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LES ENCEPHALOPATHIES
SPONGIFORMES SUBAIGUES
TRANSMISSIBLES ANIMALES -
Caractéristiques générales
et méthodes de diagnostic

La Tremblante du mouton et de la chévre
est 'Encéphalopathie Spongiforme Subaigué
Transmissible (ESST) la plus anciennement
connue chez 1'animal ; sa description cli-
nique chez le mouton remonte a 1732, en
Angleterre (sous le nom de Scrapie) et sa
transmissibilité intraspécifique a été montrée
expérimentalement en 1938 par Cuillé et
Chelle (1). Le rapprochement nosologique
avec les ESST humaines, notamment le
Kuru et la Maladie de Creutzfeldt-Jakob
(MCJ), a été fait deés 1955 par Hadlow.
Cependant, cette maladie, sans incidence
connue sur la santé humaine et aux consé-
quences économiques modérées en regard
des grandes épizooties, n'a longtemps été
€tudiée que par un petit nombre d'équipes,
qui ont surtout mis en évidence ses parti-
cularités cliniques, épidémiologiques et

expérimentales (notamment la trés grande
résistance de 1'agent aux procédés classiques
d'inactivation des agents infectieux, comme
la chaleur ou les radiations ionisantes),
débouchant sur le concept d'agent infec-
tieux "non conventionnel” (2).

Trois événements majeurs ont stimulé
les travaux de recherche sur les ESST ani-
males. Le premier fut le développement de
la théorie du Prion par Prusiner en 1982 (3).
A partir de 1986 (4,5), la description d'une
nouvelle ESST, 'Encéphalopathie Spongi-
forme Bovine (ESB), son extension rapide
au cheptel bovin britannique et I'apparition
de cas sur le continent européen, ont susci-
té des inquiétudes, tant sur les risques poten-
tiels pour la santé humaine que sur 1'évolu-
tion possible de 1a maladie dans le cheptel
(extension de la maladie chez les bovins,
passage démontré chez le chat et des ani-
maux de parcs zoologiques, passage pos-
sible expérimentalement a d'autres especes
dont les ovins et les caprins). Enfin et sur-
tout, la description d'un nouveau variant de



la Maladie de Creutzfeldt-Jakob (v-MCJ)
(6), la démonstration épidémiologique et
expérimentale de I'identité de son agent avec
celui de 'ESB (7,8) ont motivé des efforts
de recherche importants.

La recherche a notamment porté sur le
role de la protéine PrP, majoritairement
exprimée par les neurones, dans la physio-
pathologie et la transmissibilité de ces mala-
dies. La PrP, ou protéine prion, est une pro-
téine normale de 1'hdte, qui passe, par simple
modification de sa conformation, d'un état
normal, sensible a la digestion protéasique
(on parle de PrPsens), a un état patholo-
gique ot elle résiste partiellement aux pro-
téases (PrPres) et s'accumule dans certains
tissus, principalement le tissu nerveux. Selon
la théorie du prion, cette PrPres constitue-
rait en elle-méme l'agent infectieux, seule ou
associée a d'autres protéines, mais en 1'ab-
sence de tout message spécifique codé par
un acide nucléique.

Un autre axe prioritaire de la recherche
a été l'amélioration du diagnostic de ces
maladies, nécessaire a leur étude épidé-
miologique, a la mise en place de mesures
de protection sanitaire et au suivi de leur
impact. En France, cet effort s'est notam-
ment traduit, dans le cadre du programme
national de recherche sur les ESST et les
maladies a Prions, par la constitution d'un
programme de recherche en réseau "Anti-
corps-Protéines" qui a produit des anticorps
monoclonaux anti-PrP et a caractérisé leurs
propriétés immunohistochimiques, tant chez
I'Homme que chez 1'animal (9).

Chez I'animal, le diagnostic d'une ESST
est demandé dans deux types de circons-
tances significativement différentes : a titre
de confirmation chez les animaux suspects
clinique, et dans un cadre de dépistage sys-
tématique, notamment pour la recherche des
porteurs asymptomatiques qui, en raison de
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la durée d'incubation prolongée de la mala-
die (5 ans en moyenne pour 'ESB dans les
conditions naturelles), représentent la majo-
rité des animaux infectés.

Longtemps, le diagnostic expérimental
n'a pu étre mis en ceuvre que chez les ani-
maux cliniquement suspects, tout d'abord
par la recherche de 1ésions histologiques
caractéristiques dans des territoires topo-
graphiques précis du systéme nerveux cen-
tral, puis par la mise en évidence de l'accu-
mulation intratissulaire de la PrPres, qui
constitue un des meilleurs marqueurs de la
maladie. Cette détection repose sur des
méthodes immunologiques employant des
anticorps anti-PrP, soit in situ (immunohis-
tochimie), soit sur extraits tissulaires (Wes-
tern blot et méthodes de type ELISA). Plus
récemment, l'affinage des méthodes de
détection non morphologiques a permis la
mise au point et 'emploi systématique chez
les bovins abattus, de tests de diagnostic de
I'ESB capables de détecter la maladie chez
des animaux encore dépourvus de symp-
tomes.

Une des difficultés majeures du dia-
gnostic immunologique des ESST est que la
PrPres présente la méme structure primaire
que la PrPsens : seule leur conformation tri-
dimensionnelle semble différer.

Les solutions adoptées pour caractéri-
ser I'accumulation de la forme anormale de
la protéine varient selon les méthodes
employées. Sur des prélevements non fixés,
notamment pour les méthodes non mor-
phologiques, la distinction entre PrPsens et
PrPres repose sur la digestibilité de la forme
normale de la protéine par la protéinase K :
la PrPsens, visualisable par Western blot,
n'est plus détectable apres digestion enzy-
matique, alors que la PrPres est préservée.

Sur coupes histologiques de tissus fixés



et inclus en paraffine, la fixation permet a de
nombreux antigénes de résister a une diges-
tion protéasique ménagée (le prétraitement
des coupes histologiques par la protéinase K
est méme une méthode de démasquage des
antigénes couramment employé€e par ces
techniques). Dans les conditions usuelles
d'amplification et de détection, la PrPsens est
présente en quantité trop faible pour donner
un signal immunohistochimique clairement
détectable, ou n'est observée qu'en position
intracytoplasmique et en faible quantité dans
les neurones, alors que l'accumulation de
PrPres est intense en phase clinique de la
maladie et s'effectue dans des localisations
topographiques et tissulaires précises com-
portant des dépdts intercellulaires (10).

La recherche d'anticorps spécifiques des
formes pathologiques de la PrP n'a pas pour
l'instant fourni de résultats exploitables.

Parallelement a leur utilisation pour le
diagnostic des cas spontanés, les méthodes
immunohistochimiques de détection de la
PrPres sont également employées a des fins
expérimentales, notamment chez les ron-
geurs (souris, hamster) sensibles aux ESST
animales et humaines. Chez les souris trans-
géniques surexprimant fortement la PrP, il
reste nécessaire de distinguer la PrPsens de
la PrPres ; des méthodes particulieres de
digestion par la protéinase K sont employées
dans ces cas.

IMMUNOHISTOCHIMIE
SUR COUPES EN PARAFFINE
DE TISSUS FIXES EN FORMOL

Le travail sur coupes en paraffine est la
méthode de choix pour I'immunomarquage
de la PrP en pathologie animale spontanée,
notamment dans un contexte de diagnostic,
tant pour des raisons pratiques que pour des
questions d'hygiene et de sécurité.
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Sur un plan pratique, il est facile de fixer
en formol (formol & 10%, isotonique et tam-
ponné) un échantillon d'encéphale (tronc
cérébral, cervelet) prélevé chez un rumi-
nant mort ou abattu dans un contexte de
suspicion clinique d'ESST, et d'acheminer ce
prélevement vers un laboratoire de dia-
gnostic agréé. De méme, au laboratoire, les
techniques sur coupes en paraffine sont plus
simples & mettre en ceuvre en routine que des
techniques sur coupes au cryostat.

Pour la protection des personnels du
laboratoire, et bien que la fixation aldéhy-
dique ne supprime pas l'infectiosité des
échantillons, il est plus facile de prévenir
les risques de contamination accidentelle
lors du traitement histologique de préleve-
ments fixés, principalement parce que les
blocs de tissu fixés peuvent étre inactivés par
l'acide formique avant leur inclusion en
paraffine (immersion des cassettes d'inclu-
sion pendant une heure, a température
ambiante et sous agitation, dans 1'acide for-
mique & 98%, suivie d'un lavage dans deux
bains de formol d'une heure chacun) ; il est
en effet recommandé en pathologie anima-
le d'appliquer les regles prévues en anatomie
pathologique humaine par la circulaire
DGS/DH 100 du 11 décembre 1995.

Les principes de la détection immuno-
histochimique de I'accumulation de PrP sont
les mémes chez l'animal et chez 'homme.

Les coupes histologiques, étalées sur
lames préparées classiquement pour 1'im-
munohistochimie, sont déparaffinées et réhy-
dratées, puis font l'objet de prétraitements qui
renforcent la sécurisation de 1'échantillon
et participent au démasquage immunolo-
gique de la PrPres.

Les prétraitements

Certains prétraitements sont des procé-
dés classiques de l'immunohistochimie ;



d'autres sont plus particuliers a la détection
de la PrPres.

Le premier est effectué par 1’acide for-
mique ; les coupes déparaffinées et réhy-
dratées sont plongées dans un bain d'acide
formique 4 98% pendant 30 minutes, puis
lavées en eau distillée. Il est conseillé de
l'appliquer systématiquement car il renfor-
ce la sécurisation de 1'échantillon en raison
du pouvoir inactivant de I'acide formique
et il participe au démasquage des épitopes
de la PrPres.

D'autres prétraitements, qui peuvent étre
utilisés seuls ou successivement (sans que
l'ordre dans lequel ils sont mis en ceuvre
apparaisse déterminant), visent 2 augmenter
la sensibilité du marquage en démasquant les
épitopes ; le choix des prétraitements effec-
tués dépend a la fois des caractéristiques
propres de l'anticorps et du niveau de sen-
sibilité recherché. Ces procédés sont
(11,12,13) :

- le traitement par la chaleur en milieu
liquide, au four & micro-ondes ou en auto-
clave, les lames étant immergées dans 1'eau
distillée ou dans un tampon citrate ; 1'auto-
clavage donne souvent des résultats plus
homogenes (surtout si I'immersion des lames
se fait dans le liquide bouillant et non a froid
pour éviter la formation de taches liées au
dégazage du liquide pendant son chauffage)
et limite des risques de décollement des
coupes et d'effet de bord ; on peut effectuer
cette opération en autocuiseur culinaire ;

- la digestion enzymatique modérée par
la protéinase K ;

- le traitement par des agents dénatu-
rants des protéines (par exemple l'isothio-
cyanate de guanidium 4M, 2 heures a 4°C).

Entre les étapes, les lames sont rincées
a l'eau distillée.

On peut alors appliquer les prétraite-
ments habituels adaptés a la méthode de
révélation de son choix. Par exemple, pour
une révélation par méthode indirecte avec le
complexe avidine-biotine-peroxydase, on
réalisera une saturation de la biotine endo-
geéne (facultative pour le tissu nerveux) et
une inactivation des peroxydases tissulaires
par le peroxyde d'hydrogene.

L'immunomarquage et sa révélation

Ils ne présentent aucune particularité
méthodologique par rapport aux procédés
classiques de I'immunohistochimie.

On veillera toutefois a recueillir tous les
déchets, en raison d'un risque infectieux
résiduel potentiel, et a les traiter conformé-
ment aux recommandations (incinération a

" haute température, inactivation par 1'eau de

~12-

Javel a une concentration finale de 6 degrés
chlorométriques pendant 1 heure pour les
effluents aqueux).

Aprés montage, une ultime précaution
hygiénique peut consister a traiter les lames
par l'eau de Javel, selon les mémes caracté-
ristiques. Dans tous les cas, les réserves
humides, les blocs et les lames histologiques
seront conservés a part et leur acces sera
limité aux personnes averties des précau-
tions a prendre pour leur manipulation.

IMMUNOHISTOCHIMIE
SUR COUPES AU CRYOSTAT

Ces méthodes sont surtout employées
en pathologie expérimentale, principale-
ment chez les Rongeurs. Il peut étre néces-
saire de supprimer l'immunoréactivité des
formes normales de la PrP, surtout lorsque
cette protéine est surexprimée chez des ani-
maux transgéniques.

La méthode de choix est la digestion par



]a protéinase K, selon les mémes principes
que pour le Western blot. Cependant, les
coupes au cryostat de tissus non fixés résis-
tent mal a ce traitement enzymatique lors-
qu'elles sont montées sur lames de verre, ce
qui a conduit a développer une technique
d'Histoblot, qui consiste a transférer les pro-
téines d'une coupe au cryostat sur une mem-
brane de nitrocellulose, qui est ensuite trai-
tée comme pour la révélation d'un Western
blot. Cette technique est avant tout adaptée
aux études topographiques de I'accumulation
de PrPres ; elle ne permet pas une étude
structurale fine puisqu'elle interdit I'examen
microscopique en lumiere transmise.

Inspirée de cette technique, une métho-
de similaire fondée sur une digestion pro-
téasique forte d'une coupe en paraffine trans-
férée sur membrane a été développée (14).

APPLICATION : Immunodétection
de la PrP chez le mouton

Dans les cas naturels de tremblante, la
moelle allongée est le site de choix pour la
recherche de 1'accumulation de PrP, princi-
palement au voisinage de 1'obex. L'accu-
mulation de PrP s'observe dans des locali-
sations topographiques précises et adopte
des profils morphologiques bien documen-
tés (10).

Sur un plan topographique, les dépdts
sont essentiellement observés, de facon
remarquablement symétrique, dans le noyau
dorsal du nerf vague (principalement dans
sa région ventrale), le noyau du tractus soli-
taire, la formation réticulée, le noyau du
nerf trijumeau et le raphé médian.

Ces dépots s'observent principalement
dans le neuropile, sous la forme d'un mar-
quage poussiéreux ou granulaire, souvent
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disposé en filaments, en chapelet ou en amas
étoilés ; ils sont retrouvés sous forme de
dépdts périvasculaires ou de granules le long
de la membrane des corps cellulaires des
neurones et de granules intracytoplasmiques.
L'observation de quelques granules pure-
ment intracytoplasmiques est possible chez
des moutons sains (figure 1).

CONCLUSION

L'accumulation de PrPres est a ce jour le
seul marqueur spécifique des ESST pou-
vant étre mis en évidence par immunohis-
tochimie.

Cette détection nécessite avant tout de
disposer d'un anticorps sensible et spéci-
fique.

Les protocoles d'immunomarquage
accordent une place prépondérante a des
prétraitements qui sont nécessaires au
démasquage des épitopes et les opérations
techniques doivent étre menées en tenant
compte de la résistance exceptionnelle des
agents des ESST aux conditions usuelles de
traitement des prélevements histologiques,
y compris par fixation aldéhydique et inclu-
sion en paraffine.

Le développement de méthodes rapides,
non morphologiques, de détection de la
PrPres est en voie de diminuer 1'importan-
ce quantitative de I'i'mmunomarquage dans
le diagnostic de ces maladies chez l'animal.
Cependant, ces méthodes restent indispen-
sables a de nombreux protocoles de
recherche et garderont tout leur intérét pour
l'analyse de prélevements fixés, pour les cas
ou aucun prélevement frais n'est disponible
pour les autres méthodes.



3 > - iy s

i : ; e * s
Figure 1 : Inmunomarquage de la PrP chez un ovin atteint de tremblante : immunoperoxydase
réalisée en arriére de I'obex. (a) Marquage symétrique du noyau dorsal du nerf vague (barre =

500 pm) ; (b) détail (barre = 50 um) : marquage granuleux du neuropile et dépots périneuronaux.
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