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Identification of a second bovine amyloidotic PN AS
spongiform encephalopathy: Molecular similarities
with sporadic Creutzfeldt-Jakob disease

Cristina Casalone**, Gianluigi Zanusso'*, Pierluigi Acutis*, Sergio Ferrari®, Lorenzo Capucci’, Fabrizio Tagliavini”,
Salvatore Monaco?/, and Maria Caramelli*




Caratterizzazione del ceppo

Dal 2004, la BASE
inoculata in:

TgBov L-type

TgOv L-type/C-BSE
TgHu. L-type/ n.t.
Tga20 n.t

C57BL/6 L-type

SJL L-type

VM L-type

RIlI C-BSE

wild type ICR n.t. /




Studi di trasmissione sperimentale: risultati principali

Conversione del ceppo

Maggiore aggressivita

Maggiore rischio per 'uomo




BSE negli ovicaprini
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Casi naturali di cBSE negli ovicaprini

Non sono riportati casi naturali di infezione da ¢BSE nella pecora

BSE agent Isolation of Prion with BSE
signatures Properties from Farmed Goat

John Spiropoulos, Richard Lockey, Rosemary E. Sallis, Linda A. Terry, Leigh Thorne,

| |
l" a gnat Thomas M. Holder, Katy E. Beck, and Marion M. Simmons

Marc Eloit, Karim Adjou, Muriel

Coulpier, Jean Jacques Fentaine,

Rodolphe Hamel, Thomas Lilin,

Sebastien Messiaen, Usn Flo]

INRAAESSASNVA, 7 avente de
Geéndral de Caedle, 94704 Maisons

' Mort, France

¥ A L-type BSE

Trasmissione Sperimentale nella pecora
(Nonno 2008, Matsuura 2013, Simmons 2016)




v Caratterizzare il fenotipo clinico, patologico e
J molecolare della cBSE e della L-type BSE (BASE)
nella specie caprina
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Disegno sperimentale;

BSE i.c. |BASEi.c. |BASE os
N. Capre 5+ 1 ctrl 6 + 2 ctrl 5+ 1 ctrl
Data di inoculo Settembre 2011 Settembre 2011 Settembre 2011
Inoculo 0,5 ml 10% 0,5 ml 10% 20 ml 30%
Tipo inoculo IT 89109 IT 141387 IT 141387
Genotipo Wild type Wild type Wild type
Eta all’inoculo 6-7 mesi 6-7 mesi 6 mesi
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CAPRE - Risultati:

BSE i.c. |BASEi.c. |[BASE os

IP = SD (dpi) 568,25 (= 30,72) 1081,33 (= 321,57) 2370 (79 mesi circa)
AR £ SD 4/4 6/6 0/6
SV £ SD (dpi) 624,5 (£ 28,36) 1239 (£ 283,93) -
Sintomi principali Stato mentale alterato Stato mentale alterato -

Lesioni cutanee Lesioni cutanee

Nervi cranici e reazioni | Lievi deficit dei nervi

posturali alterate cranici

Nibble positivo Tremori

Nibble positivo

Vallino Costassa E., Plos One 2018
Favole A., BMC Research Notes 2021
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BSE i.c.

ID

69556:
69557
81553:
81556:
81559:
69538:

DO

3.999
3.999
3.999
3.999
3.999

0.033C-

Test rapido IDEXX HerdChek Antigen kit

BASE i.c.

ID

69548:
81554:
81557:
81560:
69540:
81563:

DO

3.999
3.999
3.999
3.294
3.999

0.040C-



Lesion profiles:
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—8—C-BSE —e— L-BSE

EVAVAY

Brainstem - DMV

Brainstem - Olivery nuclei
Brainstem - N. trigeminal nerve
Brainstem - Cuneate N.

Brainstem - lar formation

Dorsal Medulla

Ventral Medulla

Pons - Vestibular nuclear c.

Cerebellum - Granular .
Cerebellum - Molecular I.
Midbrain - Grey matter
Midbrain - Superior colliculus
Midbrain - Substantia nigra
Midbrain - Peduncles
Diencephalon - Cortex
Diencephalon - Hypothalamus
Diencephalon - Thalamus
Diencephalon - Hippocampus
Telencephalon - Frontal cortex
Telencephalon - Nucleus accumben

Telencephalon - Putamen
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Ligios et al. 2002
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Distribuzione della PrPSc:

A. frontal lobe
B. parietal lobe

C. occipital lobe
D. lateral ventricle
E. thalamus

F. pineal gland

corpus  oplic midbrain
callosum ehiasm

pituitary

medulla spinal cord

gland

A. frontal lobe
B. parietal lobe

C. occipital lobe
D. lateral ventricle
E. thalamus

F. pineal gland

corpus  oplic midbrain
rcallosum chizsm

pituitary

medulla spinal cord

gland

BSE i.c.

BASE i.c.

http.//www.hometrainingtools.com/a/brain-dissection-project
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‘Sperimentale del Plemonte
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Analisi immunobiochimica:
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mAb P4

mAb 6H4

kDa
—30

—15

—30

—15




Istituto Zooprofilattico Sperimentale del Piemonte Liguria e Valle d Aosta

Positivita periferica — BSE i.c.

- x - o —
- Py oA '_1'1"-1:"

VIC MILZA L.SOTTOMANDIBOLARE
(IHC+) (WB+) L.RETROFARINGEO

: . L. PAROTIDEO

VIC (GALT) TONSILLE

(IHC+)

Nelle capre BASE i.c. non e stata rilevata alcuna positivita periferica.
Vallino Costassa E., Plos One 2018
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ReaI-Tlme Quaking- Induced Conversion (RT-QuIC)

Plate-based fluorescence detection of prion-seeded PrP amyloid
(Real-time Quaking-Induced Conversion: RT-QuIC)

dilution
+| Normai PrP protein | +| Amyloid stain | 102104 ]
— M)
_‘_._______,._-—-""'_ =
g2
=
§ ﬁ . Scrapie brain
2= 10%
op
=™
=%
96-well plate = g Tzl i
s 104-107 Normal brain
@ 5 1w 15 20 25 MW 35 40 45
Time (hrs)
& 'y k2 EE:H:”:'*!:' I?
+ ® ENENpEEN llll =
CEY ® o — = EENEEESEEEEE SEE
Infectious PrP .. w
seed & PrP amyloid with fluorescent stain
Normal
PrP

» Extremely sensitive (= 1 fg)

» Up to 1 billion-fold amplification!

» Quantitative

» Disease specific (including some prion-like diseases)
» Much faster and cheaper than similarly sensitive tests

https://youtu.be/0FGsbh9ZRCYw?t=675
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Materiali e metodi: animali campionati

Gl C-BSE Saanen 2 IC ARQ/ARQ; 240P/P | + subm.In, retroph.In, spleen

G2 C-BSE Saanen 2 IC ARQ/ARQ; 240P/P | 4+ subm.In, retroph.In, par. In, icv, spleen
G3 L-BSE Saanen 3 IC ARQ/ARQ; 240P/P | + -

G4 L-BSE Saanen 3 IC ARQ/ARQ; 240P/P | + -

G5 L-BSE Saanen 3 IC ARQ/ARQ; 240P/P | + -

Gé L-BSE Saanen 3 IC ARQ/ARQ; 240P/P | + -

G7 L-BSE Saanen 3 IC ARQ/ARQ; 240S/P | + -

G8 L-BSE Saanen 3 IC ARQ/ARQ; 240P/P | + =

G9 C-BSE Saanen 2 IC ARQ/ARQ; 240S/P | + subm.In, retroph.ln, par. In, icv, spleen
G10 C-BSE Saanen 2 IC ARQ/ARQ; 240P/P | + subm.In, retroph.In,tonsils

GI1l | C-BSE Saanen 2 IC ARQ/ARQ; 240P/P | + n. a.

Scl scrapie Mixed Breed | 5 Natural |222Q/Q - n.a.

Sc2 scrapie Mixed Breed | 2 Natural |222Q/Q — n.a.

CTR1 | None Mixed Breed | 5 - ARQ/ARQ; 240P/P | — -

CTR 2 | None Saanen 2 — ARQ/ARQ; 240P/P | — —
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RICERCA DELLA PrPSc NEL LIQUOR

Cerebrospinal Fluid

right

Surrounds the ventricle

spinal cord

Fills ventricles

within the brain
! left

Blood-bram /" i 4 >~ T ventricle
barner t.ull[]s | f
third
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- fourth
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| nostri risultati indicano che siamo in
grado di rilevare sensibilmente in
meno di 24 ore l'attivita di seeding
associata alla presenza della PrPSc
nel CSF di capre sperimentalmente
infette con BASE usando la seconda
generazione (IQ-CSF) dei test RT-
QuIC
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= i
Fase ASINTOMATICA

: : ESORDIO
Time Point 1 Time Point 2 Time Point 3

\(

Y

Y4

3 y A
| Group 2~ N |““'Group3“- |

Prelievo CSF
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100 1 A {G61262 Hpi ' : Preclinical ” g

90 - : : timepoints at which| SV Pre-clinical PrP
CSF samples were | (dpi) detection by 1Q-

80 - i porest collected (dpi) CSF (dbo)

Q
£ L G5  926,1080,1200 1595 1498 574
g %1 G6 926, 1080 1352 1260 336
o 50 ; :
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= 40 4
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Time course dell’attivita d| seedmg associata alla PrPSc
durante il periodo asintomatico

Clinical onset
100 - 2,50 -
A 1500 dpi B |
A, 1 936 dpi :
g 80 1 2,00 - ;
@ 70 A I
i 1208 dpi m 1
50 ¢ £ U 1,50 - |
3 50 + = I
&= o
= 40 - e 1090 dpi 0 X 3
£ ]
E 20 - = '
= 10 0,50 + .
% 10 |
= 0 - . v i
R 35 : : : : . : 0,00 JdetectionTimit” — — — — ~ ~ "~ " 7T .
0 10 20 30 40 50 60 936 1090 1208 >1260
Time (hours) Days Postinoculation (dpi)

Utilizzando I'analisi Spearman-Karber dei dati abbiamo stimato
la dose di semina al 50% [SD50] in condizioni IQ-CSF



CAPRE - Risultati:

BSE i.c. |BASEi.c. |[BASE os

IP + SD (dpi) 568,25 (+ 30,72) 1081,33 (£321,57) | 2370 (79 mesi circa)
AR = SD 4/4 6/6 0/6
SV =+ SD (dpi) 624,5 (+ 28,36) 1239 (+283,93) .

Sintomi principali Stato mentale alterato Stato mentale alterato -

Lesioni cutanee Lesioni cutanee
Nervi cranici e reazioni | Lievi deficit dei nervi
posturali alterate cranici
Nibble positivo Tremori

Nibble positivo

Vallino Costassa E., Plos One 2018

. Favole A., BMC Research Notes 2021
n Convegno “LA RICERCA CORRENTE AL SERVIZIO DEL TERRITORIO: I RISULTATI DI UNA COLLABORAZIONE VINCENTE”

o e
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Test rapido IDEXX HerdChek Antigen kit

BSE i.c.

ID

69556:
69557
81553:
81556:
81559:
69538:

DO

3.999
3.999
3.999
3.999
3.999

0.033C-

BASE i.c.

ID

69548:
81554:
81557:
81560:
69540:
81563:

DO

3.999
3.999
3.999
3.294
3.999

0.040C-

BASE os

ID DO

69536: 0.040
69561: 0.028
69558: 0.035
68175: 0.040
69559: 0.033
69560: 0.040C-
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Istituto Zooprofilattico
Sperimentale del Piemonte

Esame istologico Esame immunoistochimico  Western blot
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% Maximum ThT fluorescence
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Favole, BMC Research Notes 2021
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% Maximum ThT fluorescence

Trasmissione per via orale:
aree di deposizione della PrPSc nel SNC

95 o
g 85 1 —NBH
TR 375 4 —NBH
== Hypothalamus 10-3 g 65 - S
-@-Cerebellum 10-3 § 55 o Bk ks 10-3
e E 45 1 —#—Cerebellum 10-3
——Temporal cx 1(6F g 35 -
—&—Occipital cx 108 g " —&—Frontal cx 10-3
——Basal Nuclei 183 g &
)
5
5 T ¥ T T Y Y

50 60 0 10 20 30 40 50 60

40
Capra 1 Capra 2

Favole, BMC Research Notes 2021
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% Maximum ThT fluorescence

Trasmissione per via orale:
deposizione della PrPSc nel SLR

95 95
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Favole, BMC Research Notes 2021
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% Maximum ThT fluorescence

=

Trasmissione per via orale:
deposizione della PrPSc nel SLR
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Favole, BMC Research Notes 2021
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Trasmissione per via orale: ricerca della PrPSc nel liquor
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30 40
Favole, BMC Research Notes 2021
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Conclusioni :
| |

- BSE e BASE sono trasmissibili come ceppi distinti nella specie caprina tuttavia

tale specie sembra essere maggiormente suscettibile alla cBSE rispetto alla L-
BSE

- Sperimentalmente c¢cBSE e L-BSE nella capra presentano quadri clinici
sovrapponibili e simili a quelli riportati nella stessa specie da altri autor1 in corso
di BSE sperimentale e scrapie naturale (Konold et al. 2010). Non si puo
escludere che la L-BSE possa decorrere in forma asintomatica.

- Lattuale Sistema di sorveglianza (test rapidi, test di conferma) ¢ in grado di
individuare e caratterizzare forme conclamate di malattia indotte dalla L-BSE
ma potrebbe fallire nel caso di forme pauci o asintomatiche.
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Conclusioni :

- La ridotta quantita di PrPSc associata all’infezione per via orale nella capra ¢
stata rilevata esclusivamente mediante RT-QulC che s1 conferma quale tecnica
etremamente sensibile. Pertanto un ampliamento degli attuali criteri diagnostici
andrebbe considerato.

- Sebbene la sola presenza di PrPSc non sia indicativa di infettivita del tessuto, la
presenza di positivita i1dentificata a livello di Sistema linforeticolare deve
allertare circa 1l possibile coinvolgimento di tessuti periferici che potrebbero
rappresentare un possibile rischio per ’'uomo.

- Applicabilita dell’IQ-CSF quale potenziale test intra vitam per la diagnosi di
TSE



piLsiien
'

Istituto Zooprofilattico Sperimentale del Piemonte Liguria e Valle d Aosta

Ringraziamenti

ISTITUTO
ZOOPROFILATTICO
SPERIMENTALE

DEL PIEMONTE, LIGURIA
E VALLE D'AOSTA - |. ALTARA

Alessandra Favole
Elena Vallino Costassa
Maria Caramelli
Cristina Casalone
Elena Berrone

Marina Gallo

Claudia Palmitessa
Monica LoFaro
Jeanne Lai

Saverio Bessone
Barbara Iulini

Maria Mazza

Daniela Meloni
Simone Peletto
Valerio Benedetti
Camilla Testori

Guerino Lombardi
Nicola Martinelli
Giacomo Savoldi

IZSPLV 04/2008RC
RF-2009-1474758

3

'?"(7‘1'55{3{9"* ITALI g

olMimisins a@/ Sdiuto



Istituto Zooprofilattico Sperimentale del Piemonte Liguria e Valle d Aosta

Istituto Zooprofilattico
Sperimentate del Plemonte
Liguria e Valle d'Aasta




o istituto zooprofilattico sperimentale

del Piemonte, Liguria e Valle d'Aosta

ZOOPROFILATTICO

TUTDO

S TI

ATVLININIbEIdS

del Piemonte Liguria e Valle d’Aosta

N

Viia Bologna, 148 - 10154 Torino - IT - Tel. +39 01126861
Pec: izsto@legalmail.it - web: www.izsplv.it




