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Sarbon

Kapsam ve Amag

Sarbon, Bacillus anthracis bakterisinin neden oldugu zoonotik bir enfeksiyondur.
Esasen koyun, kegi, sidir gibi ot yiyen hayvanlarin hastaligidir. insanlara genel
olarak direkt temas ile nadiren de enfekte etlerin yenmesi ve sporlarin solunmasi
ile bulasabilir. Bulas yolu hastaligin formlarini da belirler ve sarbon kutandz,
intestinal ya da akciger (solunumsal) olmak Uzere (g klinik formda ortaya
cikabilir. Solunumsal sarbon baslica mesleki bir hastalik olmakla birlikte biyolojik
teror tehdidi ile de iliskili olabilecegi icin ayrica 6nem kazanmistir (1).

B. anthracis kolay Uuretilebilir bir organizma olmasi ve sporlarinin solunum yolu ile
yayllma potansiyeli nedeniyle biyotehdit ajanlari arasinda tanimlanmigtir (1).
Ulkemizde de sarbon bildirimi zorunlu hastaliklar arasinda yer almaktadir (2,3).

Dinyada genellikle referans ya da yetkilendirilmis laboratuvarlarda galisiimasina
izin verilen B. anthracis laboratuvar galisanlar icin de yuksek riskli bir patojendir.
Incelemelerin ideal olarak Referans laboratuvarlarda yapilmasi gerekir. Ote
yandan B. anthracis rutin tani olanaklari icinde kultlrlerden izole edilebilen bir
organizmadir ve -siklikla kutan6z- sarbon sipheli 6rnekler klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarina gelir. Bu nedenle bu UMS belgesinde asgari laboratuvar sartlari,
sorumluluklar, 6rnek yénetimi, tani sliregleri ve Referans laboratuvarla isbirligi
icin izlenecek temel adimlar ile ilgili bilgi verilmesi hedeflenmistir.

Kisaltmalar ve Tanimlar

KKA Koyun kanl agar
KKD Koruyucu kisisel donanim

Genel Bilgi

B. anthracis gram pozitif, kalin, cgomak seklinde, sporlu ve kapsulll bir bakteridir.
Aerob veya fakultatif aerob 6zellikte ve hareketsizdir. Boyutlari 1-2 x 3-8 pm
arasindadir (1). Basilin kdseli bir yapisi vardir. Sporlanma aerob kosullarda olur.
Sporlar yuvarlak veya oval yapida olup fiziksel ve kimyasal etkenlere karsi cok
direnglidirler. Sporlarin dogada 50-60 yil siireyle canli ve bulasici kaldigi
bilinmektedir (1,4,5,6). Vejetatif formlar dezenfektanlara ve i1siya direngsizdir.
55-58°C’de 10-15 dakikada 6lir. Buna karsin spor formu fiziksel ve kimyasal
etkenlere karsi ¢ok direnglidir. Otoklavda nemli sicaklikta 121°C’de 15 dakikada
ve kuru sicaklikta 160°C’de 60 dakikada inaktif hale gelir. %0.1°lik civa klorid 5
dakikada ve %10’luk formol 15 dakikada sporlari éldurar (1,4,6). B. anthracis
6zgll gama faji ile diger basillerden ayirt edilebilir (1,7).

B. anthracis’in pX01 ve pX02 adl iki plazmidi vardir; pXO1 plazmidi koruyucu
antijen, letal (6lddricid) faktdér ve 6dem faktdrind kodlamaktadir; pX02 ise
kapsul olusumunu saglayan gen dizilerini tasir (1,8). Bakteri bu plazmidlerden
birini ya da her ikisini kaybederse avirulan hale gelir, hastalik yapma yetenegini
kaybeder (1).
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Sarbon, B.anthracis’in etken oldugu ve siklikla otcul hayvanlarda gérilen bir
enfeksiyondur. Insanlarda, etkenin bulas yoluna gbére kutandz, gastrointestinal ve
solunumsal sarbon olmak lzere 3 formu vardir (1,5).

1 Kutanéz sarbon en sik gérilen formdur; butin sarbon olgularinin %95
kadarini olusturur ve siklikla hayvan yUnleri, derileri ve postlari ile
ugrasanlarda gorulir. Uygun tedavi verildigi stirece, nadiren 6limcaldir.

2 Gastrointestinal sarbon, kontamine etlerin tam pisirilmeden tlketilmesini
takip eden 1-7. gunler arasinda gorulir ve mortalitesi ylksektir.

3 Solunumsal (akciger) sarbon ise, B. anthracis sporlarinin solunum yoluyla
alinmasi sonucu olusur. Erken prodromal dénemde tedavi edilebilir olmasina
ragmen, semptomlarin baslamasindan itibaren 48 saat icinde uygun
antimikrobiyal tedavi baslanmazsa mortalitesi cok yuksektir (1).

Insandan insana bulas oldugu teyit edilmemistir (1,5).

Gelismis endustriyel Ulkelerde sarbon -6zellikle hayvansal trlnlerle ilgili siki
ithalat dizenlemelerinin de bir sonucu olarak- hi¢c gériilmeyen veya nadir goérilen
bir hastaliktir. Buna karsin insan sarbonu birgok Ulkede ciddi bir halk saghgi
problemidir; 6zellikle ekonomisinde hayvancihidin 6nemli yer tuttugu gelismekte
olan bdlgelerde sarbon gériilmeye devam etmektedir. Bu bélgelerden biri de
Tarkiye'dir. Her yil diinya genelinde kaydedilen vakalarin cogunlugu Tuirkiye,
Pakistan, iran ve Sudan'dan bildiriimektedir. Bir diger ifade ile Ortadogu, Asya ve
Afrika’nin bazi bélgelerinde sarbon hiperendemik; Avrupa’nin giineyinde, Afrika,
Avustralya, Asya ile Kuzey ve Gliney Amerika’nin d6nemli bir kisminda ise
endemiktir (6,7). (Sarbonun dinyadaki dagilimina dair harita igin:
http://www.vetmed.lsu.edu/whocc/mp world.htm ).

B. anthracis’in biyoterdr ajani olarak tarihi yuzyillar kadar eskilere dayanir (7).
Soguk savas vyillarinda da pek cok Ulkenin B. anthracis'i biyolojik silah olarak
gelistirdigi bilinmektedir. Ancak en sarsici gelisme, yakin gegmiste 2001 yilinda
ABD’de yasanan biyoterér saldirisidir. Mektup zarflari iginde tasinan toz halinde
sporlarin inhalasyonu sonucu 22 kiside akciger sarbonu gelistigi ve %45 olimle
sonuclandigi rapor edilmistir (6,7,8). Bu olay pek cok yoni ile sarbonun ele
alinmasina vesile olmustur ve dikkatleri 6zellikle laboratuvar tanisinin ve kolay
elde edilebilirliginin 6nemine de ydnlendirmistir. Bu nedenle DSO -kasitli salinim
olasiligi da dahil epidemik hazirliklilik icin- her Ulkenin sarbon tanisinda yeterli bir
kapasiteye sahip olmasini hedef olarak géstermektedir. Bu cercevede Ullkeler
degisik laboratuvar seviyelerinde; (i) klinik 6rneklerden B. anthracis'’in izolasyonu
ve dogrulamasi ve (ii) B. anthracis igin diger destekleyici laboratuvar testleri (kan
ve doku orneklerinin yaymalarinda M’Fadyean (polikrom metilen mavisi) boyama,
immuanohistokimyasal boyama, klinik érneklerde PCR ile B. anthracis DNA’sInin
gobsterilmesi vb.) yapilabiliyor olmahdir (1).

ABD’de mevcut bildirim sistemine gbére tek bir pulmoner sarbon vakasinin
gorulmesi halinde bile saglik personelinin biyoterérizm olasiligini diisiinmesi ve
harekete gegcmesi yéninde uyari vardir (7,9,10,11). Bu duyarlilik tlkenin
epidemiyolojik verilerine gére 2001 yilindan dnceki 100 yil boyunca sadece 18
pulmoner sarbon vakasinin gérilmis olmasi ile de iligkili gérinmektedir.

Sarbonun tanisi baslica etkenin kulttrlerden izolasyonuna dayanir. B. anthracis
sivl ve kati kllturlerde kolaylikla Grer. Ayrica mikroskopi, molekuler tani ve
seroloji de destekleyici tani araclari olarak énem arz eder (6,7,8,9).

Sayfa 4 / 14 Ulusal Mikrobiyoloji Standartlari
01.01.2015 / Strim: 1.1 / B-MT-20 / Mikrobiyolojik Tanimlama / Bakteriyoloji


http://www.vetmed.lsu.edu/whocc/mp_world.htm

Sarbon

Teknik Bilgiler

1 Hedef mikroorganizma

Bacillus anthracis

2 Tani icin asgari gerekler

2.1. Laboratuvar glvenligi

Bacillus anthracis Risk Grubu 3 mikroorganizmadir ve ylksek aerosol bulas
potansiyeli tasir. Laboratuvar kaynakli enfeksiyona neden olabilir.

Sarbon kuskulu klinik orneklerin kiltlir ve tanimlama islemleri asgari BGD2
standardina sahip bir laboratuvarda yapilabilir; mutlaka sertifikali bir sinif-IIA
BGK icinde galisiimali standart glivenlik énlemleri daima uygulanmahdir (bkz.
“Ulusal Laboratuvar Glvenligi Rehberi”). Klltlrlerde B. anthracis Uretilirse isleme,
BGD3 laboratuvarlarda devam edilmelidir. Cevresel érnekler (stpheli zarflar
icinde bulunan toz materyal vb.) dogrudan BGD3 laboratuvarda calisiimalidir.

2.2. Sorumluluklar ve asgari personel gerekleri

Tlrkiye sarbon icin hiperendemik bir bélge kabul edilmektedir. Vakalarin en
blylk kismi deri sarbonu olup sahada bu drnekler siklikla klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlar (BGD2) tarafindan incelenmektedir. Ote yandan nadir olsa da,
intestinal ve pulmoner sarbon vakalarinin klinik érnekleri de (vakada hentz
sarbondan kuskulanilmamisken veya baska 6n tanilarla) klinik laboratuvarlara
gelmis ve kultirlerden ilk Gremeleri takiben sarbondan siphelenilmis olabilir. Her
iki durumda da hastane laboratuvari hastadan alinan butin érnekleri ve stpheli
izolatlari ilgili dizenlemelere uygun bir sekilde (bkz. IATA kurallari ve ulusal
mevzuat) 3’0 paketleme yontemi ile paketleyerek Referans (BGD3) laboratuvara
gbndermekle yukimladuar (12,13).

Ister BGD?2, ister BGD3 olsun sarbon siipheli érneklerin kabul edilmesinden
sonucun raporlanmasina kadarki adimlarda gérev alan tim laboratuvar personeli;
(i) tekniklerin uygulanmasindan 6énce amaglanan butidn kullanimlar ile ilgili tam
bir egitim almis olmali; (ii) kullanilan tekniklere tim yonleriyle asina olmali; (iii)
daima tim laboratuvar glvenlik kurallarina uymalidir. Bu kurallar érnek kabull
dahil butldn islem adimlarinda aerosol 6nlemlerine ylksek uyumu gerektirir.

Laboratuvar personeli, muhtemel klinik semptomlarla ilgili bilgilendirilmeli,
herhangi bir semptom gelisimi halinde haber verilmesi zorunlu tutulmahdir.

Hem givenlik dnlemlerine uyumun saglanmasindan hem de tekniklerin standart
prosedirlere uygun gergeklestirilmesinden ve taninin dogrulugu ve
glvenilirliginden Mikrobiyoloji Uzmani sorumludur.

Referans laboratuvar; hasta érneklerinde ve supheli cevresel 6rneklerde etkenin
kesin tanimlamasini yapmak ve sahada biyoteror olasiliginin hizla incelenebilmesi
icin ilgili kurumlara sonucu en kisa sirede bildirmekle yakimluduar.
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2.3. Ornek, Reaktif, Kit, Donanim

Inceleme 6rnekleri

Sarbon slphesinde drneklerin alinmasi ve génderilmesine iliskin detayli
bilgi "Bulasici Hastaliklarin Laboratuvar Tanisi icin Saha Rehberi”nden
edinilebilir.

Asadida bazi 6nemli noktalara tekrar dikkat ¢ekilmektedir. Buna gore:

» Deri sarbonu icin - Direkt vezikilden eklvyon ile ya da eskar varsa
kabuk kaldirilmadan alttan gelen sizintidan bir Pastér pipeti yardimiyla
veya ekivyon ile 6rnek alinir (steril sentetik —dakron vb.- eklivyon
kullaniimali). Eklvyon bir tasima besiyerinin icine daldirilir. Pastor
pipetiyle alinan érnek de tasima besiyerine konur.

» Gastrointestinal sarbon icin - Genellikle agir bir tablodur. Duruma goére;

(a) Diski 6rnegi alinir. Hastaligin erken doneminde alinmaldir. Eder 1
saat icinde kiltlr yapilamayacaksa bir eklivyon ile Cary-Blair
tasima besiyerine aktarilir ve laboratuvara dyle gdnderilir.

(b) Adiz, burun ve anilsten gelebilecek kanl sivilar ekivyon ile alinip
tasima besiyerine (Cary-Blair veya Stuart) konur.

(c) Kan kdltart 6rnedi agir vakalarda ya da hastaligin daha geg
dénemlerinde tercih edilmelidir.

» Akciger sarbonu icin — Mesleki maruziyet distnidlmuyorsa, biyoteror
olasiligi ile beraber en az 3 evrede 6rnek alinmasi 6nerilir:

(a) Maruziyet sonrasi erken dénemde (0-24. saatler arasi) - eklivyon
ile burun ve bogaz surintileri; bas ve ylzin sach kisimlarindan
sdrintd érnekleri tasima besiyerine (Cary-Blair veya Stuart) konur
ve gonderilir. Hastadan ayrica indtiklenmis balgam alinmalidir.

(b) Prodromal semptomlar doneminde (24-48 saat) — hastada balgamli
(produktif) éksuruk varsa kultir ve Gram boyama igin balgam alinir.
Ancak pndmoni inhalasyon sarbonunda kural degildir (5).

(c) Geg dénemde (2-8. gunler arasi) - kan ve/veya BOS alinir ve
gonderilir. Laboratuvara 1 saatte ulasamayacaksa BOS 6rnedinin
bir kismi (mumklinse >2 mL) bir pediatrik kan kultlr sisesine
inoktle edilir ve oda sicakhdinda goénderilir.

NOT: Kan ve BOS asla buzdolabina konmamalidir!

» Postmortem doku drnekleri — Asepsiye dikkat edilerek en az 2-3 parca
doku 6rnegdi (2-3 g) alinmalidir. Kaba 1-2 mL steril SF eklenir.

= Cevresel drnekler - Ozellikle biyoterér siiphesinde cevresel érnekler de
incelenmelidir. Bu érnekler yalnizca Referans Laboratuvarda
incelenebilir. Cevresel 6rnek olarak toprak, ylizey suruntdleri, su,
stipheli toz iceren zarf gibi érnekler alinip génderilir.

ONEMLI NOT: Cevresel érneklerin alinmasi ve gdnderilmesi ile ilgili
olarak mutlaka Halk Saghgi Mudirlaga ile iletisime gecilmelidir.

Sayfa 6 / 14 Ulusal Mikrobiyoloji Standartlari
01.01.2015 / Suarim: 1.1 / B-MT-20 / Mikrobiyolojik Tanimlama / Bakteriyoloji



Sarbon

Orneklerin laboratuvara gonderilmesi

Vezikll sivisi ve lezyon surintl érnekleri (eklvyonlar), 24 saat fazla
gecikme olmayacaksa oda sicakliginda transfer edilir.

Diski 6rnekleri, 1 saatten kisa slire icin oda sicakliginda, 1 saatten
daha uzun slire gerekiyorsa +4°C’de transfer edilir.

Balgam o6rnekleri, 2 saatten kisa slirecek ise oda sicakliginda, 2-24
saat arasinda +4°C’de transfer edilir.

BOS o6rnekleri daima oda sicakliginda laboratuvara gonderilir. 1 saatten
kisa slre icin dogrudan, 1 saatten daha uzun sire gerekiyorsa bir
pediatrik kan kulturu sisesine inokule edilerek génderilmelidir.

Kan ornekleri kan kiltlri siselerine inokile edilmeli ve oda sicakhdinda
laboratuvara génderilmelidir.

Besiyeri / Reaktif

Gram boyama reaktifleri

Temel plak besiyerleri - %5 Koyun Kanl Agar (KKA), Cikolata Agar,
MacConkey Agar

Triptik Soy Buyyon (TSB)
Fenil-etil alkol (PEA) agar
Formol (%10-30'luk)

Sporlara etkili dezenfektanlar (%0.5 sodyum hipoklorit, %3-6 H,0,
veya <%1 perasetik asit)

Diger gereg, donanim

Sinif-IIA BGK, sertifikali

Mikroskop, binokuler (rutin) — 10x (dutstk), 40x (yuksek kuru), 100x
(immersiyon) objektifleri ve 10x okduleri olan tercih edilir.

NOT: 5x okiler daha az bliyltme saglar ve inceleme duyarliligini
dusurir; bu nedenle 10x okiler kullanilmasi énerilmektedir (14).

Onceden temizlenmis lamlar (25x75 mm) - tercihen kenari rodajli
Oze, steril, tek kullanimhk
Santrifdj

2.4. Kalite kontrol

Besiyerleri, boyalar ve reaktifler icin rutin kalite kontrol islemleri
uygulanmahdir.

Veterinerlikte kullanilan asi susu (kapstlsltz, avirtlan B.anthracis Stern
kdkeni) %5 KKA’ya ekilip, inklbe edilerek Uretilebilir. Elde edilen sus
hem egitim, hem de kalite kontrol amaciyla kullanilabilir.

Mikroskop belirli araliklarla (yogun kullaniliyorsa yilda en az bir kez)
kalibre edilmelidir. Tim objektifler igin kalibrasyon faktoérleri g6z
onlndeki bir panoda asili olmalidir (bkz. UMS, P-TP-01 Mikroskop
Kalibrasyonu) (14).
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3 Sarbon tanisinda kullanilan teknikler

3.1. Sarbon tanisi icin akis semasi

Klinik laboratuvar SARBON SUPHELi VAKA
Klinik 6rnek
|
¥ v
M’Fadyean boyama %5 KKA’ya?

Kan, vezikiler sivi, diger vicut sivilari Direkt kultur ekimleri
veya dokularin baski yaymalarindan |

v Kuskulu kolonilerden tanimlama

Pozitif mikroskopi — Rapor et! i

Hemoliz yapmamis, hareketsiz, katalaz

pozitif, gram pozitif, sporlu gomaklar®?
Referans laboratuvar |

! !

Supheli koloniden bir igne 6ze ile al;2.5 mL defibrine “gamma” faji ve penisilin
at kani igine inokdle et (at serumu da olabilir). Pozitif duyarhgi testleri
ve negatif kontroller de kullanilmahdir.
|
35°C’de bir gece inklbe et

!

Preparat yap ve polikrom metilen mavisi (M'Fadyean) pag ve cap genleri igin PCR
ile boya

Kapsullt bakteri varhdi (etrafinda pembe kapsul olan ve kendisi koyu mavi boyanmis genellikle kare uglu,

tek basina ya da kisa zincirler yapmis basiller) Bacillus anthracis igin tanimlayicidir. Muhtemelen tam
virtlandir, ancak bu pag ve cap genlerinin varliginin gésterilmesi ile dogrulanir.

Sekil 1. Sarbon supheli 6rneklerden bakterinin tanimlanmasi sireci igin akis semasi.
2 Deri lezyonu ve diger doku 6rnekleri KKA, MacConkey ve TSB’ye; balgam bunlara ilave
olarak gikolata agara; diski KKA, MacConkey ve PEA agara ekilmelidir.

b iinik mikrobiyoloji laboratuvarlari ilk izolasyon adimlarindan sonra sipheli izolatlari
Referans laboratuvara gondermelidirler.

3.2. Orneklerin incelemeye hazirlanmasi

» Klinik mikrobiyoloji laboratuvari sarbon stpheli 6rnekleri, eder bir sinif
ITIA BGK icinde calisabilecekse, kabul edebilir. Bu sarti saglamayan
laboratuvar drnekleri dogrudan Referans laboratuvara ydnlendirmelidir.

= Her klinik 6rnekten 2 adet yayma hazirlanmali ve kilttr ekimleri
yapilmalidir (BGK iginde). Ornekler KKA ve diger uygun besiyerlerine
inokule edilir. Plaklar 35°C’de bir gece inkibasyona kaldirilir (Sekil 1).

* Biyopsi 6rneginden yayma, lam lzerine doku parcasinin birkag kez
bastiriimasi ile elde edilir.

*» Yaymalar saf metanol ile 1 dakika sabitlenir; biri Gram boyasi ile,
digeri de M'Fadyean boyama yontemi ile boyanir. Kan ve BOS
yaymalari ilave olarak Cini murekkebi ile de boyanir.
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ONEMLI: Sarbon siipheli 6rneklerden yapilmis preparatlar boyanirken
ylkama asamasinda lam ici 10.000 ppm sodyum hipoklorit sollisyonu
iceren bir kabin lzerinde tutularak yikanir.

NOT 1: M’Fadyean boyama herhangi bir ‘iyi polikrom hale getirilmis’
metilen mavisi boya (6r., olgunlastiriimis Loeffler'in metilen mavisi)
kullanilarak yapilabilen basit bir boyamadir. Polikrom hale getirme
(demetilasyon) Loeffler'in metilen mavisinin morumsu bir renk
yakalayana kadar birkac ay boyunca havaya ve isiga maruz birakilmasi
ile elde edilir (Loeffler'in metilen mavisinin hazirlanisi icin bkz. UMS, B-
TP-14). Ancak oksidasyon stireci 1si uygulamasi ile veya son
konsantrasyon %1 olacak sekilde K,CO; eklenerek de hizlandirilabilir
(1,15).

NOT 2: M’Fadyean boyama kapsulin gésterilmesi icin ideal bir boyama
yontemidir. Sabitlenmis yaymanin Uzeri polikrom metilen mavisi ile
kaplanir. 30-60 saniye beklenir. Sonra lam yumusak bir sekilde yikanir
ve mikroskopta incelenir.

» Kan kiltarG diger rutin érnekler gibi islem gorr.

Sekil 2.

(a) Kan kiltarindeki
Uremeden Gram
boyali yaymada
B.anthracis'in
goérinumau (7);

(b) doku
yaymasindan
yapilmis M'Fadyean
boyamada kapsdil
goérinimu (16).

Sekil 3.
B.anthracis’in kanl
agar plakta koloni
goérinimiu (7)
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3.3. Mikroskopi

Gram boyamada, buylk, 1-1.5 pm x 3-5 ym boyutlarinda gram pozitif
basiller gorilir. Vejetatif hiicrede siskinlik yapmamis (hlcrenin seklini
genisletmemis) santral veya subterminal yerlesimli oval sporlari vardir
(bkz. Sekil 2).

Ancak, klinik érneklerin direkt boyamalarinda, eder atmosferik
seviyelerde CO,'e maruz kalmazlarsa, spor yapilari gérilmez (vicuttaki
CO, dizeyi spor olusumunu inhibe eder).

Klinik 6rneklerin Gram boyamalarinda vejetatif hlicreler 2-4 basil
iceren kisa zincirler seklinde gérdalirler. Genellikle spor yapilari ayirt
edilmez.

%5 KKA'da Ureyen kolonilerin Gram boyamasinda ise kesik uclu,
bambu kamisi izlenimi veren uzun zincirli, kapsilstiz, gram pozitif
comaklar goralir (1,5).

M’Fadyean boyali preparat 6zellikle kapsul varlhiginin degerlendirilmesi
amaciyla kullanilir. Immersiyon objektifi ile incelemede kapsiil, mavi-
siyah boyanmis basilleri cevreleyen kirmizimsi pembe (metakromatik)
amorf bir yapi seklinde géralir (1,15).

Beyin omurilik sivisi ve kanda basilin kapstl yapisi Cini mtrekkebi
uygulamasi ile daha iyi ayirt edilir. B.anthracis harici diger tirlerde
kapsul gortlmesi nadirdir.

3.4. Kiulturden izolasyon ve ilk tanimlama

B. anthracis 16-24 saatlik inklibasyon sonunda MacConkey agarda
Uremezken diger besiyerlerinde (KKA, cikolata, PEA...) trer (1,4,5,7).

B. anthracis suslar kdltirlerde 2-5 mm c¢apinda, dlizensiz yuvarlak ve
diz veya hafif konveks yapida, buzlu cam gérinimunde, hafif dalgah
kenarlari olan koloniler olusturur (bkz. Sekil 2). Siklikla kolonilerin
kenarlarinda bulunan virgll seklinde ¢ikintilar *“Medusa bas1” gérinumu
olarak da tanimlanmaktadir. Koloninin siki bir kivami vardir; 6ze ile
dokunuldugunda cirpilmis yumurta aki gibi kalkar.

%5 KKA’da hemoliz olusturmazlar. Ancak bakterinin yogun Gremesine
bagl olarak koloninin etrafinda yesilimsi hemoliz zonu veren bir renk
degisimi gorlebilir (1,4).

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda morfolojik olarak benzeyen
kolonilerden Gram boyama, katalaz ve hareket testi yapilir.

NOT: Supheli kolonilerden tanimlama amaciyla yapilacak butin
islemler mutlaka sinif-IIA BGK iginde gergeklestirilmelidir.

Bu ilk tanimlama testlerinden sonra B. anthracis stpheli (katalaz pozitif,
hareketsiz, Gram morfolojisi ve koloni gérinimu uyumlu) izolatlar
Referans laboratuvara gonderilmelidir (bkz. Sekil 4) (1,5,7).

NOT: Bacillus megaterium da hareketsizdir.

Sayfa 10 / 14 Ulusal Mikrobiyoloji Standartlari

01.01.2015 / Suarim: 1.1 / B-MT-20 / Mikrobiyolojik Tanimlama / Bakteriyoloji



Sarbon

3.5. 1Ileri tanimlama testleri

= Referans laboratuvarda geleneksel tanimlama teknikleri ve molekuler
yontemlerle dogrulama yapilir.

» Geleneksel teknikler penisilin duyarliligi, gamma fajina duyarlilik,
biyokimyasal testler, sporlanma ve kapstl indiksiyon testleri ile
M’Fadyean boyamay! icerir.

» B. anthracis tirleri cogunlukla penisiline duyarhdir (bir biyoteror
saldinsinda penisiline direngli suslarin kullanilabilecedi hatirlanmalidir.

ilk izolasyonda Bacillus anthracis’in mikrobiyolojik 6zellikleri

— MacConkey agarda lremez;

— %05 KKA'da buzlu cam gérinimtinde koloniler yapar; hemoliz yapmaz;

— Aerob; buyuk, sporlu, kapstlli, gram pozitif gomaklar;
* Sporlar klinik érneklerden ziyade %5 CO.’li ortamda tremis kiltir izolatlarinda gézlenir
* Kapsul klinik érneklerden direkt yaymalarda gorulir

— Katalaz testi pozitif; hareket negatif

(klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda)
%5 KKA’da B. anthracis siipheli iireme

l Evet B. anthracis degil!
Beta hemolitik mi?  —————» Bacillus sp olarak
raporla
Hayir 4
v
Hayir

Katalaz pozitif mi?

Evet
y

N

Hareketli mi?

Evet

Hayir

v
izolat B.anthracis ya da B.megaterium olabilir.
Kesin tani icin uygun kosullarda Referans laboratuvara gonder.

Sekil 4. Bir klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda B. anthracis izolasyonu stiphesinde
izlenmesi 6nerilen adimlar (7).

3.6. Saklama, Referans merkeze génderme

» Yukarida da belirtildigi gibi, klinik laboratuvarlar kendi mikroskopik
inceleme bulgularini (pozitif veya negatif) rapor ettikten sonra stpheli
ornekleri ve izolatlari Referans laboratuvara génderirler. Bu amag igin
izolatlar bir yatik ‘nutrient’ agar tlptine (vida kapakl) pasajlanarak
oda sicakliginda gonderilmelidir.

» Kilinik laboratuvarlar stpheli 6rnek ve izolatlari gdnderdikten sonra
kalan butin kontamine mikrobiyolojik kulttr plaklarini ve tuplerini
otoklavlayarak imha etmelidir.
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» Kilinik laboratuvar hasta érneklerini ve/veya stpheli izolatlari Referans
laboratuvara génderir. Orneklerin ve izolatlarin génderilmesinde
paketleme ve tasima kesinlikle biyolojik materyal tasima kurallarina
uygun olmahdir (12,13) (ayrica bkz. UMS GEN-OY-01 Enfeksiy6z
Maddelerin Tasinmasi Rehberi).

= Referans laboratuvar, izolatlarin dogrulamalarini yapar, molekdiler
tiplendirme yontemleri ile hastadan ve olasi kaynaktan elde edilen
B.anthracis izolatlarinin epidemiyolojik iliskisi olup olmadigini analiz
edebilir, bir salginla (biyoteror olayi ile) iliskileri olup olmadigini ortaya
koyabilir. Bu incelemeler halk saghgi énlemleri icin ilgili otoritelere yol
godsterici sonuglar Uretir.

4 Test sonuclarinin yorumu, raporlama, bildirim

» Klinik érneklerin (6zellikle deri lezyonunun) mikroskopik incelemesi
sonucu blyulk, gram pozitif, tek veya kisa zincirler yapmis comaklar
gbzlenmis ise hemen klinisyene “B. anthracis morfolojisi ile uyumlu
bakteriler gézlendi” seklinde rapor edilmelidir.

» Solunumsal sarbon siphesi ile gelen 6rneklerde mesleki maruziyet
dusinidlmuiyorsa, diger en yakin olasilik biyoterér oldugundan pozitif
mikroskopi bulgulari hemen il Halk Sagligi Midarligine de haber
verilmelidir (3).

» Kdlttrlerde Greme karakteristikleri, koloni morfolojileri, Gram boyama
ve diger tanimlayici testlerin (penisiline ve gamma fajina duyarhlik,
biyokimyasal testler, sporlanma ve kapsul indlksiyon testleri)
sonuclari B. anthracis ile uyumlu ise etken “Bacillus anthracis tredi”
seklinde rapor edilir.

5 Olasi sorunlar/kisithliklar

= B. anthracis Risk Grubu 3 mikroorganizmadir. Stdpheli bitin érnekler
en az BGD2 laboratuvar sartlarinda ve mutlaka biyoguvenlik kabini
icinde incelenmelidir. KaltUrlerde Bacillus spp uretilirse, ileri
tanimlamalara BGD3 laboratuvarda devam edilmelidir.

= B. anthracis izolatlarinin kesin tanimlanmasi icin laboratuvarin en az
BGD3 gereklerini karsiliyor olmasi gereklidir.

» B. anthracis sporlu bir bakteri olmasi, sporlarinin solunum yolu ile
alinabilmesi ve enfektif dozunun dustk olmasi nedeniyle ideal bir
biyoter6r ajanidir. Ayrica laboratuvar kaynakli enfeksiyon riski
yuksektir.

= Sarbon toksine bagl bir klinik tabloya sahip olmasi nedeni ile negatif
sonuglar hastalik olmadigini géstermez. Uygun klinik belirti ve
bulgularin varliginda, klinik 6rneklerden yapilmis boyali preparatlarda
kapsullt, dizgln gram pozitif basillerin gérilmesi sarbon tanisini
destekler.
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6 Referans Laboratuvar

Turkiye Halk Saghgi Kurumu,

Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari Daire Baskanligi

Ulusal Yiiksek Riskli Patojenler Referans Laboratuvari
(Bakteriyel Zoonozlar P3 Laboratuvari)

Sagdlk Mahallesi, Adnan Saygun Caddesi, No: 55, F Blok, Zemin kat
06100 - Sihhiye/ANKARA

Tel: 0312 565 5435 / 5562 Faks: 0312 565 5455
www.thsk.gov.tr

Ilgili diger UMS belgeleri

Bu prosedur belgesinde (Sarbonun Mikrobiyolojik Tanisi) gecen bazi hususlarda
daha ayrintili veya ilave bilgi icin asagida verilen UMS belgelerine basvurulabilir:

UMS, B-TP-03
UMS, B-TP-10
UMS, B-TP-04
UMS, B-TP-14

Gram Boyama

Katalaz Testi

Hareket Testi

Metilen Mavisi Boyama (Loeffler’in)

UMS, GEN-OY-01 Enfeksiydz maddelerin tasinmasi rehberi
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