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Breve excursus sulla Scrapie: la diagnosi - BriefroScrapie: the diagnosis
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Abstract. The diagnosis of scrapie is performed post mart&miinical neurological examination identifiedeth
suspect animal showing abnormal behavior, suchygserexcitability, motor incoordination, skin lesgdue to
scratching and loss of the fleece. The laborataagribsis of scrapie is based on the demonstratiotheo
presence of PrPsc in the CNS. For this purposeaibid tests used for identification of PrPsc ane: Western
immunoblot, the dosage for immunoluminescenza (LI&le enzyme immunoassay (ELISA), along with
histological examination, to show vacuolar morplgidal alterations and the immunohistochemical
examination. In the case of classical scrapiejaecif medulla oblongata taken at obex is consii¢hne seat of
election of thr vacuolar morphological alteratiarile in the case of atypical scrapie the most =best lesions
are identified at the level of the cerebellum, éinalis and basal ganglia

Riassunta La diagnosi di scrapie viene effettuata post erartUn esame clinico-neurologico individua gli
animali sospetti evidenziando disturbi del compoeato, ipereccitabilitd, incoordinazione motoriasibni
cutanee da grattamento e perdita del vello. Landisigdi laboratorio della scrapie si basa sulladditrazione
della presenza della PrPsc nel SNC. A tale scdpstirapidi utilizzati per Iidentificazione delRrPsc sono: il
Western immunobilot, il dosaggio per immunoluminezee (LIA), il dosaggio immunoenzimatico (ELISA),
insieme all’esame istologico, per la dimostraziodelle alterazioni morfologiche vacuolari e I'esame
immunoistochimico. Nel caso di scrapie classicasdaione di midollo allungato preso a livello daiex e
considerata la sede di elezione dell'alterazionefatagica vacuolare, mentre nel caso di scrapipicti le
lesioni piu consistenti sono individuate a livedlel cervelletto, talamo e gangli basali

Introduzione

La scrapie € una patologia neurodegenerativa a éstale inclusa nel gruppo delle

encefalopatie spongiformi trasmissibili (EST) clodpesce le pecore e le capre. La malattia si
trasmette prevalentemente per via orizzontale comnseguenza dell'introduzione nel gregge
di soggetti infetti ma si trasmette anche per \gtivale. Le lesioni del sistema nervoso
centrale che caratterizzano tali patologie sonangjosi della sostanza grigia cerebrale;
degenerazione e scomparsa dei neuroni; iperplagi@reofia astrociataria; deposito della

proteina prionica scrapie associata (PrPsc) intcdaee, in particolare endoneuronale.

L’agente della scrapie persiste nell’lambiente médtmpo, le placente infette rappresentano
una importante fonte di infezione. Il periodo dtuibazione e lungo, il quadro clinico mostra
alterazioni comportamentali e neurologiche. Dellalatiia si conosce una forma classica e
una atipica, le due forme si differenziano per Enifestazioni cliniche, per la localizzazione

delle lesioni istopatologiche e per i fattori gacietoinvolti nel modulare la suscettibilita o la

resistenza alla malattia.
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Diagnosi di laboratorio.

Ai fini della diagnosi, un primo orientamento ero da un esame clinico-neurologico che
evidenzia disturbi comportamentali, sensitivi, nmibte del sistema nervoso autonomo
progressivi, spesso conseguenti all'introduziond geegge di nuovi capi infetti.
La presenza di lesioni cutanee da grattamento alioahiamento e la perdita del vello si
possono notare all’lesame ispettivo del cadaveregrarario delle lesioni macroscopiche del
SNC; la diagnosi definitiva prevede il riscontroaderale dell'isoforma patologica della PrPc
(Marcato P. S., 2008).

In accordo con l'ipotesi del prione, la dimostramadella PrPsc coincide con l'identificazione
dell'agente eziologico; per tale identificazionepsio ricorrere all’inoculazione di materiale
proveniente da tessuti infetti in roditori da ladorio. E' importante anche la
caratterizzazione biologica del ceppo, sia perdénizione di alcune varianti fenotipiche
emergenti sia per un approccio discriminante csangjua i casi di scrapie da quelli di BSE
nelle pecore e nelle capre (OIE terrestrial mar2@09).

Data I'assenza di evidenti alterazioni patologidaediagnosi di laboratorio per la scrapie si
basa sulla dimostrazione delle alterazioni istdpgiohe, insieme al rilevamento
immunoistochimico di PrPsc nel SNC. Con I'esamepatologico si rilevano le alterazioni
morfologiche del SNC, principalmente la vacuolizeae dei corpi cellulari neuronali e del
circostante neuropilo, accompagnate da una vagiabil frequente gliosi. Tali lesioni
presentano una distribuzione simmetrica e sonmeaté per lo piu a livello del tronco

encefalico e del nucleo dorsale del vago nel catia dcrapie classica (Figura 1 e 2).

L3 S8

Figura 1. Esame is:tologico colorato con ematoss#iosina
che mette in evidenza lesioni spongiformi su obdr® (Fonte: IZSUM, 2012).
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(Fonte: 1IZSUM 2012).

In corso di scrapie classica, € possibile esaminaresolo il sistema nervoso centrale degli
animali morti, ma si puo individuare la presenzd&d?sc nel tessuto linforeticolare di questi
attraverso I'esame bioptico delle tonsille palatidella membrana nittitante e dei linfonodi
superficiali. La presenza di PrPsc nei tessutiolgticolari € influenzata dal genotipo di
appartenenza dell’'ospite e non riguarda pecorepoeczon scrapie atipica. Il test sul tessuto
linforeticolare offre la possibilitd di trovare amili infetti con scrapie classica in periodi
d’'incubazione relativamente precoci, prima cheNICSrisulti coinvolto; tuttavia il riscontro

di PrPsc al livello linfatico non ha la stessa ditdi del riscontro su tessuto cerebrale (Marcato
P.S., 2008) (Figura 3).

Figura 3. Immunoistochimica di tonsilla proveniedteovino affetto da scrapie
(Fonte: 1IZSUM, 2012).
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La diagnosi di scrapie storicamente si basa salftes di una singola sezione di midollo

allungato preso a livello dell’'obex, consideratséale d’elezione dell’alterazione morfologica
vacuolare, tale approccio € ancora valido per l#ezma di scrapie classica, ma non per la
atipica. In corso di scrapie atipica il midollowalljato mostra minime alterazioni, mentre le
lesioni piu consistenti sono individuate a livetlel cervelletto, talamo e gangli basali (OIE

Terrestrial Manual 2009; Wemheuer et al., 2011; Maet al., 2010).

L’'asportazione del tronco encefalico deve avveaiteaverso il foramen magnum, a livello

dell’obex, invece per la diagnosi di scrapie a@pitasportazione deve comprendere anche il

cervelletto (Figura 4).

Figura 4. Asportazione del tronco encefalico attrag il foramen magnum
(Fonte: IZSUM, 2012).

Il tronco encefalico si seziona sul piano mediamoea meta si fissa in formalina per la
diagnosi istopatologia, mentre l'altra meta siiwtih per il prelievo del campione da
analizzare tramite test rapidi (Seuberlich et2810), (Figura 5).
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Figura 5. Sezione del tronco encefalico sul piaealiano per I'esecuzione dei test rapidi
(Fonte:1IZSUM, 2012).

Esistono dei test rapidi in commercio per lidesakione della PrPsc, introdotti
originariamente per la diagnosi di BSE, poi apptopar la diagnosi di scrapie. Questi test
rapidi sono il Western immunobilot, il dosaggio pemunoluminescenza (LIA), il dosaggio
immunoenzimatico (ELISA). I risultati positivi o Bbi ottenuti sono confermati con I'esame
istologico, I'immunoistochimica e il Westernblot.u€ste metodiche sono in grado di
evidenziare la scrapie classica, la BSE e alcuoeesgivamente hanno dimostrato di essere in
grado di rilevare anche la scrapie atipica, anehia snisura diversa.

L’identificazione della PrPsc si basa su una suattsistica di essere solo parzialmente
digerita dalla proteinasi k; proteinasi che invee@) grado di digerire totalmente tutte le altre
proteine. Successivamente le proteine si sottopumgocorsa elettroforetica e la PrPsc si

evidenzia in chemioluminescenza utilizzando spediinticorpi (Figure 6 e 7).

Figura 6. Tracciato elettroforetico di obex che treote caratteristiche
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delle bande presenti in corso di BSE bovina, seralzissica
e Bse negli ovi-caprini (Fonte: IZSUM, 2012).

In 1 si notano le bande caratteristiche di obeladino BSE positivo, in 3 e 8 bande di obex
ovi-caprino positivo alla scrapie classica, in 6 bande di obex ovi-caprino positivo a BSE,

mentre 2, 4 e 7 sono negativi.

Figura 7. Tracciato elettroforetico di obex (FonESUM, 2012).

Si fa notare che i tracciati in 2, 4, 6 e 7 appaytao all’obex di animali negativi alla scrapie;
mentre 1, 3 e 8 sono i tracciati elettroforeticsitigi alla scrapie classica ed infine il 5 € il
tracciato elettroforetico di un animale positiviaacrapie atipica .

Sono molti i test rapidi usati per la diagnosi deficrapie fino ad oggi, inizialmente si
utilizzava il Prionics Check Western-Blot in cuoithogenato, preparato a partire dall'obex,
viene trattato con proteinasi k, le proteine otterwengono sottoposte a corsa elettroforetica e
la PrPsc si evidenzia in chemioluminescenza cajgiimta di un anticorpo coniugato con la
fosfatasi alcalina a cui va aggiunto il relativdostrato (CDP Star).

Successivamente e stato introdotto il test Biora8€ele che prevede: 'omogeneizzazione, la
digestione con proteina k, la concentrazione eMelazione immunologica della proteina
prionica su piastra con lettura spettrofotometrloaseguito si € specificatamente indicato il
TeSee Sheep Goat per il rilevamento della scrapowini e caprini; il test si basa sullo stesso

principio del Biorad tesee test, ma utilizza divargticorpi monoclonali.
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Il successivo Enfer mette in evidenza la PrPsciteaman anticorpo primario policlonale, uno
secondario coniugato ad una perossidasi e un deeh luminolo.

Insieme al precedente viene introdotto il Prior@dseck LIA small ruminats che previa
omogeneizzazione, digestione e incubazione comticoapo primario, rivela la PrPsc con un
anticorpo secondario coniugato ad un enzima ingydidgenerare un segnale luminoso in
seguito all’aggiunta di un substrato luminescemteil@vare con il luminometro.

Nel 2010 in Italia si introduce il Prionics Checkew¥fern Blot per la diagnosi, ora oltre al
Prionics Check Western Blot e al Biorad TeSeegst tapido maggiormente usato sia per la
diagnosi di scrapie che per la BSE e I'ldexx Hela€k.

L’ldexx Herd Check utilizza un polimero chimico pler cattura della PrPsc e un anticorpo
monoclonale di rivelazione diretto contro le regioonservate della PrP, per cui a differenza
degli altri non prevede la digestione con la prasi k. L'EFSA[L], 'European Food Safety
Authority, sconsiglia I'utilizzo di Enfer, Prioniasheck LIA, Prionics Check Western Blot per

problemi di sensibilita e per la possibilita di miconoscere la scrapie atipica (Figura 8).

(B)

Figura 8. Test rapidi usati nella diagnosi della@ape, in (A) Biorad, in (B) Idexx
maggiormente usato e consigliato dal’lEFSA (Fold&UM).

E’ molto importante identificare I'agente eziologim corso di EST nei piccoli ruminanti per
differenziarlo dalla BSE, dal momento che in questimali le due patologie sono
indistinguibili e per riconoscere [l'eventuale pmzg di forme atipiche.
Nel momento in cui si sospetta la presenza deltapse in un allevamento, si ricorre
all'abbattimento dei capi e alla rimozione dell’agbattraverso procedure necroscopiche
standard, subito dopo la morte dellanimale. E’ ampnte eseguire ulteriori esami per
identificare le diverse possibili EST e per la diag differenziale con altre patologie che
coinvolgono il SNC non EST,; ricordando che la sdes®a non puo essere utilizzata per piu
approcci diagnostici.

Non c’e relazione diretta tra la gravita della smatologia clinica e le alterazioni
patologiche, cosi una diagnosi clinica di sospelitoscrapie non pud essere invalidata

dall'impossibilita di trovare significative alteriani nel SNC.
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Infatti 'assenza di lesioni non indica I'assenzdla scrapie, quindi la malattia puo presentarsi
senza segni clinici o alterazioni morfologiche vdbili. Cosi 'esame del midollo allungato a
livello dell'obex é basilare per la diagnosi di geto di scrapie classica, tuttavia per poter
confermare la diagnosi di scarpie atipica &€ neciEsaaalizzare anche il cervelletto.

Nei programmi di sorveglianza attiva la prima diagjnsi basa sull’'utilizzo di un test rapido,
nel caso di positivita o risultato dubbio si proeeadla conferma della diagnosi, dimostrando
la presenza dell’isoforma patologica di PrP costdpatologia, 'immunoistochimica e il
Western-Blot. Quest'ultimo e particolarmente coligtg quando le lesioni istologiche non
sono molto gravi e possono essere considerate eluBlire tecniche diagnostiche, quali le
prove sierologiche, non possono essere attuatégooion sono in grado di isolare I'agente
eziologico della scrapie; anche se, nella diagmusa-vitam in ambito preclinico, si pud
notare il legame specifico di PrPsc con il plasrgemm e la presenza a livello urinario di un
marker diagnostico d’infezione forse privo di petérfettante (Marcato P.S., 2008).

Sono importanti anche i mezzi diagnostici che pdétone un controllo genetico di resistenza
alla scrapie, quali PCR-Real Time e le tecnicheriiner extension, dal momento che le
strategie di controllo ed eliminazione si basanbasselezione di un genoma con ridotto

rischio di sviluppare la malattia (OIE terrestraamal, 2009).
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Note

[1] EUROPEAN FOOD SAFETY (EFSA) ha il compito dirfore consulenza scientifica ai responsabili della
gestione del rischio su tutti gli aspetti della BBEE collegati alla salute animale e alla salutbbtiova. La
Commissione europea, nel quadro del Piano per B Eférmula richieste al’lEFSA circa I'elaboraziori
pareri scientifici che sono la base di discussi@os, le altre istituzioni comunitarie, gli Stati mberi e le parti
interessate, delle misure da adottare nell’'Unionmpea in relazione alla BSE/EST e per proporreodificare
la normativa, al fine di mantenere un elevato liveli protezione dei consumatori europei. Il grugh@sperti
scientifici sui pericoli biologici del’lEFSA gestie questo lavoro avvalendosi della consulenza dejgiori
esperti ed elabora protocolli di valutazione dedvidest rapidi per le TSE, Test ante e post-mortesh quadro
del Piano per le EST, formula richiesta al’EFSAcail'elaborazione di pareri scientifici che somoblase di
discussione, con le altre istituzioni comunitagé,Stati membri e le parti interessate, delle mésda adottare
nell’lUnione Europea in relazione alla BSE/EST e peporre o modificare la normativa, al fine di rrearere
un elevato livello di protezione dei consumatoriogei. Il gruppo di esperti scientifici sui pericdiiologici
dellEFSA gestisce questo lavoro avvalendosi deflasulenza dei maggiori esperti ed elabora profiodol
valutazione dei nuovi test rapidi per le TSE, Tagk e post-mortem.

[2] Il lavoro € stato tratto dalla Tesi di Laurea di Alessandra Morelli: “Distribuzione della Scrapie nel
tempo e nello spazio: analisi dei dati di sorveglianza nel mondo, in Italia ed in Umbria dal 2002 al 2011".
Corso di Laurea in Veterinaria, Facolta di MedicinaVeterinaria, Universita degli Studi di Perugia (2@.2).

[3] I marchi BioRad® e IDEXX® sono proprieta deliespettive case produlttrici. L'lstituto Zooproftiab
Sperimentale dell'Umbria e delle Marche non harateypporto di cointeressenza con le ditte citate.
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