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OZET

Asi susu olarak kullanilan Mycobacterium bovis BCG, bagisiklik yetmezligi olan bireylerde yaygin ve
ciddi enfeksiyonlara yol acabilmektedir. Bu raporda, kistik fibrozis 6n tanisi ile ileri incelemeye alinan ve
diski 6rneginden aside direncli basil (ARB) izole edilerek spoligotiplendirme ile M.bovis BCG susu olarak
tanimlanan disemine fatal bir tiiberkiiloz olgusu sunulmaktadir. Bir yasindaki erkek hasta, 20 guindiir de-
vam eden ates, Oksurik ve ishal sikayeti ile hastaneye yatiriimis ve oykiisiinden, 4 ayliktan itibaren tek-
rarlayan alt solunum yolu enfeksiyonlari gecirdigi 6grenilmistir. Olgunun ailesinde tiiberkiiloz gecirme ya
da hasta bir kisiyle temas oykusi yoktur. Klinik muayenede fiziksel gelisme geriligi saptanan olgunun ak-
ciger grafisinde retikiler ve retiklilonodiiler infiltrasyon belirlenmistir. Hastanin ter testi, kistik fibrozis gen
mutasyonu ve metabolik taramalari normal bulunmus, yatisinin 12. glini antibiyotik tedavisine ragmen
atesinin devam etmesi ve akciger infiltrasyonlarinin olmasi nedeniyle PPD uygulanarak, tic glin Ust Uste
alinan mide aclik suyu ve diski 6rneklerinde aside direncli basil (ARB) varligi arastinimistir. PPD’si negatif
olan ve orneklerin direkt mikroskobik incelemesinde ARB gdriilemeyen olgunun diski kiiltiirlinde Lowens-
tein-Jensen besiyerinde 38. glinde ARB lremesi saptanmistir. BACTEC MGIT (Mycobacterial Growth In-
dicator Tube) 960 sistemiyle (Becton-Dickinson, ABD) yapilan duyarlilik testinde, izolatin rifampin, izoni-
azid, streptomisin ve etambutole duyarli oldugu belirlenmistir. izolatin PNB (para-nitrobenzoic acid) be-
siyerinde lrememesi ve niasin ve nitrat aktivitesinin negatif olmasi tizerine spoligotiplendirme (spacer oli-
gonucleotide typing) yapilmis ve M.bovis BCG susu icin karakteristik olan DR lokuslarinin varligi saptan-
mustir. Kltlr pozitifligi klinige bildirildigi zaman ise hastanin yaklasik iki hafta 6nce kaybedildigi 6grenil-
mistir. Sonug olarak sunulan bu olgu, mikobakteriyoloji laboratuvarlarinin daha etkin kullanilmasi gerek-
liligini ve erken tani ve tedavi ile morbidite ve mortalite oraninin azaltiimasinda klinik-laboratuvar is bir-
liginin 6nemini vurgulamaktadir.

Anahtar sozciikler: Mycobacterium bovis BCG, yaygin enfeksiyon, spoligotiplendirme.
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Mycobacterium bovis BCG Susunun Neden Oldugu Fatal Disemine

Enfeksiyon Olgusu ve Izolatin Spoligotiplendirme ile Tanimlanmasi

ABSTRACT

The vaccine strain Mycobacterium bovis BCG may lead to disseminated infection in patients with im-
mune deficiency. In this report a patient who developed fatal disseminated tuberculosis caused by M.bo-
vis BCG strain was presented. One year old male patient with the previous history of recurrent lower res-
piratory tract infection, was admitted to the hospital with the complaints of fever, cough and diarrhea
continuing for 20 days. There was no family history of tuberculosis or history of contact with a tubercu-
losis case. Physical examination of the case revealed growth retardation and reticular and reticulonodu-
lar infiltration was detected in his chest X-ray. The results of sweat test, cystic fibrosis gene mutation
analysis and metabolic screening tests were normal. Since fever continued and infiltrations persisted in
the chest X-ray despite antibiotic therapy, PPD test was applied and acid-fast bacilli (AFB) were investi-
gated in his gastric aspirate and stool samples for three consecutive days. PPD test was negative and no
AFB were detected in the microscopic examination of the clinical samples. However, growth in Lowens-
tein-Jensen medium was detected in the stool sample on the 38" day of incubation. The antimycobac-
terial susceptibility testing performed at BACTEC MGIT (Mycobacterial Growth Indicator Tube) 960 sys-
tem (Becton-Dickinson, USA) revealed that the isolate was susceptible to rifampin, isoniazid, streptomi-
cin and ethambutol. Since the isolates did not grow at PNB (para-nitro benzoic acid) medium and ni-
acin and nitrate activities were negative, spoligotyping (spacer oligonucleotide typing) was performed
and DR loci characteristic for M.bovis BCG strain were detected. However, the patient died 2 weeks be-
fore the culture results were obtained. The effective use of mycobacteriology laboratories and coopera-
tion between laboratory and clinics provide advantages in the early diagnosis and treatment of tubercu-
losis cases, decreasing the morbidity and the mortality.

Key words: Mycobacterium bovis BCG, disseminated infection, spoligotyping.

GiRi$

insanlarda ilk uygulanan canli atente asilardan olan Bacillus Calmette-Guerin (BCG)
asis, ilk kez 1906-1916 yillari arasinda Paris'te Pastor Enstitlisinde Camille Guérin ve Al-
bert Calmette tarafindan gelistirilmistir. Orijinal Mycobacterium bovis, safra iceren besiye-
rinde Uretilmis, 13 yil boyunca her (¢ haftada bir toplam 231 kez pasajlanmis ve 1921
yilinda canli ateniie BCG agsisi adi altinda bebeklere oral yolla uygulanmistir'-2, 1928 yi-
linda, oral BCG preparatlarinin laboratuvarlarda virtilan basille kontaminasyon sonucu
olimlere neden olmasi, yeni metodoloji calismalarini baslatmis, 1939 yilinda “coklu del-
me teknigi” ve 1947 yilinda da “skar olusturma teknigi” gelistirilmistir. 1948 yilinda ya-
pilan “ilk Uluslararasi BCG Kongresi” ile asinin givenilir olduguna karar verilerek BCG
asisinin kullanimi yayginlastinimustir. Diinya Saglik Orgiitii 1974 yilinda gelismekte olan
ulkeler icin 6nerdigi “Genisletilmis Asilama Programi”ni baglatmistir. Asi diinyada her yil
120 milyon doz kullaniimakta ve yenidoganlarin %85‘ine BCG asisi yapilmaktadir®*.

Asinin guvenilirligine ragmen istenmeyen bazi etkiler ortaya cikabilir. Bu etkiler klinik,
bakteriyolojik, histolojik ve biyolojik temellere dayanarak 4 grupta toplanmistir. Birinci
grup, lokal lezyonlari ve siiptirasyonlari; ikinci grup, élimcul olmayan ancak agir lokal ve
sistemik tablolar; Gglinct grup, agir sistemik ve 6limciil tablolari (genellikle immiinyet-
mezlikli olanlarda); dordiinct grup ise BCG kullanimi ile oldugu dustinilen ancak bak-
teriyolojik ve histolojik olarak kanitlanamayan keloid olusumunu kapsar>®. Asinin uygu-
landigi yerde supuratif lezyon ve agl yerine yakin bolgelerde lenfadenit en sik gorilen
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yan etkilerdendir. Asidan sonra lenfadenit gelismesinde asinin hazirlandigi sus, aginin do-
zu, bebegin yasi ve bebegin immiinolojik durumunun etkili oldugu bilinmektedir”:8.

Bu raporda, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi, Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi
Cocuk Saghgi ve Hastaliklar Kliniginde kistik fibrozis 6n tanisi ile incelemeye alinan an-
cak postmortem olarak yaygin M.bovis BCG enfeksiyonu tanisi konulan bir olgu sunul-
maktadir.

OLGU SUNUMU

Sezaryen ile 4100 g agirhiginda dogan bir yasindaki erkek hasta, 20 giindiir devam
eden ates, Oksurlk ve glinde 4-5 kez olan sari renkte, bazen tasar tarzda olan sekilsiz, pis
kokulu ishal sikayeti ile hastaneye yatirildi. Oykiisiinde 4 ayliktan itibaren zaman zaman
tekrarlayan oksiriik ve alt solunum yolu enfeksiyonu nedeniyle tedavi aldigi 6grenildi.
Olgunun ailesinde tuberkiloz gecirme ya da hasta bir kisiyle temas oykusu yoktu. Fizik
muayenede; fiziksel gelisme geriligi, ates, takipneik ve soluk oldugu tespit edildi. Labo-
ratuvar bulgularinda, yattigi stirece, hemoglobinin 4.5-9.5 g/dl, beyaz kire sayisinin
5000-35.000/mm? ve trombosit sayisinin 28-313.000/mm? arasinda degistigi belirlen-
di. Akciger grafisinde retikiler ve retikilonoddler infiltrasyonu saptandi. Viral serolojisi
negatif saptanan hastanin ter testi, kistik fibrozis gen mutasyonu, metabolik taramalari
normal, gaita sindirim analizinde lipid ve rediiktan madde pozitif olarak bulundu. Yatigi-
nin 12. gini antibiyotik tedavisine ragmen atesin devam etmesi ve akciger infiltrasyon-
larinin olmasi nedeniyle PPD uygulandi ve diskida aside direncli basil (ARB) arastirild.
PPD’si negatif tespit edildi. Mide aclik suyunda (3 glin Ust Uste alinan) ve diskida ARB
saptanmadi. Digki kilturinin besinci haftasinda (38. glin) Lowenstein-Jensen (L]) besi-
yerinde ARB Uredi. izolatin, BACTEC MGIT (Mycobacterial Growth Indicator Tube) 960
(Becton-Dickinson, ABD) sistemiyle yapilan duyarlilik testinde rifampin, izoniazid, strep-
tomisin ve etambutole duyarl oldugu belirlendi. PNB (para-nitrobenzoic acid) besiyerin-
de Greme olmadi. Niasin ve nitrat testi negatif olarak degerlendirildi. Kiltir pozitifligi kli-
nige bildirildiginde ise hastanin kaybedildigi 6grenildi. Izolatin inéni Universitesi Tip Fa-
kiltesi, Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda yapilan spoligotiplendirmesinde M.bovis
BCG icin karakteristik olan DR lokuslari saptandi (Resim 1).

TARTISMA

BCG asisi diinyada uygulanan en glivenli asilardan biri olmasina karsin, istenmeyen
agir yan etkilerinin gériilme orani %0.018 olarak bildiriimektedir®. Bunlar arasinda ke-
mik ve eklem lezyonlari, deri lezyonlari, akciger ve ¢oklu organ tutulumlari sayilabilir.
Coklu organ tutulumu olanlarin cogunda, zeminde kronik graniilomat6z hastalik, agir
kombine imminyetmezlik, interferon-gama reseptor defekti gibi primer enfeksiyonlar
veya HIV enfeksiyonlari vardir'®11,

M.bovis BCG susunun, klasik fenotipik yontemlerle tanimlanmasi zor ve zaman alici
oldugundan laboratuvar tanisi genellikle yapilamamaktadir. Bu nedenle bircok laboratu-
var rutin uygulamada tanimlamay M.tuberculosis kompleks (MTC) olarak yapmaktadir.
MTC uyeleri arasinda M.tuberculosis, M.bovis, M.bovis BCG, M.canettii, M.africanum ve
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Spacers
1 - = 43

INNNRRRRERNNINENIE nEnnmnn o nmnmnm H37Rv
I IRERD RRREND RRRRRRERENNRRERENNNEND BCG

Resim 1. X isini filminden elde edilen gériintiide, en alt sirada spoligotiplendirme ile saptanan M.bovis BCG
icin karakteristik DR lokuslarindaki aralikli bélgeler.

M.microti seklinde tir ayirimi genellikle aragtirma amach yapilmaktadir. Glinimuzde
MTC Uyelerinin ayirnmini saatler icinde yapabilen polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)-ters
hibridizasyon testleri ve spoligotiplendirme yéntemleri gelistirilmistir'2.

Bu olgu sunumu ile, laboratuvarimizda izole edilen ilk M.bovis BCG izolatinin tanim-
lama yontemlerinin irdelenmesi amaclanmistir. Laboratuvarimizda tiiberkiloz tanisinda
Ehrlich-Ziehl Neelsen (EZN) boyama yontemi ile ARB aranmasi, L] ve MGIT kultir yon-
temleri kullanilmaktadir. Kiiltlirde ARB pozitifligi saptanan izolatlar éncelikle PNB besiye-
rine inokule edilmektedir. PNB besiyerinde 3 giin icerisinde ARB lremesi olmadiginda
izolatlar MTC Uyesi, oldugunda ise tiiberkiloz disi mikobakteriler (NTM) olarak deger-
lendiriimektedir. Sipheli durumlarda, izolatlarin niasin, nitrat ve katalaz aktiviteleri de-
gerlendirilerek tanimlamaya gidilmektedir.

Laboratuvarimiza ARB aranmasi icin gonderilen tim orneklerden, istem yapilmamis
olsa bile L) besiyerinde kiltiir yapilmaktadir. Bu olguda yalnizca diskida EZN yontemi ile
ARB aranmasi istenmistir. Olgunun digki 6rneginde direkt mikroskopi ile ARB saptanma-
mis, ancak L] besiyerinde 38. giinde ARB tremesi olmasi dikkatimizi ¢ekmistir. izolatin
PNB besiyerinde Grememesine karsin niasin ve nitrat aktivitesinin negatif olmasi tizerine
spoligotiplendirmesinin yapilmasinin uygun olacagr distunuilmustdir.

Spoligotiplendirme (Spacer oligonucleotide typing), MTC Uyelerine 6zgil direkt tek-
rarlayan (direct repeat; DR) dizi gruplar arasina serpistirilmis aralikh (spacer) dizilerdeki
DNA polimorfizmlerinin tespitine dayanir'>'4. Muhtemelen komsu veya uzak DR ele-
mentleri arasinda homolog rekombinasyonlar ve bircok M.tuberculosis izolatinin DR bél-
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gesinde bulunan hareketli /S6770 insersiyon elementinin striiklenmesiyle yeni dizilerin
olusmasi, izolatlar arasi polimorfizme neden olmaktadir'>. DR lokusundaki DR element-
leri 36 baz cifti (b¢) uzunlugunda olup, sayisi MTC Uyeleri arasinda farkhlk gostermek-
tedir. Bu DR elementleri arasina, 36-41 bc¢'lik tekrar etmeyen DNA parcalar araliklar ha-
linde serpilmistir. PCR temelli spoligotiplendirme yontemi ile, DR lokusunda 43 adet bi-
linen aralikh dizinin amplifikasyonu gergeklestirilebilir. Ticari sistemlerde, 37 M.tuberculo-
sis H37Rv ve 6 M.bovis BCG'den izole edilen aralikli sekanslar, oligoniikleotid olarak sen-
tezlendikten sonra naylon membran striplere sabitlenmistir. izolatlara, PCR ve ardindan
da bu naylon membran striplere ters hibridizasyon uygulanir ve tiplendirme “6zgul ara-
likli diziler”in varlig1 veya yokluguna gore yapilir. Ancak M.bovis izolatlari icin bu yonte-
min, RFLP analiz yénteminden daha az ayinm yetenegine sahip oldugu bildirilmistir'®.

Bir yasindaki olgumuzun, 4 ayliktan itibaren tekrarlayan okstiriik ve alt solunum yolu
enfeksiyonlari gecirme 6ykiisi ve saptanan klinik bulgular, klinisyenleri kistik fibrozis 6n
tanisina yonlendirmistir. Yapilan ileri incelemeler sirasinda, alinan mide achk suyu ve dis-
ki 6rneklerinde ARB gorilmemis, ancak diski kiltiriinde besinci haftada ARB lGremesi
saptanmistir. izolat, rifampin, izoniazid, streptomisin ve etambutole duyarli bulunmus ve
bu sonucun Ritz ve arkadaslarinin'®, M.bovis BCG asi suslarinin primer antitiiberkiiloz
ilaclara duyarli oldugunu rapor ettigi calismasi ile uyumlu oldugu gortimistir. Hastami-
zin digki 6rneginden izole edilen sus spoligotiplendirme ile M.bovis BCG susu olarak ta-
nimlanmistir (Resim 1). Kultir pozitifligi klinige bildirildigi zaman ise hastanin yaklasik iki
hafta once kaybedildigi 6grenilmistir. Sonug olarak sunulan bu olgu, mikobakteriyoloji
laboratuvarlarinin daha etkin kullaniimasi gerekliligini ve erken tani ve tedavi ile morbi-
dite ve mortalite oraninin azaltilmasinda klinik-laboratuvar is birliginin 6nemini vurgula-
maktadir.
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