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Oz

Sap hastaliginin (FMD) morbiditesinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle salginlarin dniine gegilebilmesi
ve kayiplarin azaltilmasinda hizli teshis, 6zellikle hastaligin ilk ¢ikisinda son derece 6nemlidir. Bu nedenle
calismada, sap hastaliginin miyokarditis formu sonucu 6len 2 adet kuzuda kalp ve hastaligin teshisine katki
saglamasi amaciyla makroskobik bir lezyon olmamasina ragmen dilden de 6rnekler alinmis ve histopatolojik
metotlarla incelenmistir.

Bu maksatla Sap Enstitiisii (Tirkiye) tarafindan FMDYV serotip A Nepal-84 susu enfeksiyonundan
oldiigii belirlenen 2 adet kuzuda go6zlenen makroskobik bulgular kaydedilerek, histopatolojik ve
immunohistokimyasal (IHC) yontemlerle incelendi. Kalp kasinda makroskobik ve mikroskobik olarak sap
hastaligina isaret patolojik lezyonlar gozlendi. IHC boyamalarda da makrofajlar ve miyositlerde FMDV
serotip A Nepal-84 (G-VII) yoniinden antijen pozitiflik belirlendi. Dilde ise histopatolojik olarak stratum
spinozum hiicrelerinde vezikiil olusumunun baslangicina isaret eden belirgin bir hidropik dejenerasyon
gozlendi. Bu bulgular sap hastaligimin histopatolojik teshisinde miyokarditis bulgularina énemli derecede
destek saglayacak bulgulardir. Boylece miyokarditis formuna ilgili 6liimlerde her ne kadar makroskobik
diizeyde vezikiil olusumu gozlenmiyorsa da histopatolojik incelemeler i¢in dilden de drnek alinmasinin teshis
icin katkili olacagi anlastlmistr.

Anahtar Kelimeler: Histopatoloji, immunohistokimya, sap hastalig1.

The Pathologic Findings in Heart and Tongue in Two Lambs Died from Myocardial
Form of Foot and Mouth Disease

Abstract

Rapid diagnosis is crucial to prevent and control outbreaks, especially at the first appearance of the
disease, due to the high morbidity of foot-and-mouth disease (FMD). In this study, samples from two lambs
which were determined to have died due to myocarditis form of FMD, and to contribute to the diagnosis of
the disease their tongues without macroscopic lesions were investigated by histopathological methods.

For this purpose, macroscopic findings were recorded from two lambs which were determined to have
died due to FMDV serotype A Nepal-84 strain infection by the Sap Institute (Turkey). Also, samples from
two lambs were examined by histological and immunohistochemical (IHC) methods. Macroscopic and
microscopic lesions that signs of foot-and-mouth disease were observed in the heart. By IHC staining,
macrophages and monocytes were evaluated as antigen positive for FMDV serotype Nepal-84 (G-VII).
Histopathologically, significant hydropic degeneration was observed in the stratum spinosum cells of tongue
indicating the onset of vesicle formation. These findings are important findings in the histopathological
diagnosis of FMD that will provide important support for myocarditis findings. Thus, although vesicle
formation is not observed at the macroscopic level in the deaths related to the myocarditis form, it has been
understood that taking the sample for the histopathological examinations will contribute to the diagnosis.
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Giris

Sap hastalig1 (foot and mouth disease: FMD) iilkeler aras1 canli hayvan ve hayvansal
iirlin ticaretini olumsuz yonde etkileyen, biiylik ekonomik kayiplara neden olan, evcil ve
vahsi ruminantlarin akut ve ¢ok bulasici viral bir hastaligidir (Terpstra, 1972; Dinter ve
Morein, 1990). Sap virilisii Picornaviridae ailesinden bir Aphtovirus 'tiir. Virusiin A, O, C,
SAT1, SAT2, SAT3 ve Asia-1 olmak {izere 7 adet farkli serotipi ve her serotipin ¢ok
sayida topotip/genotipi vardir (Mann ve Sellers, 1990). Etken pH 7-9 arasinda stabil
olmakla birlikte en dayanikli oldugu pH degerleri 7.4-7.6 arasidir (Sobrino ve ark., 1986;
Steinhauer ve Holland, 1987; Aftosa, 2007). Diinya iizerinde en yaygin olanlar1 A ve O
tipleridir. C tipi ise Hindistan ile sinirlidir. Asia-1 genelde giiney Asya’da, SAT serotipleri
(SATI1, SAT2 ve SAT3) ise Afrika’da bulunmaktadir (Knowles ve Samuel, 2003).

Enfekte ve duyarli hayvanlar arasinda en yaygin bulagsma sekli aerosol ve dogrudan
temas ile bulasmadir (Donaldson ve ark., 1987). Virus enfekte hayvan hareketleri,
kontamine hayvan fiiriinleri ve ekipmanlarin nakli, yetistirici ziyaretleri ve riizgar gibi
cesitli durumlarla kolaylikla yayilir. Hastaligin ¢ok bulasict olmasi nedeniyle genis hayvan
popiilasyonlar: etkilenir. Siit veriminde azalma, hayvanlarin gelismesinde gerileme, gebe
hayvanlarda yavru atma, geng hayvanlarda ani 6liimler goriiliir (Lubroth, 2002). Hayvan ve
hayvansal {riinlerin ticaretinin engellenmesi, uluslararasi ticarette Onemli ekonomik
kayiplara neden olmaktadir (Dukpa ve ark., 2011). Sap hastaligindan etkilenen hayvanlar
solunum, deri, sekret ve ekskretleri ile virilis sagarlar. Bu durum epidemiyolojik yonden
onemlidir (Dinter ve Morein, 1990; Dekker ve ark., 1997).

Virilis nazofaringeal dokularda ve yumusak damakta ¢ogalarak viremiye neden olur
ve kan yoluyla agiz boslugu, 6zellikle de dil, interdigital bolge ve meme dokusu basta
olmak iizere bir¢cok doku ve organa yerleserek hastaligin en 6nemli klinik belirtisi olan
vezikiil olusumuna neden olur (Donaldson ve ark., 1987; Woodbury ve ark., 1995;
Monaghan ve ark., 2005; Windsor ve ark., 2011). Sap hastalig1 virusii replikasyonu kalpte
yiiksek seviyelerde gergeklesmekte ve viremi doneminde gen¢ ve duyarli hayvanlarda
virilis kalp kasinda ve iskelet kasinda dejenerasyon ve nekrozlara neden olarak ani 6liimler
goriilmektedir (Gulbahar ve ark., 2007). Miyokarditis formu viremi doneminde ve
perakut/akut seyirli oldugundan genellikle vezikiil olusumu sekillenmeden Oliimler
goriilmektedir (Lubroth, 2002). Viremi doneminde virusiin etkisi ile Str. spinozum
hiicreleri siser ve sitoplazmalari eozinofilik bir hal alir ve bu hiicrelerin akontolizisi sonucu
mikroskobik vezikiiller, bunlarin birlesmesi ile makroskobik vezikiiller olusur (Kitching ve
Alexandersen, 2002).

Sap hastaliginda morbitide oran1 %100’e kadar varabilir. Mortalite ise yetiskin
hayvanlarda %1 veya %2 gibi diisilk olmasina karsin, gen¢ hayvanlar ile hastaliktan ari
bolge hayvanlar hastaliga daha duyarli olduklarindan %20’nin iizerindedir (Radostits,
1994; Lubroth, 2002; Aftosa, 2007). Geng ve duyarli hayvanlarda miyokarditise ilgili
olusan Oliimlerde miyokartta, ozellikle sol ventrikiiliis ile muskulus papillarislerde
hiperemi ile gevrili solgun ve nekrotik odaklar goriilir (Milli, 2000; Alexandersen ve ark.,
2003). Bu degisiklik sap hastaliginin miyokardiyal formuna ilgili 6liimlerde patognomik
bir bulgudur (Aftosa, 2007; Cift¢i ve ark., 2015). Ayrica nekropside kanda pihtilagsma
bozukluklari, akcigerde hiperemi, 6dem, trake ve bronslar igerisinde kopiklii bir sivi,
karaciger ve bobrekte hiperemi goriiliir (Alexandersen ve ark., 2003).
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Materyal ve Metot

Calisma materyalini, Konya Veteriner Kontrol Enstitlisii Miidiirliigli’ne sap hastaligi
stiphesi ile getirilen ve Sap Enstitiisii Midiirliigii’'nce FMDV serotip A NEPAL-84 (G-VII)
susu tespit edilen, 2 adet kuzu olusturdu. Olii olarak getirilen kuzularm sistematik
nekropsileri yapilarak go6zlenen makroskobik bulgular kaydedilerek, kalp ve dilden
ornekler alindi. Alinan doku 6rnekleri %10°luk tamponlu formaldehit soliisyonunda tespit
edilip, alkol ve ksilol serilerinden gecirilerek parafinde bloktandi. Parafin doku
bloklarimdan mikrotom (Leica RM2245) ile 4um kalinliginda alinan kesitler Hematoksilen-
Eosin (H-E) yontemi ile boyanarak 1sik mikroskobunda (Olympus BX51, Tokyo, Japan)
incelendi. Karakteristik makroskobik ve mikroskobik bulgulardan fotograflar cekilerek
dijital ortama aktarildi (Olympus DP12, Microscopic Digital Camera Systems, Tokyo,
Japonya).

Immunohistokimyasal incelemeler

Sap hastaligt virusiiniin (FMDV) immiinohistokimyasal olarak dogrulanmasi
amaciyla, kalp dokusundan polysine lamlara 4um kalinliginda kesitler alindi. Alinan
kesitler, 15 dk. 60 °C’lik etiivde kurutuldu. immiinohistokimyasal boyama ultra view
universal DAB detection kit (DAB Inhibitor %3 H202, HRP Multimer <50 pg/mL, DAB
Chromogen %0.2 DAB, DAB H:0; %0.04 H202, DAB Copper CuSO4 5¢/L), Hemotoylin
25 mL (<%48), Bluing Reagent 25 ml (0.1M Li>COs, 0.5M Na>CO3), EZ Prep, LCS, SSC,
Reaction Buffer, CC1, CC2 soliisyonlar1 kullanilarak, Ventana Benchmark® XT cihaz ile
otomatik olarak yapildi. Sap Enstitiisi Midiirligi’nden (Ankara, Tiirkiye) temin edilen
primer (anti-rabbit Nepal-84 poliklonal antikor) 1/350 oraninda sulandirilarak uygulandi.
Boyamada kullanilan negatif kontroller de primer antikor yerine normal Antibody Diluent
kullanilarak ayni1 prosediire gore boyandi.

Kesitler dereceli alkol serilerinden %76, %80, %96 ve ksilolde 5 dakika bekletilerek
kimyasallardan temizlendi. Lam iizerlerine otomatik kapatma cihazi (Leica CV5030) ile
lameller yapistirildi. Boyanan tiim kesitler 151k mikroskobunda degerlendirildi.

Bulgular

Makroskobik olarak olgularin, kalp ve dilleri ayrintili olarak incelendi. Olgulara ait
en belirgin makroskobik bulgular kalpte gozlendi. Sol ventrikuslarda daha yaygin ve
belirgin olmak tiizere epikartta, miyokarta ve muskulus papillarislerde etrafi hiperemik bir
cizgi ile ¢evrili degisik biiyiikliikte solgun alanlar dikkati ¢ekti (Sekil 1). Hem sol ve hem
de sag ventrikiiler boslugu dolduran kan pihtis1 goriildii. Dilde makroskobik bir lezyon
goriilmedi. Akcigerlerin hiperemik, daha agir ve voliimiindz oldugu, trake ve bronslar
icerisinden kopiiklii bir sivinin geldigi, karaciger ve bobreklerde ise belirgin bir konjesyon
goriildi.
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Sekil 1. Epikartta boz beyaz odaklar (Kaplan postu goriiniimii). Kuzu.

Mikroskobik olarak kalp kasinin incelemelerinde, damarlarda belirgin bir hiperemi,
miyositlerde yaygin olarak gozlenen hiyalin dejenerasyonu ve nekrozlar ile genelde
makrofaj, lenfosit ve plazma hiicrelerinden olusan mononiiklear hiicre infiltrasyonu

(MNH) vyer yer kanamalar ile beliren non-purulent interstisyel bir miyokarditis
belirlenmistir (Sekil 2, 3).

idd

Sekil 2. Lenfohistiyositer miyokarditis. Yaygin MNH infiltrasyonlar1 (sar1 ok) ve miyositlerde
nekroz (kirmizi ok). Kalp. H-E. x100.
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Sekil 3. Lenfohistiyositer miyokarditis. Damarlarda hiperemi (siyah ok), miyositlerde hiyalin
dejenerasyonu (kirmizi ok), MNH infiltrasyonu (¢ember). Kalp, H-E. x400.

Mikroskobik olarak dilde ise her iki olguda da bazi alanlarda epidermisin kalinlastig
ve kalinlagma gozlenen bu alanlarda stratum spinosum hiicrelerinde hidropik dejenerasyon
ile belirgin vakuol olusumlar tespit edilmis, mikrovezikiil olusumlar1 belirlenememistir
(Sekil 4-5). Ayrica hem dermiste ve hem de epidermiste yangisal bir hiicresel reaksiyona
da rastlanmamustir.

Sekil 4. Stratum spinozum hiicrelerinde hidropik dejenerasyon (oklar). Dil. H-E x400.
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Sekil 5. Stratum spinozum hiicrelerinde hidropik dejenerasyon (ok). Dil. H-E x400.

Immunohistokimyasal Bulgular

Sap Enstitiisit Miidiirliigii tarafindan FMDYV serotip A Nepal-84 (G-VII) susu pozitif
olarak degerlendirilen 2 adet olguya ait kalp dokusunun immunohistokimyasal
boyamalarinin mikroskobik incelemelerinde; yogun olarak makrofajlar ve miyositler ile
epikardiyal hiicrelerin ¢ekirdek ve sitoplazmalarinda antijen pozitifligi ifade eden
kahverengimsi, kiigiik graniiller tespit edilmistir (Sekil 6). Boylece olgularda, FMDV
serotip A Nepal-84 (G-VII) i¢in IHC boyama sonuglari pozitif olarak degerlendirildi.

Sekil 6. intersitisyumda MNH sitopldzmasinda antijen pozitif boyanma (oklar). Kalp. DAB.x1000.
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Tartisma ve Sonug¢

Sap hastalig1 ¢ok hizli yayilan ve iilke sinirlarini agabilen, viral bir enfeksiyon oldugu
icin ruminantlarda biiyliik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Ayrica hastalikla
miicadele i¢in uygulanan asilama c¢alismalari iilkeler i¢in 6nemli bir ekonomik maliyet
olusturmaktadir. Hastalikla miicadelenin ve ekonomik kayiplarin asgariye indirilmesinde
kritik agama, hastaligin hizli teshis edilerek koruyucu tedbirlerin alinmasidir.

FMDV serotip A Nepal-84 iilkemizde ilk defa Eylil 2015 yilinda Van ilinde
goriilmiis olup, genel as1 uygulamalarinda FMDV serotip A Nepal-84 susu iceren asi
kullanilmadigindan geng¢ ve duyarli hayvanlarda, 6zellikle kuzu ve oglaklarda ani 6liimlere
neden olmustur. Ulkemizde 2016 yili Ocak-Ekim aylar1 arasinda hizla yapilan asilama ve
karantina tedbirleri ile 2016 yilinin ikinci yarisindan itibaren pozitif (Nepal-84) vakalar
gorilmemistir. Bu durum as1 uygulamalarindan olumlu sonuglarin alindigina isaret
etmektedir. Sap hastaligr salginlarinda klinik belirtiler olusmadan sekillenen miyokarditis
formuna iligkin 6liimlerde hastaligin erken teshis edilebilmesi, hastaliga kars1 tedbirlerin
hizla alinarak, salginlarin oniine gecilmesi ve kayiplarin azaltilmasinda oldukca 6nemlidir
(Sobrino ve ark., 1986). Bu nedenle yapilan ¢alisma hastaligin erken teshisine katki
saglamak amaciyla planlanmis ve 6nemli veriler elde edilmistir.

Olii olarak getirilen 2 olgunun agiz boslugu ve ayaklarinda sap hastaliginin en
onemli makroskobik bulgusu olan vezikiill olusumunun gozlenmemis olmasi, diger
aragtiricilar (Lubroth, 2002; Bayraktar, 2014) tarafindan kaydedildigi gibi FMD’nin
miyokarditis formuna iliskin Sliimlerin vezikiil sekillenmeden gerceklestigini ifade eden
bulgulardir. FMD’nin miyokarditis formuna ilgili 6liimlerde makroskobik karakteristik
lezyon olan kalp kasinda solgun alanlar ve nekroz ile mikroskobik olarak da nonpurulent
bir miyokarditisi ifade eden hiperemi, hiyalin dejenerasyonu, zenker nekrozu ve
mononiikleer hiicre infiltrasyonlarmnin belirlenmis olmasi, dliimlerin akut seyirli bir sap
hastaligina iligkin gelisen miyokarditis sonucu olduguna isaret etmektedir (Lubroth, 2002).
Ayrica her iki olgunun kalplerinden alinan kesitlerin IHC boyamalarin da FMDYV serotip A
Nepal-84 susuna ilgili bir enfeksiyon varliginin ortaya konmus olmasi da o6liimlerin sap
hastaligindan ileri geldigini gosteren bulgulardir.

Sap hastaliginin miyokarditis formu perakut seyirli oldugundan genellikle
nekropsilerde makroskobik olarak vezikiil olusumlarina rastlaniimadigindan, agiz boslugu
ve interdigital bolge gibi sap hastaliginin karakteristik lezyonlarmin goriildiigii dokulardan
teshis i¢in Ornekler alinmamaktadir. Bu c¢alismada her iki olgunun dilinden alinan
orneklerde Str. Spinozum hiicrelerinde belirgin olarak gdzlenen hidropik dejenerasyonlar
vezikiil olusumunun baglangicina isaret eden Onemli bir bulgu niteligindedir. Viremi
doneminde kalp kasinda olusan lezyonlar 6liime neden oluyorsa da, viriisiin affinite
gosterdigi diger dokularda da lezyon olusumunun basladig1 anlasilmaktadir. Bu bulgular
sap hastaliginin histopatolojik teshisinde miyokarditis bulgularina énemli derecede katki
saglayacaktir. Boylece miyokarditis formuna ilgili 6limlerde makroskobik diizeyde
vezikiil veya erozyon olusumu gozlenmiyorsa da gerek agiz boslugundan ve gerekse
interdigital bolgeden 6rnekler alinmalidir.
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