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OZET

As! kokeni olarak kullanilan Mycobacterium bovis BCG konjenital veya kazanilmis bagisiklik yetmezligi olan bireylerde yaygin
infeksiyona yol agabilmektedir. Homozigot IFN-y reseptor defekti olan dokuz aylik erkek bebekte BCG asisindan kisa bir siire sonra
yaygin BCG infeksiyonu gelisti. Aksiller lenf digiminden hazirlanan preparatlarin asidorezistan boyamasinda g¢ok sayida
asidorezistan basil gorildu. Kultir olarak 31.5 gilinlik inkiibasyonun ardindan MB/BacT (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa), dor-
dincl haftada Lowenstein - Jensen besiyerinde asidorezistan basil uredi. Kiltiirde treyen bakteri PCR-ters hibridizasyon temeline
dayanan Genotype MTBC (Hain Lifescience, Nehren, Almanya) testi ile M. bovis BCG olarak tanimlandi.

SUMMARY

The currently used vaccine strain Mycobacterium bovis BCG, may cause disseminated infection in patients with congenital or
acquired immune deficiency. Disseminated BCG infection developed shortly after BCG vaccination in a 9 month-old of male baby
with homozygous IFN-y receptor deficiency. The acid-fast staining of the dissected axillary lymph node revealed numerous acid-fast
bacilli. Which later grew on MB/BacT (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) automated system and Lowenstein-Jensen slant after 31.5
day and 4 week incubation periods, respectively. The culture growing bacteria was identified as M. bovis BCG by Genotype MTBC
assay (Hain Lifescience, Nehren, Germany) based on PCR-reverse hybridization.

GIRIS sel bagisiklik yetmezligin oldugu durumlarda BCG asi-

Asi kdkeni olarak kullanilan Mycobacterium bovis Bacillus
Calmette-Guerin (BCG) Mpycobacterium tuberculosis
kompleks Uyesi mikobakterilerdendir. Mycobacterium
bovis BCG, M. bovis'in 13 yil boyunca 230 kez pasajlan-
masiyla elde edilmistir. Dinya’nin bir ¢ok Ulkesinde oldu-
gu gibi Turkiye’de de verem asisi olarak kullanilan BCG
0.1-38/1000 arasinda deg@isen oranlarda sUpuratif
lenfadenit, 0.01-330/1000000 degisen oranlarda osteit
gibi lokal stipuratif komplikasyonlara yol agmaktadir. Bu-
na karsilik altta yatan konjenital veya kazanilmis hicre-

sindan sonra BCG-osis olarak tanimlanan lenf digimle-
ri, akcigerler, bobrek, dalak ve diger organlari tutan yay-
gin infeksiyon gelisebilmektedir. Mycobacterium bovis
BCG’nin laboratuvarda fenotipik yontemlerle tanimlan-
masl! zor ve zaman alicidir. Bu nedenle bir ¢ok labora-
tuvar rutin uygulamada tanimlamayr M. tuberculosis
kompleks olarak yapmakta, M. tuberculosis kompleks Uye-
leri olan Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M. bovis
BCG Mycobacterium canettii, Mycobacterium africanum
ve Mycobacterium microti ayirimini yapmamaktadir. Son
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yillarda genomiks c¢alismalarindan elde edilen bilgilerle
glnimuizde M. tuberculosis kompleks Uyelerininin ayri-
mini saatler icinde yapabilen polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR)-ters hibridizasyon testleri ve spoligotiplendirme
gibi yontemler gelistirilmistir (1-6).

Bu calismada, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastenesi
Cocuk Sagligr ve Hastaliklari Klinigi'nde interferon-gama
(IFN-y) reseptor defekti ve yaygin M. bovis BCG infeksi-
yonu tanisiyla izlenen olgunun laboratuvar tanisi sunul-
mustur.

OLGU

Ug aylikken BCG asisi yapilan dokuz aylik erkek bebek
makulopapuler dokintl, hepatosplenomegali, aksiller ve
servikal bodlgede lenfadenomegali yakinmalariyla Cocuk
Saghgr ve Hastaliklari Klinigi'ne yatirildi. Yaygin tiberk-
loz distnilen olguda altta yatan primer hastaligi arastir-
mak amaciyla yapilan incelemelerde homozigot IFN-y re-
septor defekti saptandi. Hastanin aksiller lenf digimin-
den hazirlanan preparatlarin Kinyoun ve auramin-rhodamin
boyamalarinda asidorezistan basil goruldi. Lenf doku-
sunda TMA yontemiyle (Gen-Probe MTD; San Diego,
California) ile M. tuberculosis kompleks RNA'sI saptandi.
Otuzbirbuguk gunlik inkiibasyonun ardindan MB/BacT
(bio Mérieux, Marcy I'Etoile, Fransa), dérdiinci haftada
Léwenstein Jensen (LJ) besiyerinde asidorezistan basil
(izolat H1301) dredi. Yapilan biyokimyasal testlerde dort
glinliik ve yedi ginlik pirazinamidaz testinin negatif oldu-
gu saptandi (Sekil 1). Izolatin 7H10 agarda proporsiyon
yontemiyle yapilan duyarlilik testinde rifampin, izoniyazit,
streptomisin ve etambutole duyarli oldugu belirlendi. Kul-
tirde ureyen bakteri PCR-ters hibridizasyon temeline da-
yanan Genotype Mycobacterium CM (Hain Lifescience,
Nehren, Almanya) testi ile Mycobacterium tuberculosis
kompleks olarak tanimlandi (Sekil 2a). Bu bulgularia M. bovis
olarak taninan bakteride M. bovis ile M.bovis BCG ayirimi
icin Genotype MTBC (Hain Lifescience, Nehren, Aimanya)
testi kullanildi (Sekil 2b). Alti farkli M. tuberculosis komp-
PCR-ters
hibridizasyon temelli bir yontem olan Genotype MTBC tes-

leks Uyesini tanimlayan problar igeren

tinde M. bovis BCG'ye 6zgul, tani koydurucu bant
paternleri saptandi. Ayrica izolatin inénii Universitesi Tip
Fakiltesi Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda yapilan
spoligotiplendirmesinde M. bovis BCG i¢in karakteristik
olan DR lokuslari saptandi ($ekil 3).
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Mycobacterium tuberculosis kompleks Uyesi
M. bovis BCG klinik 6rneklerden M. tuberculosis komp-

olan

leksi saptayan TMA yontemiyle (Gen-Probe MTD; San
Diego, California) M. tuberculosis kompleks olarak sap-
tanmistir. Bu laboratuvar kanitin yardimiyla etkenin kul-
tirde Gremesi beklenmeden antitliberkiiloz tedaviye bas-
lanmistir. Kiltirde  Ureyen  bakteri ~ Genotype
Mycobacterium CM (Hain Lifescience, Nehren, Almanya)
testi ile Mycobacterium tuberculosis kompleks olarak ta-
ninmistir (Sekil 2a). 16S-23S rRNA ITS gen bdlgesini
hedef alan ve insanlarda hastalik etkeni mikobakteri ttr-
lerinin  6nemli bir boliminu saptayabilen Genotype
Mycobacteria CM gibi PCR-ters hibridizasyon testleri
rutin uygulamalarda yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu
yontemlerle haftalarca sliren tanimlama islemleri alti sa-
at icinde tamamlanabilmektedir. Bu testler ¢ok sayida
klinik calismada deg@erlendirilmis hizli, duyarh ve 6zgl
bulunmustur (7).

Niyasin testinin negatif olmasi, nitratlari nitritlere indirge-
yememesi, pirazinamidaz tretmemesi, T2H ile Gremesi-
nin inhibe olmasi M. bovis ve M. bovis BCG'in ayirt ettiri-
ci Ozellikleridir. Buna karsilik, bazi M. bovis BCG kdken-
lerinde niyasin toplanma testi pozitif olabilmektedir (4, 5).
Bu cgalismada incelenen izolat H1301’in pirazinamidaz
testinin negatif oldugu saptandi. Fenotipik testlerle M.
bovis ve M. bovis BCG ayinmini yapmak gugtir. Yiksek
performansh likit kromotografi (HPLC) ile yapilan hiicre
duvari analizi M. tuberculosis kompleks Uyelerinin ayri-
minda kullanilan yéntemlerden biridir (8). Bununla birlik-
te, HPLC rutin uygulamalar igin uygun bir teknik degildir.

Son yillarda genomiks galismalarindan elde edilen bilgi-
lerle giinimuzde M. tuberculosis kompleks Uyelerininin
ayrimini yapabilen ters hibridizasyon temeliyle calisan
Genotype MTBC (Hain Lifescience GmbH, Nehren, Al-
manya) testi gelistiriimistir. Genotype MTBC testiyle gyrB
genindeki polimorfizimler ve M. bovis BCG'deki RD1
delesyonlari temel alinarak M. bovis ssp. bovis, M. bovis
ssp. caprae, M. bovis BCG, M. africanum |, M. microti ve
M. tuberculosis/M. africanum /M. canettii tanimlanabil-
mektedir (6). izolat H1301 Genotype MTBC ile M. bovis
BCG olarak tanindi (Sekil 2b).
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Kontrol

Sekil 1. izolat H1301'in (A) LJ ve (B) 7H10 agar besiyerindeki kolonileri, sivi besiyerinde lreyen bakterinin olusturdugu (C) kord
formasyonu ve (D) negatif pirazinamidaz testi
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Sekil 2. (A) Genotype Mycobacterium CM testinde M.tuberculosis kompleks igin tani koydurucu 10 ve 16 numarali problarda
hibridizasyon bantlari, (B) Genotype MTBC testinde M. bovis igin spesifik 5 no.lu bant paterni (1. M. tuberculosis/M.
africanum |I/M. canettii; 2. M.africanum I; 3. M. microti; 4. M. bovis ssp. bovis; 5. BCG; 6. M.bovis ssp.caprae ). Genotype
MTBC testinde asagidaki problar bulunmaktadir: 1. Konjugat kontroll; 2. Amplifikasyon kontroli (23S rRNA); 3.

M.tuberculosis kompleks spesifik prob (23S rRNA); 4-12. M. tuberculosis kompleks Uyelerini tanimlayici problar (gyrB); 13.
M. bovis BCG spesifik prob (RD1)

3940414243

3 9 16
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EN ENNEE EENEEE EENEEEEEEEEEEEEEEEEEEE 0] H1301

Sekil 3. 3, 9, 16, 39-43 nolu DR lokuslarinin negatif oldugu M.bovis BCG igin karakteristik spoligotiplendirme paterni
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Spoligotiplendirme 37-41 bg¢'lik degisken DNA dizileriyle
ayrilmis 36 bc¢’lik 43 direkt tekrar (direct repeat, DR)
lokuslarindaki delesyonlarin degerlendiriimesini temel
alan epidemiyolojik c¢aligsmalarin yani sira M. bovis
BCG’nin tanimlanmasinda kullanilan bir molekdiler yon-
temdir. Spoligotiplendirmede son bes DR lokusunda (39-
43) delesyon saptanmasi M. bovis igin tanimlayicidir.
Bes DR lokusundaki delesyonlara ek olarak 3, 9 ve 16
nolu lokuslarda delesyon olmasi M. bovis BCG igin ka-
rakteristiktir. Bu ¢alismada incelenen kdkende M. bovis
BCG igin karakteristik spoligotiplendirme paterni saptan-
di (Sekil 3). Bununla birlikte, M. bovis BCG ile ayni
spoligotiplendirme paterni gosteren M. bovis kdkenlerinin
oldugu da bilinmektedir (9, 10). Bu bulgularla izolat
H1301 M. bovis BCG olarak taninmistir.

BCG asisI Diinya Saglik Orgitiniin Genisletilmis Asi-
lama Programr’nda yer alan alti asidan biridir. Amerika
Birlesik Devletleri ve Hollanda’da BCG asisI higbir za-
man genel kullanim igin dnerilmemistir. isve¢ ve Cek
Cumhuriyeti gibi Ulkeler de bu politikaya donmiustir.
Dinyanin diger bélgelerinde farkli politikalarla BCG asisi
uygulanmaktadir. Ginimuzde her yil yaklasik 118 mil-
yon doz BCG asisi yapilmaktadir. 1921 yilindan bu yana
diinya genelinde ¢ milyar dozdan fazla BCG asisi ya-
pilmistir. Bu uygulamalar sirasinda immin yetmezIigi
olan bireyler diginda o6nemli bir yan etki gorilme
insidansinin ¢ok dusik oldugu saptanmigtir. BCG’nin

KAYNAKLAR

meninjit ve miliyer tuberkiloz gibi yaygin tuberkiloz
formlarina kargi korunmada oldukga etkili (%80) oldugu
distndlmektedir. Buna karsilik, bu gorusu destekleyen
verilerin gogu gbézlemsel ve olgu-kontrol ¢alismalarindan
elde edilmistir. BCG agisinin akciger tiiberkilozuna kargi
koruyuculugu asinin yapildigi topluma, tlkeye ve kullani-
lan BCG alt turtine bagh olarak oldukga degiskenlik (%0-
80) gostermektedir. BCG asisindan daha etkili bir agsi
gerekli olmakla beraber yeni agilarin kontrolli uzun doé-
nem agl ¢alismalari ile daha iyi koruma sagladigi kanit-
lanincaya kadar en azindan bir on yil daha BCG asisi
kullanilacaktir (2).

Sonug olarak, immiin sistemin hiicresel komponentinin
etkilendigi immuin yetmezlik olgularinda mikobakterilerin
yol actigi yaygin infeksiyonlara karsi duyarlihdin arttigi
bilinmektedir. Ozellikle interldkin 12 veya IFN-y reseptor
defekti olan ¢ocuklarda BCG asisindan sonra gelisen
yaygin BCG infeksiyonlari bildirilmistir (3, 11, 12). Bu
nedenle BCG asisinin ardindan gelisen lokal veya yay-
gin mikobakteri infeksiyonlarinda M. bovis BCG etken
olarak dustnilmeli ve hastalar immin yetmezlik yonin-
den arastiriimahdir.
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