SLOVENSKA POCNOHOSPODARSKA UNIVERZITA
V NITRE

FAKULTA AGROBIOLOGIE A POTRAVINOVYCH
ZDROJOV

1126767

VYVOJ A ROZSIRENIE PRIONOVYCH CHOROB

2010 Maria Dorul’ova



SLOVENSKA POECNOHOSPODARSKA UNIVERZITA
V NITRE

FAKULTA AGROBIOLOGIE A POTRAVINOVYCH
ZDROJOV

VYVOJ A ROZSIRENIE PRIONOVYCH CHOROB

Bakalarska praca

Studijny program: UdrzateI'né poI'nohospodarstvo a rozvoj vidieka
Studijny odbor: 6.1.1 VSeobecné pol'nohospodarstvo

Skoliace pracovisko: Katedra veterinarnych disciplin

Skolitel: prof. MVDr. Pavol Stastny, PhD.

Nitra 2010 Maria Dorulova



Cestné vyhlasenie

Podpisana Maria Dorulova tymto vyhlasujem, Zze som bakalarsku pracu na tému
,»Vyvoj arozsirenie prionovych chordb® vypracovala samostatne s pouzitim uvedenej

literatlry.

Som si vedoma zakonnych ddsledkov v pripade, ak hore uvedené tidaje nie st

pravdivé.

V Nitre, 10. aprila 2010



Pod’akovanie

Touto cestou si dovolujem vyslovit uprimné podakovanie vediucemu
bakalarskej prace prof. MVDr. Pavlovi Stastnému, PhD. za odborné vedenie a cenné
rady pri ziskavani a spracovani podkladovych materidlov potrebnych na vypracovanie

bakalarskej prace.



Abstrakt

Prionové ochorenia zvierat a ¢loveka su zname priblizne 50 rokov, historia siaha
omnoho dalej. Uz v polovici 18. storocia bola znama choroba oviec, ktora dostala
nazov scrapie - klusavka. Tato choroba vykazovala podobnost’ s ostatnymi chorobami,
ktoré boli objavené neskor. Povodca tychto ochoreni je prion. Objavitel' prionu bol
Stanley B. Prusiner, ktory ziskal za tento objav Nobelovu cenu v roku 1997. Prion je
infek¢na Castica zloZend len z bielkoviny, neobsahuje nukleove kyseliny a je rezistentny
vo¢i agensom postihujicim nukleove kyseliny avyvolavaju transmisivne
spongioformné encefalopatie Cloveka a zvierat. Transmisivne spongioformné
encefalopéatie su fatdlne neurodegenerativne choroby prejavujice sa dlhou inkubacnou
dobou, postihuji mozog a st smrtelné. Medzi najvyznamnejSie patria u zvierat scrapie
a BSE. U cloveka Creutzfeldova — Jakobova choroba a novy variant Creutzfeldovej —
Jakobovej choroby, ktory by mohol byt v pri¢innom vztahu s epidémiou BSE. Bolo
dokézané, ze nvCJD je vlastne 'udskou BSE. Ciel'om tejto prace bolo zhrniit’ poznatky
o sucasnom stave, rozsireni a vzniku prionovych ochoreni, poukazat’ na historiu vzniku
aobjavenie tychto ochoreni, ataktiez poukazat na dolezitost dodrziavania

legislativnych opatreni proti Sireniu prionovych ochoreni.

KTlacové slova: priony, prionové choroby, BSE, scrapie



Abstract

Prion disease to animals and humans are known about 50 years, the history goes
back much further. Already in the mid-18th century was known disease of sheep, which
was named scrapie - scrapie. The disease showed a similarity to other diseases which
were discovered later. Inventor of the prion diseases. It was discovered by a prion,
Stanley B. Prusiner, who won for the discovery of the Nobel Prize in 1997. Prion is an
infectious particle composed only of protein, no nucleic acid and is resistant to agents
affecting nucleic acid and cause transmissible spongiform encephalopathies in humans
and animals. Transmissible spongiform encephalopathies are fatal neurodegenerative
diseases occurring long the incubation times, affects the brain and are fatal. The most
important are animals in scrapie and BSE. In humans, Creutzfeldt - Jakob disease and
new variant Creutzfeldt - Jakob disease, which could be a causal relationship with the
epidemic of BSE. It has proven nvCJd is actually a human BSE. The aim of this study
was to summarize the current state of knowledge, and the extension of prion diseases, to
highlight the history and the emergence of these diseases, and also highlight the

importance of respecting legislation measures against the spread of prion diseases.

Keywords: prions, prions diseases, BSE, scrapie
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Uvod

Prionové ochorenia si zavazné ochorenia postihujuce zvieratd aludi. Tieto
choroby maju dlha inkubac¢nu dobu, su smrtel'né a doposial’ nepozname ucinnu terapiu
ani Specificku prevenciu. Vyznacuje sa demenciou a poruchami pohybu. Diagnostika
vychadza z klinickych priznakov a overuje sa na zaklade histopatologického nélezu
v centrdlnej nervovej sustave. Povodca tychto ochoreni je prion, ktory bol objaveny
vroku 1982. Prion je infekéna cCastica zlozend z bielkoviny, neobsahujica nukleove
kyseliny, ktora je svojou infek¢nost'ou podobna virusom. Infek¢na Castica vyvolavajiaca
prionové ochorenia je izoforma normalnej bielkovinovej bunky. Tato bielkovina je
pritomna u vacsiny zivociSnych druhov. Prionové choroby sa rozdel'uju podl'a povodu
na choroby vyskytujice sa u l'udi a u zvierat. Medzi najznamejsie zvieracie ochorenia
patri scrapie a BSE. Scrapie bola objavena uz v polovici 18. Storoc¢ia. Tato choroba
postihuje ovce a nazov bol odvodeny od ,to scrape” — Skrabat. BSE bolo po 1. krat
zaznamenané v roku 1984 v Anglicku. S epidémiou BSE sa spaja aj vznik nového
variantu Creutzfeld — Jakobovej choroby (nvCJD) ul'udi, pretoze prionovy kmen
vyvolavajici nvCJD je totozny s kmeiiom, ktory vyvoldva BSE. To znamena, Zze bola
prelomend medzidruhové bariéra. V sulade s tym bolo priatych niekol’ko opatreni na
zabranenie $ireniu BSE. V roku 1988 bol vydany zdkaz obohacovat’ krmivo pre dobytok
proteinmi pochadzajicimi z preziivavcov. Od tohto roku sa stalo hlasenie chorych
zvierat povinnym a vSetky zvieratd, ktoré uhynuli, alebo boli usmrtené museli byt
vySetrené histopatologicky. Pre dodrziavanie tychto opatreni sa podarilo epidémiu
zastavit'. Ciel'om mojej prace bolo preto poukazat’ na prisne dodrziavanie legislativy pre
udrzanie sucasného stavu. V praci som sa zamerala aj na historiu, vznik a rozSirenie
tychto ochoreni a podrobne som charakterizovala stav poznania a praxe v tejto oblasti.
Jednotlivo som popisala najvyznamnejSie zvieracie a l'udské prionové choroby, snaZila

som sa popisat’ historiu, klinické priznaky, rozsirenie vo svete i na Slovensku.



1. Ciel’ prace

Prionové ochorenia st ochorenia postihujice zvierata a ¢loveka a st nebezpecné
najméd tym, Ze su nelieCitelné a smrtelné. Vyznacuju sa dlhou inkubacnou dobou

a nepozname ani Specificku prevenciu.
Vzhl'adom k poznaniu uvedenych skuto¢nosti sme si vytyc¢ili ciele :
- poukézat’ na histériu a objavenie prionov a ich Sirenie
- charakterizovat’ zakladné pojmy
- poukazat’ na nebezpecnost’ prionovych ochoreni
- rozdelit’ prionové ochorenia na ochorenia u 'udi a u zvierat

- zhrnat predpokladané a mozné cesty prenosu a Sirenia prionov medzi zvieratom

a ¢lovekom

- zhrnut’ opatrenia pre zabranenie Sirenia prionovych ochoreni



2. Metodika prace

V préci boli pouzité¢ odborné a vedecké literarne zdroje kniznej a Casopiseckej
formy zdomacich a zahrani¢nych zdrojov. Okrem toho boli pouzité poznatky

z vyskumnych sprav a materialy uvedené na internetovych strankach.

Metodika vypracovania zaverecnej prace zahfnala preStudovanie literatary
a jej nasledného spracovania informacii o rieSenej problematike s ilustrovanim situacie

prionovych ochoreni
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3. PrehPad literatury

3.1 Historia prionovych ochoreni

Uz v prvej polovici 18. stor. bola v Anglicku zndma choroba oviec, pri ktorej sa
choré zvieratd napadne treli o pevné predmety a to napriek tomu, ze spociatku nebolo
vidiet’ na ich kozi ziadne chorobné zmeny. Ovce nutilo k opisanému spravaniu tiporné
svrbenie, ktoré bolo spdsobené drazdenim nervovych zakonceni v kozi. Tato choroba sa
v Anglicku pomenovala scrapie od ,,to scrape‘ — Skrabat’. (Mitrova, 1999).

Aj ked’ scrapie opisali uz v roku 1710, aZ v roku 1936 Cuillé a Chelle preukazali
prenosnost’ scrapie intraokularnou injekciou miechy z nakazenej ovce. Inkubacnéd doba
pozorovana v tychto pokusoch bola medzi 14 a 22 mesiacmi. Experimentalny prenos
scrapie na kozy, mysi, potkany a morcatd dokazal prenosnost’ tejto choroby na iné
druhy zvierat a potvrdil dlht inkuba¢na dobu (Prikazsky, 1999).

V rokoch 1920-1921 bola opisand z humannych choréb najdlhSie znama,
najpocetnejsia a medicinsky najzavaznejSia Creutzfeldtova - Jakobova choroba. Opisali
ju takmer sucasne Dr. Creutzfeldt a Dr. Jakob, ale jej prenosni povahu — mieru jej
rizika odhalil az v roku 1968 D. C. Gajdusek. (Mitrova, 2001)

V roku 1957 Gajdusek po prvy raz opisuje vo svojich dennikoch chorobu kuru,
ktora postihovala vylu¢ne kanibalov kmena Fore na Papui — Novej Guinei, ktori jedli
pri ritudlnom pohrebe mozog zomrelého. Po objaveni ochorenia boli tieto praktiky
ukoncené a kuru prakticky zanikla (Mares, 2003).

Hunter vr. 1979 pomocou elektronovej mikroskopie Studoval frakcie ziskané
z nervového tkaniva a zistil, Ze tie frakcie ktoré sa vyznacovali najvyssou infektivitou,
pozostavaji z bunkovych membran. Millson a Manning v tom istom case rieSili tuto
otazku rozdielnym spoésobom. Pouzili enzymové markery a ich vysledky tiez potvrdili
vizbu infekéného agensu na membranové zlozky bunky. Uvedené pozorovania viedli
k ndzoru, ze povodca klusavky je naviazany, alebo priamo vybudovany do
membranovych Struktir nakazeného organizmu. Tymto sa vysvetl'ovala neschopnost’
imunitného systému hostitel'a identifikovat’ ho ako cudzorody a reagovat’ proti nemu
(Mitrova, 1999).

V roku 1982 bol objaveny pdvodca ochorenia — prion. Objavitel' prionu bol

Stanley B. Prusiner, ktory ziskal v roku 1997 za tuto te6riu Nobelovu cenu.
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Na konci roku 1984 bolo po prvy krat zaznamenané ochorenie BSE v zapadnom
Sussexe v Anglicku. Neskor sa zaali objavovat dalSie pripady — zvieratd boli
agresivne, trpeli poruchami koordinécie tela a zomierali po kratkej dobe. (Mares, 2003)

Vr. 1985 Oesch vyslovil predpoklad, ze prionovy protein je zakdédovany na
chromozémoch samotného postihnuté¢ho hostitel'a. Vel'mi rychlo sa dokazalo, ze
zahadna prionova bielkovina PrPsc (PrPres) je iba modifikovanou podobou normalne;j
prionovej bielkoviny, ktord sa vyskytuje v kazdom organizme a md nepochybne svoju
fyziologicku, zatial’ neobjasnenti ulohu. Tento normalny prionovy protein sa vyskytuje
v bunke na jej povrchu. Na rozdiel od PrPres sa ucinkom proteolytickych enzymov
rozklada, je na ne senzitivny. Preto sa oznacuje ako PrPsen. Poradie aminokyselin
v PrPres a PrPsen je rovnaké. Jediny rozdiel spociva vich terciarnej Strukture —
konformacii. (Mitrova, 1999)

Vroku 1988 zakdzala britskd vlada pouzivanie mésovokostnej mucky pre
kfmenie dobytka.

Vroku 1995 zomrel na nvCJD prvy pacient. V roku 1996 oznamil britsky
minister zdravotnictva novi formu ochorenia mozgu. EU vydala zdkaz exportu
britského hoviddzieho misa. (Mares, 2003)

Dnes je vedecky presved¢ivo dokéazanou skutoCnostou, ze patologickym
nalezom pri kaZzdej transmisivnej spongioformnej encefalopatie (TSE), ¢i ludi ¢i
zvierat, je pritomnost’ abnormalneho bunkového prionového proteinu — t. j. patologicky
zmeneného, nerozpustného prionového proteinu. Preto je opodstatnené pouzivat’ pre

celu skupinu TSE ako synonymum aj nazov — prionové choroby. (Mitrova, 1999)

3.2 Pomalé virusové infekcie

Bjorn Sigurdsson v roku 1854 dokumentoval, Ze okrem znamych virusovych
infekcii existuji pomalé virusové infekcie (PVI). Choroby oviec, ktoré medzi PVI
zaradil (visna, Maedi, scarpie), boli zname aj dovtedy. To, ze maju navzajom spolo¢né

a v porovnani s ostatnymi ndkazami odlisné vlastnosti — rozpoznal az Sigurdsson.
Povodné Sigurdssonove kritéria pre PVI su nasledovné:

1. Neobvykle dlha (mesiace, roky) trvajuca inkubacna doba.
2. Od manifestacie prvych klinickych priznakov choroba rychle postupuje a vzdy

kon¢i smrt’ou.
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3. Choroba postihuje len urcité druhy a patologické zmeny sa nachadzaju len

v jednom cielovom organe, alebo ststave.
Na rozdiel od typickych virusov, netypické agensy:

1. Vyznacuji sa ovela vidcSou odolnostou na pouzivané chemické a fyzikalne
spdsoby dekontaminécie a inaktivacie.

2. V nakazenom organizme nevyvolavaju ani bunkovli, ani humoralnu imunitnt
reakciu, ktord by sa dala dokazat’ doteraz pouzivanymi metodami.

3. Dodnes sa nepodarilo v nich dokazat’ ani ribonukleovli ani deoxyribonukleovu

kyselinu.
Vzhl'adom na netypické vlastnosti dostali ndzov nekonvencné agensy. (Mitrova, 1999)

Poznanie, ze sa jednd o nakazy zahdjilo patranie po pdvodcovi. Vylucenie
nekonvenéného virusu vystriedalo Sokujici poznanie, ze sa nejedna o dovtedy znamy
infekény agens, ale pravdepodobne o maly protein, ktory S. Prusiner nazval — PRION

(Mitrova, 2007)

3.3 Prionovy protein PrP

Stanley Prusiner ziskal a analyzoval bielkovinu, ktort nazval prionovy protein.
Uz vroku 1982 publikoval presvedCenie, ze v pripade nekonvencnych agensov ide
o bielkovinnt infekénu casticu. Odvtedy sa dokazalo, Zze prionovy protein vznika
v samotnom organizme hostitel'a. Ukazalo sa vSak, Ze sa tvoreni nielen v postihnutom,
ale v kazdom, i v zdravom organizme, ako normalny bunkovy prionovy protein (PrPc).
Tento potom meni svoju tercidrnu Strukturu, stdva sa rezistentnym na proteazy (PrPres)
a ako taky bol identifikovany u zvierat nakazenych scrapie (PrPres) . Podl'a Prusinera je
prion infek¢na partikula, Castica, ktoru tvori PrPres. (Mitrova,1999).

Prionovy protein PrPc je relativne mald membranova bielkoviny, ktora sa sklada
z 254-273 aminokyselin a mad relativhu molekulova hmotnost’ 33-35 kDa. PrPsc je
povazované za Specificky chorobny protein, mé relativnu molekulovli hmotnost’ 27-30
kDa. (Miluchova et al., 2007).

PrPsc je konformaény izomér PrPc, ktory sa od normalneho prionového proteinu

odliSuje v sekundérnej a tercialnej Struktire. Sekundéarna Struktura obsahuje 45 % p-
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skladaného listu a 30% a-zavitnice (Caughey et al., 1991). PrPc obsahuje asi 40% o —
skrutkovnice (helixu a len malo B — skrutkovnice. Tento rozdiel sprevadzaju vyrazné
fyzikdlne — chemické vlastnosti. Na rozdiel od PrPsen, ktord je v nedenaturujucich
saponatoch rozpustna, PrPres sa v nich nerozptsta a méa schopnost’ vytvarat v mozgu
nerozpustné amyliodné fibriarne Struktiry (Mitrova, 1999).

Pri blizSom skiimani prionu Prusiner a d’alsi zistili, Ze existuji dva druhy
prionov. Prvy druh bol oznaceny ako PrPc (celurdrny), ktory sa bezne vyskytuje
u vSetkych cicavcov a nevykazuje ziadne znamky infek¢énosti. Jeho funkcia v organizme
doposial’ nie je zndma. PrPsc (scarpie) sa lisi od PrPc odliSnym konformacnym
usporiadanim. Sekvencia aminokyselin v ret'azci PrPc a PrPsc je rovnaka. PrPsc vznika
z PrPc posttranslaénymi procesmi. Pri premene PrPc na PrPsc sa predpokladd moznost’
spontannej konverzie PrP alebo somatické mutacie, kde vznika PrPsc, tento sa nasledne
naviaze na PrPc a doposial’ nezistenym spdsobom ho premeni na PrPsc. (Vznik PrPsc
nemusi byt podmienena len pritomnostou mutacie PrP génu, ale napriklad tiez
infekciou — unvCJD). Dochddza tak kretazovej reakcii. Priony sa nahromadia
v mimobunkovom priestore, kde sa spdjaji v masu (tvoria tzv. amyliodné plaky).
Kratky priebeh ochorenia s dlhou inkuba¢nou dobou svedc¢i o tom, ze sa priony tvoria
exponencialnou radou. Konverzia PrPc na PrPsc, ktord sa povazuje za klucovu
patogenetickl udalost’ vo vyvoji prionovych ochoreni, pravdepodobne prebieha na
bunkovom povrchu alebo po prebehnutej edocytéze. Predpokladad sa, ze rézne typy
odlisného priestorového usporiadania a glykosalacia su podkladom existencie réznych

prionovych kmetov, resp. typov (Mares, 2003).

3.4 Mechanizmus konverzie PrPc na PrPsc

Vseobecne sa predpokladd, ze za konverziu PrPc na PrPsc je zodpovedna
konformacna zmena a nie kovalentnd modifikacia, ked’Zze obe izoformy maji rovnaku
aminokyselinovl sekvenciu a zrejme aj postranslacné zmeny. Zda sa, ze konverzia
spociva v zmene rozpustného monoméru PrPc s prevahou a-helixov na nerozpustny
multimér bohaty na B-Struktury. Pomocou cirkularneho dichriozmu a infracervenej
spektoskopie sa ukazalo, Ze PrPc obsahuje priblizne 42 % o-helixov, a3 % f-
skladanych listov oproti 30 % o-helixov a43 % B-Struktiry v PrPsc (Préina et al.,
2009).
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Mechanizmus, akym sa deje konformacnd zmena sa vysvetluje pomocou dvoch

hypotetickych modelov:

2.

Prvy model previjania predpokladd, Ze zmena normalneho, bunkového PrPsen
na patologicky PrPres sa uskutociiuje v priebehu procesu, ktorym sa ¢ast’ jeho a-
skrutkovnice rozvinie ato v oblasti zodpovedajicej priblizne 108 — 144
aminokyseliny a previnie sa do P-skrutkovnice. Proces je termodynamicky
kontrolovany. Potreba vysokej davky aktivacnej energie brani spontannej
konverzii. Patologickd konformacna zmena nastdva vramci interakcie
vniknutého PrPres s bunkovym PrPsen, tato vyvola naslednu kaskadu konverzie
bunkového PrP na PrPres. Ako uz aj S. Prusiner pripusta, tato reakcia moze byt
zavisla na enzyme, alebo d’alSej bielkovine — chaperone.

Jadrovy model, predpoklada kineticky kontrolovany proces, kde je konformaéna
zmena PrPsen a PrPres reverzibilnd, izoméry s v rovnovahe. PrPres sa zacne
mnozit, ak sa do takejto rovnovaznej zmesi prida PrPres. Toto pridané PrPres
tvori akési krystalizacné jadro, ku ktorému sa potom rychlo pridavaja d’alSie
premenené¢ monoméry PrPsc. Model sa prirovnava ku kryStalizacii, kde
spontanne vytvaranie krystalizacného jadra (prvého agregatu) je velmi pomalé,

ale ak je pridané z vonka, d’al$ia premena je vel'mi rychla.

Co sposobuje zmenu konformacie a zmnozenie B-konfiguracii PrPsc — nie je jasné

(Mitrova, 1999).

normilnem i
b e
viacerych
e \ proteinoy
Normal \
' protein j | |
Sy
normalny
p Fen uromortch
—— '";""’ aviitfuje do
o bezpeénéhe
Original

- nebezpeéneha
\

prion Normal |

' protein '

prion

Obrazok 1 Vznik prionov (Www.svssr.sk)

Prionovy gén je zodpovedny za skupinu ochoreni nazyvanych ako TSE

(transmisivna spongioformna encefalopatia). Prionovy gén je lokalizovany na kratkom

ramene l'udského chromozomu 20 a ovc¢ieho a bovinného chromozéomu 13 (Miluchova

et al., 2007).
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Ukazalo sa, ze PrPsen je bielkovina pritomnd u vicSiny zivociSnych druhov —
nielen cicavcov, stavovcov a bezstavovcov, ale aj u much a kvasiniek. Z toho mozno
usudzovat, ze bol pritomny nielen u spolo¢ného predchodcu cicavcov, ale eSte na

nizSom vyvojovom stupni. (Mitrova, 1999)

3.5 Priony

Prion je infekéna castica zlozena len z bielkoviny, neobsahujica nukleové
kyseliny, ktord je svojou infekénostou podobna virusom a viroidom. Nazov ma
odvodeny od anglického pomenovania proteinaceous infectious particle (proteinova
infek¢na Castica). Priony rézneho povodu maji rdéznu molekulova hmotnost’ 27000-
30000 a su si vzajomne podobné. Infekéna Castica vyvolavajica prionové ochorenie je
izoforma normadlnej bielkoviny bunky, ktord podmieniuje neurodegenerativne procesy

(Bezo, Bezova, 1998).

Obrazok 2 Priony (www.osel.cz)

Priony mozno charakterizovat’ ako Castice, ktoré su rezistentné voci agensom
postihujicim nukleové kyseliny a eSte presne nezistenym mechanizmom vyvolavaju
neurodegenerativne ochorenia scarpie a d’alSie spongioformné encefalopatie zvierat
a ¢loveka (Zemla et al., 1998).

Priony su svojim chemickym zlozenim i spdsobom rozmnozovania zasadne
odlisné od vsetkych zivych organizmov. Ich funkcia zatial’ nie je objasnend. Za istych
okolnosti sa mdze tento zdravy glykoprotein zmenit’ na patologicky, ktory je rezistentny

voci pdsobeniu proteolytickych enzymov. Preto sa nemdze v neurénoch fyziologicky
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odburavat, ¢o vedie k ich degeneracii. K symptomom tejto choroby patri demencia,
ataxia, myoklonus, koéma asmrt, spravidla po hypostatickej pneumonii.
Charakteristicky je neuropatologicky obraz — smrt’ neurdénov, Spongiézne zmeny
v tkanive mozgu, glidza a astrocytdza, avsak bez zapalu. (www.1fuk.sk).

U¢inkom detergentov a protedz tvori PrPsc charakteristické agregaty.
V infikovanych bunkach sa akumuluje v cytoplazmatickych mechurikoch a je hlavnou
sucastou extracelularnych amyloidnych placov. Infekénost’ prionov sa zniZzuje hlavne
varom v roztokoch SDS a autoklavovanim pri 132°C pocas viac ako dvoch hodin. Aj
predizena expozicia voéi protedzam, mocovina, fenol a guanidinizotiokyanat maju
negativny efekt na infek&nost. (Zemla et al., 1998).

PrPsc sa od PrPc odlisuje taktieZ svojou rezistenciou k proteaze K, fosfolipaze C
a k vysokym teplotdm. Je metabolicky staly, nerozpustny v detergentoch a ma silnt

tendenciu agregovat’ a polymerizovat (Dormont, 2002).

3.6 Prionové choroby

Prionové choroby, nazyvané tiez TSE ¢i priondzy su fatalne neurodegenerativne
choroby prejavujice sa neobvykle dlhou inkubacnou dobou. Demencie a poruchy
pohybu patria medzi zdkladné klinické priznaky. Klasické neuropatologické znaky
tychto zapalovych encefalopatii st Spongioformné degeneracie, straty neuronov,
proliferacie neurogliovych buniek a ukladanie amyloidnych plakov (Prusiner, 1996)

Prenosné spongioformné encefalopatie — prionové choroby tvoria skupinu
chordb s degenerativnym postihnutim mozgu, su smrtel'né, neliecitelné a prenosné.
Postihuj 'udi aj zvieratd. V postihnutom organizme sa vzdy d4 dokdzat’ pritomnost’
patologického prionového glykoproteinu — prionu (Mitrova, 2001)

Prion6zy maju dlhu latenciu a vyvijaji sa pomaly, avSak doposial nepozname
ani G¢innu terapiu, ani Specifickd prevenciu. Inkubacné doba je od 2 mesiacov do 30
rokov. Hoci existuje medzidruhova bariéra, nie je absolutne neprekonatelnd a jej
prelomenie ma nedozierne nasledky. Prikladom je epidémia BSE, ktora vznikla
kfmenim dobytka mésovokostovou muckou pripravenou zoviec uhynutych na
klusavku. Této choroba dobytka je pri¢inou obrovskych hospodarskych strat

v postihnutych Statoch. Je vSak hrozbou aj pre ¢loveka, lebo je dokazany medzidruhovy
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prenos na primaty a o moznom prekonani medzidruhovej bariéry sved¢i aj vyskyt

nového variantu CJD v krajinach s vyskytom BSE (www.lufk.sk)

3.7 Prenos TSE

TSE sa prenaSaju prostrednictvom molekuly, ktord nie je Zivym organizmom. Je
to len sekvencia aminokyselin, teda vel'mi jednoduchy peptid alebo bielkovina, ktorej
hovorime infek¢na bielkovina. Ak sa dostane do zZivého organizmu, prenikne do kazdej
bunky v tele. Vo vicsSine buniek je ale infekéna bielkovina tplne neskodnd. Postihnuté
su len tie tkaniva, v ktorych sa prepisuju priony do bielkovin. Nazyvame ich prionové
bielkoviny, ktoré su vlastné tomu — ktorému organizmu a maju svoju danu funkciu.
Vtedy dochadza k molekulovej interakcii v zmysle silového pdsobenia medzi infekénou
bielkovinou a prionovou bielkovinou. (Miluchova et al., 2007).

Postupne sa u viacerych neurodegenerativnych chorob (najmi u Alzheimerove;j
choroby) odhalili spolo¢ny patogeneticky vyznam konformécie a ukladania amyliodu
v CNS, ale sucasne sa zvyraznil zdsadny rozdiel vich prenosnej , ¢i neprenosnej
povahe. Atypicky obraz v patogenéze prionovych chorob vytvarali aj pribudajiuce
poznatky o ulohe imunitného systému. U prionovych chorob, na rozdiel od vSetkych
znamych virusovych reakcii, nedostatocnost imunitnych reakcii (konkrétne deficit
zrelych B-lymfocytov a C3 zlozky komplementu) brani Sireniu periférnej prionovej
nakazy do CNS anaopak, dostatocné pomnozenie prionu vo folikularnych
dendritickych bunkach sleziny umoziiuje len kompetentny IS. (Mitrovéa, 2007)

Sposob prenosu nebol doteraz Gplne objasneny. Podla doterajSich tidajov rychle
Sirenie BSE u hovéddzieho dobytka bolo sposobené krmivom kontaminovanym
pridavkami z kadaverov uhynutych zvierat. Druha cesta prenosu je vertikalna, dedi¢na.
Ide o tzv. familiarnu formu, kde zmutuje gén kodujiaci normalny PrPc protein. U oviec
su pravdepodobné esSte dalSie, doteraz nezname, cesty prenosu, pretoze sa toto
ochorenie nepodarilo eradikovat’ od jeho objavenia asi pred 200 rokmi. Sporadické
formy prionovych ochoreni, ktoré zahfnaju vacsinu CJD, nevykazuju zjavnu infekénu
alebo geneticku etiologiu. Mo6zu sa prisudit’ spontannej konverzii divokého typu PrPc
proteinu do stavu PrPsc (Prikazsky, 1999).

Prelomenie medzidruhovej bariéry sa nepovazuje za kriticky celkovy pocet

odlisnych aminokyselin v molekule prionového proteinu, ale podobnost’ aminokyselin
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medzi poziciami 96 a 167. Prave v tejto oblasti je vicSia podobnost’ medzi I'udskym
a bovinnym prionom ako aj medzi ovéim a bovinnym a to i napriek tomu, Ze celkovy
pocet rozdielnych aminokyselin medzi prionmi oviec a hovddzieho dobytka je len
sedem a medzi prionmi ¢loveka a hovéddzieho dobytka az tridsat’ (Novak, 2001).

Iatrogénna forma prenosu je pomerne zriedkava, ale zasluzi si pozornost. Boli
dokazané prenosy prostrednictvom Stepov dura mater, transplantaciou rohovky a neskor
tiez rastovym horménom a gonadotropinom z I'udskych hypofyz. Prenos bol dokdzany
pri neurochirurgickych zdkrokoch. Klinické symptomy s pri iatrogénnom prenose
neodlisiteI'né od prirodzené¢ho prenosu. Doteraz sa nedokazal prenos CJD transfuziou
krvi (Prikazsky,1999).

Infekénost’ tkaniv a telesnych tekutin pri scrapie charakterizuje a kategorizuje
dokument EEC z roku 1992 (tabulka 1). V stlade s nim je aj stanovisko 18 znadmych
neurologov, ktori odporucaju, ako manipulovat’ s tkanivami I'udi podozrivymi z vyskytu
CJD a inych SE (Vrtiak et al., 1997)

Prusiner vSak vyslovil pochybnosti o tedrii, ze priony postihuji len nervovu
sustavu. Podl'a neho sa priony mozu vyskytovat' aj vo svaloch. V roku 2002 Bosque
objavili priony vo svaloch mysi infikovanych prionmi. Zaroven vsak vyslovili nazor, ze
akumulaciu prionov v kostrovej svalovine inych zvierat treba dokazat’, preto je nutné
celkové a systematické vySetrovanie distribucie prionov v kostrovej svalovine. V roku
2003 Gatzel objavili abnormdalne priony vo svaloch &smich z tridsiatich dvoch
pacientov postihnutych CJD. O rok neskoér Kovacs informoval o zisteni dostatoéného
mnozstva abnormalnych prionovych proteinov vo svale pacienta postihnutého

sporadickou CJD (Miluchova et al., 2007).
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Tabulka 1 Infek¢nost’ tkaniv a telesnych tekutin pri scrapie oviec a koz (upravené podl'a

EEC Regulatory document, 1992).

Kategoria [ Mozog, miecha, o¢i
Vysoké infek¢nost’
Kategoria I1 Lieum, lymfatické uzliny, proximalna cast’

Stredna infekénost’

hrubého Creva, slezina, tonzily, dura mater,
epifyzy, placenta, cerebrospinalna

tekutina, hypofyza, nadoblicka

Kategoria I11

Nizka infekénost’

Distalna cast hrubého Creva, nosova
sliznica, sedaci nerv, kostnd dreii, pecen,

pankreas, tymus

Kategoéria IV

Zatial’ nedokazana infek¢nost’

Krvna zrazenina, srdce, oblicky, mlie¢na
zl'aza, mlieko, ovarium, sliny, slinna Zl'aza,
semindlne vezikuly, sérum, Kkostrové
svalstvo, semenniky, tyroidea, uterus,
fatalne tkanivo, kost’ chrupkovité tkanivo,

spojivové tkanivo, chlpy, koza, moc.

Obrazok 3 Znazornenie infekénych tkaniv na tele zvierat’a (www.svssr.sk)
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3.8 Diagnostika prionovych chorob

Diagnostika prionovych chorob vychadza z klinickych priznakov, overuje sa na
zaklade typického histopatologického nalezu v centralnej nervovej ststave a dokazom
pritomnosti patologického prionového proteinu bud’ imunohistochemicky (Western
blottom), alebo izolovanim zndzornenim pomocou elektronového mikroskopu. Dokaz
sa zvyCajne hl'ada aZ po smrti, pitvou sa zistuje, ¢i st v mozgu pritomné vakuoly,
amyliodné proteinové sedimenty a astroglia (Miluchova et al., 2007).

Pritomnost” TSE-$pecifického amyliodu mozno dokazat’ pomocou dostupnych
monoklonovych a polyklonovych protildtok imunofarbenim v histologickych rezoch,
alebo pri pouziti €istého PrP izolovaného z mozgu alebo sleziny pomocou techniky
Western blot. Ziskanie velmi cistych PrP a monoklonovych protilatok umoziuje
dokonca technikami immunoblot a imunofarbenim diferencovat jednotlivé formy CJID.
Detegovanie amyloidu Specifického pre TSE imunocytometrickymi
a imunohistochemickymi metédami patri k najcitlivej$im dékazom TSE a dopiia az
nahrddza tradicné  diagnostické metdody (experimentdlny prenos nékazy,
neurohistopatolégiu). Doterajsi poznatkovy stav nasvedcuje, ze imunitnd reakcia pri
TSE ma vyznamni ulohu v diagnostike, ale je neucinnd pri obrane postihnutého

organizmu (Mitrova, 1997).

HDRMHL

Obrazok 4 TSE (www.zootechnika.estranky.cz)
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3.9 Rozdelenie prionovych chorob

Z historického hladiska mozno rozliSit' klasické a nové varianty prionovych

chordb. (tabulka 2)

Tab 2 (Mitrova, 2001)

Zvierata Ludia

Klasické varianty

Klusavka, scrapie Creutzfeldtova-Jakoboba choroba
Prenosna encefalopatia noriek Kuru
Chronické kachektizujiuce ochorenie Gerstamenn-streusselrov syndrom

jelenov a sobov ) . )
Fatalna familiarna insomnia

Nové varianty

Bovinnéa Spongioformna encefalopatia Novy variant CJD - BSE
Spongioformna encefalopatia maciek

Spongioformna encefalopatia vzacnych
druhov v ZOO

Spongioformna encefalopatia
experimentalnych zvierat (lemury)

Z klasickych variantov je najstarSia a u zvierat najrozsirenejSia klusavka oviec
a k6z, z huméannych chorob je najdlhsie zndma Creutzfeldtova-Jakobova choroba. Nové
varianty sa objavili tiez najprv u zvierat. Prva vznikla u hoviddzieho dobytka povinna
spongioformna encefalopatia (BSE), po nej felinnd spongioformnd encefalopatia
u macky domacej. Neskor sa zistili v zoologickych zahradach, napr. u velkych maciek
(ocelot), ale aj vo zverincoch vyskumnych pracovisk, kde sa nédkaza prejavila po kimeni

nakazenym krmivom u lemurov, ktoré st blizke ¢loveku. (Mitrova, 2001)

Podl'a vyskytu moZeme prionové choroby rozdelit’ na choroby vyskytujice sa u l'udi

a u zvierat (tabulka 3)
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Tab 3 (Zemla, 1998)

Ochorenie Hostitel
Klusavka (scrapie) Ovca, koza
Prenosna encefalopatia noriek (TME) Norka
Prenosna encefalopatia jelenej zveri Jelenik (CWD) Los

Spongioformna encefalopatia hovédzieho dobytka (BSE) | Krava

Spongioformna encefalopatia maciek (FSE) Macka
Exoticka encefalopatia kopytnikov (EUE) Antilopa
Kuru Clovek
Creutzfeldtova-Jakobova choroba (CJD) Clovek
Syndrom Grestmanna, Strausslera a Scheinkera (GSS) Clovek
Smrtel'na familiarna nespavost’ (FFI) Clovek

3.9.1 PDudské prionové ochorenia

3.9.1.1 Kuru

Kuru sa charakterizuje ako infekéné ochorenie. Vyskytuje sa u domorodcov na
ostrove Papua-Nova Guinea. Chorobu prvykrat opisal r. 1957 Gajdusek (Zemla, 1998).

V 50. rokoch 20. storocia, ked’ bola choroba najviac rozsirend, zomieralo na
kuru az 200 l'udi ro¢ne, odhaduje sa, ze celkovo zomrelo az 3000 l'udi. Po vladnom
zakaze kanibalizmu choroba postupne takmer uplne vymizla, u ziadneho cloveka
naroden¢ho po roku 1960 sa uz nevyskytla. AvSak kvoli dlhej inkubacnej dobe kuru
(niekedy az 50 rokov) sa v regidone sporadicky objavili nové pripady aj v 90. rokoch 20.
storocia a na zacCiatku 21. storo¢ia (Prcina, 2009).

Patranie po pric¢ine kuru sa uberalo kl'ukatou cestou vytvarania a zavrhovania
hypotéz. Jej zrozumitelni podobu akoby zableskom geniality, prinieslo porovnanie
mikroskopickych zmien v mozgu ludi postihnutych kuru aoviec nakazenych
klusavkou. Pdvodca, ktory kuru spdsobuje patri do tej istej skupiny agensov, ako
povodca klusavky. (Mitrova, 1999)

Thto podobnost’ potvrdil aj nasledny tspeSny prenos ochorenia intracerebralnou
inokul4ciou Simpanzov, u ktorych sa vyvinuli priznaky zhodné z kuru. Inkuba¢na doba

kuru je od 1-2 rokov do 25-30 rokov. (Zemla, 1998).
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Najvécsia hustota infekéného agensu je v mozgu mftveho. Prenos na zdravych
jedincov sa uskuto¢nil ritudlnym endokanibalizmom. Inkubacny ¢as ochorenia bol 4 — 5
rokov udeti, ale udospelych viac ako 20 rokov. Patogenéza spociva v pomalej
nezapalovej degenerativnej destrukcii nervovych buniek cerebellum a tych ¢asti mozgu,
s ktorymi je mozocek spojeny nervovymi drahami (Miluchova et al., 2007).

Postihoval prislusnikov jazykovej skupiny Fore. Deti choreli bez rozdielu
pohlavia, u dospelych sa vyskytovalo kuru castejSie u Zien ako u muZov. Obrady
ritudlneho kanibalizmu po smrti ¢lenov rodiny boli bezné, pricom sa jedli pozostatky
neboztika (vratane mozgu) tepelne vel'mi zle spracované. Kuru sa rozvija nenapadne.
Zacina poruchami rovnovahy, ktoré sa prejavuju po fyzickej ndmahe, pri tnave, ale aj
po no¢nom odpocinku. Postupne sa poruchy pohybu zvyraziiuji, objavuje sa tras
koncatin, pohyby su nekoordinované a dochadza k vyraznym poruchdm rovnovahy. Pri
kazdom pohybe postihnutého vzniku mimovolné, nechcené pohybové prejavy,
sprevadzané trasom. Mimovolnad mimika tvare a pocit euforie u chorého, ¢asto maju za
nasledok, Ze sa postihnuti smejii. V mozgovej kore sa obvykle nachadzaju loziskové
Spongiézne zmeny mierneho stupiia. NajvyznamnejSie zmeny sa nasli v mozocku. Pri
kuru sa mikroskopicky obraz koéry mozocka na prvy pohl'ad meni. (Mitrova, 1999).

Histologia CNS jedincov postihnutych kuru odhalila stratu neurdnov,
degeneraciu myelinu, astrogliozu, proliferaciu mikroglii amyliodné plaky. V cerebele
bola zaznamenand masivna strata a degeneracia Purkineho a granularnych buniek, spolu
s proliferaciou astrocytov atvorbou hustej vlaknitej gliozy. Pre kuru s typické
amyliodné plaky, ktoré su zlozené zhustého jadra, ktoré je obklopené jemnymi
fibrilarnymi lacovitymi vybezkami. Pri vSetkych Studovanych pripadoch bola
zaznamenana proliferacia mikroglii. Neboli zaznamenané Ziadne zmeny v tkanivach

mimo CNS (Pr¢ina, 2009).

3.9.1.2  Creutzfeldtova - Jakobova choroba (CJD)

UZ od pociatku dvadsiatich rokov dvadsiateho storo¢ia bola zndma smrtel'na
neurodegenerativna choroba, ktora sprevadzala progredujica demencia pacienta. Meno
dostala po Dr. Creutzfeldovi a Dr. Jakobovi, ktori ako prvi opisali jej priebeh, klinické
priznaky a aj typické mikroskopické zmeny v mozgu. Pri¢inu choroby, ktora nesie ich
meno vsSak tito lekari neodhalili. Jej objasnenie Cakalo takmer 50 rokov, kym sa ju

v laboratériu Dr. GajduSeka podarilo experimentélne preniest’ na Simpanzy. Bola to uz

24



v poradi druhd huménna nekonvenc¢nd nakaza. Priebeh a dominujuce priznaky CJD
pripominali zmeny, ktoré prichadzaji vo vy$Som veku ako stcast’ starnutia. Choroba,
ktora sa sice prejavovala vel'mi r6znymi nervovymi priznakmi (poruchami rovnovahy,
chddze, zraku atd.), ale vZdy postupnou stratou paméti a progredujicou demenciou,
sprevadzalo dramatické poskodenie a ibytok nervovych buniek (Mitrova, 1999).

CJD sa vyskytuje vtroch hlavnych formach: sporadickej (sCJD), dedicnej
(fCJD) aiatrogénnej (iCJD). NavySe sa v neddvnej dobe vyskytli zvlastne pripady tzv.
variantu CJD (nvCJD) (Pr¢ina, 2009).

Sporadicka forma sa vyskytuje asi v 1-2 pripadoch na milioén jedincov za rok. Je
to typické ochorenie Cloveka, ale méze sa experimentalne preniest’ na niektoré druhy
hlodavcov. Inkuba¢néa doba u l'udi je v rozmedzi 4 az 19 (pripadne 40) rokov. Postihnuti
umieraju zhruba za 1 rok po manifestacii priznakov (Zemla, 1998).

Sporadicka CJD (okolo 85% vsetkych pripadov CJD) ma neznamy pdvod,
zrejme moze vzniknut v dosledku somatickej mutacie PRNP génu alebo vdaka
spontannej konverzii PrPc na PrPsc (Pr¢ina, 2009).

Dedi¢nt formu CJD podmieiiuje dedicnd dominantnd autozomaélna porucha,
zamena aminokyseliny v kodone 102 v jednej z alel génu PRNP. Predpoklada sa, ze tato
mutacia umoziiuje spontannu konverziu PrPc na PrPcs, ¢o moze viest k vzniku
ochorenia este pocas Zivota Eloveka (Zeml'a, 1998).

Dedi¢né formy CJD (10-15% vsetkych pripadov) sa vyskytuji s frekvenciou
priblizne 1:1 000 000. Nezvycajne vysoky vyskyt dediénych foriem CJD sa vyskytli
u lybijskych Zidov, v Slovenskej republike na Orave a v Chile (Pr¢ina, 2009).

Pripady iatrogénnej CJD sa vyskytli po lie€be rastovym horménom izolovanym
zhypotyz mftvych l'udi, po transplanticiach rohovky adura mater, atiez po
viacnasobnom pouziti vySetrovacich elektrod alebo chirurgickych nastrojov
pouzivanych pri operaciach mozgu. Je to najzriedkavejSia forma CJD, doteraz bolo
zaznamenanych menej ako 300 pripadov (Pr¢ina, 2009).

Klinicky priebeh CJD je zna¢ne pestry. Choroba zacina obvykle prvym,
uvodnym S$taddiom rozmanitych, necharakteristickych priznakov a tazkosti. St to
nepatrné zmeny povahy, objavenia sa spravania dovtedy neobvyklého. Casto ma pacient
neurCité problémy, vznikd u neho neistota, pocit, Ze €osi nie je v poriadku, placlivost,
inokedy podrazdenost’, agresivita, obCasné zavraty. Toto Stddium modZze trvat rdzne
dlho, niekol’ko mesiacov, aj vySe roka. Druhé §tadium sa vyznacuje narastajiicou

zabudlivostou, stupfiovanou apatiou, poruchami nalady, spravania. Mézu sa objavit’ aj
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zrakové, alebo sluchové halucinacie, bludy a psychotické poruchy myslenia. V tomto
Stadiu sa uz takmer od pociatku prejavuju aj chorobné priznaky, ktoré su nasledkom
poskodenia urcitych Struktir v mozgu napr. vznik korovej slepoty. Poskodenie
nervovych drdh sa prejavuje zvySenym svalovym ténusom, spasticitou, zvySenymi
Slachovymi reflexami, vznikom mimovolnych pohybov — zasSklbov na rézne druhy
podrazdenia. 'V konecnom S§taddiu sa opisané priznaky, hlavne poruchy hybnosti
stupiiuju, pacient je nehybny, trvale upttany na 16zko a odkdzany na pomoc okolia.
Stav sa stale prehlbuje az kontakt s pacientom sa uplne prerusi. Pacient nereaguje, iba
niekedy na zvukovy podnet sa objavujui myoklonické zasklby, pacient vzdy umiera
(Mitrova, 1999).

Vyskum huménnej CJD sa zacal vroku 1975. Hned wuprvého pacienta
s potvrdenou diagndézou sa uskutocnil experimentdlny prenos choroby na macku
doméacu. Tymto sa dokazal vyskyt prenosného nervového ochorenia na tizemi CSR.
Zakratko sa zistil zvySeny vyskyt pacientov najprv v juznej, neskor v severnej Casti
stredného Slovenska. Postupne sa ukazalo, Ze rodinnad forma v slovenskom subore
(45%) prevysuje jej celosvetovy vyskyt (10-15%). Tento nélez jasne dokazoval tcast’
vnutorného, dedi¢ného faktora na vzniku loziskového vyskytu nakazy. Doteraz sa na
Slovensku vyskytlo 132 postihnutych klasickym variantom CJD, Z toho bolo 75%
pripadov genetickych (s mutaciou), 25 % sporadickych (bez znamej priciny). latrogénna

CJD, sa nevyskytla (Mitrova, 2001).

3.9.1.3  Novy variant Creutzfeldtovej - Jakobovej choroby

Neskor v roku 1996 bol identifikovany novy variant Creutzfeldovej - Jakobove;j
choroby, ktory by mohol byt v pri¢innom vztahu s epidémiou BSE, a vyslovila sa
hypotéza, Ze tato choroba by mohla byt prendSand na ludi. NajnovSie molekulové
analyzy dokazali, ze prionovy kmen vyvolavajuci nvCJD je totozny s kmetiom, ktory
vyvoldva BSE. To znamena, Ze nvCJD je vlastne I'udskou BSE (Miluchova et al.,
2007).

Variant CJD sa od ostatnych foriem CJD lisi ovel'a niz§im vekom postihnutych
I'udi, ktori v pociatocnych $tadidch ochorenia vykazuji psychiatrické symptémy ako
depresia, az v neskor$ich $tadiach sa vyvinu priznaky typické pre CIJD (Prcina, 2009).

Variant CJD byva casto zamienana s Creutzfeldtovou — Jakubovou chorobou.

U cloveka sa vprvom S$§tadiu prejavuju aj priznaky pripominajuce schizofréniu
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psychozy. Bezné su prudké vybuchy zlosti, zachvaty kriku, rozbijanie veci. Zhruba
u polovice pripadov bola pozorovana lepkavost koze. Nasledne neistd chodza
a nezvladatelné pohyby. Pacient postupne prestava ovladat pohybové tUstroje, az sa
nakoniec stdva nehybnym a neschopnym reci. V poslednych stadidch vac¢sinou nikoho

nepoznava a jeho stav pripomina demenciu (Mares, 2003).

Doékazy suvislosti BSE a nvCJD

Priamy dokaz: Experimentdlnym prenosom nakazy zo zvierata na cloveka — nie je

a nebude k dispozicii.
Nepriame dokazy:

1. Epidemiologicky: nvCJD sa dokazala len v Statoch s pocetnym vyskytom BSE
a naopak — v Statoch bez BSE sa nevyskytuje.

2. Biochemicky: patologicky prion u vSetkych klasickych humannych a zvieracich
prionovych choréb ma rovnaku Struktiru a rozdielnu od BSE a nvCJD, ktorych

Struktara je navzajom neodliSitel'na.

3. Charakter neurohistopatologickych 1ézii pri experimentdlnom prenose BSE

anvCJD je rovnaky a odlisny od klasickej CJD.

4. Pri prenose nvCJD na transgenné mysi sa so zviac¢Senim bovinného genetického

podielu skracuje inkubacna doba ochorenia (Mitrova, 2001).

3.9.2 Zvieracie nakazy

3.9.2.1 Scarpie

Uz v prvej polovici 18. stor. bola v Anglicku zndma choroba oviec, pri ktorej sa
choré zvieratd napadne treli o pevné predmety a to napriek tomu, ze spociatku nebolo
vidiet’ na ich kozi ziadne chorobné zmeny. Ovce nutilo k opisanému spravaniu tiporné
svrbenie sposobené drazdenim nervovych zakonceni na kozi. Postihnuté ovce robia
rychlo pohyby jazykom a perami, objavuje sa unich velky smidd, nekoordinované
pohyby, potacavost, chvenie, triaSka a slabost’ svalov. To vSetko vedie k poruchdm

chddze, od ktorych je odvodenych slovensky aj nemecky ndzov choroby- klusavka.
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Nakoniec zviera uhynie. Podobny klinicky priebeh bol pozorovany aj u kéz (Mitrova,
1999).

Klusavka neovplyvituje reprodukéné schopnosti oviec, ovce s klinickymi
priznakmi klusavky porodili jahnata a klusavkou postihnuté barany tiez ostali plodné.
Ochorenie trva 2 tyzdne az 6 mesiacov (Prcina, 2009).

Uhynuté zvierata maji chorobné zmeny predovsetkym v mozgu. Postihnuté je
najmi siva hmota. Ovela menej je zasiahnuta biela hmota. Najnapadnej$im nalezom st
pocetné, rozne velké vakuoly v nervovych bunkach. Klusavka oviec sa postupne
diagnostikovala v kontinentalnej Eurépe, Azii, Amerike, na Islande aaj v Japonsku
a Australii (Mitrova, 1999).

So scrapie je dovodne spdjany vznik BSE. Scrapie ako jedinad transmisivna
Spongioformnd encefalopatia vykazuje existenciu viac ako dvadsiatich rozdielnych
kmenov patogénnych prionov (Baron et al. 1999).

Tato choroba sa nevyhla ani uzemie Slovenska. Chov oviec bol od nepaméti
dolezitou su¢astou slovenského podohospodarstva. Uzemie Slovenska kolonizovali
Valasi, ktori boli pastiermi oviec. Ovce, ktoré Valasi priviedli boli valasky. Prichod
Valachov mal vel'mi rozsiahle nésledky a to nielen na miestne ovciarstvo. Ovplyvnil
celkovy spOsob zivota, kultaru, zvyklosti ajazyk. Valaska patria aj dnes
k najrozsirenejsiemu plemenu na Slovensku Prave po Importe oviec zo Spanielska
doslo na konci 19. stor. k prvému zavleceniu klusavky na Gzemie terajSieho Slovenska

a Mad’arska (Mitrova, 1999).

Obrazok 5 Ovca nakazena klusavkou (www.biophys.uni-duesseldorf.de)
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Scrapie sa zatial’ povazovala za neprenosnt na ¢loveka. Na Slovensku vsak bolo
na Orave, husto pokrytom regione s chovom oviec, diagnostikované od roku 1976
celkom 22 pripadov fatdlnej demencie. Za posledné tri roky sa objavilo 12 novych
pripadov. Dalgich 19 pripadov bolo zaznamenanych v Ludenci asi o 80 km juznejsie.
Nahly vyskyt na Slovensku bol identifikovany ako CJD. Zabija do sedem mesiacov od
manifestacie choroby. Co hlavne znepokojuje svetovych odbornikov je fakt, Ze toto

ochorenie moze byt’ vysledkom prenosu scrapie na ¢loveka (Mares, 2003).

Colin Masters (Mitrova, 1999) porovnal typické virusy a nekonvenéné agensy
a zostavil suhrn typickych a netypickych biologickych vlastnosti povodcu
klusavky.

1. Vlastnosti rovnakl ako u typickych virusov:

- Da sa filtrovat’ a titrovat’ (stanovit’ davka, ktord pre experimentalnej ndkaze

spdsobi chorobu a smrt” ur¢itému poctu nakazenych zvierat)
- Mnozi sa do vysokych titrov (koncentracie) v mozgu.

- Po preneseni infekcie periférnou cestou sa mnozi najprv v lymfatickych
organoch ( regiondlnych uzlinach, slezine) az potom v mozgu. Dokazalo sa

Sirenie ndkazy pozdlZ priebehu nervov do centrdlnej nervovej sustavy.

- Pozoroval sa obmedzeny pocet vnimavych zivo¢iSnych druhov, ktoré
mozno nakazit’ ( ma obmedzent schopnost’ prispdsobit’ sa na nového

hostitel’a).

- Potvrdil sa vyskyt viacerych kmetiov a zistili sa kmenové rozdiely v dizke
inkubacnej doby, v prevladajucich chorobnych priznakoch, rozlozeni

a charaktere mikroskopickych mien v mozgu).

- Vnimavost (rezistenciu) k ochoreniu kontroluju dedi¢né vlastnosti

nakazeného hostitela.
- Zékladnou zlozkou agensu je pravdepodobne bielkovina.

2. Vlastnosti, ktoré su rozdielne v porovnani s typickymi virusmi:
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- Nepritomnost’ $pecifickej imunitnej odpovede hostitel'a na pdvodcu

klusavky.

- Priebeh ochorenia nemozno ovplyvnit’ antivirusovou liecbou potla¢enim,

alebo podporovanim imunitnych reakcii.
- Vel'mi dlh4 inkubacna doba.

- Chronicky, plynule sa zhorSujuci priebeh, bez prerusenia fazami zlepSeného

stavu.
- Pritomnost’ nukleovej kyseliny nedokazana.

- Neobvyklé spektrum rezistencie na fyzikalne a chemické u¢inky (Mitrova,

1999)

3.9.2.2  Bovina spongioformna encefalopatia (BSE)

BSE je choroba, ktoru vedci odhalili len nedavno. Dlhy ¢as bolo zname, ze
existuju také choroby, ako je Creutzfeldtova-Jakobova choroba u I'udi alebo klusavka
u oviec, teda dve zriedkavé choroby, o ktorych dnes uz vieme , Ze patria do rovnake;j
skupiny ako BSE (Quilien, 2002).

V novembri 1996 v Centralnom veterindirnom laboratériu vo Weybridgei, kde
bol vtom cCase riaditelom Dr. Ray Baradley, diagnostikovali u hovddzieho dobytka
uplne novu, dovtedy nepoznani chorobu. Bola podobna klusavke, ktord dovtedy
postihovala iba ovce akozy. Retrospektivnym vySetrovanim sa zistilo, Zze pripad
ochorenia s podobnymi priznakmi sa vyskytlo uz v aprili 1985 (Mitrova, 1999).

BSE je infekcna prenosna choroba, ktora ma inkubacnu dobu niekol’ko rokov,
destruuje nervové bunky a vedie k thynu zvierat (Quilien, 2002).

BSE sa prejavuje postupujiucimi poruchami pohybovej koordinacie a vnimania
a neprirodzenou nervozitou zvierat. Inkuba¢na doba ochorenia je 2 — 8 rokov. Potvrdilo
sa, ze infekcia sa rozsirila kfmenim dobytka preparatmi (misovokostnymi muckami)
vyrabanymi z infikovanych zvierat. Jej epidémia suvisi so zavedenim novej, lacnejSe;j,
ale medzi¢asom uZ zakazanej technologie vyroby tychto preparatov (Zeml'a, 1998).

Kvoli zamedzeniu rozSirovania BSE zdobytka na ostatné domestikované

zvieratd bol vroku 1988 vydany vo Velkej Britanii zdkaz obohacovat’ krmivo pre
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dobytok proteinmi pochddzajicimi z prezuvavcov. Podobnad regulédcia bola kvoli
prevencii roz§irovania prionu zo zvieracich produktov na I'udi zavedend i1 v Eur6pskych

krajinach a v USA (Baron et al., 1999).
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Obrazok 6 Vyskyt BSE v Anglicku (www.biophys.uni-duesseldorf.de)

Od jina 1988 sa stalo hlasenie chorych zvierat povinnym a vSetky ktoré
uhynuli, alebo boli utratené, museli byt vySetrené histopatologicky.
Neurohistopatologicky obraz charakterizoval symetrické 1ézie predovsetkym
v mozgovom kmeni, v ktorych dominovali songiéza sivej hmoty a vakuolizacia
neurénov. Tieto zmeny byvaju vyraznejSie a prevladaju v celkovom obraze eSte viacej

ako pri klusavke (Mitrova, 1999).

Pri sledovani dynamiky vzniku a vyvoja BSE mo6Zeme rozlisit’ 3 obdobia:

1. Vznik BSE (1979-1984) — je to obdobie, ked’ sa pri vyrobe misovo-kostnej
muky znizila teplota a upustilo sa od pouzitia niektorych tukovych rozpustadiel.
V désledku toho pretrval v misovokostnej mucke povodca prionovych chordb.

Najpravdepodobnej$im prameniom nakazy boli ovce postihnuté klusavkou.

2. Masivne Sirenie nakazy BSE (1984 — 1988) — Pokial’ BSE nebolo rozpoznané,
nakazené zvieratd boli opdt spracované na méisovo-kostnu mucku
a recyklovanim narastajiceho poctu chorych zvierat sa skrmovalo stile viac

krmiva kontaminovaného pdvodcom prionovej choroby. V tomto obdobi sa
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dostavali vSetka hoviddzie tkaniva, vratane mozgu, do potravinového retazca

¢loveka.

3. Obdobie neddslednych ochrannych opatreni (1988-1996) — Epidémia BSE
vrcholila v r. 1992 — 1993. Zakaz skrmovania mésovo-kostnej mucky spdsobila
pokles poctu nakazenych krav. Aj po zavedeni opatreni ochorelo priblizne
80 000 zvierat, ¢o sved¢i o nedostatkoch vich vykonavani. Ukdzalo sa, zZe
zavedené opatrenia nezabranili, aby sa krmivo kontaminovalo médsovo-kostnou
muckou, potvrdilo sa aj neddsledné dodrziavanie zdkazu skrmovania méisovo-

kostnej mucky. (Mitrova, 2001)
BSE je pomaly prebiehajice ochorenia s dvojfdzovymi priebehom.

1. Prva faza, tzv. prodromalne Stadium je sprevadzané vSeobecnymi prejavmi
ochorenia. Prejavuje sa postupnym chudnutim pri dobrej Zravosti, tbytkom
laktacie az zasuSenim pri zmenSenom brusnom objeme. Vegetativny nervovy
systém v tomto obdobi byva alterovany vo forme brachykardie a hypomotoriky
bachora. Prodromalne §tadium po neurcitej dobe prechddza do postupnych
odchylok v chovani a nerovnych portch.

2. Druha faza, klinicko-manifesta¢né Stadium ma zretelné prejavy postihnutia
centralnej nervovej sustavy. Ide o systémovy prejav, sprevadzany alteraciou
vedomia (oddel'ovania sa od skupiny, samotarstvo, tazka manipulécia pri dojeni,
presunoch, premiestiiovani, hrabanie a kopanie koncatinami, zvySené drazdivost’
a lakavost’, vzprunost’ az zurivost’ pricom pokojné a drazdivé obdobia sa mozu
striedat’), psychomotorickymi poruchami (zviera stoji meravo, ma rozkroceny
postoj, chodza je kymadcava, strnuld, zviera strihd uSami, olizuje sa, vyhfna
mulec, obcfas bu¢i avyddva neprirodzené zvuky), hypersenzibilitou

a v paralytickom prejave nevyhnutne kon¢i letalne. (Miluchova et al. 2007)

Potvrdenie predpokladu, Zze ide o TSE poskytlo najprv biochemické, potom aj
imunocytochemické vySetrenie mozgu. Dal§im, dolezitym overovacim postupom pre
zaradenie medzi TSE bol dokaz prenosnej povahy BSE. Po GspeSnom prenose sa zacala
skimat’ vnimavost roznych Zzivo&isnych druhov na BSE. Dal§im krokom bolo
overovanie infektivity réznych tkaniv na laboratérnych mysSiach. Testovali sa svaly,

semeno, placenta, krvny kolac, kostna dren, slezina a mnoh¢ d’alSie. (Mitrova, 1999)
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Doteraz sa nepodarilo jednoznacne stanovit, ¢i povodca BSE pochadza z ovce
postihnutej klusavkou, alebo zo sporadického, nerozpoznané¢ho vyskytu nakazy u kravy.
Epidémia dosiahla vrchol vr. 1992. Hroziva epidemickd situdcia si vynutila viaceré
radikalne opatrenia. V juni 1988 sa zaviedlo povinné hlasenia podozrivych pripadov
ochorenia. Sucasne sa vydal zdkaz pridavat do krmiva preziivavcov bielkoviny
rovnakého pdvodu (pochadzajice z prezuvavcov). V auguste sa zaviedla povinnost
utratit’ a zni¢it vietky zvieratd s podozrenim na BSE. Eurépska Unia reagovala na
situdciu v Anglicku v jali 1989 zikazom exportu zivych teliat, narodenych pred
zakazom EU zékaz exportu aj na zvieratd mladSie ako 6 mesiacov. Sucasne boli
Specifikované tkaniva a orgdny, pouzivané pre farmaceutické ciele, ktoré sa nesmeli
viac vyvazat' do Staitov EU. Od 1. Aprila 1990 sa povinné hlasenie BSE rozsirilo na

vietky $taty EU. (Mitrové, 1999).

Opatrenia SVPS SR

e 23.11.1993 zaradila BSE do zoznamu choréb povinnych hldseniu

e 2. 8. 1994 zakazala pouzivanie kostnych a misokostnych mucok
a kafilerickych. Vynos MP SR ¢&. 1497/2/1997-100 zo dna 7.10.1997
v ustanovujuicich poziadavkach na vyrobu kfmnych zmesi pre dobytok
nepripusta pridavat’ v akomkol'vek mnozstvo

e 1995 Histologicka diagnostika — test spdsobilosti laboratérii SVU

e 1996 monitoring vyskytu BSE — histologickymi metédami

e 1998 Metodicky pokyn ¢. 4290/98-400 na zabezpecenie karantény a trvalej
kontroly hovidzieho dobytka dovezeného z krajin, v ktorych sa vyskytla
BSE, Smernica o opatreniach proti bovinnej spongioformnej encefalopatii
(BSE)

e 1999 Zikon ¢. 337/1998 Z.z. — p o vi n o s t vykonavat sterilizaciu
nebezpecnych a zvlastnych odpadov pri teplote minimalne 133°C, 20 min , tlak
3 bary

e 2001 Vlada SR ustanovila Komisiu pre kontrolu BSE

eV roku 2001 bolo zriadené oddelenie pre laboratornu diagnostiku BSE na SVU
Zvolen — dokaz BSE imunochemickymi metédami (Stastny, 2010)

33



Z 15 krajin Eurépskej tnie len Rakusko, Finsko a Svédsko st doposial’ bez
vyskytu BSE. V celej Eurdpe bolo zaznamenanych doposial’ 183 752 pripadov BSE
u hovédzieho dobytka, z toho vo Velkej Britanii 181 637 kusov. (Novék et al., 2001)

Podozrenie na prvy pripad vyskytu BSE v Slovenskej republike bolo vyslovené
27. 9. 2001 na zéklade pozitivnych vysledkov rychlych laboratérnych testov na BSE
Statnym veterinarnym ustavom vo Zvolene na oddeleni veterinarnej laboratorne;
diagnostiky BSE. I3lo o 6-ro¢nu kravu z doméceho chovu na farme Horna Zdaia (okres
Ziar nad Hronom), majitefom ktorej bola Vtaénik s.r.o., Dolna Trnavka. Po vySetreni
vzorky v Narodnom referen¢nom laboratoriu SRN v Tiibingene sa toto podozrenie
potvrdilo. Vysetrenie bolo vykonané S$pecifickou diagnostickou metédou EU —
Imunonblottom. (Miluchova, et al., 2007)

Dnes existuji diagnostické testy (Prionocs-check test, Platelia BSE test, Enfer
TSE test), ktoré st schopné rozlisit’ zdravy hovédzi dobytok od dobytka postihnutého
BSE za predpokladu, Ze je starSi ako 30 mesiacov. VSetky testy ktoré presli
vyhodnotenim Komisie EU s testy postmortalne, t.j. je ich moZné pouZit’ na vySetrenie
vzoriek odobratych o odporazeni resp. uhynuti zvierat. Diagnostické rozliSenie medzi
infekénymi a neinfekénymi prionmi sa dosahuje pomocou enzymu protedza K. Tento
enzym je schopny nastrihat proteinovy retazec neinfek¢ného prionu bezo zvysku na
kratke fragmenty tzv. oligopeptidy. Teda posobenim proteazy je normdlna forma PrP
rozlozena, zatial’ ¢i pri formach PrPsc dochddza k zmene povodnych z 32 — 35 kD na 27
— 30 kD. Zostavajuci fragment odolny proti protedze sa oznacuje PrP 27 — 30. Tento

fragment je vizualizovany pomocou monoklénovej protilatky (Novak et al., 2001).

Odber a spracovanie vzoriek:

Mozog a predizena miecha musia byt odobraté &o najskor po uhynuti, pripadne
odporazeni zvierata. Odobraté vzorky je potrebné fixovat v desatndsobnom mnozstve
10% neutrdlneho formalinu. Pri odbere vzorky zpredizenej miechy v oblasti
mozgového kmena cez foramen magnum Specidlnou lyZzicou sa odber vykonava

najmenej z troch excizii:
a) predlzend miecha v urovni obexu
b) predlzena miecha v Grovni pedunculus cerebellaris

¢) stredny mozog v Urovni colliculus rostralis.
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Vzorky sa spractivaju rutinnou laboratornou technikou a tkanivové rezy sa farbia

hematoxylin — eozinom (Levkut et al., 2001)
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4. 7Z.aver

Prionové choroby st zavazné choroby zvierat a ¢loveka. P6vodca tychto chordb
sa nazyva prion. Bol objaveny v roku 1982, aj ked’ tieto choroby boli zndme ovela skor.
Prvou znamou prionovou chorobou bolo scrapie, ktoré sa vyskytovalo u oviec
v Anglicku uz v polovici 18. stor. Dalsou nebezpetnou zvieracou nakazou je BSE,
vyskytujuce sa uhovéddzieho dobytka. Z chorob vyskytujucich sa uludi je
najzavaznejSia Creutzfeldtova — Jakobova choroba anovy variant Creutzfeldovej —
Jakobovej choroby, ktory je vlastne I'udskou BSE. Prionové choroby su nelieCitelné,
majui dlhu inkubaénti dobu a vzdy st smrtel'né. Z tohto dévodu je najddlezitejSie prisne
dodrziavanie ochrannych opatreni, ktoré boli prijaté v dosledku zabranenia Sireniu

tychto nebezpe¢nych nakaz.
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