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Summary

The use of BSE-contaminated meat and bone meal for feeding sheep and goats may be the cause of trans-
mitting the BSE agent into small ruminant populations. Experimental studies have shown that sheep which
are fed cattle brain homogenates from BSE cases can succumb to a BSE-like disease. The distribution of BSE
agents in these sheep is similar to scrapie and a wider range of organs is affected when compared with BSE in
cattle. Thus, the possibility of crossing the species barrier between sheep and man cannot be excluded (as has
been shown with BSE and its variant — Creutzfeldt-Jakob disease in man). The paper describes implementing
one of the approved immuno-blot methods used for discriminating between BSE and scrapie in a small
ruminant population. The use of two monoclonal antibodies of which only one reacts with scrapie and atypical
scrapie samples facilitates differentiation between BSE and scrapie positive samples from sheep and goats.
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Pasazowalne gabczaste encefalopatie (TSEs) zwie-
rzat domowych, do ktérych zalicza si¢, migdzy inny-
mi, BSE bydla i trzgsawke owiec, naleza do chorob
prionowych, w przebiegu ktorych dominuja zmiany
neurodegeneracyjne. Dtugi okres inkubacji oraz brak
objawow klinicznych w latentnej fazie rozwoju cho-
roby sprawiaja, ze przyzyciowa diagnostyka laborato-
ryjna na obecnym etapie wiedzy wiasciwie nie istnie-
je. Powszechne uznanie istnienia zwiazku migdzy spo-
zywaniem produktoéw od bydta chorego na BSE, a po-
jawieniem si¢ wariantu choroby Creutzfeldta-Jakoba
u ludzi zwrocito uwage na zagrozenie dla konsumenta
(4, 13). W przeciwienstwie do BSE, znana od kilkuset
lat trzgsawka matych przezuwaczy nie stanowila za-
grozenia 1 dotychczas nie opisano zachorowan typo-
wych dla choréb prionowych u ludzi, ktore mozna by
taczy¢ ze spozywaniem produktow pochodzenia
owczego lub koziego. W zwiazku z powszechnym sto-
sowaniem maczek migsno-kostnych w zywieniu ma-
tych przezuwaczy istnieje ryzyko transmisji BSE do
pogtowia owiec 1 koz. Potwierdzaja to wyniki zaka-
zen eksperymentalnych owiec i k6z homogenatem
tkanki nerwowej kréw z potwierdzonym BSE (6). Po-
danie 0,5 g materiatu BSE droga doustna prowadzito
do zachorowan zarowno owiec, jak i1 kdz, przy czym
okres inkubacji choroby u koz by1 dfuzszy Zagroze-
nie moze wynika¢ z odmiennego rozmieszczenia pa-
tologicznego biatka prionowego u owiec. Patologicz-
ne biatko prionowe u owiec gromadzi si¢ nie tylko
w osrodkowym uktadzie nerwowym, jak ma to miejs-
ce w przypadku BSE u bydta, ale takze w uktadzie

limfatycznym, co moze zwigksza¢ ryzyko transmisji
choroby do cztowieka. Na poczatku 2005 r., opisano
pierwszy przypadek gabczastej encefalopatii u kozy,
ktéry zarbwno w probie biologicznej na myszkach, jak
1w badaniach molekularnych wykazywat cechy typo-
we dla czynnika BSE bydta (5). Oznaczalo to, ze BSE
w warunkach naturalnych moze przekracza¢ barierg
gatunkowa bydlo/koza. Pod koniec lat 90. XX w.
w Wielkiej Brytanii, pojawily si¢ obawy, ze BSE wnik-
n¢lo do poglowia owiec 1 pozostaje nierozpoznane ze
wzgledu na podobienstwo objawow klinicznych za-
rowno w przypadku naturalnie wystepujacej trzgsaw-
ki owiec, jak i po zakazeniu do$wiadczalnym owiec
czynnikiem BSE (3). Ponadto, od 2003 r. notuje si¢
przypadki atypowej trzgsawki owiec w Europie o nie-
znanym pochodzeniu (1, 2, 7, 12). W zwiazku z tym
probki mézgowia, w kt(’)rych wykryto obecnos¢ pato-
logicznego biatka pr10noweg0 powinny by¢ poddane
badaniu w te$cie roznicujacym, czy jest to czynnik ty-
powy dla trzgsawki, czy dla BSE. Badanie to ma okres-
li¢ ewentualne zagrozenie dla cztowieka pochodzace
od obecnosci czynnika BSE w populacji matych prze-
zuwaczy. Mozliwo$¢ prowadzenia takich badan wia-
zala sig to z konieczno$cia opracowania nowych me-
tod diagnostycznych, poniewaz badanie kliniczne, jak
rowniez dostgpne w tym okresie testy diagnostyczne
nie pozwalaty odr6zni¢ naturalnych przypadkow trzg-
sawki owiec od BSE owiec (zakazanych doswiadczal-
nie materiatem od chorych kréw). Nalezy nadmienic,
ze w Polsce nie wykryto dotychczas trzgsawki matych
przezuwaczy, co moze wiazac si¢ z mata skala badan.
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Pierwsze proby réznicowania BSE i trzgsawki
u owiec na poziomie molekularnym podj¢to pod ko-
niec lat dziewigédziesiatych XX w. (8, 9). Uzyskanie
w kolejnych latach przeciwcial monoklonalnych dla
réznych epitopdw biatka prionowego doprowadzito do
wykrycia r6znic w materiale patologicznym z przy-
padkow naturalnych trzgsawki owiec oraz z przypad-
kow zakazen do§wiadczalnych owiec materiatem BSE
(10, 11, 14, 15). Wyniki uzyskane w tych badaniach
zaowocowaly zmianami w prawodawstwie unijnym.
Od 13 stycznia 2005 r. obowiazuje rozporzadzenie
komisji nr 36/2005 modyfikujace podstawowy akt
prawny dotyczacy pasazowalnych gabczastych ence-
falopatii u przezuwaczy, jakim jest rozporzadzenie
nr 999/2001. Aktualnie kazdy potwierdzony przypa-
dek TSE u matych przezuwaczy wymaga dalszych
badan wyjasniajacych. Najpierw wykonuje si¢ bada-
nie roznicujace jedna z 3 dopuszczonych metod typu
immuno-blot. Jezeli w badanej probce nie mozna wy-
kluczy¢ obecnos$ci czynnika BSE, podejmuje si¢ do-
datkowe badania réznicujace (immuno-blot inny niz
ten, ktory stosowano w pierwszym etapie, roznicujace
badanie immunohistochemiczne, ewentualnie réznicu-
jace badanie metoda ELISA). W badaniach tych ele-
mentem réznicujacym biatko prionowe jest zestaw
dwoch przeciwcial monoklonalnych, z ktérych jedno
reaguje wylacznie z czynnikiem wywolujacym trze-
sawke matych przezuwaczy. W przypadku podtrzyma-
nia podejrzenia BSE, rozstrzygajace jest badanie na
myszkach w probie biologicznej (badanie to trwa do
dwoch lat). Zaktada sig, ze mozliwos¢ identyfikacji
czynnika BSE w pogtowiu matych przezuwaczy poz-
woli na doktadniejsza analizg tego zjawiska, oceng
zagrozenia dla cztowieka oraz na podjgcie ewentual-
nych dziatan zapobiegajacych.

Celem badan bylo wdrozenie metody VLA hybry-
dowy western-blot (jednej z trzech dopuszczonych
metod réznicowania czynnika BSE i trzesawki) w Kra-
jowym Laboratorium Referencyjnym ds. TSEs Zwie-
rzat w Panstwowym Instytucie Weterynaryjnym — Pan-
stwowym Instytucie Badawczym (PIWet-PIB) w Pu-
fawach. Metoda ta pozwala na analiz¢ immunoreak-
tywnosci oraz profilu glikozylacji patologicznej for-
my bialka prionowego, opornej na proteolizg. Kazda
probka badana jest w duplikacie na dwoch zelach, aby
oceni¢ jej reaktywnos$¢ z dwoma przeciwciatami mo-
noklonalnymi skierowanymi przeciwko réoznym epi-
topom bialka prionowego opornego na proteoliz¢
(PrPr).

Materiat i metody

Materiat do badan stanowil pien mozgu z okolicy za-
suwki. Do badan wykorzystano homogenaty z dwoch po-
twierdzonych przypadkow BSE u bydta oraz dwie referen-
cyjne probki z potwierdzonych przypadkow trzgsawki
owiec (uzyskane dzigki uprzejmosci Wspolnotowego La-
boratorium Referencyjnego ds. TSEs, VLA Weybridge,
Wielka Brytania). Jako kontrolg ujemna zastosowano ho-
mogenaty tkanki nerwowej od zdrowych krow.
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Do réznicowania formy patologicznej biatka pionowe-
go specyficznej dla BSE od formy specyficznej dla trze-
sawki zastosowano metod¢ VLA hybrydowy western-blot.
Probki pnia mézgu homogenizowano do uzyskania 10%
zawiesiny w buforze do homogenizacji (Prionics), a na-
stgpnie wirowano przez 5 min. przy obrotach 12 000 x g
w temp. 10°C. Probki trawiono w obecnosci proteinazy K,
nanoszac, odpowiednio, po 100 ul badanej probki i 10 pl
proteinazy K (Prionics) o st¢zeniu 1 mg/ml w duplikacie
na 96-dotkowa ptytke o pojemnosci 0,2 ml (Eppendorf).
Po inkubacji przeprowadzanej w temperaturze 50°C przez
45 min. dodawano roztwor inhibitorow proteaz (Prionics)
oraz bufor probkowy (Prionics) i prowadzono denaturacje
w temperaturze 99°C przez 10 min. Elektroforeza w wa-
runkach redukujacych prowadzona byta w 12,5% zelu po-
liakrylamidowym w systemie NuPAGE (Invitrogen) przy
statym napigciu 200 V przez 45 min. Probki nanoszono
podwaoijnie na 2 oddzielne zele w ilosci 10 pl na kazdy do-
tek. Kontrolg testu stanowily: kontrola dodatnia (homoge-
nat pnia mézgu zdrowej krowy, nie poddany trawieniu pro-
teinaza K) oraz kontrola ujemna (homogenat pnia mézgu
zdrowej krowy, poddany trawieniu proteinaza K). Rozdzie-
lone biatka transferowano na dwie membrany PVDF,
0,45 pm (Immobilon, Millipore). Przed transferem mem-
brany umieszczano w 96% metanolu, a nastgpnie przeno-
szono do aparatu do transferu (BioRad) wypelionego bu-
forem do transferu (25 mM Tris, 190 mM glicyna, 10%
metanol). Transfer biatek prowadzono przez 60 min., przy
statym napigciu 150 V i w temperaturze 4°C. Po transferze
membrany inkubowano w buforze do blokowania (Prio-
nics) przez 30 min. w temperaturze pokojowej. Nastgpnie
kazda z membran inkubowano z jednym z przeciwciat mo-
noklonalnych (mAb): 6H4 w rozcienczeniu 1 : 5000 (Prio-
nics) przez 60 min. lub mAb P4 w rozcienczeniu 1 : 2500
(R-Biopharm) przez 120 min. w temperaturze pokojowe;.
Obydwa przeciwciata rozcienczano w buforze TBST
(1,37 mM NacCl, 0,027 mM KCl, 0,25 mM Tris, 0,05%
Tween-20). Po trzykrotnym plukaniu w TBST membrany
inkubowano z koniugatem anty-mysie IgG z fosfataza al-
kaliczna (Prionics) w rozcienczeniu 1 : 5000 przez okres
30 min. Po trzech plukaniach membrany inkubowano 5 min.
w buforze luminescencyjnym (Prionics), a nast¢pnie na-
warstwiano substrat CDP-Star (Sigma) takze na okres 5 min.
Sygnat chemiluminescencyjny uzyskany na kliszy rentge-
nowskiej poddawano obrobce i analizie komputerowej za
pomoca programu ONE-Dscan, wersja 1.31 (Scanalytics).
W interpretacji wynikow brano pod uwage immunoreak-
tywnos¢ oraz rdéznice mas czasteczkowych badanych bia-
tek. W przypadku BSE u bydta nalezato oczekiwaé sygna-
hu reakcji z mAb 6H4 i braku sygnatu reakcji z mAb P4.
Dla typowego przypadku trzgsawki owiec nalezato oczeki-
wac zarowno sygnatu reakcji z mAb 6H4, jak i z mAb P4.
Forma nieglikozylowana (0G) patologicznego biatka prio-
nowego trzgsawki powinna charakteryzowac si¢ wicksza
masa czasteczkowa w stosunku do analogicznej formy
z przypadkéw BSE bydta. W przypadku doswiadczalnego
BSE u owiec lub nietypowego przypadku trzgsawki owiec
nalezatoby si¢ spodziewac sygnatlu z obydwoma przeciw-
ciatami (stabszy w reakcji zmAb P4 w poréwnaniu do 6H4)
oraz nizszej masy czasteczkowej formy nieglikozylowane;j
w stosunku do probek dodatnich BSE bydta (14).
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Wyniki i omowienie

W przypadku probek BSE uzyskano dodatni sygnat
reakcji wylacznie z przeciwcialem 6H4 w postaci
trzech prazkéw odpowiadajacych formom glikozyla-
cji biatka PrP™ (tzw. profil glikozylacji: forma dwu-
glikozylowana — 2@, jedno- — 1G 1 nieglikozylowana
— OG) (ryc. 1). Probki dodatnie z przypadkow trzqsawkl
owiec Zareagowaiy dodatnio zardwno z przeciwcia-
tem 6H4, jak i z przeciwciatem P4. W przypadku jed-
nej z pr(')bek zauwazono znacznie slabszy sygnat re-
akcji z przeciwciatem 6H4, cho¢ sygnal reakcji zmAb
P4 dla obydwu probek z przypadkow trzesawki byt
porownywalny. Nie stwierdzono reakcji w przypadku
kontrolnych probek ujemnych ani z mAb 6H4, ani
z mADb P4. Poza uzyskaniem dodatniego sygnatu
reakcji dla probek pochodzacych z przypadkow BSE
bydta (z przeciwcialem 6H4) i trzgsawki owiec (za-
rowno przeciwciato 6H4, jak i P4) stwierdzono takze

K St =50 7 t5==CE1]

£

35 kDa

30 kDa

réznice w mi-
gracji formy
nieglikozylowa-
nej (0G) biatka
PrP™ (ryc. 2).
Forma ,,0G”
z przypadkow
trzgsawki posia-
data wigksza
mas¢ czastecz-
kowa w odnie-
sieniu do analo-
gicznej formy
z przypadkow
BSE bydta, co
widoczne byto
w postaci WYyZ-
szej lokalizacji
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Ryec. 2. Réznice w migracji formy jedno-
(1G) i nieglikozylowanej (0G) bialka
PrP™ z przypadku BSE (linia 1, 2) oraz
trz¢sawki (linia 3, 4). Znakowanie prze-
ciwcialem 6H4. Polozenie form 1G oraz
0G zaznaczono kreskami

na membranie w odniesieniu do analogicznej formy

1=

B.

Ryc. 1. Wynik badania dwoch prébek BSE od bydla oraz dwéch prébek trzesaw-
ki owiec metoda ,,VLA hybrydowy western-blot” (kazda prébka zbadana w dup-

likacie)

Objasnienia: A. reakcja z przeciwcialem 6H4; B. reakcja z przeciwciatem P4; K —
kontrola testu — probka biatka PrPC nie poddana proteolizie; 1-2, 5-6 — dwie probki
BSE od bydta; 3-4, 9-10 — dwie probki trzgsawki owiec; 7- 8, 11-12 — dwie probki
ujemne; 2G, 1G, 0G — forma dwu-, jedno- i nieglikozylowana biatka PrPr

z przypadkéw BSE bydta. Podobna
prawidtowos¢ zauwazono takze dla
formy jednoglikozylowanej (1G)
(ryc. 2). Jednoczesnie porownanie za-
warto$ci procentowej formy dwu-
i jednoglikozylowanej biatka PrPrs
dla BSE i trzgsawki pozwolito takze
zréznicowaé obydwa czynniki. Za-
wartos¢ formy dwuglikozylowane;]
byla wyzsza w przypadku BSE
w przeciwienstwie do formy Jednogh-
kozylowanej, ktora wykazywata wyz-
sza zawarto$¢ dla trzgsawki (ryc. 3).
Roznica ta jest wyraznie widoczna na
wykresie punktowym, na ktérym o$
X odpowiada procentowej zawartos$-
ci formy dwuglikozylowanej, a 0§ Y
odpowiada formie jednoglikozylowa-
nej (ryc. 4).

Skala badan w kierunku trz¢sawki
owiec w ostatnich latach ulegla znacz-
nemu nasileniu w krajach cztonkow-
skich Unii Europejskiej (UE). Wiaze
si¢ to z mozliwoscia transmisji gab-
czastej encefalopatii bydta do matych
przezuwaczy w zwiazku ze stosowa-
niem w ich zywieniu maczek migsno-
-kostnych. Ze wzgledu na odmienna
patogenez¢ choroby u owiec w sto-
sunku do bydta, o czym wspomniano
we wstepie, ryzyko transmisji cho-
roby do cztowieka byloby znaczne.
Dlatego tez pojawita sig potrzeba roz-
nicowania dodatnich przypadk(')w
trzgsawki matych przezuwaczy, aby
odrdzni¢ zachorowania owiec na ty-
powa trzgsawke od procesu chorobo-
wego wywotanego przez czynnik
BSE, ktory mégl by¢ obecny w macz-
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Ryec. 3. Réznice w zawartos$ci procentowej formy dwu- (2G)
i jednoglikozylowanej (1G) bialka PrP™ z przypadku BSE
oraz trzesawki. Znakowanie przeciwcialem 6H4
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Ryc. 4. Réznice w zawarto$ci procentowej formy dwu- (2G)
i jednoglikozylowanej (1G) bialka PrPres z przypadku BSE
oraz trzesawki w postaci wykresu punktowego (zalezno$¢
zawartoS$ci formy 2G na osi X do zawarto$ci formy 1G na
osi Y). Znakowanie przeciwcialem 6H4

kach migsno-kostnych stosowanych w zywieniu tych
zwierzat. Opracowujac metody réznicowania trz¢sawki
1 BSE u owiec wykorzystano materiat od owiec zaka-
zonych eksperymentalnie czynnikiem BSE. Analiza
metoda immuno-blot formy PrP™ biatka prionowego
z uzyciem przeciwciata P4 z przypadkow BSE bydta,
trzgsawki owiec oraz eksperymentalnego BSE u owiec
wykazala, ze reaktywnos$¢ wystepuje w przypadku trze-
sawki owiec oraz eksperymentalnego BSE u owiec.
Oznaczalo to, ze epitop dla mAb P4 na biatku PrPrs
z przypadkow BSE bydta w przeciwienstwie do trzg-
sawki i1 eksperymentalnego BSE owiec ulega znisz-
czeniu w wyniku trawienia z uzyciem proteinazy K.
W badaniach wtasnych zastosowano jedna z dopusz-
czonych aktualnie w krajach cztonkowskich UE tech-
nik roznicowania BSE 1 trzgsawki tzw. ,,VLA hybry-
dowy western-blot” (14). Uzyskane wyniki pozwolity
na jednoznaczne zakwalifikowanie probek badanych
jako zawierajacych czynnik wywotujacy BSE lub trze-
sawke w oparciu o immunoreaktywnos$¢ z przeciwcia-
tem 6H4 lub P4 oraz na podstawie wielkos$ci fragmen-
tow nieglikozylowanych biatka PrP™. Dodatkowo,
ocena procentowej zawartosci form 2G oraz 1G poz-
wolita na zréznicowanie czynnikéw BSE i trzgsawki.

Krajowe Laboratorium Referencyjne ds. TSEs Zwie-
rzat w PIWet-PIB w Putawach, wraz z czterema labo-
ratoriami z krajow cztonkowskich UE, uczestniczylo
w lipcu 2005 r. w tescie kompetencji zorganizowanym
przez Wspdlnotowe Laboratorium Referencyjne —
VLA Weybridge, Wielka Brytania. Obejmowat on oce-
n¢ zdolnosci poszczegolnych laboratoriow wykrywa-
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nia i roznicowania BSE od trzgsawki na podstawie
badan réznicujacych metoda immuno-blot. Po przed-
stawieniu uzyskanych wynikéw, Krajowe Laborato-
rium Referencyjne ds. TSEs Zwierzat w PIWet-PIB
w Pulawach uzyskato akceptacjg 1 zgode Wspdlnoto-
wego Laboratorium Referencyjnego na prowadzenie
badan r6znicujacych dodatnich przypadkéw trzgsaw-
ki owiec 1 kdz w Polsce.
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