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Universita degli Studi di Milano (Italia) - Istituto di Anatomia patologica veterinaria e Patologia aviare

Alterazioni polmonari della Pleuropolmonite
Contagiosa Bovina (PPCB) in fase esordiente.
Aspetti istologici ed immunoistochimici

G.Cammarata, V. Grieco, G. Mandelli

Riassunto

Vengono descritte lesioni polmonari recenti rile-
vate alla macellazione di bovini colpiti da infezio-
ne da Mycoplasma myycoides nel periodo
1990-1993 in Nord Italia. In base a numerosi esa-
mi istologici e ad indagini immunoistochimiche
volte a dimostrare I’antigene si ¢ potuto stabilire
che:

- le lesioni piu precoci della PPCB appaiono co-
stituite da focolai di bronchiolo-alveolite des-
quamativa; ~

- la maggior concentrazione dell’antigene ¢ rile-
vabile nell’essudato alveolare e nel c1top1asma

~ dei macrofagi alveolari desquamati. .

Per mezzo dei risultati ottenuti sembra di poter ~

_ escludere che la PPCB esordisca con lesioni in-

terstiziali come sostenuto da alcuni Autori. Si av—_ .
valora, invece, I'ipotesi formulata all'inizio del se-
colo di una polmonite da M. mycoides esordiente
con una bronchiolo-alveolite sierocellulare. Il si-
gnificato di detti reperti € sicuramente importan-
te ai fini di una corretta interpretazione della pa-
togenesi della malattia.

Parole chiave: Pleuropolmonite Contagiosa
Bovina — lesioni esordienti — immunoisto-
chimica

Introduzione

Nell’'autunno 1990, nella Pianura Padana e specialmente
in provincia di Bergamo, si sono manifestati alcuni foco-
lai di Pleuropolmonite Contagiosa Bovina (PPCB), malat-
tia assente in Italia da oltre 90 anni, essendosi osservati
gli ultimi precedenti focolai nell’ormai lontano 1899.

Di fronte alla ricomparsa dei suddetti nuovi focolai di
infezione, furono adottati severi provvedimenti sanitari
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Pulmonary lesions in the early phééé,ot* .
contagious bovine pleuropneumonia (CBPP).
Histological and immunocytochemical findings

Recent pulmonary lesions at slaughter in bovines
affected by Mycoplasma mycoides during the
years 1990-1993 in Northern Italy are reported.
Several histologic and immunocytochemical ex-
aminations showed that:
- the earliest lesions of CBPP are foci of desqua-
mative bronchiolo-alveolitis,
- the highest concentration of the antigen is
. found in the cytoplasm of desquamated a.lve- ~
olar macrophages. ;
‘From our results, we can exclude that CBPP be— .
‘glns with interstitial lesions as some authors .
~have hypothesized. On the contrary, the hypothe- .
sis, formulated at the beginning of the century,
that CBPP begins with a desquamative bronchm- ;
lo-alveolitis seems to be more convincing. Our
results give some help to construct a correct
pathogenesis of the disease.

Key words: contagious bovine pleuropneu-
 monia — earliest lesions — immunocyto-
chemical examinations

consistenti nell’abbattimento di tutti i bovini presenti
negli allevamenti ove fossero risultati uno o pit animali
sieropositivi nei confronti di Mycoplasma mycoides.Du-
rante la campagna di circoscrizione e risanamento delle
zone colpite dalla malattia, nel triennio 1990-1993, furo-
no complessivamente macellati 17 253 capi bovini ap-
partenenti a circa 55 allevamenti risultati infetti. In 5
stalle,a distanza di circa 2 anni dal primo abbattimento, si
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verificarono episodi di ricomparsa della PPCB.Proprio in
questi casi,in occasione di un secondo tempestivo turno
di abbattimenti, fu possibile osservare, nei polmoni di
bovini macellati,anche in quelli sierologicamente negati-
vi, lesioni polmonari recenti, di modesta entita e non
sempre caratteristiche, che sono state sottoposte ad ap-
profondite indagini onde verificare se potessero identifi-
carsi con alterazioni iniziali della Pleuropolmonite Con-
tagiosa Bovina. Infatti, i tentativi di riprodurre sperimen-
talemente la PPCB non hanno dato finora esiti soddisfa-
centi (Mendes, 1959;Lloyd et al.,1971;Belli et al., 1990) e
sussistono a tutt’oggi alcune differenze di opinioni tra gli
Studiosi che si sono occupati della malattia, specialmen-
te per quanto concerne le prime fasi evolutive delle le-
sioni.Infatti, mentre alcuni ritengono che la PPCB esordi-
ca come una broncopolmonite sierocellulare (Yeo, 1878;
Woodhead, 1888; Ziegler 1921; Nieberle, 1924; Seifried,
1934), altri Autori, sia del secolo scorso (Weber, 1854;
Siissdorf, 1879) che di epoca relativamente piu recente
(Orue et al., 1961 a, e, b; Provost, 1969; Provost et al.,
1987; Nunes Petisca et al., 1988, e, 1990), sostengono
I'ipotesi di un primo interessamento dei vasi linfatici e
del tessuto interstiziale del polmone.

Nel tentativo di fornire ulteriori elementi di valutazione
sulla morfopatogenesi delle lesioni iniziali della PPCB, il
materiale resosi disponibile nei recenti episodi di infe-
zione verificatisi nel nostro Paese ¢ stato esaminato sia
istologicamente che con metodi immunoistiochimici
con il preciso intento di individuare quali lesioni potes-
sero riferirsi all’azione immediata e diretta di Mycoplas-
ma mycoides.

Materiali e metodi

Per la presente ricerca, alla macellazione dei bovini di
una stalla dove il controllo sierologico e le indagini batte-
riologiche avevano evidenziato una recidiva dell’infezio-
ne da PPCB e dove, pertanto, I’eventualita di lesioni pol-
monari recenti da PPCB poteva ritenersi piu probabile,
sono stati selezionati polmoni con focolai di flogosi di
limitata estensione (sub-lobulari, lobulari o coinvolgenti
pochi lobuli). I lobuli colpiti presentavano un colore da
rosso a rosso-grigiastro e consistenza soda, i setti interlo-
bulari apparivano solo in alcuni casi modicamente dilata-
ti da un contenuto gelatinoso giallastro chiaro,non erano
rilevabili significative alterazioni pleuriche (Fig. 1 e 2).
L'aspetto dei linfonodi polmonari, peribronchiali € me-
diastinici, era del tutto nella norma. Da tali focolai sono
stati prelevati piu campioni da ognuno dei quali, dopo
fissazione in formalina tamponata al 10% ed inclusione in
paraffina, sono state ottenute almeno 3 sezioni di 5 p di
spessore. Dette sezioni sono state colorate sia con Ema-
tossilina-Eosina che con il metodo immunoistochimico
avidina-biotina-perossidasi (ABC) (Hsu et al., 1981) im-
piegando un siero policlonale diretto specificamente
contro Mycoplasma mycoides, prodotto in coniglio,
gentilmente fornito dal Laboratorio de Investigacao Na-
cional,Lisbona, e gia utilizzato con risultati soddisfacenti
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Fig. 1 — Focolaio polmonare subpleurico con lesioni
minime da PPCB in fase esordiente. La flogosi

e limitata a due lobuli circondati da setti lievemente
dilatati. Tra i lobuli adiacenti, uno appare
edematoso, gli altri indenni.

da Ferronha et al. (1988;1990) e Scanziani et al. (1991).A
scopo di controllo corrispondenti sezioni seriate sono
state immunoistochimicamente colorate con un siero
policlonale diretto contro Mycoplasma bovis.

Fig.2 — Lesioni minime da PPCB un poco piit
avanzate rispetto a quelle della fig. 1. La flogosi
polmonare é limitata a pochi lobuli circondati
da setti lievemente inspessiti e da parenchima
polmonare apparentemente indenne.
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Risultati

Condensando i rilievi effettuati su numerosi campioni,
istologicamente, nelle sezioni di polmone colorate con
Ematossilina-Eosina, si potevano evidenziare pressoche
costantemente lobuli od anche aree sublobulari com-
prendenti alveoli occupati da un essudato sierocellulare.
Piu precisamente, in alcuni alveoli 'essudato era preva-
lentemente cellulare,in altri sieroso,in altri ancora misto.
I setti apparivano iperemici od ischemici. La componen-
te cellulare dell’essudato era costituita da elementi al-
quanto polidimensionali con citoplasma eosinofilo rela-
tivamente ampio, spesso d’aspetto schiumoso, talvolta
evidentemente vacuolizzato e con nuclei tondeggianti
od ovali, tendenzialmente vescicolosi ed a cromatina pe-
riferica, in parte picnotici o in cariolisi. Tali elementi
erano sostanzialmente identificabili come macrofagi al-
veolari. Tra gli elementi alveolari desquamanti erano ta-
lora rilevabili leucociti polimorfonucleati.

La componente fluida dell’essudato appariva omogenea,
amorfa o finemente granulare, da debolmente a intensa-
mente eosinofila (Fig. 2 e 3).

I setti interlobulari erano per lo piu dilatati da vasi linfati-
ci ectasici contenenti linfa stagnante e lassi stampi di
fibrina. Negli spazi interlobulari si rinvenivano, inoltre,
sparsi focolai di infiltrazione mononucleare, perivasale,
evolventi a focolai di organizzazione gia ampiamente
descritti in letteratura. Frequente era il reperto di recenti
trombi artero-venosi e di perivasculiti linfoistiocitarie
concomitanti ad ectasie delle guaine linfatiche perivasali.
Alcune zone erano caratterizzate da aspetti di recente
necrosi apparentemente ischemica.

Fig. 3 — Reperti di polmonite desquamativa,
siero-cellulare e, in parte, anche fibrinosa in un
8ruppo di alveoli. Gli elementi cellulari sono, in gran
Darte, macrofagi alveolari con nucleo picnotico
(PPCB in Jfase di esordio). Ematossilina-Eosina, 312 X.
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Fig. 4 — Piccolo bronco nel contesto di un focolaio

di polmonite desquamativa. Lume bronchiale zaffato
di catarro comprendente numerosi elementi
mononucleari ed alcuni neutrofili. Epitelio
bronchiale integro. Modestissimo infiltrato
infiammatorio peribronchiale (PPCB in evoluzione
lievemente pin avanzata rispetto alle figg.3 e 5).
Ematossilina-Eosina, 312 X.

Il tessuto linfatico bronco-associato (BALT) presentava
modesti e disuniformi reperti di iperplasia.

L'epitelio bronchiale era solitamente ben conservato, ma
i lumi apparivano occupati da abbondante detrito cellu-
lare, misto a fibrina ed a muco, mentre assai lievi ed
incostanti erano i reperti flogistici peribronchiali (Fig. 4).
Nei casi considerati piu recenti, la flogosi sierocellulare
era gia ben evidente mentre le lesioni interstiziali, de-
scritte nella fase acuta della malattia (edema, stasi linfa-
tica, infiltrati mononucleari), erano ancora assai lievi.
Nelle corrispondenti sezioni seriate, colorate con meto-
do immunoistochimico, I'espressione piu intensa di
antigene riferibile a M. mycoides ¢ stata osservata negli
alveoli sede di polmonite desquamativa.La componente
fluida dell’essudato, nella stessa sede, presentava reperti
variabili nel senso che I'antigene riferibile a M. mycoides
non era presente in tutti gli alveoli colpiti e, quando era
invece osservabile, manifestava una positivita da debole
o assente fino a molto intensa, potendo in tal caso appari-
re anche in forma finemente granulare. Alcuni alveoli,
occupati da essudato intensamente positivo,apparivano
talvolta circondati da alveoli a positivita piu lieve od as-
sente.Anche in alveoli contenenti piu raramente essuda-
to fibrinoso, quest’ultimo appariva a volte positivo,a vol-
te assolutamente negativo. Reperti di netta positivita
erano, soprattutto, osservabili nella componente cellu-
lare dell’essudato dove la maggiore espressione dell’anti-
gene ricercato si manifestava nei macrofagi alveolari pit
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el ; e,

Fig. 5 — Immuno perossidasi per M. mycoides.
Focolaio di polmonite sierodesquamativa. Intensa
positivita di macrofagi alveolari molti dei quali
Jortemente vacuolizzati (PPCB in fase di esordio).
312X

Fig.6 — Immunopérossidasi per M. mycoides. Piccolo
bronco con epitelio integro nel contesto di

un focolaio di polmonite desquamativa (PPCB

in evoluzione lievemente pitt avanzata rispetto

alle figg. 3 e 5). Risultano intensamente positivi
lessudato alveolare ed il contenuto del bronco.
Modesto infilrato mononucleare negativo attorno ad
un piccolo vaso in adiacenza alla parete bronchiale
(punta di freccia). 200 X.
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fortemente vacuolizzati (Fig. 5). Non di rado, gli alveoli
piu intensamente colpiti, sede di netta positivita, erano
situati in zone periferiche del lobulo e presentavano una
componente cellulare dell’essudato in gran parte necro-
biotica.

Nei setti interlobulari dilatati potevano osservarsi alcuni
macrofagi positivi,ma in numero molto inferiore a quello
riscontrato neifocolai di polmonite desquamativa;anche
la positivita diffusa nell’eventuale essudato interstiziale
era molto ridotta od assente. Ugualmente scarsi erano i
macrofagi positivi attorno ad incipienti focolai di orga-
nizzazione perivascolare. Relativamente rari erano anche
elementi a citoplasma positivo presenti negli infiltrati
peribronchiali e perivasali intralobulari. Intensamente
positivo appariva,invece, il detrito cellulare ed il materia-
le essudatizio occupante il lume dei bronchi (Fig. 6).
Le sezioni di controllo sono risultate costantemente ne-
gative,non si € osservata, pertanto,alcuna cross-reazione
tra M. mycoides € M. bouis.

Discussione

I risultati di questa indagine offrono un contributo al
chiarimento della annosa questione circa I’esordio della
PPCB come flogosi interstiziale o come bronchiolo-al-
veolite. I risultati evidenziati concordano, infatti, con le
osservazioni dei primi Autori (Woodhead, 1888; Ziegler,
1921) che gia avevano richiamato I’attenzione su focolai
di alveolite o bronchiolo-alveolite siero-desquamativa
quali possibile espressione delle alterazioni polmonari
piu precoci della PPCB.

Nel nostro materiale, la componente cellulare dell’essu-
dato bronchiolo-alveolare, simile a quella gia minuziosa-
mente descritta dagli Autori sopra citati, ha dimostrato
una spiccata positivita immunoistochimica per antigeni
riferibili a M. mycoides.’essudato sieroso o siero-fibrino-
so, quando presente, poteva apparire in alveoli diversi,
anche adiacenti, da debolmente a decisamente positivo,
forse in relazione alla maggiore o minore liberazione di
antigene da parte di macrofagi alveolari in necrobiosi.
Cio spiegherebbe anche la fine granulosita (gia rilevata
anche nel passato) di questa componente dell’essudato,
risultata costantemente ed intensamante positiva all’esa-
me immunoistochimico.

Di importanza decisiva per far considerare primarie le
lesioni broncopolmonari sierocellulari € proprio la quan-
tita di antigene in esse dimostrabile in concomitanza con
lesioni interstiziali (subpleuriche, interlobulari, peri-
bronchiali e perivasali) ancora assai modeste o, comun-
que,denuncianti una scarsa positivita immunoistochimi-
ca.

Non si sono rilevate alterazioni a carico dei piccoli €
medi bronchi tali da giustificare I'ipotesi di una lesione
primaria in questa sede come ipotizzato da Yeo (1878).
In questo, le nostre osservazioni concordano piuttosto
con quelle esposte da Woodhead (1888), giacche anche
nei nostri casi la flogosi sierocellulare era visibile negli
alveoli e dotti alveolari, arrivando al massimo a coinvol-
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gere i bronchioli terminali. Particolarmente abbondante
era, invece, il materiale positivo osservabile nel lume
bronchiale sotto forma di essudato e detrito cellulare in
transito, cosi da lasciare facilmente immaginare la ten-
denza ad eliminare notevoli quantita di antigene da parte
di animali portatori di lesioni polmonari ancora modeste
e non clinicamente rilevabili. I focolai iniziali di polmo-
nite desquamativa sono, infatti, di modesta estensione e
forse non tali da determinare una significativa risposta
anticorpale. Cio puo forse spiegare I'insorgenza subdola
della malattia ed il fatto che alcune lesioni sono gia pre-
senti in animali sieronegativi.

Nei casi meno recenti, I'aspetto eclatante e complesso,
sostanzialmente identificabile come una grave polmoni-
te fibrinosa con ampi sequestri necrotici, considerato
caratteristico della PPCB, si sovrappone in modo assai
appariscente alle lesioni iniziali mascherandole presso-
che completamente. Questi aspetti di maggiore evidenza
macroscopica sembrano soprattutto una verosimile con-
seguenza al subentrare di gravi disturbi di circolo e rea-
zioni immunitario-flogistiche da ipersensibilita (Provost,
1969; Provost e al., 1987), che possono scatenarsi nei
confronti di quantita relativamente contenute di antige-
ne passato nell’interstizio. Tale passaggio potrebbe avve-
nire ad opera di macrofagi che, pur se gia liberi nel lume
alveolare, sarebbero in grado di passare nell’interstizio e
nelle vie linfatiche come dimostrato da Corry et al.
(1984) nel porcellino d’India.

"‘Leswns pulmonalres pendant Ia phase |mt|ale .
de la pleuropneumonie contagieuse bovme
(PPCB). Aspects histologiques et .

immunocytochimigues

Les lésions pulmonaires récentes enregistrées en
Italie du Nord pendant les années 1990~ 1993
lors de I’abattage de bovms mfectes par Myco—
nombreux examens mstologlques et de recher—
ches mnnunocytochmnques pour démontrer 1a
~ présence de l'antigéne, on a pu établir que:
~ les Iésions les plus précoces de la PPCB sem-
blent étre des foyers de bronclnolo-alveohte
desquamatwe . ,
- la concentration la plus 1mportante de 1’ anuge— .
. ne a été révélée dans le cytoplasmc des macro— -
phages alvéolaires desquameés.
~ Grace aux résultats obtenus il est poss:ble d’ex— .
clure que la PPCB débute avec des lésions inter-
stitielles comme 1’ont affirmé quelques auteurs.
Cependant, 'hypothese selon laquelle la pneu-
monie due 2 M. mycoides débute par une bron-
chiolo-alvéolite sérocellulaire est confirmée. Nos
resultats sont certainement importants pour une
_interprétation correcte de la pathogerne de la
-maladie.
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Le osservazioni qui riferite, basandosi su moderne tecni-
che di indagine immunoistochimica, sembrano dunque
conferire nuova e maggiore consistenza all’antica ipotesi
che vedeva la PPCB svilupparsi a partire da una primitiva
bronchiolo-alveolite desquamativa. Se tale fatto puo con-
siderarsi accertato sembra interessante, partendo da que-
sto, cercare di ripercorrere le tappe dell’evoluzione mor-
fopatologica delle complesse alterazioni polmonari che
caratterizzano la PPCB nelle fasi piu avanzate e con-
clamate.
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