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Pasa¿owalne g¹bczaste encefalopatie (Transmissible
Spongiform Encephalopathies � TSEs), do których nale¿y
g¹bczasta encefalopatia byd³a (BSE) tworz¹ grupê chorób
neurodegeneracyjnych ludzi i zwierz¹t, objawiaj¹cych siê
klinicznie zaburzeniami ze strony uk³adu nerwowego (8).
Ze wzglêdu na prawdopodobny udzia³ bia³ka prionowego
w etiologii TSEs, choroby te okre�la siê tak¿e jako choro-
by prionowe (1, 2). Post-translacyjna modyfikacja trzecio-
rzêdowej struktury bia³ka PrPC, prowadzi do powstania for-
my patologicznej PrPSc. Jest ona uznawana za czynnik etio-
logiczny tych chorób i charakteryzuje siê m.in. oporno�ci¹
na proteolizê. Ta cecha bia³ka PrPSc zosta³a wykorzystana
przy opracowywaniu testów diagnostycznych do badañ
monitoringowych w kierunku BSE (3, 6). Bia³ko PrPSc po-
wszechnie uznaje siê za specyficzny marker chorób prio-
nowych, a jego wykrycie, mo¿liwe kilka miesiêcy przed
wyst¹pieniem objawów nerwowych, jest jednoznaczne
z postawieniem podejrzenia BSE (dodatni wynik w bada-
niu monitoringowym wymaga potwierdzenia w badaniu od-
wo³awczym). Aktualnie dostêpne zestawy diagnostyczne
pozwalaj¹ wy³¹cznie na badanie po�miertne (7). Wi¹¿e siê
to z lokalizacj¹ patologicznego bia³ka prionowego, ograni-
czon¹ w ponad 90% do o�rodkowego uk³adu nerwowego.

Obecnie w krajach Wspólnoty Europejskiej dostêpnych
jest jedena�cie tzw. szybkich testów do badañ monitorni-
gowych w kierunku BSE. Wiêkszo�æ z tych testów oparta
jest na formacie ELISA, który umo¿liwia uproszczenie
i skrócenie czasu badania. Przeciwcia³a dostêpne w tych
zestawach wi¹¿¹ siê niespecyficznie z epitopami zarówno
na bia³ku PrPC, jak i PrPres (forma PrPSc po proteolizie).

Ten brak specyficzno�ci wi¹zania wymusza wprowadze-
nie etapu proteolizy, który umo¿liwia pe³ne strawienie for-
my PrPC w badanej próbce. Dziêki temu, je¿eli uzyskuje

siê sygna³ dodatni w badaniu, pochodzi on od bia³ka pato-
logicznego. W�ród dostêpnych aktualnie 11 zestawów diag-
nostycznych tylko w dwóch nie wykorzystuje siê etapu pro-
teolizy do usuniêcia bia³ka PrPC z badanego homogenatu.

Dobry test diagnostyczny powinien charakteryzowaæ siê
wysok¹ czu³o�ci¹ oraz specyficzno�ci¹ diagnostyczn¹, pros-
tot¹ wykonania, mo¿liwo�ci¹ automatyzacji, co pozwala
na znaczne skrócenie czasu badania i wykonywanie maso-
wych badañ monitoringowych. Metoda dot-blot wydaje siê
odpowiednia do badañ w kierunku BSE z powodu prostoty
wykonania, niskich wymagañ sprzêtowych, krótkiego cza-
su badania oraz ma³ej ilo�ci powstaj¹cych odpadów biolo-
gicznych. Uzyskanie czu³o�ci testu dot-blot opracowanego
w Zak³adzie Wirusologii PIWet.-PIB porównywalnej z jed-
nym z dopuszczonych do badañ zestawów diagnostycznych
sk³oni³o nas do podjêcia badañ krajowych przypadków BSE
z wykorzystaniem tej techniki.

Celem badañ by³o okre�lenie przydatno�ci metody dot-
blot w diagnostyce krajowych przypadków g¹bczastej en-
cefalopatii byd³a.

Materia³ i metody
W badaniach wykorzystano próbki pnia mózgu z 28 potwier-

dzonych przypadków BSE w Polsce oraz cztery próbki z przy-
padków ujemnych badanych w kierunku BSE. Homogenizacjê
0,5-0,75 g pnia mózgu wykonywano w homogenizatorze (Omni)
przez 1 minutê przy 20 000 obrotów na minutê. Trawienie z u¿y-
ciem proteinazy K w stê¿eniu 1 mg/ml (Prionics) wykonywano
w suchym bloku grzejnym w temp. 48°C przez 40 min. Po doda-
niu inhibitorów proteaz wykonywano wirowanie homogenatów
przez 5 min. przy przeci¹¿eniu 5000 × g. Uzyskany supernatant
rozcieñczano 1 : 10 w buforze TBS (25 mM Tris/HCl, 150 mM
NaCl, 2,5 mM KCl, pH = 7,4). Do badañ metod¹ dot-blot wyko-
rzystano p³ytki 96-do³kowe z membran¹ PVDF, umieszczon¹ na
dnie do³ków (MultiScreen IP, Millipore) oraz aparat MultiScreen
Vacuum Manifold firmy Millipore z pomp¹ pró¿niow¹. Przed na-
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niesieniem badanych homogenatów, membranê PVDF zwil¿ano
70% etanolem. Analizowane próbki nanoszono w trzech powtó-
rzeniach do do³ków p³ytki 96-do³kowej. Po 30 minutowej inku-
bacji w temp. pokojowej usuwano homogenat z do³ków, a na-
stêpnie membranê p³ukano roztworem TBST (TBS z dodatkiem
0,05% Tween 20). W kolejnym etapie nanoszono 3M roztwór
izotiocjanianu guanidyny i prowadzono 10-minutow¹ inkubacjê
w temp. pokojowej. Po dwóch p³ukaniach, membranê blokowa-
no 5% roztworem albuminy bydlêcej (Sigma) w TBST przez 30
minut. Pierwsze przeciwcia³o 6H4 (Prionics), stosowano w roz-
cieñczeniu 1 : 5000 w TBST przez 60 minut. Po trzech p³uka-
niach dodawano przeciwcia³o skoniugowane z alkaliczn¹ fosfa-
taz¹ (Prionics), tak¿e w rozcieñczeniu 1 : 5000 w TBST. Inkuba-
cjê prowadzono przez 30 minut, a nastêpnie wykonywano piêæ
p³ukañ. Detekcjê sygna³u reakcji wykonano z wykorzystaniem
chemiluminescencji. Jako substrat stosowano CDP-Star (Sigma).
Sygna³ reakcji PrPres z przeciwcia³em 6H4 na membranie w po-
staci zaczernienia kliszy rtg uzyskiwano po ekspozycji w zakre-
sie od 10 sekund do 5 minut. Po wywo³aniu reakcji i wysuszeniu
kliszy, prowadzono analizê komputerow¹ obrazu, z wykorzysta-
niem programu One D-scan wersja 1,31 (Scanalytics). Warto�ci
gêsto�ci optycznej (OD) badanych próbek obliczano dla trzech
powtórzeñ. Warto�æ �rednia dla próbek ujemnych (�x) powiêk-
szona o jedno lub dwa odchylenia standardowe (SD) stanowi³a
próg odciêcia dla analizowanych próbek dodatnich.

Wyniki i omówienie
Wszystkie próbki z potwierdzonych

przypadków BSE uzyska³y wy¿sze war-
to�ci gêsto�ci optycznej (zakres od 0,26
do 1,53) w stosunku do próbek ujemnych
(zakres od 0,11 do 0,21) (ryc. 1, 2). Próg
odciêcia dla próbek dodatnich wynosi³ od
0,23 (warto�æ �rednia dla próbek ujem-
nych + 1 SD) do 0,27 (warto�æ �rednia
dla próbek ujemnych + 2 SD). Odnosz¹c
te warto�ci do uzyskanych wyników,
próbka nr 2 uzyska³a najni¿sz¹ warto�æ
OD = 0,26. Pozosta³e próbki uzyska³y
warto�ci powy¿ej wy¿szego progu odciê-
cia 0,27 i zosta³y jednoznacznie zakwa-
lifikowane jako dodatnie.

Uzyskane wyniki stanowi¹ potwierdzenie mo¿liwo�ci
u¿ycia metody dot-blot do diagnozowania BSE w pog³o-
wiu byd³a. Wszystkie próbki z dodatnich przypadków cho-
roby uzyska³y wy¿sze warto�ci gêsto�ci optycznej w sto-
sunku do najwy¿szej warto�ci dla próbek ujemnych. Jed-
nak¿e przyjmuj¹c warto�æ progu odciêcia na poziomie sumy
�redniej warto�ci dla próbek ujemnych powiêkszon¹ o dwa
odchylenia standardowe, próbka nr 2 da³a wynik ujemny.
Zwiêkszenie czu³o�ci badania mo¿na by uzyskaæ poprzez
kilkakrotne nanoszenie tej samej próbki na membranê. Prób-
ka z drugiego przypadku BSE zdiagnozowana wstêpnie
szybkim testem uzyska³a warto�ci nieznacznie przewy¿sza-
j¹ce warto�æ progow¹ testu (4). Badanie odwo³awcze me-
tod¹ immunoblot wymaga³o tak¿e d³u¿szej ekspozycji mem-
brany na kliszy, co zwi¹zane by³o z nisk¹ zawarto�ci¹ bia³-
ka PrPres w badanej próbce. Dalsze analizy tego przypadku
na poziomie molekularnym wykaza³y, ¿e profil glikozyla-
cji bia³ka PrP opornego na proteolizê ró¿ni siê od typowe-
go profilu dla BSE (5). Przypadek ten okre�lony wstêpnie
jako atypowy, poddawany jest dalszym analizom z u¿yciem
panelu przeciwcia³ monoklonalnych. Jak wynika z uzyska-
nych wyników, równie¿ w te�cie dot-blot warto�ci uzyska-

ne dla tego przypadku s¹ ni¿sze od warto�ci dla pozosta-
³ych przypadków.

W badaniach w³asnych, potwierdzono nie tylko wysok¹
czu³o�æ oraz specyficzno�æ diagnostyczn¹ metody dot-blot,
ale równie¿: krótki czas badania (4 godziny), prostotê wy-
konania oznaczenia, niskie wymagania sprzêtowe oraz ma³¹
ilo�æ powstaj¹cych odpadów.
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Ryc. 2. Wynik badania w kierunku BSE metod¹ dot-blot (warto�ci gêsto�ci optycznej
badanych próbek w ujêciu graficznym)

A

B

C

D

E

F

G

H

121110987654321

Ryc. 1. Wynik badania w kierunku BSE metod¹ dot-blot.
Kolumny 1-3: próbki z przypadków 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: próbki
z przypadków BSE nr 11-18; kolumny 7-9: próbki z przypad-
ków BSE nr 19-26; kolumny 10-12: próbki z przypadków BSE
nr 27-30 (wiersze od A do D); cztery próbki ujemne (od E10-
E12 do H10-H12)


