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NEMO Mutasyonlu Bir Bebekten izole Edilen
Rifampisine Direncli Mycobacterium bovis BCG Susu

Rifampicin-Resistant Mycobacterium bovis BCG Strain Isolated
From an Infant With NEMO Mutation
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interlokin (IL)-12/interferon (IFN)-y yolaklarinda yer alan genlerdeki mutasyonlar ve niikleer faktor
kappa-B temel moddlatori (Nuclear factor-kB Essential Modulator; NEMO) mutasyonlari gibi konjeni-
tal hiicresel immin yetmezIligi olan bebeklerde BCG asisindan sonra yaygin Mycobacterium bovis BCG
enfeksiyonlarinin gelistigi bilinmektedir. Bu raporda, NEMO defektli bir bebekten izole edilen rifampisine
direncli M.bovis BCG susunun irdelenmesi amaglanmistir. NEMO defektli 8 aylik bir erkek bebek, ates,
yaygin lenfadenopati ve hepatosplenomegali semptomlariyla hastanemizin pediatri klinigine getirilmistir.
Hastanin lenf nodu ve karaciger biyopsisi 6rneklerinden hazirlanan yaymanin mikroskopik incelemesin-
de yogun olarak (3+) aside direncli boyanan basil (ARB) pozitifligi saptanmistir. Gercek zamanh PCR
(GeneXpert MTB/RIF; Cepheid, ABD) ile 6rneklerde rifampisine duyarli Mycobacterium tuberculosis komp-
leks (MTC) varhig tespit edilmistir. Orneklerin MGIT960 (Becton Dickinson, ABD) besiyerinde yapilan
kulttrlerinde 20. glinde tireme saptanmis ve izolat GenoType MTBC kiti (Hain Lifescience, Almanya) ile
M.bovis BCG ve spoligotiplendirme ile M.bovis BCG [SIT 482 (BOV_1)] olarak tanimlanmistir. MGIT960
sisteminde yapilan primer antittiberkiiloz ila¢ duyarlilik testlerinde izolat rifampisin (RIF), izoniyazid
(INH), streptomisin (STM) ve etambutol (EMB)’e duyarli bulunmus ve hastaya antitiiberkiiloz tedavi
baslanmistir. Hasta 2 yasinda yeniden hepatosplenomegali yakinmasiyla basvurmus ve deri altindaki
noddllerden direne olan apse materyalinden hazirlanan yaymada yine ARB pozitifligi (3+) saptanmustir.
Ornekte GeneXpert ile RIF’e direncli MTC tespit edilmis; érnekten yapilan kiiltiirde 13. giinde lireme
saptanmis ve izolat M.bovis BCG olarak tanimlanmuistir. Duyarlilik testinde izolatin INH, STM ve EMB’e
duyarli, ancak RIF’e direncli oldugu tespit edilmistir. Yapilan DNA dizi analizinde rpoB geninin 531. kodo-
nunda RIF direnciyle iliskili S531L mutasyonu saptanmistir. Hasta yaygin BCG bovis enfeksiyonu ve ¢oklu
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organ yetmezligine bagl olarak kaybedilmistir. Ulasilabildigi kadariyla literatlirde RIF'e direncli M.bovis
BCG susunun izole edildigi sadece alti olgu bildirimi mevcuttur. Buna karsin sundugumuz izolat, NEMO
defekti olan bir hastadan izole edilen ilk RIF’e direncli M.bovis BCG susudur.

Anahtar sozciikler: Rifampisin direnci; Mycobacterium bovis BCG,; yaygin enfeksiyon; NEMO mutasyonu.

ABSTRACT

It is well known that disseminated Mycobacterium bovis BCG infection is developed after BCG vaccina-
tion in infants with congenital cellular immune deficiencies such as mutations in genes along the interleu-
kin (IL)-12/interferon (IFN)-y pathway and mutations in nuclear factor-kB essential modulator (NEMO).
In this report, a rifampicin-resistant M.bovis BCG strain isolated from an infant with NEMO defect was
presented. An 8-month-old male infant with NEMO defect admitted to the pediatric outpatient clinic of
our hospital with fever, generalized lymphadenopathy and hepatosplenomegaly. Microscopic examina-
tion of the smears prepared from lymph node and liver biopsy specimens revealed abundant amount
(3+4) of acid-fast bacilli (AFB). Rifampicin-susceptible Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) was
detected by real-time PCR (GeneXpert MTB/RIF; Cepheid, USA) in the samples. The growth of myco-
bacteria was determined on the 20" day of culture performed in MGIT960 system (Becton Dickinson,
USA). The isolate was identified as M.bovis BCG by GenoType MTBC kit (Hain Lifescience, Germany) and
defined as M.bovis BCG [SIT 482 (BOV_1)] by spoligotyping. In the primary anti-tuberculosis drug sus-
ceptibility test performed by MGIT960 system, the isolate was found susceptible to rifampicin (RIF), iso-
niazid (INH), streptomycin (STM) and ethambutol (EMB). Then anti-tuberculosis treatment was started
to the patient. However, the patient at the age of 2 years, re-admitted to the hospital with the complaint
of hepatosplenomegaly. Smear of spontaneously draining abscess material obtained from subcutaneous
nodules revealed intensive AFB positivity (3+) once again. In the present instance RIF-resistant MTC was
detected with GeneXpert system in the specimen. The growth of mycobacteria was determined on the
13 day of culture and isolate was identified as M.bovis BCG. The present isolate was found susceptible
to INH, STM and EMB but resistant to RIF. A mutation in the rpoB gene (codon 531, S531L) associated
with RIF resistance was detected by using the partial sequencing of the rpoB gene. Patient died due to
disseminated bovis BCG infection and multiple organ failure. To our knowledge, there are only six RIF-
resistant M.bovis BCG strains isolated from patients in the literature. However, this is the first RIF-resistant
M.bovis BCG strain isolated from a NEMO-deficient patient.

Keywords: Rifampicin resistance; Mycobacterium bovis BCG; disseminated infection; NEMO mutation.

GiRis

Diinyanin bircok Ulkesinde oldugu gibi, ilkemizde de verem asisi olarak kullanilan
Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guerin (BCG) susu, 0.1-38/1000 arasinda degi-
sen oranlarda stipuratif lenfadenit, 0.01-330/1000000 arasinda degisen oranlarda ise os-
teit gibi lokal siipiiratif komplikasyonlara yol acmaktadir’-2. Buna karsin, altta yatan kon-
jenital veya kazanilmis hiicresel immiin yetmezli§gin oldugu durumlarda, BCG asisindan
sonra “BCG-osis” olarak tanimlanan, lenf digumleri, akcigerler, bobrek, dalak ve diger
organlar tutan yaygin enfeksiyon gelisebilmektedir'-3. Mikobakteriyel hastaliklara Men-
delyen duyarlilik, patojenitesi duigiik mikobakteri tirleri ve M.bovis BCG enfeksiyonlarina
karsi genetik yatkinhga yol acan, saglikli cocuklarda sorun yaratmayan ve seyrek goru-
len bir bozukluktur. interlékin (IL)-12 ve interferon (IFN)-y yolaklarini etkileyen IFNGRT,
IFNGR2, IL12B ve IL12RB1 genlerindeki otozomal mutasyonlar ile niikleer faktér kappa-B

MiKROBiYOLOJi BULTENI 273




NEMO Mutasyonlu Bir Bebekten izole Edilen Rifampisine Direngli

Mycobacterium bovis BCG Susu

temel moduilatori (Nuclear factor-kB Essential Modulator; NEMO) defektine yol acan X'e
bagl gecen mutasyonlarin, mikobakteriyel hastaliklara karsi Mendelyen duyarlliga yol
actigi bilinmektedir. NEMO mutasyonu olan hastalarin yaklasik %40’inda mikobakteriyel
enfeksiyon gelistigi bildirilmistir*®. Bu raporda, NEMO defektli bir bebekten izole edilen
rifampisine direncli M.bovis BCG susunun irdelenmesi amaclanmustir.

OLGU SUNUMU

NEMO defektli 8 aylik bir erkek bebek, ates, yaygin lenfadenopati ve hepatospleno-
megali semptomlariyla Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Cocuk Saghgi ve Hastalik-
lari Servisi’‘ne getirildi. Olgunun lenf nodu ve karaciger biyopsi 6rneklerinden hazirlanan
yaymanin mikobakteriyolojik incelemesinde, aside direncli boyanan basil (ARB) varligi
“3+" olarak degerlendirildi. Ayni 6rneklerde gercek zamanli PCR (GeneXpert MTB/RIF;
Cepheid, ABD) yontemiyle rifampisin (RIF)’ e duyarli Mycobacterium tuberculosis complex
(MTC) saptandi. Orneklerin kiiltiirinde, MGIT960 (Becton Dickinson, ABD) otomati-
ze sivi besiyerinde 20. glinde Gireme belirlendi. Kiltiirde Gireyen mikobakteri GenoType
MTBC Kiti (Hain Lifescience GmbH, Almanya) ile M.bovis BCG ve spoligotiplendirme
ile M.bovis BCG (SIT 482 [BOV_1]) olarak tanimlandi. Kiltiirden yapilan antitiberkiiloz
duyarlilik testi icin MGIT960 yontemi kullanildi. Duyarllik testi sonucunda izolatin RIF,
izoniyazid (INH), streptomisin (STM) ve etambutol (EMB)’e duyarl oldugu belirlendi ve
hastaya antitliberkuloz tedavi baglandi.

Hasta 2 yasinda tekrar hepatosplenomegali yakinmasiyla basvurdu. Hastanin deri al-
tindaki nodiillerinden direne olan apse materyalinden alinan 6rnekten hazirlanan yayma-
nin mikroskobik incelemesinde ARB “3+” olarak degerlendirildi. Ayni 6rnekte GeneXpert
MTB/RIF ile RIF’e direncli MTC saptandi (Sekil 1A). Ornegin kiiltiirinde MGIT960 sivi be-
siyerinde 13. glinde Greme belirlendi. Kiltirde tGreyen mikobakteri GenoType MTBC ile
M.bovis BCG ve spoligotiplendirme ile M.bovis BCG (SIT 482 [BOV_1]) olarak tanimlandi
(Sekil 1B, Sekil 1C). Yapilan duyarlilik testinde izolatin RIF’e direncli, INH, STM ve EMB’e
duyarl oldugu belirlendi; rpoB geninin dizi analizinde 531. kodonda RIF direncinden
sorumlu S531L mutasyonu saptandi (Sekil 1D). Hasta yaygin BCG bovis enfeksiyonu ve
coklu organ yetmezligi nedeniyle kaybedildi.

TARTISMA

Literatirde cesitli hastalardan izole edilen toplam alti RIF'e direncli M.bovis BCG susu
bildirilmistir'®'%> Buna karsin bizim raporumuzda sunulan izolat, NEMO defektli bir has-
tadan izole edilen ilk RIF'e direncli M.bovis BCG susudur. Bugline kadar bildirilen alti
M.bovis BCG klinik izolatinin ikisinde RIF ve INH’a birlikte direnc oldugu belirtilmistir'®'".
Bu suslardan biri, bir hastanin balgam 6rneginden, diger sus ise BCG agsisinin ardindan
stpuratif lenfadenit yakinmasiyla bagvuran ve primer immiin yetmezligi olan (IFN-y/IL-
12 yolaginda defekt) 3.5 aylik bir kiz cocugundan izole edilmistir'®'". Bu izolatin DNA
dizi analizinde, RIF direncinden sorumlu rpoB geninde D516V mutasyonu ve INH diren-
cinden sorumlu katG geninde S315T mutasyonu saptanmustir' . Diger dért RIF’e direngli
M.bovis BCG susundan ikisi HIV ile enfekte 6 ve 9 aylik iki bebekten izole edilmistir'>13,
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Sekil 1. (A) GeneXpert MTB/RIF ile 531. kodondaki mutasyona uyan E probunun negatif olarak saptandigi
RIF’e direngli M.tuberculosis kompleks sonucu; (B) Genotype Mycobacterium CM testinde M.bovis BCG
icin tani koydurucu 4, 7, 9, 10 ve 13 no’lu problarda hibridizasyon bantlari; (C) 3, 9, 16, 39-43 no’lu DR
lokuslarinin negatif oldugu M.bovis BCG icin karakteristik spoligotiplendirme paterni; (D) rpoB geninin DNA
dizi analizinde 531. kodonda TCG 531TTG (S531L) mutasyonu.

Her iki izolatin da rpoB geninin dizi analizinde 531. kodonda RIF direnciyle iliskili S531Y
mutasyonu saptanmistir'?>'3, Diger iki M.bovis BCG susundan biri IFN-y reseptér defekti
oldugu dusunilen 14 aylik erkek bebekten izole edilmis ve fenotipik yontemlerle RIF di-
renci saptanmis, diger sus ise tedavi amaciyla intravezikal BCG uygulanan ve BCG sistiti
gelisen yash bir kadin hastadan izole edilmis ve rpoB geninin dizi analizinde 531. kodon-
da RIF direncinden sorumlu S531L mutasyonu saptanmustir' 413,
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Bu calismada sunulan M.bovis BCG susunda, RIF'e direncli M.tuberculosis suslarinda
oldugu gibi rpoB geninde en sik goriilen S531L mutasyonu saptanmistir. Buna karsin,
Hong ve arkadaslari ile Hesseling ve arkadaslari M.bovis BCG izolatlarinda, RIF’e direncli
M.tuberculosis suslarinda cok seyrek gériilen S531Y mutasyonu tespit etmislerdir'231¢,
Bildirilen sus sayisi kisith oldugundan, s6zu edilen calismalarda saptanan mutasyonlarin
M.bovis BCG suglarinda gorilme sikhgr hakkinda bir sonug ¢ikarmak mumkin degildir.
Normal bir konaktaki hastalik, etkili antitiiberkuloz ilaglarin uygun doz ve sirelerde kul-
lanilmasiyla, kazanilmis direng gelisimi ortaya ¢cikmaksizin tedavi edilebilmektedir. Ancak
yaygin BCG enfeksiyonu olan hastalarda, hemen daima altta yatan agir bir immiin yet-
mezlik bulunmaktadir. Bu durum, antitliberkiiloz tedavi sirasinda bakterinin tamamen
ortadan kaldirimasini giiclestirerek, basil populasyonu icinde ortaya c¢ikan az sayidaki
direncli mutantlarin secilmesine yol acabilmektedir. Bu nedenle BCG bovis enfeksiyonla-
rinda, ila¢ direnci gelisimini 6nlemek icin altta yatan hastaligin ve enfeksiyonun birlikte
tedavi edilmesi gereklidir.
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