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Microscopic detection of bacillus Calmette–Guérin mycobacteria in
bladder biopsy using fluorescence in situ hybridization

Détection microscopique des Bacilles biliés de Calmette et Guérin (BCG) dans une biopsie
vésicale par hybridation in situ en fluorescence
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Abstract
Intravesical instillation of Bacilli Calmette Guérin (BCG) as a superficial bladder cancer treatment is generally well tolerated, but local or

systemic complications may occur, some of which may be life-threatening. Following the suspicion of post-BCG cystitis in a 72-year-old

man with a history of urothelial carcinoma treated by intravesical BCG instillation, we used fluorescence in situ hybridization (FISH)

targeting the rpoB gene of the Mycobacterium tuberculosis complex to detect Mycobacterium bovis BCG in paraffin-embedded bladder

biopsy sections. FISH yielded specific detection of BCG mycobacteria in the bladder biopsy section, appearing as red-fluorescent bacilli.

Treatment with rifampicin, ethambutol and isoniazid is then initiated in combination with corticosteroid therapy.
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Intravesical instillation of bacillus Calmette–Guérin (BCG) is

part of superficial bladder cancer treatment promoting an
effective inflammatory response against tumour cells [1]. A

dose of approximately 1010 Mycobacterium bovis BCG over 6
weeks is instilled according to current treatment protocols

[2]. This treatment is generally well tolerated, but local
complications (granulomatous inflammation) or systemic
complications (ranging from malaise and fever to sepsis) may

occur in less than 5% of cases, some of which may be life-
threatening [2–4].
This is an open access arti
Here we report the case of a 72-year-old man with a history of
urothelial carcinoma diagnosed in January 2016 and treated by

intravesical BCG instillation (BCGMEDAC, RIVM 1173-P2 strain;
MEDAC, Lyon, France) inMarch 2016. In July 2016, routine follow-

up cystoscopy revealed localized inflammatory lesions in the
bladder fundus and left side wall, while endoscopic resection

showed a giganto-cellular granuloma considered to be related to
the BCG therapy. In early 2019, the patient was hospitalized for
urinary disorders including enuresis, haematuria and overactive

bladder. Examinationof a bladder biopsy showed the persistence of
an epithelioid and giganto-cellular granuloma. In July 2019, a

thoraco-abdomino-pelvic computed tomography scan did not
show any abnormalities with an infectious appearance. Following

the suspicion of post-BCG cystitis, empirical treatment with cip-
rofloxacin for 3 weeks was initiated, but did not result in

improvement of clinical symptoms.Molecular examinationof urine
samples by real-time PCR (Xpert MTB/RIF; Cepheid, Sunnyvale,
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FIG. 1. Confocal microscopic images of bladder biopsy combining fluorescence in situ hybridization (FISH) with L-40,6-diamidino-2-phenylindole

(DAPI) staining. Bacillus Calmette–Guérin mycobacteria were visualized as red fluorescent bacilli. Tissue sections were observed using a 63 × /

1.4NA oil-immersion objective of a Zeiss LSM800 confocal microscope driven by ZEN software (Zeiss). The 405-nm and 568-nm excitation lasers were

used for DAPI and FISH probe signals, respectively. Scale bar = 10 μM.
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CA,USA) revealed the presence of DNA from rifampicin-sensitive
Mycobacterium tuberculosis complex mycobacteria. However, cul-

ture on COSMO medium (Eurobio, Les Ulis, France) remained
negative after a 30-day incubation period. Paraffin-embedded

bladder biopsy sections were examined by fluorescence in situ
hybridization (FISH) specifically targeting the rpoB gene of the
M. tuberculosis complex to detectM. bovis BCG. After deparaffini-

zation, tissue sections were treated with Sudan black (Sigma-
Aldrich, Saint-Quentin-Fancy, France) to reduce the auto-

fluorescent background [5] and the FISH protocol was performed
using an oligonucleotide probe specific to the M. tuberculosis

complex, as previously described [6]. Microscopic observation and
image acquisition were performed using the 63 × objective of the

Zeiss LSM800 confocalmicroscope, driven byZEN software (Zeiss,
Marly-le-Roi, France). BCG mycobacteria were detected in the

bladder biopsy section, appearing as red fluorescent bacilli, and the
cell nuclei were visualized using L-40,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) (blue-fluorescent signal) (Fig. 1). Treatment with rifam-

picin, ethambutol and isoniazid was then initiated in combination
with corticosteroid therapy.

Post-BCG bladder infections are often difficult to diagnose,
which underestimates their prevalence. Indeed, the diagnostic

performance of standard microscopic examination is low, in the
order of 25.3% [7] and the urine culture is sometimes sterile

[2]. The FISH technique represents an additional diagnostic tool
for the microbiological investigation of bladder biopsy in in-
dividuals with a suspicion of localized or disseminated BCGitis

following BCG therapy. These results confirm our previous
observations [2] demonstrating the usefulness of FISH in some

diagnoses such as BCG-infected aortic aneurysm [2].
© 2020 Published by Elsevier Ltd, NMNI, 39, 100826
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L’instillation intravésicale des Bacilles de Calmette et Guérin (BCG

favorisant une réponse inflammatoire efficace contre les cellules tum
sur 6 semaines est instillée conformément aux protocoles thérapeu

mais des complications locales (inflammations granulomateuses) ou sy
peuvent survenir dans moins de 5% des cas dont certaines peuvent

Nous rapportons ici le cas d’un homme âgé de 72 ans aux antécédents
instillation intravésicale de BCG (BCGMEDAC, souche RIVM 1173-P2
toscopie de contrôle systématique révèle des lésions inflammatoires loc

que la résection endoscopiquemontre un granulome giganto-cellulaire c
patient est hospitalisé pour des troubles de la miction à type d’énuré

vésicale montre la persistance d’un granulome épithélioïde et giganto-c
montre aucune anomalie d’allure infectieuse. Devant la suspicion de

pendant 3 semaines est initié, qui ne donnera pas d’amélioration des sym
PCR en temps réel (Xpert MTB/RIF, Cepheid, Sunnyvale, USA) révèle l

tuberculosis sensibles à la rifampicine. La culture sur milieu COSMO (Eur
sections de biopsie vésicale incluses en paraffine sont examinées par h

gène rpoB du complexeM. tuberculosis afin de détecterM. bovis BCG. A
Soudan (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fancy, France) pour réduire le b
utilisant une sonde oligonucléotidique spécifique du complexe M.

microscopique et l’acquisition d’images sont réalisées à l’aide de l’objec
logiciel Zen (Zeiss, Marly-le-Roi, France). Desmycobactéries BCG sont

des bacilles fluorescents en rouge, tandis que les noyaux cellulaires so
fluorescent bleu) (Fig.). Un traitement par rifampicine, éthambutol et i

FIG. Images microscopiques confocales de la biopsie vésicale combinant le

bactéries de BCG sont visualisées comme des bacilles fluorescents en ro

observées à l’aide d’un objectif à immersion 63X/1.4NA dumicroscope conf

Zen (Zeiss). Les lasers d’excitation 405 et 568 nmont été utilisés pour lesmar

Barre d’échelle=10 μM. FISH= hybridation in situ en fluorescence, DAPI=L 4
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[7] Pérez-Jacoiste Asín MA, Fernández-Ruiz M, López-Medrano F,
Lumbreras C, Tejido Á, San Juan R, et al. Bacillus Calmette–Guérin (BCG)
infection following intravesical BCGadministration as adjunctive therapy for
bladder cancer: incidence, risk factors, and outcome in a single-institution
series and review of the literature. Medicine (Balt) 2014;93:236–54.
) fait partie du traitement du cancer superficiel de la vessie

orales. [1]. Une dose d’environ 1010 Mycobacterium bovis BCG
tiques actuels [2]. Ce traitement est généralement bien toléré,

stémiques (variant d’un léger malaise et fièvre à une septicémie)
mettre en jeu le pronostic vital [2–4].

de carcinome urothélial diagnostiqué en janvier 2016 et traité par
, MEDAC, Lyon, France) en Mars 2016. En juillet 2016, une cys-
alisées dans le fond de la vessie et de la paroi latérale gauche, tandis

onsidéré comme en rapport avec la BCG thérapie. Début 2019, le
sie, hématurie et hyperactivité vésicale. L’examen d’une biopsie

ellulaire. En juillet 2019, un scanner thoraco-abdomino-pelvien ne
cystite post-BCG, un traitement empirique par ciprofloxacine

ptômes cliniques. L’examenmoléculaire d’échantillons d’urine par
a présence d’ADN de mycobactéries du complexeMycobacterium

obio, Les Ulis, France) restera cependant négative à 30 jours. Des
ybridation in situ en fluorescence (FISH) ciblant spécifiquement le

près déparaffinage, les coupes tissulaires sont traitées avec du noir
ruit de fond autofluorescent [5] et le protocole FISH est réalisé en
tuberculosis, comme indiqué précédemment [6]. L’observation

tif 63x du microscope confocal Zeiss LSM 800, commandé par le
identifiées dans la section de biopsie vésicale, apparaissant comme

nt visualisés par L 4’, 6-diamidino-2-phénylindole (DAPI) (signal
soniazide est alors instauré en association à une corticothérapie.

s marquages FISH et DAPI. Les myco-

uge. Les sections tissulaires ont été

ocal Zeiss LSM800 piloté par le logiciel

quagesDAPI et FISH, respectivement.

’,6-diamidino-2-phenylindole.
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Les infections vésicales post-BCG sont souvent de diagnostic difficile, ce qui sous-estime leur prévalence. En effet, la performance
diagnostique de l’examen microscopique standard est faible, de l’ordre de 25.3% [7] et la culture de l’urine est parfois stérile [2]. La

technique FISH représente un outil diagnostique supplémentaire pour l’investigation microbiologique de biopsie vésicale chez les
patients ayant une suspicion de BCGite localisée ou disséminée après BCG thérapie. Ces résultats confirment nos observations

précédentes [2] démontrant l’utilité du FISH dans certains diagnostics comme celui de l’anévrisme aortique infecté par le BCG [2].
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