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OZET

Servikal lenfadenitin en sik karsilagilan graniilomatz enfeksiyoz etkenleri olan tiiberkiiloz lenfadeniti
ve orofarengeal tularemi bildirimleri tlkemizde son yillarda belirgin olarak artmaya baslamistir. Her iki
lenfadenit etkeni de klinik ve histopatolojik olarak birbirleriyle karisabilmektedir. Bu nedenle tularemin
endemik oldugu bolgelerde, tanida tiiberkiiloz geri planda kalmakta ve hastalar tularemi lenfadeniti
acisindan incelemeye alinmaktadir. Bu calismada, tularemi lenfadeniti stiphesiyle laboratuvarimiza gon-
derilen servikal lenf aspirati 6rneklerinde, Mycobacterium tuberculosis varhginin arastiriimasi amaclanmis-
tir. Calismaya, 2009-2011 yillari arasinda Tirkiye Halk Sagligi Kurumu Ulusal Tularemi Laboratuvarina,
orofarengeal tularemi stiphesiyle gonderilen ve tularemi acisindan bakteriyolojik (kiltiir), molekiler
(PCR) ve serolojik (mikroagliitinasyon) yontemlerle negatif olarak bulunan 105 hasta dahil edilmistir.
Hastalara ait lenf aspirati 6rnekleri, Ulusal Tiiberkiiloz Laboratuvarinda M.tuberculosis agisindan kulttr
ve gercek zamanli PCR (rtPCR) yontemleri ile incelenmistir. Mikobakteri kiiltlirii hem Lowenstein-Jensen
(L)) besiyerinde hem de sivi bazli MGIT (BD, ABD) otomatize kiiltiir sisteminde yapilmistir. Ureme tespit
edilen ornekler immiinokromotografik test (BD, ABD) ile M.tuberculosis olarak tanimlanmistir. Calismada
kontrol grubu olarak, F.tularensis antikorlari pozitif olarak bulunan 65 hastanin, F.tularensis PCR'I negatif
lenf aspirati 6rnekleri kullanilmistir. Farkli cografik bolgelerden laboratuvarimiza tularemi arastiriimasi
amaciyla génderilen ve negatif bulunan hastalara ait 105 lenf aspirati 6rneginin 9 (%8.6)'u M.tuberculosis
pozitif olarak saptanmistir. M.tuberculosis saptanan olgularin altisinin erkek oldugu ve yas dagiliminin

26-85 yil arasinda degistigi belirlenmistir. M.tuberculosis varligi, érneklerin ikisinde sadece kiiltur, besin-
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de sadece rtPCR ve ikisinde hem kiltir hem de rtPCR ile gosterilmistir. Kontrol grubu orneklerinde
M.tuberculosis tespit edilmemistir. M.tuberculosis saptanan dokuz ornegin tgiinln tulareminin endemik
oldugu bdlgeden gelen 6rnekler oldugu izlenmistir. Sonug olarak bu 6n calismanin verileri, tularemin
endemik oldugu bdlgelerde tularemi lenfadenitinden siiphelenilen olgularda, tiiberkiiloz lenfadenitinin
de akilda tutulmasi gerektigini ortaya koymus ve bu olgularin es zamanli olarak M.tuberculosis ydoniinden
de arastirlmasinin uygun olacagini diistindtirmustar.

Anahtar sozciikler: Lenfadenit; tiiberkiiloz, tularemi; kiiltiir; gercek zamanli PCR.

ABSTRACT

Recently reports of cervical tuberculous lymphadenitis and oropharyngeal tularemia which are the
most common infectious causes of granulomatous lymphadenitis, have been significantly increased in
Turkey. The differentiation of cervical tuberculous lymphadenitis and oropharyngeal tularemia is usually
confusing on the basis of clinical and histopathological findings. Thus, in tularemia endemic areas, the
patients are more commonly evaluated in terms of tularemia lymphadenitis leaving tuberculosis out. The
aim of this study was to investigate the presence of Mycobacterium tuberculosis in cervical lymph node
aspirates, obtained from tularemia suspected cases. A total of 105 oropharyngeal tularemia-suspected
cases which were found negative for Francisella tularensis by bacteriological (culture), molecular (PCR)
and serological (microagglutination) methods, were included in the study. The samples had been pre-
viously studied at National Tularemia Reference Laboratory, Turkish Public Health Institution, between
2009-2011. The study samples were evaluated in terms of M.tuberculosis by culture and real-time PCR
(rtPCR) methods in the National Tuberculosis Reference Laboratory. Both Lowenstein-Jensen (LJ) medium
and liquid-based MGIT (BD, USA) automated culture system were used for mycobacterial culture.
Samples that yielded mycobacterial growth were identified as M.tuberculosis by immunochromoto-
graphic test (BD, USA). The lymph node aspirates of 65 patients who were F.tularensis PCR negative
but antibody positive, were used as the control group. As a result, M.tuberculosis was found to be posi-
tive in 9 (8.6%) of 105 tularemia-negative lymph node aspirates, sent to our laboratory from different
geographic regions for the investigation of tularemia. Six of the M.tuberculosis positive cases were male
and the age range of the patients was 26-85 years. The presence of M.tuberculosis was detected only
by culture in two samples, only by rtPCR in five samples and both by culture and rtPCR in two samples.
M.tuberculosis was not identified in the control group specimens. Three of the samples which revealed
tuberculosis, were from the tularemia endemic areas. In conclusion, the data of this preliminary study
indicated that tuberculous lymphadenitis should be kept in mind in suspected tularemia cases and those
patients should also be investigated simultaneously for the presence of tuberculous lymphadenitis.
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GiRis

Tlberkiloz (TB), tim diinyada ve llkemizde halen ciddi bir halk saghg: sorunu ola-
rak ®nemini korumaktadir'~2. Esas olarak akcigerleri tutmakla birlikte, Mycobacterium
tuberculosis, primer enfeksiyon sirasinda lenfo-hematojen ve direkt yayilimla akciger digi
organlari da etkileyebilir. TB lenfadenit, lenf drenajina uygun olarak, cogunlukla servikal
ve supraklavikiler lenf bezlerini tutmaktadir. TB lenfadenit, sistemik TB ile beraber veya
tek basina bir klinik bulgu olarak gériilebilir®*. Akciger digi tiiberkiiloz (AD-TB), diinyada
tim TB olgularinin %15’ini olusturmakta; llkemizde ise bu oran 2007 yili icin %30.5
(6004/19.694) olarak bildirilmekte ve en sik goriilen formlarin sirasiyla plevra (%38.3),

130 MiKROBiYOLOJi BULTENI




Albayrak N, Celebi B, Kavas S, Simsek H, Kilic S, Sezen F, Arslantiirk A.

ekstratorasik lenfadenit (%28.6) ve intratorasik lenfadenit (%4.8) oldugu belirtilmek-
tedir'3. Bu verilere gore ilkemizde yilda 1600-2000 arasinda TB lenfadenit olgusu
tanimlanmaktadir?.

Francisella tularensis'in etken oldugu tularemi, son yillarda llkemizde olusan salginlar
ile yeniden énem kazanmustir’. Tularemide klinik tablo; etkenin konaga giris yoluna
gore ulseroglandiiler, glanduler, okiiloglandiiler, orofarengeal, respiratuvar ya da tifoidal
olmak iizere alti ana formda goriilmektedir®’. Ulkemizde klorlanmamis icme suyu tiike-
timine bagh olarak en sik orofarengeal form (farenjit veya tonsillit ile servikal lenfade-
nopati) ortaya ¢ikmaktadir. Bu formun seyrinde bolgesel lenfadenopati (LAP) en onemli
klinik belirtilerden birisidir’. Orofarengeal tularemi formunda farenijiti takiben gelisen
servikal LAP, bazi olgularda klinik ve histopatolojik gériinim (grantlomat6z inflamasyon
ve kazeifikasyon nekrozu) nedeniyle servikal TB lenfadenit tanisinin konulmasina neden
olmaktadir>®. Ancak tulareminin endemik oldugu bélgelerde farkindaligin artmasi, ser-
vikal bolgedeki lenfadenitlerde, tanida tulareminin ilk planda digsiinilmesiyle sonuglan-
mistir. Servikal TB lenfadenit tanisi alan hastalarda tulareminin roli arastirilmis olmasina
ragmen, her iki etken acisindan da endemik olan Glkemizde orofarengeal tularemi 6n
tanisi nedeniyle alinan orneklerde TB lenfadenitine yonelik herhangi bir calisma hentiz
yapilmamistir. Bu calismada, 2009-2011 yillan arasinda Tirkiye Halk Saghgr Kurumu
Ulusal Tularemi Laboratuvarina, tularemi lenfadeniti stiphesiyle gonderilen servikal bolge
lenf aspirati 6rneklerinde M.tuberculosis varligi ve sikiginin arastirilmasi amacglanmigtir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Ulkemizin farkli cografi bolgelerinden, Turkiye Halk Saghigr Kurumu Ulusal
Tularemi Laboratuvarina orofarengeal ve glanddler tularemi stiphesi ile génderilen ve
bakteriyolojik, molekiiler ve serolojik ydntemlerle tularemi agisindan negatif bulunan 105
hasta 6rnegi dahil edildi. Bakteriyolojik incelemede, hastalarin lenf aspirati 6rnekleri %10
koyun kanli sistein kalp agar besiyerine (CHAB) ekildi ve %5 CO,’li ortamda 37°C’de 10
glin inkiibe edildi. Molekdler incelemede, lenf aspirati 6rneklerinde Ftularensis DNA'sI
konvansiyonel PCR yontemiyle arastirildi. Bu yontemde DNA ekstraksiyonu, QlAamp
DNA mini kit (Qiagen, Almanya) ile yapildi ve 17 kDa membran proteinini kodlayan
tul4 genini hedefleyen primerler kullanildi. Serolojik inceleme ise hastalara ait serum
orneklerinde mikroagliitinasyon testiyle F. tularensis antikorlarinin arastiriimasiyla ger-
ceklestirildi®.

Bakteriyolojik, molekdiler ve serolojik yontemlerle negatif bulunan 105 6rnek, Turkiye
Halk Saghgi Kurumu Ulusal Tlberkiiloz Laboratuvarinda M.tuberculosis varligi acisindan
incelendi.

Lenf aspirati 6rnekleri, NaOH-NALC yontemiyle homojenizasyon-dekontaminasyon-
konsantrasyon (HDK) islemine alindi. Takiben, kiltir icin hem Lowenstein-Jensen (LJ)
(BBL Mycobactosel L-] Medium, BD, ABD) besiyerine hem de sivi bazli MGIT (BD, ABD)
otomatize kiltur sistemine ekim yapildi. L] besiyerleri 8 hafta, MGIT besiyerleri ise 6
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hafta boyunca 37°C’de inkibe edildi. Besiyerlerinin haftalik Greme kontrolleri yapilds;
Ureme tespit edilen ornekler Ehrlich-Ziehl-Neelsen boyama yontemi ile aside direncli
bakteri (ARB) varligi acisindan degerlendirildi. ARB pozitif bulunan 6rnekler immiinok-
romotografik test (BD, ABD) ile dogrulamaya alindi. HDK islemi yapilan tim o6rnekler
M.tuberculosis varligi agisindan ayrica gercek zamanli PCR (rtPCR) testi ile arastirildi. HDK
islemine alinan 6rneklerden bakteri DNA'si, QiaAMP DNA Mini kiti (Qiagen, Almanya)
ile EZ1 (Qiagen, Almanya) cihazinda ekstrakte edildikten sonra, M.tuberculosis PCR kiti
(The Artus® M.tuberculosis RG PCR Kit, Qiagen, Almanya) ile Rotorgene 600 cihazinda
amplifiye edildi. Ftularensis antikorlar pozitif bulunan 65 hastanin, PCR ile F.tularensis
negatif bulunan lenf aspirati 6rnekleri calismada kontrol grubu olarak kullanildi.

BULGULAR

Calismamizda, tularemi arastirlmasi amaciyla laboratuvarimiza gonderilen ve
Ftularensis yoninden negatif bulunan 105 lenf aspirati 6rneginin 9 (%8.6)'u, rtPCR
ve/veya kultir yontemi ile M.tuberculosis pozitif olarak saptanmistir. Bu orneklerin 2’si
hem kiltir hem rtPCR ile, 2'si sadece kultir ile, 5i ise sadece rtPCR ile pozitif olarak
bulunmustur (Tablo I). Kiltirde tireyen orneklerden 3’G hem L] hem de MGIT besiye-
rinde pozitif olarak saptanirken, bir 6rnege ait lireme sadece L] besiyerinde tespit edil-
mistir. Tularemi serolojisi acisindan pozitif bulunan kontrol grubu érneklerinde (n= 65)
M.tuberculosis tespit edilmemistir. M.tuberculosis pozitif 9 6rnekten 3’Unun, tulareminin
en sik gorildigl Yozgat ilinden gelen ornekler oldugu izlenmistir (Tablo 1).

TARTISMA

M.tuberculosis ve F.tularensis, servikal lenfadenitlerin granlilomat6z reaksiyon olus-
turan enfeksiy6z etkenlerinden en Onemlileri arasinda yer almaktadir. Bu infeksiy6z
etkenlerden M.tuberculosis stipuratif olmayan, Ftularensis ise siklikla stpuratif servikal

Tablo 1. M.tuberculosis Pozitif Olgularin Demografik Ozellikleri ve Laboratuvar Sonuglari

M.tuberculosis
Ornek no Cinsiyet Yas (Yil) Gonderildigi il Kultir rtPCR
1 E 52 Adana +) O]
5 E 81 Cankiri +) )
16 E 45 Yozgat () +)
23 E 32 Samsun ) +)
56 E B Kayseri ) +)
71 K 31 Yozgat (+) (+)
76 K 62 Yozgat ©) +)
94 K 85 Ordu +) (+)
102 E 26 Mardin ©) +)
E: Erkek; K: Kadin; B: Bilinmiyor; rtPCR: Gercek zamanl PCR.
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lenfadenite neden olmaktadir'®. TB lenfadenit, akciger disi organlarda latent kalan basi-
lin, konak direncinin azalmasi sonucu hayatin herhangi bir devresinde reaktive olmasi
ile gelismektedir''"'3. Primer enfeksiyondan yaklasik 4-12 ay sonra lenf drenajina uygun
olarak en sik servikal, mediastinal ve aksiller bélgedeki lenf bezleri tutulmaktadir'®'4,
Servikal TB lenfadenit, akciger veya baska organ tutulumu olmaksizin tek belirti olabi-
lir3124 Ayrica TB lenfadenitte, akciger tiiberkiilozunda sik saptanan ates, gece terleme-
si, halsizlik ve kilo kaybi gibi bulgulara daha az siklikla rastlanmasi, taninin gecikmesine
neden olmaktadir®'315, Ulkemizdeki verilere gére, AD-TB olgularinin oraninin yillar
icerisinde arttigi ve TB lenfadenitlerin bu olgular icerisinde %31.4'lik bir kismi olustur-
dugu gériilmektedir?.

Tularemi, tlkemizde yeniden guincel hale gelmesine karsin, hastahigin yeni goruldigu
bolgelerde orofarengeal tularemili olgulardaki servikal lenfadenitlerde yeterli mikrobiyo-
lojik incelemenin yapilmamasi ve histopatolojik incelemede graniilomat6z yanginin sap-
tanmasiyla hastalara yanhslikla TB lenfadenit tanisi konulabilmektedir®. Diger taraftan,
farkindaligin artmasiyla birlikte, 6zellikle tulareminin endemik oldugu boélgelerde servikal
lenfadenitlerin ayirici tanisinda Ftularensis ilk sirada disiiniilmeye baslanmistir.

Bizim calismamizda, tularemi salginlari esnasinda tularemi lenfadeniti stiphesiyle ince-
lemeye alinan servikal lenf aspiratlarinda M.tuberculosis varli§i arastiriimig ve orneklerin
%38.6'sinda molekiiler ve/veya kiltir yontemiyle pozitiflik tespit edilmistir. M.tuberculosis
pozitif olgularin, tulareminin endemik oldugu bolgelerde, tularemi salginlari sirasinda
tespit edildigi dikkati cekmektedir. Tasbakan ve arkadaslarinin'* 1997-2009 yillari arasin-
da 694 tiiberkiloz lenfadeniti olgusunu irdeledikleri calismalarinda; hastaligin kadinlarda
daha sik gorildigu ve ozellikle 20-40 yas arasi bireylerde sik rastlandigi rapor edilmistir.
Bizim calismamizda, M.tuberculosis saptanan olgularin erkek/kadin oraninin 6/3 oldugu
ve yas dagiiminin 26-85 yil arasinda degistigi gorilmus; bu farkhihgin olgu sayisinin
distk olmasi ve 6rneklemin normal toplumu yansitmamasindan kaynaklandigi disu-
nadlmastdr.

Calismamizda, orneklerin ikisinde sadece kiiltir ile, besinde sadece rtPCR ile ve ikisin-
de hem kiltir hem de rtPCR ile M.tuberculosis pozitifligi saptanmustir. TB lenfadenitinde
basil sayisinin az olmasi ve tutulan dokudan 6rnek almanin zorlugu nedeniyle, taninin
bakteriyolojik olarak dogrulanmasi zordur®'*1, Yapilan calismalarda, TB lenfadenitinde
kiiltiir pozitifligi %10-60 arasinda bildirilmektedir®>®14. Bizim calismamizda, kiiltiir ve
rtPCR yontemleriyle dokuz olguda M.tuberculosis saptanmakla birlikte, yapilan ulusal ve
uluslararasi calismalar g6z 6niine alindiginda ve bakteriyolojik taninin TB lenfadenitini
tespit etmede yetersiz kaldigi varsayildiginda, aslinda bakteriyolojik olarak M.tuberculosis
negatif saptanan olgularin bir kisminin TB lenfadeniti olma olasihiginin géz ardi edilme-
mesi gerektigi dustiniimistir. Sonuc olarak bu 6n calismanin verileri, tularemin ende-
mik oldugu bolgelerde tularemi lenfadenitinden stiphelenilen olgularda, TB lenfadeni-
tinin de akilda tutulmasi gerektigini ortaya koymakta ve bu olgularin es zamanli olarak
M.tuberculosis yoniinden de arastirilmasinin uygun olacagini vurgulamaktadir.
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