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La Scrapie

Malattia neurodegenerativa letale

Assenza di risposta immunitaria o
infiammatoria

Impossibilita di diagnosi in vita

TSE o malattie da PRIONI

Forma classica e atipica



Andamento clinico prolungato, inevitabilmente mortale, preceduto da un altrettanto lungo periodo di incubazione. Oltre alla scrapie le più note TSE sono la BSE La CJD e la vCJD descritta in GB nel '96.�


L ‘agente eziologico: Prione

PrPC patogena (PrPsc)

Isoforma della normale
Elevata resistenza a
trattamenti chimici e fisici






Patogenesi: conversione di una proteina cellulare normalmente presente (PrPc) in una sua isoforma patologica (PrPres) che polimerizza diventa resistente alle proteasi e si accumula nei tessuti, in particolare nel tessuto nervos centrale e, come nella scrapie e nella vCJD, anche in alcuni distretti del sistema linfatico. Nei ruminanti, I tessuti più comunemente interessati dall'accumulo sono stati definiti materiali specifici a rischio e, a fini preventivi, vengono regolarmente eliminati dalla catena alimentare.�


SCARPIE PATOGENESI

L'Inoculazione o lI'ingestione di sospensioni
contenenti prioni e

In grado di indurre la comparsa della patologia in
soggetti normali,

| quali a loro volta
diventano

sorgente di possibile
Infezione.




La trasmissibilita dei prioni e un fenomeno
che richiede I|a cooperazione di Prp°
codificata dall'ospite con Prp*¢ esogena.....

La sequenza della Prps¢ e sempre quella
della Prp° codificata dalle cellule dell'animale
ospite e non la Prp*¢ utilizzata nell'inoculo
Iniziale e questo indica che.......

La trasmissibilita dei prioni & un fenomeno che richiede la
cooperazione di Prpc codificata dall’'ospite con Prpsc esogena




Negli ovini:
Predisposizione genetica alla Scrapie

gene codificante la PrP (256 aa), nel cromosoma 13
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PRNP: gene POLIMORFICO




L'accumulo di PrPres si verifica a seguito dell'infezione, che avviene prevalentemente per via alimentare in seguito a contatto diretto o indiretto con animali infetti. Secondo l'ipotesi più accreditata la PrPres rappresenta sia l'agente causale delle TSE sia il segnale diagnostico dell'infettività. Il meccanismo patogenetico può spiegare I tempi di incubazione protratti (almeno 2 anni nella pecora) e l'esito inevitabilmente infausto e.dall'altro, perchè le TSE siano caratterizzate dall'assena di rispota immunitaria o infiammatoria e quindi dall'impossibilità, ad oggi, di effettuare diagnosi in vita o campagne di profilassi vaccinale. La scrapie è il risultato dell'interazione tra la sucettibilità genetica dell'animale e l'esposizione per via orale a un agente infettante e che l'infettività presente nella placenta e nel latte della madre infetta gioca probabilmente un ruolo importante nella trasmissione orizzontale e nella contaminazione ambientale persistente.�
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Polimorfismi nel gene della PrP ovina
(noti > di 30)

Tripletta di nucleotidi = codone

A un codone corrisponde un AA secondo il codice genetico universale

6 principali 171

s ] CAG

SNPS assoczgh R

alla Scrapie GCC CTT  CGT  CAT

GTC TTT CAT AAG
5*...GTG¢AACN3'

Presenza di diverse forme (alleli) del gene z AA




Un polimorfismo a singolo nucleotide (spesso definito in inglese Single Nucleotide Polymorphism o SNP, pronunciato snip) è un polimorfismo, cioè una variazione, del materiale genico a carico di un unico nucleotide�


Determinare il profilo allelico o genotipo

Polimorfismi principali

codone aminoacido
136 A (ALANINA) V (VALINA) -
154 R (ARGININA) H (ISTIDINA) -
171 R (ARGININA) Q (GLUTAMMINA) H (ISTIDINA) K (LISINA)
141 L (LEUCINA) F (FENILALANINA)

PROFILO ALLELICO DELLA PRP
...... 136 ... 154 ....171.....

136 154 171 141

GENOTIPO o

>P<P>PPp
AAXADITAORN
AQO IO RO



Ovini portatori di particolari mutazioni presentano differenti gradi di resistenza alla malattia. La resistenza deriva dall'esistenza di polimorfismi allelici ai codoni 136-154 e 171 del gene. L'allele più comune negli ovini è l'allele ARQ definito allele wild type perchè considerato l'allele ancestrale. Questo allele conferisce una suscettiblità piuttosto elevata alla malattia. Per contro, I portatori dell'allele ARR, soprattutto se in omozigosi (ARR/ARR) sono resistenti alla malattia.�


Variazioni genetiche presenti nel genoma ovino e che
influenzano la suscettibilita alla scrapie

ALANINA (A) VALINA (V)
136 resistente Sensibile

ARGININA (R) ISTIDINA (H)
154 resistente sensibile

ARGININA (R) GLUTAMMINA ISTIDINA (H)
171 resistente (Q) sensibile

sensibile



Tabella 2. Genotipi resistenti e genotipi
suscettibili alla scrapie

Alleli Alleli montone

pecora WF
VRQ VRQVRQ |ARQVRQ |ARRNVRQ
ARQ  |VRQ/ARQ |ARQARQ |ARRIARQ |
R |\RUARR | ARQGARR |ARRARR



Tabella 3. Classi di riproduttori in base alla
suscettibilita di sviluppare la scrapie

Classe e
riproduttori Genotipi Note
| Classe ARR/ARR Genotipo resistente
ARR/AHQ -
Il Classe ARR/ARQ S’::“:_gg?st bt
ARR/ARH
ARQ/ARQ
ARQ/AHQ
ARQ/ARH Genotipi sensibili o
11l Classe ARH/AHQ b
AHQ/AHQ
ARHARH
VRQ/ARQ
.. VRQ/AHQ
3:‘;‘:};’90 VRQ/ARH | Portatori allele VRQ
ARR/VRQ

VRQ/WVRQ




TRASMISSIONE: ADULTI TRA 2 E 5 ANNI

ORIZZONTALE: + FREQUENTE
1) INTRODUZIONE NEL GREGGE DI SOGGETTI INFETTI
2) DIFFUSIONE ATTRAVERSO IL LATTE E LAPLACENTA

VERTICALE: ASSUNZIONE DI COLOSTRO DA PARTE DI
AGNELLI NATI DA MADRI INFETTE OPPURE PER VIA

DIAPLACENTARE

ATTENZIONE Al PASCOLI CONTAMINATI DA PLACENTE E
CARCASSE IN DECOMPOSIZONE: IL PRIONE ADERISCE AL
SUOLO E MANTIENE LA CAPACITA DI INFETTARE.



Determinazione del genotipo

Seqguenza nucleotidica et ¢+ Sy genotipo

v' Sequenziamento diretto

v' Pirosequenziamento
v' PCR Real Time (sonde MGB o sonde FRET +RFLP)

v' Primer Extension (LIZSLER)




L'esame di genotipizzazione consente di distinguere genotipi resistenti (cioè omozigoti ARR/ARR) semiresistenti (eterozigoti con un solo allele ARR) e suscettibi e di selezionare I riproduttori sulla base di queste caratteristiche. Quindi, parallelamente alle misure di eradicazione in focolaio, la selezione gentica è diventata lo strumento più efficace e concretamente applicabile per il controllo e l'eradicazione della scrapie classica degli ovini.  Questa strategia di lotta alla patologia può essere legittimamente paragonata a una classica campagna vaccinale, in quanto l'intervento selettivo mira all'aumento della frequenza dei soggetti resistenti e alla drastica diminuzione di quelli suscettibili, ostacolando progressivamente la circolazione dell'agente infettante. In altre parole in una popolazione sottoposta a selezione l'aumento della frequenza degli alleli che danno resistenza alla scrapie corrsiponderebnbe all'aumento dei titoli anticorpòali protettivi che per una qualsiasi malattia infettiva si ottine attraverso la vaccinazione.�


L campioni

-campioni di sangue intero in EDTA
-conservati a -20°C




Accettazione dei campioni

Verifica identificazione dei campioni con verbale
di accompagnamento



Accettazione dei campioni
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- Registrazione dei campioni in Darwin
 Attribuzione di un numero di conferimento




« Compilazione foglio di lavoro del laboratorio
» Stoccaggio dei campioni in attesa dellinizio analisi



Awvio dell'analis/
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Compilazione del foglio di lavoro v

Ad ogni seduta di analisi
inserimento di un C+ (campione
di sangue di profilo noto) e un
C-




MP IZSLER - Primer Extension

- Determinazione indiretta degli alleli nelle 6 posizioni di SNPs (codoni:
136; 141, 154; 171)

- Un'unica reazione per indagare contemporaneamente i 6 siti polimorfici

- 6 fasi successive + analisi dei risultati
- In automazione con robot Hamilton

- Separazione capillare con sequenziatore automatico + software per
analisi di frammenti




MP IZSLER

1 Estrazione del DNA da sangue intero (in EDTA)

2 Amplificazione di una regione del gene PRNP in PCR

3 Rimozione enzimatica dell'eccesso di primers e dNTPs di PCR

4 Reazione di primer extension

5 Rimozione enzimatica dell'eccesso di ddNTPs di “primer extension *
6 Separazione capillare per evidenziare | frammenti ottenuti

Analisi del risultato e determinazione del genotipo

12




14

Estrazione del DNA

Kit del commercio,

tutti | passaggi in piastre monouso da 96 campioni



Estrazione del DNA in automazione




Amplificazione regione PRNP

Polymerass chain reaction{PCR)

Primar sicrge

mmmmmm

DNA estratto

Amplificazione in PCR di una @

regione dell 'PRNP di 345bp




Primer Extension: la reazione

m‘au

>

Popolazione di 6 primers estesi di 1 sola base complementare a quella sul

filamento stampo
Frammenti fluorescenti con colori diversi




Popolazione 6 frammenti FLUORESCENTIL

v' Separabili sulla base delle dimensioni dal piu
corto al piu lungo

v In presenza di un Size Standard

v Sequenziatore automatico + software per
analisi di Frammenti

Frammenti separati dal piu corto al piu lungo

171 154 136 171 141 171
1] 111 |

26 32 38 45 o4 64




Primer Extension.
[‘analisi del profilo

171 154 136 171 141 171
11 111 |

3span

Jopae

20000

ARR/AR

In base al colore dei picchi ottenuti in omo / o eterozigosi si ricava il ddNTP
che ¢é stato incorporato ———> codone ——) aa corrispondente



Primer Extension: risultato

154

136

171

141

171

171 154 136 171 141 171
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Criticita del metodo e Misure messe
/n_atto a scopo preventivo

P) Idenﬁficuzibne dei campioni dal pr'eiievn alla refer'tnziﬁne:

| dell’'esito

- Controllo dei campioni in fase di registrazione, presa in
carico, messa in analisi e refertazione dei campioni

+« Automazione




Criticita del metodo e Misure messe i€

/n_atto a scopo preventivo

? Facilita di
approvvigionamento di
reagenti e materiali

Predisposizioni di ordini aperti con i fornitori,
disponibilita di piccole scorte



Criticita del metodo e Misure messe (\&
/n_atfo a scopo preventivo

Funzionamento dei reagenti, kit e materiali impiegati
? nellanalisi al fine di ottenere dei profili di chiara
interpretazione:

corretto funzionamento dei controlli

v Automazione

v Inserimento di controlli di processo (C- e C+) ad
ogni serie di campioni in esame

v Partecipazione a prove inter-laboratorio

v'Ripetizione dell’analisi fino al superamento di ogni
dubbio interpretativo



Criticita del metodo e Misure messe (\&

/n_atfo a scopo preventivo

7 Formazione del personale ‘ 'j".- '
" dall'analisi all'interpretazione e R N\
refertazione del risultato A =
v Qualificazioni e
mantenimenti  annuali  del

personale formato
v' Doppia lettura del risultato

v Doppio  controllo dell'esito
inserito in Darwin
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