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 الأزرق، كلام الدكتورة باللون الأسودالسلايدات باللون  السلام عليكم ورحمة الله..

➢ The first thing that we going to discuss is CNS specimens:  

•There are many specimens that can be taken from the central nervous system; cerebrospinal 

fluid (CSF), brain abscess aspirates or tissue biopsy samples. However, CSF is by far the 

most important, easily obtained sample by lumbar puncture. 

the most important and easily obtained sample is the CSF. 

بس كل وحدة  CNSبنومدهم من ال brain abscess aspirates & brain biopsyلزي ا غيرها samplesطبعا في 

 brain abscessواضح انه المرض هو ال brain abscess aspirates، زي مثلا الpathologyمنهم بتعتمد على ال

 شو نستخدم بالعلاج  ونعرف   cultureعشان نحاول نعمل  aspirationمنعمل 

• The role of brain biopsy in the diagnosis of encephalitis has declined since the advent of 

PCR testing in CSF. However, it still has a place for patients in whom diagnosis has not been 

obtained following extensive investigation, particularly if there are focal abnormalities on 

imaging (tumors). 

 بطرق أسهل منها زي استبدالهاتم +  very invasiveكانت تستخدم ولكن قل استخدامها بسبب انها  brain biopsyال

 بشكل أسرع  diagnosisوهاد ساعد انه نوصل لل PCR testing for CSFال

- If we discovered some findings like a suspected tumor or suspected Parkinson’s 

disease on CT or MRI and after extensive investigation we cannot reach to any 

diagnosis, the final solution is to do a brain biopsy.  

• Serum samples can be obtained to help detect the cause of CNS infection. 

It’s not from the CNS but it can help us diagnose CNS infections  

 serumوال، بفصل مكونات الدم وبصيروا خلايا الدم تحت centrifugeبسحبوا عينة دم من المريض وبحطوا الدم بال

 بكون فوق   clotting factors, antibodies, plasmaاللي بحتوي على ال

➢ Serum/blood samples:  

•A serum serology sample can help in the diagnosis of certain CNS invading 

microorganisms: 

   serum serology sampleهو ال CNS infectionبتشخيص الواكثر اشي بساعدنا   serumاللي بهمنا من ال

Serology means that we are looking in this serum sample for antibodies, examples: 

o Mumps-specific IgM or IgG antibody titers from sera specimens. 

o Serologic testing for measles-specific IgM or IgG titers 

o Herpes simplex and Varicella-zoster (VZ) antibodies 

Microbiology lab 
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o Neurosyphilis (VDRL/RPR in serum, detection of antibodies by fluorescent 

treponemal antibody absorption (FTA-ABS) test) 

• Blood culture can help aid the diagnosis, since some bacteria may circulate the blood 

during CNS infection (bacteremia). A blood culture can support the result of CSF culture. 

For example, Neisseria meningitidis can cause CNS infection (meningitis) and at the same 

time it circulates the blood and cause meningococcemia (bacteremia)  

برضو نمت فيها   blood cultureوفي عنا  Neisseria meningitidisنمت فيها  CSF cultureفي عنا يعني 

Neisseria meningitidis ال  ةمسبببكتيريا الهاد بعطينا دليل قوي انه تشخيصنا صحيح وانه الmeningitis  ال هي 

Neisseria meningitidis 

➢ CSF sampling 

How do we obtain it?  

• Lumbar puncture 

1. Clean the puncture site with antiseptic solution and alcohol before needle insertion to 

prevent introduction of infection. 

2. Insert a needle at the L3-L4, L4-L5, or L5-S1 interspace (depending of the anatomy of the 

person we want to take the sample from him). 

3. When the subarachnoid space is reached, the spinal fluid will appear in the needle hub. 

After inserting the needle, it will reach the subarachnoid space and then the CSF will drain 

into tubes  

 (  ٣ع الأغلب )   tubes 4-3منوخد  lumbar punctureعادة لما نوخد 

4. Slowly drain the CSF into the sterile leakproof tubes. 

5. Three tubes are generally required for microbiology, hematology, and chemistry testing. 

6. The first tube drawn will generally go to microbiology, and the last tube drawn will 

generally go to hematology. 

مش   Microbiology testبروح لل tube، يعني أول معين testتروح ل tubeمحدد بحيث انه كل في ترتيب 

 بكون أكثر اشي معقم لانه بالبداية   tubeلانه أول  hematology or chemistry testلل

من هاي  bloodفبنزل ال trauma، لانه ممكن بالبداية الابرة تعمل hematology testingلازم يروح لل tubeوآخر 

 exactبنزل فيه ال  tubeواخر traumaخلص بكونوا رايحين من ال RBCsوال tubesبأول وثاني   traumaال

amount of RBCs in the CSF for us to count  فما بنتج عناfalse high count of RBCs   

هاد تلقائيا بكون ف hematologyوالأخير لل microbiologyما بفرق ترتيبه بس كونه الأول لل chemistry tubeال

 الثاني. 

• Contraindications of lumbar puncture: 

o Possible raised intracranial pressure (ICP) with risk for cerebral herniation 
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يصير  وتحت الضغط   لهاد بقلتحت  ابرةاحنا دخلنا  مرتفع و brainلو كان الضغط عند الانه حكيناها بالمحاضرات 

 cerebral واويسبب skullباتجاه اليندفعوا   brain & brainstemال يأدي لانهفممكن  الضغط كثير قوي فوق

herniation من هاي الوherniation   يصير فيdamage للbrain & brainstem   

So, we need to role out raised intracranial pressure or to know that the patient has increased 

intracranial pressure:  

- bulging fontanelle is the most common sign in children when they have increased 

intracranial pressure 

- In adults: 1- testing optic disc and see if the patient has papilledema or not  

 2- to role out any mass effect (if there is a tumor or hemorrhage 

increases the pressure on the brain) on CT or MRI (CT is faster than 

MRI in emergency)  

o Thrombocytopenia or other bleeding diathesis, including ongoing anticoagulant 

therapy 

Because it can cause continuous bleeding into the spinal canal or in the outside  

o Suspected spinal epidural abscess 

 

• LP is a relatively safe procedure, but minor and major complications can occur 

o Post-LP headache 

o Infection  المكان معقم اذا ما كان  

o Bleeding if there was thrombocytopenia  

o Cerebral herniation if there was increased intracranial pressure  

o Minor neurologic symptoms such as radicular pain or numbness if the entry of the 

needle was wrong, it may reach the nerves and cause radicular pain or numbness 

o Back pain 

   spinal tapمحل ال back painممكن تعمل 

After we obtain the CSF samples, we have 2 types of examinations: 

➢ CSF macroscopic examination 

   بالعين المجردة CSFمن اسمها، منشوف ال

• Normal CSF appearance is clear and colorless    زيه زي المي 

• Macroscopic examination after LP: 

o Color (bloody due to hemorrhage or traumatic tap) 

 hemorrhage or traumatic tapهاد بدل انه في  bloody، فإذا كان clearلازم يكون  colorحكينا انه ال

o Clarity (turbidity is nonspecific but indicates the presence of an underlying 

pathology or purulent bacterial meningitis) 
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o Viscosity (thick in severe purulent or cryptococcal meningitis) 

 severe purulent orعنده patientانه ال قوي هاد دليلمعناها  thickزي المي، فإذا كان  بكون حكينا انه

cryptococcal meningitis 

o Presence of clots (elevated proteins due to TB meningitis) 

   TB meningitisالأعراض ، وارتفاع البروتينات من clotsارتفاع البروتينات بسبّب 

، بس وجود  هممن أشياءما بتعطي تشخيص دقيق للأمراض هاي لانه في أمراض ثانية بتسبّب   شياءالأ  ايه

 تأكده التشخيص تبعنا وب  بتدعم اللي فوق شياءالأ بتشير لمرض معين، testsأعراض و

➢ CSF sample analysis (microscopic examination)  

As we said before, there are 3 tubes:  

• Chemistry tube: 

o To measure glucose and protein 

o Electrophoresis (to detect IgG band in multiple sclerosis) 

 electrophoresis of theالزي ثانية  tests، بقدر أعمل infectionsمش بس لل chemistry tubeيعني ال

CSF ممكن يساعدنا بالdiagnosis of multiple sclerosis 

• Hematology tube is for cell count and differential (RBCs, WBCs, etc) 

 الخ.. RBCs, WBCsحتى نعرف كم عنا   cell countالللتذكير: 

  lymphocytes, neutrophils, eosinophils ؟  WBCsشو هم ال  WBCs فيإذا عشان نعرف  differentialوال

 الخ..

▪ CSF Analysis 
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  CSF analysisبس هون رجعناله عشان نفهم أكثر أهمية ال  meningitisاخدنا الجدول من قبل بمحاضرة ال

 polymorphnuclear cells orسواء كانوا  WBCsبعدلنا ال hematology، الchemistry & hematologyبال

lymphocytes والchemistry البروتين والغلوكوزب همناب 

، هاد elevatedوالبروتين والغلوكوز كانوا كثير  elevated (& mainly lymphocytes)كانوا  WBCsهسا مثلا ال

 viral infectionممتاز انه دليل 

 5منلاقي  normally، يعني احنا elevatedكثيير  WBCs؟ اذا كانت الbacterial infectionطيب شو الدليل لل

WBCs  يعني أكثر بألف مرة( هاد بعطيني دليل انه  5000فاذا لقينا(bacterial infection  واللي بدعمنا اكثر لما ،

البروتين مرتفع، موجودين( +   WBCsهي اكثر  neutrophils)يعني تكون ال  elevated neutrophilsيكون في عنا 

 معناها بكون منخفض(  او اقل ٤٥ فاذا كان تقريبا ٦٠)الطبيعي يكون كثير والغلوكوز منخفض 

 turbid (cloudy)بكون  appearance< ال—  microscopic observationالاللي بدعمنا أكثر  برضو

• Microbiology tube: 

دقايق تقريبا وفي أشياء  ٥، في عنا أشياء بتوخد Microsoft labبال CSF sampleفي كثير شغلات منقدر نعملها لل

 بتحتاج أسبوعين لتنمو fungi cultures، والأيام ٣بتوخد  CSF culture for bacteria، وفي زي ال بتوخد ساعات

• Direct wet mount preparation (detects the presence of Candida(yeast), Amoeba 

(which can be motile) and/or Cryptococcus species) 

   light microscopeال تحت examination لهامنعملو slideع ال اه، منحطCSFالعينة منوخد 

• Gram stain (gram positive or negative, Cocci or bacilli). 

  antibioticالدكتور بعطي ال، empirical treatmentوهاد بفيدنا بال (+) gram (-) orبهمنا نعرف انها 

   full resultsالالصح وبكسب وقت لحد ما تطلع  

• Acid fast stains (for detection of Mycobacterium tuberculosis). 

• India ink stain (to detect the presence of Cryptococcus neoformans) 

-From 2-4, they need 5-10 minutes for the results to be obtained.  

• CSF culture and sensitivity for bacteria and fungi. 

• CSF culture for viruses. 

• CSF Serological tests 

• Rapid antigen detection tests 

• Molecular diagnosis (CSF PCR testing; to detect DNA/RNA) 

-the last 5 methods may take longer time, we will talk about them in the next pages 

 

➢ CSF Culture and sensitivity: 

CSF culture can be done to detect viruses, bacteria, mycobacteria (gram + bacteria) and even 

fungus. 
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• CSF viral, bacterial (including mycobacterial) and fungal cultures remain the main stay in 

the diagnosis of infectious meningitis. 

• Culture on routine media such as blood, chocolate and MacConkey agars. 

• Culture on specific media such as Thayer-Martin agar, Lowenstein-Jensen medium for TB, 

SDA medium for fungal causes. 

منزرعها ف TB meningitisالمريض عنده  انه اشتباه كبير عنا كان انه بحالةمثلا  very specific mediaالمنستخدم  

  neisseria meningitidis انه المريض عنهبشكل كبير ، لو شاكين  LJ mediumاللي هي ال TBلل  mediaعلى 

 ، الخ.. Thayer-Martin agarمنزرعها على 

• Sensitivity tests done to identify the appropriate antimicrobial therapy and need up to 72 

hours for results to be obtained. 

بغطي  empirical treatmentحالة طارئة فالدكتور بعطي   meningitisانه ال اخدناوساعة،  ٧٢مشكلتها انها بتوخد 

للدواء اللي  sensitiveومنشوف اذا البكتيريا كانت  most common bacteria that can cause meningitisال

 أيام   ٣اعطيناه عن طريق انه نتابع تحسن المريض ولو ما تحسن منغير الدواء حتى لو بعد 

• CSF bacterial culture requires up to 72 hours for final identification. 

• CSF fungal culture needs up to 14 days for proper final identification. 

• A recent study reported that CSF mycobacterial culture had a sensitivity of 22% and a 

specificity of 100% in diagnosis of tuberculosis meningitis. 

٪؜ انه ١٠٠بكون  diagnosisفال positiveطلعت  cultureوهاي ال mycobacteriaلل cultureيعني لو زرعنا 

mycobacteria   

البكتيريا بتوخد ٪؜ + ٢٢بس   positive resultsيعني احتمال انها تطلع   sensitiveبس مشكلة هاي الطريقة انها مش  

 وقت طويل لتنمو  

➢ CSF for viral culture: 

 cultureما بتنمو على ، لانه الفيروسات viral cultureبقدر يعمل في شغلات لازم نعرفها واللي هي انه مش أي لاب 

 ، وعشان نخلي هاي الخلايا عايشةاللي زي هيك  culturesللتحت في أمثلة  و ،تتقاسم مش عايشة، هم بدهم خلايا عايشة 

  الخ.. CO2لازم نضبط مستوى الاكسجين، الويقدر الفيروس يتكاثر فيها وينمو 

 الفيروسات بتوخد وقت طوييل لتنمو  أغلب  ثاني اشي، 

• The virus for which culture remains most uniquely useful is HSV. Cell culture is also 

sometimes applied to the detection of CMV, VZV and the enteroviruses. It can also be 

used to detect measles, rubella, and mumps viruses. However, due to the long time and 

low sensitivity, CSF viral culture is often unable to provide the timely diagnosis required 

for optimum patient management and the rapid tests (PCR) are gradually replacing viral 

culture. 

• Because no one cell culture type can support the growth of all medically relevant 

viruses, virology laboratories must maintain several different cell culture types. The 
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minimum requirements are a primary monkey kidney cell line, a human fibroblast line 

and a continuous human epithelial cell line such as HEp-2. 

How to detect the presence of the virus in cell culture? 

بتغير شكلها مثلا وبصير  ، cytopathic effectsبهاي الخلية منسميهم  effectsفيروس لما ينمو بالخلية بعمل كل 

هيك  ، عشان برجع للفيروس الفلانيبنعرف انه   effect، لما نشوف الlight microscopeالها شكل معين تحت ال

 وبدها حد عنده خبرة  testمش كل المختبرات بتعمل هاد ال

• Growth of viruses in cell culture is usually detected by visualizing morphological 

changes in the cells, known as cytopathic effect (CPE). The characteristics of the CPE are 

often sufficiently distinctive to allow the laboratory to be suspicious of which virus is 

responsible. 

• Viral cultures usually take a long time to grow. The time required to detect CPE varies 

from 1– 2 days after inoculation for herpes simplex virus (HSV) to 1–3 weeks for CMV. 

Enteroviruses are the easiest viruses to culture with 75% sensitivity and changes appear 

between 3 to 8 days. 

أيام  ٨-٣بدهم  enteroviruses، الmethodبهاي ال very effectiveهو بده من يوم ليومين عشان هيك  HSVال

 تبعتهم مش كثير عالية  sensitivityبس ال

• Newer culture methods have been developed that detect viruses faster than ordinary 

culture methods such as shell vial culture. 

 

➢ CSF serology 

 serum —  >that we detect antibodies of the IgM or IgG type of certain organismنفس المبدأ تبع ال

  CSFتبعتهم بال immunoglobulinsمنقدر نلاقي ال organismsمش كل ال

•Definitive serological diagnosis of CNS infections is established by detecting IgM 

antibodies or demonstrating at least a fourfold increase in neutralizing antibody titers 

between acute- and convalescent-phase CSF. 

•In general, due to delay in antibody response after symptom onset, a negative antibody 

test cannot be used to rule out infections and retesting may be required. 

  antibodiesوفي  infectionsأيام من ال ٣، يعني ممكن تطلع بعد CSFوقت ظهورها بال تلفبخ antibodiesال

 infectionانه ما في هاد مش معناه  negativeوطلعت النتيجة  test، فلو عملنا بتطلع بعد أسبوع 

•In most circumstances nucleic acid amplification tests have surpassed antibody-based 

detection as the test of choice. 

(،  CSF viral cultureاللي مش كثير هسا مستخدمة )زي ال  methodsزيه زي باقي ال CSF serologyال

، هاي كلها صارت أحسن nucleic acid amplification/ rapid tests (molecular diagnosis & PCR)ال

   test of choice for most of the organismsوصارت هي ال  more specificوأسرع و
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•These assays still have a valuable role in: 

 method of diagnosisوهي ال CSFاللي بال antibodiesأمثلة مهم فيها انه نشوف ال ٣رح نذكر 

o CSF IgM is the most widely used test for West Nile virus (WNV) infections; 

antibody may appear as early as 3 days and persist for up to 3 months. 

اكيد رح  WNV، عشان هيك الشخص ب تظهر معه أعراض الأشهر ٣ل CSFموجودة بال antibodiesبتضل ال

 CSFتبعته بال  IgMنلاقي ال

o Tests used for screening and diagnosis of neurosyphilis. Neurosyphilis can be 

confirmed by a positive CSF venereal disease research laboratory (VDRL) test. 

في  positive، لانه ممكن يطلع serum+ بال CSFبحالتين: بال test (VDRL)منقدر نعمله الneurosyphilis ال

 ٢ال

o Detection of antibodies to varicella zoster virus (VZV) IgG in CSF 

 ، عشان هيك في طرق ثانية أسرع وأفضلVZVيعني الشخص صار عنده مناعة لل IgGهون احنا منحكي عن ال

➢ Rapid antigen detection 

  organismعلى اللموجودة ا  antigensبلاحظ ال  testأما هاد ال  antibodiesاللي حكينا عندهم قبل كانوا لل  testsال

• Among the antigen assays for CNS infections, Cryptococcal antigen is the most widely 

used. The test relies on detection of Cryptococcus capsular polysaccharide antigens in CSF. 

• Detection of galactomannan (GM) antigen and (1,3)-β-D-glucan (BDG) in CSF can aid in 

the diagnosis of CNS aspergillosis or other invasive fungal infections 

• For acute bacterial meningitis, a rapid antigen assay is available to detect Hemophilus 

influenza, pneumococcal and meningococcal capsular antigens. 

 

➢ Molecular diagnosis of CNS infections 

• Because of higher sensitivity and specificity, nucleic acid in vitro amplification based 

molecular techniques are now widely used. 

• Molecular methods have dramatically improved the ability to diagnose CNS infections in a 

reasonable and effective time frame. 

This method currently is becoming the method of choice of detecting most of the causes of 

CNS infections  

• Divided into 2 types:  

o Monoplexassays. 

o Multiplexassays. 
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• Monoplex Assays: 

Mono = it detects a single organism.  

 monoplex — >just to detect، فإحنا منعمل HSV encephalitisانه هاد المريض عنده كبير يعني لو عنا اشتباه 

HSV وحتى هاي ال ،method صارت الtest of choice خاصة بالHSV encephalitis & meningitis 

o One of the first molecular assays used successfully for CNS infection diagnosis was 

for detection of HSV in cerebrospinal fluid (CSF). PCR quickly became the test of 

choice when studies demonstrated that CSF PCR was equivalent to culture of brain 

tissue for diagnosis of HSV encephalitis and meningitis. 

• Multiplex assays: 

Multi = it searches for more than one causative agent 

ومرات لأكثر من هيك )مرات لبكتيريا لحالها ومرات  أنواع من البكتيريا  ٧-٦ل testالواحد منقدر نعمل  kitيعني بال

 واحد(  kitمع بعض ب fungiوحتى  وفيروساتلفيروسات لحالها ومرات لبكتيريا 

 عشان أدوّر ع كل monoplexيكونوا   tests 8بدل ما نعمل  bacterial meningitisلو شاكين انه الشخص عنده 

 وقت  وفرهيك منض ومع بع ٨يدوّر عال multiplex، بعمل لحال بكتيريا

o Several multiplex PCR assays have been developed to identify bacterial pathogens in 

CSF targeting the most common causes of meningitis: S. pneumoniae, N. meningitis, 

H. influenzae, L. monocytogenes, S. agalactiae, S. aureus, E. coli, and M. 

pneumoniae. 

o Another multiplex PCR can simultaneously detect eight bacterial and viral pathogens 

in CSF including N. meningitis, S. pneumoniae, E. coli, S. aureus, L. monocytogenes, 

S. agalactiae, HSV-1/2, and VZV. 

o The BioFire FilmArray Meningitis/Encephalitis panel is currently the only FDA 

cleared multiplex assay for the detection of six bacterial, seven viral (cytomegalovirus, 

enterovirus, HSV-1, HSV-2, human herpesvirus 6 (HHV-6), human parechovirus and 

VZV), and single fungal (Cryptococcus neoformans) target in CSF . 

 

➢ Major CNS pathogens (they majorly cause meningitis) 

• Group B Streptococcus              • Streptococcus pneumonia 

• Neisseria meningitidis                • Hemophilus influenza                 

• Listeria monocytogenes              • Staphylococcus aureus 

• Gram negative rods (enterobacteriaceae; E. coli, Klebsiella spp., etc....)  

• Mycobacterium tuberculosis      • Fungal pathogens 

 صفحات الجاية  رح نحكي عنهم بال
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➢ Group B Streptococcus or S. agalactiae 

• S. agalactiae causes meningitis and septicemia among newborns. Neonates become infected 

during delivery through maternal genital tracts colonized by GBS. 

• Characteristics: 

o Gram positive cocci in chains. 

o Catalase negative 

o Gray-white colonies on blood agar. 

o Produce a narrow zone of beta hemolysis on blood agar. Sometimes we must remove 

the colony aside to see the beta hemolytic zone below it. 

o Bacitracin resistant  

o CAMP test positive 

 

▪ S. agalactiae gram stain: 

 

- Types of hemolysis on blood agar (revision) 

 

▪ β-hemolysis = complete 

 hemolysis ( بعطي لون شفاف) 

▪ α-hemolysis = green colour 

▪ γ-hemolysis = no hemolysis   

بس ما بكون في  growth of colony)بكون في 

hemolysis )تحتها 

 

 

 

Gram positive cocci 

in chains 
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▪ S. agalactiae on blood agar: 

ما  hemolysis، هسا مرات الvery narrow zone of hemolysisوحواليها  Gray-whiteلونها  colonyبتكون ال

 تحتها  hemolysis-βع جنب ونشوف ال colonyبكون واضح زي هيك فمنضطر نشيل ال

▪ Bacitracin test 

• The traditional method of differentiating S. agalactiae from S. pyogenes is the use of 

bacitracin sensitivity test. A bacitracin (antibiotic) disk is used, and if no zone of inhibition is 

seen, the bacteria is considered resistant to Bacitracin, for example, S. agalactiae. If any zone 

of inhibition of growth is observed the test is considered positive; S. pyogenes. 

،  اله  group B streptococcus/ S.agalactiae — >resistant، بكون antibioticsهو نوع من ال bacitracinال

منحطها ف Bولا   Aبس مش عارفين هي جروب   streptococcusها شاكين انه هاي البكتيريا نوعإذا احنا 

زي الصورة اللي ع  zone of inhibitionوما تعمل  bacitracin discلل resistantها ضل، لما تbacitracin testب

حوالين   zone of inhibitionأما إذا صار في   p.strehemolytic -βNon group Aالشمال، منتأكد انها 

  .group A strepبوبالتالي هاي البكتيريا  bacitracin sensitiveهاد معناه انه هاي البكتيريا  bacitracin discال

▪ CAMP test 

• The CAMP factor is a diffusible extracellular protein that acts synergistically with 

staphylococcal- lysin to cause enhanced lysis of red blood cells. 
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• A blood agar plate is inoculated by making perpendicular streaks of a lysin producing strain 

of Staphylococcus aureus and the organism to be tested. 

• An arrowhead-shaped zone of enhanced hemolysis in the area into which both the lysin and 

the CAMP factor have diffused represents a positive test result. S. agalactiae gives a positive 

test result. 

بتعمل مادة اسمها   s.aureusوهاي ال horizontal streak of S.aureus، أول اشي منحط blood agarهسا احنا عنا 

lysin  بتعملlysis of RBCs  وبتعملzone of hemolysisهسا احنا منحتاج انه نعرف اذا ال ..organism  اللي عنا

بالنسبة   perpendicular wayب .group B strepولا لا، فاللي بصير انه احنا منحط ال .group B strepهو 

بشتغل  factorوهاد ال CAMP factorبتنتج اللي منسميه  group B S.agalactiae، فاللي بصير انه s.aureusلل

synergistically مع الlysin اللي انتجته الS.aureus   وبتعملenhance of hemolysis وبنتجوا الarrow head 

shape hemolysisفهاد ال ،enhancement of hemolysis   بكونpositive CAMP test . 

 

➢ Streptococcus pneumonia 

• Streptococcus pneumonia is also a major cause of meningitis and ear and sinus infections. 

• Characteristics: 

o Gram-positive cocci arranged in pairs or diplococci 

o Catalase negative. 

o Colonies are usually transparent, slightly mucoid, or flattened.  

o Alpha-hemolytic on blood agar. 

o Optochin susceptible. 

 

 

 

 

 



  

SCIENTIFIC TEAM -  13 الفريق العلمي 

 

▪ S. pneumonia gram stain: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   ((lancet shapeهي ما بتكون دائرية بالكامل، بتكون شكلها زي ورقة الشجرة 

▪ S. pneumonia on blood agar: 

 

▪ Optochin sensitivity test: 

It’s similar to bacitracin test. 

• Optochin is a chemical that kills S. pneumonia but does not kill other alpha-hemolytic 

streptococci. In this test, an Optochin impregnated paper disk is placed onto the surface of a 

blood agar plate that has previously been inoculated with the isolate. 

• If the zone of no growth is more than or equal to 16 mm (1.6 cm) then the organism can be 

identified as S. pneumonia. If the isolate produces a smaller zone of no growth, then the 

isolate is not S. pneumonia. 

Gram-positive cocci 

arranged in pairs or 

diplococci 

Alpha-hemolytic 

(green in color) 
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➢ Neisseria meningitidis 

• The usual manifestations of N. meningitidis disease are meningococcemia (N. meningitidis 

in the bloodstream), petechiae (tiny red spots on the skin), and meningitis. 

• Characteristics: 

◦ A rapid presumptive diagnosis of meningococcal meningitis can be made when 

leukocytes (WBCs) and Gram-negative diplococci are observed in Gram-stained 

smears obtained from CSF specimens. 

 CSF :WBCs & Gram-negative diplococciمنلاقي بال

◦ N. meningitidis colonies are gray, convex, and glistening, with a smooth, moist 

entire edge  . )يعني دائري كامل( 

◦ N. meningitidis will oxidize glucose and maltose. 

◦ N. meningitidis is oxidase positive. 

◦ N. meningitidis is catalase positive. 

• Neisseria species are capnophilic (need a moist 5-7% CO2 atmosphere) at 37 degrees 

Celsius. 

We need special incubator for them to grow. 

• Neisseria meningitidis can grow on: 

o Blood agar 

o Chocolate agar 

o Selective media such as Thayer Martin agar, Martin Lewis agar, etc. 

 Neisseriaانه هاد المريض عنده  high suspicionما منزرع عليها الا اذا كان عنا  selective mediaهاي ال

meningitidis وانها الcausative agent  للmeningitis 

 



  

SCIENTIFIC TEAM -  15 الفريق العلمي 

 

▪ N. meningitidis gram stain 

 

 neutrophil — >WBCتبعت ال nucleiاللي عند السهم الأخضر عبارة عن ال

   (-) gram تبعتهم stainوال diplococciالسهم الأسود هم الواللي عند 

 .Nانه المريض عنده  rapid presumptive diagnosisبعطيني   diplococciمع ال WBCsوبالتالي وجود ال

meningitidis وهي الcausative agent of meningitis 

▪ N. meningitidis colonies 

)يعني بتكون   convexو gray)بتلمع(، ولونها  glisteningبتكون دائرية و blood agarتبعتها على ال colonyال 

 hemolysis( + ما بتعمل  surface of the agarمرتفعة شوي عن ال

 

 

 

 

 

 

 

 

 

▪ N. meningitidis ferments glucose and maltose, but it doesn’t ferment sucrose  
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  yellowبخلي المادة لونها  fermentationال

 

▪ Oxidase test:  

Positive.. If we put the colony on the oxidase agent, the colony’s color will turn from yellow 

into dark purple. 

 

➢ Hemophilus influenzae 

• H. influenzae is one of the three major causes of bacterial meningitis (S. pneumonia and N. 

meningitides). 

 .S. pneumonia and Nبعد  bacterial meningitisللإصابة بال سبب شائعهي ثالث H. influenzae ال

meningitides 

• Characteristics: 

o Gram negative coccobacilli 

o On chocolate agar: H. influenzae colonies are grayish, semiopaque, smooth, and 

flat.  

 chocolate agarفغالبا هي بتنموعلى ال  بنفسها  blood agarما بتنمو على ال H. Influenzaeال

o Oxidase and catalase positive 
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• In vitro growth of H. influenzae requires the culture medium to contain both: 

1. Hemin, referred to as X factor 

2. Nicotinamide adenine dinucleotide or NAD referred to as V factor. 

موجودة داخل   factorsهاي ال blood agarيساعدوها عشان تنمو، بال factorsلبتحتاج    H. Influenzaeال

و.. عشان خدمهم وتنمبتضل جواهم والبكتيريا ما بتقدر تست factorsفال intactهاي بتكون  RBCsولكن ال RBCsال

 normal sheep blood agarما بتقدر تنمو على ال H. Influenzaeهيك ال

• Both X and V factors are present inside sheep red blood cells but H. influenzae will not 

grow on normal sheep blood agar. However, it will grow on horse and rabbit blood agar and 

on chocolate agar; because X and V factors are both present in this media. 

   ، كيف بدي أخلي هاي البكتيريا تنمو عليها؟sheep blood agarغير ال mediaطيب لنفرض انه ما عنا 

 .Hاللي شاكين انه فيها  CSF sampleأو الH. influenzae وبزرع عليها ال blood agarأول اشي بجيب ال

influenzae منجيب ، بعدهاS.aureus strain  واحنا منعرف انها بتعمل(hemolysis ا بتنتج اللانهhemolysins ،)

وبنتركه ينزرع طول الليل وكونه   )خط( بقطع اللي زرعناه  streakبنيجي بنعمل  sample of CSFفبعد ما نزرع ال

يفرزوا  رح  streakاللي حوالين ال RBCs، فالnearby RBCsلل  hemolysisيعملوا رح   hemolysinsفيها 

، رح  blood agarرح تنمو، بس ما رح تنمو على كل ال sampleبال H. influenzae، وبالتالي اذا في factorsال

وهاي  S.aureusبتكون محيطة بالH. influenzae ، عشان هيك هاي الhemolysisصار فيها اللي   areaتنمو بال

، نفس بس وما بطلع من الغلاف الجويبكون محوط الأرض  satellite< يعني كيف ال— satellitingالظاهرة منسميها 

 hemolysisاللي عامل   streak، بس بتكون محوطة الplateتنمو بكل الما ب H. influenzae المبدأ.. ال

• Sheep blood agar can be used to grow H. influenzae by the following method: 

oThe inoculated sheep blood agar plate can be cross-streaked with a Staphylococcus strain. 

After lysing the sheep RBCs, V and X factors will be released into the medium. 

o H. influenzae will grow in the immediate vicinity of the Staphylococcus strain, a 

phenomenon called satelliting. 

▪ H. influenza gram stain 

 

Gram (-), coccobacilli  
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▪ H. influenza colony morphology 

 flat ،oxidase، بتكون gray< بكون لونها —عليه امية ن H. influenzae وال chocolate agarعلى اليمين في ال

positive, catalase positive, no hemolysis 

ما   )عند الخط الأصفر( جنب الخط، بس بالمناطق البعيدةنامية H. influenzae ، والS.aureusفي خط لل على اليسار

 في نمو الها  

 

 

 

 

 

 

 

 

➢ Listeria monocytogenes 

• L. monocytogenes is one of the major causes of neonatal meningitis. 

• Characteristics: 

o Short, nonbranching Gram-positive bacilli on gram stain 

o Observation of tumbling motility in a wet mount 

(https://www.youtube.com/watch?v=bV_Wd7JCo6A) 

Tumbling = بتتحرك كثير يعني كإنها بتلاخم ،  

o A narrow zone of beta-hemolysis on blood agar, resembles growth of Streptococci.  

 مثلا   motilityبهاي النقطة، بس منفدر نميزها عنها عن طريق ال streptococciهي بتشتبه ال

o Umbrella-shaped growth in semisolid agar medium.    <—في عنا طرق ثانية لنشوف حركتها  

o Catalase positive. 

 streptococciوهاد فرق ثاني عن ال

o Optimum growth at 30-37 degrees but can grow at 4 degrees (cold enrichment). 

 ٤تحت درجات الحرارة القليلة، وبتعيش تحت درجة حرارة من البكتيريا القليلة اللي ما بتموت L. monocytogenes ال

 

 

https://www.youtube.com/watch?v=bV_Wd7JCo6A
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▪ L. monocytogenes gram stain: 

Gram (+) stain 

 

▪ L. monocytogenes on blood agar:  

 

 

تبعها كثير   growthزي ما هو واضح بالصورة انه ال

smoothوكثير بخربطوا بينها وبين ال ،streptococci  لانه

 narrowعندهم  ٢+ انه ال تبعها ناعم growthبرضو ال

zone of beta-hemolysisهسا الفرق بينهم بال ،gram 

stain   انه هايbacilli   هديكاما  cocci،  الlisteria   بتكون

catalase (+) أما الstreptococci  بتكونcatalase (-)  

 

 

 

 

▪ Umbrella shaped motility (on semisolid media) 
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➢ Staphylococcus aureus 

• It is also capable of causing meningitis. 

• Characteristics: 

o Gram positive cocci in clusters )زي عناقيد العنب( 

o Colonies are large smooth, slightly raised, translucent, and pigmented. They may be 

off-white, gray, or yellow. 

 S.aureusهاد مش معناه انها مش  yellowلو ما كانت أكثر من أي لون ثاني، بس  yellowبكونوا 

o Colonies are often surrounded by a wide zone of beta-hemolysis.  

o Catalase positive 

o Coagulase positive 

o Mannitol fermenters 

 

▪ S. aureus gram stain 

Gram (+), in clusters  

 

 

 

 

 

 

 

▪ S. aureus colony morphology: 

 

، بكونوا  wide zone of beta-hemolysisحواليهم 

large وهون لونها ،gold/yellow  واضحة ،

  convexو
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▪ S. aureus mannitol salt agar 

 

 

ا  الثانية، لانه .staphمن ال S.aureusمنقدر نستخدمها حتى نميز ال

 mannitolلل  fermentationتعمل الوحيدة اللي بتقدر 

ولما حطينا  زهري،  agarاللون تبع الزي ما احنا شايفين بالصورة -

وتغير  mannitolلل  fermentationعملت  agarبال S.aureusال

 للأصفر S.aureusالجزء اللي فيه ال

 

 

➢ Enterobacteriaceae 

• Some of the enterobacteriaceae can cause meningitis. Example: E. coli, Klebsiella 

pneumonia and Proteus species. 

• Characteristics: 

o Gram negative bacilli on gram stain 

o Can grow on blood, chocolate and MacConkey agars each with a specific colony 

morphology 

o Catalase positive 

o Oxidase negative 

o E. coli and Klebsiella species are lactose fermenters that turn MacConkey agar into 

dark pink color. 

o All are motile except for Klebsiella species. 

▪ Enterobacteriaceae gram stain: 

 

  عن طريق هي species وحدة من ال أي صعب انه نميز

 + (-) gramنشوف انه النتيجة طلعت بس لما  ،  gram stainال

bacilli انها بصير عنا اشتباه  enterobacteriaceae  وبعدها

 exact speciesعشان نعرف ال further testsمنعمل 
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▪ MacConkey Agar 

عن طريق انه بساعدنا  ، عن بعض enterobacteriaceae species ز الهي وحدة من الطرق اللي بتساعدنا انه نمي

 أو لا   lactose fermenterنعرف إذا البكتيريا  

The 2 important lactose fermenters of enterobacteriaceae are: E.coli + klebsiella species 

When we implant them on the MacConkey agar they turn its color into dark pink (or even 

fuchsia color), and this is an indication that they are lactose fermenters.  

 (  colorlessزي ما هي )  agarمثلا بتخلي لون ال proteusبس عنا ال

 

 

 

 

 

 

 

 

▪ Biochemical tests 

• Multiple biochemical tests must be done to differentiate the exact organism causing 

meningitis. 

  biochemical testsالخ.. هدول كلهم مجموعة من ال urease test, oxidase, indole, lactose, motilityال

 عن بعض  organismsبميزوا ال

  motileكانت   organisms، اذا كل الenterobacteriaceaeاحنا شاكين انه هو  organismل testلو مثلا عملنا  

   klebsiellaهي ال non-motileمنعرف انه هاي ال non-motileبس ووحدة 

بكتيريا الثانية، في  وهاد بميزها عن ال urease negative & citrate negative بكون عادة  E.coliمثال ثاني: ال

 urease positive & citrateهي  proteus، الurease positive & citrate positiveهي  klebsiellaالمقابل ال

positive   بس اللي بميزها انهاlactose non-fermenterكلهم  ٣، وهدول الoxidase negative   
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، منشوف اذا  urease testبهاي الصورة ببين عنا ال

فيه   كسراللي بت urease enzymeالبكتيريا عندها ال

 other compoundsل ureaال

 pHبتحول ال( ureaseعنده ) positiveفإذا كان 

indicator من الyellow للpink 

 

 

 

 

➢ Tuberculous meningitis 

اخدنا ، و Mycobacterium tuberculosis ال بسبب صاريعني المرض  tuberculous meningitisاسم المرض 

اللي فيه   تبعها waxy cell wallعشان ال Acid fast stainوبس منشوفها بال gram stainانها ما بتنشاف بال

mycolic acid 

▪ Acid fast stain (positive for TB) 

 

من اللوم   acid fast stainلل  positiveمنعرف انها 

انه الخلفية    gram stainالزهري، ومنميزها عن ال

 بكون لونها أزرق

 

 

 

 

 

 

▪ Lowenstein-Jensen medium for TB culture 

 

 

 

 

 

ما بتقدر تنمو   Mycobacterium tuberculosisال 

حتى   selective media، بتحتاج  normal mediaب

-Lowensteinهاي  specific mediaتنمو، واسم ال

Jensen mediumال .. Mycobacterium 

tuberculosis   بنمو على شكلyellow colonies   على

 اللي لونها أخضر زي اللي بالصورة   mediaال
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➢ Fungal tests 

How to diagnose fungal infections?  

 .. وعادة بتوخد أسبوعين لتنمو cultureبتنمو على ال fungiال

The most commonly used specific media for fungal cultures is Sabouraud Dextrose agar 

(SDA). 

Different fungi have different colony types on SDA (each fungus has specific growth on 

SDA). In addition, under the microscope each fungus has certain characteristics. 

 diagnosis of C.neoformansبتساعدنا بال india ink stainوعنا ال

• Fungal cultures are done specific media for example Sabouraud Dextrose agar (SDA).  

• India ink test for detection of C. neoformans. 

 

 yeast surrounded by aلانها عبارة عن  C.neoformans وال dark gray/ blackالخلفية بتكون 

polysaccharide capsule هاي الcapsule  ( بتحيط بال، عند السهم)لونها أبيض بتعمل هالةfungus بتميز ،

  عن غيرها C.neoformansال

The end .. 

َ  لَعلَ   تدَرِْي لَا "   " أمَْرًا ذَلِكَ  بَعْدَ  يُحْدِثُ  اللَ 

 


