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BSE - Identification and prophylactics
Summary

Prion diseases (for example: scrape of sheep, BSE, CJD of humans) are
among the most notable central nervous system degenerative disorders caused
by the accumulation of modified cellular protein. The conversion of PrP(C) (the
normal cellular protein) into PrP(Sc) (the abnormal disease-causing isoform) in-
volves a conformation change whereby the a-helical content diminishes and the
amount of P sheet increases. PrP (Sc) is partially resistant to proteases, tempera-
ture, high and low pH. Because the incidence of prion diseases is due to several
factors, various efforts need to be taken to reduce the scale and consequences
of the disease. They include post-mortem and in vivo diagnosis and prophylac-
tics, i.e. monitoring of animals and feed control.
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1. Choroby z grupy encefalopatii ggbczastej - przyczy-
ny i sposoby rozprzestrzeniania sie

BSE (Bovine Spongiform Encephalopathy) nalezy do grupy cho-
rob encefalopatii ggbczastej - TSE (Transmissible Spongiform En-
cephalopathy). Choroby te znane sg od ponad dwéch wiekéw
i wystepuja u réznych gatunkéw zwierzat. Do najwazniejszych
z nich naleza: scrapie (trzesawka) wystepujaca u owiec, ktéra po
raz pierwszy opisano juz ponad 200 lat temu) oraz choroba
Creutzfeldta-jakoba (CJD) atakujgca ludzi i zdiagnozowana w la-
tach dwudziestych ubiegtego wieku. Encefalopatie ggbczaste ata-
kujg centralny uktad nerwowy i charakteryzujg sie dlugim cza-
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sem inkubacji (od momentu zarazenia do chwili wystgpienia pierwszych objawéw
moze ming¢ nawet dwadzieScia lat), natomiast czas objawowy jest bardzo krotki
(0,5-2 lat) i zawsze konczy sie Smiercia.

Za encefalopatie gabczaste odpowiedzialne sg czastki glikozylowego biatka nie
zawierajgce kwasow nukleinowych, ktore jednak majg zdolno$¢ namnazania sie i za-
kazenia (1). Biatka te zbudowane sg z 231 aminokwasow i wystepujg w btonach ko-
morek nerwowych mézgu. Sekwencje aminokwasowe takiego biatka sg r6zne u réz-
nych gatunkéw zwierzat (2). Dla biatek tego rodzaju w 1992 r. Prusiner wprowadzit
nazwe prion (PrP - proteinaceous infectious particle). W badaniach przeprowadza-
nych w ostatnim dziesiecioleciu wykazano, ze czasteczki takiego biatka wystepujg
u wszystkich ssakdw, nie tylko tych chorych. Chociaz nazwa prion poczatkowo byta
utworzona z mysla o biatku ,zakaznym” szybko przyjeta sie réwniez dla formy
~zdrowej”. Dla rozréznienia tych form przyjeto rézne oznaczenia: (PrP(C)) dla formy
normalnie wystepujgcej w zdrowym organizmie i PrP(Sc) dla formy zmienionej. Za-
rowno forma ,zdrowa” jak i zmieniona jest kodowana przez ten sam gen zlokalizo-
wany u réznych gatunkéw zwierzat na réznych chromosomach i tak u ludzi locus
tego genu znajduje sie na ramieniu p dwudziestego chromosomu, a w przypadku
bydta na trzynastym chromosomie (3). Infekcyjnos¢ prionu spowodowana jest rézni-
cami w konformaciji czyli utozeniu przestrzennym. Czasteczki zdrowego biatka wy-
stepujgce w komorkach moézgowych wszystkich ssakdéw majg tréjwymiarowy spiral-
ny ksztalt alfa-helisy, natomiast jego zakazna posta¢ przyjmuje ptaska forme beta
(4,5). Ta posta¢ prionu wykazuje odpornos¢ na wysoka temperature i inne czynniki
fizykochemiczne takie jak: promieniowanie radioaktywne, UV, formalina, wysokie
lub niskie pH. Zmienione biatko prionowe wytrzymuje wszystkie metody steryliza-
cji; jest niewrazliwe na enzymy proteolityczne oraz na temperature (do 120°C). Do-
piero zastosowanie wyzszej temperatury z jednoczesnym poddaniem ci$nieniu
trzech atmosfer powoduje jego inaktywacje. Catkowite unieczynnienie prionu uzy-
skuje sie dopiero przy spaleniu zakazonego materiatu (6).

Istnieje kilka drog zakazenia chorobami z grupy TSE. jednym z nich jest droga
pokarmowa. W ten spos6b rozprzestrzeniata sie choroba kuru, wystepujaca w No-
wej Gwinei u plemienia Fore, gdzie miat miejsce rytualny kanibalizm polegajgcy na
spozywaniu mozgu zmartych krewnych (6).

Inng mozliwoscig zakazenia jest tzw. szlak jatrogenny czyli przypadkowe prze-
noszenie choroby na osoby zdrowe poprzez zabiegi terapeutyczno-lekarskie, wszel-
kiego rodzaju przeszczepy uzyskane od os6b pozornie zdrowych lub zmartych jesz-
cze przed wystgpieniem pierwszych objawow (6).

Mozliwa jest rowniez wrodzona sktonnos¢ do zmian konformacyjnych prionu
bedaca przyczyng ,klasycznej” postaci CJD.

Choroba prionowa zaczyna sie w momencie zetkniecia chorej czasteczki priono-
wej z prawidiowym biatkiem komoérek nerwowych gospodarza, powodujac w nim
zmiany konformaciji. Biatko PrP(Sc) gromadzac sie w komdrce, powoduje jej autode-
strukcje, przedostaje sie do sgsiednich komoérek, kolejno je zakazajac, co powoduje
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wzrost poziomu czynnika chorobotwérczego (1). Skumulowane biatko PrP(Sc) moz-
na zaobserwowa¢ w mézgu chorych zwierzat jako charakterystyczne ztogi amyloidu
zwane pateczkami prionowymi.

Choroby prionowe nie budzity do niedawna wigkszych emociji. Dopiero pojawie-
nie sie nowego wariantu choroby Creutzfeldta-jakoba (nvCJD) wzmogto zaintereso-
wanie badaniami nad chorobami z grupy TSE. Wszystkie objawy choroby i dotych-
czasowe badania wskazujg na powigzania nvCJD z BSE, chociaz ciagle brak na to jed-
noznacznego dowodu.

2. Metody diagnozowania BSE

Zwiekszajaca sie liczba przypadkéw choréb z grupy TSE powoduje konieczno$é
opracowania skutecznych testéw diagnostycznych. Test przyzyciowy powinien dia-
gnozowac chore zwierzeta przed wystgpieniem objawdw klinicznych i pozwala¢ na
odréznienie zwierzat chorych od podejrzanych, wykazujacych podobne objawy Kli-
niczne (7). Dostarcza to niematych trudnosci spowodowanych brakiem wyizolowa-
nego czynnika zakaznego, a takze brakiem odpowiedzi immunologicznej ze strony
gospodarza.

Obecnie jedyng skuteczng i pewng metodg diagnozowania BSE jest badanie po-
Smiertne. Obejmuje ono:

- badanie histopatologiczne mézgowia,

- badania mikroskopowe na obecnos¢ wiékienek SAP (scrapie associatedfibrils),

- wykrywanie patologicznej formy biatka PrP(Sc) z uzyciem metod immunoenzy-
matycznych (westernblotting, ELISA).

Prowadzone sg réwniez badania nad wykrywaniem markeréw specyficznych dla
BSE. Markery takie zostaly rozpoznane w ptynie mézgowo-rdzeniowym oraz w mo-
czu jako zwigzki wytwarzane w przebiegu zakazenia (7).

Brak szczepionek przeciw BSE i dostatecznie rozwinietych metod diagnozowa-
nia zywych zwierzat wysuwa profilaktyke BSE na czotowe miejsce w walce z roz-
przestrzenianiem sie tej choroby. Wprowadzone przepisy sanitarno-epidemiolo-
giczne Unii Europejskiej i Polski sg w petni uzasadnione, a ich egzekwowanie wyma-
ga rozwiniecia rutynowej kontroli pasz, ktére sa potencjalnym zrédtem infekciji.

3. Analiza pasz w celu wykrywania dodatku maczki miesno-kostnej

Obecnie nie ma jednoznacznie okreslonych technik laboratoryjnych analizy pasz
w celu identyfikacji dodatku maczki miesno-kostnej (MBM). Metody wykrywania do-
datkéw zwierzecych (w tym szczegdlnie bydlecych) w paszach oparte sg na analizie
biatlek, DNA i fragmentow kosci. Opracowujgc metode analizy pasz nalezy wzia¢ pod
uwage proces produkcji mieszanek zwierzecych i problemy z tym zwigzane. Produk-
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cja pasz obejmuje obrdobke termiczng (ok. 130°C). Wysoka temperatura prowadzi do
zmian biochemicznych i strukturalnych zwigzkéw, denaturuje biatka, zmieniajac ich
pierwszo-, drugo- i trzeciorzedowgq strukture. Ponadto wysoka temperatura i cisnie-
nie powodujg rozerwanie wigzan kowalencyjnych i degradacje bialek do krétkich
polipeptydéw. Kolejna zmiana w strukturze biatka obejmuje utlenianie grup tiulo-
wych (-SH) i tworzenie wigzan dwusiarczkowych pomiedzy r6znymi domenami tych
samych polipeptyddéw. Konicowy proces oziebiania powoduje ponowne zwijanie bia-
tek i tworzenie nierozpuszczalnych agregatow. Podczas opisanych zmian tempera-
turowych biatka moga tworzy¢ réwniez kompleksy z weglowodanami (1). W kazdej
technice opracowanej do analizy bialek poddanej obrébce cieplnej powinno sie
wzig¢ pod uwage opisane zmiany struktury biatek.

Metody wykrywania materiatu zwierzecego w paszach, oparte na analizie biatek,
mozna podzieli¢ na dwie grupy: immunologiczne i elektroforetyczne. Metody im-
munologiczne oparte sg na wigzaniu przeciwciala ze specyficznym antygenem. Sta-
nowig one bardzo czulg grupe metod wykrywajgcych biatka na poziomie ng/ml.
Wiele z metod zostato rozwinietych w celu identyfikowania gatunku, od ktérego
pochodzi surowe mieso, jednak wiekszo$¢ z nich nie moze by¢ uzyta ze wzgledu na
zmiany biatka jakie zachodzg pod wptywem wysokiej temperatury w procesie pro-
dukcji pasz. Do grupy metod immunologicznych rokujgcych pozytywnie na opraco-
wanie skutecznej analizy paszy nalezy ELISA i westernblotting.

Powszechnym podejsciem do analizy materialu zwierzecego w paszy sg badania
na poziomie DNA. ldentyfikujgc DNA zawarte w paszach trzeba uwzgledni¢ zmiany
jakie zachodza podczas obrobki termicznej w procesie produkcji mieszanek zwie-
rzecych. Ogrzewanie wptywa denaturujgco na strukture DNA, powodujgc otwarcie
wigzan wodorowych i rozerwanie podwojnej spirali DNA. Drugim efektem ogrzewa-
nia jest zniszczenie wigzan kowalencyjnych pomiedzy nukleotydami i rozklad czgstecz-
ki DNA na krétsze fragmenty.

Analize DNA prowadzi sie najczesciej z zastosowaniem technik hybrydyzacji
DNA oraz amplifikacji z uzyciem reakcji PGR (polimerase choin reaction).

Techniki hybrydyzacji wykorzystujg komplementarnos¢ fragmentéw pojedyn-
czych nici DNA. Sonda (znakowana, pojedyncza ni¢ DNA) rozpoznaje nawet niewiel-
kie ilosci poszukiwanej sekwencji. Sondy mogg by¢ znakowane przy uzyciu barwni-
kéw fluorescencyjnych lub radioaktywnie. Stosuje sie dwie podstawowe techniki hy-
brydyzacji DNA: jedna z uzyciem enzyméw restrykcyjnych (fingerprinting), druga
z wykorzystaniem catego, nie pocietego DNA (blotting). DNAfingerprinting daje wie-
cej informacji niz blotting. Nie ma jednak praktycznego zastosowania w analizie
pasz, gdyz podczas ich obrébki powstajg fragmenty DNA o réznych wielkosciach co
moze prowadzi¢ do btednej interpretacji wynikow.

Ampliflkacja DNA opiera sie na cyklicznym powielaniu badanej sekwencji z u-
dzialem termostabilnej polimerazy DNA w obecnosci starteréw, nukleotydow i jo-
now magnezu (8). Otrzymany DNA moze by¢ w dalszym ciggu analizowany i identyfi-
kowany przez liczne techniki (np. elektroforeze w zelu, sekwencjonowanie, elektro-
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foreze kapilarng, spektrometrie masowa). W metodzie tej ocenia sie wiele réznych
sekwencji DNA, najczesciej pochodzenia mitochondrialnego, z uwagi na ich liczne
wystepowanie w komérce w formie identycznych kopii. Innym powodem zastoso-
wania mitochondrialnego DNA jestjego duza zmienno$¢ wsrdd kregowcow, pozwa-
lajgca na gatunkowg identyfikacje materialu bydlecego (9). Do identyfikacji biatek
innych gatunkéw zwierzat w paszach stosuje sie najczesciej sekwencje genu mito-
chondrialnego - cytochromu b kregowcow (cyt b) (10). Powielony fragment DNA
poddaje sie dziataniu enzymow restrykcyjnych, endonukleaz, co pozwala na gatun-
kowe okreslenie pochodzenia badanego materiatu. Za pomoca opisanej metody wy-
krywa sie material pochodzenia zwierzecego (ssaki i dréb) na poziomie 1%.

Identyfikacje materiatu zwierzecego w paszach mozna prowadzi¢ réwniez na
poziomie analizy tkanki kostnej metodg mikroskopowego badania kosci. W odrdz-
nieniu od innych tkanek, materiat kostny nie zmienia sie zasadniczo przez rozdrab-
nianie i termiczng obrébke mieszanek paszowych. Analiza oparta jest na morfolo-
gicznej obserwaciji struktury fragmentdéw kosci w mikroskopie stereoskopowym i o-
cenie histologicznej struktury czasteczek w mikroskopie optycznym. Obecnos¢ jam,
zatok lub malych baniek powietrznych miedzy ptytkami, z ktérych sklada sie kos¢,
jest podstawg identyfikacji badanego materiatu (1). Wynik badania w znacznej mie-
rze zalezy od doswiadczenia osoby badajgcej probki, co niesie ze sobg ryzyko bted-
nego oznaczenia ze wzgledu na subiektywnos$¢ oceny osoby przeprowadzajgcej ba-
dania. Metoda ta bytaby bardziej wiarygodna po rozwinieciu techniki barwienia tka-
nek kostnych w paszy.

4. Metoda identyfikacji dodatku bydlecej MBM opracowana w Instytucie
Zootechniki

Ze wzgledu na coraz czestsze sygnaly o pojawieniu sie BSE w najblizszym
sgsiedztwie Polski (Niemcy, Czechy, Stowacja) oraz wprowadzenie zakazu stosowa-
nia MBM w zywieniu zwierzat, w Instytucie Zootechniki w 2001 r. opracowano me-
tode identyfikacji bydlecych maczek miesnych i miesno-kostnych wedtug zmodyfi-
kowanej procedury Tartaglii i wsp. (9). Opracowana metoda opiera sie na powiela-
niu fragmentu mitochondrialnego DNA o wielkosci 271 pz i pozwala na wykrycie do-
datku MBM juz na poziomie 0,125°%6. Okresla orientacyjnie poziom domieszek zwie-
rzecych, nie jest jednak metodg ilosciowg. Opracowana procedura umozliwia prze-
prowadzenie badahn w stosunkowo krétkim czasie, bowiem od rozpoczecia izolacii
DNA do uzyskania obrazu prazkow na zelu uptywa trzy dni. Koszt badania jednej
prébki skalkulowano na sume ok. 100 zt. W nastepnej kolejnosci podjete zostang
prace nad identyfikacja dodatku maczki pochodzacej réwniez od innych gatunkéw.
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Podsumowanie

Niepokéj zwigzany z rozprzestrzenianiem sie choréb prionowych jest w pelni

uzasadniony. W tym przypadku sam cztowiek stat sie ogniwem tancucha infekciji,
przyczyniajgc sie do zwiekszenia dynamiki szerzenia sie BSE. Ze wzgledu na to, ze
nigdy nie ma jednej przyczyny wystepowania okreslonego zjawiska konieczne jest
wielokierunkowe dziatanie zmierzajgce do zmniejszenia skali i skutkdw choroby.
Wazne by objeto ono zaréwno diagnostyke jak i szeroko pojeta profilaktyke, szcze-
goélnie za§ monitorowanie zwierzat i kontrole pasz.
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