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La malattia di Creutzfeldt-Jakob sporadica (MCJs) ¢ una malattia dell’'uomo rara e fatale che colpisce il sistema nervoso
centrale. A oggi non sono stati accertati casi di trasmissione di MCls associati all’uso di sangue o emoderivati provenienti da
donatori affetti da MCJs. Viceversa, I’agente infettivo responsabile della MCJ variante (MCJv), la forma umana della BSE
(Bovine Spongiform Encephalopathy), ¢ trasmissibile attraverso il sangue. Al fine di ridurre il rischio di infezione per
I’'uomo sono state adottate distinte strategie precauzionali nei diversi Paesi. L’Agenzia Europea dei Medicinali (EMA,
European Medicines Agency) indica che non € necessario il ritiro dei plasmaderivati prodotti da plasma-pool contenenti
donazioni di soggetti con diagnosi definita di MClJs, ne raccomanda invece il ritiro qualora fosse accertato il contributo
proveniente da un soggetto riconosciuto affetto da MCJv successivamente alla donazione. In via precauzionale ¢ auspicabile
promuovere il ritiro se nel plasma-pool ¢ identificata una donazione proveniente da un soggetto che non abbia una diagnosi
definita di MCJ o che risulti affetto da MClJs atipica.
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Sporadic Creutzfeldt-Jakob disease (sCID) is a rare and fatal disorder, which affects central nervous system. Up
to date, no sCJD cases have been ascertained related in recipients of blood or plasma-derived medicinal products
obtained from preclinical or sCJD affected donors. In contrast, BSE (Bovine Spongiform Encephalopathy) infectious
agent, causing in humans variant CJD (vCJD), may transmit the disease through blood transfusions. To reduce the
infectious risk for humans, distinct prevention strategies were introduced in different Countries. In agreement with
precautionary measures issued by European Medicines Agency (EMA), when a donor post-donation is confirmed as
having a definite sCJD, recall of batches of plasma-derived medicinal products is not justified. In contrast, recall is
recommended in case a donor included in the plasma-pool is post-donation recognized affected by vCJD. As further
precautionary measure, it is advisable to recall batches of plasma-derived medicinal products where a donor is post-
donation confirmed as having atypical sCJD or CJD diagnosis is pending.

Key words: Blood; Plasma; Creutzfeldt-Jacob disease; Prion diseases; Plasma-derived medicinal products; Risk-analysis

L’Agenzia italiana del farmaco (AIFA) ha promosso questo studio nell’ambito di una convenzione con 1’Istituto
Superiore di Sanita.

Si ringrazia il “Registro Nazionale della MCJ e Sindromi correlate” per la preziosa collaborazione offerta.

Per informazioni su questo documento scrivere a: vito.vetrugno@iss.it.

Il rapporto ¢ accessibile online dal sito di questo Istituto: www.iss.it.

Per informazioni editoriali scrivere a: pubblicazioni@iss.it.

Citare questo documento come segue:
Vetrugno V, Puopolo M, Giampaolo A, Chelucci C, Zanusso G. Analisi del rischio di trasmissione della Malattia di Creutzfeldt-
Jakob attraverso prodotti medicinali plasma derivati. Roma: Istituto Superiore di Sanita; 2011. (Rapporti ISTISAN 11/8).

Presidente dell’Istituto Superiore di Sanita e Direttore responsabile: Enrico Garaci
Registro della Stampa - Tribunale di Roma n. 131/88 del 1° marzo 1988

Redazione: Paola De Castro, Sara Modigliani e Sandra Salinetti
La responsabilita dei dati scientifici e tecnici ¢ dei singoli autori.

© Istituto Superiore di Sanita 2011 @. BY NC_ND


http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.5/it/

INDICE

1. Malattie da prioni dell’UOMO ........c.ooiieeeeeeeeeeee e 1
L L (O] T ) T Lo TP 1
N N (53 T ] 4 U< TSR 2
| TR (O S F: Y a (0 (<) - U 2
L4, MICT VATIANTE ..ottt ettt s st ae b bttt ne e 3
LS. KU ettt ettt ettt e b e s et bt et sa e b sa e bt be et e ene e 4
2. Infettivita del sangue e dei plasmaderivati nelle malattie umane da prioni....... 5
2.1 MCT VATIANTE ..ottt ettt ettt et s st b e sttt et e st sbesbeeaeeneenneneens 5
Y (O ] T ) T Lo BTSSR 7
230 ATEE EST oottt b et b ettt b ettt bt eene 8
2.4. EvIdenze SPErIMENTtAll ........cceiuiiuieuieieieieeeee sttt ettt ettt et e e estesbesteeseeneeneeneanee s 8
3. MiSUIe PreCaUZIONAlN......c.coiieieiicieiiietee bbbt 10
3.1. Criteri di esclusione dei donatori nell’Unione Europea............cccoecvrienienieiieienecceseee e 10
3.2. Ritiro plasmaderivati nell’Unione Europea..........c.ccoeceeiirieniiiieieeeeeeeee e 11
TR TR 1 4 1 SRR 11
T 7 11T Ta - SRR 12
T T € 5 F: 3] 0T ) OO PRPRRUR 12
3.6. LeUCOEPLEZIONE. ..ottt ettt et ettt b ettt et et et e saeenae e eee 12
4. PlasSMAUEIIVALL ......c.ovueiiiiiciic et 14
4.1. ProcesSO PrOAULLIVO .....eeiieeiieeieetieteeie ettt sttt ettt et e et et e et et entesseesseesseeseenseeneesneesseenseenneans 14
4.2, Studi di VAlIAAZIONE .....eoueieiiieiieetie ettt ettt ettt a et e bt e ae et e sneesne e et ens 14
5. Analisi del rischio sangue/plasma in Italia..........cccooioriricinieees e 16
5.1 MCT VATIANE ...ttt sttt ettt ettt se st se et seeae st e enesaennenen 16
5.2, MCJ SPOTAGICA. ...cuvieuiieutieiieeiiesieeete et ete st e st e et et et e staestee b e esseensessaesseenseenseensesssesseenseensenssensaensenn 17
5.3 EST ENEHCHE ...ocvieiiieiieeiieeeeeee ettt et st e st e ss e e st esteenseenaeesaeseenaensaensenn 18
R Y (O IS F: 1 (o (<) - SRR 18
5.5. Azioni prospettiche da implementare in Italia............coccooririiriiieiiee e 18
CONCIUSTONT .. 19

BiBIOGIATIA. ...ttt en s 21






Rapporti ISTISAN 11/8
1. MALATTIE DA PRIONI DELL'UOMO

Le malattie da prioni o encefalopatie spongiformi trasmissibili (EST) sono rare e letali
malattie degenerative del sistema nervoso centrale (SNC) causate da un agente infettivo (prione)
apparentemente privo di acidi nucleici codificanti e resistente a procedure d’inattivazione
chimico-fisiche generalmente efficaci per altri patogeni. La formazione e 1’accumulo della
proteina prionica patologica (PrP®"), a partire dal suo precursore cellulare (PrPS), sono gli
eventi centrali nella patogenesi delle EST. Si distinguono cinque forme di EST dell’uomo: la
malattia di Creutzfeldt-Jakob (MCJ) sporadica, le EST genetiche, la MCJ iatrogena, la MCJ
variante e il Kuru.

1.1. MCJ sporadica

La MCJ sporadica (MCJs) comprende circa 1’80% di tutti i casi di MCJ; ha un’incidenza
uniforme (circa 1-2 casi per milione di abitanti per anno) nei paesi con sorveglianza
epidemiologica attiva, un picco nella settima de cade di vita e una durata mediana di malattia di
circa 6 mesi (Pocchiari et al., 2004). L’eziologia della MCJ sporadica ¢ sconosciuta € non €
legata a evidenti fattori di rischio, ad eccezione dell’omozigosi per metionina (Met/Met) al
codone polimorfico 129 (codificante per metionina o valina) del gene della proteina prionica
umana (PRNP). Circa il 70% dei pazienti con MCJ sporadica sono Met/Met contro poco meno
del 40% della popolazione di controllo (Ladogana et al., 2005).

La diagnosi ¢ definita solo post mortem dall’analisi neuropatologica e/o dall’analisi
biochimica (ricerca della PrP™") eseguita su tessuto cerebrale (Figura 1). Intra vitam la diagnosi
¢ probabile se il paziente presenta una demenza e¢ almeno due dei seguenti segni clinici:
mioclono, disturbi visivi o segni cerebellari, piramidali o extrapiramidali, mutismo acinetico;
associati a un tracciato elettroencefalografico (EEG) pseudo-periodico o a presenza della
proteina 14-3-3 nel liquido cefalorachidiano o a un aumento di segnale bilaterale e simmetrico
nei nuclei della base in risonanza magnetica (RM) cerebrale (Figura 1). La mancanza dei dati
strumentali e/o la positivita alla proteina 14-3-3 riducono la definizione diagnostica (MCJ
sporadica possibile). A seconda del polimorfismo al codone 129 e al tipo di PrP*®" (tipo 1, tipo
2A o tipo misto) che si accumula nel cervello (Parchi et al., 1996; Parchi et al., 1999; Cali et al.,
2009), la sintomatologia clinica e I’evoluzione della malattia pud assumere caratteristiche
alquanto diverse (Pocchiari et al., 2004). Nei soggetti giovani, in particolare, la MCJ sporadica
puo manifestarsi con caratteristiche cliniche e strumentali simili a quelle della MCJ variante
(vedi oltre), e quindi ¢ necessario I’esame istologico e/o biochimico del cervello per distinguere
le due forme di MCJ. Inoltre, in rarissimi casi, la PrP®™T che si riscontra nel cervello presenta
caratteristiche atipiche (Zanusso €t al., 2007) rendendo dubbia la classificazione di questi casi.

La distribuzione dell’infettivita nei tessuti e fluidi biologici nei diversi sottotipi di MCJ
sporadica ¢ stata poco indagata ma i limitati dati disponibili suggeriscono che sia costantemente
presente nel SNC e, a livelli molto piu bassi, anche in tessuti periferici come la milza e i
linfonodi (Brown et al., 1994; European Commission, 2005). Si sospetta che nella MCJ
sporadica, come nella MCJ iatrogena, il coinvolgimento patogenetico dei tessuti linfoidi sia
associato ai casi di relativa lunga durata di malattia clinica (vedere paragrafi 1.4 e 2.1) mentre
occorra fin dal periodo preclinico nella MCJ variante (Herzog et al., 2005). Tuttavia, non &
possibile escludere formalmente la presenza di bassi livelli d’infettivita nei tessuti periferici dei
soggetti affetti da MCJ sporadica durante la fase preclinica.
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Maggiori informazioni si hanno sulla distribuzione della PrP™>", sebbene ’assenza di Pr
in un dato tessuto non necessariamente escluda I’infettivita (Lasmezas et al., 1997; Somerville
et al., 2002; Silveira et al., 2005; Piccardo et al., 2007; Balkema-Buschmann €t al., 2011).
Glatzel e collaboratori (Glatzel et al., 2003) hanno dimostrato la presenza di PrP*" in maniera
variabile e irregolare in sezioni di milza e muscolo scheletrico di soggetti deceduti per MCls.
Una misura quantitativa della PrP™" in questi tessuti ha rivelato un segnale 10.000 volte
inferiore rispetto a quello misurato nel cervello. La presenza di PrP®*" nel muscolo scheletrico
di soggetti deceduti per MCJ sporadica, MCJ iatrogena ¢ MCJ variante ¢ stata riportata
successivamente da altri ricercatori (Peden et al., 2006).

Nella Figura 1 sono rappresentati 1 criteri diagnostici della MCJ sporadica
(http://www.cjd.ed.ac.uk/criteria.htm >ultimo accesso maggio 2011).

DEFINITA: Conferma neuropatologica/immunocitochimica

POSSIBILE: |+ 2del Il + durata < 2 anni

PROBABILE: Possibile + positivita alla proteina 14-3-3
I+2delll+1llo IV

Demenza rapidamente progressiva
A Mioclono

B Disturbi visivi o cerebellari

C Segni Piramidali o extrapiramidali
D Mutismo acinetico

EEG tipico

Iperintensita ai gangli della base

1
\

Figura 1. Criteri diagnostici della MCJ sporadica 2010

1.2. EST genetiche

Le forme genetiche sono circa il 10-20% delle encefalopatie spongiformi trasmissibili (EST)
e comprendono la MCJ genetica (MCJg), la sindrome di Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS)
e I’Insonnia Fatale Familiare (IFF). Le EST genetiche sono associate a mutazioni del gene
PRNP (e piu frequenti sono legate alle mutazioni E200K e V210I) e si trasmettono secondo una
modalita autosomica dominante. L’Italia ¢ in Europa il secondo Paese, dopo la Slovacchia, con
maggiore incidenza di forme genetiche.

Mancano dati circa la distribuzione dell’infettivita o della Pr nei tessuti e nel sangue dei
soggetti affetti da forme genetiche, tuttavia si assume che il rischio infettivo rappresentato dalle
forme genetiche sia simile a quello stimato per la MCJ sporadica (European Medicines Agency,
2010).

EST
P
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1.3. MCJ iatrogena

Le MCIJ iatrogene sono secondarie all’esposizione accidentale all’agente eziologico durante
procedure medico-chirurgiche (somministrazione di ormoni pituitari di origine estrattiva da ipofisi di
cadavere, trapianto di dura mater e di cornea da donatori affetti da MCJ sporadica e, piil raramente,
interventi neurochirurgici con ferri non sterilizzati in maniera idonea).

L’analisi di oltre 400 casi di MCJ iatrogena descritti nel mondo ha evidenziato che il tempo di
incubazione (tempo intercorrente tra 1’esposizione all’agente infettivo e I’insorgenza della
sintomatologia clinica) varia da un minimo di 1 a un massimo di 38 anni (Brown et al., 2006).

Per le MCJ iatrogene non ci sono evidenze di una diversa distribuzione dell’infettivita o della
PrP™" nei tessuti dei soggetti affetti rispetto alla MCJ sporadica (Brown et al., 1994; Herzog et al.,
2005).

1.4. MCJ variante

Nel 1996 ¢ stata descritta nel Regno Unito la forma variante della MCJ legata al consumo
alimentare di prodotti carnei contaminati dall’agente infettivo responsabile dell’encefalopatia
spongiforme del bovino (BSE, Bovine Shongiform Encephalopathy) (Will et al., 1996). La MCJ
variante ha un tempo d’incubazione stimato di 10-16 anni, un’eta media all’esordio di 28 anni (range
12-74 anni; mediana 27 anni) e alla morte di 30 anni. La MCJ variante si distingue dalla MCJ
sporadica per I’eta d’esordio (di solito tra 20 e 40 anni), una maggiore durata clinica della malattia
(superiore a 6 mesi) e per i sintomi di esordio rappresentati da disturbi comportamentali,
modificazioni della personalita, depressione e disturbi sensoriali (Brandel et al., 2009). La maggior
parte dei pazienti sviluppa precocemente un’atassia cerebellare mentre, con il progredire della
malattia, compaiono mioclono, coreo-atetosi e demenza. Il quadro elettroencefalografico non
presenta il tipico tracciato pseudo periodico se non raramente nelle fasi terminali di malattia. La
presenza di PrP™" nel tessuto tonsillare, prelevato mediante biopsia, permette nella maggior parte dei
casi di distinguere in vita la MCJ variante dalle altre forme di EST. Tuttavia, come per la MCJ
sporadica, la diagnosi definita della MCJ variante viene formulata attraverso I’esame autoptico e/o
biochimico (presenza di PrP™" di tipo 2B) del tessuto nervoso (Parchi et al., 1997), mentre la
diagnosi di MC]J variante probabile si basa sulla sintomatologia clinica, sull’esame di RM cerebrale
(iperintensita bilaterale del pulvinar) ed eventualmente sulla presenza della PrP™" in campioni
bioptici tonsillari. I casi di MCJ variante possibili (es. per mancanza di lesioni caratteristiche alla RM
cerebrale o assenza di PrP™" nella tonsilla) non hanno un’adeguata accuratezza diagnostica e non
sono conteggiati nelle statistiche ufficiali in Italia, come nel resto dell’Unione Europea. Questa
variabilita fenotipica non permette di distinguere la MCJ variante dalla MCJ sporadica, in particolare
quando quest’ultima colpisce soggetti in giovane eta.

Differentemente dalle altre EST umane (Hill et al., 1999; Head et al., 2004) la MCJ variante ¢
causata da un agente con uno spiccato linfotropismo (Wadsworth et al., 2001, 2007; Hilton et al.,
2004). 11 tessuto linfatico nella MCJ variante pud quindi costituire un serbatoio di infettivita per
potenziali trasmissioni iatrogene gia a partire dal periodo preclinico.

Al mese di marzo 2011 sono stati riportati 224 casi di MCJ variante di cui 175 nel Regno Unito
(per il numero aggiornato di casi nel Regno Unito e nel resto del mondo si pud consultare il sito
http://www.cjd.ed.ac.uk/vcjdworld.htm ultima consultazione 19/05/2011). Nel Regno Unito il picco
di mortalita ¢ stato raggiunto nel 2000, con 28 decessi, ¢ da allora ¢ andato a diminuire fino a
registrare solo 1-2 casi per anno nel periodo 2007-2009. A oggi, tutti i casi clinici di MCJ variante
certi e probabili sono risultati omozigoti per metionina (M/M) al codone polimorfico 129 del gene
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PRNP, indicando quindi questo tipo di omozigosi come un potente fattore di suscettibilita. Tuttavia,
recentemente, € stato descritto un caso classificato come “MCJ variante possibile” in un soggetto
con genotipo Met/Val (Kaski et al., 2009).

In Francia, Paese col piu alto numero di casi di MCJ variante (n. 25) dopo il Regno Unito,
I’epidemia ha mostrato un andamento simile a quello britannico ma il maggior numero di decessi si
¢ osservato nel periodo 2004-2005. 1l ritardo di 5 anni nel picco dell’epidemia ¢ probabilmente
dovuto alla ritardata esposizione della popolazione francese alla BSE importata dal Regno Unito
(Flan et al., 2007; Zou et al., 2009). L’eta media € di 36 anni all’esordio (range, 18-57 anni;
mediana, 35 anni) e 37 alla morte (Brandel et al., 2009). La stima del numero totale di MCJ variante
in Francia ¢ di 33 casi di cui i due terzi nella popolazione nata dopo il 1969 e il restante terzo tra
quelli nati tra il 1940 ¢ il 1969 (Chadeau-Hyam et al., 2005).

In Italia sono stati descritti due casi di MCJ variante, entrambi Met/Met al codone 129, in
soggetti che non hanno soggiornato in UK e non hanno donato né ricevuto trasfusioni di sangue (La
Bella et al., 2002; <http://www.iss.it/rncj>).

Due studi retrospettivi hanno cercato di fornire stime piu precise della prevalenza d’infezione
della MCJ variante nel Regno Unito. Il primo studio ¢ stato condotto su campioni di tonsille e
appendici rimosse chirurgicamente negli anni 1996-1999 da soggetti in prevalenza di 20-29 anni
(Hilton et al., 2004). Su un totale di 11.247 appendici analizzate, 3 sono risultate PrP™" positive in
immunoistochimica. Nei soggetti della coorte di nascita 1961-85 la prevalenza stimata di 292 casi
subclinici per milione (95% IC: 60-853) fa prevedere, nella popolazione generale del Regno Unito,
un numero di casi compreso tra 520 ¢ 13.000 (Clewley et al., 2009). Due delle appendici rinvenute
positive per la PrP™" appartenevano a individui omozigoti per valina al codone 129, suggerendo una
potenziale suscettibilita all’infezione anche dei soggetti Met/Val e Val/Val al codone 129 del PRNP
(Tronside et al., 2006). Questa possibilita ¢ stata confermata sperimentalmente in topi transgenici
umanizzati infettati con la MCJ variante (Hill et al., 2000; Race et al., 2001; Bishop et al., 2006). 11
secondo studio eseguito su campioni di tonsille (NATA, National Anonymous Tonsil Archive) ¢
stato iniziato nel 2003 e sara completato nel 2013 (Clewley et al., 2009). Alla fine del 2008, su piu di
63.000 coppie di tonsille analizzate — oltre 12.000 delle quali provenienti da soggetti nella coorte di
nascita 1961-85, nella quale sono stati riportati piu dell’80% dei casi di MCJ variante — non ¢ stata
rilevata alcuna reattivita per la PrP™", stimando una prevalenza di zero casi subclinici/preclinici per
milione di abitanti (95% IC: 0-289) (Clewley et al., 2009). Sebbene questa seconda stima sia piu
bassa di quella riportata nell’analogo studio di Hilton sulle appendici, risulta ancora compatibile con
la prima (P=0.09, mettendo a confronto le stime di prevalenza calcolate nei due studi). Inoltre, i due
studi presentano differenze nelle popolazioni in studio e nel tipo di test di screening eseguito
(Clewley et al., 2009).

In Italia, cosi come in altri Paesi con bassa incidenza di casi di MCJ variante, gli studi di
prevalenza su campioni di tonsille e/o appendici non sarebbero in grado di dare alcuna risposta e
sono pertanto sconsigliati (Pocchiari et al., 2009).

1.5. Kuru

Il Kuru ¢ una EST pressoché estinta che intorno alla meta del secolo scorso si manifestava in
forma epidemica tra gli indigeni di lingua Fore della Papua-Nuova Guinea, dediti a pratiche
rituali endocannibaliche, praticate in prevalenza da donne e bambini. L’origine del Kuru ¢
sconosciuta ma ¢ verosimile che sia comparsa tra la popolazione Fore all’inizio del XX secolo,
probabilmente in seguito alla comparsa di un caso di MCJ sporadica (Wadsworth et al., 2008).
Un lungo studio osservazionale ha riportato che il tempo d’incubazione del Kuru poteva
superare i 50 anni nei soggetti eterozigoti al codone 129 del PRNP (Collinge €t al., 2006).
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2. INFETTIVITA DEL SANGUE E DEI PLASMADERIVATI
NELLE MALATTIE UMANE DA PRIONI

2.1. MCJ variante

Nel 1997 venne avviato nel Regno Unito lo studio collaborativo denominato “TMER”
(Transfusion Medicine Epidemiological Review) tra la National Creutzfeldt-Jakob Disease
Surveillance Unit (NCIDSU) e la UK Blood Services (UKBS) al fine di identificare eventuali
trasmissioni di MCJ variante legate al sangue. Nel 2004 venne identificato il primo caso di MCJ
variante secondaria associata a una trasfusione di sangue (es. eritrociti concentrati non
leucodepleti) ricevuta sei anni e mezzo prima. Il donatore, tre anni ¢ mezzo dopo la donazione,
aveva sviluppato i sintomi della MCJ variante (Llewelyn et al., 2004). Successivamente, altri
due casi clinici di MCJ variante sono stati attribuiti a trasfusioni di sangue. Analogamente al
primo caso, anche questi soggetti erano stati trasfusi con rossi concentrati non leucodepleti. In
tutti e tre i casi descritti le donazioni di sangue responsabili dell’infezione provenivano da
soggetti clinicamente in buona salute al momento della donazione ma che successivamente (es.
17-40 mesi piu tardi), avevano sviluppato la MCJ variante. Inoltre, i soggetti riceventi,
omozigoti per metionina (Met/Met) al codone 129 del gene PRNP, avevano sviluppato la MCJ
variante da 6,5 a 8,5 anni dopo le trasfusioni. Le caratteristiche cliniche e neuropatologiche
riportate in questi soggetti erano analoghe a quelle riscontrate nei casi di MCJ variante attribuiti
alla BSE acquisita per via orale.

Un quarto probabile caso di MCJ variante legato al sangue ¢ quello di un soggetto
asintomatico, eterozigote (Met/Val) al codone 129 del gene PRNP, deceduto per una malattia
non neurologica 5 anni dopo aver ricevuto una trasfusione da un donatore che in epoca
successiva alla donazione era stato scoperto affetto da MCJ variante e risultato positivo per la
PrP*®" nella milza e nel linfonodo cervicale (infezione preclinica o subclinica) (Peden et al.,
2004). Tutti assieme questi casi forniscono forte evidenza circa la trasmissibilita della MCJ
variante attraverso il sangue.

Al dicembre 2009 nel Regno Unito sono stati identificati 29 soggetti che hanno donato
sangue prima dell’esordio clinico della MCJ variante:

— 18 soggetti hanno donato sangue e i componenti labili (globuli rossi, piastrine, plasma
fresco congelato) sono stati somministrati a 66 riceventi (Gillies et al., 2009):

» 22 sono ancora in vita.

» 44 sono deceduti (a questi appartengono i 4 casi sopra descritti). Le informazioni
cliniche sono state ottenute solo per 33 soggetti, 9 dei quali avevano riportato sintomi
neurologici. Per due di questi pazienti ¢ stato possibile escludere la diagnosi di MCJ
variante in seguito ad accertamento autoptico.

— 11 soggetti hanno donato plasma, confluito in 25 pool, destinato alla produzione di
plasmaderivati prima del 1999, anno in cui ¢ stato vietato 1’utilizzo di plasma britannico
in favore di quello importato dagli Stati Uniti (www.cjd.ed.ac.uk/TMER/summary.htm
ultima consultazione 19/05/2011).

Recentemente sono stati descritti altri due casi di possibile trasmissione di MCJ variante

tramite trasfusione di sangue, associati a un potenziale donatore comune, in vita dopo 20 anni
dalle donazioni implicate. Uno dei due casi, deceduto per MCJ variante all’eta di 18 anni era
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stato trasfuso ripetutamente (es. con rossi concentrati) nei suoi primi due mesi di vita perché
nato pretermine (Chohan et al., 2010).

Nel 2008, in un paziente settantenne affetto da emofilia A, deceduto per cause non
neurologiche, la ricerca biochimica della PrP®" ha evidenziato una positivita in un campione
autoptico di milza (su 23 diversi prelievi analizzati); tutti gli altri organi e tessuti indagati (es.
cervello, cuore, fegato, appendice, linfonodi, tonsille) sono risultati negativi (Peden et al.,
2010). Questo soggetto, Met/Val al codone 129 del gene PRNP, aveva ricevuto negli anni 90
fattore VIII proveniente da numerosi lotti prodotti a partire da plasma frazionato nel Regno
Unito, tra cui, in particolare, 11 anni prima, da due lotti distinti (implicated batches) contenenti
il plasma donato da un soggetto deceduto per MCJ variante quattro anni e mezzo anni dopo la
donazione (Peden €t al., 2010).

In considerazione dell’alto numero di lotti di plasmaderivati utilizzati nel trattamento di un
emofilico e della stima di prevalenza della MCJ variante in UK ¢ stato ritenuto piu probabile
che il paziente emofilico abbia contratto I’infezione tramite i lotti di plasmaderivati prodotti in
UK “non implicati” (nei quali non sono confluite donazioni di soggetti scoperti affetti da MCJ
variante) (Bennet & Ball, 2009).

Tra il 1980 e il 2000 circa 6.000 pazienti, principalmente affetti da emofilia A e B, sono stati
trattati nel Regno Unito con fattori della coagulazione concentrati prodotti a partire da plasma di
provenienza britannica. Il Regno Unito fino al 1998 ha frazionato plasma nazionale e quindi a
rischio di contaminazione con I’agente infettivo responsabile della MCJ variante. A oggi, sono
stati tracciati 174 lotti di plasma provenienti da pool potenzialmente infetti (Hewitt et al., 2006).
E stato riportato che almeno 200 pazienti emofilici abbiano ricevuto trattamenti terapeutici con
fattori della coagulazione prodotti con plasma ottenuto da almeno un donatore con diagnosi
confermata di MCJ variante. Ma questo numero ¢ ritenuto verosimilmente una sottostima.

Nel Regno Unito sono stati identificati sette pazienti affetti da MCJ variante che tra il 1989 e
il 1998 avevano ricevuto somministrazioni occasionali di immunoglobuline (IG) provenienti da
lotti non implicati o non identificati, ma questi casi non sono stati ritenuti imputabili all’uso di
IG (Ward et al., 2009). Inoltre, nel 2009 ¢ stato riportato il caso di una paziente, deceduta all’eta
di 72 anni per tumore intestinale, che aveva ricevuto nove anni prima ripetute somministrazioni
di IG endovena (IVIG) da lotti prodotti da plasma-pool contenenti la donazione di un soggetto
che successivamente aveva sviluppato la MCJ variante. L’esame neuro-isto-patologico ¢
risultato negativo cosi come la ricerca mediante Western blot della PrP™" nel cervello, nella
milza e nei linfonodi della paziente (El-Shanawany et al., 2009). Tuttavia, non €& possibile
escludere che in futuro e con tempi d’incubazione molto lunghi, casi di MCJ variante associati a
trattamenti prolungati con IVIG possano manifestarsi nella popolazione esposta (Ward et al.,
2009).

In Francia sono stati identificati tre pazienti con diagnosi di MCJ variante che avevano
donato sangue e plasma prima dell’esordio clinico tra il 1991 e il 2004. Nel 2008, tra i 42
riceventi gli emocomponenti (eritrociti e piastrine, leucodepleti e non), 14 pazienti ancora in
vita sono stati rintracciati e informati, in via cautelativa e per ragioni di sanita pubblica, del
rischio potenziale di essere stati esposti alla MCJ variante. Inoltre, due dei tre pazienti avevano
anche donato plasma destinato al frazionamento, 10 volte in un caso e 12 nell’altro (Lefrere &
Hewitt, 2009). E stato stimato che i prodotti del frazionamento, derivati dai plasma-pool nei
quali sono confluite queste donazioni potenzialmente infette, sono stati somministrati a circa
50.000 pazienti: 2.000 dei quali trattati per disordini cronici come le coagulopatic e le
immunodeficienze, i restanti per trattamenti occasionali (es. con albumina e IG). E stato
accertato che un numero significativo di pazienti ha ricevuto trattamenti terapeutici con fattori
della coagulazione prodotti da plasma-pool contenenti donazioni di soggetti con diagnosi
confermata di MCJ variante (Lefrere & Hewitt, 2009).
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2.2. MCJ sporadica

La descrizione di singoli casi di possibili trasmissioni di MCJ sporadica tramite sangue ed
emoderivati sono aneddotici dato il breve intervallo di tempo riportato tra I’esposizione e lo
sviluppo della malattia (Klein et al., 1993; Creange et al., 1995; Collins et al., 1999; Ricketts et
al., 1997).

In Italia ¢ stato condotto uno studio osservazionale sul rischio legato alle trasfusioni di
sangue, mettendo a confronto soggetti con MCJ sporadica (probabile o definita) con pazienti
“non-MCJ” segnalati al registro ma nei quali la diagnosi di MCJ sporadica era stata esclusa,
clinicamente o patologicamente (Puopolo et al., 2011). Il 4,7% dei casi di MCJ sporadica
riportavano una trasfusione di sangue ricevuta almeno 10 anni prima dell’esordio della malattia
rispetto all’1,9% dei soggetti non-MC]J, con un crude odd ratio (IC 95%) di 2,61 (1,21-6,22),
suggerendo un possibile rischio associato alla trasfusione. L’analisi multivariata, condotta per
tener conto del ruolo di fattori di rischio noti (polimorfismo al codone 129, eta all’esordio,
neurochirurgia o trapianto di cornea e interventi chirurgici) e di possibili fattori di
confondimento o bias (anno di esordio, paziente visitato da un neurologo del registro Nazionale
della MCJ), ha confermato un rischio associato alla trasfusione di sangue ricevuta almeno 10
anni prima dell’esordio clinico della malattia [adjusted odd ratio (IC 95%): 5,05 (1,37-18,63)]
(Puopolo et al., 2011).

Rimane discutibile se la significativita statistica di questo risultato sia biologicamente
plausibile o soltanto la conseguenza dei limiti del disegno dello studio. Questo risultato ¢ in
contrasto con i risultati di numerosi studi condotti in altri Paesi (Kondo et al., 1982; Esmonde et
al., 1993; van Duijn et al., 1998; Collins et al., 1999; Wientjens et al., 1996; Wilson et al.,
2000; Hamaguchi et al., 2009; Ward et al., 2008; Ruegger et al., 2009) da cui non ¢ emerso un
rischio maggiore di sviluppare la MCJ sporadica in pazienti emotrasfusi. A differenza dello
studio italiano la maggior parte degli studi condotti negli altri Paesi non ha preso in
considerazione tempi di incubazione superiori ai 10 anni. Pertanto, non ¢ possibile escludere che
i limiti metodologici legati alla scelta dei controlli e alle modalitd di raccolta dei dati (es.
questionari, interviste telefoniche), che sono risultati determinanti nella valutazione del rischio
associato agli interventi chirurgici (Barash et al., 2008), possano aver condizionato anche la
valutazione del rischio associato alle trasfusioni di sangue condotta con gli studi caso-controllo.

Due studi retrospettivi (look-back) sui riceventi emoderivati donati da pazienti deceduti per
MCIJ sporadica non hanno messo in evidenza alcun nesso causale (Operskalki et al., 1995; Heye
et al., 1994). In particolare nello studio di Heye e collaboratori (Heye et al., 1994) ¢ stato
riportato il caso di un donatore deceduto per MCJ sporadica che aveva donato sangue a 35
pazienti dei quali 21 erano deceduti dopo un tempo post-trasfusione inferiore o uguale a 22 anni
e con una diagnosi clinica che escludeva demenza o altre malattie neurologiche e i rimanenti 14
soggetti erano ancora in vita dopo 14 anni. Analogamente, gli studi di look-back in corso nel
Regno Unito (Hewitt et al., 2006) e negli Stati Uniti (Dorsey et al., 2009) non hanno
evidenziato 1’esistenza di un rischio di contrarre la MCJ sporadica in seguito a trasfusione di
sangue. Sebbene la potenza statistica di questi studi non sia ancora molto elevata, questi studi
hanno messo in evidenza una netta differenza nel rischio di trasmissione mediante sangue tra
MCJ sporadica ¢ MCJ variante (test esatto di Fisher, p=0,012) (Dorsey et al., 2009). Da
quest’ultimo studio si stima che I’efficienza di trasmissione della malattia ¢ inferiore al 2,53%
(con 0 casi osservati in 144 riceventi) a 5 anni post-trasfusione ed ¢ inferiore al 4.51% (con 0
casi osservati su 80 riceventi) a 11 anni.

In Ttalia non sono stati ancora condotti studi di look-back per analizzare eventuali
associazioni tra donatori e/o riceventi sangue che hanno sviluppato la MCls.
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Inoltre, due studi neuropatologici eseguiti negli Stati Uniti (n. 24) e nel Regno Unito (n. 33),
su pazienti che avevano fatto uso intensivo di plasmaderivati non hanno evidenziato segni di
malattia (Evatt et al., 1998; Lee et al., 1998).

2.3. Altre EST

Non esistono dati consistenti sulla possibile presenza o assenza di infettivita nel sangue della
MC] iatrogena e delle EST genetiche. Ai fini della valutazione del rischio dei plasmaderivati si
ipotizza che queste forme si comportino come la MCJ sporadica (vedi paragrafi 1.2 e 1.3).

2.4. Evidenze sperimentali

Nella pecora, sia la BSE sperimentale (Houston et al., 2000) che la scrapie naturale (Hunter
et al., 2002) sono state trasmesse con successo a pecore sane sia mediante trasfusioni di sangue
intero (400-450 mL = 1 unitd) che con preparazioni di buffy coat (frazione contenente i
leucociti, ottenuta mediante centrifugazione del sangue intero non coagulato). La trasmissione ¢
anche avvenuta con campioni prelevati nel periodo pre-clinico (Houston et al., 2008).

Anche il buffy coat ottenuto da primati (Microcebus) infettati sperimentalmente con 1’agente
della BSE ha trasmesso la malattia per via intracerebrale con tempi d’incubazione
sovrapponibili a quelli riscontrati negli animali inoculati con tessuto nervoso (Bons et al.,
2002).

Bassi livelli di infettivita (1-10 dosi infettive per millilitro di sangue intero) sono stati inoltre
misurati nel sangue di roditori sperimentalmente infettati con ceppi di prioni animali e umani sia
durante la fase clinica che preclinica di malattia (Casaccia €t al., 1989; Brown, 1995; Brown et
al., 1998; Brown et al., 1999; Holada et al., 2002; Cervenakova et al., 2003; DNV, 2003;
Gregori €t al., 2006; Brown, 2007). Da studi su modelli sperimentali si ¢ stimato che I’infettivita
presente nel plasma sia circa il 50% di quella presente nel sangue intero (Gregori €t al., 2004;
Vamvakas, 2011).

Nelle EST dell’uomo i dati sperimentali per valutare la presenza di infettivita nel sangue
sono molto scarsi, effettuati su un numero molto limitato di campioni, utilizzando pochi animali
nel saggio biologico e pertanto di limitata utilitd per dimostrare la presenza o ’assenza di
infettivita.

Sono disponibili i seguenti studi:

i. MCJ variante

— Buffy coat e plasma provenienti da 4 pazienti clinicamente affetti da MCJ variante,
inoculati per via intracerebrale in topi wild-type, non hanno trasmesso la malattia
(Bruce et al., 2001).

ii. MClJs
— Scimpanz¢ inoculati per via intracerebrale con sangue proveniente da pazienti affetti
con MCJ sporadica non hanno sviluppato segni di malattia (Gajdusek & Gibbs, 1971).
— Sangue intero (piu di 300 mL) proveniente da tre differenti pazienti affetti da MCJ
sporadica trasfuso in tre scimpanzé non ha trasmesso la malattia dopo un periodo di
osservazione di oltre 20 anni (Asher et al., 1976; Brown et al., 1994).
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— Buffy coat da un paziente affetto da MCJ sporadica inoculato contemporaneamente per
via intracerebrale e intraperitoneale in 4 primati non ha trasmesso la malattia (Brown
etal., 1994).

— Sangue intero proveniente da un paziente (Tateishi, 1985), buffy coat da due pazienti
(Manuelidis et al., 1985), e plasma (concentrato) da un paziente (Tamai €t al., 1992)
con MCJ sporadica hanno trasmesso la malattia in roditori dopo inoculazione
intracerebrale. Tuttavia questi risultati non sono stati confermati in altri studi (Brown,
1995).

iii. MCJ iatrogena
— Buffy coat da un paziente con MCJ iatrogena acquisita in seguito a terapia con ormone
della crescita ha trasmesso la malattia dopo inoculazione per via intracerebrale in un
singolo criceto (Deslys et al., 1994).

Le sperimentazioni nei primati e nelle pecore hanno evidenziato che il fenotipo clinico-
patologico rimane costante usando diverse vie di inoculazione (intracerebrale, orale,
endovenosa) e che la via endovenosa presenta un’alta efficienza di trasmissione (Herzog et al.,
2004; Lazmesas €t al., 2001; Siso et al., 2006). Inoltre, ¢ stato anche dimostrato che i fenotipi
patologici della BSE in pecora, dopo infezione per via orale con omogenato cerebrale o in
seguito a trasfusione di sangue, sono praticamente indistinguibili. Questi risultati suggeriscono
che anche per la MCJ variante, trasmessa all’'uomo tramite sangue, ipotetici cambiamenti nel
fenotipo clinico e molecolare risultino alquanto improbabili (Wroe et al., 2006; Bishop et al.,
2008; Ritchie et al., 2009).
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3. MISURE PRECAUZIONALI

Non essendo a oggi disponibile un test di screening per i prioni sul sangue,
I’implementazione di misure precauzionali ha riguardato la revisione dei criteri di eligibilita dei
donatori di sangue/plasma, I’adozione della pratica della leucodeplezione e I’introduzione nel
processo produttivo dei plasmaderivati di procedure ad hoc per la rimozione/inattivazione dei
prioni. Tali strategie, messe in atto con modalita diverse nei vari Paesi, hanno rappresentato la
prima linea di difesa per contrastare il rischio di una potenziale diffusione epidemica della MCJ
variante attraverso il sangue/plasma (Seitz et al., 2007).

3.1. Criteri di esclusione dei donatori nell’'Unione
Europea

I criteri di selezione dei donatori prevedono di escludere dalla donazione i soggetti
riconosciuti con un piu alto rischio di sviluppare la MCJ. La direttiva Comunitaria 2004/33/EC,
che ha implementato la 2002/98/EC, ha specificato il divieto permanente di donazione per i
soggetti:

i. con antecedenti medici o familiari che comportano un rischio di sviluppare le EST;

ii. che hanno ricevuto un trapianto di cornea o dura madre o che in passato sono stati trattati

con medicinali estratti da ghiandole pituitarie umane;

iii. che hanno ricevuto trasfusioni allogeniche;

e, specificatamente per la MCJ variante, ha previsto misure addizionali come il criterio di
esclusione geografico, basato sul periodo cumulativo trascorso nel Regno Unito:

iv. divieto permanente di donazione per i soggetti che hanno soggiornato nel Regno Unito

per un periodo cumulativo uguale o superiore a un anno, nel periodo compreso tra il 1980
e il 1996; questo limite temporale poteva essere ridotto a periodi inferiori (es. > 6 mesi
come adottato in Italia) sulla scorta di un bilancio del rischio/beneficio, su base nazionale,
bilanciando il rischio stimato di esposizione per via alimentare della popolazione alla
BSE con il rischio potenziale di depauperare le scorte di sangue e plasma per le
trasfusioni e la manifattura di prodotti emoderivati (European Medicines Agency, 2003).

Nel Regno Unito dal 1998 ¢ stato vietato 1’uso del plasma nazionale, in favore di quello
importato dagli Stati Uniti. Coerentemente, nel resto d’Europa sono stati esclusi dalla donazione
di sangue e plasma i soggetti che avevano soggiornato nel Regno Unito per tempi cumulativi
uguali o superiori a un anno nel periodo compreso tra il 1996 ¢ il 2000 (anni a maggior rischio
di potenziale contagio per via alimentare con la BSE). In Italia ¢ stato adottato il limite piu
restrittivo di sei mesi.

Le autoritd sanitarie europee non raccomandano 1’esclusione dei donatori che hanno
soggiornato in Francia (o in altri Paesi con rischio MCJ variante pari o inferiore alla Francia)
per periodi cumulativi analoghi o superiori in quanto il rischio stimato ¢ significativamente piu
basso rispetto a quello attribuito alla residenza nel Regno Unito (il rischio in Francia viene
stimato pari a 1/10 di quello del Regno Unito) (European Medicines Agency, 2010).

Inoltre in Francia esiste il divieto di donazione di sangue e plasma per coloro i quali abbiano
ricevuto a loro volta trasfusioni o hanno fatto uso di plasmaderivati.

In Francia ¢ permesso 1’utilizzo del plasma autoctono per il frazionamento.
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3.2. Ritiro plasmaderivati nell’'Unione Europea

L’Agenzia Europea dei Medicinali (EMA) ha raccomandato il ritiro dal mercato dei
plasmaderivati se nel plasma-pool, da cui sono stati ricavati, ¢ inclusa la donazione di un
soggetto scoperto affetto da MCJ variante.

Viceversa, ’EMA ha ribadito che il ritiro dei prodotti plasmaderivati non ¢ giustificato ove si
scoprisse successivamente il donatore affetto da MCJ sporadica, genetica o iatrogena (European
Medicines Agency, 2010). La Francia, che ha il piu alto numero di casi di MCJ variante dopo il
Regno Unito, ha adottato per legge, dal dicembre 2000, la misura precauzionale di ritirare dal
mercato i plasmaderivati qualora si scoprisse che sono stati prodotti con plasma donato da soggetti
affetti o a rischio per qualunque forma di MCJ (AFSSAPS, 2004).

In Italia, sebbene in assenza di una normativa specifica, i lotti di plasmaderivati in cui sono
confluite le donazioni da parte di soggetti diagnosticati affetti da MCJ sporadica sono di prassi
ritirati dal commercio per motivi esclusivamente precauzionali.

3.3. Stati Uniti

Nel 1996, la Food and Drug Administration (FDA), ’ente regolatorio americano, nel
documento dal titolo Revised precautionary measures to reduce the possible risk of
transmission of Creutzfeldt-Jakob Disease (CJD) by blood and blood products aveva stabilito
come misura preventiva la quarantena e la distruzione del sangue, dei suoi componenti e dei
plasmaderivati provenienti da donatori ritenuti a rischio di sviluppare la MCJ (sporadica,
genetica, iatrogena) o che successivamente alla donazione fossero stati diagnosticati affetti da
MCI. Inoltre introduceva per i soggetti ritenuti a rischio di MCJ il divieto permanente di donare
sangue e plasma (Menache et al., 1996).

Tuttavia, 1’introduzione di queste drastiche misure determind da subito gravi carenze di
prodotto per i pazienti (Ludlam e Turner, 2006; WHO, 2003); ed ¢ per questo motivo che ’FDA
dal 1999 dispose che fossero ritirati dal commercio esclusivamente i plasmaderivati contenenti
plasma proveniente da donatori scoperti affetti da MCJ variante o con sospetto clinico di MCJ
variante.

Negli Stati Uniti non potevano donare sangue e plasma i soggetti: a) che avevano
soggiornato nel Regno Unito per un tempo cumulativo di 6 mesi (nel 2002 questo periodo ¢
stato ulteriormente ridotto a 3 mesi); b) che avevano soggiornato in Francia o in un’altra
nazione europea classificata a rischio per la BSE per un periodo cumulativo uguale o superiore
ai cinque anni, c) che avessero utilizzato insulina prodotta da bovini originari del Regno Unito.

Nel 2006, venne inoltre vietata la donazione di sangue (ma non di plasma) a coloro i quali
avessero avuto una storia clinica di trasfusioni di sangue nel Regno Unito dal 1980 in poi (FDA,
2002; FDA, 2006). Piu recentemente, questo divieto ¢ stato esteso anche a chi avesse ricevuto
trasfusioni in Francia.

E stato stimato che queste misure, che comportavano 1’esclusione del 7% della popolazione
idonea a donare il sangue negli Stati Uniti, siano state in grado di ridurre il rischio potenziale di
contrarre la MCJ variante di oltre il 90%.

11
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3.4. Canada

In Canada sono esclusi dalla donazione di sangue o plasma coloro che hanno soggiornato per
un periodo cumulativo di tre mesi o piu nel Regno Unito o in Francia tra il 1980 e il 1996 o che
hanno trascorso un periodo cumulativo di 5 o pit anni nel resto dell’Europa occidentale
(Germania, Italia, Olanda, Svizzera, Austria, Belgio, Spagna, Irlanda, Portogallo, Danimarca,
Lussemburgo, Liechtenstein) sempre nello stesso periodo.

Inoltre, vengono esclusi i soggetti che hanno ricevuto una trasfusione di sangue o un
trattamento medico con un emoderivato nel Regno Unito, in Francia o nel resto dell’Europa
occidentale (Canadian Blood Service, 2009).

Quest’ultima azione ¢ stata introdotta in seguito all’identificazione di circa 70 pazienti che
erano stati trattati nel Paese, dal 1992 alla prima meta del 1998, con Fattore XI importato dal
Regno Unito o dalla Francia. Questi pazienti hanno ricevuto comunicazione formale dalle
autorita sanitarie locali canadesi circa la loro potenziale esposizione alla MCJ variante.

A partire dal secondo semestre del 1998, il fattore XI e gli altri fattori della coagulazione
concentrati, le IG e 1’albumina sono prodotti esclusivamente con plasma collezionato in Canada
o negli Stati Uniti (Paesi dove non sono stati riportati casi nativi di MCJ variante).

In Canada non ¢ previsto il ritiro dei plasmaderivati prodotti da plasma-pool qualora in essi
siano confluite unita provenienti da pazienti affetti da MCJ sporadica.

3.5. Giappone

In Giappone non possono donare sangue coloro i quali hanno soggiornato nel Regno Unito o
in Francia tra il 1980 e il 1996 anche per un solo giorno o tra il 1997 e il 2004 per 6 mesi
cumulativi.

A oggi ¢ stato riportato un solo caso di MCJ variante in un soggetto che aveva soggiornato
nel Regno Unito nel 1990 per meno di un mese.

In Giappone non ¢ previsto il ritiro dei plasmaderivati prodotti da plasma-pool nei quali
siano confluite donazioni provenienti da pazienti affetti da MCJ sporadica.

3.6. Leucodeplezione

Il processo di leucodeplezione o leucoriduzione ¢ comunemente usato in medicina
trasfusionale per ridurre il livello di cellule bianche nel sangue e nei suoi componenti.

Nel 1999, nel Regno Unito, ¢ stata adottata a fini precauzionali la leucodeplezione
obbligatoria del sangue intero donato. Il razionale di utilizzo della leucodeplezione come misura
precauzionale derivava dal riconosciuto coinvolgimento patogenetico del sistema linforeticolare
nella MCJ variante e dall’aver misurato bassi livelli di infettivita nel buffy coat di roditori
sperimentalmente infettati (Vamvakas, 2011).

E stato stimato che la leucodeplezione sia in grado di rimuovere circa il 50% dell’infettivita
prionica, quella associata appunto ai globuli bianchi (Brown, 2000; Gregori €t al., 2004; Gregori
et al., 2006; Burnouf & Padilla, 2006).

Dal luglio 1999, Portogallo, Irlanda, Lussemburgo e Canada hanno adottato la
leucodeplezione del sangue e dei suoi componenti.
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In Francia, la leucodeplezione & stata adottata a partire dal 1998 solo per gli eritrociti
concentrati, divenendo obbligatoria nell’Aprile del 2001 per gli altri componenti labili e il
plasma da frazionamento (n. max leucociti residui <10°L) (Flan et al., 2007).

In Italia, la leucodeplezione viene eseguita su circa il 30% delle emazie concentrate e sul
55% delle piastrine ma non sul plasma (European Directorate for the Quality of Medicines,
2006).

A oggi, ’EMA non ha raccomandato 1’adozione obbligatoria della leucoriduzione sul plasma
destinato al frazionamento (European Medicines Agency, 2010).

Altri Paesi come gli Stati Uniti e 1’Australia adottano una politica di leucodeplezione
selettiva degli emocomponenti.
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4. PLASMADERIVATI

4.1. Processo produttivo

In relazione al rischio di trasmettere la MCJ variante all’uomo, i plasmaderivati sono stati
classificati dalle autorita sanitarie inglesi, in tre gruppi: alto rischio (es. una singola dose di
FVIII o FIX o antitrombina somministrata endovena ¢ ritenuta sufficiente a trasmettere la
malattia), medio rischio (es. IG iniettabili endovena, IGIV; larghe dosi di albumina 4,5%) e
basso rischio (es. IG iniettabili intramuscolo, IGIM, e albumina 20%'"). Questa classificazione
esprime una stima teorica della dose di plasma derivato necessaria per incrementare dell’1% il
rischio individuale di un paziente di essere esposto all’agente infettivo responsabile della MCJ
variante rispetto a quello acquisito con la dieta. Nel Regno Unito, una soglia teorica
d’esposizione alla MCJ variante, superiore all’1% (0,01 UI)® in aggiunta al rischio di base
stimato nella popolazione generale e acquisito tramite il consumo nel passato di prodotti
alimentari contaminati con ’agente infettivo della BSE, comporta la notifica obbligatoria di
soggetto a rischio “per ragioni di sanita pubblica” (CJD Incidents Panel, 2004; Turner &
Ludlam, 2009; Ward et al., 2009).

Gli studi di validazione a oggi pubblicati hanno stimato che il processo di produzione delle
IG riesce a rimuovere circa 5 log di infettivita (Thyer et al., 2006; Reichl et al., 2002). Le IG
sono quindi in una fascia di rischio piu bassa rispetto ai fattori della coagulazione. In
considerazione della via di somministrazione e della frequenza del trattamento terapeutico, le IG
sono state inoltre classificate in prodotti a medio (IGIV) o basso rischio (IGIM).

Nella valutazione del rischio sull’'uso dei plasmaderivati, oltre alla pericolosita specifica
associata alla tipologia di prodotto, occorre anche distinguere il trattamento terapeutico
occasionale (es. IGIM per immunoprofilassi passiva, infusioni di albumina) da quello intensivo
e periodico (es. fattori della coagulazione per la cura delle coagulopatie, IGIV nelle
immunodeficienze primarie). Inoltre, non ¢ possibile escludere che singole e sub-infettive dosi
di prioni somministrate per via periferica, se ripetute nel tempo, possano cumularsi e risultare
quindi efficienti nel trasmettere le EST (Jacquemot €t al., 2005).

4.2. Studi di validazione

Tutti i produttori di plasmaderivati sono tenuti a produrre una valutazione del rischio teorico
di contaminazione da prioni per i loro prodotti (European Medicines Agency, 2004). Tali

M 11 rischio per I’albumina umana comunemente utilizzata come stabilizzante nei prodotti vaccinali umani in piccole
quantita ¢ stimato molto basso.

@ Una unita infettiva o dose infettiva (UI) ¢ per definizione il quantitativo minimo d’infettivita che ha il 100% di
probabilita di infettare un ricevente (Brown, 2001; DNV, 2003). La dose infettiva 50 (Dlsq) ¢ definita invece come
la dose in grado di causare I’infezione nel 50% della popolazione esposta. La stima sperimentale delle DIs
richiedendo la misura dei tassi d’infezione in una serie di diluizioni, necessita di un numero molto grande di
animali da laboratorio, particolarmente se il livello dell’infettivita da misurare ¢ basso. Sebbene non sia possibile
un’esatta conversione tra le due, in prima approssimazione e per lo sviluppo di calcoli teorici, si pud assumere che
1 UI=2 DIs,. Dato che il rischio per il sangue e i plasmaderivati per 'uvomo ¢ essenzialmente tramite
un’esposizione per via endovenosa (ev), I’infettivita ¢ espressa in DIso/mL (ev) o UI/mL (ev).
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valutazioni devono includere anche stime quantitative della potenziale infettivita prionica
presente in una dose definita di prodotto.

Gli studi di validazione, eseguiti sui plasmaderivati o sul sangue, stimano la capacita di un
dato processo produttivo (che si compone di vari step) di inattivare/rimuovere frazioni
significative di infettivita prionica. Questi studi prevedono 1’utilizzo di uno spike (un materiale
infettivo con cui si contamina sperimentalmente la matrice in esame), di solito costituito da
materiale cerebrale proveniente da roditori sperimentalmente infettati con ceppi di EST (spike
esogeno). In alcuni studi di validazione ¢ stato utilizzato anche il sangue infetto prelevato da
roditori o piccoli ruminanti sperimentalmente infettati con vari ceppi di EST (spike endogeno).

Gli studi di validazione quantificano un fattore di riduzione teorico per I’intera procedura o,
piu frequentemente, per singoli passaggi dei processi produttivi (es. precipitazione, estrazione
con solvente/detergente, cromatografia, nanofiltrazione) (Foster et al., 2004; Gregori et al.,
2006; Burnouf & Padilla, 2006; Brown, 2007).

Purtroppo i diversi studi di validazione non sono agevolmente comparabili tra loro in quanto
il processo produttivo adottato per la produzione di plasmaderivati analoghi puo differire in
impianti di plasma-frazionamento appartenenti a ditte diverse.

Inoltre, ciascun plasma-frazionatore puo decidere di validare la procedura in modo autonomo
utilizzando ceppi differenti di EST, spike differenti (endogeno o esogeno), diverse modalita
preparatorie dello spike (preparato crudo o purificato) e per ultimo, ma non meno importante,
preferire il saggio biochimico di ricerca della PrP™" al lungo e costoso saggio biologico (Lee et
al., 2000; Foster, 2008), per stimare I’infettivita residua.

Occorre tenere in mente che la forma e la taglia molecolare dell’unita infettiva veicolata nel
sangue sono di fatto sconosciute e la scelta del tipo e della modalita preparatoria dello spike e
con esso, implicitamente, dello stato di aggregazione/solubilita dell’unita infettiva, puo portare a
sovrastimare la capacita effettiva di rimozione dell’infettivita ottenuta con un processo fisico
(Berardi et al., 2008; Turner & Ludlam, 2009; Yunoki €t al., 2010).

Dall’analisi di tutte queste variabili si desume che ¢ arduo poter generalizzare le stime
ottenute in termini di biosicurezza dei plasmaderivati prodotti da frazionatori che adottano
procedure solo in parte analoghe.

Tuttavia, il processo produttivo dei diversi plasmaderivati (frazionamento alcolico di Cohn)
¢ in grado, potenzialmente, di rimuovere/inattivare frazioni significative dell’infettivita prionica
contenuta nel plasma. Sperimentazioni animali con roditori hanno mostrato livelli d’infettivita
decrescenti nell’ordine: buffy coat (che contiene le cellule bianche), plasma, crioprecipitato (da
cui si estrae il FVII), frazione I+II+III (sorgente delle IG) e frazione V (fonte di albumina)
(Foster et al., 2004; Brown, 2007).

15



Rapporti ISTISAN 11/8

5. ANALISI DEL RISCHIO SANGUE/PLASMA IN ITALIA

Per la valutazione del rischio teorico di contrarre le varie forme di MCJ attraverso 1’uso dei
plasmaderivati occorre prendere in considerazione i seguenti aspetti:

i. Provenienza del sangue/plasma (rischio geografico).

ii. Infettivita stimata del sangue/plasma.

iii. Via d' esposizione e durata temporale del trattamento con plasmaderivato.

iv. Capacita del processo produttivo di ridurre I infettivita eventual mente presente nel plasma.

La valutazione del rischio costruita sull’analisi dei primi tre punti, riferita generalmente
come worst case assumption, prevede che il carico infettivo stimato nella materia prima di
partenza confluisca tout-court nel prodotto finito. Sebbene questo tipo di valutazione configuri
il peggior scenario possibile, essa rappresenta I’ipotesi piu garantista per i pazienti, in stretta
applicazione del principio di precauzione.

Tuttavia, una valutazione piu realistica assume che il processo produttivo sia in grado di
ridurre effettivamente il potenziale infettivo per i diversi plasmaderivati (mediante studi di
validazione ad hoc in scala ridotta). Si parla in questo caso di stima dell’infettivita residua
teorica per il plasma derivato e di fattore di riduzione (FR), espresso in logaritmi (LFR), per il
processo produttivo.

Risulta quindi evidente che per valutare correttamente il rischio di trasmettere la MCJ
attraverso i plasmaderivati ¢ importante tracciare 1’identita e la provenienza geografica delle
singole donazioni di plasma costituenti il plasma-pool destinato al frazionamento, procedendo a
esaminare caso per caso il rischio specifico associato all’uso di ogni singolo prodotto.

Il plasma frazionato in Italia ¢ per il 70% autoctono e per il restante 30% di provenienza
estera (Germania, Austria e Stati Uniti). Inoltre, plasmaderivati provenienti esclusivamente da
centri di raccolta dotati di una certificazione europea (European Good Manufacturing
Procedure Certificate) sono importati € commercializzati come prodotti finiti. Inoltre, negli
ultimi anni, in Italia come altrove, si assiste alla sostituzione della terapia con plasmaderivati
con analoghi prodotti ricombinanti, al fine di abbattere il rischio infettivo, principalmente
rappresentato nel passato dalle infezioni con HIV, HCV, HBV e Parvovirus B19.

5.1. MCJ variante

Non ¢ possibile escludere che anche nel nostro Paese soggetti con MCJ variante preclinica o
subclinica donino sangue e plasma. Sulla base dei casi a oggi osservati si pud ipotizzare per
I’Italia un rischio inferiore di 100 volte paragonato a quello stimato per il Regno Unito e di 10
volte inferiore rispetto alla Francia. Persiste un rischio, anch’esso relativamente basso, per i
plasmaderivati prodotti con plasma estero e acquistati da nazioni che hanno una stima di
prevalenza di MCJ variante piu alta di quella italiana (es. Francia).

16



Rapporti ISTISAN 11/8

5.2. MCJ sporadica

In Italia, I’esposizione all’agente infettivo responsabile della MCJ sporadica attraverso le
emotrasfusioni ¢ un evento raro ma possibile. Infatti, sulla base del numero dei donatori nelle
classi di eta dove I’incidenza della MCJ sporadica ¢ piu frequente si stima che sono attesi circa
6 donatori per anno con esordio della MCJ sporadica entro i 5 anni successivi alla donazione. Al
fine di valutare 1’impatto della MCJ sporadica nelle donazioni di sangue si € stimato il numero
di casi di MCIJ sporadica (preclinici) tra i donatori italiani. La stima ¢ basata sui dati della
distribuzione per eta dei donatori italiani (Gonzalez et al., 2005) e dei tassi di incidenza specifici
per eta dei pazienti con MCJ sporadica in Italia (dati del Registro Nazionale della MCJ) riportati
nella Figura 2. La MCJ sporadica colpisce prevalentemente i soggetti di eta superiore o uguale a
45 anni. In questa fascia di eta ¢ incluso circa il 34% dei donatori italiani.

20 T
Il tasso di incidenza di MCJ sporadica annuale
18 (x1.000.000)

16 - [ donatori (%)
14 A _

12 A ]
10 ~
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Incidenza MCJsporadica (/1.000.000)
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18-19 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 45-49 50-54 55-5960-64 65-69 70-

classi di eta

Figura 2. Distribuzione per eta dei donatori e tassi specifici per eta di incidenza di MCJs

Applicando i tassi di incidenza di MCJ sporadica specifici per eta alla distribuzione per eta
dei donatori si stima che 6 donatori potrebbero sviluppare la MCJ sporadica entro 5 anni dalla
donazione, assumendo che il sangue sia infetto fino a 5 anni prima dell’inizio clinico di malattia
(Tabella 1).

Queste stime sono state ottenute assumendo il worst case assumption rappresentato
dall’ipotesi che I’infettivita nel sangue di soggetti affetti da MCJ sporadica sia costante negli
anni antecedenti I’esordio clinico della malattia. Tuttavia, la stima dell’infettivita del sangue nei
soggetti preclinici rimane a oggi sconosciuta.

I dati del 2001 possono essere considerati validi per tutti gli anni, dato che non si osservano
variazioni significative nella distribuzione per eta dei donatori e nei tassi di incidenza specifici
per eta della MCJ sporadica. Inoltre, estendendo ulteriormente 1’intervallo temporale successivo
alla donazione, un numero maggiore di donatori potrebbe sviluppare la MCJ sporadica.

17



Rapporti ISTISAN 11/8

Tabellal. Numero atteso di casi di MCJ sporadica nella coorte dei donatori italiani del 2001 con
esordio nel 2001 oppure con esordio 1, 2, 3, 4, 5 anni dopo la donazione del 2001

ETA 2001 2002 2003 2004 2005 2006
18-19 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
20-24 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
25-29 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30-34 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
35-39 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
40-44 0,000 0,019 0,038 0,058 0,077 0,096
45-49 0,085 0,101 0,116 0,131 0,146 0,162
50-54 0,145 0,168 0,192 0,216 0,239 0,263
55-59 0,161 0,195 0,228 0,262 0,296 0,329
60-64 0,179 0,217 0,255 0,294 0,332 0,370
65-69 0,068 0,063 0,057 0,051 0,046 0,040
70- - - - - - -

TOTALE 0,638 0,763 0,887 1,011 1,136 1,260

5.3. EST genetiche

In Italia ¢ presente un numero elevato di casi di EST genetiche con mutazioni del gene
PRNP ai codoni 210 (V210]) in Campania e Puglia e 200 (E200K) in Calabria e pertanto ¢
possibile, almeno nelle regioni sopra riportate, che alcuni donatori possano essere portatori sani
di una mutazione del gene PRNP. Tuttavia, in Italia, come in altri paesi europei e nord-
americani, ¢ gia prevista la misura precauzionale che vieta ai soggetti che dichiarino di aver
avuto un caso di MCJ in famiglia di donare sangue e/o plasma.

5.4. MCJ iatrogena

In Italia a oggi sono stati individuati 6 casi di MCJ iatrogena, tutti associati a impianto di
dura mater contaminata. Tuttavia, anche in Italia sono previste misure precauzionali che
escludono questi soggetti dalle donazioni di sangue.

5.5. Azioni prospettiche da implementare in Italia

Lo studio di look-back, recentemente intrapreso in Italia (simile a quelli eseguiti negli Stati
Uniti e nel Regno Unito), mira a stabilire se il sangue di soggetti con MCJ sporadica preclinica
sia in grado di trasmettere la malattia ai riceventi.

In particolare, si ravvisa la necessita di implementare la raccolta di dati su alcune categorie
di pazienti particolarmente esposte al rischio (emofilici, coagulopatici, nati pretermine) per
riuscire a incrociare storicamente e prospettivamente i dati sulle donazioni di sangue/plasma e
sulle trasfusioni/trattamento con plasmaderivati con i dati del Registro Nazionale della
Sorveglianza della MCJ e Sindromi Correlate, prevedendo 1’attivazione di percorsi permanenti
di tracing-back:dal batch al paziente e di record-keeping.
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CONCLUSIONI

Gli studi sperimentali di trasmissione delle EST umane in modelli animali, mirati a valutare
la presenza di infettivita nel sangue/plasma, sono molto scarsi e hanno prodotto risultati
controversi. L’evidenza sperimentale dell’infettivita nei tessuti periferici dei soggetti affetti da
MCIJ sporadica ¢ scarsa ma i dati disponibili hanno mostrato presenza d’infettivita nel tessuto
linfoide esaminato post mortem, oltre che nella MCJ variante, in altre EST umane (vedere
paragrafi 1.1, 1.4, 2.1).

Non puo essere escluso che nei pazienti clinicamente affetti da EST umane e nelle fasi
terminali di malattia, la PrP™" sia presente nel sangue a livelli molto bassi da non essere
misurabile mediante le tecniche attualmente disponibili.

Gli studi osservazionali, riportati in letteratura, non hanno evidenziato alcun caso di
trasmissione di MCJ sporadica in soggetti riceventi sangue intero o emocomponenti provenienti
da donatori affetti da MCJ sporadica, in fase preclinica e clinica, durante un periodo
d’osservazione in alcuni casi superiore a 15 anni. Tuttavia, I’interpretazione dei risultati negativi
registrati in questi studi deve tener conto che il 60% dei pazienti sottoposti a trasfusione ha piu
di 65 anni e che il 50% muore entro 5 anni dalla trasfusione per cause legate alla propria
patologia.

A oggi gli studi di look-back non possiedono una potenza statistica sufficiente per poter
escludere formalmente il rischio di trasmissioni legate al sangue in un piccolo numero di casi;
tuttavia, riescono a escludere, con ragionevole certezza, che la trasmissione abbia un’elevata
efficienza e/o un breve tempo d’incubazione.

Lo studio osservazionale (caso-controllo) condotto nell’ambito della sorveglianza della MCJ
sporadica in Italia, sul rischio legato alle trasfusioni, ha mostrato per la prima volta in
letteratura, un possibile rischio associato alle trasfusioni (Puopolo et al., 2011). Tuttavia, come
sottolineato in precedenza, non ¢ possibile escludere in questo tipo di studi un condizionamento
dei risultati associato alle modalita di rilevazione dei dati e di reclutamento dei soggetti.

I risultati negativi dei precedenti studi epidemiologici condotti in numerosi Paesi
sull’associazione tra trasfusione di sangue e MCJ sporadica e I’assenza di evidenza
epidemiologica nella popolazione degli emotrasfusi e dei coagulopatici possono aver portato a
sovrastimare la biosicurezza del sangue/plasma in relazione alla MCJ sporadica. Occorre,
infatti, tener conto della lunga incubazione della malattia — che pone limiti sia nell’osservazione
dell’evento sia nell’effettiva ricostruzione dell’esposizione dei soggetti — e di una verosimile
non elevata efficienza di trasmissione.

I risultati dello studio italiano suggeriscono cautela nell’interpretazione delle evidenze ad
oggi disponibili ed esortano la comunita scientifica e le Autoritd Competenti alla conduzione di
ulteriori e dedicati studi.

A oggi, dato che non ¢ possibile eseguire una diagnosi preclinica di MCJ per mancanza di
test specifici o di un test di screening sul sangue/plasma donato per rivelare la contaminazione
da prioni, ¢ impossibile prevenire che il sangue/plasma di donatori in fase preclinica di MCJ sia
accidentalmente utilizzato per le trasfusioni o per la produzione di prodotti medicinali
plasmaderivati.

I criteri di esclusione dei donatori considerati a rischio di sviluppare la MCJ variante, la MCJ
iatrogena e le EST genetiche sono ben stabiliti dalla normativa europea e italiana (vedi paragrafo 3),
mentre per la MCJ sporadica non ¢ ancora possibile stabilire quali soggetti siano a rischio.

L’EMA ha raccomandato di operare il ritiro dal commercio dei plasmaderivati solo nel caso
in cui venga identificata nel plasma-pool la donazione di plasma di un soggetto scoperto affetto
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da MCJ variante. Nel caso in cui nel plasma-pool sia verificata la presenza di plasma
proveniente da un donatore con diagnosi di MCJ sporadica, MCJ iatrogena o EST genetiche,
puntuali e accurate valutazioni, sono necessarie per garantire ai pazienti la bio-sicurezza dei
plasmaderivati e allo stesso tempo la disponibilita sul mercato di prodotti medicinali essenziali,
per i quali non sono disponibili alternative.

L’implementazione di azioni appropriate in relazione alla MCJ muove dalla diagnosi
accurata nei casi sospetti. Esiste la possibilita di confusione diagnostica tra MCJ sporadica e
MCIJ variante, particolarmente nei pazienti di giovane eta.

Le Autorita Competenti potrebbero per ragioni precauzionali procedere al ritiro dei lotti di
plasmaderivati se nel plasma-pool da cui sono stati ricavati ¢ identificata una donazione
proveniente da un soggetto che manca di una diagnosi definita di MCJ (ottenuta attraverso
I’esame neuropatologico e la caratterizzazione biochimica della PrP™" nel tessuto cerebrale) o
che risulti affetto da MCJ sporadica atipica.
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