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SARBON SUPHELI PAKETE NBC LABORATUVARININ YAKLASIMI: OLGU SUNUMU
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OZET

Ekim 2001°’de Amerika Birlesik Devletleri’nde sarbon sporlari iceren zarflarla yapilan saldirilar biyoterdrizm
kavraminin gercek yuzuniu gostermistir. Sarbon, Bacillus anthracis tarafindan olusturulan ve esas olarak ot yiyen
hayvanlarin hastaligidir. Hasta hayvanlarin doku ve kanindan yapilan yaymalarda kapsullu, Gram pozitif, uzun
comaklarin gorulmesi sarbon tanisini koydursa da, dogadan elde edilen Gram pozitif basillerin tanimlamasi
oldukga zordur. GATA NBC Bilim Dali Baskanligi’'na 2003-2006 yillari arasinda gelen supheli zarflar gerekli
guvenlik dnlemleri alinarak aciimis ve icerikleri kimyasal ve radyolojik incelemelerin ardindan konvansiyonel kultur
ve molekuler biyoloji yontemleri ile arastirimistir. RT-PCR yonteminin sarbon arastiriimasinda etkili ve hizl bir
yontem olabilecegi dusunulmektedir.
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THE APPROACH OF NBC LABORATORY TO ANTHRAX SUSPECTED PACKA GE: CASE REPORT
SUMMARY

Attacks made with envelopes containing spores of Bacillus anthracis in USA in October 2001 revealed real
face of bioterrorism concept. Anthrax is primarly a disease of herbivores caused by B.anthracis. Although
observing encapsulated Gram positive rods on the Gram staining of the tissue and blood specimens of the
infected animals supports diagnosis of anthrax, the identification of Gram positive bacilli gained from the nature
is very difficult. In this paper, methods conducted for the investigation of the suspicions envelopes which were
submitted to the Department of Medical NBC Defense of Gulhane Military Medical Academy between the years
2003-2006 are discussed. By taking the appropriate safety precautions, the analysis of the suspicious materials
are carried out by either conventional culture methods or molecular biological techniques following chemical and
radiological examinations.
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GIRIS

11 Eylul 2001 tarihinde New York Dunya
Ticaret Merkezi'ne carpan ticari yolcu ucaklari
Amerika Birlesik Devletleri’ni (ABD) asimetrik
savas kavrami ile tanigtirmistir. Bu saldirinin
ardindan Ekim 2001’de ABD Posta Tegkilati
kullanilarak gonderilen Bacillus anthracis
sporu ihtiva eden mektuplar biyoterorist saldi-
rilarin tarihinde yeni bir sayfa agcmistir. Amerikan

Halkr’'ni kendi evinde vuran bu saldiri ile biyolojik
savaga ait teorik bilgiler kitaplardan ¢ikip gercek
bir afetin bilesenleri haline gelmigtir.

Biyolojik savas ajanlari; tespitindeki gugluk-
ler, erken taninin ¢ogu zaman mumkin olma-
masi, karantina dnlemlerinin yetersiz kalmasi ve
gercek etkisinin ¢ok Ustunde bir siddette toplumda
yarattigi sosyal panik ile kimyasal silahlara
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kiyasla daha buyuk bir tehdit olusturmaktadir (1).
Potansiyel bir biyolojik savas ajani olan
B.anthracis ilk defa Birinci Dunya Savasi’nda
hayvanlara karsi, Ikinci Dunya Savasi’nda ise
ozellikle Ingiltere tarafindan gelistirilerek hayvan-
lara ilaveten insanlara kargi da kullanilabilecek bir
silah haline getirilmistir (2). Biyolojik savas tarihi
acisindan 1979 yilinda eski Sovyetler Birligi'nde
bulunan Sverdlovsk’de (simdiki Ukrayna’nin
Yekaterinburg sehrinde) 19 nolu Sovyet Askeri
Birligi Biyolojik Arastirma Laboratuvari’nda mey-
dana gelen dlumcul kaza dnemli bir kilometre tagsi
olmustur. Sarbon sporlarinin bulundugu laboratu-
vardan yayilan bakteriler, ruzgarin etkisiyle 79
sivilin akciger sarbonuna yakalanmasina ve
68’inin dlumune yol agmistir (3). Ekim 2001’den
Ocak 2002’ye kadar olan bir zaman araliginda
sarbonlu mektuplar ile yapilan saldirilar sonucun-
da A.B.D.'de toplam 22 sarbon vakasi tespit
edilmis (11 akciger, 11 deri) ve bu vakalardan
5 tanesi hayatini kaybetmigtir (4).

B.anthracis tarafindan olusturulan ve esas
olarak ot yiyen hayvanlarin hastaligi olan
sarbon, dunya capinda gorulen bir zoonozdur.
Normal kosullarda insanlara enfekte hayvanlar-
dan ya da deri, yun gibi kontamine olmus hayvan
urtinlerinden bulagsarak deri sarbonu denilen klinik
tabloyu olusturur. Inhalasyon sarbonu ise ¢ok
miktarda hayvan deri ve yunlerinin bulundugu ve
islendigi kapali alan ya da fabrikalarda meydana
gelmektedir. Insandan insana bulas henuz
bildirilmemistir (3, 4).

Olgularin Sunumu

2003-2006 yillari arasinda GATA NBC Bilim
Dali Bagkanhgr’na (BD. Bsk.ligi) 4 adet supheli
paket gelmigtir. Tum paketler posta zarfi olup, Ugu
genel evrak bdlumunde aciimistir. Iglerinde toz
tespit edilmesine ragmen suipheli paket dnlemleri
alinmamistir. U¢ zarf da oda digina ¢ikariimis,
baska bir odaya dahi goturulup tozun dagiimasina
neden olunmustur. Ardindan NBC BD. Bsk.hgi
ile irtibata gecilmis ve gerekli ambalajlama
yapilmistir.

Bir zarf ise, personelin supheli paket olarak
dikkatini ¢ekmesi nedeniyle herhangi bir islem
yapilmadan dnce NBC BD. Bgsk.ligi ile irtibata
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gecilmigtir. Tum supheli paketler i¢ ice iki adet
naylon posete konup, agizlari kapatildiktan
sonra ilgili personel tarafindan GATA NBC BD.
Bsk.ligina getirilmistir.

NBC BD. Bsk.ligina gelen 4 paket tibbi
analizlere baslaniimadan once kimyasal ajan
monitdrl ile kimyasal ve radyakmetre ile radyolo-
jik yonden incelenmistir. Agilmadan direkt olarak
gelen paket ayrica metal ve/veya kablo icerip
icermediginin tespiti agisindan X-Ray cihaziyla
kontrol edilmigtir. Kimyasal ajan monitori, radyak-
metre ve X-Ray islemlerinde negatif olarak tespit
edilen paketler koruyucu elbise, eldiven ve tam
yuz maskesi giyilip Sinif 2 tip B biyoguvenlik
kabininde aciimistir (Sekil 1).

kabininde agiimasi

Olay yerinde agilip, ardindan tekrar amba-
lajlanan her U¢ pakette de beyaz pudra seklinde
toza rastlanmistir. Hi¢ aciimadan gelen dordunci
pakette ise herhangi bir toz olmamakla birlikte
resimli kumas parcalarinin varhgi gozlenmistir.
Butun zarflarin icinden steril serum fizyolojik
ile 1slatilan ekuivyonla suruntt drnekleri alinarak,
buyyon ve kanli agara ekimler yapilmistir (Sekil 2).
Zarf igerisinde bulunan tozlardan direkt
mikroskopik inceleme yapilmigtir. Toz iceren
zarflardan PCR igin steril serum fizyolojik igine
ornek alinmis ve beklenmedik patolojik mikroor-
ganizmalar ydnunden ratlarin cilt altina enjekte
edilerek 48 saat gdzlenmistir.
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Sekil 2. Tum supheli paketlerden steril serum fizyolojik
ile 1slatilan ekuvyonla drnekler alinip, buyyon ve kanli
agara ekimler yapiimistir

Ekim yapilan kati besiyerleri 24 saatsonra
degerlendirilmis ve B.anthracise ©zgu Rough
tipik oloni yapisi gorulememigtir. Tipik koloniler
gorulememesine ragmen hem sivi hem de
kati besi yerlerinde Ureyen mikroorganizmalar
Gram boyamayla tekrar mikroskobik incelemeye
alindiginda Gram pozitif koklar gorulmustur.

Icinde toz olan paketlerin icerigi daha hizli ve
duyarl bir yontem olan Real-Time PCR igslemine
tabi tutulmustur. PCR’da kullanilacak DNA’nin
ekstraksiyonu i¢in 2 ml serum fizyolojik icine
alinan tozlara -20 °Cde 15 dakika sogutma,
95 °C’de 15 dakika 1sitma yapilip, 5 dakika
9000 rpm’de santrifuj uygulanmistir. Super-
natantindan 1 g alinip Cycleave PCR Bacillus
anthracis Detection Kit Ver.1.1 (Takara Bio. Inc.)
ile Uretici onerileri dogrultusunda Smartcycler Il
cihazinda Real-Time PCR yapilmistir. Bakterinin
pXO2 plazmidinde yer alan ve kapsulunu sente-
zleyen gen bblgesi ve pXO1 plazmidinde bulunan
protektif antijen toksinini sentezleyen gen
bolgesinin hedef alindigi primerler ve (Tablo—1).
amplifikasyon bolgesinde FAM ile isaretli problar
kullaniimstir.

Yapilan Real-Time PCR ile 45 dakika iginde
negatif kontroller ve supheli paket ornekleri
negatif, pozitif kontroller ise pozitif olarak
saptanmistir (Sekil 3). Cilt alti enjeksiyon yapilan

VOL 63, NO 1,2,3 2006

ratlarda 48 saatlik gdzlem sonucunda patolojik bir
olay gelismemesi Uzerine, supheli paketlerin
B.anthracis ve diger patolojik biyolojik savas
ajanlari yonunden negatif oldugu sonucuna
variimigtir.

Tablo 1. Real-Time PCR’da kullanilan primerler

Marker Primerler Primer Sekanslari

Bolgesi

PA PA7 ATC ACC AGA GGC AAG ACACCC
PA6 ACC AAT ATC AAA GAA CGA CGC

MO11  GAC GGA TTA TGGTGC TAA G
MO25 CAA TAG CTC CTG CTA CAA ATG

CAP

TARTISMA

Sarbon tanisinin konulmasi igin ¢esitli yon-
temler kullaniimaktadir. Bunlar; ajanin kultur ile
izolasyonu, antikor saptanmasi, ELISA ve diger
yontemlerle antijen saptanmasi, DNA primerleri
kullanarak genom saptanmasi gibi yontemlerdir
(5-9). Kultur gibi standart yontemler hizli sonug
veremezler ve sonug almak icin en az 24 saat gibi
bir zamana ihtiya¢ duyulmaktadir. A.B.D.’de Ekim
2001’de yasanan sarbonlu mektup olayinda
oldugu gibi hizli ve dogru tani konmasi gereken
durumlarda geleneksel yontemler yavas kalmak-
tadir. Bu gibi durumlarda tarafimizdan da uygu-
landigi gibi, ginumiizde PCR ve Real-Time PCR
en uygun tanimlama ybdntemleri olarak gorun-
mektedir (10-12).

Biyoterdrist bir saldiri sonucu meydana
gelebilecek inhalasyon sarbonu salgini, hizli iden-
tifikasyon ve tedavi ile profilaksi uygulanmasiyla
engellenebilir. Bununla birlikte, B.anthracis ve
diger ajanlarla olusabilecek enfeksiyonlari
onlemek icin Tablo 2’de dzellikleri verilen supheli
mektup ya da paketler tespit edilmeli ve uygun
koruyucu tedbirler alinmaldir (13-15).

Supheli bir paketle karsilasiimasi halinde
yapilmasi gerekenler asagida dzetlenmigtir:

1- Supheli zarf veya paketi sallamayin ya da
bosaltmayin,

2- Zarfi veya paketi odadan c¢ikarmayin,
bagskalarina gobstermeyin ya da bagkalarinin
incelemesine musaade etmeyin,
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Yigws 4 ane| Pmmcm| Sample ID Sample| Mates |status* FAM | FAM Ct | TET | TET Gt ‘ TR ‘ TR Ct ‘ Cy5 | Cya ot
-| Results Tahle 'l D Type StdiRes StdiRes StdiRes StdiRes
{{nal ettin |A1Takarad... |Megkond JUNKN | |OK_INEG  |0.00 |PGS  |36.95 |POS 3345 NEG 1000
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/
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Sekil 3. Supheli paketlerdeki toz ile yapilan Real-Time PCR sonuglari

3- Zarf veya paketi duzgun bir yuzeye koyun,
koklamayin, dokunmayin, tadina bakmayin ve
yakindan incelemeyin,

4- Zarfi veya paketi plastik bir torbanin ya da
akma veya sizintiy1 engelleyecek bir kabin igine
koyun,

5- Bulundugunuz yerdeki diger kisileri uyarin,
oday! terk edin, kapilari sikica kapatin ve
baskalarinin girmesini engelleyin, eger mum-
kuinse havalandirma sistemini kapatin,

6- Ellerinizi su ve sabunla iyice yikayin,

7- Olayr emniyet yetkililerine, binanizin
guvenlik birimine ve ilk amirinize bildirin,

8- Eger mumkunse; supheli mektup veya
paketin fark edildigi anda odada veya bblgede
bulunanlarin listesini ¢ikarin. Listeyi hem boblgesel
saglk yetkililerine, hem de guvenlik guclerine
ilerideki inceleme ve bilgilendirme igin verin.
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Tablo 2. Supheli paket dzellikleri

Diginda tozlu bir madde olan paket

Tanimadiginiz ya da beklenmeyen birinden gelen
paket

Artik sizinle ilgisi kalmamig, daha dnceden birlikte
calistiginiz birine gdnderilmis paket

Gonderici adi ve/veya adresi olmayan ya da mantikli
gorunmeyen paket

Gonderenin adresi ile pul ya da damgasindaki adresin
farkh oldugu paket

Boyutlarina uymayan ya da bir tarafa dogru dengesiz
agirlikta olan paket

Garip sekilli, asir siskin veya orantisiz paket

Asiri miktarda bantlanmis paket

“Kisiye bzel” ya da “gizli” gibi sinirl ifadelerin
bulundugu paket

Tuhaf koku ya da boya iceren paket

TURK HIJ DEN BIYOL DERGISI



SARBON SUPHELI PAKETE NBC LABORATUVARININ YAKLASIMI

Sarbon ihtiva eden veya sarbon ihtiva
ettigi dusunulen postalarin agilmasi sonra-
sinda yapilmasi gereken iglemler her asamada
dikkat ve surat gerektirmektedir. Boylesine
tehlikeli ve yuksek kullaniima potansiyeli olan bir

biyolojik ajan ile ilk karsilasmada etkenin
identifikasyonuna ve uygulanacak tedaviye
kadar olan surecte sistemli ve titiz bir yaklagim
sergilemek tibbi savunmanin etkinligini ve
basarisini artiracaktir.
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