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ONSOZ

Bu calisma Kafkas Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Veteriner Mikrobiyoloji

Anabilim Dali’nda yiiksek lisans tezi olarak hazirlanmistir.

Antraks veya diger ismi ile sarbon esasen ot yiyen hayvanlarda goriilen infeksiy6z bir
hastalik olmasina ragmen, evcil veya yabani etgilleri, kanatlilar1 ve diger bircok hayvan
tiiriinii de etkileyebilmektedir. Infekte hayvanlarla temas sonrasi insanlara bulasabildigi
i¢in zoonotik bir karaktere de sahiptir. Antraksin etiyolojik ajani1 Bacillus anthracis adli
Gram pozitif bir bakteridir. Etkenin infeksiyondan sorumlu olan formu vejetatif basil
formudur, fakat hastalifin epidemiyolojisinden ve ekolojisinden sorumlu olan asil form
zorlu ¢evre kosullarinda uzun yillar yasayabilen spor formlaridir. Basta topragin yapisi
olmak {iizere, lokal su hareketliligi, sicaklik ve yagis gibi doga olaylar1 ve daha bir¢cok
faktoriin, sporlarin yasami ile direk iliskili oldugu bir¢cok kez vurgulanmistir. Duyarh
hayvanlar etkeni bu tiir kontamine alanlarda beslenirken bulasik ot veya ot kokleri ile
sindirim yoluyla almaktadirlar. Hayvandan hayvana bulagma olduk¢a nadirdir fakat bu

tiir vakalarda sokucu ve kan emici sineklerin rol aldig: diisiiniilmektedir.

Insanlarda antraks infekte hayvanlarla direk veya indirek temas sonrasi bulasir. Bulasma
kaynaklarma gore antraks; endiistriyel, tarimsal ve laboratuvar kaynakli olabilir.
Endiistriyel kokenli antraks, B.anthracis sporlar1 ile kontamine hayvansal iiriinlerin;
koyun ve keci kili, yiin, deri, post ve kemik gibi, sanayide islenmesi esnasinda olusur.
Sporlarin deriye bulagsmasi ile deri formu veya inhalasyonu ile akciger formu ortaya
cikar. Tirkiye’'nin dogusunda antraks vakalarmin biiylik ¢ogunlugu Erzurum ve Kars
Illerinde goriilmektedir. Bu iki sehir hayvan varligi bakimindan iilkenin biiyiik bir
potansiyelini barindirmakta ve hayvanciligin merkezi konumunda olup {tilkenin diger
bolgeleriyle baglanti kurabilen ve hastaligin yayilmasi i¢in imkan saglayacak ortak bir
yol giizergahina sahiptirler. Yorede konuslanan Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi

biinyesindeki aragtirmacilar tarafindan infekte hayvanlarin gomiildiigii alanlardan yilin



her mevsiminde siirekli B.anthracis spor izolasyonu yapilmakta ve kontamine alanlar bu
sekilde belirlenebilmektedir.

Bu aragtirmada iilkemizin en Onemli ge¢im kaynaklarindan biri olan hayvancilikta
biiyiik ekonomik kayiplara neden olan, ayn1 zamanda zoonotik karakterde olmasi
nedeniyle ciddi bir halk saglig1 problemi olusturan, kolay uygulanabilir ve teshisisinin
giic olmas1 nedeniyle tehlikeli bir biyolojik silah ajani olan antraks etkeni B.anthracis
sporlarinin topraktan izolasyonu, identifikasyonu ve etkenin molekiiler yontemlerle

karakterizasyonu amaglanmustir.

Lisanstistli 6grenimime basladigim giinden itibaren ¢alismalarim ve tez yazim siiresince
ilgi ve yardimlarini esirgemeyen danisman hocam Prof. Dr. Mitat SAHIN’e, calismamin
her asamasinda desteklerini esirgemeyen hocalarim Prof. Dr. Salih OTLU, Yrd. Dog. Dr.
Ozgiir CELEBI, Yrd. Dog. Dr. Fatih BUYUK, Yrd. Dog. Dr. Aliye GULMEZ’e,
laboratuvar ¢aligmalarimda yardimlarmi esirgemeyen Ars. Gor. Elif TAZEGUL’e,

tesekkiir ederim.
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OZET

Toprak Orneklerinden Bacillus anthracis’ in Izolasyonu, Identifikasyonu ve

Karakterizasyonu

Sarbon, etkeni Bacillus anthracis olan ve temelde otgul hayvanlardan ke¢i, koyun, sigir
olmak iizere bunun yanisira at, domuzlar ve bazi kanath tiirlerini de etkileyen ve
insanlarda da goriilebilen zoonotik bir hastaliktir. Etken Gram-pozitif, spor formlu,
hareketsiz ve ¢ubuk sekilli bir bakteridir. Olumsuz cevre kosullarina dayaniksiz olan
vejetatif formlar1 konak viicudunu terk ettikten sonra hava ile temasi sonucu spor
formuna doniisiirler. Toprak, enfekte karkaslardan salinan etken sporlari ile yogun bir
sekilde kontamine olmakta ve bu tiir alanlar aktif odaklar olarak uzun sure tekrarlayan
infeksiyonlara yol agmaktadirlar. Bu calismada 6rnekleme Kars 11 ve ilgelerinde antraks
stiphesi ile 6len hayvanlarin gomiildiigii odaklardan yapildi. Toplamda 18 fakli odaktan
90 toprak Ornegi ¢alismaya dahil edildi. Alinan toprak 6rnekleri OIE’nin “Anthrax in
Human and Animals” adli kaynak kitabinda bulunan yontemlerle islenmis olup izole
edilen antraks siipheli kolonilerin degerlendirilmesinde, koloni ve miroskobik
morfolojisi, kapsiil varligi, hareket yetenegi, gama faji ve penisiline duyarlilik testleri ile
PA ve Cap spesifik PZR teknikleri uygulandi. Orneklenen bu 18 farkli odagin 7
(%38,88)’si B.anthracis spor varligi yoniinden pozitif saptandi. Ornek bazinda
diistintildiiginde incelenen 90 toprak orneginin 11 (%12,22)’1 pozitif saptanmis oldu.
Spor miktarlarinin 53 ile 34600 spor/g seklinde bir dagilim gosterdigi belirlendi.
Uygulanan PA ve Cap spesifik PZR yontemi ile bu 11 izolatin tiimiiniin bu iki geni
tasidig1 ve tam viriilent B.anthracis susu olduklar belirlendi. Sonug olarak hali hazirda
hayvan yetistiriciligi yapilan Kars bolgesinde bu hayvanlarin yasam alani olan meralarda
bulunan hayvan mezarlarindan B.anthracis sporlar1 yiiksek diizeyde bulunmakta ve
halen izole edilebilmektedir. Uzun siire canliligini ve infektivitesini muhafaze eden
antraks sporlart ile bulasik bu tiir aktif alanlarlarin varligi hayvan ve insan sagligi
acisindan biiyiik bir risk olusturmaktadir. Sporla bulasik bu alanlarin karakterizasyonu
ve kontaminasyon boyutunun ortaya ¢ikartildigi bu tiir ¢alismalar Kars Bolgesinde
antraks ile miicadele programlarinin olusturmasi, korunma ve kontrol programlarinin
gelistirilmesine katki saglayacagi umulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: B.anthracis, izolasyon, Kars, Toprak, PZR.
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SUMMARY

Isolation of Bacillus anthracis From Soil Samples, ldentification and

Characterization

Anthrax, caused by Bacillus anthracis, occurs in domesticated and wild animals,
primarily herbivores, including goats, sheep, cattle, horses, and swine. It also effects
human with zoonotic aspect. B.anthracis is a large encapsulated, nonmotile, spore-
forming Gram—positive rod. Since the vulnerable characteristic of bacterial vegetative
forms to adverse environmental conditions it turns into spore form after leaving the host
body as a result of contact with air. Soil is being heavily contaminated with spores
released from infected carcass and causes recurrent infections for a long period such as
the active hotspot for anthrax. In this study, sampling was done in Kars and throughout
from the foci that death animals were buried in there with suspecious of anthrax. Totally
90 samples from 18 foci were included in this study. Samples were analysed with the
methods in the source book of OIE entitled "Anthrax in Human and Animals”.
Evaluation of anthrax suspected colonies were conducted with examination of
microscobical and colony morphology, capsule production, motility, gamma phage and
penicillin susceptibility and PCR with the PA ve Cap specific primers. Seven (38.88%)
of these 18 different foci sampled were positive for the B.anthracis spores. When
considered on the sample base out of 90 soil samples that were analysed 11 (12.22%)
were found positive. Spore distribution was found between 53 and 34600 for per gram
soil. Since the application of PA and Cap specific PCR, all these 11 isolates contain both
genes and were determined as fully virulent strain of B.anthracis. As a result,
B.anthracis spores were found high level and still be isolated from animal buried sites in
pastures of animal habitats in Kars region in where animal husbandry has already done.
The existence of such active foci contaminated with anthrax spores that maintain the
viability and infectivity for a long time poses major risk both animal and human health.
Such studies revealed that the characterization of site and size of spore contamination
are expected to contribute to the creation of control programs and the development of
prevention and control programs in Kars Regoin.

Keywords: B.anthracis, Isolation, Kars PCR, Soil.



1. GENEL BiLGILER
1.1. Giris

Bacillus anthracis tarafindan olusturulan antraks (sarbon), ot¢ul hayvanlardan
keci, koyun, sigir, at ve domuzlarda olmak iizere, bazi kanath tiirlerinde ve yabani
hayvanlarda goriilen ve insanlara da bulasabilen zoonotik bir hastaliktir (Hugh-Jones ve
Vos 2002). Hastalik etkeni B.anthracis, Gram-pozitif, spor olusturan, hareketsiz ve
cubuk sekilli bir bakteridir (Jula ve ark. 2007). Vejetatif formlar1 olumsuz c¢evre
kosullarina dayaniksizdir. Etken hava ile temasi sonucu spor formuna ge¢mektedir.
Hayvanlar tarafindan antraks sporlarinin kontamine kirli su ya da besin maddeleriyle
alinmasi sonucu hastalik bulasir (Jula ve ark. 2007). Enfeksiyonun insidansi kurak
havalarda tozlarin solunum yoluyla alinmasi yada yagmurlu havalarda asir1 otlatma ile
artabilmektedir. Solunum ve direk temas ile hayvanlar arasi bulasma nadirdir. Bazen

sokucu sineklerin direk bulasmada rol oynayabilecegi bildirilmistir (Jula ve ark. 2004).

Insanlarda antraks infekte hayvanlarla veya kontamine hayvansal iiriinlerle direk
veya indirek temas sonrasi bulasir. Etkenin giris yoluna goére deri, sindirim ve solunum
antraksi ve bunlara ait klinik belirtiler ortaya ¢ikar. En yaygin ve ilimli seyreden formu
deri formudur. Diger iki form ise nadir sekillenir ve insanlarin hayatini tehdit edecek

boyutlara varan komplikasyonlara neden olabilir (Dixon ve ark. 1999).

1.2. Tarihge

Insanlik tarihi ve sarbon arasinda uzun bir iliski bulunmaktadir. Kutsal kitap
Exodus’ta tanimlanan besinci ve altinci salgimin evcil hayvanlarda goriilmesi, hastaligin
insanlara da bulasmasi ve insanlarda deri lezyonlarinin olusmasi antraksi akla

getirmektedir. Virgil, 16-18. yiizyillar arasinda Avrupa’da evcil ve yabani hayvanlarda



goriilen sarbonu ekonomik agidan Onemli bir tarim hastaligi olarak nitelendirmistir

(Dirckx 1981, Hugh-Jones ve Vos 2002).

Antraks, mikrobiyal kokenli ilk hastalik olarak nitelendirilmistir. Robert Koch
tarafindan 1876 yilinda antraksin etkeni tanimlanmistir. Louis Pasteur’un 1881 yilinda
antraks asisini bulmasi ile canli ve etkili olarak as1 gelistirilen ilk hastalik olmustur
(Pasteur ve ark. 1881). Ayrica antraks solunum yolu ile bulasan ilk meslek hastalig
olarak tanimlanmustir. Ingiltere’de 19. yiizyilin ikinci yarisinda kegi kili ve yiin iscileri
arasinda antraksin daha onceden hi¢ goriillmeyen bir formu olan akciger formu tespit
edilmistir (LaForce 1978, Carter 2004).

Antraks etkeninin diisiik dozlarda etkilerini gosterebilmeleri (Pinar 2010), diisiik
maliyetlerle kolay ve biiyiik miktarlarda tiretilip depolanabilmeleri (Kilig 2006), etki
alanlarinin  genis olmasi (uygun hava kosullarinda ¢ok genis bir alanlara
yayilabilmeleri), uygulanmalarinin kolay olmasi (Kilig¢ 2006), yiiksek mortalite ve
morbiditiye sahip olmalar1 ve zoonotik karakter tasimalari (Pmar 2010) nedeniyle

diinyadaki en tehlikeli biyolojik savas ajanlar1 igerisinde siniflandirilmastir.

1.3. Etiyoloji

1.3.1. Simiflandirma ve Diger Tiirler ile Iliskisi

Bacillaceae ailesi igerisinde Bacillus ve Clostridium tiirleri olmak tizere iKi
onemli bakteri grubu yer almaktadir. Eskiden Bacillus tiirleri arasinda yer alan bazi
bakteriler, DNA yapilarindaki G+C oranlarma gore ayri cinsler olarak tanimlanmistir.
Bunlardan Alicyclobacillus cinsi termoasidofil {i¢ tiir kapsamaktadir. Paenibacillus cinsi
daha 6nce Bacillus polymyxa, Bacillus macerans, Bacillus alvei olarak isimlendirilen
bakterileri, de igeren yaklasik 20 tiirii kapsamaktadir. Brevibacillus cinsi daha once

Bacillus brevis ve Bacillus laterosporus olarak isimlendirilen bakterileri iceren 10 tiirii



kapsamaktadir. Digerleri ise Aneurinibacillus, Virgibacillus ve Halobacillus cinsleridir
(Logan ve Turnbull 1999).

Bacillaceae ailesi igerisindeki Bacillus grubu barindirdigi 50 tiir ile ailenin en
biiylik grubunu olusturmaktadir. Bu bakteri cinsine ait en iyi bilinen tiirler; B.anthracis,
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus
pumilus, Bacillus sphaericus ve Bacillus thuringiensis olarak siralanabilir. Bu tiirlerin
rRNA dizisilerine bakilarak ‘B.subtilis grup’, ‘B.cereus grup’ ve ‘B.circulans grup’
olmak iizere li¢ tiir grubu belirlenmistir (Logan ve Turnbull 1999). Antraks etkeni
B.antracis bu smiflandirmada Bacillus cereus grubu igerisinde yer alir ve bu grup
icerisinde bulunan B.cereus, B.mycoides, B.pseudomycoides, B.thuringiensis ve
B.weihenstephanensis adli diger 5 tiir ile benzer ozellikler tasir (Berkeley ve Logan
1997).

Bacillus tiirlerinin ¢ogu ve Aneurinibacillus, Brevibacillus, Paenibacillus ve
Virgibacillus tiirleri tabiatta saprofit olarak bulunmaktadirlar. Bazi tiirler insanlarda,
hayvanlarda, diger memelilerde ve boceklerde zorunlu patojen veya firsat¢i infeksiyon
etkenidirler. Insan ve hayvanlarda infeksiyon olusturmas: acisindan &nemli olanlar

B.anthracis ve B.cereus tiirleridir (Logan ve Turnbull 1999).

1.3.2 Morfoloji

Bacillus anthracis, Gram pozitif, gomak seklinde aerobik veya fakiiltatif aecrobik

ortamlarda iireyebilen, 1-2x3-8 mikrometre boyutlarinda, hareketsiz, sporlu ve kapsiillii

bir bakteridir (Aydin ve ark. 2006, Doganay 2002).

Izolasyon i¢in uygun klinik &rneklerin kanli besi yerine ekilmesi ve 37 °C’de bir
giin inkiibasyonu yeterlidir. Koloniler tipik olarak medusa basi ya da g¢evrelerinin

kivrimli olmasindan dolayr kuyruklu yildiz seklinde goriiliir. Beyaz ya da gri koloniler



agardan Oze ile kaldirmaya inatgidirlar ve 6ze ile temas sonrasi ¢irpilmis yumurta aki

goriintiisiine neden olurlar (Ogiitlii 2012).

Bacillus antracis, dis ortamlarda spor formunda, insan veya hayvan viicudunda
ise vejetatif halde bulunmaktadir. Viicut iginde gerekli mikroaerob ortam ve bikarbonat
saglanmasina bagli olarak kapsiil olusumu gozlenir. Polipeptit (poly-y-D-glutamik asit)
bir yapiya sahip olan bu kapsiiler yapi1 etkeni viicudun savunma sistemlerine karsi korur.
Kapsiiliin toksijenik ve immunojenik etkinligi zayiftir. Giemsa ve diger boyama
yontemleri ile dokulardan yapilan boyamalarda etken kapsiillii olup, tek tek veya 2-8
basillik zincirler seklinde goriiliir. Ancak katt ve sivi kiiltiirlerde birbirine paralel
flamentler sa¢ gortimiindedirler. Viicut disina ¢ikan bakteriler oksijen varliginda elipsoid

goriinimde, 2-6 mikrometre biiyiikliigiindeki spor formlarini sekillendirir (Aydin ve ark.

2006).

1.3.3. Fiziksel ve Kimyasal Etkenlere Direnc

Bacillus anthracis’in spor formlari 1s1, soguk, ultraviyole, kuruluk, yiiksek ve
disik pH ve kimyasal dezenfektanlara daha direncli olmasindan dolayr vejetatif
formundan ¢ok daha dayaniklidir. Vejetatif formu kadavra igerisinde 3-6 giin icerisinde
tahrip olur ve dezenfektanlara kars1 direngsizdir (Aydin ve ark. 2006). Fakat spor formu
nemli 1sida 121 °C’de 15 dakikada ve kuru 1sida 160 °C’de 60 dakikada inaktif hale
gelir. Piyasadaki dezenfektanlara kars1 direncglidirler. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda
formaldehit (%5-10), gluteraldehit (%2-4), hidrojen peroksit ve Merkiiri klorit (1/1000)
etkilidir. Katalaz pozitif olmast ve spesifik gama fajina duyarli olmasi ile de diger

tiirlerden ayirt edilir (Doganay 2002).

1.4. Viriilens Faktorler ve Patogenez

Bacillus antracis’in hastalik yapma giicii kromozomal DNA’sinin yanisira sahip

oldugu pX01 ve pXO02 adh iki kiigiik plazmidin varligindan kaynaklanmaktadir.



Patogenezinde bu iki plazmid onemli rol oynar. pX02 plazmidi bakteriye antifagositik
ozellik kazandiran polipeptid yapili kapsiilii kodlarken, pXO01 plazmidi de konakta asil
fizyopatolojik degisikliklere yol acar iki ekzotoksin ve bunlarin prekiirsoriiniin
kodlanmasindan sorumludur. pX01 plazmidi, koruyucu antijen (protective antigen, PA),
O0dem faktorii (edema factor, EF) ve letal faktor (lethal factor, LF) olmak iizere biyolojik
olarak her biri inaktif ii¢ bileseni kodlar. PA ile EF bir araya geldiginde aktif 6dem
toksinini olusturur. Odem toksini adenilat siklaz aktivitesi gdstererek hiicre i¢i siklik
AMP (CAMP) seviyesini arttirir (Ogiitlii 2012). Buda su homeostazisi ile sonuglanarak
klinik olarak siv1 birikimine (6deme) neden olmaktadir. Odem faktdriiniin birinci hedefi
fonksiyonlarimi bilyiik 6l¢lide inhibe ettigi notrofillerdir (Aydin ve ark. 2006). PA ile
birlikte LF ise letal toksini olusturur. Bu toksin kalmodilin bagimli ¢inko metalloproteaz
yapisindadir, mitojenlerle aktive edilen protein kinazlar1 inaktive eder ve sinyal iletimini
bozar, yangi mediatorlerinin salinimini artarir, makrofaj lizisini baglatir ve septik sok

sonras! ani dliime yol acar (Ogiitlii 2012).

1.5. Epidemiyoloji

Antraks otcul hayvanlarda goriilmekte olup, Orta Asya, Afrika ve Latin
Amerika’da gelismis iilkelere oranla daha yaygindir. Bircok Avrupa iilkesinde ve
Kuzey Amerika’da insan ve hayvanlarda antraksa sporadik olgular seklinde
rastlanilmaktadir. Ancak yapilan kontamine sevkiyatlar sirasinda hastalik etkeni bu
tilkelere de tasinmakta ve bu iilkeler igin risk olusturdugu bilinmektedir. Antraks
tilkemizde halen endemik bir hastaliktir. Goriilme sikligr gittikge azalmasina ragmen
halen ciddi bir tehlike olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Beyer ve Turnbull 2009).

Diinya tiizerindeki antraks vakalarina bakildiginda, 1923’de Giiney Afrika’da
30.000-60.000 hayvanin 6ldiigi tahmin edilmektedir. En biiyiik insan kaynakli sarbon
salgin1 1979-1985 yillar1 arasinda Zimbabve’de yasanmistir. Bu salgindan 10.000 kisi
etkilenmis ve 182 dliimle sonuglanmustir (Ogiitlii 2012). 1979 yilinda Sovyet Sosyalist

Cumbhuriyetler Birliginin Sverdlovsk eyaletinde askeri mikrobiyoloji iinitesinde kaza ile



antraks sporlarinin solunmasiyla yaklasik 96 vaka goriilmiis, gastrointestinal sarbon diye
bildirilmesine ragmen yillar sonra raporlardan solunum yoluyla bulag oldugu ortaya
cikmustir (Sternbach 2003). Amerika Birlesik Devletleri’nin posta servisine 2001 yilinda
gonderilen antraks sporlar1 sonrasi 22 antraks vakasi ve 5 6liim gergeklesmesi dikkatleri
cekmis ve antraks yeniden 6n plana ¢ikmustir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’ ne gore
yillik 2000-20000 insan antraks vakasi tahmin edilmektedir (Ogiitlii 2012).

1.5.1. Bulasma

Antraksta bulasma etkenin viicuda giris yoluna goére sindirim, solunum ve deri
yoluyla olabilir. Olen hayvanlardan sizan kan, burun akintis, idrar, vb. sivilar, infekte
hayvanlarin karkaslar1 ile otlaklar, etken sporlari ile bulasik hale gelmektedir. Bu tiir
kontamine alanlarda otlayan hayvanlarda sporlari sindirim yoluyla alirlar. Solunum
yoluyla bulagsma nadirdir, fakat antraks sporlar1 ile yiiklii toz partikiillerinin aerosol yolla
alinmasi sonucu etken bulagabilmektedir. Hayvanlar arasinda deri yoluyla direk bulasma
nadir olmasina ragmen miimkiindiir. Bu tiir bulasmada sokucu sinekler (Afrika’da
Tabanus ya da Stomoxys tiirleri, Amerika’da 1sirict olmayan Chrysoma tiirleri) sorumlu
tutulmaktadir (Figiir 1) (Beyer ve Turnbull 2009).
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Figiir 1. Antraksin infeksiyon dongiisii (World Health Organization (WHO): Anthrax in human and
animals, 4 th edition, 2008).

Antraks insanlara infekte hayvan veya hayvansal iriinlerle temas sonrasi deri
yoluyla veya nadiren bu tiir kontamine tiriinlerin tiiketilmesi sonucu sindirim yoluyla ve
spor tasiyan toz partikiillerinin alinmasi sonucu solunum yoluyla bulasma meydana
gelir. Bu nedenle hayvancilikla ugrasanlar, kasaplarda, coban yada veteriner hekimler

risk gurubunu olusturmaktadir (Demetrius 2002).

1.6. Klinik Belirtiler

1.6.1 Hayvanlarda Klinik Belirtiler

Hayvanlarda hastalik ozellikle gevis getirenlerde perakut ve akut seyreder.
Perakut olgularda etken viicutta ¢abuk tireyerek higbir klinik belirti olusturmadan ani
6liimle son bulur. Bu seyir sirasinda sendeleme, solunum giicliigii, ayakta duramama,
titreme, halsizlik, yere diistiikten kisa siire sonra koma ve oliim sekillenir. Konakg1

direncinin daha yiiksek oldugu akut olgularda ise viicut 1sis1 artar ve Oliim 3-4 giin



icerisinde gergeklesir. Bu tiir olgularda, hayvanlarda huzursuzluk, istahsizlik, aralikli

ishal veya tam tersi kabizlik, gebe hayvanlarda abort gibi belirtilere rastlanmaktadir
(Sterne 1959).

Resim 1. Hayvanlarda antraks; agik alanda birakilmis boga (sol) ve siskin, ¢amur kivaminda ve kolay

pargalanabilen dalak (sag) (Prof. Dr. Mitat Sahin’in arsivinden alinmustir).

Antrakstan 6len hayvanlarda kadavranin ¢ok ¢abuk kokustugu ve siddetli timpani
sekillendigi, 6liim sertliginin (rigor mortis) ge¢ ve tam sekillenmedigi, dogal deliklerden
(agiz, burun, aniis vb.) koyu renkli kan geldigi, nekropside ise dalagin gamur kivaminda

ve normalin 3-4 kati biiylimis, sismis oldugu goze garpar (Resim 1) (Vos 1994).

1.6.2 insanlarda Klinik Belirtiler

Insanlarda antraks etkenin viicuda giris yoluna gore deri, gastrointestinal ve
inhalasyon (akciger) formu olmak tizere ii¢ sekilde gerceklesir. Yine inkiibasyon siiresi
etkenin giris yoluna gore degismektedir (Pmar 2010). Deri yoluyla bulasmada 3-7 giin,
solunum yoluyla bulasmada 1-6 giin (Franz ve ark. 2001, Spencer 2003) ve sindirim
yoluyla bulasmada 1-7 giin sonra hastalik belirtileri goriilmeye baslar. infekte edici doz
(ID50 yaklasik10000 spordur) ile iligkili olarak inhalasyon antraksi 1.5 ay sonra bile
ortaya ¢ikabilmektedir (Pinar 2010).



1.6.2.1 Deri Formu

Dogal yollardan olusan antraks olgularinin %95’ inden fazlasi deri formu
seklindedir. B.anthracis sporlarinin basit bir travmay takiben deriyle temasindan sonra
etkenin girig yerinde 1-7 giinlik kulugka siiresinden sonra kiigiik kasintili bir papiil
olusur. Lezyonlar daha ¢ok agikta olan bas, boyun ve ekstremitelerde goriiliir (Aydin ve
ark. 2006). Eslik eden kasint1 nedeniyle bu agrisiz lezyon bocek ya da oriimcek 1sirigi ile
kanistirilir (Ogiitlii 2012). Papiilden 1-2 giin sonra lezyonun etrafinda vezikiil olusur ve
1-2 cm’ye ulagir. Vezikiil serdz bir sivi igerir. Lezyonda irinlesme ve agri olmaz.
Vezikill ince duvarli ve kolayca pargalanabilir. Ardindan iilser zemininde koyu
kahverenginden siyaha donen bir skar gelisir. Lezyonu ¢evreleyen 6demli doku iizerinde
kiiglik vezikiiller gelisir. Bunlar da nekroze olur, siyahlasir ve primer lezyonla birlesir.
Bu genislemis lezyona “sarbon piistiili” adi verilir (eski adi pustula malign). Cap1 6-9

cm’ye kadar ulasabilir. Skar1 ¢evreleyen doku genis 6demli ve kirmizidir. Hastaligin

siddetine gore yliksek ates, bolgesel lenfanjit ve lenfadenit vardir. Lenf diiglimleri sis ve

agrihdir (Ogiitlii 2012).

Resim 2. Antraksin deri formuna ait insan vakalar1 (Prof. Dr. Mitat Sahin’in arsivinden alinmustir).

Deride nekroz yerinde agr1 ve apselesme olmaz. Ancak, sekonder enfeksiyon
gelisirse agr1 ve apselesme olabilir. Deri sarbonu agir veya 1liml seyredebilir. Ulser
olgunlagtikga tabani karakteristik olarak siyah renk alir ve Yunanca’da buna komiir

anlamina gelen ‘antrakisten’ tiireyen ‘antraks’ adi verilmistir (Resim 2). Komplike
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olmayan (sekonder yayilim gostermeyen) lezyonlar 1-3 haftalik siire icinde yavas yavas

iyilesir, iz birakmadan kaybolur (Ogiitlii 2012).

1.6.2.2 Inhalasyon (Akciger) Formu

Dogal yoldan gelisen inhalasyon antraksi giiniimiizde oldukca nadirdir. Eger
goriiliirse planl bir sarbon spor yayilim ihtimali hemen akla gelmelidir. Inhalasyon ile
Sum den daha kiiciik partikiiller halinde terminal bronsiollere ve alveollere ulasan
sporlar, alveoler makrofajlar tarafindan fagosite edilir ve mediastinal lenf diigiimlerine
tasiir. Inkubasyon periyodu 1-6 giindiir. Bir haftayr nadiren gegen inkiibasyon
periyodu, biyoteror saldirist gibi maruziyetlerde spor miktar diisiik olacagindan 60 giin
ya da daha uzun siireli olabilmektedir. Ilk semptomlar iki-bes giin icinde hafif ates,
kirginlik, miyalji ve yorgunluk gibi grip benzeri hastalik bulgular ile karakterize erken
prodrom bulgulan ile baslar. Bazi olgularda belirgin bas agrisi, yorgunluk, bulanik
gdrme, fotofobi, kuru oksiiriik ve gogiiste hafif rahatsizlik hissi goriilebilir. Once 2-3
giin hafif prodromal baslangi¢ belirti ve bulgular1 goriiliir. Ardindan orta-siddetli akut
hastalik tablosuna ilerler. Hastanin atesi yiikselir, nabzi siiratlenir, oksiiriik, dispne ve
siyanoz gelisir. Hastada solunum sikintisi, plorotik gogilis agrisi, asir1 terleme, toksemi,
suur bulaniklig, konfiizyon ve koma geliserek Oliimle sonuglanir. Dinlemekle
akcigerlerde yas raller duyulabilir ancak balgam olusumu pek goriilmez. Bulanti, kusma,
solgunluk veya siyanoz, asir1 terleme, mental durum degisiklikleri ve
hemokonsantrasyon bulgulari grip benzeri hastaliklardan ziyade akciger sarbonu ile
birlikte sik goriiliir. Bu evrede kan kiiltiir pozitifligi tipiktir. Hastalar tedavi alsa da ge¢
fulminan evreye (eski ismiyle fulminan akut faz) girebilirler. Bu hastalar agir
bakteriyemi ve toksemi nedeniyle entubasyon gerektiren solunum yetmezligi, sepsis,
menenjit ve ¢oklu organ yetmezligine girer. Oliim siklikla 24 saat icinde gelisir (Ogiitlii

2012).
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1.6.2.3 Gastrointestinal Form

Gastrointestinal antraksi orofarengeal ve barsak formu seklinde meydana gelir ve
insanlarda olduk¢a nadir goriiliir. Gelismekte olan iilkelerde 6zellikle kirsal bolgelerde
antraks olgularmin yaklasik %1’ini olusturur. Inkiibasyon periyodu 3-7 giindiir.
Kontamine gida tiiketimini takiben gastrointestinal mukozada lezyonlar olusur. Bu
lezyonlar gastrointestinal kanalin her yerinde goriilebilir. Gastrointestinal formu akciger
formunda oldugu gibi sekonder bakteriyemi, sepsis ve organ tutulumlari sik goriiliir.
Agir toksemi, sepsis ve septik sok geliserek hastalar kaybedilir. Orofarengeal ve

bagirsak formu ayni bireyde birlikte goriilebilir (Ogiitlii 2012).

1.7. Teshis

Antraks siipheli hayvanlarda antemortem muayenede 42 °C’ye kadar yiikselen
ates, depresyon, abort, subkutan 6dem ve kanli mukuslu bir ishal; postmortem
muayenede ise tam olmayan rigor mortis, 6dem, katran renginde koyu pihtilagmamis kan
ve Kanli viicut bosluklart goriiliir. Antraks siipheli 6limlerde otopsi yapilmaz. Sayet
otopsi yapilmigsa asir1 derecede biiylimiis camur kivaminda dalak en 6nemli bulgudur.
Fakat ne antemortem ne de postmortem bulgular antraksin kesin teshisi i¢in yeterli

degildir.

Antraksin kesin teshisi laboratuar muayeneleri ile yapilir. Bu amagla otopsi veya
muayene sirasinda alinan numuneler soguk zincirde ve giivenli bir sekilde laboratuvara
sevk edilmesi gerekir. Antrakstan 6lmiis taze karkaslardan alinacak kan ve benzeri viicut
stvilari, lenf nodiili ve dalak gibi doku pargalari etkenin direk incelenmesinde ve
kiiltliriiniin  yapilmasinda laboratuvara gonderilecek en uygun Orneklerdir. Bunun
yanisira su, toprak gibi cevresel lriinler ile kontamine oldugu diisiiniilen baz1 gida

tirtinleri de teshis amagli incelenecek 6rnekler arasinda sayilabilir (Aydin ve ark. 2006).
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1.7.1 Kapsiil Boyama

Viriilent bir B.anthracis, 6len hayvanlarin kan ve benzeri dokularindan taze
olarak hazirlanan siirme preparatlarda kapsiillii olarak goriiliir. Bu tiir dokulardan
hazirlanip, fikse edilen preparat Giemsa veya polikrom metilen mavisi (MacFadyean
boyama yontemi) ile boyandiginda B.anthracis’in vejetatif yapisi koyu mavi/mor
boyanirken, kapsiil ise bakteri hiicresi etrafini saran pembe bir katman olarak karsimiza

¢ikar (M’Fadyean 1903).

1.7.2 izolasyon ve identifikasyon

Bacillus anthracis ¢ogu nutrient agar tiirlinde irer, fakat taze ve kontamine
olmayan materyallerden etken izolasyonunda genellikle %5-7 koyun kani igeren kanl
agar kullanilir. Kan ve benzeri viicut sivilar1 veya diger dokulardan alinan svap 6rnekleri
kanli agara slirme tarzinda ekim yapilir ve 37 °C’ de aerob ortamda bir gece
inkiibasyondan sonra 0,3-0,5 cm caplarinda grimsi beyaz, hemoliz yapmayan ve tipik

medusa basi olarak adlandirilan rough (R) koloniler elde edilir (51).

Bacillus anthracis’in  eskimis veya bozulmus Orneklerden, islenmis
materyallerden veya toprak gibi ¢evresel orneklerden saptanmasinda bu tiir 6rnekler
beraberinde kontaminant bakterileri de getirecegi icin kanli agar gibi selektif olmayan
besiyerleri yetersiz kalmaktadir. Bu tiir 6rneklerin islenmesinde uygulanacak prosediir
WHO’nun ‘Anthrax in Humans and Animals’ adli referans kitabinda detayl1 bir sekilde
verilmistir. Ozetle bu tiir drneklerden hazirlanacak siispansiyonlar 62,5-63 -C ve 30-60
dk 6n 1s1 uygulamasindan sonra kanli agara gore daha selektif olan PLET (polimiksin,
lizozim, EDTA agar) besiyerine ekim yapilir 37 °C’ de 24-48 saatlik inkiibasyonu
takiben koloniler elde edilir (World Organisation for Animal Health (OIE) 2012).

Bacillus anthracis’in identifikasyonu tipik mikroskobik ve makroskobik

morfolojilerine ve bazi 6zel testler ile yapilir. Koloni yapist ve mikroskop sahasindaki


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.oie.int%2F&ei=dTWfU4r8M8nY7AaFvYHwCg&usg=AFQjCNG5jpe1Qpkhr-UVNLz2DzbHAf0BSg&bvm=bv.68911936,d.ZGU

13

tipik goriintiisiinlin yan1 sira kapsiil ve spor liretimi, gram boyanma 6zelligi, hareketsiz
olusu, gama faj1 ile pozitif reaksiyonu varligi, penisilin duyarliligt ve diger bircok
biyokimyasal test identifikasyonda yeterlidir. Bunlarin yani sira hem identifikasyon hem
de viriilens degerlendirmesinde kobay, tavsan vb deneme hayvanlarina inokiilasyon da
yapilmaktadir. Antraks basiline ait ¢esitli antijenik yapilarin test edildigi askoli
reaksiyonu ve diger immunofloresan teknikler teshis amag¢ kullanilabilmektedir.
Hastaligin retrospektif yorumlanmasma yonelik ELISA gibi duyarlilign yiiksek
tekniklerde vardir. Ayrica bazi iilkelerde insanlarda AnthraxinT gibi asir1 duyarlilik

mekanizmasina dayali alerjik testlerden de faydalanilmaktadir (OIE 2012).

1.7.3. Molekiiler Teknikler

Antraksin teshisinde izole edilen suslarin tanimlanmasi, virlilens analizinin
yapilmasi veya izolasyonun zor oldugu toprak ve benzeri kontamine g¢evresel
orneklerden B.anthracis etkeninin direk belirlenmesi amaciyla molekiiler bazli teknik
olan PZR’ den ¢ok siklikla faydalanilmaktadir. PZR kullanilan primerler etkenin
protektif antijen geni (pag), lethal faktor geni (lef), 6dem faktor geni (cya) ve kapsiil
genleri (capA, capB, capC) ve kapsiil depolimerazyon geni (dep) gibi hedef bolgelerin
saptanmasia yonelik dizayn edilmektedirler (Ramisse ve ark. 1999, Beyer 1999,
Ellerbrok 2002).

1.8. Tedavi

Cogu zaman antraksa yakalanmis hayvanlar tedavi edilmeden itlaf edilirler.
Ancak cok kiymetli hayvanlar ya da pet hayvanlarinda etkene yonelik spesifik
antibiyotik tedavisinin yam sira, destekleyici tedavi yontemlerininde uygulanmasi

gerekir.

Insanlarda antraksin tedavisinde ilk akla gelen ve uygulanabilecek preparat

penisilindir. Mutasyona ugramamis ¢ogu B.anthracis susu bu grup ilaglara duyarlidir.
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Fakat ABD Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri (CDC) tarafindan o6zellikle
sistemik  infeksiyonlarda susun antibiyotik duyarliligi  belirleninceye kadar
uygulanabilecek diger alternatif preparatlar1 da sunmuslardir. Bunlar igerisinde
tetrasiklin, makrolid, aminoglikozit, florokinolon, karbapenem, klindamisin, rifampisin,
kloramfenikol ve 1. kusak sefalosporin gibi genis bir yelpazedeki birgok antibiyotik
sayilabilir. Ancak biyoteror etkeni olarak kullanilan sarbon suglarinin penisiline azalmis
duyarlilik gosterebilecegi unutulmamalidir. Bu gibi siipheli durumlarda sarbon

enfeksiyonlarinda siprofloksasin ve doksisiklinin ilk segenek olmalidir (Ogiitlii 2012).

1.9. Kontrol ve Korunma

Bacillus anthracis’in ¢evresel kosullara dayanikliliginin ¢ok fazla olmasi
nedeniyle en etkin korunma tarim alanlarinda, antraksin endemik bulundugu bolgelerde
hayvanlarin ve risk altinda olan insanlarin asilanmasidir. Asilama alanindaki ilk gelisme
Pasteur’un 1881 yilinda koyunlar igin zayiflatilmis sporlar ile ilk antraks asisin
gelistirmesi olmustur (Whitney ve Jamie 2002). Ulkemizde, Cumhuriyetin ilk yillarinda
Tiirk Universal As1 (TUA) sindan yararlanilmis olup giiniimiizde Tarim ve Kdyisleri
Bakanlig1 Etlik Veteriner Merkez Kontrol Arastirma Enstitlisii tarafindan iiretilen Max-
Sterne asis1 kullanilmaktadir. As1 hayvanlara 2-6 aylik donemlerde uygulanmakta ve

yaklasik 6-12 ay bagisiklik saglayabilmektedir (Aydin ve ark. 20006).

Bildirimi zorunlu bir hastalik olan antrakstan korunmada asilamanin yanisira
karantina, infekte hayvana ait karkasin uygun bir sekilde imhasi (gdbmme veya yakma
gibi), sporlar ile bulagik alanlarin uygun ajanlarla (hidrojen peroksit, parasetik asit,
camagir suyu vb.) dekontaminasyonu gibi ugulamalarin da 6nemi biiyiiktir (Aydin ve
ark. 2006).

Insanlarda antrakstan korunmanin temel sarti hayvanlar1 hastaliktan korumak,
infekte hayvan ve kontamine hayvansal iiriinlerden uzak durmaktir. Bazi iilkelerde

ozellikle risk altindaki meslek gruplarinda antraksa karsi ¢esitli asilar kullanilmaktadir.
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Ulkemizde insanlar igin yiiriilikte olan herhangi bir antraks asis1 yoktur. Ayrica
insanlarda ozellikle aerosol yolla sporlara maruziyeti takiben koruma amagli antibiyotik

tadavisi de uygulanmaktadir.

1.10. Biyoterdrizm ve Antraks

1.10.1 Biyolojik Silah Kavrami

Insanhigin var olusundan bugiine kadar devletler ve toplumlar arasinda siiregelen
bir rekabet vardir. Jeopolitik, siyasi ve ekonomik her tiirlii alanda devletler ve toplumlar
birbiri iizerinde egemenlik kurmak ve gii¢lerini kabullendirmek amaciyla zamanin
teknolojilerini kullanmaktan c¢ekinmemislerdir. 20. yiizyilla kadar ilkel ve patlayict
kokenli silahlar kullanilirken bilim ve teknolojinin hizla ilerlemesiyle beraber kullanilan
silahlarda degigmistir. Son yilarda kimya, mikrobiyoloji ve fizik alanindaki ilerlemelere
bagli olarak kimyasal, biyolojik ve niikleer silahlar gelistirilmistir. Gegmise goz
atildiginda ilkel insanlar hayvan ve bitki zehirlerini kullanarak avlanmislar; ayni oklari
savaslarda kullanmiglar, kimi zaman da diigmanlariin kuyularma kadavra ve hayvan

leslerini atarak su kaynaklarini kirletme yoluna gitmislerdir (Yenen ve Doganay 2008).

Kisiler, gruplar veya hiikiimetler tarafindan gerek ideolojik, gerekse politik veya
finansal kazang¢ saglamak amaciyla hastalik yapici mikroorganizma veya iriinlerinin
(biyolojik silahlarin) insanlarda, hayvanlarda ve bitkilerde hastalik olusturmak ve/veya
Olime neden olmak amaciyla acik veya gizli sekilde yayilmasi biyoterorizm olarak
tanimlanabilir. Bu amagcla kullanilan mikroorganizma, toksin, arakonak hayvanlar, bitki
ekstrakatlari, zarali hasereler ve hayvanlara da biyolojik silah ad1 verilir (Oziigelik ve

ark. 2004).
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1.10.2 Biyolojik Silahlarin Tarihcesi

Biyolojik  silahlarin  kullaniminin  insanlik tarihi kadar eski oldugu
diistiniilmektedir. Gegmisten giliniimiize insan hayatin1 olumsuz etkileyen ve birgok
insanin hayatina mal olan biyolojik savas denemelerine yonelik bilgiler asagida

sunulmustur.

M.O. 400 Scthyian okgularmin eski tarihte, oklarini ciiriiyen cesetler ya da kanla

karistirtlmis hayvan giibrelerine daldirarak enfekte hale getirerek kullanmasi (Kilig
2006).

M.O. 300 Romalilar, Persler ve Yunanlilarin hayvan leslerini kuyular ve diger

kaynaklara atmak suretiyle igme sularini kirletmesi (Kilig 2006).

M.O. 184 Hannibal ve Yunan Krali Eumenes arasindaki deniz savasinda, Hannibal’in

denizcileri tarafindan yunan gemi giivertelerine i¢i zehirli yilanlarla dolu testilerin

atilmasi (Kibaroglu 2002).

1155 Kral Barborosa tarafindan Italya Tortona’daki su kaynaklarinin insan cesetleriyle
Kirletilmesi (Kibaroglu 2002).

1346 Tatar ordusunun giinlimiizde Ukrayna smirlarinda yer alan Feodossia (Kaffa)
kentini kugsatmalar1 esnasinda mancinikla vebadan 6lmiis insan ve hayvan cesetleri
atmasi. Takip eden yillarda veba, gemilerdeki fareler araciligi ile Avrupa kitasina
tasinmig ve 1348-1352 yillar1 arasinda pandemi olusturarak 25-30 milyon insanin

oliimiine neden olmustur (Kibaroglu 2002).

1495 Ispanyollar tarafindan Napoli’de Fransizlara leprali hasta kani ile karistirilmis

saraplarin verilmesi (Kibaroglu 2002).
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1500’ler Ispanyol Kasif Pizarro’nun Orta ve Giiney Amerika’da yerlilere cicek viriisiiyle

kontamine kiyafetleri vermesi (Kibaroglu 2002).

1650 Polonya ordusu tarafindan kuduz kopek salyasi igeren kiirelerin diisman
birliklerine atilmasi (Kibaroglu 2002).

1710 Rus ordusu tarafindan Estonya’da Isveglilere karsi vebali cesetlerin kullanilmasi
(Kibaroglu 2002).

1763 Kuzey Amerika’da ingiliz ve Fransizlar arasindaki savasta Fransa tarafinda yer
alan Kizilderililere, Kuzey Amerika’daki Ingiliz Kuvvetlerinin komutani olan Sir Jeffrey
Ambherst tarafindan ¢icek hastalarinin yattig1 hastaneden alinan kontamine battaniyeler
ve mendillerin dagitilmasi. Bu uygulamadan ilham alan kaptan Ecuyer 1763°de ¢icek
virusu ile enfekte mendil ve battaniyeler hediye ettigi Ohio Vadisi yerlilerinde biiyiik bir
epidemi ¢ikmasini saglamistir. Bu epidemi daha 6nce ¢igek virusuyla hi¢ karsilasmamis
ve immunolojik agidan tamamen korunmasiz durumdaki yerli kabilelerde biiyiik

kayiplara neden olmus ve %90’a varan 6liimler goriilmiistiir (Kibaroglu 2002).

1797 Napolyonun Italya seferinde kusattigi Mantua sehrinde yasayanlara sitma hastalig
bulagtirmaya caligmasi (Kibaroglu 2002).

1862 Amerikan I¢ Savas1 sirasinda cicek ve sarthumma viriisii igeren kiyafetlerin

dagitilmasi (Kibaroglu 2002).

1900 Birinci Diinya Savasinda Alman ordusunun sarbon, glanders, kolera ve bugday

mantarlarini biyolojik harp maksadiyla kullanmasi (Kili¢ 2006).

1925 Kimyasal ve biyolojik ajanlari yasaklayan ilk ¢ok uluslu anlagsmanin 108 iilke

tarafindan imzalanmasi (Kili¢ 2006).
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ikinci Diinya Savasinda Japonlarin Mangurya’da kurduklar1 Gizli Biyolojik Harp
Arastirma Enstitiisii’nde tutuklu insanlarin tizerinde denemeler yapmasi, 3000°den fazla
insana veba, sarbon, syphilis ve diger ajanlar1 enjekte ederek hastaliklarin etkilerini

gormeleri ve gelistirmeleri (Kilig 2006).

1942 ABD Savas Arastirmalari Servisinin kurulmasi (Kilig 2006).

1942-1943 ingilizlerin Iskogya’nin giiney batisindaki Gruinard Adasinda denemeler

yapmasi ve sarbon bombalarinin stoklanmasi (Kilig 2006).

1979 Sverdlosk (Yekaterinburg)-SSCB’deki biyolojik harp arastirma merkezinden kaza

ile sarbon sporlarinin yayilmasi sonucu an az 66 kisinin yasamini yitirmesi (Kili¢c 2006).

1985 Irak’in sarbon, botulinum ve aflatoksini basta olmak iizere saldirt maksatli silahlari

gelistirmeye baslamasi (Kili¢ 2006).

1994 Aum Shinrikyo Orgiitiniin Tokyo’da binalarin {izerinden sarbon yaymaya
caligmasi (Kili¢ 2006).

2001 ABD basini ve hiikiimetine yonelik sarbonlu mektup saldirilarinin yapilmasi (Kilig
2006).

1.10.3 Biyolojik Silahlarin Simiflandirilmasi
1.10.3.1 Hedeflerine Gore Siniflandirilma
Hedeflerine gore biyolojik savas ajanlari; anti personal (personele karsi), anti

animal (hayvanlara kars1), anti plant (bitkilere karsi) ve teghizata karsi kullanilanlar

olmak iizere 4 gruba ayrilir (Oziigelik ve ark. 2004).
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Anti personal yani personele karsi kullanilan ajanlarda insanlarda 6liim, hasar,
kargasa ve stres olusturmak maksadiyla kullanilirlar. Insanlara karsi kullanilan biyolojik
savag ajanlar1 dogrudan dogruya insanlara karsi etkili olup, hastalik yoluyla &liime
sebebiyet verme Olclilerine gore siniflandirilirlar. Giinlimiizde insanlara kars1 biyolojik
savas ajani olarak tiiberkiiloz, tetanoz, veba, antraks gibi bakteriyel ajanlar; ¢ocuk felci,
kuduz, kizamik gibi viral ajanlar ve koksidiosis, histoplasmosis gibi mantarlar
kullanilmaktadir (Oziigelik ve ark. 2004).

Anti animal yani hayvanlara karsi kullanilan biyolojik silahlar hedef kitlelerine
gore oncelikli olarak insanlarin en ¢ok faydalandigi ve beslenmek amaciyla kullandig
koyun, keci, sig1r, at ve kiimes hayvanlarina kars1 kullanilmaktadir. Kullanilan en etkili
biyolojik ajanlar bakteriler, viriisler ve riketsialardir. Ozellikle ekonomik degeri olan
hayvanlarda; sarbon, sap, veba, tularemi gibi genis dagilim alanlarina sahip hastaliklar
olustururlar. Hastalik etkenleri biyolojik tekniklerle dagitilabilecegi gibi hayvandan
hayvana direk temas, yemleme, su ve digki ile de bulasabilir (Oziicelik ve ark. 2004).

Anti plant yani bitkilere karsi kullanilan biyolojik savas ajanlari funguslar,
bakteriler, viriisler, parazitler ve haserelerdir. Patates ¢iirlimesi, pas hastalig1 ve tiitiin
mozaik hastalig1 gibi birgok hastalik ajani buna drnek olarak verilebilir (Oziigelik ve ark.

2004).

Techizata kars1 kullanilan biyolojik maddeler techizati bozan, kirilmasina neden
olan organizmalardir. Kauguk maddeler, binalar, deri veya benzeri dokuma iiriinlerine
zarar veren funguslar, petrol {riinlerini kendi yararma kullanarak mekanik bariyer

olusturan bakteriler buna 6rnek verilebilir (Oziigelik ve ark. 2004).

1.10.3.2 Orijinlerine Gore Simflandirma

Insan, hayvan ve bitkiler gibi yasayan organizmalarda saglik problemleri ve

Oltimlere yol acan biyolojik savas ajanlar1 etki mekanizmalari, uygulanis sekilleri,
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olusturdugu klinik semptomlar gibi bir¢ok yonden siniflandirilabilecegi gibi orijinlerine
gore de siniflandirilmaktadir. Buna gore biyolojik savas ajanlar1 bakteri, viriis, mantar ve
bunlarin toksik triinlerinden olusmaktadir. CDC tarafindan bulasanlar A, B ve C olmak

tizere ti¢ gruba ayrilmistir (Serinken ve Kutlu 2009).

A grubundaki ajanlar yiiksek oncelikli ajanlar olarak adlandirilir, ulusal giivenlik
riski tagirlar, kolayca bulasir ve yayilirlar, yiiksek mortaliteye sahiptirler, halk sagligi
acisindan potansiyel onemi vardir, ulusal bir panige neden olabilir ve halk saglig

acisindan 6zel bir hazirlik gerektirir (Serinken ve Kutlu 2009).

B grubu ajanlar yayilmalari nispeten daha kolaydir ve A grubuna oranla disiik

morbidite ve mortaliteye sahiptirler (Serinken ve Kutlu 2009).

C grubu ajanlarin, erigim, iretim ve yayilimlart kolaydir, yiiksek mortaliteye
sahiptirler ve énemli halk saglig1 problemleri yaparlar. Onceden beri var olan bu ajanlar
bu tiir biyolojik saldir1 amagli yeniden tasarlanan ve ortaya ¢ikarilabilen hastalik ajanlari

olarak bilinir (Serinken ve Kutlu 2009).
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Tablo 1. Biyolojik silahlarin orijinine gore siniflandirilmasi (Pinar 2010).

KATEGORI

AJANLAR

Grup A

Variola major (smallpox, ¢igek)

Bacillus anthracis (sarbon)

Yersinia pestis (veba)

Clostridium botulinum toksini

Francisella tularensis(tularemi)

Filoviriis (viral hemorajik ates); Ebola hemorajik atesi, Marburg hemorajik
atesi

Arenaviriis; Lassa, Junin vb.

Grup B

Coxiella burnetti (Q hummasi)
Brucella sp.

Burkholderia mallei

Burkholderia pseudomallei
Chlamydia psittaci

Alpha viriis

Venezuella ensefalomiyeliti

Dogu- Bat1 equine ensefalomiyeliti
Ricin toksini

Clostridium perfringens epsilon toksin
Criptosporidium parvum
Salmonella spp.

Shigella dysenteriae

Eschericia coli O157:H7

Vibrio cholerae

Staphylococcus enterotoksin B

GrupC

Nipah viriis

Hanta viriis

Tickborne hemorajik ates viriisii
Tickborne ensefalit viriisii

Sart humma viriisii

Ricin toksini

Stafilokokkal enterotoksin B
Rickettsia prowazekii (Tifiis hummasi)
Vibrio cholerae
Cryptosporidium parvum

Cogul ilag direngli tiiberkiiloz
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1.10.4 Biyolojik Silah Olarak Antraks

Biyolojik silah olarak birgok bakteriyel hastalik etkeni sayilabilir. Bunlarin
arasinda yer alan antraks etkeni B.anthracis’ in fazla teknik kosul gerektirmeden kolay
kiiltiriiniin  yapilabilmesi, sporlarinin g¢evre kosullarina dayanikli olmasi, kolayca
stoklanabilmesi, taginabilmesi, spor ¢aplarinin inhalasyon i¢in uygun olmasi, kolaylikla
kiiciik partikiillere baglanabilmesi ve konak iizerindeki mutlak etkisinden dolay1

biyolojik silah etkeni olarak dikkatleri ¢gekmektedir (Doganay 2002).

Antraksin biyolojik silah olarak kullanimina yonelik ¢aligmalar 80 yil 6ncesine
dayanmaktadir. Bugiin en az 18 iilkenin saldir1 amagli biyolojik silah programlar1 oldugu
bilinmekle birlikte bunlarin kaginin antraks ile ilgili oldugu belirlenememistir. Ancak
Irak’in antraksi etkenini biyolojik silah olarak tirettigi yoniinde bilgiler vardir (Doganay
2002).

Bacillus anthracis ilk defa Birinci Diinya Savasi’nda hayvanlara karsi, ikinci
Diinya Savasi’'nda ise Ozellikle Ingiltere tarafindan gelistirilerek hayvanlara ilaveten
insanlara kars1 da kullanilabilecek bir silah haline getirilmistir (Bacon 2003). Biyolojik
savas tarihi acgisindan 1979 yilinda eski Sovyetler Birligi’nde bulunan Sverdlovsk’de
(simdiki Ukrayna’ nin Yekaterinburg sehrinde) 19 nolu Sovyet Askeri Birligi Biyolojik
Arastirma Laboratuvari’nda meydana gelen oliimciil kaza 6nemli bir antraks vakasi
sonucu olmustur. Sarbon sporlarinin bulundugu laboratuvardan yayilan bakteriler,
riizgarin etkisiyle 79 sivilin akciger formuna yakalanmasina ve 68’inin o6liimiine yol
acmustir (Inglesby ve ark. 2002). Ekim 2001’den Ocak 2002’ye kadar olan bir zaman
araliginda antraks sporu iceren mektuplar ile yapilan saldirilar sonucunda ABD’de
toplam 22 antraks vakasi (11 akciger, 11 deri formu) tespit edilmis ve bu vakalardan 5
tanesi hayatin1 kaybetmistir (Karayilanoglu ve ark. 2006). Diger binlerce insan
antibiyotik tedavisi gormiis ayrica asilanmislardir. Bu olay Amerika Birlesik Devletleri
icindeki kolluk kuvvetlerini, bilimsel ¢evreyi ve tibbi topluluklart derinden etkilemistir.

Saldirilar sonucunda, B.anthracis ve diger patojenlerin, aerosol yolla enfeksiyon
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olusturma potansiyeli, 6zellikle devlet ve kamuda yarattig1 tehdit konusunda farkindalik
artmistir. Yeni caligmalar antraksin hizli tan1 ve dekontaminasyon yontemlerine
odaklanmustir. Ciinkii devam eden terorizm tehtidi tedavi, asi, teshis, tibbi 6nlemler ve

cihazlarin gelistirilmesi konusunda bir aciliyet ortaya ¢ikarmistir (Purcell ve ark. 2007).
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Cahisma Alam

Bu ¢alisma cografik olarak Kuzey-Dogu Anadolu Boélgesi’nde bulunan Kars
iinde gerceklestirilmistir. Rakimi ortalama 2000 m’yi bulan Kars ili topraklarinin
biiyiik boliimii yaylalardan olusur. Akarsu vadileriyle yer yer pargalanan ilde yaylalar
dalgal1 diizliiklerden olusur. Kars ilinde karasal iklim hakimdir. Kislar1 kurak, yazlari ise
yagislt gecen ilde kisin sicakliklar -39 °C’ye kadar diiser. Karla kapl giin sayist 120°den
fazladir. Kars ili kirsalindaki en temel ekonomik sektor hayvanciliktir. Cayir ve mera
arazileri %39,2 ile tarimsal araziden daha genistir. Bu oranin biiyiik olusu ilde 6zellikle
kiiciikbas ve bilyiikbas hayvanciligmin gelisimine biiyiik katki saglamaktadir. Il
merkezinde 2012 yil1 verilerine goére 93.261 sigir ve 72.480 koyun bulunmaktadir

(http://tr.wikipedia.org/wiki/Kars, Erisim tarihi: 19 Mart 2013, www.karstarim.gov.tr.,
Erigim tarihi: 19 Mart 2013).

2.1.2. Toprak Orneklerinin Kaynag

Toprak orneklerinin kaynagmm Kars Ili smirlart igerisinde bulunan ve sarbon
stiphesiyle 6lmiis hayvanlarin (sigir, koyun) gomiildiigii hayvan mezarlari, kan ve
benzeri viicut sivilarinin bulastigr toprak zeminli alanlar ve karkaslarmin birakildigi
siirli agik mera alanlari olusturdu. Bu alanlarin aktif kontamine alanlar oldugu hayvan
yetistiricileri ve infekte hayvanlara ait karkaslarin imhasini gerceklestiren insanlar

tarafindan dogrulandi (Resim 3).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Karasal_iklim
http://tr.wikipedia.org/wiki/Hayvanc%C4%B1l%C4%B1k
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kars
http://www.karstarim.gov.tr/
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2.1.3. Ornekleme Stratejisi ve Ornek Sayisi

Cevresel oOrneklerde aranan bakteriler cogu zaman odaga esit sekilde veya
rastgele dagilmis sekildedir. Ozellikle toprak &rneklerindeki mikrobiyal floranin
dagilim1 toprak derinligi ve ¢esitli lokal sivi hareketliligi gibi bircok c¢evresel faktoriin
etkisi altindadir. Bu tiir yerlerden yapilacak drneklemenin istatistiksel olarak anlam ifade
edebilmesi i¢in bir¢ok arastirmaci tarafindan degisik hesaplamalar yapilmis ve farkl
ornek sayilar1 ve 6rnek metodlar1 one siiriilmiistiir. Fakat 6rneklemede 6nemli olan en
ekonomik sekilde en dogru orneklemeyi yapmak ve ideal sayida 6rnek almaktir. Bu
nedenle bazi durumlarda 6rnek sayisi azaltilabilir. Burada belirleyici olan 6rneklenen
odaginin zemin yapisi (toprak, beton veya ahir zemini vb.), kontaminasyonun boyutu ve
kullanim amacidir. Kontaminasyonun bizzat hayvan yetistiricileri veya imha eden kisiler
tarafindan dogrulandigi durumlarda bu tiir odaklar aktif nokta olarak kabul edilir ve
ornek sayist minimum diizeye indirilebilir (WHO 2008).
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Resim 3, Figiir 2. Aktif kontamine odaklarin belirlenmesi ve O6rnekleme stratejisi (Prof. Dr. Mitat

Sahin’in arsivinden alinmistir).
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Bu calismada ornekleme 20-24 Ekim 2013 tarihleri arasinda Kars 11 ve
ilgelerinde belirlenmis 18 farkli odaktan yapildi. Aktif nokta olarak belirlenmis
kontamine odaklara ait yaklastk 4 m? lik bir alanda merkez ve merkeze 1 metre
uzaklikta kuzey, gliney, dogu ve bat1 yonlerinden 1’er adet 6rnek olmak iizere her bir
odag1 temsilen toplam 5 adet toprak 6rnegi alindi (Resim 3, Figiir 2). Boylece 18 fakli
odaktan toplam 90 toprak ornegi ¢alismaya dahil edilmis oldu. Timii yumusak mera
topragi ozelligi tasiyan bu alanlardan yaklasik 20 cm’lik derinlikten tek kullanimlik
steril plastik kiirekler aracilig1 ile steril posetlere 0,5-1 kg toprak alindi. Ornekler kisa
stirede laboratuvara ulastirildt ve 2-3 litre hacmindeki steril plastik kavanozlara

aktarilarak etiketlendi ve analiz yapilincaya kadar oda isisinda muhafaza edildi (Resim

4). Orneklerin lokasyonuna ait veriler Tablo 2’ de gosterilmistir.

Resim 4. Kontamine alanlarin 6rneklenmesi ve 6rneklerin laboratuar muhafazasi (Prof. Dr. Mitat Sahin’in

arsivinden alinmistir).
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Tablo 2: Kontamine odak ve toprak 6rneklerine ait bilgiler.

Odak Odak Kontaminasyon | Ornekleme Ornek Ornek
no ismi tarihi tarihi Sayis1 miktari (gr)
1 | Digor Dagpimar Elil 2013 | 22102013 | Eé DBy | 5001000
2 Digor Karakale Eylil, 2013 22.10.2013 M, K, Eé D, B) 500-1000
3 Kars Merkez Haziran, 2013 20.10.2013 M, K, ?; D, B) 500-1000
4 Kars Haciveli 1 2013 24.10.2013 (M, K, ?; D, B) 500-1000
5 Kars Haciveli 2 2013 24.10.2013 (M. K, g D, B) 500-1000
6 Digor Hanevler 1 Temmuz, 2009 22.10.2013 M, K, ‘Z D, B) 500-1000
7 Digor Hanevler 2 Temmuz, 2009 22.10.2013 M, K, ‘Z D, B) 500-1000
8 Digor Hanevler 3 Temmuz, 2009 22.10.2013 M, K, ‘Z D, B) 500-1000
9 Kars Kiilveren 2013 24.10.2013 (M. K, Eé D, B) 500-1000
10 Selim Merkez 3 Haziran, 2006 23.10.2013 M, K, SG D, B) 500-1000
11 Selim Merkez 4 Haziran, 2006 23.10.2013 M, K, SG D, B) 500-1000
12 Selim Merkez 5 Haziran, 2006 23.10.2013 M, K, ?3 D, B) 500-1000
13 Selim Merkez 6 Haziran, 2006 23.10.2013 M, K, ?3 D, B) 500-1000
14 Selim Merkez 7 Haziran, 2006 23.10.2013 M, K, ?3 D, B) 500-1000
15 Selim Merkez 8 Haziran, 2006 23.10.2013 M, K, 5G D, B) 500-1000
16 Kars Subatan 2012 24.10.2013 (M, K, EC’; D, B) 500-1000
17 Susuz Incesu 1 2013 23.10.2013 M, K, EC);, D, B) 500-1000
18 Susuz Incesu 2 2013 23.10.2013 M, K, EC);, D, B) 500-1000
M: merkez, K: kuzey, G: giiney, D: dogu, B: bati
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2.1.4. 1zolasyon, Identifikasyon ve Molekiiler Karakterizasyon Icin Gerekli
Materyal

2.1.4.1. Arac ve Gerecler

- Lam ve lamel (Lamtek)

- Asetat kalem (Edding 140S)

- Lam tasiyict

- Piset (LP Italiana)

- Distilesu

- Immersiyon yag1 (Merc immersiyon Yag)
- Boyama sehpasi

- Plastik Pasteur pipeti (Labor-Teknik)

- Kagit havlu (Selpak)

- Pens (Semken)

- Otoklav poseti (Hazardous Waste)

- Otomatik Pipet Seti (Gilson)

- Tek kullanimlik pipet u¢lar1 (mavi, sar1, beyaz) (Ependorf/Universal type)
- Tek kullanimlik drigalski (LP Italiana spa)
- Tek kullanimlik 6ze (Biosigma)

- Petri kutusu (LP Italiana spa)

- Tek kullanimlik plastik kiirek (Tuna)

- Steril plastik kavanoz (2-3 L) (Nurpet)

- Steril poset (Sigma)

- Dijital terazi (Sartorius)

- Otoklav (Niive OT32)

- Su banyosu(Niive)

- Penisilin G (10 U, Oxoid CT0043B)

- Beher (Prolab)

- Anaerobik jar (Aldrich)
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- Ependorf tiipii (1,5 ml) (Isolab)

- Falkon tiip, 15 ml ve 50 mI’lik (Isolab)
- pH metre (Hanna)

- Etliv (Niive, EN 400)

- Biyogiivenlik kabin II (Esca)

- Binokiiler mikroskop

2.1.4.2. Kimyasallar

- Sodyum bikarbonat (Sigma)
- %95 ‘lik alkol (Merck)
- Camagir suyu (Sodyum hipoklorit)

2.1.4.3. Besiyerleri

Kanh Agar (Oxoid CM0271): 40 g besiyeri tartilip 1 litre distile su ilave edilerek sicak
su banyosunda eritildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilize edildi. Otoklavdan ¢ikan
besiyeri 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra igerisine %7 defibrine koyun kani ilave
edildi. Petrilere dagitildiktan sonra +4 °C’de buzdolabinda saklandi. Besiyeri,

orneklerden B.anthracis etkenlerinin izolasyonu ve identifikasyon testleri i¢in kullanildi.

Brain Hearth Infusion (BHI) Broth (Sigma 53286): 37 g besiyeri tartilip 1 litre distile
su ilave edilerek sicak su banyosunda eritildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dk steril edildi.
Otoklavdan gikan besiyeri 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra steril vida kapakl tiiplere
10’ar ml aktarildi ve +4 °C’de buzdolabinda saklandi. Besiyeri, izolatlarin taze sivi

kiiltliriinii hazirlamak i¢in kullanildi.

Bikarbonat besiyeri: Uretici firmanin talimatlarina gére hazirlanan ve otoklavlandiktan
sonra 45-50 °C’ye kadar sogutulan 83 ml Nutrient Agar’in (Sigma 70148) iizerine
onceden hazirlanmis ve sterilize edilmis %7 sodyum bikarbonattan (Sigma S5761) 10 ml
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ve inaktive edilmis at serumundan (Sigma H0146) 7 ml eklenerek toplamda 100 ml
hacminde besiyeri elde edildi. Petri kutularmma dokiillen bikarbonat besiyerleri
kuruduktan sonra kullanilmak tizere +4 °C’ saklandi. Besiyerleri, izolatlarin kapsiil

olusturma yetenegini test etmek amaciyla kullanildi.

Yani-kati besiyeri (Himedia 1191): 12 g yar1 kat1 nutrient agardan 1000 ml distile suya
katilarak sicak su banyosunda eritildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dk steril edildi.
Otoklavdan ¢ikan besiyeri 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra steril vida kapakl tiiplere
10’ar ml aktarildi ve +4 °C’de buzdolabinda saklandi. Besiyerleri, izolatlarin hareket

etme yeteneklerini degerlendirmek amaciyla kullanildi.

%020 Gliserin’li Brucella Broth: 2.8 g Brucella Broth Base (Sigma B3051) tartilip 80
ml distile su ilave edilerek sicak su banyosunda eritildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dk steril
edildi. Uzerine 20 ml gliserin (Sigma G2289) ilave edildi ve +4 °C’de buzdolabinda
saklandi. Besiyeri, orneklerden izole edilen B.anthracis suslarinin saklanmasi amaciyla

kullanildi.

2.1.4.4. Boya Soliisyonlari

Gram boyama soliisyonu: izolatlarm identifikasyonu amaciyla uygulanan Gram
boyama metodunda ticari olarak temin edilen gram boyama seti kullanildi (Merck
M111885000).

MacFadyen boya soliisyonu: Kapsiil varligini gostermek amaciyla kullanilan ve
polikrom metilen mavisi igerikli bu boya soliisyonu ticari olarak temin edildi (TCS

Biosciences HS520).



31

2.1.4.5. Biyolojik Uriinler

Defibrine koyun kani: Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim

Dalr’ndan temin edildi.

At serumu: Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan

temin edildi.

Gamma faji: Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’ndan temin edildi.

Referans bakteri suslari: B.anthracis Sterne, E.coli OP50 bakteri standart suslari,

Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan temin edildi.

2.1.4.6. PZR Malzemeleri

- Otomatik Pipet Seti (Gilson)

- Tek kullanimlik pipet uglari (mavi, sar1, beyaz) (Ependorf/Universal type)
- Ependorf tiipii (0,2 ml, 1,5 ml) (Isolab)

- Mikrosantrifiij (pikofiij)

- Vortex (Biosan)

- Blok 1sitict (Heidolph)

- Gradient PZR cihaz1 (thermal cycler)

- Elektroforez iinitesi

- Laminar flow kabin

- Eppendorf santrifiij
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2.2. Metot
2.2.1. B.anthracis Spor izolasyonu

Toprak orneklerinden B.anthracis spor izolasyonu ve etken identifikasyonu igin
Diinya Saglik Orgiiti (WHO)’niin ‘Anthrax in Animal and Human’ adl referans
kitabindaki yontemler modifiye edilerek yapildi (Figiir 3) (50). Her bir 6rnek i¢in
izolasyon denemesi 2 kez yapildi. Topraktan B.anthracis sporlarinin elde edilis yontemi

Ozetle su sekildedir:

1. Hassas terazi ile toprak orneginden 40 gram tartildi ve 1 litrelik steril cam
kavanozlara aktarildi.

2. Kavanozdaki toprak tizerlerine 200’er ml steril edilmis 1lik distile su eklendi.

3. Cam kavanoz yaklasik 30 sn siire hafif¢ce calkalanarak homojen toprak
sollisyonu elde edildi.

4. Toprak soliisyonu siipernatant ve tortu kisminin ayrilmasi i¢in oda 1sisinda 30
dakika stireyle bekletildi.

5. Siire sonunda {istteki siipernatanttan 15 ml’lik steril Falkon tiiplerine 10’ar ml
aliarak stoklandi.

6. Spor izolasyonu i¢in bu stoktan steril eppendorfa 1 ml alind, kalan kisim test
tekrarlarinda kullanilmak iizere kisa siireli +4 °C’ de saklandi.

7. Eppedorf tiipiindeki siipernantant 62,5-63 °C’ de 15-20 dakika siire ile su
banyosunda 1s1ya tabi tutuldu.

8. Siire sonunda eppendorftaki siipernatantin 10 Katli alt diliisyonlar1 hazirlandi.

9. Farkli eppendorf tiiplerine 900’er ul steril distile konuldu. Ilk stok tiipten
baslamak suretiyle 100’er ul almip diger tiiplere aktarilarak 10 e kadar alt
dilisyonlar hazirlanmis oldu.

10. Hazirlanan her bir diliisyondan 150’er pl alinarak ve %7°lik kanli agara 2’li
olarak ekildi ve baget ile yayildu.

11. Besiyerleri aerob ortamda, 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakildi.
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12. Siire sonunda bakteri kolonileri degerlendirildi. Kanli agarda hemolitik
olmayan, 2-4 mm ¢apinda beyaz veya grimsi beyaz, medusa bas1 goriiniimlii
Rough kolonilerin B.anthracis kolonisi olarak degerlendirildi. Bu sekildeki

tiniform koloniler sayildi ve spor sayisinin hesaplanmasinda kullanilmak

amactyla not edildi.

13. Identifikasyonu amagli %7 koyun kanl taze kanl1 agara kolonilerin pasajlar:

yapild1 ve elde edilen saf koloniler identifikasyon amagh kullanildi.

40 g Toprak

200mL distile su ilavesi

-

Toprak sispansiyonu

30 sn galkalama
30 dk oda isisinda bekletme

Siipernatant — Muhafaza

62°C de 20dk 1s1 soku

amn ; aams

Istuygulanmas
stipernatant

1:10 oraninda
seri dillisyon

4

Diliie siipernatant

150pL, koyun kanh agara 2’li
ekim

G

37°C’'de 24 saat inkiibasyon

4

Toplam spor sayisi

4

identifikasyon

Figiir 3. Toprak 6rneklerinden B.anthracis spor izolasyon yontemi (WHO 2008).
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2.2.1.1. B.anthracis Spor Sayisinin Hesaplanmasi

Toprak orneklerinden izole edilen B.anthracis’in spor sayisini hesaplanmasi igin

asagidaki formiiller (Formiil 1, 2 ve 3) kullanild:.

Formiil 1: Distile suyun her bir mililitresindeki gram cinsinden toprak miktari (g/ml).
c=a/b

a: toprak siispansiyonun hazirlanmasi i¢in baslangicta kullanilan distile su miktar1 (ml).

b: toprak siispansiyonunun hazirlanmasi igin baslangigta kullanilan toprak miktari (g).

c: mililitredeki toprak miktar1 (g/ml).

Formiil 2: Distile suyun her bir mililitresindeki B.anthracis spor sayisi (spor/ml).
g = d/(exf)

d: identifikasyon testleri ile B.anthracis olarak dogrulanmis toplam koloni sayisi.

e: koyun kanli agara ekimi yapilan diliisyon miktar1 (150ul).

f: koyun kanli agara ekilen 6rnegin diliisyon orani (10 ve alt katlar1).

g: mililitredeki B.anthracis spor sayist (spor/ml).
Formiil 3: Topragin her bir gramindaki B.anthracis spor sayis1 (spor/g).

h_d/(exf)_g
 a/b <

h: her 1 gram topraktaki B.anthracis spor sayis1 (spor/g).
2.2.2. identifikasyon

Inkiibasyonu takiben kanli agardaki hemolitik olmayan, 2-4 mm capinda beyaz
veya grimsi beyaz, medusa bas1 gériiniimlii Rough koloniler olasi B.anthracis kolonisi
olarak degerlendirildi ve identifikasyonu amacgl asagidaki yontemler uygulandi (OIE

2012).
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2.2.2.1. Gama Faji1 Duyarhhg:

Stipheli koloniler %7 koyun kani ilaveli taze agarlara pasajlandi ve lizerine 20 ul
Gama faj1 damlatilarak aerob ortamda, 37 °C’ de bir gece inkiibasyona birakildi. Bakteri
tiremesinin olmadig: litik alan faj duyarliligi olarak kabul edildi. Testler B.anthracis

Sterne kontrol susu esliginde gergeklestirildi (OIE 2012).

2.2.2.2. Penisilin Duyarhhg:

Stipheli koloniler %7 koyun kani ilaveli taze agarlara pasajlandi. Penisilin
duyarliligin1 belirlemek amaciyla antibiyotik diski (10 U, Oxoid CT0043B) bakteri
ekilen agar lizerine yerlestirildi ve aerob ortamda, 37 °C’ de bir gece inkiibasyona
birakildi. Bakteri liremesinin gergeklesmedigi inhibisyon alanlar1 penisilin duyarlilig
olarak kabul edildi. Testler B.anthracis Sterne kontrol susu esliginde gergeklestirildi
(OIE 2012).

2.2.2.3. Diger Testler

Bu testler gama faj1 ve penisilin duyarliliginda herhangi bir tereddiit yasandigi
identifikasyonu teyit amacli uygulanan testlerdir. Bu amagla yapilan testler asagida

siralanmastir.

2.2.2.3.1. Gram Boyama

Siipheli kolonilerinden usuliine uygun preparat hazirlandi, kurutuldi ve tespit
edildi. Kristal violet boyasi ile preparat 2-3 dk boyandi. Kalan boya dokiildii ve preparat
tizerine lugol soliisyonu konarak 1-2 dakika beklendi. Kalan lugol soliissyonu dokiildii ve
preparat absolut alkolde dekolere edildi. Su ile yikanan preparat safranin boyasi ile 5-10
saniye boyandi ve su ile yikanarak kalan boya giderildi. Kurutma kagidinda kurutulan

preparat lizerine sedir yagi konarak immersiyon objektifinde (100X) incelendi.
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Mikroskop sahasinda gram pozitif, 1-2x3-8 mikrometre boyutlarinda, comak seklinde ve
kismen sporlu bakteriler B.anthracis olarak kabul edildi (OIE 2012).

2.2.2.3.2. Hareket Muayenesi

Stipheli bakteri kolonisinin BHI Broth’da taze saf sivi kiiltiirti hazirland1. Steril
igne uglu 6ze bu bakteri kiiltiiriine daldirildi ve daha sonra yar1 kati1 besiyerine (%0,5
agarli) tekbir hizada dikey daldirilip ve ¢ikartilarak ekim yapildi. Besi yeri 37 °C ‘de 24
saat inkiibasyondan sonra sonuglar gézle degerlendirildi. Sadece ekim hatti boyunca
tiremelerin varliginda bakteri hareketsiz, saga veya sola dogru bir dallanma ve yayilma
tarzi liremelerin varhiginda ise bakteri hareketli olarak degerlendirildi. Testler hareketli
olan E.coli OP50 kontrol susu esliginde gergeklestirildi (OIE 2012).

2.2.2.3.3. Kapsiil Uretimi ve MacFadyen Boyama

Kapsiil tiretimini test etmek amaciyla siipheli kolonilerin BHI Broth’daki sivi
kiiltiirtinden bikarbonat besiyerine ekim yapildi ve besiyerleri 37 °C’de ve %5-10 CO,
iceren ortamda bir gece inkiibasyona birakildi. Mukoid koloniye sahip bakteriler
kapsiilli olarak degerlendirildi. Bu tiir koloniler MacFadyen yontemi ile boyanarak
kapsiil varlig1 arastirildi. Mavi-mor renkli basili g¢evreleyen pembe renkli katman
bakterinin kapsiil tabakasi olarak degerlendirildi. Testler kapsiil negatif B.anthracis

Sterne kontrol susu esliginde gerceklestirildi (OIE 2012).

2.2.3. PZR Yontemi

Konvansiyonel identifikasyon metotlar1 ile karsilastirildiginda daha kisa siirede
ve daha giivenilir sonuglar veren PZR yo6ntemi izole edilen saf bakteri kiiltiirleri tizerine
denenebilecegi gibi izolasyonun gergeklestirilemedigi  Ornekler iizerine direk
uygulanarak da teshis saglar. B.anthracis izolatlarinin identifikasyonunda sadece kapsiil

varligint gostermek i¢in capB geninin analizi degil, ayn1 zamanda izole edilen tiim



37

B.anthracis suslarinin virulent olup olmadiklarini arastirmak amaciyla letal ve 6dem
faktoriiniin prokiirsorii olan koruyucu antijenin (PA) varligr da test edildi. Her biri ayr1
single-step PZR seklinde gergeklestirilen bu yontem Beyer ve ark., (1995) metodu
modifiye edilerek yapildi. Her iki PZR y6nteminde de PA geni ihtiva eden ve capB geni

bulunmayan B.anthracis Sterne susu kontrol sus olarak kullanildi.

2.2.3.1. DNA Ekstraksiyonu

1. Kanl agarda taze kiiltiiri yapilan bakterilere ait tiniform kolonilerden 1-2 adet
almip 100ul PZR buffer igerisine 0,5 ml’lik eppendorf tiiplere konuldu.

2. Eppendorflar parafilm ile kapatilip hafifce vortekslendikten sonra blok
1siticida 95 °C’nin iizerinde 1s1da 10 dk tutuldu ve siire sonunda buz kaliplar
tizerine kisa siirede sagutuldu.

3. Eppendorf tiipleri 7500 devirde 10 dk santrifiij edildi.

4. 20 ul supernatant steril eppendorflara aktarilarak PZR reaksiyonunda template

DNA olarak kullanild1 (Englen ve Kelley 2000).

2.2.3.2. Primer Se¢imi

Topraktan izole edilen B.anthracis siipheli kolonilerin identifikasyonu amaciyla
yapilan PZR’de koruyucu antijeni (PA) kodlayan pag geninin amplifikasyonunu hedef
alan ve 596 bp boyutunda iiriin olusturan PAS5/8 primer ¢ifti ve kapsiili kodlayan
genlerden biri olan capB geninin amplifikasyonunu hedef alan ve 1035 bp boyutunda
tirlin olusturan CAP 6/103 primer ¢ifti kullanilmistir (Tablo 3).
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Tablo 3. PZR’de kullanilan primerler ve niikleotid dizilimleri (Englen ve Kelley 2000).

Primer Dizilim (5-3) Hedef ~ Hedef Uriin boyutu

plazmid (bp) Kaynak
506-
CAP 6 TACTGACGAGGAGCAACCGA £t
1541 pX02 1035
CAP 103 GGCTCAGTGTAACTCCTAAT
1522
Beyer ve
2452- ark., (1995)
PA S8 GAGGTAGAAGGATATACGGT oa71
3028- pX01 596
PAS TCCTAACACTAACGAAGTCG 3029

2.2.3.3. PZR Reaksiyonunun Hazirlamsi ve Amplifikasyon Sartlari

Her bir 6rnek icin 50ul’lik toplam hacimde hazirlanan PZR karigimi asagidaki

konsantrasyonlarda bilesenleri igermektedir (Englen ve Kelley 2000).

PZR bilesenleri 1X (50 ul)
dNPTs (10mM) 1 ul
Buffer (10x) 5ul
Primer karigimi (F ve R) 5ul

Taq polimeraz 0,5 ul
Niikleaz icermeyen su 33,5ul
DNA 5ul

Gradient PZR cihazina (thermal cycler cihazin) yerlestirilen 6rneklerin PZR

reaksiyon dongiisii asagidaki sekilde gergeklestirildi (Englen ve Kelley 2000).

- 94 °C’de 3dk
- 35siklus asagidaki gibi gerceklestirilir:
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e 94°C’de ldk

e 55°C’del1,5dk

e 73°C’del1,5dk
- 72°C’de 9dk

- 8°C’de istege bagl siire ayarlamasi yapilabilir.

2.2.3.4. Elektroforez ve PZR Uriinlerinin Goriintiilenmesi

1. Amplifiye PZR fiiriinlerinin elektroforezi i¢in Tris-Borik asit-EDTA (TBE)
buffer kullanilarak %1’lik agarose jel hazirland1 ve igerisine ultraviyole 151k
altinda floresan renk veren SafeView DNA boyasindan 0.02puL/mL
konsantrasyonunda katilarak tank diizenegine dokiildii ve yaklasik 30 dk jelin
donmas1 beklendi.

2. Aynm1 SafeView DNA boyasi yaklasik 400 ml TBE buffer igeren elektroforez
tankina da 0.04uL/ml konsantrasyonunda ilave edildi.

3. Jeldeki kuyucuklara molekiiler markirdan (HyperLadder, BIO-33053, Bioline)
6uL (5 ul markir ve 1ul yiikleme boyasi) ve PZR firiinlerinden 9ul (7,5 ul PZR
iriinii ve 1,5ul yiikleme boyasi) yiiklendi.

4. Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra jel 55 volt ve 30 miliamper ilk 10 dk
yiritildiikten sonra, 80 volt ve 30 miliamperde yaklasik 40dk daha
yiiriitiilerek elektroforez islemi tamamlandi.

5. Jeldeki PZR iirlinleri UV-transilliiminatér cihazinda degerlendirildi ve

gortintiiler fotograflandi.
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3. BULGULAR

3.1. Izolasyon Bulgular

Calismada, Kars ili sinirlar1 igerisinde sarbon siiphesiyle lmiis hayvanlarin (sigir
ve koyun) gomiildiigii, kan ve benzeri viicut sivilarinin bulastigi toprak zeminli alanlar
ve karkaslariin birakildigr sinirh acik mera alanlar1 olmak iizere 18 fakli odaktan
toplam 90 toprak ornegi alind1 ve B.anthracis spor varligi yoniinden incelendi. Farkli
mikroorganizmalara ait koloni formasyonlarinin var oldugu kanli agarda hemolitik
olmayan, 2-4 mm c¢apinda beyaz veya grimsi beyaz, medusa basi goriiniimlii Rough
koloniler B.anthracis kolonisi olarak degerlendirildi (Resim 5). Hem spor sayisinin
hesaplanmasinda hemde identifikasyon testlerinde bu tipik goriiniimlii iiniform koloniler
degerlendirildi. Orneklenen bu 18 farkli odagin 7 (%38,88)’si B.anthracis spor varlig
yoniinden pozitif saptandi. Ornek bazinda diisiiniildiigiinde incelenen 90 toprak

orneginin 11 (%12,22)’1 pozitif saptanmis oldu (Tablo 4).

Resim 5. Yogun kontamine toprak érnegine ait pozitif kiiltlir sonucu; mavi oklar B.anthracis’in %7 koyun

kanli agarda hemolitik olmayan tipik kuyruklu R koloni yapisini gostermektedir.
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Bacillus anthracis spor varligi yoniinden pozitif saptanan odaklara bakildiginda
Kars Kiilveren adli odak tiim ornekleriyle (5 6rnek) pozitiflik vererek dikkat cekerken,
diger pozitif 6 odagin ise birer 6rnegi pozitif olarak saptandi. Calismaya dahil edilen 11
(%61,12) odaga ait toprak ornekleri B.anthracis sporlari yoniinden negatif saptandi
(Tablo 4).

Tablo 4. Toprak 6rneklerine ait kiiltiir sonuglar1 ve B.anthracis spor sayisi.

Odak Odak Ornek Kiiltiir Spor Miktar
No ismi Kodlar: Sonucu (spor/g)
1 Digor Dagpinar M,K,G,D,B Negatif -
2 Digor Karakale M, K,G,D,B Negatif -
3 Kars Merkez M, K, G, D,B Negatif -
4 Kars Haciveli 1 M, K, G, D, B Negatif -
K,G,D,B Negatif -
Kars H li2
> ars Hacivel M Pozitif 1,32x107
6 Digor Hanevler 1 M, K, G D,B Negatif -
7 Digor Hanevler 2 M, K,G,D,B Negatif -
8 Digor Hanevler 3 M, K, G,D,B Negatif -
M Pozitif 3,46x10*
K Pozitif 6,64x10°
9 Kars Kiilveren G Pozitif 5,3x10*
D Pozitif 1,32x10°
B Pozitif 2,64x10°
. K,G,D,B Negatif -
1 lim Merk
0 | selimMerkez 3 M Pozitif 1,32x107
. K,G,D,B Negatif -
11 lim Merkez 4
Selim Merkez M Pozitif 1,32x10°
. K,G,D,B Negatif -
12 Selim Merkez 5 M Positit 132X10°
. K,G,D,B Negatif -
13 Selim Merkez 6
M Pozitif 1,32x10°
14 Selim Merkez 7 M, K,G,D, B Negatif -
15 Selim Merkez 8 M, K,G,D, B Negatif -
16 Kars Subatan K.GDB Neg?t.lf —
M Pozitif 1,32x10
17 Susuz Incesu 1 M, K, G,D, B Negatif -
18 Susuz Incesu 2 M, K, G,D, B Negatif -
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Topraktaki spor kontaminasyonunun boyutuna bakildiginda topragin her
gramindaki minimum spor miktar1 53 (Kars Kiilveren giiney 6rnegi) ve maksimum spor
miktar1 34600 (Kars Kiilveren merkez Ornegi) olarak saptandi. Birden fazla 6rnegi
pozitif olan odaklarda drnekler arasi1 spor miktarlar1 farkliliklar gosterdi. Ozellikle Kars

Kiilveren’e ait odagin 6rnekleri arasindaki fark oldukga belirgindi.

Calismada oOrnek odaklarinin olast B.anthracis sporlar1 ile kontaminasyon
tarihleri 2006 ile 2013 yillar1 arasinda degismekteydi. Spor varlig ile bu kontaminasyon
tarihleri kiyaslandiginda 2006 yilina ait 6 odaktan 4 (%66,66)’i, 2012 yilina ait 1
(%100) odak ve 2013 yilina ait 8 odaktan 2 (%25)’si pozitif saptandi. Pozitif alanlarin
yillara gore dagilimi 6rnek bazinda diisiiniildiigiinde 2006 yilina ait 30 Ornekten 4
(%13,13)’1, 2012 yilina ait 5 ornekten 1 (%20)’i ve 2013 yilina ait 40 Grnekten 6

(%15,55)’sinda spor kontaminasyonu saptandi.

3.2. Identifikasyon Bulgular

Calismada 18 farkli odaktan 7 (%38.88)’si pozitif saptanmis ve alinan toplam 90
ornekten 11 (%12.22)’inde B.anthracis benzeri koloniler elde edilmistir. Bu koloniler
%7 koyun kanl1 agarda seri pasajlari sonucu saflastirilmis ve gama faji ve penisilin
duyarhilik testlerine tabi tutulmustur. Bu 11 izolata ait tiim identifikasyon bulgulari

Tablo 5’de sunulmustur.

Gama fajimin damlatildigi alanda tam lizis varligt ve penisilin duyarlilik
testindeki genis inhibisyon alanlarinin varliginin saptanmasi sonucu bu 11 izolatin

tiimiiniin gama faj1 ve penisiline duyarli olduklari saptandi (Resim 6).
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Resim 6. Kanli agarda gama faj1 ve penisilin duyarlihigi kanitlanan bir B.anthracis kolonisi.

Topraktan elde edilen 11 B.anthracis izolatinin yapilan Gram boyama yontemi
ile mikroskobik morfolojisi ve yar1 kat1 besiyerine inokiilasyonu ile hareket muayenesi
gerceklestirilmistir. Bu kolonilerden hazirlanan tiim peparatlarda mikroskop sahasinda
Gram pozitif, 1-2x3-8um boyutlarinda, comak seklinde ve kismen sentral ve subterminal
sporlu bakterilere rastlanirken, yarikati besiyerinde sadece ekim hatt1 boyunca iiremenin

varhigi ile bu 11 izolatin tiimiiniin hareketsiz oldugu belirlendi (Resim 7).

)

Resim 7. Gram boyama (A) ve yar1 kati besiyerinde hareket muayenesi (B) gorintiileri. Yari kati
besiyerinde hareketli E.coli OP50 (sol)’ye ait genis iireme alani ve hareketsiz B.anthracis toprak izolatina

ait sadece ekim hattindaki ireme alani (sag).
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Resim 8. Sodyum bikarbonat besiyerinde kapsiil iiretim sonuglar1. B.anthracis Sterne susuna ait mukoid

olmayan koloni (sol), B.anthracis saha suslarina ait mukoid koloni (sag).

Topraktan elde edilen 11 B.anthracis izolatinin kapsiil iiretebilme yetenegi bu
izolatlara ait saf kolonilerin BHI Broth’daki sivi1 kiiltiiriinden sonra sodyum bikarbonat
besiyerine ekimi ve besiyerlerinin 37 °C’de ve %5-10 CO; igeren ortamda bir gece
inkiibasyonunu takiben kolonilerin incelenmesi ve bu mukoid kolonilerin MacFadyen

yontemi ile boyanarak mikroskop sahasinda incelenmesi ile konulmustur.

Resim 9. MacFadyen yontemi ile gergeklestirilen kapsiil boyama. B.anthracis Sterne susuna ait kapsiilsiiz

basil (sol), B.anthracis saha suglarina ait kapsiillii basil (sag).
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Sodyum bikarbonat besiyerinde 37 °C’de ve %5-10 CO; i¢eren ortamda bir gece
inkiibasyonunu takiben 11 izolatin tiimii kapsiil liretebilme yetenegini simgeleyen
mukoid koloni olusturdu (Resim 8). MacFadyen yontemi ile boyanarak mikroskop
sahasinda incelenmesi sonucu mukoid kolonilere sahip izolatlarin tiimii mavi-mor renkli
basili gevreleyen pembe renkli kapsiil tabakasina sahip olduklart belirlendi. Mukoid
olmayan Sterne susu ise yalnizca mavi-mor renkli kapsiilsiiz basil olarak gozlendi

(Resim 9).

Tablo 5. B.anthracis izolatlarina ait identifikasyon bulgulari.

N PZR

Ornek o Gram Kapsiil

vodu Gama faji | Penisilin boyama Hareket olusturma " CAD
5M Duyarlt Duyarlt Gr (+) basil - + + +
oM Duyarlt Duyarlt Gr (+) basil - + + +
9K Duyarli Duyarli Gr (+) basil - + + +
9G Duyarli Duyarli Gr (+) basil - + + *
9D Duyarli Duyarli Gr (+) basil - + + +
9B Duyarli Duyarli Gr (+) basil - + + +
10M Duyarli Duyarli Gr (+) basil - + + +
11M Duyarli Duyarli Gr (+) basil - + + +
12M Duyarli Duyarli Gr (+) basil - + + +
13M Duyarli Duyarli Gr (+) basil - + + +
16M Duyarli Duyarli Gr (+) basil - + + +
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3.3. PZR Bulgulari

Topraktan izole edilen 11 B.anthracis izolatinin identifikasyonu ve bu izolatlarin
virulent olup olmadiklarini anlamak amaciyla yiriitilen PZR yonteminde B.anthracis’in
koruyucu antijenini (PA) kodlayan pag geni i¢in primer ¢ifti PA5/8 ve kapsiili kodlayan
capB geni i¢in primer ¢ifti CAP 6/103 kullanilmustir.

Resim 10. B.anthracis izolatlarina ait PA-PZR bulgulari. M: molekiiler markir (HyperLadder, 1kb), 1:
mukoid saha susu, 2: Sterne susu, 3: negatif kontrol (E.coli OP50), 4: pozitif kontrol (Tirkiye Halk
Sagligi Kurumu-RSHM), 5: negatif kontrol (DNase ari su).

PZR analizi gergeklestirilen 11 B.anthracis izolatinin tiimii PA5/8 primer ¢iftinin
kullanildigi PA-PZR ile 596 bp boyutunda amplifiye iriin (Resim 10), CAP 6/103
primer ¢iftinin kullanildigt CAP-PZR ile 11 izolatin tiimiiniin 1035 bp boyutunda

amplifiye iiriin verdigi saptandi.
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Resim 11. B.anthracis izolatlarina ait CAP-PZR bulgulari. M: molekiiler markir (HyperLadder, 1kb), 1:
mukoid saha susu, 2: Sterne susu, 3: negatif kontrol (E.coli OP50), 4: pozitif kontrol (Tirkiye Halk
Sagligi Kurumu-RSHM), 5: negatif kontrol (DNase ari su).

Ozetle; PA-PZR bulgular1 ile 11 6rnegin tiimiiniin B.anthracis toksinlerinin
prokiirsorii olan koruyucu antijen (PA) genine sahip oldugu belirlenmis oldu. CAP-PZR
ile elde edilen sonuglarla 11 B.anthracis izolatinin tiimiiniin kapsiil genine yani kapsiil
iiretme yetenegine sahip oldugu goriildii. izole edilen bu 11 B.anthracis susunun tamami
(%100)’1 tam virtilent B.anthracis olarak saptandi.
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4. TARTISMA

Antraks, B.anthracis tarafindan olusturulan otgul hayvanlarda, bazi kanath
tirlerinde ve yabani hayvanlarda goriilen bir hastaliktir. Gram-pozitif, hareketsiz ve
cubuk sekilli olan antraks etkeni konak viicudunu terkettikten sonra hava ile temasi
sonucu spor formuna gecmektedir. Olumsuz ¢evre sartlarinda uzun yillar canli ve infekte
kalabilen sporlar genis mera kontaminasyonlarina yol a¢gmaktadir (Purchell ve ark.
2007). Duyarli hayvanlarin bu tiir kontamine alanlarda nasil infekte olduklarina yonelik
bilgi ¢ok azdir. Ama bulasik otlar veya ot kokleri ile sporlarin viicuda girdigi ve
ozellikle bu tiir otlarin dikensi veya sert kisimlarinin agizdan baslamak iizere mideye
kadar sindirim sistemi yolunun ¢esitli yerlerinde etkenin alinmasi igin giris kapilar
seklinde kiiciik lezyonlar olusturdugu ve etkenin buralardan sindirim sitemine gectigi
diistiniilmektedir (Watson ve Keir 1994). Solunum ile bulasma hayvanlar arasinda
nadirdir. Ozellikle kurak alanlarda antraks sporlari ile kontamine alanlara yakin yerlerde
otlayan hayvanlarda veya kum banyosu yapan fillerde sarbon sporlariyla yiikli toz
partikiillerinin solunumla alinmasi sonucu bir tiir bulasma gerceklesebilmektedir.
Hayvandan hayvana bulagma olduk¢a nadirdir fakat bu tiir vakalarda sokucu ve kan

emici sineklerin rol aldig1 diistiniilmektedir (Jula ve ark. 2004).

Insanlarda antraks; infekte hayvanlarla veya kontamine hayvansal iiriinlerle direk
veya indirek temas sonrasi bulasir. Etkenin giris yoluna gore deri, sindirim ve solunum
antraks1 ve bunlara ait klinik belirtiler ortaya ¢ikar. En yaygin form viicuttaki herhangi
bir lezyondan etkenin alinmasi sonucu sekillenen deri sarbonudur. Diger iki form ise
nadir sekillenir ve insanlarin hayatini tehdit edecek boyutlara varan komplikasyonlara
neden olabilir (Dixon ve ark. 1999). Gastrointestinal antraks infekte etlerin tiiketilmesi
sonucu olusur ve ciddi hastalik tablolarina yol acar (Heyworth ve ark. 1975). infekte
hayvanlara ait et ve benzeri lriinlerle temas sonrasi sekillenen infeksiyona yonelik
birgok arastirma mevcuttur (Harrison ve ark. 1989, Ozkurt ve ark. 2005, Baykam ve ark.
2009). Inhalasyon antraksi ise nadirdir ve genellikle sporlarin solunum yoluyla alinmasi

sonucu meydana gelir (Plotkin ve ark. 1960). Antraks sporlari ile kontamine yiin isleyen
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imalathanelerde; klinik belirtiler goriilmesede aerosol yolla infeksiyonun bulastig
bilinmektedir (Norman ve ark. 1960, Wattiau ve ark. 2009).

Cevresel spor kontaminasyonunun insan sagligi i¢in olusturdugu tehdidi 6nceden
tahmin etmek oldukca zordur. infeksiyon dozu etkilenen tiire ve etkenin giris yoluna
baghdir. insanlarinda dahil oldugu primatlarda inhalasyon antraksinda LD50’nin 2500
ile 55000 spor arasinda oldugu tahmin edilmektedir (Inglesby ve ark. 2002).
Gastrointestinal antraksta bu say1 tam olarak bilinememesine ragmen inhalasyon antraks
dozundan daha diisiik oldugu tahmin edilmektedir. Kutandz antraksta ise yaklasik 10
sporun yeterli oldugu bilinmektedir (Watson ve Keir, 1994). Cohen ve Whalen
tarafindan yayinlanan bir baska ¢aligmaya gore insanlarda inhalasyon antraksi igin en az
600 adet sporun alinmasi ve bu spor boyutlarinin 5 mikrondan kii¢iikk olmasi gerektigi
vurgulanmigtir (Cohen ve Whalen 2007). Layshock ve ark., antraks sporlarinin arag
trafigi, yaya trafigi ve mekanik kosullar altinda riizgarla birlikte aerosellestirilebilir
oldugunu belirtmiglerdir (Layshock ve ark. 2012). 2001 yilinda ABD’deki posta
servisiyle diizenlenen aerosol sarbon salgini esas alinarak (10000 insanin maruz kaldig
distintiliirse) yapilan matematiksel modellemede maruziyet oran1 18 ile 863 spor olarak
belirlenmis hatta bu saymin 2 ile 9 spora diisebilecegi bildirilmistir (Fennelly ve ark.
2004). Bu galismada pozitif saptanan 11 odaktaki spor dagilimi 53 (Kars Kiilveren G) ile
34600 (Kars Kiilveren M) spor/g arasinda degismektedir. Bu oranlar yukarida farkl
arastirmacilar tarafindan bildirilen infektif ve letal dozlarin cogundan daha fazladir ve
orneklemenin yapildigi bu 7 pozitif odak olasi bir anthraks salgini aktif infeksiyona yol
acacak yeterli sayida spor barindirdiklari i¢in potansiyel infeksiyon kaynaklar1 olarak

diistiniilebilir.

Antraks, Giircistan, Ermenistan, Azerbaycan ve Tiirkiye gibi Kafkas Bolgesi
iilkelerinde hem insanlarda hemde hayvanlarda goriilmekte ve halk sagligi agisindan
biiyiik tehlike arz etmektedir. Tiirkiye nin kuzeydogusunda yer alan Kars Ili’nde her yil
cok sayida insan ve hayvan sarbon vakasi bildirilmektedir (Doganay ve Metan 2009).

1992 ile 2004 willar1 arasinda Tiirkiye’nin dogusundaki hayvan ve insan vakalari


http://wwwnc.cdc.gov/eid/article/10/6/02-0738_article
http://wwwnc.cdc.gov/eid/article/10/6/02-0738_article
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incelendiginde antraksin biiyiik bir ¢ogunlukla Erzurum ve Kars illeri cevresinde
goriildiigli saptanmistir. Bu iki sehir hayvanciligin merkezi konumunda olup iilkenin
diger bolgeleriyle baglant1 kurabilen, hastaligin yayilmasi i¢in ortak bir yol rotasina da
sahiptir. Bu verilere bakildiginda Kars yoresinde 103 insan ve 94 hayvan olgusu
bildirilmistir. Gelismis bilgilendirme sisteminin eksikligi nedeniyle birgok vakaninda

bildirilmedigi diisiiniilmektedir (Ozkurt ve ark. 2005).

Antraks sporlari; toprakta uzun siire kalabilmeleri ve duyarli hayvanlar1 infekte
edebilmeleri, organik materyallerin varligi, kalsiyum iyonlarmin yogunlugu, pH
degisiklikleri (pH>6.0), ortamin sicakligi (>15.5 C), sporlar1 yiizeye tasiyan lokal su
akintilar1 gibi birgok faktérden etkilenebilmektedir (Dragon ve Renie 1995, Smith ve
ark. 1999, Himsworth 2008, Hugh-Jones ve Blackburn 2009). Lokal su hareketliligi,
dipteki suyun yeryiiziine ¢ikmasina ve derinlerde yer alan antraks sporlarini da
beraberinde toprak yiizeyine ¢ikarmasina ve ylizeydeki bitkilerin sporlarla kontamine
olmasina yol agmaktadir (Hugh-Jones ve Blackburn 2009). Bu durum o&zellikle bahar
aylarinda, sulak ¢ayir alanlarinda otlayan hayvanlarda neden antraks vakalarinin daha
fazla goriildiigiinii agik¢a gostermektedir (Turner ve ark. 1999). Topragin giibrelenmesi
de spor miktarin1 artirabilmekte ve bazen aktif kontamine alanlarin olusumuyla son
bulmaktadir (Hugh-Jones ve Blackburn 2009). Kuzey Devon’daki bir ¢alismada 58 yil
once Olmiis bir boganin gémiildiigli alandan antraks sporlar1 basariyla izole edilmistir
(Kaynak 1). Bir bagka ¢alismada, Namibia’daki Etosha oyun parkinda hayvan gomiilii
alanlardaki sporlarin canliligmmi kisa siirede kaybettigi ve bunun nedeninin sporlarin
kontamine topragin dogal yapisindan etkilenmis olabilecegi seklinde agiklanmistir
(Lindeque ve Turnbull 1994). Manchee ve ark.” na gore (1981) Ikinci Diinya Savasi
sirasinda kasitli olarak kontamine edilen Gruinard Adasinda 40 yil boyunca diizenli
ornekleme yapildigini ve toprak yilizeyinin 6 cm lik bdliimiinde sarbon sporlarinin izole
edildigini bildirmislerdir.

Bu calismada pozitif 7 odagin; 4’ii 2006 yilina, 1’1 2012 yilina ve 2’si 2013
yilina ait taze odaklardan olugsmaktaydi. Calisilan bu 7 odaktan antraks sporlar1 basariyla

izole edilmistir. Diger arastirmacilarin bildirdiklerine (Manchee ve ark. 1981, Lindeque
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ve Turnbull 1994) paralel olarak bu ¢aligmada da yaklasik 8 yi1l 6nce konagi terk etmis
ve sporlanarak giliniimiize kadar canli ve tam viriilent kalmay1 basarmis antraks etkeni
saptanmis olup daha ne kadar siire bu sekilde canliligim1i devam ettirecegi merak
konusudur. Ayrica hastalik i¢in aktif alanlar olusturan bu tiir odaklarin uzun yillar takip

edilmesine ihtiya¢ vardir.

Heterojen olmayan spor dagilimi nedeniyle siipheli kontamine alanlardan birden
fazla numune toplanmasi B.anthracis sporlari ile kontamine pozitif odaklarin saptanma
olasiligmi arttig1 bildirilmistir. Dikkate alinmasi gereken bir bagka husus ise
numunelerin toplandigi zaman araligidir. Lindeque ve Turnbull (1994) Namibia Etosha
oyun parki i¢inde sarbon sporlarimi soguk ve kuru sezon olan Ocak-Nisan aylarinda
alinan orneklerden %1.4, sicak ve nemli sezon olan Mayis ve Agustos aylarinda ise
%5.7 olarak belirlemislerdir (Dragon ve ark. 2005, Lindeque ve Turnbull 1994).
izolasyon metotlarina bakildiginda B.anthracis’in en diisiik saptanabilir limitinin 20
spor/g oldugu kabul edilmektedir. Ancak Dragon ve ark.” na (2005) gore, 2005 yilinda
yaptiklar1 bir ¢aligmada alt limitin 10 spor/g oldugunu bildirmislerdir. Hassasiyet
diizeyinin belirlenmesi tiim sporlarin kiiltiir izerinde yeniden %100 tiremesi varsayimina
dayanmaktadir. Buna gore bir alan iizerinde tek bir toprak Ornegi degil birden fazla
toprak numunesi alimarak sarbon sporlarinin izolasyonu yapilmalidir. Bu calismada,
caligma alani olarak belirlenen 18 odagin her birinden 5 6rnek alinmig olup toplamda
incelenen 90 6rnegin 11°1 pozitif saptanmistir. Bu ¢alismadan elde edilen pozitiflik orani
odak bazinda %38.88, ornek bazinda ise %12.22 olarak belirlenmistir. Toplamda 7
pozitif odagmn 6’smin sadece bir ornegi pozitif saptanirken, Kars Kiilveren’e ait 5
Ornegin tiimiinde B.anthracis sporlari saptanmistir. Boylece spor dagilimi homojen
olmayan her odaktan sadece bir 6rnek almak yerine 5’er 6rnek alinarak pozitiflik orani

artirtlmis oldu.

Dragon ve ark.’ lar1 (2001) Kuzey Kanada’daki ¢alismalarinda 588 toprak 6rnegi
toplamislardir. Toplanan toprak numunelerini yiizdiirme metodu ile islemis ve elde

edilen siipernatant kismi segici besiyeri olan PLET agara ekmislerdir. Degerlendirmeler
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sonucunda 11 6rnegin (%1,9) pozitif oldugunu bildirmislerdir. Ramachandran ve ark.’
lar1 (1988) Giiney Sudan’da yapmis olduklar1 ¢alismalarinda yeterli azot ve organik
madde iceren alkali topraklarda degisken hava kosullariminda (kuru hava, bol yagis)
B.anthracis i¢in onemli birer etken olduklarini belirtmislerdir. Bu ve bunun gibi
kosullarin olugmasi ile bakterinin vejetatif formdan spor forma gegtigini belirtmislerdir.
Spor yogunlugunun yiiksek konsantrasyonlarda oldugu topraklarda otlatmaya bagli
olarak hastaligin zaman zaman salginlar halinde yeniden goriildiigii, Giiney Avrupa,
Asya, Afrika, Orta Dogu gibi bolgedeki iilkelerde halen insanlarda goriilmekte oldugu
rapor edilmistir. Tamamen eradike edilemesede gelismis lilkelerde insan ve hayvanlar
icin iiretilmis etkili asilarm gelistirilmesi ile 6nemini yitirmektedir. Ancak Iran gibi
ilkelerde halen insanlar ve hayvanlar icin en riskli hastaliklar grubunda yer aldigini
ortaya koymuslardir. Hastaligi 6nleme ve kontrol programlarinin planlanabilmesi i¢in
hastaligin epidemiyolojisinin bilinmesi ve iilkenin farkli bolgelerinde sarbon odaklarinin
tespit edilmesi gerektigi hususlari iizerinde durmuslardir. Bu konu ile paralel olarak
Giiney Sudanda yaptiklar1 bir arastirmada da 5 toprak 6rneginin 2 (%40)’sinde sarbon
sporlarini izole etmislerdir. Jula ve ark.” lar1 (2007) 2003-2004 yillarinda Iran’in farkls
bolgelerinde sarbon sporlarinin izolasyonu ve sarbon odaklarini bulmak maksadiyla 668
cevresel oOrnek toplamislardir. Bakteri sporlarim1 toprak oOrneklerinden; toprak
numunelerinin distile su igerisinde ¢06zdiiriilmesi ve flotasyonu, oda 1sisinda
inkiibasyonu, siiziilmesi, 1s1 soku uygulamasi ve secici besiyeri olan PLET agara
ekilmesi sonucunda izole etmislerdir. Tespit ettikleri etkeni konvansiyonel
bakteriyolojik testler, biyokimyasal ve biyolojik testlerle identifiye etmislerdir. Toplam
668 cevresel Ornekten 61 (%9,13) oOrnekte aktif sarbon sporlarini izole etmis ve
tanimlamislardir. Bunlarin 21 (%34,42) tanesinin ¢ok yliksek ve diisiik virulent etkiye
sahip olan kapsiillii formlar1 ve diger 40 tanesinin de kapsiilsiiz formlar1 oldugunu ifade
etmislerdir. Izole edilen bakterilerin patojenitesini deneme hayvanlara inokulasyon ve
PZR ile PA ve Cap spesifik primerleri kullanarak teyit etmislerdir. Vahedi ve ark.’ lari
(2009) Iran Islam Cumhuriyetine bagl Isfehan’da sarbonun endemik oldugu
bolgelerden rastgele 60 cevresel ornek toplamiglardir. Toplam 60 numuneden 25
(%41.66)’inde B.anthracis’i izole etmislerdir. Dragon ve ark.” lar1 (2005) 2001 yazinda
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aktif sarbon salginiin gorildigi Wood Buffalo Ulusal Parkindan taze ve eski bizon
leslerinin bulundugu bdlgeden 250 toprak 6rnegi toplamislardir. Toplam 250 6rnegin 71
(%28,4) adedinin B.anthracis yoniinden pozitif oldugunu bildirmislerdir. Jula ve ark.’
lar1 (2004) 2003 yilinda isfehan ve Iranin farkli bélgelerinden sarbon sporlarimi tespit
etmek icin 60 toprak 6rnegi toplamiglardir. Uygun yontemlerle islenen 60 numuneden 9
(%15) numunede B.anthracis’i tespit etmisler ve bunlardan 6 tanesinin kapsiillii
oldugunu rapor etmislerdir. Mohamed ve ark.’ lart (2007) Misir’in kuzeybatisinda
yeralan El-Omayed bolgesinden 5 dogal rezervuardan 2-5 c¢m derinlikten 40 toprak
ornegi toplamislardir. PZR ile yapilan galismalar sonunda 18 (%45) toprak ornegini
antraks sporlar1 yoniinden pozitif bulmuslardir. Chikerema ve ark.’ lar1 (2012) yaptiklari
calismalarinda Zimbabwe’ de yiiksek riskli bolgelerde bulunan hayvan mezarlarindan
B.antracis’ i izole etmek maksadiyla aldiklar1 81 toprak Orneginin 9 (%11.11)unu
pozitif saptamiglardir. Ahsan ve ark.” lar1 (2013) Ocak-Kasim 2012 déneminde
Sirajganj’da yaptiklar1 ¢alismada siipheli karkaslarin gomiildiigii hayvan mezarlar1 ve
hayvan otlaklarindan yaklasik 400’er gr olmak iizere toplam 48 toprak Ornegi
toplamuslardir. Incelenen 48 toprak orneginin 14 (%29.16)° ii B.anthracis yoniinden
pozitif bulunmustur. Gergeklestirilen bu calismada, Kars ili smirlar1 icerisinde sarbon
siiphesiyle O0lmiis hayvanlarin (sigir ve koyun) gomiildiigli, kan ve benzeri viicut
stvilarinin bulastigi toprak zeminli alanlar ve karkaslarinin birakildigr sinirli agik mera
alanlar1 olmak tizere 18 farkli odaktan toplam 90 toprak ornegi alind1 ve B.anthracis
spor varlig1 yoniinden incelendi. Metot boliimiinde agiklanan yontemlerle izolasyonu
gerceklestirilen B.anthracis siipheli kolonilere konvansiyonel identifikasyon metodlari
uygulandi. Hem spor sayisinin hesaplanmasinda hemde identifikasyon testlerinde bu
tipik goriiniimlii iiniform koloniler degerlendirildi. Orneklenen bu 18 farkli odagin 7
(%38,88)’si B.anthracis spor varligi yoniinden pozitif saptandi. Ornek bazinda
diistintildiigiinde incelenen 90 toprak orneginin 11 (%12,22)’i pozitif saptanmis oldu.
Topraktan izole edilen 11 B.anthracis izolatinin identifikasyonu ve bu izolatlarin
viriilent olup olmadiklarmi anlamak amaciyla PZR yonteminde B.anthracis’in koruyucu
antijenini (PA) kodlayan pag geni primer ¢ifti PAS5/8 ve kapsiilii kodlayan capB geni
primer ¢ifti CAP 6/103 kullanildi. PA-PZR bulgulari ile 11 érnegin tiimiiniin B.anthracis
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toksinlerinin prokiirsorii olan koruyucu antijen (PA) genine sahip oldugu belirlenmis
oldu. CAP-PZR ile elde edilen sonuglarla da 11 B.anthracis izolatinin tamaminin kapsiil
genine yani kapsiil iliretme yetene8ine sahip oldugu konvansiyonel identifikasyon
metodlarindan (sodyum bikarbonat besiyerinde iiretme ve kapsiil boyama) sonra bir kez
daha teyit edilmis oldu. izole edilen bu 11 B.anthracis susunun tamami tam viriilent
B.anthracis olarak saptandi. Topraktaki spor kontaminasyonunun boyutuna bakildiginda
topragin her gramindaki minimum spor miktar1 53 (Kars Kiilveren giiney 0rnegi) ve
maksimum spor miktar1 34600 (Kars Kiilveren merkez Ornegi) olarak saptandi.
Calismaya dahil edilen diger 11 (%61,11) odak B.anthracis sporlar1 yoniinden negatif
bulundu. Yukaridaki calismalar ile kiyaslandiginda bu izolasyon oranlari ve spor
miktarlar1 birgcogu (Jula ve ark. 2004, Jula ve ark. 2007, , Chikerema ve ark. 2012) ile
paralellik gosterirken digerleri (Dragon ve ark. 2005, Mohamed ve ark. 2007, Vahedi ve
ark. 2009, Ahsan ve ark. 2013) ile biiyiik farklililar da arzetmektedir. Bu farkliliklarin,
incelenen topragin yapisi, kontaminasyonun tarihi, boyutu ve uygulanan tekniklerden

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Baska bir nokta sporlarin canlilig1 ve virulensi arasindaki baglantidir. B.anthracis
gibi bakteriler direncli sporlar olusturarak ortamda canli kalabilmektedirler ve uzun siire
sonra tekrar enfeksiyon olusturabilmektedirler. Turnbull ve ark.” lart (1992), 1992
yilinda uzun yillar 6nce sarbondan 6lmiis hayvan mezarlarinin bulundugu meralarda
asir1  otlatma sonucu hayvanlarin tekrar sarbon hastaligina yakalanabilecegini
belirtmislerdir. Buna bagh olarak bir toprak orneginde yiiksek sayida etken bulunabilir.
Ancak cevresel kosullara maruz kalmalar1 sonucu hepsinin patojen oldugu kabul
edilemez. Zamanla patojenik bakterilerin azalmas1 s6z konusu olabilir. Jula ve ark.” lar
(2007) 2003-2004 yillarinda Iran’in farkli bolgelerinde sarbon sporlarinin izolasyonu ve
sarbon odaklarini bulmak maksadiyla 668 ¢evresel 6rnek toplamislardir. Tespit ettikleri
etkeni konvansiyonel bakteriyolojik testler, biyokimyasal ve biyolojik testlerle identifiye
etmislerdir. Toplam 668 ¢evresel ornekten 61 (%9,1) ornekte aktif sarbon sporlarini
izole etmis ve tanimlamiglardir. Bunlarin 21 (%34,4) tanesinin ¢ok yiiksek virulent

etkiye sahip olan kapsiillii formlar1 ve diger 40 tanesinin de diisiik virulent etkiye sahip
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kapsiilsiiz formlart oldugunu ifade etmislerdir. Yapmis oldugumuz c¢alisma ile
karsilagtirilirsa 11 B.anthracis izolatinin tamaminin kapsiil genine yani kapsiil tiretme
yetenegine sahip oldugu; izole edilen bu 11 B.anthracis susunun tamaminin tam viriilent
B.anthracis olarak saptanirken Jula ve ark.” larmin (2007) belirledigi sonuglarla
ortigmektedir. Bununla birlikte Selim’deki bir odakta bulunan B.anthracis’in alt1 yildir
canli kaldig1 ve virulensini korudugu énemli bir bilgidir.

Kars Ili'nin gerek cografi konumu ve gerekse mevsim sartlarindan dolay1 ¢ok
yagis almas1 Hugh-Jones’un c¢alismasinda belirttigi lokal su hareketliliginin, dipteki
suyun yeryiiziine ¢ikmasina ve derinlerde yer alan antraks sporlarint da beraberinde
toprak ylizeyine ¢ikarmasina ve yiizeydeki bitkilerin sporlarla kontamine olmasina yol
actig1 saptamalar1 ile Ozellikle bahar aylarinda sulak c¢ayir alanlarinda otlayan
hayvanlarda neden antraks vakalarinin daha fazla goriildiigiini agikg¢a gostermektedir.
Kars ve ¢evresinin ¢ok genis meralara sahip olmasi ve genelde hayvanciligin ekstansif
bir sekilde yapildig1 diisiiniiliirse Turnbull ve arkadaglarinin 1992 yilinda uzun yillar
once sarbondan 6lmiis hayvan mezarlarinin bulundugu meralarda asir1 otlatma sonucu
hayvanlarin tekrar sarbon hastaligina yakalanabilecegi goriisii ile paralellik
gostermektedir. Tarimin ge¢im kaynagi oldugu yorede, insanlar hayvanlarini asilatacak
veya herhangi bir hastaliktan 6lmiis hayvanlar1 uygun bir sekilde itlaf edecek ne bilgiye
nede yeterli finansmana sahipler. Hayvanlarin itlafina yonelik yorede uygulan en pratik
yontemler antrakstan 6len hayvanlar1 yerlesim yerlerine ¢ok uzak olmayan atil alanlara,
dere kenarlarina hatta meranin ortasina basitce gdmmek veya bazen bu tir yerlere
gommeden hayvan leslerini acik alanlara birakmak, ¢ok nadir olarak da dlen hayvanlari
yakmak seklindedir. Yani bilingsiz ve yetersiz yapilan itlaf islemleri ile gelecek nesillere
sporla kontamine potansiyel infeksiyon odaklari hazirlaniyor demektir. Topraktaki
cesitli kurtcuklar veya lokal su hareketliligi sonucu antraks sporlarmin toprak yiizeyine
cikabildigi, yiizeydeki floray1 kontamine ettigi ve uzun siire canliligini koruyarak duyarl
konaklar1 tekrar infekte edebilecegi gercegi diisiiniildiigiinde bu tir aktif alanlarin
duyarl saglikli hayvanlar i¢in infeksiyon kaynagi olusturmada ne denli 6nemli oldugu
ve bu tiir alanlarin belirlenerek yakin temastan uzak durulmasi gerektigi bir kez daha

ortaya ¢ikmaktadir. Bu ¢aligma bu yoniiyle biiyiik onem arzetmektedir.
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5. SONUC

Gergeklestirilen bu ¢alismada, Kars Ili smirlar1 igerisinde sarbon siiphesiyle
O0lmiis hayvanlarin (sigir ve koyun) gomiildiigii, kan ve benzeri viicut sivilarinin
bulastig1 toprak zeminli alanlar ve karkaslarinin birakildigi sinirli agik mera alanlari
olmak tizere 18 fakli odaktan toplam 90 toprak 6rnegi alind1 ve B.anthracis spor varligi
yoniinden incelendi. Metot bdliimiinde agiklanan yontemlerle izolasyonu gercgeklestirilen
B.anthracis siipheli kolonilere konvansiyonel identifikasyon metodlar1 uygulandi. Hem
spor sayisinin hesaplanmasinda hem de identifikasyon testlerinde bu tipik goriiniimlii
{iniform koloniler degerlendirildi. Orneklenen bu 18 farkli odagn 7 (%38,88)si
B.anthracis spor varligi yoniinden pozitif saptandi. Ornek bazinda diisiiniildiigiinde

incelenen 90 toprak 6rneginin 11 (%12,22)’i pozitif saptanmis oldu.

Topraktan izole edilen 11 B.anthracis izolatinin identifikasyonu ve bu izolatlarin
virulent olup olmadiklarmi anlamak amaciyla PZR yonteminde B.anthracis’in koruyucu
antijenini (PA) kodlayan pag geni primer ¢ifti PA5/8 ve kapsiilii kodlayan capB geni
primer ¢ifti CAP 6/103 kullanildi. PA-PZR bulgulari ile 11 6rnegin tiimiiniin B.anthracis
toksinlerinin prokiirsorii olan koruyucu antijen (PA) genine sahip oldugu belirlenmis
oldu. CAP-PZR ile elde edilen sonuglarla ise 11 B.anthracis izolatinin tamaminin
(%100) kapsiil genine yani kapsiil iretme yetenegine sahip oldugu konvansiyonel
identifikasyon metodlarindan (sodyum bikarbonat besiyerinde {iiretme ve kapsiil
boyama) sonra bir kez daha teyit edilmis oldu. izole edilen bu 11 B.anthracis susunun

tamami (%100) tam viriilent B.anthracis olarak saptandi.

Hastaligin bulagmasi etkenin viicuda giris yerine gore sindirim, solunum ve deri
yoluyla olabilmektedir. Hastalik etkeninin yayilisi 6len hayvanlardan sizan sivi ve kan
ya da hastalarin digkilari ile kirlenen otlaklarda otlayan hayvanlarda sporlarin sindirim
yoluyla alinmasi, sel sularinin sporlar1 uzak bolgelere tagimasi, meralarda olen
hayvanlarinin yabani hayvanlar tarafindan pargalanip uzaklara gotiiriilmesi, enfekte

yemlerin yedirilmesi, sokucu sineklerin infeksiyonu hayvandan hayvana ya da
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hayvandan insana tagimasi (Afrika’da Tabanus ya da Stomoxys tiirleri Amerika’da 1sirict
olmayan Chrysoma tiirleri sorumlu tutulmaktadir) gibi sekillerde olusmaktadir.
Hastaligin insandan insana bulasmasi ¢ok sik gozlenmemekle beraber hastalik enfekte
olmus hayvan {riinleri (yiin, kil, kemik, kemik {iiriinii, et, boynuz ve postlar), kontamine
olmus hayvan iiriinlerinin inhalasyonu ya da iyi pismemis kontamine etlerin yenmesi ile
daha ¢ok hayvanlarla ugrasanlarda, kasaplarda, coban yada veteriner hekimler gibi risk
guruplarinda goriiliir. Diger bir yandan sarbon etkeni olan B.anthracis’in fazla teknik
kosul gerektirmeden kolay kiiltiirliniin yapilabilmesi, sporlarinin ¢evre kosullarina
dayanikli olmasi, kolayca stoklanabilmesi, tasinabilmesi, spor ¢aplarinin inhalasyon igin
uygun olmasi, kolaylikla kiiciik partikiillere baglanabilmesi nedeniyle biyolojik silah
etkeni olarak da dikkatleri cekmektedir (Beyer ve Turnbull 2009).

Bacillus anthracis’in ¢evresel kosullara dayanikliliginin ¢ok fazla olmasi
nedeniyle en etkin korunma tarim alanlarinda, sarbonun endemik bulundugu bdlgelerde
hayvanlarin ve risk altinda olan insanlarin asilanmasidir. As1 hayvanlara 2-6 aylik
donemlerde uygulanmakta ve yaklasik 6-12 ay bagisiklik saglayabilmektedir. Ayrica
hastaliktan 6len hayvanlarin eti yenmemeli, dogal delikleri tendiirdiyotlu pamuk yada
bezlerle tikanmali c¢evreyi yeniden enfekte etmemesi i¢in 2 metrelik cukurlara
gomiilmeli ve lizerine kire¢ atarak kapatilmalidir. Ahirlar ve kullanilan malzemeler %0,1
stiblime, %5 asit fenik,% 5 kresol gibi dezenfektanlarla muamele edilmelidir (Aydin ve

ark. 2006).

Sonug olarak sarbon iilkemizde endemik bir hastaliktir. Goriilme siklig1 gittikce
azalmaktadir. Hastaligin tamamen eradike edilmesi veya en az seviyeye indirilmesi igin
miicadele planlar1 ve agilama programlar1 yapilmalidir. Ureticiden tiiketiciye ve arada
kalan her seviyede hayvan ve hayvansal iriinlerle ugrasan risk altindaki kisiler de
periyodik egitimlerle hastalik ve bulas yollar1 hakkinda bilgilendirilmelidir. Bunun
yanisira antraks sporlari ile kontamine alanlarin belirlenmesi ve tekrar kullanilabilirligi
acisindan dekontaminasyonu ve iyilestirilmesi gerekmektedir. Bu ¢aligmanin bu yonii ile

antrakstan korunma ve kontroliinde katki saglayacagi umulmaktadir.
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