
Medycyna Wet. 2006, 62 (6)608

Artyku³ przegl¹dowy Review

Ustawa o Inspekcji Weterynaryjnej z 29 stycznia
2004 r. (Dz. U. Nr 33, poz. 287) w artykule 23, punkt 5
definiuje zadania krajowych laboratoriów referencyj-
nych. W nastêpnym punkcie ustawa okre�la zadania
krajowego laboratorium referencyjnego (KLR) wyko-
nuj¹cego badania w kierunku pasa¿owalnych g¹bczas-
tych encefalopatii (TSEs), wskazuj¹c, ¿e w tym zakre-
sie regulacje unijne stosuje siê w sposób bezpo�redni
do laboratorium referencyjnego. Rozporz¹dzenie Parla-
mentu Europejskiego i Rady (WE) nr 999/2001 z 22 ma-
ja 2001 r. ustanawiaj¹ce przepisy w zakresie zapobie-
gania, zwalczania oraz likwidacji okre�lonych pasa¿o-
walnych g¹bczastych encefalopatii, definiuje zadania
krajowych laboratoriów referencyjnych w Aneksie X,
rozdzia³ A. Nale¿¹ do nich:

a) potwierdzanie wyników dodatnich z regionalnych
laboratoriów diagnostycznych;

b) weryfikowanie metod diagnostycznych stosowa-
nych w regionalnych laboratoriach diagnostycznych;

c) koordynowanie stosowanych w kraju standardów
diagnostycznych i metod poprzez:

� kontrolowanie jako�ci wszystkich odczynników
diagnostycznych stosowanych w kraju;

� przeprowadzanie okresowych badañ porównaw-
czych;

� posiadanie w swoich archiwach izolatów lub od-
powiednich tkanek zawieraj¹cych takie izolaty, pocho-
dz¹cych z potwierdzonych przypadków TSEs;

d) wspó³praca ze Wspólnotowym Laboratorium
Referencyjnym.

Rozporz¹dzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi
z 21 pa�dziernika 2004 r. w sprawie wykazu laborato-
riów referencyjnych w³a�ciwych dla poszczególnych
rodzajów i kierunków badañ, podaje dwa laboratoria
dzia³aj¹ce w ramach Pañstwowego Instytutu Wete-
rynaryjnego � Pañstwowego Instytutu Badawczego
(PIWet.-PIB) w Pu³awach, które s¹ odpowiedzialne za
dzia³alno�æ referencyjn¹ z zakresu BSE byd³a i trzê-
sawki ma³ych prze¿uwaczy. Jest to Zak³ad Anatomii
Patologicznej w odniesieniu do metody histopatologicz-
nej (HI) oraz immunohistochemicznej (IHC) oraz Za-
k³ad Wirusologii w zakresie szybkich testów oraz me-
tody immunoblot.

Niniejszy artyku³ przedstawia dzia³alno�æ referencyj-
n¹ Zak³adu Wirusologii PIWet-PIB w Pu³awach w za-
kresie BSE i trzêsawki.

Od 1998 r. pracownicy KLR uczestnicz¹ w szkole-
niach, podnosz¹c swoje kwalifikacje w zakresie diag-
nozowania i potwierdzania BSE oraz trzêsawki. Pierw-
sze szkolenie, obejmuj¹ce wykonywanie badañ odwo-
³awczych w kierunku BSE mia³o miejsce w 1998 r.
w VLA Weybridge, Wielka Brytania, gdzie mie�ci siê
wspólnotowe laboratorium referencyjne (WLR). Podob-
ne szkolenie w zakresie metody immunoblot odby³o siê
w KLR dla Niemiec w Federal Research Centre for Vi-
rus Diseases of Animals Institute for Novel and Emer-
ging Infectious Diseases na wyspie Riems. Ponadto od
1999 r. szkolenia obejmowa³y podstawy teoretyczne
oraz metodykê wykonania szybkich testów dopusz-
czonych do badañ monitoringowych w kierunku BSE.
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Activity of the National Reference Laboratory for BSE and Scrapie
Summary

The activity of the National Reference Laboratory for a given disease encompasses not only diagnostics but
also research and instruction. In the case of transmissible spongiform encephalopathies this range of activities
constantly expands along with the accumulation of the data on prion protein characteristics, pathogenesis of
spongiform encephalopathies and the threat to consumer health. Besides the standard task, which is confir-
matory testing, the reference laboratory should organize instruction, verify diagnostic methods, control the
quality of diagnostic reagents, cooperate with the community reference laboratories, participate and arrange
comparative tests, as well as take part in the investigations of expert working groups. All the above mentioned
aspects of the activity of the National reference laboratory for BSE and scrapie are presented in this review.
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Aktualnie nowe testy do badañ monitoringowych pre-
zentowane s¹ pracownikom zarówno KLR, jak i pra-
cowni regionalnych na spotkaniach organizowanych
w PIWet.-PIB w Pu³awach z udzia³em przedstawicieli
producentów zestawów diagnostycznych.

Dzia³alno�æ referencyjna obejmuje przede wszystkim
prowadzenie badañ potwierdzaj¹cych. Maj¹ one na celu
potwierdzenie lub wykluczenie dodatniego wyniku ba-
dania uzyskanego w laboratorium regionalnym. W ra-
mach monitoringu czynnego ka¿da próbka badana jest
jednokrotnie (4). Je�li stwierdzony zostanie wynik do-
datni w pierwszym badaniu, procedury wymagaj¹ prze-
prowadzenia ponownego badania, z t¹ ró¿nic¹, ¿e prób-
ka badana jest w duplikacie (podwójnie). Dopiero gdy
ponownie uzyskany zostanie wynik dodatni, próbka tra-
fia do KLR, celem wykonania badañ potwierdzaj¹cych
(2). Pierwszy przypadek BSE w Polsce zdiagnozowa-
no i potwierdzono w maju 2002 r. W okresie maj 2002 r.
-listopad 2006 r. w Zak³adzie Wirusologii PIWet.-PIB
wykonano 41 badañ potwierdzaj¹cych, z których 35 da³o
wyniki dodatnie. Dwa pozosta³e przypadki BSE po-
twierdzono wy³¹cznie w Zak³adzie Anatomii Patolo-
gicznej PIWet.-PIB, poniewa¿ próbki zosta³y utrwalo-
ne w formalinie, co uniemo¿liwia³o wykonanie bada-
nia metod¹ immunoblot.

Tkanka mózgowa z dodatnich i potwierdzonych przy-
padków BSE przechowywana jest w archiwum Zak³a-
du Wirusologii, stanowi¹c materia³ do badañ nauko-
wych. Analiza profili glikozylacji bia³ka PrPSc wykaza-
³a, ¿e 5 spo�ród 35 przypadków potwierdzonych w Za-
k³adzie Wirusologii nale¿y do tzw. atypowych przypad-
ków BSE (5). Profil glikozylacji bia³ka prionowego
ró¿ni siê od profilu glikozylacji bia³ka PrPres powszech-
nie wystêpuj¹cego w pog³owiu zwierz¹t Polski i Euro-
py, a podobne, atypowe przypadki BSE opisano tak¿e
we W³oszech, Francji i Holandii. Najczê�ciej postaæ
atypowa dotyczy zwierz¹t starszych w wieku powy¿ej
8-9 lat. W Polsce atypowe przypadki BSE zanotowano
u zwierz¹t 9-13 letnich. Nie wyja�niono dotychczas
praktycznego znaczenia tej zmienno�ci w profilu gli-
kozylacji bia³ka prionowego, choæ jest to do�æ rzadkie
zjawisko.

Poza badaniami potwierdzaj¹cymi KLR prowadzi
tak¿e badania naukowe nad opracowaniem prostych
i szybkich metod diagnozowania BSE (projekt celowy
zamawiany przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju
Wsi dotycz¹cy zastosowania testu dot-blot w diagnos-
tyce BSE), jak równie¿ nad ocen¹ ryzyka BSE w Pol-
sce (w ramach programu wieloletniego PIB) (6).

Kolejnym zadaniem KLR jest weryfikacja metod
diagnostycznych stosowanych w regionalnych labora-
toriach diagnostycznych. W tym celu od 2003 r. pra-
cownicy KLR przeprowadzaj¹ wizyty kontrolne w re-
gionalnych pracowniach diagnozuj¹cych BSE. Kontrola
pracy laboratorium obejmuje nie tylko ocenê wykona-
nia poszczególnych etapów badania, ale tak¿e przecho-
wywanie odczynników oraz próbek, postêpowanie z od-
padami i stosowane �rodki bezpieczeñstwa biologicz-
nego. Ewentualne niedoci¹gniêcia i uchybienia przed-

stawiane na spotkaniu podsumowuj¹cym kontrolê s³u-
¿¹ usprawnieniu dzia³alno�ci laboratorium.

Jednym z zadañ KLR jest tak¿e kontrolowanie ja-
ko�ci odczynników diagnostycznych stosowanych
w kraju. Oznacza to konieczno�æ oceny ka¿dej nowej
serii danego zestawu diagnostycznego (szybkiego tes-
tu) przed dopuszczeniem go do stosowania w danym
kraju. Dotychczas tylko nieliczne kraje (np. Niemcy)
wdro¿y³y system oceny ka¿dej nowej serii testu wpro-
wadzanej na rynek. Do niedawna, zgodnie z wytyczny-
mi WLR, wystarcza³a jedynie ocena dostarczanego
w³a�nie do WLR dossier zwi¹zanego z danym testem,
co stanowi³o podstawê dopuszczenia danego zestawu
do stosowania w krajach cz³onkowskich. Gwarantem
dobrej jako�ci produkowanych zestawów diagnostycz-
nych mia³ byæ system jako�ci, wdro¿ony przez ka¿de-
go producenta. Ostatnie ustalenia zmierzaj¹ w kierun-
ku wyboru kilku KLR do oceny poszczególnych serii
zestawów diagnostycznych w warunkach praktycznych,
przed dopuszczeniem ich do obrotu w krajach Unii.
KLR dla Polski zg³osi³o chêæ udzia³u w takich ocenach
dwóch szybkich testów.

Ustalenia opisane powy¿ej s¹ wynikiem dyskusji pro-
wadzonych w trakcie spotkañ organizowanych corocz-
nie przez WLR dla KLR w Wielkiej Brytanii. Spotka-
nia te s¹ jednym z elementów wspó³pracy KLR ze
Wspólnotowym Laboratorium Referencyjnym dla
TSEs. Przedstawiciele KLR dla Polski uczestniczyli
dotychczas w trzech takich spotkaniach roboczych (naj-
pierw jako kraj kandyduj¹cy w 2003 r., a nastêpnie jako
cz³onek UE). Spotkania takie, maj¹ce charakter robo-
czy, s³u¿¹ wymianie pogl¹dów miêdzy przedstawicie-
lami poszczególnych KLR, rozwi¹zywaniu wspólnych
problemów diagnostycznych oraz zapoznawaniu siê
z aktualno�ciami dotycz¹cymi TSEs u zwierz¹t. Wspó³-
praca z WLR nie ogranicza siê wy³¹cznie do spotkañ
roboczych i konsultacji. Podobnie jak KLR jest jednost-
k¹ odwo³awcz¹ dla laboratoriów regionalnych, tak WLR
jest jednostk¹ referencyjn¹ dla KLR. Zale¿no�æ ta ozna-
cza mo¿liwo�æ potwierdzania przez WLR wyników
w¹tpliwych i nietypowych, uzyskanych w badaniach
potwierdzaj¹cych w KLR. W ci¹gu 3 lat pracy, KLR
w Pu³awach raz wys³a³o dwie próbki od zwierz¹t pad-
³ych, które dawa³y wyniki niejednoznaczne. By³y to
próbki bardzo z³ej jako�ci, w stanie ca³kowitego roz-
k³adu gnilnego (brak mo¿liwo�ci utrwalenia materia³u
w formalinie do badania metodami HI lub IHC), w sta-
nie p³ynnym, uniemo¿liwiaj¹cym identyfikacjê rejonu
zasuwki w badanej próbce. Lokalizacja trzech pr¹¿ków
bia³ka prionowego w badaniu metod¹ immunoblot by³a
nietypowa (poni¿ej miejsca po³o¿enia dla typowych
przypadków BSE), a sygna³ reakcji by³ bardzo s³aby.
W zwi¹zku z niejednoznaczn¹ interpretacj¹ wyników
badañ przez WLR, wyniki badañ tych dwóch próbek
uznano za w¹tpliwe (nierozstrzygaj¹ce).

Badania bieg³o�ci s³u¿¹ ocenie kompetencji zarów-
no KLR, jak i laboratoriów regionalnych. Ten element
dzia³alno�ci referencyjnej jest szczególnie istotny
w przypadku krajów wolnych od BSE. Do�wiadczenie
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zdobyte w trakcie analizy próbek dodatnich jest bardzo
przydatne w pó�niejszym potwierdzaniu wyników
badañ z laboratoriów regionalnych. KLR uczestniczy
w testach porównawczych od 2003 r. Pierwsza ocena
organizowana jeszcze nie przez WLR, ale Instytut Ma-
teria³ów Referencyjnych i Miar (IRMM, Geel, Belgia),
obejmowa³a analizê 85 próbek kodowanych. Od 2004 r.
próbki przesy³ane s¹ przez WLR (1 badanie/rok).
W 2004 r. oraz 2005 r. otrzymano po 10 próbek do oce-
ny. Dotychczas wszystkie próbki zosta³y zdiagnozo-
wane prawid³owo. W zwi¹zku ze zdiagnozowaniem
czynnika wywo³uj¹cego BSE u kozy pojawi³a siê ko-
nieczno�æ ró¿nicowania dodatnich przypadków od ma-
³ych prze¿uwaczy na trzêsawkê i BSE (1). Chodzi
o ocenê skali zjawiska przekroczenia bariery gatunko-
wej przez czynnik BSE i ewentualnych konsekwencji
dla zdrowia cz³owieka. W zwi¹zku z tym opracowano
i wdro¿ono 3-etapowy system oceny próbek dodatnich
od ma³ych prze¿uwaczy, umo¿liwiaj¹cy zró¿nicowanie
bia³ka PrPSc na pochodz¹ce od byd³a lub owiec i kóz
(7, 8). Pierwotnie tylko 3 laboratoria w ramach UE
uzyska³y pozwolenie WLR na prowadzenie badañ ró¿-
nicuj¹cych BSE i trzêsawkê. Dopuszczenie kolejnych
laboratoriów do wykonywania takich badañ uwarun-
kowane by³o uzyskaniem pozytywnego wyniku w te�-
cie kompetencji zorganizowanym przez WLR w 2005 r.
KLR dla Polski bra³o udzia³ w tej ocenie i uzyska³o
pozytywn¹ opiniê, dziêki czemu mo¿e prowadziæ ba-
dania ró¿nicuj¹ce dodatnich przypadków TSE od ma-
³ych prze¿uwaczy (3). O randze problemu �wiadczy
m.in. to, ¿e pod koniec listopada 2005 r. KLR ponow-
nie otrzyma³o próbki do oceny jego zdolno�ci ró¿nico-
wania BSE i trzêsawki. Do obowi¹zków KLR nale¿y
przeprowadzanie testów porównawczych dla pracowni
regionalnych, diagnozuj¹cych BSE. Pierwszy taki test
zorganizowano w 2005 r. G³ównym problemem w prze-
prowadzeniu oceny jest dostêpno�æ potwierdzonych
próbek dodatnich w kierunku BSE. Ilo�æ tkanki nerwo-
wej z potwierdzonych w kraju przypadków BSE, bêd¹-
ca w posiadaniu Zak³adu Wirusologii, nie jest du¿a,
poniewa¿ wiêkszo�æ materia³u trafia do badañ odwo-
³awczych metodami HI oraz IHC. Ponadto nierówno-
mierny rozk³ad bia³ka PrPSc w posiadanych próbkach
nie zapewnia uzyskania jednorodnego materia³u, co
gwarantowa³oby uzyskiwanie powtarzalnych wyników.
Dlatego te¿ KLR stara³o siê pozyskaæ materia³ z po-
twierdzonych przypadków BSE z archiwum TSE,
mieszcz¹cego siê w VLA Weybridge, Wielka Brytania.
Jednak¿e postanowiono, ¿e ze wzglêdu na du¿e zapo-
trzebowanie materia³ ten bêdzie rozdzielany g³ównie
dla laboratoriów naukowych, prowadz¹cych badania
nad patogenez¹ chorób prionowych. Tak¿e próby po-
zyskania próbek z innych KLR w obrêbie UE zakoñ-
czy³y siê fiaskiem. Dopiero komercyjne udostêpnienie
przez IRMM próbek z przypadków BSE pozwoli³o na
przeprowadzenie testu porównawczego dla laboratoriów
regionalnych w 2005 r. Ka¿de z piêciu laboratoriów
otrzyma³o 10-12 kodowanych próbek homogenatu pnia
mózgu (6-8 próbek dodatnich oraz 4 próbki ujemne

w kierunku BSE). Wszystkie laboratoria uzyska³y za-
równo czu³o�æ diagnostyczn¹, jak i specyficzno�æ diag-
nostyczn¹ na poziomie 100%. Oznacza to pozytywny
wynik testu porównawczego dla laboratoriów ZHW
z Gdañska, Krakowa, Leszna, Warszawy i Wroc³awia.
W przysz³o�ci planuje siê coroczne organizowanie 1-2
testów kompetencji dla laboratoriów regionalnych.

Corocznie KLR organizuje spotkania dla pracowni-
ków regionalnych pracowni BSE dotycz¹ce bie¿¹cych
problemów diagnostycznych, wyników przeprowadzo-
nych kontroli, testów kompetencji, jak równie¿ aktual-
nych danych odno�nie do epizootiologii BSE i nowi-
nek naukowych dotycz¹cych chorób prionowych.

Bogate do�wiadczenie pracowników KLR zwi¹zane
z zagadnieniami dotycz¹cymi chorób prionowych oraz
metod ich diagnozowania wykorzystywane jest nie tyl-
ko w pracy laboratorium, ale tak¿e na szerszym forum
poprzez prowadzenie szkoleñ zarówno dla diagnostów,
jak i lekarzy praktyków, udzia³ w pracach grup eksperc-
kich o charakterze doradczym dla Ministerstwa Rol-
nictwa i Rozwoju Wsi (plan gotowo�ci zwalczania BSE)
czy te¿ poprzez udzia³ w pracach komisji przetargo-
wych przy zakupach zestawów diagnostycznych.

Podsumowuj¹c nale¿y stwierdziæ, ¿e zakres obowi¹z-
ków KLR w aspekcie chorób prionowych zwierz¹t po-
szerza siê i wykracza daleko poza ramy jedynie dzia-
³alno�ci laboratoryjnej. Wi¹¿e siê to zarówno z pozna-
waniem natury czynnika etiologicznego tych chorób,
jak równie¿ z wdra¿aniem systemu jako�ci w pracy la-
boratoriów diagnostycznych. KLR jest jednym z ogniw
urzêdowego nadzoru nad BSE w Polsce i odgrywa wa¿-
n¹ rolê w systemie monitorowania i diagnozowania tej
choroby u byd³a przeznaczonego do konsumpcji przez
cz³owieka. W tym aspekcie KLR funkcjonuje bezpo-
�rednio w oparciu o legislacjê Unii Europejskiej.

Pi�miennictwo
1.Eloit M., Adjou K., Coulpier M., Fontaine J. J., Hamel R., Lilin T., Messiaen S.,

Andreoletti O., Baron T., Bencsik A., Biacabe A.-G., Beringue V., Laude H., Le
Dur A., Vilotte J. L., Comoy E., Deslys J. P., Grassi J., Simon S., Lantier F.,
Sarradin P.: BSE agent signatures in a goat. Vet. Rec. 2005, 156, 523-524.

2.Polak M., Ro¿ek W., Larska M., Rola J., ¯mudziñski J. F.: Ocena wyników
monitoringu czynnego BSE w Polsce w latach 2001-2004. Medycyna Wet. 2005,
61, 654-656.

3.Polak M. P., Larska M., Ro¿ek W., ¯mudziñski J. F.: Ró¿nicowanie BSE i trzê-
sawki w pog³owiu owiec i kóz. Medycyna Wet., z³o¿one do druku 2005.09.06
pod nr 429/05.

4.Polak M. P., Larska M., Ro¿ek W., Rola J., ̄ mudziñski J. F.: Szybkie testy diag-
nostyczne stosowane w Polsce w monitornigu BSE. Medycyna Wet. 2002, 58,
767-769.

5.Polak M. P., Ro¿ek W., Rola J., ̄ mudziñski J. F.: Prion protein glycoforms from
BSE cases in Poland. Bull. Vet. Inst. Pulawy 2004, 48, 201-205.

6.Polak M. P., Ro¿ek W., ¯mudziñski J. F.: Implementation of dot-blot in rapid
diagnosis of BSE. Bull. Vet. Inst. Pul. 2005, 49, 263-266.

7.Stack M. J., Chaplin M. J., Clark J.: Differentiation of prion protein glycoforms
from naturally occurring sheep scrapie, sheep-passaged scrapie strains (CH1641
and SSBP1), bovine spongiform encephalopathy (BSE) cases and Romney and
Cheviot breed sheep experimentally inoculated with BSE using two monoclo-
nal antibodies. Acta Neuropathol. 2002, 104, 279-286.

8.Thuring C. M. A., Erkens H. F., Jacobs J. G., Bossers A., Van Keulen L. J. M.,
Garssen G. J., Van Zijderveld F. G., Ryder S. J., Groschup M. H., Sweeney T.,
Langeveld J. P. M.: Discrimination between scrapie and bovine spongiform
encephalopathy in sheep by molecular size, immunoreactivity and glycoprofile
of prion protein. J. Clin. Microbiol. 2004, 42, 972-980.

Adres autora: dr Miros³aw P. Polak, Al. Partyzantów 57, 24-100 Pu³a-
wy; e-mail: ppolak@piwet.pulawy.pl


