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Ozet

Antraks stipheli, 26 sigir ve bir koyun olmak iizere toplam 27 olguda, karaciger ve dalaktan hazirlanan siirme
frotiler immunoperoksidaz metodu ile incelendi. Bu frotiler ayni zamanda mikrobiyolojik olarak da incelendi ve
doku 6rneklerinden mikrobiyolojik kiiltiirler hazirlandi. Elde edilen sonuglar karsilastirmali olarak degerlendirildi.
Hastaligin tamisinda immunoperoksidaz ve kiiltiir sonuglari birbiri ile uyumlu bulundu. Ayrica immunoperoksidaz
metodu uygulanan frotilerde makrofajlarda da pozitif reaksiyona rastlandi. Siirme frotilerde immunoperoksidaz
metodunun hastaligin tanisinda kullanilabilecegi ancak hastalik tamisinda bu yontemin giivenilirliginin arastirilmasi
amaciyla daha kapsamli calismalara ihtiyag duyuldugu sonucuna varildi.

Anahtar sozciikler: Antraks, Bacillus anthracis, hizli tani, immunoperoksidaz.

Immunohistochemical Investigations for the
Rapid Diagnosisof the Anthrax

Summary

A total of 27 anthrax suspected cases, 26 cattle and one sheep, were investigated. Frotis taken from liver and
spleen stained with immunoperoxidase staining method. These frotis were also investigated microbiologically.
Microbiological cultures were also prepared from tissue samples. Both results, microbiological culture and
immunoperoxidase, were compared. Concordant results were obtained in both of the methods. Furthermore, positive
reaction was present in immunoperoxidase stained frotis. Positive reaction in the macrophages was also present.
These results showed that immunoperoxidase staining method could be used efficiently for the rapid diagnosis of the
anthrax. However, it requires further detailed research for the determination of the efficiency of the method.
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GIRIS

Antraks, Bacillus anthracis’in yol agtigi zoonotik
bir hastaliktir'* Bacillus anthracis ¢omak sekilli spor
olusturan bir bakteridir**. Hastalik genellikle septise-
mik seyirlidir ve hastaligin bir siirtideki ilk gostergesi
ani olimlerin varligidir. Hastalik bulgulari gosteren
hayvanlar ¢cogunlukla birkac saat icinde oliir'**. Tiim
hayvanlar hastaliga degisen oranda duyarli olmakla
beraber ¢ogunlukla otcullarin bir hastaligidir, yirtici
kuglar ve siiriingenler ise direnglidir®’.

Antraks hastaliginin tani protokoliinde Giemsa ve
Gram boyama yontemleri ilk asamayi olusturmakta-
dir*". Ancak, kokusmanin etkisiyle fazlaca ortaya ¢ikan
antrakoidler taniy: giiclestirmekte ya da imkansiz hale
getirebilmektedir*. I¢ organlardaki tiim basiller 48 sa-
at icerisinde kokusmayla yikimlanmaktadir'®. Hastali-
gin hizla 6lime yol agmasi sebebiyle antraks siipheli
hayvanlar genellikle evde kesilmekte ve patolojik in-
celemelerin bu hayvanlardan getirilen i¢ organlardan
yapilmasi gerekmektedir. Buna karsin i¢ organlardan
hazirlanan siirme preparatlarda hastaligin hizli tanisi ol-
dukea gii¢, cogu zaman da miimkiin olmamaktadir, Bu
tiir olgularda mikrobiyolojik ekim sonuglari beklen-
mektedir. Mikrobiyolojik kiiltiiriin ge¢ sonug¢ vermesi
ya da kontaminasyonun primer etkenin izolasyonunu
zorlagtirmasi nedeniyle olasi bir antraks durumunda
alinmasi gereken tedbirler konusunda ¢ok geg kalinmug
olmaktadir. Ayrica, i¢ organlarda kokusmanin etkisiyle
vejetatif formdaki etkenler lmekte, bu da mikrobiyo-
lojik yonden hatali negatif olarak degerlendirilmekte-
dirx.l()'

Calismada, bolgemizde oldukca sik goriildiigii bil-
dirilen®* antraksin tanisinin siirme frotilerde immuno-
histokimyasal olarak daha hizli ve daha giivenilir bir
sekilde yapilip yapilamayacaginin arastirilmasi ve has-
tahgin tanisinda alternatif bir yontem olarak kullanila-
bilirliginin arastirilmasi amaglanmustir.

MATERYAL ve METOT

Calisma materyalini, Kafkas Universitesi, Veteri-
ner Fakiiltesi, Patoloji ve Mikrobiyoloji Anabilim
Dallari’na, 2002-2006 yillart arasinda getirilen ant-
raks siipheli 26 adet sigir ve bir adet koyuna ait ic
organlar olusturdu. Immunohistokimyasal inceleme-
ler icin siirme frotiler karaciger ve dalaktan alinan
doku kazintilarindan hazirlandi. Mikrobiyolojik ince-
lemeler i¢in siirme frotilerin yani sira doku drnekleri
de alindi. Avidin-biotin peroksidaz metodu immuno-

histokimyasal yontem olarak kullanildi. Immunohis-
tokimyasal boyamalar i¢in hazirlanan frotiler alkol
ile fikse edildi. Daha sonra rehidrasyona tabi tutuldu
ve endojen peroksit aktivitesi hidrojen peroksit’in
distile sudaki %3.5’luk cozeltisinde 20 dakika bek-
letilerek durduruldu. Ardindan, antijenik sitelerin
aciga cikmasi amact ile, frotiler sitrat buffer solusyo-
nuna alinarak (pH 6) mikrodalga firinda 600 watt'da
20 dakika siire ile isleme tabi tutuldu. Frotiler, PBS
ile lic defa yikandiktan sonra, %5’lik kegi serumun-
da 30 dakika siireyle inkube edildi. Ardindan,
PBS’de 1/100 oraninda sulandirilmis rabbit anti Ba-
cillus anthracis poliklonal antikorlart ile bir saat sii-
re ile oda isisinda inkube edildi. Bu agamada negatif
kontrol amaciyla birer 6rnek de yalnizca 1/100 ora-
ninda sulandirilmis normal tavsan serumu ile mu-
amele edildi. PBS ile ii¢ defa yikanan dokular bi-
otinlenmig goat anti rabbit immunoglobuni (1/300)
ile 60 dakika oda 1sisinda bekletildi. PBS ile yikama
islemini takiben peroksidaz baglanmis streptavidin
(1/300) ile 30 dakika siireyle inkiibe edildi. Renk or-
taya ¢ikarici substrat olarak, fosfatli buffer soliisyo-
nunda %0.035 oraninda hazirlanmis 3.3’-diamino-
benzidine tetrahydrochloride (DAB) soliisyonu fro-
tilere 3 dakika siireyle uygulandi. Frotiler, Haema-
toxylin ile 5 saniye siire ile boyand: ve 5 dakika sii-
reyle suda yikandi. Alkol ksilol serilerinden gecirilen
dokular kaplanarak 151k mikroskobunda degerlendi-
rildi. Pozitif kontrol amaciyla mikrobiyolojik ekim-
ler sonucunda pozitif oldugu kesinlesen dokulardan
hazirlanan frotiler ile mikrobiyolojik kiiltiirlerden
hazirlanan siirme frotiler ayni islemlere tabi tutula-
rak degerlendirildi.

Mikrobiyolojik olarak, siipheli érneklerden 6nce-
likle frotiler hazirlanarak Giemsa ve Gram boyama
yontemleri ile boyandi. Daha sonra, koyun kani (%7)
katilan agar (SBA)'a ekimleri yapildi ve 37°C’de bir
gece inkiibasyona birakildi. Bu kolonilerden hazirlanan
preparatlar Gram boyama yéntemi ile boyandi. Bu
asamadan sonra orneklere hareket ve penisiline duyar-
lilik testleri uygulandi.

Calisma sonunda enfekte materyal yakilarak imha
edildi. Kontamine materyaller bir atmosfer basing al-
tinda, 121°C otoklavda 15 dakika bekletilerek sterilize
edildi.

BULGULAR

Calisma materyalini olusturan antraks siipheli 6r-
neklerin mikrobiyolojik ve immunohistokimyasal in-



celemeleri sonucu elde edilen bulgular Tablo 1'de ay-
rintil olarak gosterildi.

Mikrobiyolojik olarak dokulardan hazirlan frotiler
Giemsa boyama yontemi ile incelendi. 27 olgunun
10’unda etrafinda ince bir hat seklinde kirmizi renkli
kapsiil bulunan basiller goriildii (Sekil la). Gram bo-
yamada ise 2-8 hiicreden olusan kisa zincirler seklin-
de, 1-2 x 4-7 mikrometre ebatlarinda, kenarlan Kkiit,
Gram pozitif comaklar dikkati ¢ekti.

immunoperoksidaz metodu uygulanan frotilerin
10'unda 1-6 adet hiicreden olusan, comak seklindeki
etkenlerin pozitif reaksiyon gosterdikleri dikkati ¢ekti
(Sekil 1b). Etkenlerin ozellikle dalaktan hazirlanan
frotilerde daha yogun oldugu goriildii. Etkenlerin i¢
kisminda daha yogun bir reaksiyon goriildii. Etkenle-
rin etrafinda, cogunlukla parlak, herhangi bir boyanma
géstermeyen, ince hat halinde bir kapsiil dikkati ¢ekti.
Frotilerde bulunan makrofajlarin bir kisminda kahve-
rengi ve kiigiik graniiller halinde pozitif reaksiyon go-
riildii.

Mikrobiyolojik olarak, kanli agarda, 24 saat siire
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ile 37°C de inkiibe edilen 6rneklerin 2-5 milimetre ¢a-
pinda koloniler olusturdugu goriilii. Diiz ya da hafif
disbiikey olan bu koloniler, buzlu cam goriiniimiinde,
kenarlari hafif ondulasyon gosteren daireler seklin-
deydi (Sekill ¢). Bu kolonilerin kenarlarindan ¢cogun-
lukla virgiil seklinde uzantilarin ¢ciktigi goriildi. Kiil-
tiirden hazirlanan frotilere yapilan Gram boyamada,
Gram pozitif, uzun sac gibi filament6z ve santral
sporlu, kenarlari kiit basiller goriildii (Sekil 1 d). Yari
kati besi yerinde ise etkenlerin hareketsiz oldugu ve
penisilin duyarlilik testinde de duyarl olduklari tespit
edildi.

Kiiltiirden hazirlanan frotilerin immunoperoksidaz
metoduyla incelenmesi sonucu uzun sa¢ gibi filamen-
toz etkenlerin oldukga belirgin pozitif reaksiyon ver-
dikleri dikkati ¢ekti (Sekil 1 e). Sporlanmig etkenler-
de ozellikle sporun marjinal kisimlarinda oldukca
kuvvetli pozitif reaksiyon goriildii. Negatif kontrol
amaci ile primer antikor yerine normal tavsan seru-
munun kullanildigi, doku ve kiiltiirden hazirlanan fro-
tilerde herhangi bir pozitif reaksiyona rastlanmadi.
Etkenlerin Haematoxylin ile hafifce boyandiklar go-
riildii (Sekil 1 f).

Tablo 1. Antraks siipheli 6rneklerin mikrobiyolojik ve immunohistokimyasal inceleme sonuglart.
Table 1. Immunohistochemical and microbiological results of the anthrax suspected cases.
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Sekil 1. a- Dalaktan hazirlanan frotide Bacillus anthracis’in (oklar) goriiniimii. Giemsa boyama, x650. b- Dalaktan hazirlanan frotide im-
munoperoksidaz pozitif Bacillus anthracis (oklar) etkenleri ve makrofajlarda (ok bagt) graniiler pozitif reaksiyon. ABC x650. ¢~ Bacillus
anthracis’in SBA'daki koloni morfolojisi. d- Bacillus anthracis’in SBA’da 24 saatlik kiiltiiriinden hazirlanan frotide sagak seklindeki go-
riiniimii. Bazilarinda santral sporlar (ok). Gram boyama x650. e- SBA’dan hazirlanan frotide Bacillus anthracis'in spor (oklar) ve vejetatif
(ok baglart) formlari. ABC x650. f- SBA’dan hazirlanan ve primer antikor yerine normal tavsan serumu ile muamele edilen frotide immu-
noperoksidaz negatif etkenler. ABC x650.

Figure 1. a- Bacillus anthracis (arrows) in a smear prepared from spleen. Giemsa stain, x630. b- Inmunoperoxidase positive reaction of
Bacillus anthracis (arrows) and granular type pozitive reaction in the macrophages (arrow head). Spleen. ABC x650. ¢- Coloni morpho-
logy type of Bacillus anthracis in the SBA. d- Eaves shaped appearence of Bacillus anthracis in the SBA culture after 24 hours. Central
spores are present in some bacteria (arrow). Gram stain x650. e- Smear of Bacillus anthracis prepared from SBA culture. Spor (arrows)
and vegetative forms (arrow heads) are visible. ABC x650. f- Smear of immunoperoxidase negative staining of the bacterium of which

primer antibody was replaced by normal rabbit serum. ABC x650.

TARTISMA ve SONUC

Antraks, Gram pozitif ve sporlu bir etken olan Bacil-
lus anthracis tarafindan olusturulan, akut seyirli, septise-
mik bir hastaliktir'*'*"* Otgullar ve insanlar icin olduk¢a
patojen olan mikroorganizmaya bazi hayvan tiirleri di-
renclidir™?, Hastaliktan 6len hayvanlarda, vejetatif form-
da bulunan etkenler oksijenle temasta spor seklini alirlar.
Hastaligin son déneminde biitiin dogal salgilarda ve pa-
tolojik eksudatlarda bol miktarda etken bulunur ve bu
etkenler sporlanarak dogada yillarca canli kalabilir*', Si-
gir ve koyunlardaki enfeksiyonun kontamine su ve yem-

lerle sekillendigi kabul edilir**. Erken tani, ¢evrenin
hasta ve dlen hayvanlardan kaynaklanan kontaminasyo-
nunun Oniine ge¢ilmesi bakimindan hayati 6nem tasi-
makla beraber oldukca giictiir'. Hastaligin klinik bulgu-
lar1 pek cok septisemik hastalikla benzerlik tagimaktadir.
Marazi maddelerden hazirlanan frotiler Gram ve Giemsa
boyama yontemleri ile boyanarak incelenir**°. Bu froti-
lerde, 1-5 etkenden olusan, Gram pozitif (Gram boya-
ma) ve kapsiillii (Giemsa), biiyiik comakgiklarin goriil-
mesi hastaliktan siiphe ettirmek ile beraber kesin tani
icin yeterli degildir". Ayrica, hizla ¢cogalan antrakoidler
ve vejetatif formdaki etkenlerin kokusmayla yikimlan-



masi ayirict taniy1 imkansiz hale getirebilmektedir' . Ant-
raks siipheli hayvanlar genellikle oliimlerin ani ortaya
cikmasi sebebiyle evde kesilmekte ve bu hayvanlardan
getirilen i¢ organlardan patolojik incelemelerin yapilma-
s1 istenmektedir. Fakat antraks siipheli hayvanlarin or-
ganlarn patolojik incelenmesi sakincalidir. Mikrobiyolo-
jik ekimlerin ise hizli sonu¢ vermemesi olasi bir antraks
durumunda alinmasi gereken tedbirler konusunda gec
kalinmasina neden olmaktadir. Antraksin serolojik tani-
sinda etkenin toksinlerine spesifik mikrohemagliitinas-
yon testi kullanilmaktadir**. Ancak, bu testlerin yapilabil-
mesi olduk¢a zaman alict ve ancak belirli merkezlerde
yapilabilmektedir. Calismada, karaciger ve dalaktan ha-
zirlanan frotilerin immunoperoksidaz metoduyla ince-
lenmesi sonucu antraks basillerinin oldukca belirgin po-
zitif reaksiyon gosterdigi goriildii. Bu yontemde, 6rnek-
ler doku yiiriitmede oldugu gibi, rutin patolojik takipten
gecirilmedigi icin zaman kaybi olmaksizin direkt tespit-
rehidrasyon ve immunoperoksidaz sirasi takip edilerek
birkag saat gibi oldukca kisa bir siirede yiiksek giiveni-
lirlikli bir taniya ulagmak miimkiin olmaktadir.

Marazi maddelerden hazirlanan siirme frotilerde et-
kenlerin goriilmemesi, antraksin klasik tanisinin ilk basa-
magini olugturan bakteriyoskopinin en 6nemli dezavan-
tajlarindan birisidir'”. Buna karsin yapilan ¢alismada do-
kulardan hazirlanan frotilerde, yalnizca etkenlerde degil
ayni zamanda makrofajlardaki antijenik yapilarin da po-
zitif reaksiyon gosterdigi goriildii. Bu durum, immuno-
peroksidaz metodunun, etkenlerin frotilerde bulun-
mamasi halinde bile, hastaligin tanisinda etkili
olabilecegini gostermektedir. Calismada 27 adet antraks
stipheli hayvanin karaciger ve dalagindan hazirlanan siir-
me frotilerde immunohistokimyasal boyamalar yapilmis
ve sonug¢ olarak bunlarin 10'unda pozitif reaksiyon
goriildii. Bu verilerin ve bakteriyolojik kiiltiir sonug-
larinin paralellik tasidig1 goriildii. Bu verilerin 1s18inda
antraksin hizli tanisinda immunohistokimyasal yontem-
lerin de etkili olarak kullanilabilecegi sonucuna varildi.
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Calismada, antraksin tanisinin siirme frotilerde im-
munohistokimyasal olarak daha hizli bir sekilde
yapilabilecegi sonucuna variimakla beraber, ortaya
cikan verilerin giivenilirliginin arastirllmast amaci ile
daha kapsamli calismalarin yapilmasinin gerekli ol-
dugu sonucuna varildi.
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