslokalisasjon og mikrobiologisk etiologi.

Pasienter med hjerneabscess rammes oftest frontalt (ca 40%) eller temporalt (ca 40%).
Parietalt, oksipitalt, cerebellart ses mindre hyppig, mens intraselleere abscesser og
basalganglieabscesser er uvanlige. Ved positiv kultur er det funnet polymikrobiell
infeksjon hos omtrent ¥ av pasientene. Funn av mikrobe avhenger av primarfokus,
abscesslokalisasjon og av vertsfaktorer som alder og immunstatus. Hyppighetene i
dyrkningspositive analyser er omtrent 40% for alle streptokokker, derav 2/3
viridansstreptokokker, 25%Enterobacteriaceaea, hyppigst Proteus sp. og 22% Bacteroides
sp. En oversikt over sammenhengene er angitt i tabell 1.

Tabell 1. Sannsynlig abscesslokalisasjon og mikrobefunn ved ulike primare
infeksjonslokalisasjoner og i selekterte pasientgrupper.

Bihuler paranasalt /1/10) Frontalt Streptokokker. (milleri-

(Sella turcica) gruppen), Bacteroides sp.,
Staphylococcus aureus,

Haemophilus sp.

Hematogent (1/4)# Multiple foci, tilfeldig Staph.aureus, viridans
streptokokker

Traume/nevrokirurgi (1/7) | Avhenger av fokus for Staph. aureus, koagulase
barrierebrudd negative stafylokokker,
streptokokker,

Enterobacteriaceae,
Clostridium sp.

*| parentes angitt gjennomsnittlig forekomst av primarfokuset blant 1730 pasienter i syv studier.
#Det oppgitte tallet inkluderer lungefokus. Etter Kastenbauer, S., et al (1).
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Konklusjoner:

Hjerneabscess er sjelden og oppstar oftest sekundaert til annen infeksjon. Diagnosen stilles
farst og fremst ved rentgenundersgkelser. Det er sammenheng mellom primeerfokus,
abscesslokalisasjon og mikrobiologiske funn. De fleste pasienter behandles kirurgisk.
Undersgkelse av abscessmateriale fra kirurgi stiller store krav til de mikrobiologiske
laboratoriene, fordi abscessmaterialene vanligvis inneholder mer enn en mikrobe, og fordi
mikrobene kan vere pavirket av antibiotikabehandling, kan vaere kravfulle eller
vanskelige a identifisere sikkert. De fleste andre analyser enn mikrobiologiske analyser
av abscessmateriale er av begrenset nytte for klinikere som behandler pasienter med
hjerneabscess.

Litteratur:
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| Infections of the central nervous system, 3 ed. Scheld, W.M., Whitley R.J., and
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7817-4327-3 Tunkel, A.R. Brain abscess. | Principles and practice of infectious
diseases, 6" ed.

2. Tunkel, A.R. Brain abscess. | Principles and practice of infectious diseases, 6" ed.
Mandell G.L., Bennett, J.E., and Dolin R., eds. Elsevier, Philadelphia, PA, USA.
ISBN jj0-443-06643-4

3. Southwick, F.S, Calderwood S.B. and Thorner, A. Pathogenesis, clinical
manifestations, and diagnosis of brain abscess. www.uptodate.com
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2.2 Prgvetaking, oppbevaring og transport

— inkludert handtering/evt. utsaed utenom laboratoriets apningstid
Eivind Ragnhildstveit , Mikrobiologisk avd., Sykehuset @stfold , Fredrikstad

Innledning.
- Ngyaktig diagnostikk og god behandling av CNS infeksjoner er avhengig av mest mulig

eksakt etiologisk diagnose (2).

- A finne den kausale mikroorganisme krever at det tas riktige praver til riktig tid, transport av
pragven til laboratoriet under optimale forhold, rask og adekvat behandling av praven i
laboratoriet, og valg av ngdvendige tester for a kunne identifisere et spektrum av mulige
etiologiske agens (2).

- God kommunikasjon mellom klinikk og laboratorium er helt avgjgrende (2).

e Kilinikk og epidemiologi er veiledende for prgvetaking, valg og omhendetaking av
pregvemateriale, og delvis for valg av laboratorium (1).

e Adekvat utfylt remisse, spesielt med navn og tIf.nr. til den kliniker (evt. avdeling) som
skal kontaktes om svaret (1).

e Alle prgver bgr om mulig tas far oppstart av antibiotikabehandling (1).

Aktuelle prgvematerialer.

1. Spinalvaeske (1,2,6).
Bgr om mulig tas sa raskt som mulig ved sparsmal om meningitt. (Dersom diagnosen krever
pavisning av intratekal antistoffproduksjon tas ny sp.v. prave 1 — 2 uker etter innsykning)

a) Prgvetakingsrar (1,5):

a) Sterilt rar med skrukork, uten tilsetning.

b) Blodkulturflasker (barneflasker), 1 aerob (og evt. 1 anaerob) flaske. Spinalveeske pa
blodkulturrer er spesielt viktig dersom pasienten har fatt antibiotika fer prgvetaking, og
man anbefaler da 0,5 ml. sp.v. injisert pa en aerob blodkulturflaske (barneflaske).

b) Prgvetaking / Forsendelse (1,2,5,6):
- Prgven tas sterilt. Desinfiser huden (0,5 % Klorhexidin i 70 % etanol, virketid 1 min.).
- Bruk hansker og munnbind.
- Unnga blodtilblanding.

Minst 1-2 ml, helst 2-3 ml (minimum 4 draper), sendes straks til bakt.lab. for raskt a gjere
direkte mikroskopi, dyrkning og evt. antigentesting.

Spinalvasken bgr dyrkes snarest, og senest innen 4 timer etter prgvetaking .

Dette er @yeblikkelig hjelp prever, bade i klinikk og laboratorium. Det er en fordel om
laboratoriet kan varsles om at sp.v. er i vente.

Utenom lab. dpningstid / Lang avstand klinikk — lab. (2,5):
- Dersom det ikke er mulig & sende prgven til laboratoriet straks (innen 2 — 4 timer),
anbefales direkte utseed pa blod og sjokoladeagar, evt. ogsa pa aerob
blodkulturflaske, umiddelbart etter prevetaking.
- Utfgrelse: Det dryppes 4-5 draper sp.v. direkte pa blod- og sjokolade-skal, evt.
tilsettes ogsa 0,5 ml.sp.v. til aerob barneblodkulturflaske.
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Skalene, evt. ogsa blodkulturflasken, inkuberes ved 35 — 37 °C, om mulig i CO,
atmosfere, og sendes til det mikrobiologiske laboratorium sa snart som mulig .

Det ber lages 2 utstrykspreparater til mikroskopi. Et preparat kan Gram farges pa
stedet, og et preparat sendes ufarget sammen med den overskytende spinalveeske og
de inokulerte medier til det mikrobiologiske laboratorium. Pase at preparatet er tgrket
for det pakkes for sending.

Det en fordel ogsa a sende noen draper spinalvaeske dryppet pa en pensel som settes i
kullmedium, evt. COPAN transportmedium.

Aktuelle avdelinger og “perifere” sykehus bgr ha medier til bruk utenom laboratoriets
apningstid og ved lang forsendelse.

c) Oppbevaring (2,4,5,6,7)..

Spinalvaeske til utsed for bakterier oppbevares og transporteres best ved
romtemperatur.

Sp.v. til andre undersgkelser (f.eks. PCR ) oppbevares kjalig (< 24 t), evt, fryses — 20
grader (>24+t).

Sp.v. som blir til overs lagres ved 4 ° og/eller ved -20 for evt. senere forsendelse med
tanke pa virus og genmolekylere us.

Sp.v. kastes etter 2 uker dersom alle analyser har gitt negativt resultat

d) @nskelig spinalveeske-volum (2,5,7):

Bakteriologisk dyrkning............ccccoovevviveivecienee2ml (1 ml)
SOPPAYIKNING. .. et e e e 2 7 evnt gjentatte praver
Mykobakteriedyrkning..........cocveevieeie e 2”7 (5-10ml)
Virusundersgkelser , evt. serologi ........ccoovvvviiiiiinenn, 37

ANtIGENPAVISNING ...v.eie et e eee e 1

Genmol. Analyser.........coo il LT

Parasittologisk Us. ..........cccoeviii e W17 (155 ml)

Ved en spinalpunksjon tappes det gjerne 1 — 2 ml. i hvert av 3 rar. Det anbefales & bruke
rer nr. 2 til bakteriologisk us. dersom alle rgr har likt utseende. Bruk ellers det mest
blakkede ror til bakteriologisk us.. Det totale spinalvaeske volum som dyrkes er viktigere
enn fra hvilket rer det dyrkes.

2. Abscessmateriale / Aspirat / Puss / Irrigasjonsveaeske (1,2,5,6).

Huden desinfiseres. Abscessmateriale aspireres i steril sprayte, forsegles (beskyttelses
hylse pa kanylen), direkte transport til laboratoriet.

Alternativt kan abscessmateriale sprgytes pa blodkulturflaske, f.eks. en aerob og en
anaerob flaske. Bytt kanyle nar materialet skal overfares til dyrkningsmedium.

Ewvt. steril pravepinne som settes i PRAS medium (oksygenfritt miljg).

Transporteres omgaende (< 1 time) til laboratoriet (Obs! anaerober)

Store volum om mulig, praverer fylles helt.

| pdvente av transport oppbevares preven i kjgleskap, men ved mistanke om anaerober
er romtemperatur best.

Prove utsadd pa dyrkningsmedium settes ved 37 ° eller romtemp. far transport til
laboratorium.
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3. Materiale ved mistenkt shunt-infeksjon (1,2,7).

De fleste infeksjoner oppstar i lgpet av de farste par mnd. etter at shunten er plassert.
Av alle shunter far i 3 — 10 % en infeksjon.

Til prgvetakning brukes sterilt rer med skrukork. Klipp av 4 - 5 cm av kateterets
distale del og fer kateterbiten ned i det sterile prevergret. Sendes raskest mulig til
laboratoriet. Oppbevares i kjgleskap i pavente av transport.

Naleaspirasjon fra shunt-reservoar, 1 — 2 ml.

Evt. spinalveeske tatt ved vanlig spinalpunksjon (Gir ikke alltid like mye).

Sarsekret rundt shunt.

Blodkultur.

4. Biopsi / vevspraver (1.7)..

Ved alvorlige encephalitter. Utfares av nevrokirurg.

Bar avklares / avtales med laboratoriet. Akutt transport.

Sterilt rar med skrukork, evt. tilsatt 0,2 ml sterilt saltvann for a hindre uttgrking. Evt.
plasser biopsien pa en kompress fuktet med saltvann.

Kjoleskap i pavente av transport (ved aerob mistanke). Romtemp. ved anaerob
mistanke.

Det bar ogsa sendes en bit til Patologisk-anatomisk lab.

Andre aktuelle prgvematerialer.

1. Blodkultur (2,3):

Alltid indisert ved diagnostikk av systemisk infeksjon, ogsa CNS-infeksjon .

Ta 2 — 3 blodkultursett pr. 24 timers periode, dette er ogsa viktig ved mistanke om
candida og kryptokokk meningitt.

Blodkultur er nest etter spinalvaeske den viktigste prgve ved mistanke om bakteriell
meningitt.

Ca. 10 % (?) av bakterielle meningitter vil ha negativ sp.v. dyrkning, men positiv
blodkultur.

2. Urin (2):

Kan veere aktuelt for antigentesting (kryptokokk og pneumokokk).

3. Serum (1,2):

Ta alltid akutt serum, O-prave, evt. neste prgve 1 — 2 uker senere.

For bestemmelse av intratekal antistoffproduksjon tas, sendes og undersgkes serum
parallelt med spinalvaeske.

Kan oppbevares ved romtemp. i 1 degn, ved lengre tids lagring/transport ved 4 °C.
Mest aktuelt ved mistanke om Borrelia, Lues, Toxo, Cryptococcus, Leptospira,
Mycoplasma, Parasitter og Virus. Bakterieantigentesting (?).

Bar ha 1 ml. serum pr. antistofftest.

4. Nasopharynx-prgve, halsprave , evt. gre-prave (1,7,8 ):

Spesielt aktuelt ved en CNS-infeksjon i forbindelse med luftveisinfeksjon, evnt. en
otitt. Fortrinnsvis aspirat. Hals - inngangsport for meningokokker.

Utbruddsoppklaring. Baererskap. Pas. fatt antibiotika far spinalpunksjon.
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5. Blemmeinnhold / hudlesjoner / petekkier (1,2).:

e Dersom der er blemmer eller hudlesjoner, og disse kan tenkes & ha forbindelse med
aktuell CNS-infeksjon, tas preve, fortrinnsvis et aspirat. Bruk transportmedium
(Stuart, Amies , COPAN)

e Aspirat fra petekkier er omdiskutert.

6. Leddveeske, pleuravaeske, pericardvaeske (1):
e Ved mistanke om septiske metastaser.

7. Obuksjonsmateriale (1,7).
Sterilt prgvergr med skrukork.
Steril plastbeholder med tett lokk.
Tas snarest etter dgden. Anvend steril teknikk.
Hjerteblod, spinalvaske, cyste og abscessinnhold: Aspirer 3 — 5 ml. i steril sprgyte og
overfar til sterilt rar, evt. direkte til dyrkningsmedier (faste og flytende ). Evnt.
prgvepinne i transportmedium.
e Vevsbiter: Steril provetaking. Overflatesteriliser praven ved a dyppe den i absolutt
alkohol (99,9 % ) som antennes / flamberes . Legges sa i steril beholder.
Formalin ma ikke tilsettes.
Transport: Oppbevares i kjgleskap i pavente av transport. Obs.anaerober — i
romtemperatur.

Konklusjoner.

Dette er alvorlige infeksjoner og god kontakt mellom klinikk og laboratorium er derfor ekstra
viktig for a fa tatt riktige prever raskt, rask transport av prgven, og klar melding om hvem
som skal ha svar pa analyseresultatet.

Spinalveeske er den viktigste preven, bgr ha minimum 2 ml, bar dyrkes snarest, og senest
innen 4 timer etter prgvetakning. Bar oppbevares ved romtemperatur i dette tidsrom. Ved
sterre avstander til laboratorium bgr spinalvasken dyrkes pa stedet; egnede dyrkningsmedier
ma veere tilgjengelig. Overskytende spinalvaeske oppbevares ved 4 °C.

Blodkultur er den viktigste preve nest etter spinalvaeske, og flere blodkulturer kan veere
aktuelt.

Ved abscessmateriale bar det tilstrebes sa stort volum som mulig, rask transport , evt. sprayte
noe over pa en blodkulturflaske.

Ved mistenkt shunt-infeksjon bgr det foretas naleaspirasjon fra shunt-reservoar, 1-2 ml.
Andre aktuelle prgvematerialer er:

Biopsi / vevsprgver , urin , serum , nasopharynx-prgve, halsprgve , evt. greprgve.
Blemmeinnhold/ hudlesjoner/ hetekkier, leddveeske, pleuravaeske, pericardvaske, ved
mistanke om septiske metastaser.

Obduksjonsmateriale.
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2.3 Direkte mikroskopering: indikasjon, aktuelle prave-
materialer og metoder
Einar Vik, Molde sjukehus, Helse Nordmgre og Romsdal HF

Aktuelle prgvematerialer:
Spinalvaeske

Puss fra operasjon

Kateter — fra shunt

Hjernebiopsi

Indikasjon for mikroskopi av spinalvaeske:
Mistanke om bakteriell meningitt

Sentrifugering av spinalvaesker:
Hvis blakka — uansett mengde: lag preparat direkte og sa ut ubehandla spinalvaeske.

Klar spinalvaske:
Hvis < 0,5 ml — ikkje sentrifuger. Lag preparat og sa ut.

Huvis rikeleg: sentrifuger 15 min.
Vanleg brukt: 1000 g i 15 min.
(Skrivest ogsa som x g)

Svensk bok (ref 1) anbefaler 1500 — 2500 g i 15 min.

Ta supernatant over i sterilt glas. Sa ut fra pellet og lag 2 — 3 preparat som lufttarkes.
Det hevdes at det er ungdvendig a sentrifugera fer utseed, der er nok mikrober for vekst med
vanleg inokulum — nokre drapar.

Cytospin (Clinical Microbiology Procedures Handbook - 3.7)
Cytospin seiest & kunna auke sensitiviteten ved mikroskopi med ein faktor pa 100.

Her i landet brukar Mikrobiologisk avdeling pa Ulleval cytospin pa klare spinalvesker.

Til dette brukes ei lita spesialsentrifuge der 2 drapar sentrifugerast rett pa objektglas — 8 min
pa 1800 rpm (uvisst kor mange x g dette gjev).

St. Olavs hospital bruker dette med tanke pa tbc i spinalveeske.

Bakterietal ved meningitt kan vera ned til 10 cfu/ml — dette gjer cytospin-konsentrering
fornuftig.
Kanskje burde fleire av oss ta dette opp?

Dette fargast med acridin-orange, gram hvis funn pa acridin-orange.
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Nativpreparat/ vatpreparat

Indikasjonar: Mistanke om soppinfeksjon.

Kan farges med tusj eller nigrosin hvis mistanke om Cryptococcus neoformans eller
Candida-infeksjon. Mikroskopi av bunnfall etter sentrifugering.

Calcofluor white (CFW) er eit fluoriscerande fargestoff som bind seg til chitin i celleveggen
til sopp. Kan blandast med spinalvaeska — evt. etter sentrifugering. CFW kan ogsa leggjast rett
pa eit Gram-farga preparat. Legg eit dekkglass over veaska. Lat virke nokre minuttar i marke
far preparatet leses i fluorescensmikroskop. Fargen pa positive celler avheng av kva
bglgelengd lyset har.

Kan vurderast pa 100 x forstarrelse, evt. starre ved funn.

Felles prosedyre for laging av preparat.
Hvis blank veeske: la nokre drapar tgrke pa objektglaset.

Hvis tjukk og/eller blakka veske: dra utover og la lufttarke. Vi tilstreber eitt cellelag.
Tjukke preparat — leses ved 1 cellelag — finn eit tenleg omrade med liten forstarrelse.

Oppvarming for & spare terketid kan vera risikabelt — i vandig opplgsning kan
cellene/bakteriene deformerast.

Biopsi: avtrykk av frisk flate pa objektglas + mortre og spre pa objektglas, tilstrebe 1 lag for
mikroskopering.

Fiksering: hefter bakterier til glaset, bevarer form og ordning av bakteriene, hindrer
oppsvulming og hindrar aktivitet fra autolytiske enzym i materialet.
Ikkje ngdvendig med spritvask av objektglas eller av dekkglas.

Flammefiksering:

Dra gjennom flammen ca 1 sekund x 3 med preparat-sida opp.

Ein skal tale varmen av baksida mot handryggen (tvilsomt i praksis)

For kraftig varme: kan gydelegge cellenes fargeeigenskapar - gram-positive kan bli gram-
negative.

Fargemetodar:
Mange av fargestoffa er toxiske og krev avtrekk og hanskar ved bruk.
Pa http://www.ecoonline.no/ finn vi informasjon om dei ulike stoffa.

Gram:

Utvikla ca 1884.

Var viktigaste fargemetode, mange modifikasjonar finnest.

Det er framleis diskusjon om fargefysikken ved farging. Denne teori dominerer:
Ulikheter i celleveggen gir ulik permeabilitet for alkohol, jod og jod-fargepresipitat hos
gram-positive og gram-negative bakteirer.

Gram-positive bakterier har stort innhald av mucopeptid, tjukt peptidoglykanlag. Dette gjer

at veggen dehydreres under avfarging og komplekset av jod og farge blir vanskeleg
tilgjengeleg for alkohol ved avfarging.
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Gram-positive bakterier beheld altsa jod-fargestoff-komplekset og er svart-bla etter
avfarging med alkohol dersom veggen er intakt. Kontrastfarge gydelegg ikkje dette.

Gram-negative bakteriers vegg inneheld mykje lipid med tynt peptidoglykanlag. Ytre
membran skades av alkoholen og komplekset med krystall-fiolett og jod lek ut. Bakteriene
farges med kontrastfarge til slutt.

Farging —
Det er i handelen maskiner for automatisk farging av preparat. Dette vil kuna gje jevnare
og meir reproduserbar farging enn dei manuelle metodar mange brukar.

Farging kan elles utfgres enten i fargebad eller ved floating (ved bruk av fargebad bar
Gram 1, 2 og 4 skiftes ein gong i veka, Gram 3 skiftes dagleg).

Gram 1 - krystallviolett
Bind seg til sure strukturar i cella.
Ubegrenset holdbarhet, men filtreres far bruk hvis utfelling.

Gram 2: — jod — jodkalium
5 — 15 sek skylling med springvann er nok mellom 1 og 2 (men lengre talest godt)

Gram 3 - 96 % alkohol.

Konsentrert alkohol trenger vanskelegare inn i Gram-positive bakterier enn i Gram-
negative.

Preparatet bar ikkje tgrka i prosessen, avfargingstid vil i sa fall auke.

Etter gram 3: kun 5 sek skylling. Blanding av vatn og alkohol kan avfarge meir enn
alkohol aleine.

Gram 4: safranin
Kontrastfarge bar skylles fort av (5 sek) med springvatn, fargestoff kan vaskes ut
(far brukte vi karbolfuksin, safranin er mindre toksisk).

Vi (Molde) brukar ca 5 min: 1,5 min + 1,0 + 0,5 + 1,0 pa var mate.
Der finnest variantar for farging pa ned til 15 - 20 sek. Dette kan vera viktig der det er store
mengder praver (men neppe problemstillinga ved CNS-infeksjonar).

Leses med 1000 x forstarrelse.

Forstarrelse: produkt av okular og objektiv.
Olje brukes for & hindra lysbryting mellom preparatet og objektivet.
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Acridin orange

DNA farges med denne metoden.

Indikasjonar:

a) klar spinalveaeske

b) uklar spinalveeske der vi ikkje finn mikrober.

c) Preparat som innheld mykje puss og celler uten klart bakteriefunn, evt. ved blodtilblanda
veaske.

Fargevariantar: bakterier og sopp: klart orange.

Celler og debris: bleikgren til gul.

Erytrocyttar — bleikt grane eller ingen farge.

Vi les med 400 x forstarrelse, slepp da a fjerna olje for evt. Gramfarging.
Deteksjonsgrense: 1000 cfu/ml.

Ref 2 - Clinical Microbiology Procedures Handbook: anbefaler & sja med olje pa 1000 x
forstarrelse.

Gram kan fargast direkte pa acridin orange — etter fjerning av olje. Bruk linsepapir
forsiktig.

Acridin Orange kan fargast over Gramfarging - etter fjerning av olje.

Direkte immunfluorescens

Dette er i dag lite brukt ved CNS-infeksjonar. Seiest & auke sensitiviteten ved bakterielle
infeksjonar i CNS, Men Ref 1 beskriv problem med & skaffa gode reagenser.

Farging:

Etter flammefiksering: ha pa konjugat, inkubering 20 min i 37 °C, skyll forsiktig med PBS,
deretter sta i kyvette med destillert vatn i 5 min.

Tark forsiktig rundt preparatet, legg pa dekkglas med bufra glycerol.

Lesest pa 400 x forstarrelse.

Kjente trekk:

Meningokokkar intra- og ekstracellulaert.

Pneumokokkar — evt. med kapsel

Haemophilus influenzae — kan ha enkelte lange, filamentgse stavar, elles kokkoide stavar.

Kan forvekslast med pneumokokkar
Listeria — fa mikrober i spinalveaska, sjelden funne ved direkte mikroskopi

Ferske spinalveaesker gjev betre preparat enn eldre vaesker. Henfall av leukocyttar gir darlegare
farging av bakterier.
Fa laga luftterka preparat dersom det er sendetid fer prgven nar laboratoriet.

Lavare treffprosent om pas. har fatt antibiotikum.
Antibiotikabehandling kan gjera at Gram-positive mikrober blir Gram-negative — (pga
gydelagt cellevegg).
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2.4 Utsaed og dyrkningsbetingelser
Andreas Emmert, Sykehuset i Vestfold HF

2.4.1 Valg av medier

Cerebrospinalvaeske:

1. All cerebrospinalvaske (CSV) skal dyrkes pa Blod- og Brun-skal (1- 6). Anrikning er
ikke rutinemessig nedvendig med mindre CSV fra pasienter med en shunt eller et
eksternt reservoar dyrkes (1,7-12).

2. Det finnes ingen systematisk sammenligning av de ulike anrikningsbuljonger, men de
artikler som omhandler emnet viser at dyrkning pa blodkulturflasker med og uten
supplement gir hayere sensitivitet sammenlignet med konvensjonell dyrkning og
anrikning pa buljong. (13,14). Ekstra tilsats for eksempel av Isovitalex eller FOS
(fastidious organism supplement) kan veere fordelaktig, men dokumentasjonen er
sparsom (12,13,15).

3. Anaerob dyrkning av CSV bgr anvendes ved risikofaktorer for infeksjoner med
anaerob etiologi som v/ mastoiditt, kronisk sinusitt, hjerneabscess, subdural empyem,
epidural abscess, ved postoperativt infeksjon og ved shunt (1-5).

4. Ved dyrkning med tanke pa sopp bar en Sabouraud skal inkluderes. Dette bgr alltid
gjeres dersom pasienten er immunkompromitert.

Sammendrag: Rutinedyrkning skjer pa Blod- og Brun-skal. Anaerob utsad ber alltid
vurderes utefra klinisk problemstilling. Utsad pa selektivt soppmedium bgr alltid inkluderes
ved mistanke om soppinfeksjon og ved CSV fra immunkompromiterte pasienter.

Anrikning av spinalvaske er ikke rutinemessig anbefalt. Ved shuntinfeksjon anbefales
anrikning i buljong pluss eventuell aerob og anaerob blodkulturflaske. Ekstra tilsats i
anrikningsmediene kan veere fordelaktig.

Shuntinfeksjon:
Dyrkning av selve shunten og CSV i eller rundt shunten (2):
1. CSV sas ut som over, men anaerob utsaed og soppdyrkning bar inkluderes. Om det er
nok CSV bgr aerob og anaerob anrikning i 7-10 dager utfare (16).
2. Selve shunten bgr legges i buljong og inkuberes i 7-10 dager ved 37°C (16).
Abscesser i CNS:
1. Ved dyrkning av hjerneabscess eller biopsi: aerob utsed pa Blod- og Brun-skal. Om
mye materiale inkluder Laktose og Manitt skal (1-5).
2. Anaerob utseed inkludert Actinomyces dyrkning som inkluderer anaerob buljong bar
alltid utfgres ved mistanke om hjerneabscess (1).
3. Selektiv sopp-medium bgr alltid inkluderes.
4. Aerob og anaerob anrikning skal alltid utfares.
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2.4.2 Valg av inkubasjonsatmosfeere og inkubasjonstid

Cerebrospinalveske:

1.

2.

w

Ved rutinepraver skal skalene inkuberes i 48-96 timer (1, 3, 6) ved 35-37 °C i aerob
atmosfare med 5-10 % CO,.

Anrikningsbuljong skal inkuberes i 37 °C i aerob atmosfaere uten CO; i minst 5 dager
(3,7,13). Blodkulturflasker (aerob og anaerob) inkuberes rutinemessig i 5-7 dager
(13,14).

Anaerobe skaler bar dyrkes i 5 dager (1).

Evnt. selektivt soppmedium bgar dyrkes i aerob atmosfaere ved 30 °C i minst 3 uker
(1,6).

Shuntinfeksjon:

1.

2.

3.
4.

Ved shuntinfeksjoner skal aerobe skaler inkuberes i 48-96 timer 35-37 °C i aerob
atmosfaere med 5-10 % CO,.

Anrikningsbuljong skal inkuberes i 37 °C i aerob atmosfaere uten CO, i 7-10 dager
(16). Blodkulturflasker (aerob og anaerob) inkuberes rutinemessig i 7-10 dager (16).
Anaerobe skaler bgr dyrkes i anaerob atmosfeare ved 37 °C i 5 dager (1).

Evnt. selektivt soppmedium bgar dyrkes i aerob atmosfaere ved 30 °C i minst 3 uker
(1,6).

Abscesser i CNS:

1.

2.

w

Aerobe skaler skal inkuberes i 48-96 timer 35-37 °C i aerob atmosfaere med 5-10 %
CO..

Anaerobe skaler bgr dyrkes i anaerob atmosfare ved 37 °C i minst 5 dager (1). Ved
hjerneabscess bar dyrkning med tanke pa Actinomyces utfgres — dvs. 12 dagers
inkubasjon (1).

Selektivt soppmedium bgr dyrkes i aerob atmosfere ved 30 °C i minst 3 uker (1,6).
Anrikningsbuljong skal inkuberes i 37 °C i aerob atmosfere uten CO, i minst 5 dager
(3,7,13). Blodkulturflasker (aerob og anaerob) inkuberes rutinemessig i 5-7 dager.

Unntak fra reglene:

Denne listen kan selvfglgelig ikke vaere fullstendig. Som alltid gjelder ogsa her at man har
god kommunikasjon med klinikerne og tilpasser den mikrobiologiske diagnostikken deretter.
Nedenfor er det oppfart en liste med mikrober som ikke ngdvendigvis fanges opp ved
ovennevnte dyrkningsprosedyrer,

1.
2.
3.

Legionella: BCYE skal, inkubasjonstid 3-5 dager.

Brucella: vokser pa Blod- og Brunskal. Inkubasjon i 2 uker anbefales.

Francisella tularensis: vokser pa brunskal vanligvis innen de farste 3 dager men
dyrkning pa neeringsrike medier (CHAB) i 14 dager anbefales (1) OBS: Biosafety
level I11- vanligvis diagnose ved hjelp av serologi. Dyrkning har lav sensitivitet.
Bartonella: vokser pa brunskal eller Heart Infusion agar og burde inkuberes i minst 4
uker i 5 % CO2 atmosfere. Vanligvis diagnostiseres sykdommen ved hjelp av serologi
Q).

Nokardia: Brunskal inkuberes ved 35-37°C i fuktet aerob atmosfere i 14 dager (1).
Cryptococcus neoformans: Vokser vanligvis innen 36-72 timer pa Blodskal.
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2.5 Antigenpavisning i CSV (evt. ogsa urin)
- indikasjoner og metoder
Mette Walberg, Sykehuset Asker og Baerum HF

Bakterielle infeksjoner i CSV (ogsa kryptokokker)

Latex agglutinasjonsteknikker
= H.influenzae type B

S. pneumoniae

N. meningitidis

E. coli K1

Streptokokker gruppe B

C. neoformans

Sensitivitet og spesifisitet
Syk

[Pos Ineg

Test |Pos 180 400 {580
|neg 20 400 420
ftot  [200 800 [1000

Prevalens 20 % (200 av 1000
Sensitivitet |90 % |180 av200
Spesifisitet |50 % 400 av 800
PPV 31 % [180 av 580
NPV 95 % 400 av 420

Hayden RT and Frenkel LD 2000
PIDJ 19:290-2
= Retrospektiv review av CSV latex testing (Illinois, USA) pa pediatrisk materiale
= Metode
— 6400 CSV latex tester (1995-1996) vs dyrkning
= Resultater
— CSVsens 70 %
— CSV spes 99 %
— Urin sens 27 %
— Urin spes 87 %
— Falsk neg=13 / falsk pos=59
Sanne tester farte ikke til endring av beh
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Usanne tester farte til ungdvendig beh/utgifter
= Konklusjon (Latextester):
— Lav (for lav?) sensitivitet/spesifisitet for screeningformal
— Riktige resultater har ingen eff. pa klinisk forlgp
— Gale resultater genererer store utgifter

Tarafdar K et al. 2001
CID 33:406-8
= Kultur-negative meningitter i NY, USA
= Konklusjon (latex-test)
= sensitivitet 7 %

Khyriem AB et al. 2003
Indian J Med Microbiol 21:252-6
= Kroniske kryptokokk-meningitter (kliniske kriterier): sammenligning av to ulike
agglutinerings-tester, dyrkning, India ink. Pondycherry, India
= Metode
— 150 CSV samples
= Resultater
— 39 samles var positive ved én eller flere metoder
— CSV (latex)  sens 95 %
— CSV (dyrkning) sens 26 %
= Konklusjon
— Antigen-pavisning er nyttig tillegg til India ink og dyrkning

Chapin-Robertson K et al. 1993
Diagn Microbiol Infect Dis 17:197-201
= Cryptococcal antigen detection from the urine of AIDS patients. Connecticut, USA
= Metode
= 92 pasienter, 103 prgvesett
= CSV, urin, serum (+/- pronase-behandling)
= Resultater
= Alle pasienter med pos. titer (CSV/serum) hadde pos. titer i urin
= Konklusjon
= Antigen-pavisning i urin er egnet for pavisning av C-Ag i AIDS-pasienter
(bruk av pronase gker sensitivitet)

Konklusjon (latex-tester)

= CSV (meningitt hos barn) ikke berettiget
= Urin (AIDS-pasienter): berettiget
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2.6 Bruk av genteknologiske metoder ved infeksjoner med
bakterier og sopp i sentralnervesystemet
Fredrik Muller, Rikshospitalet

2.6.1 Innledning

Innlegget beskriver anvendelse av genteknologiske metoder ved infeksjoner med bakterier,
sopp og parasitter i sentralnervesystemet (CNS). Etter avtale med redaksjonen omtales ikke
mykobakterier, spiroketer og parasitter.

Den viktigste indikasjonen for bruk av genteknologiske metoder er pavisning av agens
direkte i prevemateriale, serlig der pasienten har fatt antibiotika forut for pregvetaking eller
der det kan dreie seg om vanskelig dyrkbare eller ikke dyrkbare mikroorganismer.

Anvendelse av genteknologiske metoder vil oftest utgjare et tillegg til klassiske
metoder som dyrkning og mikroskopi. En del genteknologiske metoder er hurtige
sammenliknet med dyrkning.

2.6.2 Sykdommer

Viktige infeksjonssykdommer i CNS omfatter meningitt, encefalitt, shuntinfeksjon,
hjerneabscess, subduralt empyem og epidural abscess. CNS-infeksjoner hos
immunsupprimerte kan manifestere seg pa ulikt vis (meningitt, encefalitt, abscess), bl a
avhengig av graden av immunsuppresjon.

Noen viktige agens er angitt i tabellen nedenfor.

Tilstand Viktige agens Kommentar

Bakteriell meningitt Neisseria meningitidis Barn og unge voksne
Streptococcus pneumoniae <5 ar og over ~ > 65 ar
Haemophilus influenzae Barn. Uvanlig pga vaksine
Listeria monocytogenes Nyfadte, immunsupprimerte
Streptococcus agalactiae Neonatal meningitt
E. coli Neonatal meningitt

Sopp meningitt Cryptococcus neoformans Sjelden. Obs immun-
Candida spp. supprimerte pas.

Shuntinfeksjoner Staph. Epidermidis

Staph. aureus
Enterobacteriaceae
Candida spp.

Encefalitt/encefalomyelitt | Listeria monocytogenes Sjeldne agens!
Legionella pneumophila

Mycoplasma pneumoniae
Cryptococcus neoformans

Hjerneabscess, epidural Streptococcus milleri
abscess, subduralt Staph. aureus
empyem Enterobacteriaceae

Bacteroides spp
Prevotella spp

CNS-infeksjoner hos Nocardia spp
immunsupprimerte Listeria monocytogenes
Cryptococcus neoformans
Aspergillus fumigatus

42



2.6.3 Prgvemateriale
Viktige typer prgvemateriale er spinalvaeske, puss, biopsier og shuntspisser.

2.6.4 Prgvetaking og transport

Praver til genteknologiske undersgkelser tas som til gvrig mikrobiologisk diagnostikk.
Vanligvis vil DNA veere utgangspunkt for de genteknologiske undersgkelsene. DNA er
relativt robust med tanke pa transporttid, temperatur mv (1;2). Imidlertid er det begrenset
dokumentasjon angaende hvor stabilt DNA er i ulike typer prgvemateriale, og en bgr derfor
tilstrebe rask transport til det mikrobiologiske laboratoriet. Det har veert anbefalt at preven
holdes nedkjglt eller frosset dersom det tar mer enn 24 timer fra prgvetaking til ekstraksjon

A).

Ofte vil det vaere aktuelt & ta prever etter oppstart av antibiotika. Selv om N.
meningitidis har vert pavist i spinalvaeske inntil 3 dggn etter oppstart av antibiotika, har det
veert anbefalt at prever tas innen 24 timer etter start av behandling (4).

2.6.5 Ekstraksjon av nukleinsyre

Ekstraksjon av nukleinsyre er et viktig trinn i genteknologisk metodikk. Kvaliteten pa
ekstraksjonen er av helt avgjgrende betydning for det endelige resultatet, noe som ofte er
underkjent.

Falgende krav bear stilles til metode for ekstraksjon av nukleinsyre:

frigjgre nukleinsyre fra mikroorganismen

unnga degradering av nukleinsyre

fjerne substanser som hemmer PCR-reaksjonen (”inhibitorer”)

mulighet til & konsentrere prgven

automatisering

lav pris

VVVYVVY

De senere ar har det skjedd en overgang fra manuelle til automatiserte
ekstraksjonsmetoder. De manuelle metodene, se f eks (3), er arbeidskrevende og har ofte
lavere reproduserbarhet, men kan likevel gi nukleinsyre-ekstrakter av god kvalitet. Til
diagnostisk bruk vil de sannsynligvis bli benyttet i sveert liten grad i de kommende ar. Mange
automatiserte systemer anvender magnetiske glasskuler som binder nukleinsyre (5).

For enkelte typer pravemateriale, bl a biopsier, er det aktuelt med mekanisk
dissosiering av vevet far ekstraksjon, f eks ved risting med glasskuler ("bead beating”).

Det er viktig at laboratoriet validerer sin(e) metode(r) for ekstraksjon av nukleinsyre.

Spinalvaeske inneholder ofte fa mikroorganismer og stiller dermed hgye krav til
ekstraksjon (6). Faktorer som prgvevolum, elueringsvolum (sluttvolum med DNA etter
ekstraksjon) og valg av ekstraksjonsmetode er av stor betydning. Metoden ma ogsa fjerne
inhibitorer (substanser som kan hemme PCR-reaksjonen”) (7).

Genteknologiske undersgkelser av formalinfikserte prgver er en spesiell utfordring
fordi DNA ofte vil vaere skadet. Det foreligger spesielle ekstraksjonsprotokoller for
undersgkelse av slikt materiale (8). Det anbefales at patologene ekstraherer DNA fra disse
prgvene far mikrobiologiske undersgkelser. Generelt vil det vaere vanskeligere a amplifisere
lange sekvenser fra formalinfiksert materiale. Det er her en fordel at man ved sanntids-PCR
amplifiserer korte sekvenser.
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2.6.6 Genteknologiske metoder
Anvendelse av genteknologiske metoder kan deles inn pa ulike mater:

1. Amplifikasjonsmetoder vs Ikke-amplifikasjonsmetoder
2. Generelle metoder ("apne™) som kan pavise ulike mikrober (sekvensering) vs
spesifikke metoder som kan pavise en/et fatall ulike mikrober

3. Pavisning av mikrober direkte i pravemateriale vs i kultur

4. Metoder for
a. identifikasjon
b. pavisning av resistensgen(er)
c. pavisning av virulensgen(er)
d. typing av mikroorganismer

Ikke-amplifikasjonsmetoder

Det anvendes DNA- eller PNA (protein nukleinsyre)-prober som er koblet til et signalmolekyl
(2), f eks en fluorescerende substans som ved fluorescerende in situ hybridisering (FISH).
Metoden har kun anvendelse ved undersgkelse av kultur, f eks ved undersgkelse av
spinalvaeske som er inkubert i blodkulturbuljong.

Amplifikasjonsmetoder

Polymerasekjedereaksjonen (PCR) er den mest brukte amplifiseringsmetoden, men det er
ogsa utviklet en rekke andre metoder som amplifiserer en utvalgt gensekvens. Eksempler pa
slike metoder er SDA (”Strand displacement amplification”), TMA (“Transcription-mediated
amplification”), LCR (“Ligase chain reaction”) og NASBA (“Nucleic acid sequence-based
amplification”). Teknikkene er neermere omtalt i (2;9).

PCR-metoden har de senere ar blitt videreutviklet, sarlig har sanntids- ("real time”)
PCR hatt stor betydning for mikrobiologisk diagnostikk. Ved sanntids-PCR skjer
amplifisering og deteksjon av PCR-produkt samtidig ved hjelp av prober med signalmolekyl
eller fluorescerende substanser som binder dobbelttradet DNA. Dette er nermere omtalt i
(2;9). Ved sanntids-PCR kan undersgkelsen utfgres raskt (< 1 time + tid til ekstraksjon), en
jobber i et lukket system med liten risiko for kontaminering med amplifisert DNA og metoden
apner for & pavise flere gensekvenser i samme reaksjon (multiplex PCR). Risiko for
kontaminering kan reduseres ytterligere ved bruk av uracil-N-glycosylase (UNG) som hindrer
falske positive resultater som fglge av forurensning fra tidligere analyser (10).

Ved sanntids-PCR og liknende metoder pavises én eller et relativt lite antall
gensekvenser ("man far svar pa det man spar om”). Ved a velge primere i konserverte
flankeomrader innen 16S rDNA- eller ITS- (Internal transcribed spacer) regionen der resten
av sekvensen varierer for ulike bakterier, kan man ved sekvensering av amplifisert produkt
identifisere bakterier med god treffsikkerhet. Dette er mer "apne” metoder enn sanntids-PCR,
dvs at de gir mulighet for & pavise mange ulike agens — vanligvis om de foreligger i renkultur
i prevematerialet. Bruk av bioinformatikk tillater pavisning av opp til 3 mikroorganismer
samtidig.

Tilsvarende kan man sekvensere amplifiserte produkter innen 18S rDNA- eller ITS-
regionen for identifikasjon av sopp (og parasitter).
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Bruk av kontroller er en viktig del av kvalitetssikringen av amplifikasjons-metodene,
dette er utferlig beskrevet i tidligere strategirapport fra 2006 (11). Deltakelse i
sammenliknende laboratoriepraving ("ringtester”) er ogsa en viktig del av kvalitetssikringen.
Quality control for Molecular Diagnostics (www.gcmd.org) og enkelte andre
ringtestleverandarer sender ut en rekke mikroorganismer for genteknologisk pavisning.

Alle disse amplifikasjonsmetodene kan i prinsippet anvendes for pavisning av
gensekvenser fra mikrober i kultur og direkte fra prevemateriale. Formalet med a pavise en
gensekvens kan vere identifikasjon av en mikroorganisme eller pavisning av resistens- eller
virulensgen(er).

2.6.7 ldentifikasjon

Tabellen nedenfor, modifisert fra (4), viser en del gensekvenser som har veert anvendt ved
pavisning av mikroorganismer som er viktige ved CNS-infeksjoner.

Mikroorganisme Malsekvens | Kommentar
Neisseria meningitidis 1S1106 Insersjonssekvens
porB Koder for porinet PorB
crgA Koder for transkripsjonsregulator
CtrA Koder for et yttermembranprotein
dhps Koder for dihydropteroat syntase
Streptococcus pneumoniae | lytA Koder for autolysin
ply Koder for pneumolysin
Haemophilus influenzae bexA Koder for en komponent i polysakkarid
eksport
Streptococcus agalactiae | hylB Koder for hyaluronidase
Staphylococcus aureus Coa Koder for koagulase
Nuc Koder for nuklease
Sad42 Gen med ukjent funksjon
Listeria monocytogenes hlyA Loder for listerolysin-O
iap Koder for invasjons-assosiert protein
mpl Koder for metalloprotease
Aspergillus fumigatus 18S rDNA

Det foreligger en rikholdig litteratur som omtaler bruk av genteknologiske metoder
ved CNS-infeksjoner. En rekke forfattere har arbeidet med genteknologiske metoder som kan
pavise de viktigste arsaker til bakteriell meningitt (12-20). For genteknologisk diagnostikk av
meningokokk-meningitt har ”The European Monitoring Group on Meningococci” (EMGM)
utarbeidet egne retningslinjer (21).

Viktige sopparter ved CNS-infeksjoner, serlig hos immunsupprimerte pasienter,
omfatter Cryptococcus neoformans, Candida spp. og Aspergillus fumigatus. I tillegg til
mikroskopi, antigentest og dyrkning har PCR veert beskrevet som en sensitiv metode til
pavisning av kryptokokker (22;23). Bruk av PCR til pavisning av Candida spp. og
Aspergillus fumigatus er omtalt i en mange rapporter, bl a (24-27).

En rekke andre, sjeldne agens kan gi CNS-infeksjon. I mange tilfelle er
genteknologisk diagnostikk til nytte, f eks ved infeksjon med Nocardia spp (28;29),
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2.6.8 Pavisning av resistensgener

Genteknologiske metoder kan ogsa anvendes til & pavise resistensgener, bl a hos N.
meningitidis (30;31), S. pneumoniae (32;33) og H. influenzae (34). Dette vil serlig ha
interesse ved dyrknings-negative praver.

2.6.9 Typingsmetoder

Genteknologiske typingsmetoder omtales kun kort. De er velegnet til typing av
mikroorganismer, f eks for typing av meningokokker (35) eller kartlegging av en mulig
utbruddstamme (36;37). Metodene kan deles inn i ikke-amplifiseringsmetoder (f eks pulsfelt
gelelektroforese) og amplifiseringsmetoder som MLVA ("Multiple-locus variable-number
tandem repeat analysis”), AFLP (”Amplified fragment length polymorphism”) og MLST
("Multilocus sequence typing”).

2.6.10 Tolkning og vurdering

| motsetning til dyrkningsmetoder, vil genteknologiske metoder pavise bade viable og non-
viable mikroorganismer. Dette krever serskilt vurdering av resultatene. Ved sanntids-PCR
kan det vaere vanskelig & vurdere betydningen av svakt positive funn.

2.6.11 Krav til genteknologisk diagnostikk ved CNS-infeksjoner

Det bar diskuteres hva som bar gjares av diagnostikk, og hvor (pa hvilket niva) det ber gjares.
Ettersom kompetanse og instrumentering styrkes lokalt, vil mange laboratorier kunne utfgre
en del av diagnostikken som er beskrevet.

Som et minstekrav foreslas falgende:

Regionalt niva:
PCR-metoder for pavisning av vanlige "meningitt-agens”
16S rDNA sekvensering (eller tilsvarende)

Nasjonalt niva:

PCR-metoder for pavisning av uvanlige agens/agens hos immunsupprimerte
Sekvensering for pavisning av sopp
Typingsmetoder, inkl metoder for typing av viktige ”meningitt-agens”

2.6.12 Fremtidsutsikter

Forbedring av eksisterende metoder innen diagnostikk

Det forventes at bruk av genteknologiske metoder vil gke innen mikrobiologisk diagnostikk
de kommende ar. Sanntids-PCR vil fortsatt vere et viktig verktgy og gkt anvendelse av
multiplex PCR vil gjgre det mulig a pavise flere mikrooganismer samtidig.

Vi vil oppleve en gkende grad av automatisering. Kostnadene pr analyse vil
sannsynligvis avta. Innen sekvensering kommer det nye metoder som er raskere og rimeligere
(38).
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”Nye”” metoder innen diagnostikk

Utvikling av mikromatriser ("biochips”) vil gjgre det mulig & identifisere mange
mikroorganismer (bakterier, sopp, virus, parasitter), og flere agens kan pavises i samme prgve
(f eks aerobe og anaerobe bakterier i abscessmateriale) (39).

Nanoteknologi apner bl. a. for pavisning av mikroorganismer med meget hgy

sensitivitet (40).

Ved hjelp av immunogenetikk vil individets mottakelighet for ulike alvorlige

infeksjoner sannsynligvis kunne kartlegges.
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2.7 CNS-infeksjoner hos den nevrokirurgiske pasient.
Vurdering av funn — signifikante eller ikke?
Rune Hennig og Gunnar Skov Simonsen, Universitetssykehuset i Nord-Norge

Det er ikke bedt om sammendrag fra disse innleggene. De skulle illustrere problemene man
daglig meter i vurdering av funn i prevemateriale fra CNS. Det ble ikke trukket konklusjoner
som ikke er dekket i de andre innleggene.
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Ringtester:

Styrermgtet for medisinsk-mikrobiologiske laboratorier i Norge etablerte i 1982 et program
for eksterne kvalitetsvurderinger i bakteriologi, mykologi og parasittologi (“ringtester”) i
Norge.

Ansvaret for programmet ble lagt til en Referansegruppe som i dag bestér av 5 representanter
for de deltagende laboratorier. Disse velges for 4 ar om gangen. Organiseringen og den
praktiske gjennomfgringen av programmet ble lagt til en arbeidsgruppe med permanent sete
ved Avdeling for bakteriologi, Statens Institutt for Folkehelse

Programmet bestar av 4 utsendelser pr ar som hver vanligvis bestar av 4 simulerte kliniske
materialer med tilhgrende kliniske opplysninger. Pravene sendes ut "apent”, dvs. at deltagerne
vet at det dreier seg om en ringtest, men de skal likevel behandle materialene i sterst mulig
grad som ordinare kliniske praver. | henhold til egen rutine skal de saledes gjennomfgre
isolering, identifikasjon og eventuelt resistensbestemmelse av mulige patogene agens samt
vurdere den kliniske betydning av funnet.

Flertallet av materialene representerer vanlige diagnostiske problemer. Enkelte av problemene
kan likevel vaere sjeldne eller vanskelige, idet de er valgt ut med tanke pa & minne deltagerne
om uvanlige, men likevel viktige kliniske situasjoner eller for a informere dem om f.eks. en
aktuell epidemiologisk situasjon, ny viten o.l.

Hver utsendelse avsluttes med en oppsummerende rapport fra arbeidsgruppen.

Strategimgter:

Hvert ar arrangeres det innen rammen av ringtestprogrammet et strategimate (tidligere kalt
konsensusmgte) hvor et spesifikt tema blir tatt opp til diskusjon.

Ansvarlig arranggr er Referansegruppen. Denne utpeker vanligvis for hvert enkelt mgate en
programkomié blant deltagerne som blir ansvarlig for program og gjennomfgring av matet.
Deltagere pa mgtet er én representant for hvert laboratorium som er med i ringtestprogrammet
samt enkelte fremtredende klinikere innen det aktuelle omradet som skal diskuteres. Alle
mikrobiologisk relevante aspekter innen det aktuelle temaet diskuteres med tanke pa a komme
fram til felles aksepterte retningslinjer og prosedyrer.

Hvert strategimgte avsluttes med en rapport hvor premissene og konklusjonene fra
diskusjonene nedfelles. Ansvarlig for rapporten er den aktuelle programkomiteen.
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