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Summary

The article presents the practical use of dot-blot for the diagnosis of BSE. This method enables obtaining
test results in a short period. The practical implementation of this method for the diagnosis of BSE is
reinforced by the simple test procedure, low equipment requirements and low volume of waste produced. All
samples from twenty eight confirmed Polish cases of BSE had values above negative control samples. Only
one positive sample had an optical density close to negative samples. This sample came from an atypical case
of BSE, which in active monitoring with the rapid test had values slightly above the cut off. All remaining
samples from positive cases had values above the mean for negative samples plus two standard deviations.
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Pasazowalne gabczaste encefalopatie (Transmissible
Spongiform Encephalopathies — TSEs), do ktorych nalezy
gabczasta encefalopatia bydta (BSE) tworza grupe chorob
neurodegeneracyjnych ludzi i zwierzat, objawiajacych si¢
klinicznie zaburzeniami ze strony uktadu nerwowego (8).
Ze wzgledu na prawdopodobny udziat biatka prionowego
w etiologii TSEs, choroby te okresla si¢ takze jako choro-
by prionowe (1, 2). Post-translacyjna modyfikacja trzecio-
rzedowe;j struktury biatka PrP¢, prowadzi do powstania for-
my patologicznej PrP5¢. Jest ona uznawana za czynnik etio-
logiczny tych chordb i charakteryzuje si¢ m.in. opornoscia
na proteolizg. Ta cecha biatka PrP5¢ zostata wykorzystana
przy opracowywaniu testow diagnostycznych do badan
monitoringowych w kierunku BSE (3, 6). Biatko PrP5 po-
wszechnie uznaje si¢ za specyficzny marker chorob prio-
nowych, a jego wykrycie, mozliwe kilka miesigcy przed
wystapieniem objawow nerwowych, jest jednoznaczne
z postawieniem podejrzenia BSE (dodatni wynik w bada-
niu monitoringowym wymaga potwierdzenia w badaniu od-
wotawczym). Aktualnie dostepne zestawy diagnostyczne
pozwalaja wylacznie na badanie posmiertne (7). Wiaze si¢
to z lokalizacja patologicznego biatka prionowego, ograni-
czona w ponad 90% do osrodkowego uktadu nerwowego.

Obecnie w krajach Wspdlnoty Europejskiej dostgpnych
jest jedenascie tzw. szybkich testow do badan monitorni-
gowych w kierunku BSE. Wigkszos¢ z tych testow oparta
jest na formacie ELISA, ktoéry umozliwia uproszczenie
i skrocenie czasu badania. Przeciwciata dostgpne w tych
zestawach wiaza si¢ niespecyficznie z epitopami zaréwno
na biatku PrP€, jak i PrP™ (forma PrP5¢ po proteolizie).

Ten brak specyficzno$ci wigzania wymusza wprowadze-
nie etapu proteolizy, ktéry umozliwia pelne strawienie for-
my PrP¢ w badanej probce. Dzigki temu, jezeli uzyskuje

* Badania zrealizowano w ramach projektu badawczego PCZ-014-26 finan-
sowanego przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi.

si¢ sygnat dodatni w badaniu, pochodzi on od biatka pato-
logicznego. Wsrdd dostepnych aktualnie 11 zestawow diag-
nostycznych tylko w dwdch nie wykorzystuje si¢ etapu pro-
teolizy do usuniecia biatka PrP¢ z badanego homogenatu.

Dobry test diagnostyczny powinien charakteryzowac si¢
wysoka czutoscia oraz specyficznoscia diagnostyczna, pros-
tota wykonania, mozliwos$cia automatyzacji, co pozwala
na znaczne skrocenie czasu badania i wykonywanie maso-
wych badan monitoringowych. Metoda dot-blot wydaje si¢
odpowiednia do badan w kierunku BSE z powodu prostoty
wykonania, niskich wymagan sprzgtowych, krotkiego cza-
su badania oraz matej ilo$ci powstajacych odpadéw biolo-
gicznych. Uzyskanie czulosci testu dot-blot opracowanego
w Zaktadzie Wirusologii PIWet.-PIB porownywalne;j z jed-
nym z dopuszczonych do badan zestawow diagnostycznych
sktonito nas do podjgcia badan krajowych przypadkéw BSE
z wykorzystaniem tej techniki.

Celem badan bylto okreslenie przydatnosci metody dot-
blot w diagnostyce krajowych przypadkow gabczastej en-
cefalopatii bydta.

Materiat i metody

W badaniach wykorzystano probki pnia mézgu z 28 potwier-
dzonych przypadkéw BSE w Polsce oraz cztery probki z przy-
padkéw ujemnych badanych w kierunku BSE. Homogenizacje
0,5-0,75 g pnia mézgu wykonywano w homogenizatorze (Omni)
przez 1 minutg przy 20 000 obrotéw na minutg. Trawienie z uzy-
ciem proteinazy K w stezeniu 1 mg/ml (Prionics) wykonywano
w suchym bloku grzejnym w temp. 48°C przez 40 min. Po doda-
niu inhibitoréw proteaz wykonywano wirowanie homogenatow
przez 5 min. przy przeciazeniu 5000 x g. Uzyskany supernatant
rozcienczano 1 : 10 w buforze TBS (25 mM Tris/HCI, 150 mM
NaCl, 2,5 mM KCl, pH = 7,4). Do badan metoda dot-blot wyko-
rzystano ptytki 96-dotkowe z membrang PVDF, umieszczong na
dnie dotkow (MultiScreen IP, Millipore) oraz aparat MultiScreen
Vacuum Manifold firmy Millipore z pompa prézniowa. Przed na-
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niesieniem badanych homogenatow, membrang PVDF zwilzano
70% etanolem. Analizowane probki nanoszono w trzech powto-
rzeniach do dotkow plytki 96-dotkowej. Po 30 minutowej inku-
bacji w temp. pokojowej usuwano homogenat z dotkdéw, a na-
stgpnie membrang plukano roztworem TBST (TBS z dodatkiem
0,05% Tween 20). W kolejnym etapie nanoszono 3M roztwor
izotiocjanianu guanidyny i prowadzono 10-minutowa inkubacjg
w temp. pokojowej. Po dwdch ptukaniach, membrang blokowa-
no 5% roztworem albuminy bydlgcej (Sigma) w TBST przez 30
minut. Pierwsze przeciwcialo 6H4 (Prionics), stosowano w roz-
cienczeniu 1 : 5000 w TBST przez 60 minut. Po trzech ptuka-
niach dodawano przeciwciato skoniugowane z alkaliczna fosfa-
taza (Prionics), takze w rozcienczeniu 1 : 5000 w TBST. Inkuba-
cj¢ prowadzono przez 30 minut, a nastgpnie wykonywano pig¢
ptukan. Detekcje sygnatu reakcji wykonano z wykorzystaniem
chemiluminescencji. Jako substrat stosowano CDP-Star (Sigma).
Sygnat reakcji PrP™ z przeciwciatem 6H4 na membranie w po-
staci zaczernienia kliszy rtg uzyskiwano po ekspozycji w zakre-
sie od 10 sekund do 5 minut. Po wywotaniu reakcji i wysuszeniu
kliszy, prowadzono analiz¢ komputerowa obrazu, z wykorzysta-
niem programu One D-scan wersja 1,31 (Scanalytics). Warto$ci
gestosci optycznej (OD) badanych probek obliczano dla trzech
powtdorzen. Wartos$¢ $rednia dla probek ujemnych (x) powigk-
szona o jedno lub dwa odchylenia standardowe (SD) stanowita
prog odcigcia dla analizowanych probek dodatnich.
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Ryc. 1. Wynik badania w kierunku BSE metoda dot-blot.
Kolumny 1-3: proébki z przypadkéw BSE nr 1 (A1-A3); nr 2
(B1-B3); nr 3 (C1-C3); nr 6 (D1-D3); nr 7 (E1-E3); nr 8 (F1-
F3); nr 9 (G1-G3) oraz nr 10 (H1-H3); kolumny 4-6: prébki
z przypadkow BSE nr 11-18; kolumny 7-9: probki z przypad-
kow BSE nr 19-26; kolumny 10-12: prébki z przypadkéw BSE
nr 27-30 (wiersze od A do D); cztery prébki ujemne (od E10-
E12 do H10-H12)
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przypadkow BSE uzyskaty wyzsze war-
tosci gestosci optycznej (zakres od 0,26
do 1,53) w stosunku do probek ujemnych
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nych + 1 SD) do 0,27 (warto$¢ $rednia
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0,80 f-----------—-

oD

0,20 I

0,00

20 |

1,00 f----------==-nmmmoo

12 3 6 7 8 9 10 111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

A B L

numery przypadkéw BSE oraz prébek ujemnych

OD = 0,26. Pozostate probki uzyskaty
warto$ci powyzej wyzszego progu odcig-
cia 0,27 i zostaly jednoznacznie zakwa-
lifikowane jako dodatnie.

Uzyskane wyniki stanowia potwierdzenie mozliwosci
uzycia metody dot-blot do diagnozowania BSE w poglo-
wiu bydta. Wszystkie probki z dodatnich przypadkéw cho-
roby uzyskaly wyzsze warto$ci gestosci optycznej w sto-
sunku do najwyzszej wartosci dla probek ujemnych. Jed-
nakze przyjmujac warto$¢ progu odcigcia na poziomie sumy
sredniej wartosci dla probek ujemnych powigkszona o dwa
odchylenia standardowe, probka nr 2 data wynik ujemny.
Zwigkszenie czulosci badania mozna by uzyska¢ poprzez
kilkakrotne nanoszenie tej samej probki na membrang. Prob-
ka z drugiego przypadku BSE zdiagnozowana wstgpnie
szybkim testem uzyskata wartosci nieznacznie przewyzsza-
jace warto$¢ progowa testu (4). Badanie odwotawcze me-
toda immunoblot wymagato takze dluzszej ekspozycji mem-
brany na kliszy, co zwiazane byto z niska zawartos$cia biat-
ka PrP™ w badanej probce. Dalsze analizy tego przypadku
na poziomie molekularnym wykazaty, ze profil glikozyla-
cji biatka PrP opornego na proteolizg rozni si¢ od typowe-
go profilu dla BSE (5). Przypadek ten okreslony wstepnie
jako atypowy, poddawany jest dalszym analizom z uzyciem
panelu przeciwcial monoklonalnych. Jak wynika z uzyska-
nych wynikow, rowniez w te$cie dot-blot wartosci uzyska-

Ryc. 2. Wynik badania w kierunku BSE metoda dot-blot (wartoS$ci gestosci optycznej
badanych prébek w ujeciu graficznym)

ne dla tego przypadku sa nizsze od wartosci dla pozosta-
tych przypadkow.

W badaniach wlasnych, potwierdzono nie tylko wysoka
czuto$¢ oraz specyficznos$¢ diagnostyczna metody dot-blot,
ale rowniez: krotki czas badania (4 godziny), prostote wy-
konania oznaczenia, niskie wymagania sprzgtowe oraz mata
ilo$¢ powstajacych odpadow.
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