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OZET

insan ve bazi hayvanlarin multisistemik hastaligi olan tularemi, Kuzey Amerika, Avrupa ve Asya’nin
bazi bolgelerinde endemik olarak gorilmektedir. Etken olan Francisella tularensis, genel kullanim besiyer-
lerinde tUreme icin silfidril bilesiklerine (sistein, sistin, tiyosilfat, isoVitaleX) gereksinim duyan gram-ne-
gatif hiicre ici yerlesimli bir bakteridir. Bu raporda, secici olmayan genel kullanim besiyerinde bakterinin
izolasyonu ile tani konulan bir orofarengeal tularemi olgusu sunulmustur. Bugtine kadar tularemi olgu-
sunun bildirilmedigi Yozgat ilinde yasayan 42 yasindaki erkek hasta, iki haftadir devam eden ani baslan-
gich ates, halsizlik, bas agrisi, genel viicut agrisi, bogaz agrisi ve boyun sol Gst bolgesinde agrili sislik si-
kayetiyle hastanemize basvurmustur. Hastanin fizik muayenesinde, bilateral ekstidatif tonsillit ve posteri-
or servikal lenfadenopati saptanmasi nedeniyle akut tonsillofarenjit 6n tanisiyla 7 giin amoksisilin-klavu-
lanik asit tedavisi uygulanmistir. Tedaviye ragmen sikayetlerinin devam etmesi ve sisligin biylimesi tze-
rine tekrar hastanemize basvuran olgunun lenf bezindeki sislik cerrahi olarak direne edilerek alinan 6rnek-
lerin Gram ve Ehrlich-Ziehl-Neelsen boyamasinda yogun PMNL varligina karsin bakteri gorilmemistir.
Lenf nodundan alinan 6rnegin rutin kiltirlerinde, bes giinliik inkiibasyondan sonra kanh agarda, gram-
negatif kokobasil morfolojisinde bakteri Gremesi gozlenmistir. Kiiltiirler piyojenik bakteri ve mantar aci-
sindan negatif olarak degerlendirilmistir. Ornegin; patolojik incelemesinde siipiiratif iltihap saptanmasi
Uzerine, klinik ve laboratuvar bulgulari da dikkate alinarak, hastanin lenf bezi aspirati ve serum 6rnekleri
ile izole edilen sus, tularemi agisindan ileri inceleme amaciyla referans merkeze génderilmistir. izolat, lam
aglitinasyonu ve direkt floresan antikor testi ile F.tularensis olarak dogrulanmis, polimeraz zincir reaksi-
yonu ile F.tularensis alt tiir holarctica olarak tanimlanmistir. Hastanin serum 6rneginde mikroaglitinasyon
testi 1/5120 titrede pozitif olarak bulunmustur. Hastaya 5 mg/kg/giin dozunda gentamisin tedavisi bas-
lanmis, tedavi iki haftaya tamamlanmis ve hasta herhangi bir sekel kalmadan iyilesmistir. Bu olgu, siste-
in ve zenginlestirilmis besiyerlerine gereksinim duymayan ve konvansiyonel besiyerinde ilk izolasyonda
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reyen F.tularensis susuna dikkat cekmek amaciyla sunulmustur. Sonug olarak, ézellikle 2004 yilindan bu
yana ulkemizin bircok cografi bolgesinde yayilim gdstermeye baslayan tularemi, enfeksiyonlarin ayirici ta-
nisinda akilda tutulmasi gereken bir hastaliktir.

Anahtar sozciikler: Francisella tularensis, tularemi, izolasyon, kanl agar, Tiirkiye.

ABSTRACT

Tularemia which is a multisystem disease of humans and some animals, is endemic in North Ameri-
ca, some parts of Europe and Asia. The causative agent, Francisella tularensis, is a fastidious gram-nega-
tive, intracellular bacterium which requires supplementation with sulphydryl compounds (cysteine, cysti-
ne, thiosulphate, isoVitaleX) for growth on common laboratory media. In this report, a case of orop-
haryngeal tularemia diagnosed by the isolation of the causative agent on non-selective-common micro-
biological agar, has been presented. The patient was from Yozgat located in central Anatolia where tu-
laremia has not been reported so far. Forty-two years old male was admitted to the hospital with two-
weeks history of sudden onset fever, headache, generalized aches, sore throat, and cervical tender lump
on the left. Physical examination revealed bilateral exudative tonsillitis and tender posterior cervical
lymphadenopathy. He has been empirically treated with amoxicilin-clavulanic acid for 7 days with initi-
al diagnosis of acute tonsillopharyngitis. However, he was admitted to the hospital since the symptoms
persisted and swelling increased despite antibiotic therapy. Microscopical examination of the Gram and
Ehrlich-Ziehl-Neelsen stained smears prepared from the surgically drained lymph node revealed PMNL,
with no evidence of bacteria. Routine cultures of the lymph node material yielded growth of gram-ne-
gative coccobacilli only on human blood agar and the cultures were negative for pyogenic bacteria,
acid-fast organisms and fungi. Pathologic examination of the drainage material revealed suppurative inf-
lammation. Lymph node aspirate and serum samples of the patient together with the isolated strain we-
re sent to reference laboratory for further investigation in accordance to the clinical and laboratory fin-
dings compatible with tularemia. The isolate was confirmed as F.tularensis by slide agglutination and di-
rect immunofluorescence antibody tests, and identified as F.tularensis subsp. holarctica by polymerase
chain reaction. Microagglutination test performed on patient’s serum yielded positive with an antibody
titer of 1/5120. Gentamicin (5 mg/kg/day) was initiated, and the therapy was completed for two we-
eks. The patient recovered completely without sequela. This case was presented in order to call attenti-
on to the strain of F.tularensis which failed to demonstrate a requirement for cysteine and enriched me-
dium on primary isolation, but grew well on conventional laboratory medium. Tularemia should be con-
sidered in the differential diagnosis of related infectious diseases since cases of tularemia have been re-
ported from several parts of Turkey after the year 2004.

Key words: Francisella tularensis, tularemia, isolation, blood agar, Turkey.

GIRis

Tularemi, Francisella tularensis’in neden oldugu kuzey yarim kiireye 6zgi bir zoonoz-
dur. Dinyada yilda yaklasik 500.000 tularemi olgusu oldugu tahmin edilmektedir' 2.
Son yillarda Glkemizde tularemi olgularinin artigi ve daha 6nce tanimlandigi Marmara
Bolgesi‘nin disinda bircok bdlgede kiiclik epidemilere neden olmasi, bu enfeksiyonun
ciddi bir toplum saghgi sorunu haline gelmesine neden olmustur>. Etken, deri ve muko-
zal yiizeylerle direkt temas, kontamine gida veya sularin alinmasi ve aerosol inhalasyonu
ile insana bulasabilir. Enfekte hayvan dokusuyla kirlenmis suyun ve besinlerin tiiketimi,
ozellikle tularemi epidemilerinde gortilen ana bulas yollarindan birisidir*>.
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Tularemi hastaliginin kesin tanisi, klinik 6rneklerden F.tularensis’in izole edilmesiyle ko-
nulmaktadir. Ancak F.tularensis, Greme icin silfidril bilesikleri (sistein, sistin, tiyostlfat ve
isoVitaleX) iceren zengin besiyerlerine gereksinim duyan bir bakteridir' 27 F.tularen-
sis'in zenginlestirilmis besiyerlerine ihtiyac duymasina ragmen, sisteinden bagimsiz sus-
larin izolasyonu da nadiren bildirilmistir®10. Bu raporda; Yozgat ilinde %5 insan kanli
agarda Uretilerek tanisi konmus ilk tularemi olgusu sunulmaktadir.

OLGU SUNUMU

Meslegi geredi Yozgat ili Akdagmadeni ve Pembecik koyi arazilerinde calisan ve bol-
genin su ve gida kaynaklarini kullanan 42 yasindaki erkek hasta, Kasim 2009 tarihinde
yuksek ates, bogaz agrisi, bas agrisi ve boyun sol Ust tarafinda palpasyonla agrili sislik si-
kayeti ile hastanemize basvurdu. Ailesinde ve calisma arkadaslarinda benzer bulgularin
saptanmadigi olgunun ilk degerlendirmesinde kriptik tonsillit distinilerek 7 glin amok-
sisilin-klavulanik asit (2 x 1000 mg) tedavisi uygulandi. Antimikrobiyal tedaviden yarar
gormemesi lizerine hastaneye yatirilan ve seftriakson 2 x 1 g IV tedavisi uygulanan has-
tanin fizik muayenesinde; ates 38.7°C, nabiz 92/dakika olup, bilateral kriptik tonsillit ve
sol Ust servikal zincirde 3 x 2 cm’lik fluktuasyon vermeyen, sert, palpasyonla agrili lenfa-
denopati disinda patolojik bir bulgu saptanmadi. Laboratuvar incelemesinde; I6kosit sa-
yisi 7100/mm?> (N: 4000-11.000/mm?3), trombosit sayisi 169.000/mm3 (N: 150.000-
300.000/mm?3), hemoglobin (Hb) 14 g/dl ve eritrosit sedimentasyon hizi (ESH) 17
mm/saat olarak saptandi. Hastada, C-reaktif protein (CRP) 6.74 mg/dl (N: 0-0.8 mg/dl)
yuksekligi disinda, serum elektrolitleri, karaciger ve bobrek fonksiyon testleri normal si-
nirlarda tespit edildi. Servikal bilgisayarli tomografi (BT) incelemelerinde, sol submandi-
buler bez anterolateral komsulugunda, net sinir ayrimi yapilamayan, yaklasik 30 x 20
mm ebatli, nekrotik komponent iceren, hafif lobile kontirli goériinim izlendi. Solda
sternokleidomastoid kasi posteriorunda 15 x 25 mm ebatli benzer natiirde, kalin cidar-
I, icerisinde yogun internal ekolari olan diizensiz kontirli nekroze lenfadenopati (LAP)
ile uyumlu goriinimler ve bilateral anterior ve posterior servikal icgende biylgu solda
10 mm caph olan birka¢ adet lenf nodlarinin izlendigi bildirildi (Resim 1).

Uygulanan seftriakson tedavisine yanit alinamamasi tzerine, tiiberkiiloz, malignite ve
tularemi 6n tanilarina yonelik kan kilttrd, PPD deri testi, lenf bezi aspirasyonu uygulan-

T

Resim 1. A) Sol submandibliler bélgede LAP, B) Boyun ultrasonografi tetkikinde; hipoekoik patolojik dzellikte
lenf nodlari, C) Servikal BT tetkikinde; sol submandibliler bez anterolateral komsulugunda, nekrotik kompo-
nent iceren, hdfif loblile kontiirlti nekroze lenf nodlari.
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di ve materyal mikrobiyoloji ve patoloji laboratuvarina gonderildi. Uygulanan testlerde
pozitiflik saptanmadi. Histopatolojik incelemede; nekrotik alanlar arasinda bol miktarda
notrofil 16kosit, kucuk lenfosit, histiosit ve makrofajlarin oldugu, buna karsin epiteloid
histiosit kiimeleri ve atipik hiicreler gozlenmedigi, sitolojik olarak da malignite lehine
bulgularin gorilmedigi ve stpuratif iltihap ile uyumlu bulgularin saptandigi bildirildi.
Ornegin; Gram boyali incelemesinde cok sayida PMNL gériilmesine ragmen herhangi
bir bakteri gozlenmedi. Tiiberkiiloz agisindan yapilan Erlich-Ziehl Neelsen (EZN) incele-
mesi de negatif olarak degerlendirildi. Ornek, %5 insan kanli, EMB ve Léwenstein-Jen-
sen (L)) besiyerlerine ekilerek, aerop ve %5-10 karbondioksitli ortamda 37°C’de inkiibe
edildi. Bes gunlik inkiibasyon sonrasinda, sadece kanl agarda, saf olarak tGremis, yakla-
stk 2 x 2 mm boyutlarinda, gri-beyaz renkli, hafif mukoid gortiinimli, parlak ytzeyli, S-
tipi koloniler saptandi. Katalaz pozitif, oksidaz negatif saptanan bakterilerin, kanl agar-
dan hazirlanan Gram preparatinda oldukca soluk boyanmis, atilmig kum yiginlari seklin-
de gram-negatif kokobasil morfolojisinde olduklari gorildi. Gram boyamadaki bu go-
rintuye, plaklarin uzun sire inkibe edilmis olmasi ve kilttrin eskimis olmasinin da ne-
den olabilecegi dustinlldi. Tekrar kanli agara pasaj yapilarak 72. saatin sonunda gelisen
kolonilerden Gram boyama yapildi. Gram preparatta soluk boyanmis genellikle tek tek
yerlesmis gram-negatif kokobasiller gozlendi. Gram-negatif bakteri tanimlamasina yone-
lik IMVIC testlerinde herhangi bir ireme gozlenmedi. Izolat, kanl agarda disk diftizyon
yontemiyle amikasin, gentamisin, siprofloksasin, imipenem, sefotaksim, penisilin, trime-
toprim-stlfametoksazol eritromisin, klindamisin, tetrasiklin, levofloksasin, ofloksasin ve
tobramisin icin antibiyotik duyarlilk testine alindi, ancak 48 saat boyunca herhangi bir
treme gorilmediginden degerlendirme yapilamadi.

Bakterinin ireme Ozellikleri (gram-negatif bakterilerin genel kullanim besiyerlerinde
treyememesi ve kanli agarda gec¢ tiremesi), kanl agardaki koloni morfolojisi ve mikros-
kopik ozellikleri ile hastada 6n tani olarak tularemi distinildi. Hastanin kan 6rnegi ve
izolati ileri tetkikler icin Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanligi (RSHMB), Ulusal Tu-
laremi Referans Laboratuvarina gonderildi. Burada izolata, F.tularensis antiserumu ile lam
aglitinasyonu, direkt floresan antikor testi (DFA) ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
testleri uygulandi. Ozgiil antiserum ve DFA ile F.tularensis olarak dogrulanan sus, PCR ile
Ftularensis alt tur holarctica olarak tanimlandi. Hastanin serum 6rneginde mikroagluti-
nasyon testi 1/5120 titrede pozitif olarak saptandi. Bu esnada lenf bezi aspiratindan ya-
pilan L] kultirinde tGreme olmadi ve RSHMB’den tiberkiloz PCR sonucu negatif olarak
bildirildi.

Orofarengeal tularemi tanisi konan hastaya 5 mg/kg/glin dozunda gentamisin teda-
visi baslandi. Tedaviye baslandiktan 48 saat sonra lenf nodunda apse gelisti ve apse cer-
rahi olarak drene edildi. Daha sonra tekrarlanan apse direnaijlari ile birlikte antibiyotik te-
davisi 14. guine tamamlanan hasta sifa ile taburcu edildi. Hasta tularemi agisindan indeks
olgu kabul edilerek il Saglik Midurligi Bulasici Hastaliklar Dairesi Bagkanligina bildirimi
yapildi ve hastanin belirttigi alanlardan Pembecik kdytinde yapilan saglik taramasinda 3
yasinda bir cocuk ve bir gebe olmak lizere 5 yeni tularemi hastasi daha saptanarak teda-
vileri uygulandi. Tularemi salgininin kaynagina yonelik arastirmalarda, alinan Pembecik
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koyu su orneklerinde pozitiflik saptanmadi, ancak gebe hastanin evinin 6éniinden alinan
oli fare diskisinda F.tularensis PCR pozitifligi tespit edildi. Bu nedenle Yozgat ilindeki tu-
laremi salgininin, farelerin, insanlara ait su ve gida (sac ekmegi) kaynaklarini kontamine
etmesinden kaynaklanabilecegdi distinildi. Indeks olgunun 10 haftalik izlemi sonrasin-
da lenf bezi kiictlerek kayboldu ve sekelsiz iyilesme saglandi.

TARTISMA

Ulkemizde ilk tularemi olgulari 1936 yilinda bildirilmis ve daha sonra giiniimiize ka-
dar Turkiye'nin degisik bolgelerinden, sporadik olgular disinda 14 salgin rapor edilmis-
tir310-14 Hastalik, tilkemizde degisik cografik bolgelerde kiiciik salginlar olusturmasi ne-
deniyle 2005 yilindan itibaren bildirimi zorunlu hastaliklar listesine alinmigtir. 1936-2009
yillari arasinda bildirilen toplam olgu sayisi 965'tir; ancak Yozgat ilinden bir tularemi ol-
gusu tanimlanmamistir3.

Ftularensis’in, virtlanslari ve cografi dagilimlari farklihk gosteren 4 alt tiirt (tularensis,
holarctica, mediasiatica ve novicida) tamimlanmustir'27 . Ftularensis subsp. tularensis (tip
A) ve subsp. holarctica (tip B) klinik ve epidemiyolojik acidan en 6nemli alt tirler olup,
digerine gore daha az viriilan olan F.tularensis subsp. holarctica Tirkiye'de salginlara ne-
den olan alt tirdiir>'213, Ulkemizde bugtine kadar izole edilen F.tularensis sus sayisi 10
olarak bildirilmistir>'2-14. Sunulan bu olgudan izole edilen sus da, Avrupa ve Turkiye'de
yaygin olan F.tularensis subsp. holarctica olarak tanimlanmistir.

Tularemide klinik bulgu ve semptomlar, etkenin virlilansina, inokuliim dozuna, ko-
nagda giris yoluna ve konagin bagisiklik yetenegine bagh olarak degiskenlik gostermek-
tedir!-. Hastalik, Ulseroglandiiler, glandiiler, okuloglandiiler, orofarengeal, pnémonik
ya da tifoidal form olmak Gzere alti klinik formda siniflandiriimaktadir’-24. Avrupa Ul-
kelerindeki salginlarda en sik Glseroglandiiler/glandiler form gordliirken, Glkemizdeki
olgularda orofarengeal form en sik karsilasilan klinik tablodur'-36. Bu formda, ates,
bogaz agrisi, oral ve farengeal mukoz membranlarda kizarikhk ve pustiler degisiklik-
ler olusur ve ekstidatif tonsillit ile karakterizedir. Genellikle tek tarafli veya bilateral bol-
gesel (servikal veya retrofarengeal) lenfadenopati (LAP) gelisebilir. Bu tablo, streptoko-
kal tonsillit, enfeksiydoz mononiikleoz ve tiiberkiloz lenfadenit ile kolayca karistirilabi-
lir. Olgular cogu zaman akut streptokoksik tonsillofarenjit 6n tanisi almakta ve penisi-
lin veya sefalosporin tiirii antibiyotikler kullanmaktadir'4-6. Olgumuzun da sikayetleri
yuksek ates ve bogaz agrisi seklinde baslamis, ardindan servikal LAP gelismis, yani ti-
pik bir orofarengeal formun klinik prognozu izlenmistir. Orofarengeal form kontamine
su veya gida alinmasini takiben ortaya ¢ikmaktadir. Hastamiz zaman zaman arazide ca-
lismasini gerektirecek bir gorev yapmaktadir. Anamnezinde; sikayetleri baglamadan bir
hafta kadar once arazide calistigini ve arazideki cesitli su kaynaklarindan (sebeke suyu
olmayan) su ictigini belirtmistir. Hastanin kullandigi su kaynaklarindan alinan érnekler-
den bakteri izole edilememis olsa da, hastaligin orofarengeal formda olmasi ve bakte-
rinin su ile iligkili olan holarctica alt tiri olarak tanimlanmasi nedeniyle olgunun su
kaynakli oldugu dustinilmustir.
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F.tularensis subsp. tularensis, holarctica ve mediasiatica Greme icin silfidril bilesiklerine
ihtiyac duyarken, subsp. novicida ve Francisella cinsinin diger tiri olan F.philomiragia da-
ha kolay Ureyen bakteriler olarak koyun kanli agar gibi genel tretim besiyerlerinde Gre-
yebilirler'-24. F.tularensis'in izolasyonunda en yaygin olarak Francis (sisteinli-glukozlu
kanli agar) besiyeri kullanilir. Ayrica, %9 sitilmis koyun kani ilaveli sistein kalp agar
(CHAB), sisteinle zenginlestirilmis cukulata agar (CHAB), tamponlu kémuir-maya ekstrakt
agar (BCYE) agar, %1 hemoglobin ve %1 IsoVitaleX ilaveli GC agar baz Il ve tiyogliko-
lat-glukoz kanli agar (TGBA) gibi besiyerleri de izolasyon icin kullaniimaktadir'-”. Sistein
ile zenginlestirilmis besiyerlerinin kullanilmasi F.tularensis’in klinik ve cevresel 6rneklerden
izolasyonunu artirmaktadir. Ancak, kanl ve cukulatamsi agar gibi konvansiyonel besiyer-
lerinde bakteri treyememekte veya 7-10 gun sonra Ureyebilmektedir1'2'7'8. Literatur
arastirmasinda, bugtine kadar sisteine gereksinim duymayan 10 susun tanimlandigi go-
rilmiistir® 10, Bizim olgumuzda da F.tularensis izolasyonu, hicbir sulfidril bilesigi icerme-
yen %5 insan kanli agarda gercgeklestirilmistir. Sistein gereksinimi duymayan atipik sus-
larin, klasik F.tularensis suslarina gore daha az virtilan oldugu ve bu farkliigin; cografi da-
gilim, besiyerlerinde tekrarlayan pasajlar, 6zgiin genotipik ve fenotipik ozellikler ile iliski-
li olabilecegi ileri stirtilmiistiir® 10,

Bakterinin Uretilmesi icin ylksek givenlikli laboratuvara gerek olmasi ve laboratuvar
kaynakl enfeksiyon gelisim riski nedeniyle rutinde Francisella suglarina antibiyotik duyar-
lilik testinin yapilmasi 6nerilmemektedir'#®7. 2006 yilinda “Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI)” tarafindan “biyoterdrizmin olasi etkenleri” icin sivi mikrodi-
Iisyon yontemiyle minimal inhibitor konsantrasyon (MIK)un arastinlmasina ait standart-
lar yayinlanmustir'>. CLSI, F.tularensis suslarinin antibiyotik duyarliiginin belirlenmesin-
de, katyon ayarli Mueller-Hinton sivi besiyeri (CAMHB) kullaniimasini 6nermektedir. An-
cak, tularemi tedavisinde en sik kullanilan antimikrobiyaller icerisinden sadece aminogli-
kozidler (streptomisin ve gentamisin), tetrasiklinler (tetrasiklin ve doksisiklin), florokino-
lonlar (siprofloksasin ve levofloksasin) ve kloramfenikol icin MIK konsantrasyon sinir de-
gerleri belirlenmistir. Bizim olgumuzun lenf bezi aspiratindan etkenin izole edilmesine
ragmen, hizli Greyen aerop gram-negatif bakteriler icin uygulanan disk diflizyon yonte-
minde treme olmamasi, bakteri yogunluguna, inktibasyon siresine ve besiyerinin uy-
gun olmamasina baglanmistir.

Gecmis yillarda sadece Marmara Bolgesine sinirli oldugu dustnilen tulareminin, 6zel-
likle 2004 yilindan sonra Bati ve Orta Karadeniz Bélgesi, i¢ Anadolu Bélgesinin Kuzeyba-
t1 ve Karadeniz’e yakin yerlesim alanlari ile Dogu Anadolu Bélgesinden bildirilen olgular-
la, Ulkemizde genis bir yayilim gosterdigi kabul edilmektedir®12-14, Sonug olarak, beta-
laktam antibiyotiklere cevap vermeyen tonsillit ve/veya servikal kitlesi olan ve hastaligin
endemik oldugu bodlgeden gelen olgularin ayirici tanisinda tularemi, mutlaka distnul-
mesi gereken bir hastalktir.
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